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Wykaz stosowanych skrétow

Wykaz stosowanych skrotow

AC — 2-anthracenecarboxylate — antraceno-2-karboksylan
AFM — atomic force microscopy — mikroskopia sit atomowych
CD —circular dichroism — dichroizm kotowy

CJD — Creutzfeldt-Jakob disease — choroba Creuztfeldta-Jakoba
DMSO - dimethyl sulfooxide - dimetylosulfotlenek

FT-IR — Fourier transform infrared (spectroscopy) — spektroskopia w podczerwieni z transformatg
Fouriera

GdnHCI - chlorowodorek guanidyny

ICD — induced circular dichroism — indukowany dichroizm kotowy
cryo-EM — kriomikroskopia elektronowa

LD — linear dichroism — dichroizm liniowy

PGA — polyglutamic acid — kwas poliglutaminowy

SAA - surowiczy amyloid A

TCEP — tris(2-carboxyethyl)phosphine — tris(2-chloroetylo)fosforan
ThT —tioflawina T

TrisHCI - chlorowodorek tris(hydroksymetylo)aminoetanu

VCD - vibrational circular dichroism — wibracyjny dichroizm kotowy






WSTEP

1. WSTEP

W pewnych warunkach biatka ulegajg nieprawidtowemu zwijaniu, co moze prowadzi¢ do
powstania B-kartkowych fibryli amyloidowych. Zjawisko to jest zwigzane z przebiegiem szeregu
chordb, takich jak choroba Alzheimera czy choroba Creuztfeldta-Jakoba, ale takze z pozytecznymi
procesami zachodzgcymi w organizmach. Zaréwno przebieg amyloidogenezy jak i struktura wtékien
amyloidowych nie sg dostatecznie opisane, co czyni proces agregacji biatek niezwykle ciekawym
tematem badawczym o waznych implikacjach biomedycznych.

Badania realizowane w ramach pracy doktorskiej dotyczyly szczegdlnego aspektu agregacji
biatek — powstawania chiralnych superstruktur. Sg to wysoce uporzgdkowane asocjaty witdkien
amyloidowych, wykazujgce anomalnie intensywne widma dichroizmu kotowego. Ich chiralooptyczne
wtasciwosci mogg by¢ obserwowane w elektronowym i wibracyjnym zakresie promieniowania oraz
przy pomocy zewnetrznych znacznikéw interkalujgcych w tych strukturach. Celem przeprowadzonych
prac eksperymentalnych byto blizsze scharakteryzowanie procesu chiralnej agregacji oraz wyjasnienie
obserwowanych efektdw chiralooptycznych. W badaniach wykorzystana zostata szeroka paleta
metod biofizycznych — m.in. spektroskopia dichroizmu kotowego, spektroskopia FT-IR, kinetyczne
pomiary z wykorzystaniem markeréw fluorescencyjnych specyficznych wobec amyloidéw,
spektroskopia wibracyjnego dichroizmu kotowego czy wreszcie mikroskopia sit atomowych. Uzyskane
wyniki pozwolity na okreslenie roli wybranych czynnikéw fizykochemicznych — takich jak obecnos¢
anionéw — oraz szczegdélnych cech struktury kowalencyjnej insuliny w powstawaniu tego rodzaju
struktur. Dokonano takze analizy zrédet sygnatu dichroizmu kotowego sondy molekularnej wigzacej
sie z agregatami biatkowymi — tioflawiny T oraz zbadano relacje tych informacji o chiralnosci prébki z
sygnatami w zakresie podczerwieni pochodzgcym od samych chiralnych agregatow. Rezultaty tych
badan przekfadaja sie na petniejsze zrozumienie szczegdlnego rodzaju samoorganizacji molekularnej

prowadzacej do nietypowych form strukturalnych biatek i polipeptydow.
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2. PODSTAWY TEORETYCZNE

2.1 Amyloidy — historia odkrycia i obecny stan wiedzy

Juz w XVII wieku pojawiaty sie pierwsze wzmianki na temat ,twardych biatych kamieni w
sledzionie” oraz ,woskowej watroby” obserwowanych post mortem w organach chorych [Boneti,
1679]. Poczatkowo, ze wzgledu na ich wyglad, proponowano ttuszczowa lub weglowodanowa
geneze ztogdw. Stad tez pochodzi nazwa amyloid wprowadzona w 1854 roku przez Rudolpha
Virchowa, ktéry zaobserwowat wybarwianie amyloidu w tkankach mdzgu przez jodyne, podobnie jak
ma to miejsce w przypadku skrobi (lat. amylum) [Virchow, 1854]. Ostatecznie, w 1859 roku,
Friedreich i Kekule wykazali biatkowe pochodzenie ztogéw amyloidowych [Friedreich, 1859]. W
kolejnych latach zaobserwowano wystepowanie amyloidowych skupisk w wielu innych tkankach i
skorelowano je z szeregiem choréb. Jednym z istotnych odkry¢ byto powigzanie w 1906 r. przez
Aloisa Alzheimera obecnosci agregatéw biatkowych w mdzgu jego pacjentki ze zdiagnozowang za jej
zycia chorobg umystowg, ktérg okreslilibysmy dzis jako chorobe Alzheimera. Zastosowanie
selektywnego barwnika — czerwieni Kongo [Bennhold, 1922] — poczawszy od 1922 roku pozwolito
uzyska¢ pierwsze informacje strukturalne o amyloidach. Zaobserwowano dwaéjtomnosé
wybarwionych ztogéw w Swietle spolaryzowanym [Divry, 1927], co wbrew wczesniejszym
przypuszczeniom sugerowato ich ustrukturyzowany a nie amorficzny charakter. Jednak najwiekszy
rozwdj w badaniach nad amyloidami nastgpit pdzniej, wraz z rozwojem metod biologii strukturalnej.
Istotng role odegrat postep w rozumieniu struktury przestrzennej biatek, a w szczegdlnosci
zaproponowane przez Linusa Paulinga i wspétpracownikdéw podstawowe motywy struktur II-
rzedowych: a-helisy oraz B-kartki [Pauling, 1951a; Pauling 1951b]. Eksperymentalne potwierdzenie
tych modeli pojawito sie w kolejnych latach podczas analizy krystalograficznej biatek globularnych:
mioglobiny [Kendrew, 1958] oraz lizozymu z biatka jaja kurzego [Blake, 1965]. Odkrycia te byty
niezwykle wazne dla zrozumienia struktury amyloidéw, co jednak zostato poprzedzone obserwacjg
ich fibrylarnej morfologii. Doniesienia o witdknach amyloidowych o s$rednicy rzedu 20 nm i o
mikrometrowych dtugosciach pojawiaty sie juz latach 40-tych w pracach Waugha [Waugh, 1944].
Nastepnym znaczgcym krokiem w charakteryzowaniu struktur amyloidowych byto uzyskanie motywu
cross-6 na dyfraktogramach pochodzacych z rentgenografii proszkowej [Eanes, 1968]. Dwa
prostopadte prazki przy 4,75 A i 9,8 A uzyskiwane dla prébek uporzadkowanych sugerujg, ze
odpowiadajg one ortogonalnym periodycznosciom w fibrylach. Powigzano je ze znanymi juz
odlegtosciami charakterystycznymi dla struktur biatkowych [Pauling, 1953], odpowiednio: odlegtoscig
pomiedzy tancuchami polipeptydowymi w ptaszczyznie [B-kartki oraz odlegtoscia pomiedzy
sgsiadujgcymi B-kartkami. W ten sposéb udato sie poznaé strukture Il-rzedowa biatek budujgcych
wtékna amyloidowe. Te trzy metody badawcze: wybarwianie czerwienig Kongo, obrazowanie
mikroskopowe fibryli oraz rejestracja motywu cross-8 w dyfrakcji proszkowej ukonstytuowaty
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~4,7 A

~10 A
4 ¥

Rys. 1 Obraz rentgenograficzny otrzymany dla wariantu drozdzowego biatka prionowego Sup35 NM
[Slotta, 2007].

kryteria rozpoznania amyloidéw. W tym samym czasie badano juz préobki amyloidowe pochodzace
nie tylko z tkanek pacjentéw, ale takze uzyskiwane in vitro. Jak sie okazato, miaty one podobne
obrazy krystalograficzne i rowniez wykazywaty dwdjtomnos¢ po zabarwieniu czerwienig Kongo
[Glenner, 1974], co sugerowafo podobienstwo strukturalne z widknami powstajgcymi in vivo.
Dodatkowo zaobserwowano dwie bardzo istotne cechy amyloidéw swiadczace o duzej ich trwatosci:
nierozpuszczalnos¢ w warunkach fizjologicznych [Glenner, 1968] oraz odpornos¢ na trawienie
enzymami proteolitycznymi [Sorenson, 1964].

Kliniczne probki ztogéw amyloidowych analizowane przez badaczy pochodzity jak dotad od
pacjentéw cierpigcych na amyloidozy uktadowe, a wiec z organéw takich jak $ledziona, watroba czy
nerki. Wraz z rozwojem technik oczyszczania i sekwencjonowania biatek udato sie rozpoznac
poszczegdlne biatka, ktorych agregacja byta powigzana z etiologig tych chordb [Glenner, 1971;
Benditt, 1971; Sletten, 1976]. W kolejnych latach powigzano takze inne choroby, miedzy innymi
niektére choroby neurodegeneracyjne, z procesem amyloidogenezy i zidentyfikowano
odpowiadajgce im prekursory biatkowe. Do najpowszechniejszych choréb powigzanych z amyloidami
nalezy choroba Alzheimera, ktdrej jedng z przyczyn jest agregacja peptydu AB [Glenner, 1984] oraz
pasazowalne encefalopatie ggbczaste, t. j. choroba Creutzfeldta-Jakoba (CJD) lub choroba ktusowa u
kéz i owiec (ang. scrapie) wywotywane nagromadzeniem sie B-kartkowych biatek prionowych
[Bolton, 1982]. Czynnik infekcyjnych w tych chorobach byt badany intensywnie w latach 60-tych i
70-tych przez Gajduska [Gajdusek, 1972], natomiast samo pojecie prionu zostato wprowadzone w
1982 roku przez Stanleya Prusinera, kiedy to opisano biatkowg czasteczke zakazng, wywotujacg CID
[Prusiner, 1982]. Idea ta byta rewolucyjna, gdyz sugerowata, ze wytgcznie biatko (bez udziatu kwaséw
nukleinowych) moze by¢ czynnikiem infekcyjnym. Na chwile obecng uwaza sie, ze etiologia co

najmniej 30 chordb ludzkich i 10 zwierzecych skojarzona jest z nieprawidtowym zwijaniem sie biatek
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[Sipe, 2012]. Mozna je podzieli¢ na dwie grupy. Do pierwszej z nich nalezg amyloidozy uktadowe oraz
amyloidozy zlokalizowane w konkretnych organach. Przyktadem moze tu by¢ starcza amyloidoza
uktadowa czy dystrofie rogéwki [Ueda, 2011; Klintworth, 2009]. Bezposrednim czynnikiem
chorobotwdrczym jest w nich wystepowanie ztogéw amyloidowych, nawet w ilosciach
kilogramowych w przypadku pewnych amyloidoz ludzkich. Druga grupa chordéb zwigzanych z
wystepowaniem amyloiddw obejmuje choroby neurodegeneracyjne, z wiec m. in. choroby
Alzheimera, Parkinsona i Huntingtona, przy czym czynnikiem toksycznym wydajg sie byé w tym
przypadku nie dojrzate fibryle amyloidowe, lecz raczej wczesne formy posrednie w procesie agregacji
takie jak biatka o zaburzonej strukturze natywnej lub niewielkie oligomery. Dla przyktadu, stezenie
rozpuszczalnych niskoczgsteczkowych form peptydu AR w organizmie koreluje z niesprawnoscia
poznawcza w przypadku choroby Alzheimera lepiej niz stezenie dojrzatych form amyloidu AR [Lue,
1999; Naslund, 2000]. Dla tej grupy chordb przyczyny dysfunkcji organizmu sg nadal analizowane i
wskazuje sie, ze nieprawidtowo zwiniete prefibrylarne formy biatka mogg w sposéb nietypowy
oddziatywa¢ z innymi czasteczkami w zattoczonym $rodowisku komérkowym  (badz
pozakomérkowym) i w ten sposdb zaburza¢ prace komorki, a ich relatywnie duza powierzchnia w
porownaniu z dojrzatym wtdknem mogtaby podwyzsza¢ wydajnos¢ takiego procesu [Cheon, 2007].
Alternatywna hipoteza ttumaczgca patogenne wtasciwosci agregatéw nieprawidtowo zwinietych
biatek jest powigzana z zaburzeniem homeostazy komérkowej. Sadzi sie, ze gtéwnie niewielkie
oligomery biatek prekursorowych, ale niekiedy takze dojrzate formy fibrylarne mogg tworzy¢
niespecyficzne kanaty w membranach fosfolipidowych, powodujgc szybkie wyréwnywanie
transmembranowego gradientu stezen jondéw i skutkujgc nieprawidtowym funkcjonowaniem komérki
[Pollard, 1995; Lal, 2007].

Istotne odkrycia dotyczace ztogdw amyloidowych w latach osiemdziesigtych przyczynity sie
do znacznego zainteresowania naukowcéw tematyka agregacji biatek oraz poszukiwania nowych
metod leczenia pacjentéw. Obecnie opracowywanych jest szereg lekdw pod katem terapii chordb
zwigzanych z procesem amyloidogenezy. Leki takie mogg wptywaé na kilka réinych zjawisk:
produkcje prekursora biatkowego amyloidu, konwersje prekursora biatkowego do stanu posredniego
w agregacji, tworzenie sie wtdkien amyloidowych oraz stabilnos¢ tych wtdkien [Dember, 2009]. W
przypadku amyloidoz uktadowych skuteczng strategia moze by¢ np. ,wyczyszczenie” Srodowiska
komérkowego z surowiczego sktadnika amyloidu P, chronigcego agregaty przed usuwaniem przez
makrofagi, co prowadzi do zlikwidowania ztogéw amyloidowych [Bodin, 2010]. W przypadku choréb
neurodegeneracyjnych zwigzanych z wystepowaniem amyloidéw przebieg patogenezy wydaje sie nie
by¢ ani oczywisty ani wspélny dla catej ich kategorii. Ponadto, jedng z przeszkéd w ich
farmakologicznym leczeniu jest bariera krew-mézg, ktéra znaczaco ogranicza wybodr czasteczek
mozliwych do zastosowania jako leki, gdyz np. konwencjonalne ligandy biatkowe, takie jak
przeciwciata bgdz aptamery DNA i RNA s3 do jej pokonania zbyt duze. O ile np. przy zastosowaniu
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przeciwciat w odpowiednich warunkach mozliwe jest ominiecie tej bariery, terapia immunizacyjna z
zastosowaniem epitopow nasladujgcych agregaty biatkowe moze sprawia¢ dodatkowe problemy -
stymulacja systemu immunologicznego pacjenta do wytwarzania wiasnych anty-amyloidowych
przeciwciat niekiedy prowadzi do wystgpienia silnego stanu zapalnego [Lemere, 2013]. Inne podejscie
lecznicze zaktada zastosowanie matych czasteczek specyficznie oddziatujgcych z biatkiem, gdyz sg one
w stanie pokonac¢ bariere krew-médzg. Wiekszos¢ testowanych czasteczek to pochodne ligandéw
amyloidowych, takich jak czerwiedn Kongo, chryzamina G, kurkumina czy tioflawiny S i T o
wiasciwosciach hydrodynamicznych i fizykochemicznych pozwalajgcych na przedostanie sie do
modzgu. Mogg one specyficznie badz niespecyficznie oddziatywaé z toksycznymi formami
niepoprawnie zwinietych biatek. Najwiekszym wyzwaniem jest potwierdzenie ich zdolnosci
terapeutycznych w warunkach in vivo oraz wykluczenie negatywnego wptywu na inne biatka
znajdujace sie w sSrodowisku komdrkowym. Innymi obiecujgcymi czynnikami o dziataniu leczniczym sg
biokompatybilne nanoczastki polimerowe. Mogg one hamowaé tworzenie sie ztogdw oraz
dezintegrowac¢ amyloidy AP, a nawet redukowaé toksycznos¢ peptyddw i oligomerdéw AR in vivo
[Saraiva, 2010]. Jest to jednak zupetnie nowe podejscie, a zwigzki te muszg zosta¢ zweryfikowane
pod katem bezpieczenstwa stosowania w postaci lekdw.

Nalezy podkresli¢, ze nie zawsze wystepowanie amyloidéw in vivo wigze sie z procesem
chorobotwérczym. Znane przyktady biologicznie funkcjonalnych amyloidéw to m. in. wtdkna curli,
stuzgce bakteriom do tworzenia biofilméw [Olsen, 1989], agregaty biatka Pmell7 wspomagajace
polimeryzacje i biosynteze melaniny [Fowler, 2005] czy priony [URE3] odpowiedzialne za wytgczanie
katabolicznej represji azotu u bakterii [Masison, 1995]. Wszystkie te nienatywne formy biatek maja
strukture typowa dla amyloidéw i stanowia ciekawe rozwigzanie ewolucyjne usprawniajgce
funkcjonowanie tych organizméw. Dodatkowo funkcjonalizowane fibrylarne agregaty biatkowe
syntetyzowane in vitro mogg znaleZ¢ zastosowania m.in. w nanotechnologii. Podstawowsg ich cechg,
ktora jest w tym wypadku pozadana, jest zdolnos¢ do samoorganizacji bez zewnetrznego wktadu
energii. Dotychczas zaproponowano szereg uktadéow, w ktorych wykorzystano wtdkna amyloidowe.
Jednym z zastosowan jest wprowadzenie uporzadkowania przestrzennego materiatéw, ktére
naturalnie nie majg zdolnosci do samoorganizacji. Przyktadem sg przewodzgce nanodruty, powstate
przez depozycje metalu na powierzchni fibryli [Scheibel, 2003; Carny, 2006]. Innym sposobem
wykorzystania agregatéw biatkowych jest tworzenie przy ich udziale powierzchni o okreslonych
wiasciwosciach i morfologii, stuzagcych np. jako uktad mikroprzeptywowy badZz jako silnie
hydrofobowe, samooczyszczajgce sie podtoze [Reches, 2006]. Dodatkowa mozliwoscig jest
znakowanie biatek badz peptyddw prekursorowych, co skutkuje okreslonymi cechami powstajgcych
agregatéw. W taki sposdb Channon i wspétpracownicy otrzymali z peptydéw oznakowanych

luminescencyjnie uktad zbierajgcy swiatto [Channon, 2009]. W wiekszosci z tych przypadkéw
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agregaty biatkowe moga byc¢ traktowane przede wszystkim jako rusztowanie, ktére pozwala nadac

pozgdang geometrie oddziatujgcym z nim innym czgsteczkom.

2.2 Przebieg agregacji i struktura wiokien amyloidowych

Zrozumienie przyczyn chordb zwigzanych z tworzeniem sie amyloidéw, jak réwniez synteza
nowych hybrydowych nanomateriatéw opartych o wtékna amyloidowe nie bytyby mozliwe bez
znajomosci wtasciwosci agregujacych uktaddéw oraz struktury widkien. Ten nurt badan jest niezwykle
istotny i zaczat sie rozwija¢ wraz z odkryciem biatkowej natury amyloidéw.

Ponad 50 lat temu, badajac mate globularne biatko — rybonukleaze A, Christian B. Anfinsen
wykazat, ze po denaturacji spontanicznie odtwarza ono swojg w petni aktywng enzymatycznie
strukture natywng [Anfinsen, 1961]. W oparciu o ten wynik Anfinsen postawit hipoteze, iz informacja
potrzebna biatku do przyjecia struktury natywnej jest zakodowana w jego sekwencji aminokwasowej
a konformacja ta odpowiada globalnemu (w warunkach fizjologicznych) minimum energii swobodnej
tancucha polipeptydowego biatka. Proces zwijania sie biatka wigze sie z tzw. paradoksem Levinthala.
W 1969 roku Cyrus Levinthal zauwazyt, ze pojedynczy niezwiniety taficuch polipeptydowy ze wzgledu
na bardzo duzg liczbe stopni swobody (i ogromng liczbe mozliwych konformacji) w ogdlnym

przypadku madgtby poszukiwac tej o najnizszej energii swobodnej przez astronomicznie dtugi czas

' ] ' Biatko. »
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Rys. 2 Wykres energii potencjalnej zwijania i agregacji biatek, zwany lejkiem zwijania. Na podstawie
[Hartl, 2009].
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nieodpowiadajgcy kinetykom rzeczywistych proceséw zwijania sie biatek in vivo i in vitro [Levinthal,
1968]. Wiekszos¢ badanych biatek zwija sie do struktury natywnej w czasach krétszych od sekundy, a
wiec proces ten musi przebiega¢ wedtug okreslonej Sciezki z przejsciem przez scisle zdefiniowane,
czesciowo ustrukturyzowane stany posrednie. Zaproponowano, ze hiperpowierzchnia energii
swobodnej biatka w zaleznosci od jego konformacji ma ksztatt lejka, zwanego lejkiem zwijania (Rys. 2)
[Bryngelson, 1995]. Moze on posiada¢ wiele miniméw lokalnych, ale dopiero minimum globalne
odpowiada strukturze natywnej, przy czym im blizej jesteSmy dna lejka tym mniejszg swobode
konformacyjng ma biatko i tym mniej mozliwych geometrii uktad musi ,przeczesaé” poszukujac tej o
najnizszej energii. Zwiniete struktury biatkowe stabilizowane sg przez szereg oddziatywan, takich jak
wigzania wodorowe, mostki solne, oddziatywania Van der Waalsa oraz kontakty hydrofobowe. Fakt
spontanicznej konwersji stanu natywnego do trwatych widkien amyloidowych jest interpretowany w
kontekscie poziomow energii swobodnej jako przejaw istnienia jeszcze gtebszego od stanu
natywnego minimum na hiperpowierzchni energii potencjalnych dla konformacji wielu
oddziatywujgcych monomerdw [Gazit, 2002]. Nalezy podkresli¢ ze gtebsze, ,,amyloidowe” minimum
energetyczne pojawic sie moze wyltacznie dla grupy czasteczek a nie dla pojedynczej molekuty biatka.

Amyloid powstaje z biatka zdestabilizowanego w mniejszym lub wiekszym stopniu. Szereg
czynnikéw denaturujacych sprzyja powstawaniu zdolnej do asocjacji konformacji, przyczyniajac sie do
inicjacji agregacji. W warunkach fizjologicznych najczesciej dochodzi do mutacji w sekwencji
aminokwasowej, co zmniejsza stabilnos¢ czasteczki. Dodatkowo w organizmie mogg niepoprawnie
funkcjonowaé mechanizmy ochraniajgce procesy zwijania, takie jak dziatanie biatek opiekunczych
(ang. chaperones) czy sciezki degradacji niepoprawnie zwinietych biatek. In vitro agregacja moze
zosta¢ wywotana destabilizacja biatka spowodowang umieszczeniem go w warunkach
niefizjologicznych, takich jak zasadowe lub kwasne pH, podwyiszona temperatura, roztwory
niewodne czy obecnos$é tzw. denaturantdw, np. mocznika albo chlorowodorku guanidyny. Ogdlnie
mozna przyjaé, ze w znacznej czesci tych przypadkdw inicjacjag agregacji jest odstoniecie

hydrofobowych fragmentéw sekwencji aminokwasowej wywotane penetracjg rdzenia biatka przez

Rys. 3 Obrazy mikroskopii elektronowej fibryli poli-L-lizyny (A), kwasu pol-L-glutaminowego (B) oraz
poli-L-treoniny powstate w odpowiednio dobranych warunkach. Skala: 200 nm. Na podstawie
[Féndrich, 2002].
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rozpuszczalnik. W wielu badaniach wykazano, ze agregowal in vitro moze takze wiele biatek
tworzacych ztogi amyloidowe in vivo [Chiti, 1999] a takze syntetyczne polipeptydy, w szczegélnosci
spolimeryzowane a-aminokwasy [Fandrich, 2002] (Rys. 3), stad wysnuty zostat wniosek, ze zdolnos$¢
do amyloidogennej agregacji jest ogdlng cechg biatek jako polimerédw. Z drugiej strony warto
pamietac, ze pewne fragmenty sekwencji oraz okreslone aminokwasy sprzyjajg bardziej tworzeniu sie
B-kartkowych agregatéw. Jedng z pozgdanych cech jest hydrofobowos¢ sekwencji biatkowej [Pawar,
2005], a takze skompensowany fadunek elektryczny biatka [Lopez De La Paz, 2002]. W tym kontekscie
nalezy przywotaé¢ prace pokazujgce, ze aromatyczne aminokwasy czesto wystepujg w biatkach
zwigzanych z chorobami o amyloidowej etiologii [Azriel, 2001]. Z kolei metodami analizy statystycznej
okreslono, ze w naturalnie wystepujacych biatkach sekwencje trzech lub wiecej hydrofobowych
aminokwasow pod rzad obserwowane sg rzadziej niz wynika to z oczekiwan natury probabilistycznej,
co moze by¢ efektem dziatania mechanizmdéw ewolucyjnych zapobiegajgcych procesowi agregacji.
[Schwartz, 2006]. Dodatkowo tworzeniu sie amyloidéw sprzyja obecnos¢ B-kartkowych struktur
drugorzedowych w biatku natywnym [Chiti, 2002]. Sekwencje amyloidogenne sg takze zwykle

pozbawione proliny oraz glicyny, gdyz te aminokwasy destabilizujg strukture B-kartkowa [Williams,

2004].
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Rys. 4 Przebieg agregacji biatka wedtug mechanizmu ,,zaleznego od zarodka”. Na podstawie [Kumar,
2011].
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Odzwierciedleniem istnienia réznych faz wyksztatcania sie fibryli sg rdoine etapy kinetyki tego
procesu, ktdry moze by¢ monitorowany np. poprzez zmiany wtasciwosci spektroskopowych prébki
(intensywnosci fluorescencji, rozpraszania, zmiany potozenia pasma amid I’ we podczerwieni lub
minimum sygnatu dichroizmu kotowego). Agregacja biatek ma przebieg mechanizmu ,zaleznego od
zarodka”. Charakteryzuje sie on fazg opdzniong (ang. lag phase), potrzebng na pokonanie barier
termodynamicznych zwigzanych z tworzeniem pierwszych zarodkéw amyloidowych (Rys. 4). W tym
czasie biatko natywne zmienia konformacje na sprzyjajgcg agregacji. Sprzyja to zajsciu nukleacji, a
wiec wyksztatcaniu sie zarodkéw fibryli zazwyczaj z kilku czasteczek biatka, ktéry dopiero wowczas
mogg zaczag¢ sie wydtuzaé. W trakcie drugiej fazy — elongacji — tworzg sie dtuzsze i grubsze sploty, a
takze do czasu wykorzystania wszystkich niezagregowanych czgsteczek biatka powstajg nowe fibryle.
Nachylenie krzywej kinetycznej zalezy od szybkosci tego procesu. Po fazie wzrostu fibryli
obserwowane jest plateau. Faza opdzniona moze zosta¢ skrocona poprzez ,zasiewanie”, czyli
dodanie do analizowanej prébki zarodkéw w postaci rozdrobnionego, dojrzatego amyloidu [Serio,
2000]. Kinetyka takiego procesu ma zupetnie inny przebieg ze wzgledu na zmniejszenie barier
termodynamicznych zwigzanych z nukleacja, a elongacja zarodkdw rozpoczyna sie natychmiast po ich
wprowadzeniu do Srodowiska z rozpuszczalnym prekursorem (np. natywnym monomerem biatka).
Mechanizm wzrostu fibryli pod wptywem zasiewania jest podobny do analogicznych zjawisk
zachodzacych w trakcie krystalizacji biatek czy wyksztatcanie sie mikrotubuli [Jarrett, 1993]. Nalezy
jednak podkresli¢, ze w przypadku amyloiddw przemiana fazowa jest powigzana z przemiang
konformacyjnga, co odrdznia obraz termodynamiczny tego procesu.

Do tej pory udato sie uzyskaé¢ bardzo niewiele wysokorozdzielczych, eksperymentalnych
struktur widkien amyloidowych powstatych z naturalnie wystepujacych biatek lub peptydow.
Amyloidy majg zbyt duze masy czasteczkowe do pomiaréw magnetycznego rezonansu jgdrowego
(NMR) w roztworze. Z kolei fakt, iz amyloidy nie tworzg krysztatéw, a takze polidyspersyjnosc préobek
utrudnia zastosowanie metody NMR w ciele statym, a przede wszystkim metod krystalograficznych.
Zastosowania metody NMR w roztworze sg ograniczone do molekut o niskich i srednich masach
czagsteczkowych m. in. ze wzgledu na nakfadanie sie sygnatéw. Ruchy Browna majg znaczacy wptyw
na czasy relaksacji spinowych momentéw magnetycznych, stad juz dla czasteczek o masie
czasteczkowej powyzej 50 kDa poszerzenie linii spektralnych nie pozwala na rozrdznienie sygnatéw
pochodzacych od indywidualnych jader. Limit ten mozna podwyzszy¢ stosujgc odpowiednie
sekwencje impulséw i pracujgc z silnym polem magnetycznym i chtodzonymi prébkami [Griswold,
2002], jednak masy czasteczkowe wtdkien amyloidowych sg wecigz zbyt duze dla tej metody.
Dodatkowym, trudnym do spetnienia w przypadku amyloidéw, warunkiem w spektroskopii NMR jest
monodyspersyjnos¢ prébki. Rozwigzaniem pozwalajgcym na badanie odpowiednio przygotowanych
probek widkien amyloidowych jest technika NMR w ciele statym. Jej wykorzystanie w badaniach
krétszych fragmentéw biatek pozwolity na ustalenie struktury wtékien powstatych z fragmentu
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105-115 transtyretyny [Jaroniec, 2004] oraz fragmentu 11-25 peptydu AP [Petkova, 2004]. Dane o
niskiej rozdzielczosci sg pozyskiwane przy pomocy klasycznych metod biofizycznych (m.in. metod
optycznych) i stuzg gtéwnie do detekcji form zagregowanych. Niosg one tez informacje strukturalne
pozwalajgce na rozréznienie wariantéw budowy struktur B-kartkowych oraz geometrii widkien

amyloidowych (Tab. 2). Poprzez kombinacje tych metod mogg by¢ nastepnie tworzone modele

Tab. 1 Zakres zastosowan metod biofizycznych w badaniach struktur amyloidowych.

Struktura ll-rzedowa | ¢ Charakterystyczne widmo B-kartki w spektroskopii dichroizmu kotowego
(CD).

e Sygnaty pochodzace od chromoforu amidowego w rezonansowej
spektroskopii Ramana w gtebokim nadfiolecie (DUVRR) pozwala na
rozrdznienie a-helisy, B-kartki oraz struktury typu kiebek statystyczny.

e Potozenie pasm (energia wigzan), zwtaszcza pasma amid I/I' w
spektroskopii w podczerwieni (FT-IR) jest skorelowane z obecnoscig i

typem B-kartki.

Struktura fibryli e Dyfraktogramy proszkowe zorientowanych fibryli charakteryzujg sie
dwoma prostopadtymi prazkami (motyw cross-8). Ich uktad wykazuje, ze
wigzania wodorowe w B-kartkach utozone sg wzdtuz osi fibryli.

e Barwniki histologiczne t. j. czerwien Kongo czy tioflawina T (ThT) wigzace
sie ze strukturami B-kartkowymi wskazujag na obecnos¢ widkien
amyloidowych (dwdjtomnosé CR, fluorescencja ThT), badanie takich
kompleksdw pozwala na uzyskanie informacji strukturalnych o samych

agregatach.

Morfologia e Wibékna amyloidowe o srednicy od 5-20 nm i o réznej dtugosci widoczne
w transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM), skaningowej mikroskopii

elektronowej (SEM) i mikroskopii sit atomowych (AFM).

strukturalne. Jedng z pierwszych struktur tréjwymiarowych fibryli amyloidowych, utworzonych przez
domene SH3 kinazy fosfatydylinozytolu, Jimenez i wspdtpracownicy uzyskali na podstawie obrazow z
kriomikroskopii elektronowej. Analizujgc wtasne dane oraz wczesniejsze wyniki badan
krystalograficznych zaproponowali oni réwniez model upakowania badanego peptydu w strukturze
wtdkna amyloidowego (Rys. 5). Dodatkowo wiele informacji na temat struktury wiékna pozyskuje sie
posrednio, np. badajgc krotkie peptydy krystalizujgce w struktury przypominajgce podstawowe

jednostki budulcowe witékien amyloidowych. Mogg to byé sekwencje amyloidogenne stworzone na
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i1

Rys. 5 Model upakowania peptydu domeny SH3 kinazy fosfatydylinozytolu w strukturze witdkna
amyloidowego. Kontur wtékna uzyskany na podstawie map cryo-EM jest zaznaczony kolorem
zielonym. Fragmenty B-kartkowe (niebieskie strzatki) oraz nieuporzadkowane (niebieskie kropki)
peptydu SH3 zostaty dopasowane do mapy gestosci elektronowej wtdkna. Model catego wtdkna (a),
przekréj podtuzny protofilamentu (b), przekrdj poprzeczny i skosny widkna (c, d) [Jimenez, 1999].

potrzeby eksperymentu [Makin, 2005] badz tez fragmenty rzeczywistych biatek tworzgcych wtékna
amyloidowe, takich jak prion drozdzowy Sup35 [Nelson, 2005]. Na podstawie badan
krystalograficznych takich obiektow uzyskano ich struktury dajgce informacje na temat upakowania
tancuchéw bocznych oraz istotnych oddziatywan stabilizujgcych B-kartki amyloidowe. Dla przyktadu
badania przeprowadzone przez grupe Louise Serpell wykazywaty wage oddziatywan warstwowych
typu m-mt stabilizujgcych miedzykartkowe kontakty (Rys. 6A), natomiast grupa Eisenberga stworzyta
pojecie ,suwaka sterycznego” spajajgcego pary B-kartek potgczonych dzieki Scistemu dopasowaniu
tancuchéw bocznych, posiadajacych ,suchy” strefe kontaktu pomiedzy sobg w przeciwienstwie do
,mokrej” powierzchni, zewnetrznej (Rys. 6B). Zaproponowali oni, iz centralny fragment sekwencji
aminokwasowe] biatka odpowiedzialny za stabilnos¢ struktury B-kartkowej tworzy tak zwany rdzen
widkna amyloidowego. Sekwencje te mozna rozpoznaé sprawdzajgc zdolnos¢ do agregacji szeregu

krétkich peptyddw, ale takze korzystajgc z technik ograniczonej proteolizy [Baxa, 2003].
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Rys. 6 (A) Upakowanie w krysztale 12-aminokwasowego peptydu KFFEAAAKKFFE. Powiekszenie
obrazuje miedzytaricuchowe kontakty m-m. Oddzielne peptydy s zaznaczone 4 réznymi kolorami
[Makin, 2005]. (B) B-Kartkowa struktura tworzgca suwak steryczny zbudowana z peptydu GNNQQNY,
widok wzdtuz kartek dla pary peptydéw oraz przekrdj przez szes¢ B-kartek. Czasteczki wody s3
zaznaczone czerwonymi kropkami. Atomy w jednej komédrce elementarnej na ogélnym przekroju sg
zaznaczone w postaci sfer w celu zobrazowania promieni van der Waalsa [Nelson, 2005].

2.3 Hierarchiczna organizacja fibryli amyloidowych

Dojrzate wtdkna amyloidowe zbudowane sg zazwyczaj z cienszych podjednostek, tak zwanych
protofilamentéw, ktdre splatajgc sie tworzg protofibryle a nastepnie fibryle (w zaleznosci od ilosci
poziomoéw organizacji, Rys). Innym typem widkien sg wtdkna wstgzkowe (ang. ribbon), zbudowane z
lateralnie ztgczonych protofibryli i tworzgce strukture o ptaskim przekroju. Tak jak w przypadku
ludzkiej kalcytoniny (Rys. 7A, B), oba typy struktur mogg powstawa¢ z tego samego biatka
prekursorowego. Podobny polimorfizm zostat zaobserwowany dla ludzkiej amyliny [Goldsbury,
1997]. Nazewnictwo wariantéw morfologicznych agregatdw nie jest jednorodne i jednoznaczne, lecz

oddaje wielopoziomowg budowe fibryli amyloidowych.

100 A

Rys. 7 Obrazy SEM wtdkna skreconego (A) oraz wtdkna wstgzkowego (B), zbudowanych z ludzkiej
kalcytoniny, skala 100 nm [Bauer, 1995]; przekrdj przez widkno lizozymu Asp67His wykonany
poprzez usrednienie negatywnie wybarwionych obrazéw SEM (C) [Serpell, 2000]; schematyczne
przedstawienie wtdkna skreconego zbudowanego z biatka G (D) [Khurana, 2000] oraz wstgzkowego
zbudowanego z B-laktoglobuliny (E) [Adamcik, 2011].

21



PODSTAWY TEORETYCZNE

Mozna rozrézni¢ odmienne typu polimorfizmu struktur amyloidowych ze wzgledu na
poziomy organizacji, na ktdrych zaczyna sie on manifestowac: na poziomie konformacji taricucha
peptydowego (struktura ll-rzedowa), upakowania B-kartek budujgcych protofilament badz ilosci
protofilamentow budujgcych wtdkno i rodzaju ich splotu. Pierwszy rodzaj polimorfizmu jest
rozpoznawany w widmach FT-IR, DUVRR oraz w pomiarach krystalograficznych i NMR dla mniejszych

uktadéw badawczych, natomiast morfologia agregatow jest rozréiniana gtéwnie  metodami

Filaments 2.4 + 0.5nm

T~

Protofibrils ¥ 4.0 £ 0.6nm

Type I Fibrils 8.3+1.0nm Typell ¥ 5.9+0.6nm

Rys. 8 Schemat tworzenia sie dwodch typow widkien amyloidowych z tancuchéw lekkich
immunoglobulin [lonescu-Zanetti, 1999].

mikroskopowymi. Warianty strukturalne amyloidéw moga by¢ rozréznione takze posrednio poprzez
badanie aminokwaséw chronionych przed wymiang H-D [Whittemore, 2005]. Rdéine formy
polimorficzne amyloidéw powstatych z tych samych biatek prekursorowych sg skutkiem agregacji w
réznych warunkach fizykochemicznych, definiowanych przez temperature, pH i mieszanie roztworu,
stezenie biatka oraz obecnosé¢ innych substancji w roztworze (np. soli, rozpuszczalnikédw organicznych
itd.). Bezposrednig tego przyczyng jest inna konformacja prefibrylarnej formy biatka w zaleznosci od
parametréw Srodowiska, co rzutuje na strukture powstajgcego rdzenia amyloidowego. Istotnym
czynnikiem sprzyjajgcym wytanianiu sie okreslonego wariantu strukturalnego fibryli jest rdina
zdolnos¢ wtdkien do wzrostu, ktéra moze rdowniez zaleze¢ od warunkdw fizykochemicznych
wplywajgcych na szybkos¢ elongacji oraz stabilno$¢ pojedynczych protofilamentéw i tendencje do
zwijania sie w grubsze sploty. Dla przyktadu intensywne mieszanie powoduje tamanie sie fibryli,

czego konsekwencjg jest znaczgce zwiekszenie sie ilosci ,lepkich korncow” zdolnych do przytaczania
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A B

llos¢ protofilamentéw Rodzaj splotu Struktura protofilamentéw

Rys. 9 Struktura drugorzedowa dwdch wariantéw polimorficznych mikrokrystalitéw typu
amyloidowego zbudowanych z peptydu NNQQ (A), schemat réznych typéw morfologii protofibryli
(B). Na podstawie [Fandrich, 2009].

nowych monomerdéw, stad rdzne rezimy wytrzasania agregujgcych biatek skutkujg powstawaniem
innych typow fibryli [Macchi, 2011]. O ile warunki agregacji definiujg ogdlnie strukture powstajgcych
amyloidéw, o tyle w danej probce moze by¢ obecnych wiele réznych form jednoczesnie. | tak, dla
peptydu AB.4 zaréwno bez, jak i w obecnosci soli obserwuje sie duza heterogeniczno$¢ probki

[Klement, 2007].

Wiékna amyloidowe czesto rdznig sie typem splotu protofibryli. Warto zwrdci¢ uwage na to,
ze rodzaj splotu protofilamentéw definiowany jako odlegtos¢ miedzy przecieciami decyduje o
elastycznosci dojrzatych wtdkien [Sachse, 2001]. Innym ciekawym rozrdznieniem strukturalnym jest
mozliwosé utworzenia réwnolegtego badZ antyréwnolegtego splecenia protofibryli. Takie zjawisko

zostato zaobserwowane dla B,-mikroglobuliny a jego konsekwencja jest polarnos¢ badz niepolarnosc

A

Szerokosé

Odlegtos¢ pomiedzy przecieciami

Rys. 10 Schematyczne przedstawienie widkna amyloidowego z zaznaczonymi charakterystycznymi
odlegtosciami oraz obrazy kriomikroskopii elektronowej wtdkien AB;40 rdéznych odlegtosciach
pomiedzy przecieciami(A) [Fandrich, 2009]; obrazy cryo-EM, ich rekonstrukcje 3D oraz przekroje dla
wtdkien o protofofibrylach utozonych antyréwnolegle (niebieski) i rownolegle (zielony) [White, 2009].
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dojrzatych wtdkien [White, 2009]. Zjawisko polimorfizmu zostato zaobserwowane w badaniach
probek otrzymanych in vitro z biatek takich jak amylina [Goldsbury, 1997], lizozym [Chamberlain,
2000], peptyd AB [Petkova, 2005] oraz wielu innych. Takze wtdkna amyloidowe pozyskane z tkanek
cechuja sie polimorfizmem [Jimenez, 2001; Crowther, 2000], co jest istotne w kontekscie réznej ich
toksycznosci [Seilheimer, 1997]. Szczegdlnym przypadkiem sg tzw. ,,szczepy prionowe”, czyli odmiany
amyloidéw powstate z biatka PrP [Weissmann, 2002]. Termin ten jest obecnie uzywany szerzej —
rézne formy strukturalne agregatéw danego biatka bywajg nazywane ,szczepami amyloidowymi”.
Najbardziej fundamentalnym aspektem polimorfizmu amyloidéw jest ten dotyczacy réznych
form fibryli powstatych z identycznych pod wzgledem struktury kowalencyjnej molekut biatka
(peptydu). Z drugiej strony niekiedy nie mozna wykluczy¢ zajscia pewnych chemicznych modyfikacji
sekwenciji, takich jak fosforylacja, deamidacja lub utlenianie i zmieniajgcych sktad aminokwasowy
prekursora, szczegdlnie w przypadku agregacji zachodzacej in vivo. Ciekawg cechg polimorfizmu
amyloidéw jest jego samopropagacja (ang. self-propagating polimorphism), wynikajgca z
autokatalitycznego charakteru wzrostu fibryli — powstanie konkretnego typu strukturalnego wtdkien
utatwia tworzenie sie tego samego wariantu agregatu w reszcie probki. Konsekwencje
samopropagacji poliformizmu przejawiajg sie w procesie zasiewania. Z pokolenia “matki” na

pokolenie “corek” przenoszone sg cechy fibryli na poziomie struktury ll-rzedowej, co moze

Pochodzenie zarodkow
Powstate w EtOH Powstate w H,O
. R SRR 7

Srodowisko zasiewania

Rys. 11 Obrazy AFM pokolenia fibryli zasiewanych homogenicznie (b, c) i krzyzowo (a, d) [Dzwolak,
2005a].

przektadaé sie takze na inng morfologie prébek. Co ciekawe, propagacja danego strukturalnego
wariantu amyloidu zachodzi nawet wtedy, gdy warunki agregacji faworyzujg powstawanie zupetnie
innych fibryli. Zostato to zobrazowane na podstawie morfologii wtdkien insuliny powstajgcych w

Srodowisku wodnym w niskim pH (dtugie fibryle) oraz w obecnosci 20% etanolu (krétkie fibryle).
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Pokolenie cérek zachowuje cechy matek niezaleznie od srodowiska, w ktdrym agregacja zachodzi
(Rys. 11).
Cechg polimorficzng struktur amyloidowych moze byé réwniez rézna skretno$¢ dojrzatych

wtékien badz protofilamentdw i protofibryli je budujgcych. Kwestia te zostanie omdéwiona szerzej.

2.4 Chiralnos¢ struktur amyloidowych

Naturalnie wystepujgce biatka i peptydy zbudowane sy z L-aminokwaséw, co jest
podstawowg determinantg wtfasciwosci chiralnych struktur biatkowych wyiszego rzedu.
Najpopularniejszym Il-rzedowym motywem strukturalnym biatek jest prawoskretna a-helisa,
wystepujaca szczegdlnie czesto w biatkach globularnych [Pauling, 1951a; Murzin, 1995.]. Strukturalng
chiralno$¢ tj. skretnos$¢ mozna réwniez zdefiniowa¢ w przypadku drugiej podstawowej struktury Il-
rzedowej — tj. B-kartki. Historycznie stosowano przy tym dwie rézne konwencje, z czego ostatecznie
zdecydowano sie na okreslenie jej chiralnosci poprzez kierunek skrecenia wigzan wodorowych
patrzagc wzdtuz osi tancucha [Schulz, 1974] (Rys. 12). Oznacza to, ze w przypadku biatek globularnych
zbudowanych z L-aminokwasow, B-kartki sg prawoskretne.

W przypadku wtdkien amyloidowych takze
rozwaza sie kwestie skretnosci. Poczgtkowo
sgdzono, ze z L-aminokwasdow mogg powstawac
struktury (na poziomie protofibryli i dojrzatych
wtdkien amyloidowych) tylko o jednej skretnosci.
Potwierdzeniem tego byt eksperyment Harpera i
wspotpracownikow, w ktédrym uzyskano witdkna

<

Rys. 12 Prawoskretna B-kartkowa struktura
zbudowana z antyréwnolegtych tancuchéw

1997; Xu, 2012]. Z czasem okazato sie jednak, ze dehydrogenazy mleczanowej (aminokwasy
263-294) [Richardson, 1981].

_-'F
ta¥,

bedace swoimi odbiciami lustrzanymi z biatka Ap,.

40 Zbudowanego badz z aminokwaséw typu L badz
wytgcznie z typu D [Harper, 1997] (Rys. 13), a
takze inne badania, w ktérych obserwowano
agregaty z réznych biatek skrecone wytgcznie w

lewo [Bauer, 1995; Khurana, 2003; Goldsbury,

powstawaé mogg fibryle o obu skretnosciach, jak
to miato miejsce w przypadku réznych krétkich fragmentow surowiczego amyloidu A (SAA) [Rubin,
2010]. Jest to o tyle interesujgce, ze wtdkna zbudowane z 12-aminokwasowego peptydu byty
prawoskretne, natomiast skrécenie o pojedynczy C-koncowy kwas asparaginowy powodowato
zmiane skretnosci tworzacych sie agregatéw. Co wiecej, w przypadku oktapeptydu SAA,, tworzyta

sie heterogeniczna mieszanina wtdkien lewoskretnych (dominujgcych) oraz prawoskretnych. Autorzy
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Rys. 13 Wtékno amyloidowe z biatka AB,.40 z budowanego z (a) L-aminokwaséw i (b) D-aminokwaséw,
skala 50 nm oraz interpretacja morfologii wtdkien A1, biologicznego pochodzenia [Harper, 1997].

pracy sugerowali jednak, ze motywem drugorzedowym budujgcym te wtdkna jest bardziej elastyczna
B-helisa nie B-kartka. Takze w przypadku tego samego biatka — insuliny, w zaleznosci od pH roztworu,
tworzg sie 2 typy struktur o przeciwnej chiralnosci [Kurouski, 2012a]. Co wiecej, dla fibryli powstatych
w tych samych warunkach ich skretnos¢ mozna zmienic post factum, zmieniajac site jonowga roztworu
[Adamcik, 2011]. W pébzniejszej pracy tej grupy pokazano takze inne bardzo ciekawe zjawisko. Przy
dtugich czasach inkubacji surowiczej albuminy wotowej tworzyty sie 2 typy fibryli. Jedne -
lewoskretne, powstate z pojedynczych ciasno skreconych wokét siebie protofibryli w stopniu
prowadzacym do powstania amyloidowych nanorurek, oraz drugie - utworzone z podwdjnego
kompletu zwinietych protofibryli, zmieniajacych po potgczeniu w ptaska strukture swa skretnos¢ na

helikalng prawostronng [Usov, 2013] (Rys. 14). W tym przypadku ich morfologiczna chiralnos¢
]/

lewoskretna prawoskretna
helisa

nanorurka

277
W/////////////////%

| S 4\

Rys. 14 Wtékna amyloidowe o rdznej skretnosci tworzone przez surowiczg albumine wotowg [Usov,

2013].
rozrézniana na podstawie obrazow AFM byta skorelowana scisle ze stopniem ztozonosci

strukturalnej. Autorzy tej pracy postawili teze, ze chiralnosé wtdkien odpowiada takiej geometrii, przy
ktdrej energia strukturalna ma pewne minimum. Do tej energii wkfady majg efekty zwigzane z
chiralnoscig aminokwaséw jak i z mechanicznymi naprezeniami w skrecajgcym sie witdknie, jak

rowniez tadunki elektryczne zlokalizowane na tancuchach bocznych i koncach tancucha gtéwnego
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(kontrolowane przez pH i site jonowa roztworu). W takim ujeciu, geometria fibryli jest wiec wynikiem
rownowagi pomiedzy kulombowskimi oddziatywaniami a energig torsyjng. Z drugiej strony, ze
wzgledu na mozliwos¢ powstawania widkien o obu skretnosciach réwnoczesnie mozna stwierdzic, ze
czynniki te nie determinujg jednoznacznie efektu koricowego i w okreslonych warunkach rézne
warianty strukturalne mogg by¢ stabilne termodynamicznie.

Skretnos¢ wtdkien amyloidowych badana jest za pomocg metod mikroskopowych, takich jak
mikroskopia sit atomowych czy mikroskopia elektronowa. Inng technikg czutg na pewne aspekty
chiralne witdkien amyloidowych jest spektroskopia indukowanego dichroizmu kotowego czgsteczek
dokujgcych na powierzchni biatka. Dzieki zastosowaniu tej metody odkryte zostaty agregaty biatkowe
o innej chiralnosci rozumianej jako lokalna chiralnos¢ miejsc wigzania sondy molekularne;j.
Czasteczka, ktérej chiralnos¢ w tym przypadku badano byta tioflawina T.

Agregacja biatek nie zawsze prowadzi do powstawania pojedynczych wiékien amyloidowych
lub ich prostych lateralnych splotow. W pewnych warunkach mogg sie tworzy¢ charakterystyczne
struktury przestrzenne zbudowane z wielu fibryli. Pierwszymi superstrukturami, zaobserwowanymi
zarowno in vivo w tkankach pochodzacych od pacjentéw [Vos, 1985; Manuelidis, 1997], jak i in vitro
dla insuliny [Waugh, 1946] byty tzw. “sferulity” (Rys. 15). Sg one widoczne w obrazie mikroskopowym

w Swietle przechodzgcym (okragte obiekty), jak réwniez po wybarwieniu ztogéw amyloidowych

Rys. 15 Sferulity insuliny wofowej zarejestrowane przy pomocy skaningowej mikroskopii
elektronowej (A) oraz mikroskopii optycznej w Swietle spolaryzowanym (B) [Krebs, 2005a]; schemat
sferulitu powstajgcego poprzez rozgatezianie sie wtdkien badz nukleacje nowych w przestrzeniach
miedzyfibrylarnych (C) [Rogers, 2006].

czerwienig Kongo w badaniach mikroskopowych w sSwietle spolaryzowanym przy skrzyzowanych
nikolach (motyw , krzyza maltaniskiego”) (Rys. 15). Sferulity sg zbudowane z fibryli, uktadajgcych sie w
koncentryczne sfery przypominajgce ksztattem dmuchawce. Gestos¢ tych obiektow nie zmienia sie
wraz ze zwiekszeniem sie odlegtosci od srodka, a wiec nie powstajg one z juz utworzonych widkien i
sklejonych post factum, lecz poprzez rozgatezianie sie tworzacych sie fibryli badz nukleacje nowych w

przestrzeniach pomiedzy istniejgcymi [Rogers, 2006]. In vitro mozna je uzyska¢ podczas agregacji
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biatka w wysokim stezeniu i bez wytrzasania. Jako ze sferulity zostaty wykryte w wielu tkankach jak i
uzyskano je eksperymentalnie dla réznych biatek, postuluje sie, ze zdolnos¢ do tworzenia sferulitow
jest wihasciwoscig wszystkich agregujacych biatek [Krebs, 2004], podobnie jak ma to miejsce w

przypadku wtdkien polimerowych [Magill, 2001].

2.5 Chiralne superstruktury

Chiralne superstruktury sg jeszcze jednym aspektem polimorfizmu superstruktur
amyloidowych. Zostaty one zdefiniowane na podstawie pomiarow dichroizmu kotowego tioflawiny T
zwigzanej z agregatami insuliny. Jako Ze dotychczas zjawisko to zostato zaobserwowane tylko dla

tego biatka, wtasciwosci tego insuliny zostang opisane szerzej.

2.5.1 Insulina

Insulina jest hormonem peptydowym, petnigcym funkcje regulatorowg w metabolizmie
cukréw, a takze ttuszczéw. Biatko to jest wytwarzane przez komérki B wysp Langerhansa w trzustce w
postaci proinsuliny posiadajgcej dodatkowy fragment sekwencji (taricuch C), ktéry jest odcinany
enzymatycznie podczas sekrecji insuliny (Rys. 16). Wydzielane insuliny zachodzi przede wszystkim w

trakcie popositkowego zwiekszenie stezenia glukozy we krwi. Insulina dziata antagonistycznie w

Proinsulina Insulina

tancuch C

tancuch A

tancuch A

tanicuch B tancuch B

Rys. 16 Schemat ilustrujacy réznice pomiedzy proinsuling a insuling przedstawiajacy wzajemne
utozenie poszczegdlnych taricuchdéw. Na podstawie [Hoffman, 1997].

stosunku do innego hormonu — glukagonu, przerywajac zuzycie ttuszczéw jako zrdédta energii,
jednoczesnie umozliwiajgc wnikanie glukozy do komérek watroby i miesni, gdzie moze ona byc
przechowywana w formie glikogenu. W przypadku nadmiernego obnizenia stezenia glukozy
wydzielany jest glukagon, ktdry stymuluje proces odwrotny. Przy pomocy tego mechanizmu jest
utrzymywany staty, fizjologiczny poziom cukru we krwi. Ze wzgledu na mozliwos¢ wigzania sie z

réoznymi receptorami insulina moze wptywac takze na szereg innych proceséw komaérkowych, m. in.
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zwiekszac szybkos¢ replikacji DNA i wytwarzania biatek, wptywac¢ na prace wielu enzymodw oraz
pobudzac¢ synteze tréjgliceryddéw. Nieprawidtowa produkcja badz praca tego hormonu prowadzi do
choroby metabolicznej — cukrzycy. Efektem jest hiperglikemia, a wiec podwyzszony poziom cukru we
krwi. Moze ona by¢ wywotana pierwotnym niedostatecznym wydzielaniem insuliny prze komérki
trzustki (cukrzyca | typu) badz insulinoodpornosciag, a wiec zaburzeniami przyswajania insuliny przez
tkanki (cukrzyca Il typu). Podstawowa metoda leczniczg jest insulinoterapia, a takze dieta i doustne
leki w przypadku cukrzycy Il typu. Od roku 1922 jako preparaty insulinowe stosowano oczyszczone
insuliny zwierzece, jednak nie byly one zawsze tolerowane przez organizmy pacjentéw. Ogromnym
postepem w terapii cukrzycy, jak i ogdlnie w biologii molekularnej byto okreslenie sekwencji
aminokwasowej insuliny przez Fredericka Sangera w latach 50-tych [Sanger, 1959]. Doprowadzito to
do powszechnego zastosowania w XX wieku rekombinowanej insuliny ludzkiej i jej analogdéw jako
leku na cukrzyce i znacznie poprawito komfort pacjentow. lJest ona pozyskiwana poprzez
wszczepienie odpowiedniego genu w plazmid bakteryjny Escherichia coli, a nastepnie dokfadne

oczyszczenie ekspresjonowanego materiatu.

[ 1
Gly-lle-Val-Glu-GIn-Cys-Cys-Ala-Thr-Ser-lle-Cys-Ser-Leu-Tyr-GIn-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn
|
Phe-Val-Asn-GIn-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr

Rys. 17 Sekwencja aminokwasowa insuliny ludzkiej z zaznaczonymi mostkami dwusiarczkowymi.

Monomer insuliny ma mase ok. 5,7 kDa i znaczng zawartos$¢ struktur a-helikalnych.
Zbudowany jest on z dwdch taricuchdow: A (21 aminokwaséw) oraz B (30 aminokwaséw), potgczonych
dwoma mostkami dwusiarczkowymi. Dodatkowy mostek dwusiarczkowy wystepuje w obrebie
tancucha A, stabilizujgc strukture lll-rzedowg. Sekwencja aminokwasowa tego biatka byta silnie
konserwowana w procesie ewolucji — dla przyktadu wieprzowa insulina rézni sie od ludzkiej jednym

®3%) a wotowa trzema (Ala"®, val*'®, Ala®®). Dzieki temu mozliwe byto stosowanie

aminokwasem (Ala
hormondéw zwierzecych w poczatkach terapii cukrzycy. Struktura krystalograficzna insuliny zostata
rozwigzana w 1969 roku [Blundell, 1971]. Zaobserwowano, iz insulina w stanie natywnym
magazynowana jest jako heksamer sktadajgcy sie z 3 dimeréw i stabilizowanego przez 2 jony cynku.
Kazdy z jonéw Zn** jest koordynowany przez 3 taricuchy histydynowe w pozycji B10 (Rys. 18). Insulina
jest enzymem wystepujacy w trzech formach heksamerycznych: zwartej T6, posredniej T3R3 oraz
zrelaksowanej R6, co jest zalezne od sity jonowej roztworu [Blundell, 1971; Bentley, 1976] oraz

wigzania matych cyklicznych alkoholi [Derewenda, 1989)]. Zmiany skutkujgce inng strukturg IV-

rzedowq zachodzg w obrebie poczagtkowego fragmentu tancucha B. Dimer insuliny jest tworzony
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Rys. 18 Model strukturalny heksameru insuliny wotowej w formie zwartej T6 stabilizowanej przez 2
jony Zn®* (zielony) udoktadniony przy uzyciu danych proszkowych. tafcuch A zaznaczono na
niebiesko, taricuch B na rézowo, cysteiny i mostki dwusiarczkowe zaznaczono na zé6tto. [Margiolaki,
2013].

B16

’

poprzez kontakt hydrofobowy powierzchni dwéch monomeréw (aminokwasy Asn**, Val®*?, Tyr
Phe®, Phe®” i Tyr®®), z czego C-koricowe fragmenty faricucha B tworzg antyréwnolegty B-kartke
[Baker, 1988]. Formg aktywng biologicznie jest monomer, a wiec do zwigzania z receptorem
niezbedna jest dysocjacja kompleksu heksamerycznego, w jakim insulina jest przechowywana w
trzustce. Zachodzi to wraz z rozcieniczeniem biatka po wydzieleniu do uktadu krwionos$nego [Blundell,
1972]. Monomeryczne analogi insuliny sg wytwarzane przemystowo pod katem farmaceutycznych ze
wzgledu na potrzebe podawania pacjentom szybko dziatajgcego hormonu. Jest to realizowane m. in.
poprzez wprowadzenie podstawied aminokwasowych w C-kofcowym fragmencie tancucha B
zawierajgcych natadowane aminokwasy badZ geometrycznie wptywajacych na ostabienie
oddziatywan hydrofobowych w dimerze. Monomeryzacja jest takze niezbedna do utworzenia przez
insuline fibryli amyloidowych. W warunkach laboratoryjnych efekt ten moze by¢ osiggniety poprzez

obnizenie stezenia biatka oraz obnizenie pH roztworu.

2.5.2 Amyloidogeneza insuliny

Insulina, jak wiele innych biatek i peptydéw, moze tworzy¢ fibryle amyloidowe. W jej
przypadku proces ten nie jest bezposrednio zwigzany z zadng z choréb neurodegeneracyjnych,
jednak ztogi amyloidu insuliny mozna czesto znalez¢ w miejscu czestych iniekcji leku u pacjentéw
chorych na cukrzyce [Dische, 1988]. Dodatkowo, spontaniczna agregacja insuliny stanowi przeszkode
w dtugotrwatym przechowywaniu leku oraz w uzytkowaniu przez cukrzykdw pomp insulinowych.

Jednoczesnie biatko to jest bardzo popularnym molekularnym obiektem badan procesu
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amyloidogenezy ze wzgledu na mate rozmiary, szybkos$¢ agregacji oraz podatnos$é na tworzenie
réznych form polimorficznych w zaleznosci od warunkéw. Stan fibrylarny insuliny wykazuje typowe
dla amyloidéw wtasciwosci, a wiec dwéjtomnosé¢ w swietle spolaryzowanym po wybarwieniu
czerwienig Kongo, fibrylarng morfologie oraz motyw cross-8 w dyfrakcji rentgenowskiej [Klunk, 1989;
Nielsen, 2001b; Burke, 1972]. Podobnie jak inne biatka, insulina agreguje wedtug mechanizmu
zaleznego od zarodka, gdzie najwolniejszym etapem jest nukleacja [Waugh, 1953]. Wymagane jest w
tym celu jednoczesne oddziatywanie niepolarnych fragmentéw kilku czgsteczek insuliny, przy czym w
réoznych pracach wymienia sie rézng ich ilos¢, przyktadowo 3-4 we wczesnych pracach Waugha
[Waugh, 1957] oraz wieksze oligomery w nowszych doniesieniach: 3 dimery wedtug Nayaka i
wspotpracownikdw [Nayak, 2009] badz 12 monomerdéw zgodnie z danymi Nettletona i
wspotpracownikéw [Nettleton, 2000]. Uznaje sie, ze insulina w trakcie nukleacji wystepuje w formie
czesciowo zdenaturowanych monomerdw badZz dimeréw. Punkt izoelektryczny insuliny ludzkiej,
wotowej i wieprzowej wynosi ok. 5,4 (wedtug kalkulatora ExPASy [Gasteiger, 2005]). Agregacja
prowadzona jest zazwyczaj w pH ponizej punktu izoelektrycznego, a wiec czgsteczki insuliny sg w tych
warunkach natadowane dodatnio. Takie warunki eksperymentu pozwalajg na rozpuszczenie biatka
natywnego oraz majg na celu dysocjacje heksameréw, natomiast destabilizacja struktury

pojedynczych czgsteczek wzmacniana moze by¢ poprzez podwyzszenie temperatury [Waugh, 1946].
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Rys. 19 Rdine sciezki tworzenia sie widkien amyloidowych insuliny wotowej z wyrdznieniem
mozliwosci splatania protofilamentdw i lateralnej agregacji. Na obrazie fazowym AFM w lewym
dolnym rogu oligomery gromadzace sie wzdtuz wczesniej utworzonych fibryli sg zakreslone na
zielono. Na podstawie [Jansen, 2005].
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Wiasnie ze wzgledu na stabilno$¢ swojej heksamerycznej formy biatko to niechetnie agreguje in vivo.
Jezeli dojdzie juz do utworzenia sie zarodka, nastepuje szybki proces — elongacja fibryli
amyloidowych. W przypadku insuliny majg one zazwyczaj budowe hierarchiczng, a wiec pojedyncze
widkno jest zwykle z budowane ze splecionych protofibryli. Mozliwy jest takze inny mechanizm
wzrostu struktur amyloidowych — lateralna agregacja, kiedy to przytaczanie nowych czasteczek biatka
do struktury B-kartkowej nastepuje nie na konicach, lecz na bocznych powierzchniach fibryli [Jansen,
2005] (Rys. 19). Hierarchicznos$¢ struktury wtdkien insulinowych oraz rézne réwnolegte scenariusze
przebiegu tego procesu prowadzg do znaczgcego poliformfizmu agregatéw insuliny.

Dotychczas powstato kilka modeli strukturalnych wtékien amyloidowych insuliny. Bazujg one
na danych eksperymentalnych uzyskanych réznymi technikami. Nalezy tu wspomnie¢ o
dyfraktogramach rentgenowskich opisujgcych strukture cross-f fibryli insulinowych [Burke, 1972]
oraz o badaniach opisujgcych ztogi amyloidowe zawierajgce insuline o niezmienionej sekwencji i z
zachowanymi mostkami dwusiarczkowymi u pacjentéw leczonych na cukrzyce [Dische, 1988].
Potozenie mostkow dwusiarczkowych wskazuje na réwnolegly uktad tancuchéw w B-kartce, co
zostato zarejestrowane takze w badaniach FT-IR [Bouchard, 2000]. Pierwszy z modeli strukturalnych

amyloidu insuliny ukazujacy upakowanie fancuchéw w B-kartce utworzono na podstawie obrazéw

Rys. 20 Struktura wtdkien amyloidowych insuliny. Monomer insuliny z zaznaczonym na zielono
tancuchem A, na niebiesko taricuchem B oraz pomaranczowymi mostkami dwusiarczkowymi (A);
schemat wzajemnego ukfadu tancuchow A i B (B); topologia insuliny wbudowanej we wtdkno
amyloidowe (C); model podstawowego fragmentu B-kartki budujacej wtédkno amyloidowe (D);
hipotetyczny uktad B-kartek dopasowanych do gestosciowych danych mikroskopii elektronowej (szary
kontur) (E); prawdopodobne sposoby upakowania protofilamentéw we wtdknie (F) [Jimenez, 2002].
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kriomikroskopii elektronowej. Zaktada on réwnolegta B-kartke, zwiniecie taricuchéw A i B na pét w
strukturze amyloidowej oraz kontakty pomiedzy lewoskretnymi protofilamentami przy udziale tylko
jednej powierzchni. C-koniec faiicucha B znajduje sie w tej strukturze poza rdzeniem fibryli i nie
odgrywa istotnej roli w jej tworzeniu [Jimenez, 2002] (Rys. 20).

Kolejny model strukturalny amyloidu insuliny skonstruowano na podstawie badan
krystalograficznych [Ivanova, 2009]. Zsyntetyzowano szereg peptyddw bedacych fragmentami
taricuchdéw A i B insuliny i okreslono ich zdolnos$¢ do tworzenia fibryli amyloidowych. W ten sposéb
wyznaczono najkrotsze sekwencje, agregujgce w tzw. krystality — struktury o uporzadkowanej
strukturze B-kartkowej. Jeden z nich — peptyd LVEALYL — miat takze zdolnos¢ do zasiewania badz
inhibicji agregacji insuliny w zaleznosci od dobranego stosunku molowego. Dla uzyskanych pseudo-
krysztatdw wykonano synchrotronowe pomiary dyfrakcyjne. Podobnie jak w przypadku wczesniej
badanych peptydéw [Nelson, 2005], fragmenty taricucha insuliny tworzyty $cisle upakowany suwak
steryczny, ktéry zostat uznany za rdzen struktury wtdkna amyloidowego (Rys. 21). Model fibryli
oparto na strukturze atomowej peptydu rdzeniowego bedacego czescig sekwencji faricucha B, do
ktorego dopasowano wysoce amyloidogenny fragment faicucha A. Geometrie pozostatej czesci
sekwencji insuliny wyznaczono za pomocg obliczen teoretycznych. Wysymulowane poprzez
cylindryczne usrednianie intensywnosci rozpraszania na pojedynczych krysztatach dla tak uzyskanego

modelu fibryli insuliny obrazy dyfrakcyjne byty zgodne z rzeczywistymi danymi pomiarowymi.

A

SLYQLENY tancuch A
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT tancuch B
C

Natywna insulina Suwak steryczny Model wiékna

Rys. 21 Sekwencja aminokwasowa insuliny ludzkiej (A), struktura natywnego dimeru insuliny (B),
struktura suwaka sterycznego stanowigcego rdzen wtdkna amyloidowego (C) oraz model wtdkna
amyloidowego (D). Na rézowo zaznaczono tancuch A, na niebiesko tancuch B, na zétto cysteiny i
mostki dwusiarczkowe; intensywniejsze kolory wskazujg sekwencje rdzeniowe (A, B, D). Na rys. C
peptyd LVEALYL jest zaznaczony na niebiesko, peptyd LYQLENY na biato, natomiast czgsteczki wody
na zielono. O$ wtékna amyloidowego jest prostopadta do powierzchni rysunku (C, D) [Ivanova, 2009].
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2.5.3 Chiralne aspekty agregacji insuliny

Pierwszg obserwacjg swoistego molekularnego aspektu chiralnosci amyloidéw insuliny byto
zarejestrowanie widma dichroizmu kotowego o znaku ujemnym (—ICD) dla czasteczki tioflawiny T
zwigzanej z amyloidem insuliny wotowej powstatym w trakcie wytrzgsania w temperaturze 60°C.
Wynik ten powigzano ze skreceniem czgsteczki barwnika wynikajgcym ze skrecenia fibryli powstatych
z biatek zbudowanych z L-aminokwaséw [Dzwolak, 2005b]. Jednak wkrdtce okazato sie, ze
przeprowadzenie analogicznego eksperymentu w nizszych temperaturach powoduje powstawanie
agregatéw generujacych dodatni (+ICD) znak efektu Cottona w widmach tioflawiny T. Ostatecznie
ustalono, ze w wysokich temperaturach (50-60°C) tworzg sie fibryle typu ujemnego, w niskich (25-35
°C) typu +ICD, natomiast w temperaturach posrednich (40-45 °C) proces ten przebiega losowo i z tego
samego roztworu wyjsciowego powstajg agregaty obu typow [Dzwolak, 2007] (Rys. 22A). Ze wzgledu
na stochastycznosc tego zjawiska opisano je jako ,chiralng bifurkacje”, przy czym ma ona charakter
autokatalityczny — wtgczenie pewnej sciezki procesu prowadzi do dominacji danego typu agregatu —
+ICD lub —ICD — w konkretnej prébce. Podobny przebieg — rozdzielenie sciezki procesu z uzyskaniem
dwéch odmiennych typdw chiralnych struktur — ma kilka innych zjawisk fizykochemicznych
zachodzacych w trakcie mieszania, takich jak powstawanie chiralnych krysztatéw chloranu sodu o

danej izomeryzacji [Kondepudi, 2001], nieracemicznej mieszaniny krysztatow 1,1’-binaftylu
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Rys. 22 Widma CD tioflawiny T zwigzane]j z chiralnymi amyloidami insuliny, powstatymi w réznych
temperaturach (A) [Loksztejn, 2008], widma CD w zakresie dalekiego nadfioletu prébek +ICD oraz
—ICD (B), negatywnie wybarwione obrazy TEM prébek +CD oraz —ICD (C) [Dzwolak, 2007].
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Rys. 23 Schemat przedstawiajgcy poziomy budowy struktur insuliny.

[Kondepudi, 1999] czy chiralnych porfirynowych mezofaz (ang. J-aggregates) [Ribo, 2001], jednak
wymienione przypadki dotyczg duzo prostszych czasteczek. Co istotne, w przeciwieristwie do wyzej
opisanych uktadéw w przypadku chiralnych superstruktur obserwowany znak efektu Cottona nie
zalezy od kierunku mieszania [Loksztejn, 2008]. Analogiczny efekt chiralooptyczny — indukowany
dichroizm kotowy — obserwowany jest réwniez dla innych specyficznych dla amyloidéw znacznikach,
takich jak czerwien Kongo i jony oligojodkowe [Loksztejn, 2008]. Jak sie okazato, chiralnos$é
agregatéw +ICD i —ICD przejawia sie nie tylko w widmach indukowanego dichroizmu kotowego w
obecnosci sond molekularnych, ale takze w widmach CD w dalekim nadfiolecie samego biatka (Rys.
22 B). Jest to o tyle zaskakujgce, ze widma te odzwierciedlajg strukture ll-rzedowa biatka, a
chromoforem jest wigzanie peptydowe, cho¢ wydawatoby sie, ze PB-kartkg zbudowana z L-
aminokwaséw powinna mieé¢ zawsze ujemny sygnat dichroizmu kotowego. Charakterystyczne w
przypadku chiralnych superstruktur jest przesuniecie minimum/maksimum piku w kierunku krétszych
fal w stosunku do typowego widma B-kartki. Co istotne — zaréwno widma CD jak i ICD dla tych
amyloidéw sg niezwykle silne, o intensywnosci dziesigtki razy wiekszej niz dla innych uktadéw
biatkowych. Efekt ten jest prawdopodobnie wywotany przez dtugodystansowe sprzezenie
ekscytonowe momentéw przejscia w zwartej superstrukturze amyloidowej [Ma, 2007].

Amyloidy insuliny, charakteryzujgce sie wyrazinymi witasciwosciami chiralooptycznymi,
powstajg w okreslonych warunkach: w trakcie intensywnego mieszania i w obecnosci jondéw
przeciwnie natadowanych niz biatko w warunkach agregacji (w opisanych prébkach byty to jony
chlorkowe). Oba te czynniki umozliwiajg zblizenie sie powstajgcych wtdkien w trakcie agregacji do
siebie: mechanicznie oraz poprzez ekranowanie Debye’a, ktére obniza bariere elektrostatyczng
pomiedzy dodatnio natadowanymi wtdknami. Dzieki temu chiralne agregaty majg charakterystyczng,
niezwykle zwartg morfologie widoczng na obrazach AFM. Spoisto$¢ tych struktur moze by¢
zmniejszona dopiero przez sonikacje probki badz przez wymycie jonéw CI” (Rys. 24 B, C). Innym
czynnikiem, ktory powoduje rozpad chiralnych superstruktur jest dimetylosulfotlenek (DMSO).

Rozpuszczalnik ten wywotuje sukcesywny zanik efektéw chiralooptycznych w tioflawinie T zwigzanej
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Rys. 24 Czynniki odpowiadajgce za powstawanie i stabilno$¢ chiralnych superstruktur insuliny. (A)
Wplyw szybkosci mieszania w trakcie agregacji na znak i intensywnos¢ sygnatu ICD obserwowanego
po jej zakonczeniu [Dzwolak, 2007]; (B) intensywnos$¢ sygnatu dla wyjsciowej prébki typu -ICD (1), po
10-krotnym przemyciu H,0 (2), po 10-krotnym przemyciu rozcienczonym HCl (3), po 10-krotnym
przemyciu roztworem 0,1 M NacCl (4); (C) widma ICD amyloidu typu +ICD przed (czarny) i po
(czerwony) inkubacji przez 48 godz. w temp 60°C, 60 "C/48 godz./1400 rpm (zielony) oraz 1 min.
ultradzwiekow (niebieski); (D) wptyw stezenia DMSO na stabilnos¢ amyloidu —ICD rejestrowany jako
zawartos¢ struktur B-kartkowych okreslona przez FT-IR (czerwony) oraz jako intensywnos$¢ ICD
(czarny) i fluorescencji (niebieski) po wybarwieniu tioflawing T [Loksztejn, 2008].

z amyloidem, spadek zawartosci struktur amyloidowych rejestrowany fluorescencyjnie a nastepnie
rozpad B-kartki widziany we FT-IR (Rys. 24 D).

Kinetyka powstawania chiralnych superstruktur zostata przesledzona w przypadku tworzenia
sie amyloidu typu —ICD w 60°C [Loksztejn, 2010] (Rys. 25). Poczgtkowo, po uptywie ok. 20 min.
wyksztatcajg sie pojedyncze fibryle, a w widmach CD w dalekim nadfiolecie obserwuje sie typowa
zmiane przy przejsciu z a-helisy do B-kartki. Agregaty te nie indukujg dichroizmu kotowego tioflawiny
T. Nastepnie, po ok. 50 min. tworzg sie superstruktury chiralne widoczne na obrazach AFM, co idzie
w parze z gwattownymi zmianami cech spektroskopowych prébki. Nastepuje ok. 10-krotny wzrost
intensywnosci sygnatu CD biatka powigzany z niewielkim przesunieciem minimum w kierunku
krétszych fal, rGwnoczesnie pojawia sie negatywny sygnat tioflawiny T zwigzanej z amyloidem. Co

ciekawe, nastepuje takze silny (ok. dwukrotny) spadek fluorescencji tioflawiny T. Mozna wiec
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Rys. 25 Agregacja insuliny wotowej w trakcie mieszania w 60°C. Obrazy AFM agregatow w trakcie
krytycznego etapu procesu 40-60 min (A), widma CD prdbek pobranych w trakcie agregacji insuliny
(B), odpowiadajace im widma ICD tioflawiny T (C) oraz fluorescencji tioflawiny T (D). Na podstawie
[Loksztejn, 2010].

stwierdzié, ze jest to gwattowny, autokatalityczny proces, a dopiero formowanie sie duzych, zwartych
ztogdw wywotuje ich nietypowe chiralooptyczne wtasciwosci.

Pomiar dichroizmu kotowego zewnetrznego znacznika — tioflawiny T —znalazt zastosowanie w
pracach innych grup jako metoda badania chiralnosci ,rusztowania” B-kartkowego budujgcego
wtékno amyloidowe. Efekt Cottona obserwowano dla fibryli zbudowanych z krétkich peptydéw
[Biancalana 2009], a takze z fragmentu biatka HET-s [Sabate, 2008]. W obu tych przypadkach
intensywnos¢ widm ICD byta znacznie mniejsza niz w przypadku chiralnych superstruktur, a wiec jak
dotgd wzmocnione efekty chiralooptyczne zaobserwowano jedynie w przypadku wytrzgsanych
prébek insuliny. Inng metoda okreslania chiralnosci amyloidéw nieodnoszgcy sie do morfologii fibryli
jest pomiar sygnatu wibracyjnego dichroizmu kotowego (VCD). W badaniach Kurouskiego i
wspotpracownikéw zaobserwowano dwa typy struktur charakteryzujgce sie w przyblizeniu

odwrotnymi, niezwykle silnymi widmami VCD, przy czym jedne byty lewoskretnymi wtéknami, drugie
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za$ wstgzkami bez jednoznacznego skrecenia helikalnego [Kurouski, 2012b] (Rys. 26 A). Znak sygnatu
VCD dla tego uktadu przypuszczalnie odzwierciedla skrecenie pojedynczych protofibryli budujacych
wiékno (Rys. 26 B). Ich struktura zalezy od pH, w ktérym prowadzona jest agregacja. Protofibryle
lewoskretne powstajg w roztworze o pH powyzej 2,4 i t3czg sie wraz z uptywem czasu w coraz
grubsze, réwniez lewoskretne sploty. Natomiast w pH ponizej 2,1 powstaje amyloid o kwazi-
odwrdconej sygnaturze spektralnej w VCD, co jest powigzane z inng morfologig — fibryle nie splatajg
sie, lecz asocjujg w ptaskie wstazki. Mimo odwrotnego sygnatu VCD nie majg one widocznej

mikroskopowo skretnosci, co wyjasnia sie tym, ze manifestuje sie ona na poziomie protofibryli nie
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Rys. 26 Powstawanie ,normalnych” oraz ,odwrotnych” witdkien insulinowych. Schemat opisujacy
proces (A); widma VCD (B), absorpcji IR (C) prébek uzyskanych w trakcie agregacji insuliny w pH 1,5 w
70°C na poczatku procesu (czarna linia), po 40 min (czerwona linia) oraz po 2 godz. (niebieska linia)
inkubacji; widma ICD tioflawiny T zwigzanej z normalnymi — NF (czerwona linia) oraz odwrotnymi —
RF (niebieska linia) fibrylami (D). Na podstawie [Kurouski, 2012b].
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rozréznialnym przy pomocy techniki AFM. Chiralnos¢ tych agregatdw sprawdzono takze za pomocg
ICD tioflawiny T zwigzanej z amyloidem. W przypadku fibryli lewoskretnych, nazywanych
»hormalnymi”, sygnat ICD-ThT byt ujemny, natomiast w przypadku fibryli ,, odwrotnych” sygnat byt
zerowy (Rys. 26 D). Jak wida¢, wyniki uzyskane za pomocg metody VCD oraz ICD-ThT nie muszg by¢
zgodne, poniewaz widma VCD mogg odzwierciedla¢ chiralnos¢ uktadu na nizszym poziomie
organizacji, natomiast tioflawina T jest czuta na chiralno$¢ miejsca wigzania fluoroforu. Z kolei obrazy
mikroskopowe majg niekiedy niewystarczajgcg rozdzielczos¢ nie pozwalajgcg na obserwacje
skrecenia pojedynczych protofibryli badz nazbyt ciasno zwinietych grubszych amyloidowych

nanorurek.
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3. METODY BADAWCZE

W trakcie realizacji pracy doktorskiej wykorzystywatam szereg pomiarowych metod
biofizycznych. Przeprowadzone eksperymenty miaty na celu rozpoznanie struktury agregatéw
biatkowych oraz $ledzenie kinetyki zachodzgcych proceséw (metody spektroskopowe), a takze

obserwacje morfologii otrzymywanych préobek (metody mikroskopowe).

3.1 Spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni z transformacja Fouriera

Pasma w widmach absorpcyjnych w podczerwieni odpowiadajg dozwolonym przejsciom
oscylacyjnym grup atomdéw w czgsteczce. Sg one zalezne od ich konformacji, otoczenia i oddziatywan
wewnatrz- lub miedzymolekularnych (np. wigzan wodorowych), w ktére te grupy atomow s3
uwiktane. Spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni jest bardzo uzyteczna w badaniach
konformacyjnych biatek, gdzie pozwala na rozrdznienie struktur ll-rzedowych. Obserwuje sie 9 tzw.
pasm amidowych, zwigzanych z drganiami wigzan w obrebie grupy —CONH w tancuchu biatkowym,

charakterystycznych dla konformacji trans wigzania peptydowego. Z punktu widzenia diagnostyki

Tab. 2 Drgania w podczerwieni charakterystyczne dla polipeptyddw. Na podstawie [Kong, 2007].

Pajsmo Potozenia pasma w D,0 [cm™] Opis drgan
amidowe
A ~3300 Rozciggajgce grup N-H, nieczute na konformacje
tancucha gtéwnego a jedynie na site wigzania
B ~3100 wodorowego. Pasma te B stanowig dublet
pochodzacy od rezonansu Fermiego z pierwszym
nadtonem pasma Amid Il, potozonym przy ok.
3100-3030 cm™.
I 1600-1690 Rozciaggajgce C=0, rozciggajace C-N oraz
deformacyjne N-H w ptfaszczyznie.
Odzwierciedlajg konformacje ll-rzedowa.
Il 1480-1575 Zginajace w ptaszczyznie N-H i rozciggajgce C-N.
Czute na wymiane H-D.
i 1229-1301 Rozciggajgce C-N i zginajgce w ptaszczyznie N-H.
Mozna je skorelowac z pasmem amid I.
\Y) 625-767 Zginajace grup O=CN.
\ 640-800 Zginajgce ,poza ptaszczyzne” grup N-H.
\ 537-606 Zginajgce ,poza ptaszczyzne” grup C=0.
Vil ~200 Drgania torsyjne taficucha gtéwnego.
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konformacji najistotniejsze jest pasmo amid I/I’ odpowiadajgce w 85% drganiu rozciggajagcemu C=0,
(~1650 cm™) oraz drganiom rozciagajacym C-N i deformacyjnym N-H [Pelton, 2000]. Pomiary w
podczerwieni dla biatek prowadzone sg przede wszystkim w roztworach ze wzgledu na mozliwos¢
Sledzenia kinetyki procesow takich jak przejscie ze struktury a-helikalnej do B-kartkowej w trakcie
agregacji. Najczesciej wykorzystywany rozpuszczalnik — woda — silnie absorbuje w zakresie
odpowiadajacym pasmu amidowemu | (drgania zginajace H-O-H przy ok. 1640 cm™). Przeszkode te
mozna pokonaé na dwa sposoby: wykonujgc pomiar na bardzo krétkiej Sciezce optycznej przy duzym
stezeniu biatka i zwiekszajac w ten sposdb stosunek sygnatéw analit/roztwér badz wykonujgc
pomiary w wodzie ciezkiej, gdzie pasmo D-O-D jest przesuniete w kierunku nizszych czestosci (ok.
1216 cm-1) mniej istotnych dla analizy biatek. Zastosowanie tej drugiej metody wigze sie z
podstawieniem H-D wymienialnych protondw w biatku. Nie wptywa ono znaczgco na stabilnosc¢
analizowanych struktur. Aby rozrdézni¢ pomiary wykonane w wodzie zwykte] i ciezkiej stosuje sie
notacje ,amid |I” dla H,0 oraz amid I’” dla D,0. Potozenie pasma amid | nie zmienia sie znaczaco przy

zastosowaniu D,0.

Tab. 3 Potozenie pasma amid I’ IR dla réznych konformacji ll-rzedowych biatek.

Konformacja Potozenia pasma amid I’ D,0 [cm™]
a-helisa 1647-1654

B-kartka réwnolegta 1620-1638

B-kartka antyréwnolegta 1610-1638 (silne) i 1662-1686 (stabe)
ktebek statystyczny 1640-1660

skrety i struktury nieuporzagdkowane ramie przy ok. 1660

W badaniach agregacji biatek podstawowe znaczenie ma analiza potozenia pasma amid I/I’,
ktorego potozenie zaleine od lokalnej konformacji faricucha gtdéwnego jest czute na site wigzan
wodorowych tworzonych z karbonylowym atomem tlenu. Utworzenie sie wigzania wodorowego
ostabia wigzanie C=0 i nastepuje przesuniecie pasma w strone nizszych energii, co jest
charakterystyczne dla silnych wigzan wodorowych. Nalezy mie¢ jednak Swiadomos¢, ze w przypadku
stabszych oddziatywan wodorowych moze zdarzyé sie odwrotny proces czyli odptyw tadunku z
takiego wigzania [Grabowski, 2006; Wozniak, 2003]. Poréwnanie struktury pikdw wchodzacych w
amyloidowe pasmo amid I’ pozwala na bardzo szczegétowe rozrdznienie wariantéow strukturalnych
agregatéw jako ze B-kartki moga rézni¢ sie pomiedzy sobg sitg oddziatywarn wodorowych pomiedzy

budujgcymi je faicuchami. Przyktadem mogg by¢ dwa rodzaje B-kartki tworzonej przez kwas
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Rys. 27 Widma FT-IR w zakresie pasma amid | dla roznych struktur ll-rzedowych biatek: ahelisy
(czerwony), B-kartki (czarny) oraz ktebka statystycznego (niebieski).

poliglutaminowy [Fulara, 2010]. Jednoczes$nie, o ile rozréznienie pomiedzy a-helisg i B-kartkg jest
bardzo wyrazne, to piki charakterystyczne dla struktury typu ktebek statystyczny oraz a-helisa majg
bardzo zblizone potozenie, co utrudnia identyfikacje tych konformacji za pomocg techniki IR.
Dodatkowo, w przypadku widm struktur B-kartkowych niemozliwe jest wnioskowanie czy agregat jest
amorficzny czy fibrylarny. Nalezy takze pamietaé, ze pasmo amid I/I’ jest efektem naktadania sie
zarowno wkfadow od struktur ll-rzedowych, jak i od reszt bocznych (aminokwasy Gln, Tyr, Arg).
Warto tez podkresli¢, ze przypisanie potozen pasma amid I’ konkretnym typom struktur ll-rzedowych
nastgpito na drodze empirycznych porédwnan, co pocigga za sobg ograniczenia zastosowania
spektroskopii w podczerwieni do rozrdzniania wariantéw strukturalnych nowych klas biatek. O ile
teoria Miyazawy [Miyazawa, 1961] racjonalizuje geometrie pasm amidowych dla homopolipeptyddw,
o tyle w przypadku niejednorodnego sktadu aminokwasowego sytuacja staje sie bardziej
skomplikowana co utrudnia symulacje komputerowe widm IR dla biatek.

Drugim istotnym diagnostycznie pasmem jest pasmo amid I, bedace efektem ztozenia drgan
zginajacego N-H i rozciagajacego C-N, (~1550 cm™). Analiza pasma amid II’ ma zastosowanie w
innym typie eksperymentow IR. O ile piki amid I’ nie zmieniajg znaczgco potozenia przy zastosowaniu
H,0 badz D,0, o tyle pasmo amid Il jest niezwykle czute na efekty izotopowe (przesuniecie o ok. 100
cm™ w kierunku nizszych liczb falowych, a wiec wyzszych energii w przypadku podstawienia H-D).
Wymiana H-D jest mozliwa w wypadku wystawienia wymienialnych protondw na dziatanie
rozpuszczalnika, a wiec jest powolna dla zwinietych biatek i zostaje przyspieszona w trakcie
denaturacji. Kinetyka procesu wymiany H/D jest wiec miarg stabilnosci struktury Ill-rzedowej
[Hoshino, 2002].

Technika spektroskopii FT-IR charakteryzuje sie pomiarem widma jednoczesnie w catym
badanym zakresie spektralnym. W aparaturze tego typu Zrédto promieniowania jest

polichromatyczne. Wigzka $wiatta przechodzi przez interferometr Michaelsona, dzieki czemu
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generowane jest z rdéing intensywnoscia promieniowanie w catym niezbednym zakresie
czestotliwosci. W czasie ok. 1 sekundy rejestrowane jest cate widmo prébki. Pomiar jest wykonywany
wielokrotnie, przez co zwieksza sie stosunek sygnatu do szumoéw. Nastepnie uzyskane dane
pomiarowe (zarejestrowane interferogramy) wymagajg procesowania przy uzyciu transformaty
Fouriera, a wiec informacja o absorbancji w funkcji czasu usrednionej z n widm jest procesowana w
celu otrzymania widma w postaci zaleznosci absorbancji od liczby falowej [Griffiths, 2007]. Technika

ta znacznie zwieksza szybkos¢ pomiaru oraz rozdzielczo$é uzyskanych widm IR.

3.2 Spektroskopia UV-Vis

Jest to technika absorpcyjna w zakresie swiatta widzialnego i nadfioletu, a wiec rejestrujaca
przejscia elektronowe. W przypadku czasteczek biologicznych w typowym zakresie dtugosci fali
(powyzej 190 nm) obserwowane sg szerokie pasma od grup zawierajgcych wigzania wielokrotne. Dla
biatek sg one wynikiem absorpcji $wiatta przez wigzania peptydowe (zakres ok. 190-230 nm, przejscie
n-rt* i wzbronione n-t*) oraz uktady aromatyczne grup bocznych aminokwasow (fenyloalanina — 258
nm, tyrozyna — 274 nm, tryptofan — 278 nm, przejscia n-n* i n-nt*), a takze mostki dwusiarczkowe (ok.
260 nm, przejscie n-2*). W badaniach biofizycznych pomiary UV-Vis stuig przede wszystkim
okresleniu stezenia biatka w prébce poprzez pomiar intensywno$¢ widm chromoforéw
aromatycznych (w szczegdlnosci tyrozyny) i uwzglednienie ich wspdtczynnikéw absorpcji.
Jednoczesnie przesuniecia potozenia pasm i zmiany ich ksztattu i intensywnosci mogg Swiadczy¢ o
zmianie otoczenia badanego chromoforu, wywotane np. zmiang struktury drugorzedowej biatka i
wyeksponowaniem go na rozpuszczalnik. W przypadku absorpcji przez chromofory amidowe
tancucha gtéwnego rozszczepienie pasma absorpcyjnego i obecnos¢ podwdjnego maksimum w
widmie jest wywofywane sprzezeniem ekscytonowym pomiedzy momentami przejscia w tych
chromoforach, jak to ma miejsce dla a-helisy. Hipochromizm, czyli obnizenie intensywnosci sygnatu
jest skutkiem rozproszenia energii poprzez wzajemne oddziatywanie stanéw wzbudzonych. Z kolei
zmiana potozenia piku moze wynika¢ ze zmiany polarnosci Srodowiska skutkujgcej zmiang energii
poziomdéw podstawowych i wzbudzonych. Dla przyktadu, jezeli rozpuszczalnik (woda) jest bardziej
polarny niz hydrofobowe s$rodowisko wewnatrz zwinietego biatka, to nastepuje przesuniecie
maximum pikéw aromatycznych reszt bocznych w kierunku fal krétszych (ang. blue shift). Wszystkie

te efekty spektralne mogg by¢ wykorzystane w badaniach biatek.

3.3 Spektroskopia dichroizmu liniowego (LD)
Dichroizm liniowy jest miarg rdznicy absorpcji ortogonalnych, spolaryzowanych liniowo
wigzek promieniowania. Opiera sie on na zaleznosSci absorpcji od wzajemnej orientacji momentéw

przejScia czasteczki () i sktadowej elektrycznej fali (E), jako ze prawdopodobienistwo absorpcji
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kwantu $wiatta jest proporcjonalne do kwadratu momentu przejscia oraz do kwadratu cosinusa kata
pomiedzy wektorami p i E. Intensywne efekty LD mogg by¢ obserwowane w krysztatach (oprocz
krysztatéw centrosymetrycznych), gdzie orientacja wszystkich czgsteczek jest jednakowa. Z kolei w
roztworach, ze wzgledu na losowg orientacje momentéw przejscia czasteczek, dichroizm liniowy nie
jest obserwowany — absorpcja promieniowania dla réznych ustawien ptaszczyzny fali ma jednakowa
intensywnos¢. Dichroizm liniowy jest wiec miarg anizotropii optycznej osrodka tj. globalnej orientacji
czasteczek, ktore go tworza. Pomiary LD przeprowadza sie w celu zbadania stopnia uporzgdkowania
probki badz tez w celu obserwacji kinetyki procesu, w trakcie ktdérego tworzg sie obiekty o
konkretnym ukierunkowaniu. Orientacji czasteczek w prébce dokonuje sie za pomoca kilku technik:
rozciggania folii polimerowych putapkujgcych badane molekuty, kierunkowemu rozsmarowywaniu
probki, orientacji w przeptywie laminarnym badz w polu elektrycznym. Do pomiardw dichroizmu

liniowego zwykle wykorzystuje sie odpowiednio dostosowane spektrofotometry CD.
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Rys. 28 Wyjasnienie pochodzenia widma LD antracenu zorientowanego na rozciggnietej folii.
Zgodnie z definicjg dichroizmu liniowego sygnat dodatni wystepuje w przypadku momentéw
przejscia rownolegtych do osi polaryzacji wigzki, natomiast dla momentéw przejscia prostopadtych
jest ujemny. Na podstawie [Rodger, 2007].

3.4 Spektroskopia dichroizmu kotowego

Dichroizm kotowy polega na niejednakowej absorpcji $wiatta spolaryzowanego kotowo
prawo- i lewoskretnie przez badany uktad. Wynikiem jest superpozycja dwdch wigzek po przejsciu
przez absorbujgcy ukfad, ktdre nadal sg spolaryzowane kotowo lecz rdznig sie intensywnoscig — czyli

Swiatto spolaryzowane eliptycznie. Jego miara (eliptycznosc) jest réwniez miarg dichroizmu kotowego
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przy danej dtugosci fali. Zjawisko to zostato zaobserwowane juz pod koniec XIX wieku. Wystepuje ono
dla czasteczek chiralnych badz dla czasteczek zwigzanych z chiralnym otoczeniem (indukowany
dichroizm kotowy). Pomiary CD biopolimeréw wykonywane sg najczesciej w zakresie Swiatta
widzialnego i nadfioletu, gdzie obejmujg przejscia elektronowe, a takze w zakresie podczerwieni,
gdzie dotyczg przejs¢ oscylacyjnych. Widma dichroizmu kotowego mierzy sie w zakresach pasm

charakterystycznych dla danego zwigzku w jednostkach eliptycznosci badz dichroizmu kotowego.

IL Eliptycznos¢

b
6= tg(—
arc g(a)

Dichroizm kotowy

A — A = 0-4mn
7P 72303180
Rys. 29 Po przejsciu przez probke chiralng komponent prawoskretny i lewoskretny fali

elektormagnetycznej majg rdzng intensywnos¢. Elipsoida opisujgca nowa polaryzacje Swiatta jest
ograniczona przez dwa wektory a i b bedgce odpowiednio sumg (IR+IL) i réznica (IR-IL) wektorow pola
elektrycznego. Na tej podstawie definiowana jest eliptycznosc fali (G)]
[http://www.photophysics.com/tutorials].

Sygnat CD jest skutkiem jednoczesnych zmian elektrycznego i magnetycznego momentu
dipolowego. Widoczne jest to w wyrazeniu na tzw. ,site rotora” (ekwiwalentu sity oscylatora w
zwyklej, niechiralooptycznej spektroskopii absorpcyjnej), ktéra okresla intensywnos¢ przejscia CD:

Rooy = Im(< o /u/h1 > - <1 /m/y >),
gdzie u i m sg operatorami odpowiednio elektrycznego i magnetycznego momentu dipolowego,
natomiast o i ¢Y; funkcjami falowymi elektronowego stanu podstawowego i wzbudzonego.
Absorpcja elektryczna generuje ruch tadunku wzdtuz kierunku u (dipol elektryczny). Oddziatywanie
molekuty ze sktadowg magnetyczng fali generuje kotowy obieg tadunku wokét osi wyznaczanej przez
kierunek m (dipol magnetyczny). W przypadku réwnolegtych komponentéw cztondw elektrycznego i
magnetycznego réwnania na site rotora indukowany jest helikalny obieg tadunku, a wiec czgsteczka

wykazuje aktywnos¢ optyczna.
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W spektrometrach CD polaryzacje eliptyczng fali uzyskuje sie dzieki zastosowaniu modulatora
fotoelastycznego. Jest to element oscylujacy, ktérego dziatanie opiera sie na efekcie fotoelastycznym,

a wiec wykazywaniu dwdjtomnosci przez materiaty pod wptywem nacisku.

3.4.1 Elektronowy dichroizm kotowy

W zakresie dalekiego i bliskiego nadfioletu obserwuje sie charakterystyczne pasma, ktére
informujg o konformacji biatek. Istotne diagnostycznie sg dwa zakresy dtugosci fal. Obszar 190-240
nm odpowiadajgcy absorpcji Swiatta przez wigzania peptydowe pozwala na uzyskanie informacji o
strukturze ll-rzedowe] biatka, gdyz poszczegdlne warianty strukturalne charakteryzujg sie innymi
widmami dichroizmu kotowego. Dla a-helisy obserwuje sie maksimum przy 190 nm oraz minimum
przy 208 nm wynikajace z rozszczepienia ekscytonowego przejs¢ elektronowych z amidowego

orbitala niewigzacego 1 na antywigzacy orbital m* oraz ujemny pik przy 220 nm powstajacy przez
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Rys. 30 Poziomy elektronowe grupy amidowej oraz geometria poszczegdlnych orbitali. Przejscia
elektronowe zaznaczono strzatkami [Bulheller, 2007].

przejScie elektronowe z orbitala wolnej pary elektronowej tlenu n na orbital m*. Konformacja
B-kartkowa charakteryzuje sie maksimum przy ok. 195 nm oraz pojedynczym minimum przy 216 nm.
Z kolei dla struktur typu kitebek statystyczny typowe jest pojedyncze minimum przy ok. 195 nm i
rozmyte maksimum przy ok. 215 nm (Rys. 31) [Brahms, 1980]. Na podstawie udziatu poszczegdlnych
pasm mozna szacowa¢ udziat poszczegdlnych konformacji Ill-rzedowych w strukturze biatka. Nie jest
to jednak proste i jednoznaczne, gdyz istnieje wiele doniesien, szczegdlnie o strukturach
B-kartkowych, opisujgcych nietypowe widma dichroizmu kotowego. Obliczenia te majg najwieksze

zastosowanie dla biatek natywnych i w tym przypadku sg czesto zgodne z danymi krystalograficznymi.
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Ze wzgledu na duzy udziat konformacji a-helikalnych w strukturze biatek natywnych w
badaniach agregacji sSledzi sie przede wszystkim przemiane a w B ktdra jest bardzo wyrazna w
widmach CD, a wiec metoda ta stuzy do badania kinetyki przemian struktur biatkowych. Z analizy
krzywych kinetycznych i przy uwzglednieniu temperatury przemian mozna wyznaczy¢ takze
parametry termodynamiczne takiego procesu. Pomiary wykonywane sg zazwyczaj do 190 nm ze

wzgledu na absorpcje krotszych fal przez roztwory buforowe.
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——  a-helisa )
— B-kartka — okreslona struktura lll-rzedowa

klebek statystyczny _— biatko nieustrukturyzowane

Rys. 31 Charakterystyczne widma dichroizmu kotowego biatek w zakresie dalekiego oraz bliskiego
nadfioletu.

Drugi zakres dtugosci fal, w ktdorym mozna uzyska¢ informacje o strukturze biatka to tzw.
bliski nadfiolet (240-350 nm). W tym obszarze absorbujg aromatyczne grupy boczne (260-320 nm) z
niewielkim udziatem mostkow dwusiarczkowych (ok. 260 nm), a wiec do pomiaréw jest konieczna
obecnos¢ takich grup funkcyjnych w biatku. Sprzezenie pomiedzy indywidualnym momentem
przejscia w takiej reszcie aminokwasowej a najblizszym centrum chiralnym (C,) generuje bardzo staba
site rotatora i stabe CD. Typowy silny sygnat w bliskim nadfiolecie powstaje w wyniku sprzezen
momentow przejscia w blisko potozonych resztach aromatycznych znajdujgcych sie w chiralnym
uktadzie, np. w a-helisie. Ksztatt widm zalezy od mobilnosci grup oraz wtasciwosci otoczenia —
zarowno biatkowego jak i roztworu (polarnos¢, tworzenie wigzann wodorowych) [Kelly, 2005]. Widma
w zakresie bliskiego nadfioletu zapewniajg wiec informacje na temat struktury Ill-rzedowej biatka i
rozrdzniajg przede wszystkim struktury uporzgdkowane od struktur typu ktebek statystyczny lub tzw.
molten globule (czeSciowo zdestabilizowany stan natywny o mniej Scis$le upakowanych resztach
bocznych aminokwaséw) (Rys. 31). Widma tych ostatnich sg praktycznie ptaskie ze wzgledu na

wysoka mobilnos$¢ aromatycznych grup bocznych [Ptitsyn, 1995].
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Do zalet spektroskopii elektronowego dichroizmu kotowego nalezy mozliwosé wykonywania

pomiaréw w stosunkowo niewielkich stezeniach a wiec do analiz jest wymagana niewielka ilo$¢

materiatu badawczego.

3.4.2 Wibracyjny dichroizm kotowy

Analogicznie do elektronowego CD mozna wykonywaé rdznicowe pomiary absorpcyjne w
zakresie podczerwieni. Ze wzgledu na wiekszg mozliwg liczbe przejs¢ oscylacyjnych niz elektronowych
oraz mniejszg szerokos$¢ potéwkowag pasm, za pomocg spektroskopii VCD mozna rozrdznic i
scharakteryzowac struktury o podobnych widmach CD, co jest szczegdlnie istotne w zastosowaniach
biatkowych. Dodatkowg zaletg VCD jest brak utrudnien pomiarowych zwigzanych z rozpraszaniem
Swiatta, co jest przeszkodg w elektronowym CD. NajczesSciej analizowane i interpretowane sg widma
VCD odpowiadajgce zakresowi pasma amid I’. Dotychczasowo zebrane dane dla typowych biatek a-
helikalnych, t. j. hemoglobina oraz B-kartkowych, t. j. konkawalina A posiadajgce widma VCD o
przeciwnych znakach [Keiderling, 1997], stuzg jako wzorce do oszacowania udziatu struktur typu a i
typu B w mierzonych prébkach [Keiderling, 2002]. W przypadku B-kartek amyloidowych widma VCD

mogg sie znaczgco rézni¢ od tych wzorcowych i zalezg od struktury catego wtdkna.

A HEM — hemoglobina (a-helikalna)

RNA — rybonukleaza A (zawartos¢ B-kartek i a-helis)
\ CAS — kazeina (brak wyraznej struktury Il rzedowej)
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Rys. 32 Widma VCD pasma amid I’ biatek zbudowanych z réznego typu struktur ll-rzedowych (A)
[Keiderling, 2002]; poréwnanie widma VCD dla lizozymu natywnego oraz zagregowanego w pH 2
w 60°C (osad i supernatant) [Ma S., 2007].
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Spektroskopia VCD moze by¢ wykorzystana do okreslenia kierunku skrecenia helikalnego B-
kartkowych fibrylarnych agregatéw, zarowno w przypadku polipeptydéw zbudowanych z L i D-
aminokwasow [Fulara, 2011] jak i wtdkien biatkowych [Kurouski, 2010]. Intensywnos¢ sygnatu VCD
jest ok. 10° razy mniejsza niz intensywno$¢ absorpcji badanej prébki. Widma VCD doé¢ skutecznie
mogg by¢ symulowane metodami in silico, co znaczaco zwieksza znaczenie tej techniki pomiarowe;j

[Stephens, 1985].

3.4.2 Indukowany dichroizm kotowy

Jest to zjawisko nadawania achiralnym czasteczkom chiralnych  witasciwosci
spektroskopowych przez optycznie czynne otoczenie. Pomiary ICD mogg stuzy¢ zrozumieniu struktury
zarowno chiralnego zwigzku kompleksujgcego jak i achiralnego ligandu. Poczatkowo wykonywano je

przede wszystkim dla prostych zwigzkéw organicznych, takich jak kompleksy cyklodekstryn z

Achiralna Chiralna Chiralny
czasteczka czasteczka kompleks

Rys. 33 Objasnienie mechanizmu indukcji dichroizmu kotowego w niechiralnych czgsteczkach.

achiralnymi chromoforami [Otagiri, 1974], jednak w koncu spektrum zastosowan rozszerzyto sie m.
in. o uktady biatkowe. Jednym z pierwszych zastosowan byfa analiza ICD w badaniach komplekséw
btekitu Cibacon i czerwieni Kongo z réznymi rodzajami dehydrogenaz. Wykazano wodwczas, ze w
przypadku pierwszego z tych barwnikéw efekty chiralooptyczne byty rézne, natomiast kompleksy z
czerwienig Kongo miaty jednakowe widma ICD, a wiec ligandy te miaty inng czutos¢ na réznice w
strukturze dehydrogenaz [Edwards, 1977]. Innym, pdzniejszym przyktadem zastosowania pomiaréw
ICD jest analiza oddziatywan kurkuminy z ludzkg albuming osocza, na podstawie ktérej okreslono
miejsce wigzania barwnika z biatkiem [Zsila, 2003] (Rys. 34). Metoda ta znalazfa takze zastosowanie w
badaniach agregatéw insuliny za pomoca tioflawiny T [Dzwolak, 2005]. Fibryle amyloidowe O
okreslonej chiralnosci stanowig asymetryczne ,rusztowanie” ktdére nadaje wtasciwosci
chiralooptyczne barwnikom z nimi zwigzanym. Pomiary wykonywane sg tak jak w przypadku
standardowych widm CD, z tym Zze analizowane zakresy s3 dostosowywane do potozenia pasm
absorpcyjnych ligandéw. Zjawisko ICD jest szczegdlnie uzyteczne w sytuacji, gdy pomiar widm CD w

zakresie pomiarowym zwigzku kompleksujgcego nie jest mozliwy np. ze wzgledu na silng absorpcje
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rozpuszczalnika, natomiast w zakresie dla ligandu - tak. Efekt ICD moze wystgpi¢ zardwno w zakresie

elektronowym jak i wibracyjnym.
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Rys. 34 Poréwnanie widm ICD i absorbancji molowej kompleksu kurkuminy z ludzkg albuming osocza
w 0,1 M NaCl pH 9, bufor Tris-HCI [Zsila, 2003].

3.5 Spektroskopia fluorescencyjna

Technika ta opiera sie na badaniu promienistego odtworzenia stosunku obsadzen poziomoéw
energii elektronowej. Proces fluorescencji zachodzi pomiedzy stanami o tej samej multipletowosci,
zwykle s3 to singletowe stany S, i Sy. Czas zycia fluorescencji, czyli sredni czas pomiedzy momentem
wzbudzenia a powrotem do stanu podstawowego wynosi ok. 10® sekundy. Proces absorpcji
promieniowania mozemy opisac jako:

A* - A +hv
Uznajac, ze jego szybkos$é emisji jest proporcjonalna do liczby molekut w stanie A*, opisujemy ja
zgodnie z notacjg dla reakcji pierwszego rzedu:

Vem = Kg * Nax
Podobnymi réwnaniami mozemy opisa¢ bezpromienisty proces relaksacji, z tym ze kwant swiatfa nie
jest w takim procesie emitowany.

Na widmo fluorescencji wptyw ma bezposrednie otoczenie fluoroforu, a wiec dostepnosc i
fizykochemiczne wtasciwosci rozpuszczalnika, ale réwniez obecnos¢ innych fluoroforéw w bliskiej
odlegtosci. Zwigzane jest z tym czesto obnizenie intensywnosci fluorescencji, ktére moze by¢
wywotane kilkoma zjawiskami. Zasadniczag molekularng przyczyng obnizenia intensywnosci
fluorescencji jest wygaszanie (ang. quenching). Proces ten zachodzi za sprawg dwdch podstawowych

mechanizméw: poprzez tworzenie sie niefluorescencyjnego kompleksu wygaszacza z fluoroforem
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(wygaszanie statyczne) badz przez oddziatywanie wygaszacza ze stanem wzbudzonym fluoroforu
prowadzgcym do bezpromienistego powrotu do stanu podstawowego (wygaszanie kolizyjne).

Mozliwy jest pomiar dwdch typdéw widm: wzbudzeniowych i emisyjnych. W przypadku widm
wzbudzeniowych monochromator emisyjny ustawiony jest na okreslong dtugos¢ fali w zakresie
fluorescencji, natomiast monochromator na wigzce Swiatta wzbudzajacego przemiata zmieniajacg sie
dtugoscig fali. Znacznie czeséciej analizowane sg widma emisyjne, kiedy to monochromator
wzbudzajgcy jest ustawiony na okreslong ditugos¢ fali absorbowang przez prébke, natomiast
monochromator emisyjny rejestruje wypromieniowywane swiatto w catym zakresie.

W spektroskopii fluorescencyjnej rejestruje sie sygnat pochodzacy od fluoroforu bedacego
integralng czescig badanego uktadu (fluorescencja wewnetrzna) lub mierzac fluorescencje
zewnetrzng znacznika zwigzanego z analizowang czasteczkg. W pierwszym przypadku w
eksperymentach z biatkami rejestruje sie widma chromoforéw aromatycznych, stanowigcych reszty
boczne aminokwasdéw — tryptofanu oraz tyrozyny. Pomiary fluorescencji tryptofanu sg najbardziej
uzyteczne ze wzgledu na wysoki wspodtczynnik absorpcji grupy indolowej, wyrazne rozdzielenie
pomiedzy potozeniami pasma absorpcji i emisji oraz czuto$¢ na wygaszanie. Fluorescencja
fenyloalaniny jest bardzo staba i praktycznie nie znajduje zastosowania w badaniach biatek.
Oczywiscie w przypadku tej metody ograniczeniem jest obecnosé¢ aromatycznych aminokwaséw w
sekwencji budujgcej biatko. Jesli chodzi o fluorescencje zewnetrznego znacznika, to w przypadku
biatek jego wybdr zalezy od informacji, ktdrg chcemy uzyskaé i od tego, z jakg forma konformacyjng
taka sonda sie wigze [Hawe, 2008]. Najbardziej uzyteczna jest grupa barwnikéw nie wigzgcych sie
kowalencyjnie z biatkiem. Mozna tu wymieni¢ ANS (kwas 8-anilino-1-naftalenosulfonowy), czuty
szczegolnie na forme czeSciowo zwinietg (ang. molten globule) [Semisotnov 1991], czerwien nilowa
oddziatujaca z hydrofobowymi powierzchniami w przypadku destabilizacji i agregacji biatek [Sackett,
1987] i tioflawine T interkalujgca w B-kartce.

Tioflawina T jest barwnikiem fluorescencyjnym powszechnie stosowany do wizualizacji oraz
do detekcji ztogdw amyloidowych [Naiki, 1989]. W obecnosci amyloidow obserwowane jest znaczne

wzmocnienie fluorescencji tego barwnika [LeVine Ill, 1993]. Tioflawina T sktada sie z dwdch grup

s @ LH,
/>€< >*N\
N\ CH.

_l_
CI™ CHs

HsC

Rys. 35 Struktura ThT z zaznaczonym katem dwusciennym pomiedzy dwoma grupa aromatycznymi.
Rotacja grupy aminowej nie wptywa w istotny sposéb na energie czasteczki.
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aromatycznych — pierscienia benzotiazolowego oraz dimetyloaminobenzenowego (Rys. 35).
Czasteczka ta nalezy do grupy rotorow molekularnych — jej wzbudzenie jest powigzane z
wewnatrzmolekularng rotacjg, ktéra generuje transfer tadunku z czesci donorowej do czesci
akceptorowej [Grabowski, 2003]. Na podstawie obliczel opartych na metodzie DFT (ang. Density
Functional Theory) okreslono, ze swobodna czgsteczka tioflawiny T osigga minimum energii w stanie
podstawowym dla kata dwusciennego ¢ réwnego ok. 37°. Krzywa energii potencjalnej dla stanu
wzbudzonego (Rys. 36), wystepujgcego tuz po absorpcji fotonu (stan Francka-Condona), wyglada

zupetnie odmiennie, gdyz minimum energetyczne przypada na ¢=90°. Grupy aromatyczne moga
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Rys. 36 Wykresy energii stanu podstawowego i stanu wzbudzonego tioflawiny T w zaleznosci od kata
¢ i zbioru innych parametréw geometrycznych czasteczki (w). Na podstawie [Stsiapura, 2007].

swobodnie rotowac¢ wzgledem siebie gdy czasteczka znajduje sie w roztworze. Po pierwotnym
wzbudzeniu nastepuje zwiekszenie sie kata skrecenia z 37° do 90° powigzane z przeniesieniem
tadunku ujemnego na grupe benzotiazolowg. Zanika wéwczas sprzezenie pomiedzy dwoma grupami
aromatycznymi. Stan ten nazywany jest TICT (ang. twisted internal charge-transfer). Skutkiem tego
prawdopodobienstwo przejScia radiacyjnego pomiedzy stanem wzbudzonym a stanem
podstawowym jest bliskie zeru. Wzrost wydajnosci fluorescencji wystepuje wtedy, gdy czgsteczka
tioflawiny T znajduje sie w srodowisku o wysokie]j lepkosci badz jest zwigzana ze sztywnym uktadem
blokujacym rotacje, takim jak wtékno amyloidowe. Zmiana kata ¢ jest wéwczas utrudniona i powrot
do stanu podstawowego zachodzi z konformacji zblizonej do stanu Francka-Condona. Dzieki temu
mozliwe jest $ledzenie przebiegu agregacji przy pomocy tego barwnika [Stsiapura, 2007]. Przy czym w
rozpuszczalnikach protycznych wzbudzenie nastepuje przy ok. 340 nm a emisja przy 445 nm,

natomiast po zwigzaniu z amyloidem maksimum ekscytacyjne przesuwa sie do 450 nm a emisyjne do
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Rys. 37 Widmo fluorescencji po wzbudzeniu falg o df. 450 nm tioflawiny T zwigzanej z amyloidem (A)
oraz kinetyka agregacji biatka $ledzona przy pomocy obserwacji zmian fluorescenc;ji tioflawiny T (B).

480 nm. Tioflawina T interkaluje w B-kartce amyloidowej zaréwno w przypadku agregatéw wielu
roznych biatek jak i syntetycznych peptyddéw, a wiec barwnik ten rozpoznaje motyw rusztowania
B-kartkowego praktycznie niezaleznie od sekwencji. Co istotne, wzrost fluorescencji jest wynikiem
zwigzania sie tioflawiny T z dowolng B-kartkg amyloidowga, a wiec badanie tego zjawiska nie daje
informacji na temat dtugosci powstatych wiékien a jedynie o catkowitej ilosci struktur fibrylarnych.
Tioflawina T w badaniach amyloidéw jest szeroko stosowana od lat 90-tych, jednak nadal nie
jest w petni poznany sposdb wigzania sie tego barwnika z fibrylami amyloidowymi. Istotnym krokiem
w zrozumieniu tych oddziatywan byt eksperyment przeprowadzony przez M. R. H. Krebsa i
wspotpracownikéw, w ktérym badano fluorescencje sferulitow zabarwionych tioflawing T przy
pomocy mikroskopu konfokalnego. Sferulity naswietlono swiattem spolaryzowanym w ptfaszczyznie
pionowej i zaobserwowano, ze fluorescencja jest najsilniejsza w ptaszczyznie zgodnej z ptaszczyzng
wigzki wzbudzajacej (Rys. 38 A). Znajgc kierunek absorpcyjnego momentu przejscia czasteczki
barwnika oraz uktad B-kartek w fibryli wyciggnieto wniosek, iz tioflawina T interkaluje w rowkach
wtdkna réwnolegle do jego osi [Krebs, 2005b] (Rys. 38 B, C). Rozdzielczo$¢ danych pochodzacych z
mikroskopii fluorescencyjnej byta niewielka a doktadniejsze informacje o sposobie interkalacji
tioflawiny T we widknach sg trudne do uzyskania ze wzgledu na niejednorodnos¢ struktury fibryli. W
celu okreslenia oddziatywan barwnik-amyloid wykonano szereg symulacji dynamiki molekularnej,
wykorzystujgc w tym celu dane wysokorozdzielcze dla krétkich peptydéw [Wu, 2008]. Te badania,
oraz inne symulacje opierajgce sie na podobnych strukturach biatkowych, potwierdzity znaczenie
rowkéw w B-kartce jako miejsc wigzania tioflawiny T, jak rdwniez wskazaty istotnos¢ aromatycznych
reszt bocznych [Biancalana, 2009] (Rys. 39 B). Okreslono takze, ze do zwigzania barwnika konieczna
jest B-kartka zbudowana minimalnie z 4 tancuchdw — pod warunkiem, ze sy one nienatadowane i

zawierajg aromatyczne reszty boczne [Wu, 2009]. Dlatego tez wiekszos¢ B-kartkowych biatek
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C Shramms

Rys. 38 Fluorescencja sferulitu insuliny zabarwionego tioflawing T, polaryzacja wigzki wzbudzajacej
zaznaczona strzatkg (A); model tioflawiny T interkalujgcej we witdknie amyloidowym, czgsteczka
barwnika zaznaczona strzatkg — widok na ptaszczyzne B-kartki (B) oraz na wiékno z boku (C) [Krebs,
2005b].

globularnych nie wigze tioflawiny T — zawierajg one zwykle co najwyzej 3 i to nazbyt skrecone
tancuchy budujace taka strukture [Chothia, 1973]. Znaczenie oddziatywan m-elektronowych w
wigzaniu barwnika podkresla takze praca Michala Harela i wspdtpracownikéw, w ktérej
przedstawiono strukture krystaliczng kompleksu tioflawiny T z globularnym biatkiem -
acetylocholinoesterazg [Harel, 2008]. Z kolei dane strukturalne kompleksu tioflawiny T z B,-

mikroglobuling w amyloidopodobnej formie oligomerycznej potwierdzity, ze barwnik interkaluje w

Rys. 39 Struktura kompleksu tioflawiny T z B,-mikroglobuling w postaci szesciocztonowego
kompleksu B2holo (A) [Wolfe, 2010] oraz model tioflawiny T interkalujgcej w B-kartkowej strukturze
zawierajgcej 5 tyrozyn (B) [Biancalana, 2009].
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B-kartce prostopadle do kierunku faincuchéw, przy czym tu takze widoczna byta stabilizacja
kompleksu przez kontakty -t i kation-t [Wolfe, 2010] (Rys. 39 A). Eksperyment ten tez jest o tyle
ciekawy, ze o ile zaktada sie, ze tioflawina T fluoryzuje przy planarnym ufozeniu grupy
benzotiazolowej i dimetyloaminobenzenowej, to w tym przypadku grupy aromatyczne byty
praktycznie prostopadte, a jednoczesnie wystepowato wzmocnienie fluorescencji. Byto to wywotane
stabilizacjg tadunku na pierscieniach przez grupy boczne tyrozyn otaczajacych tioflawine T. Oznacza
to, ze znaczacym wkifadem we wzmacnianie fluorescencji tego barwnika s3 oddziatywania
aromatyczne. Jednoczesnie widkna amyloidowe zbudowane z polipeptydu nie zawierajgcego reszt
aromatycznych — kwasu poli-L-glutaminowego — takze wywotujg wzmocnienie fluorescencji ThT
[Fulara, 2010]. Takie rozumowanie pozwala wyjasni¢ rdézng wydajnos¢ kwantowa fluorescencji

tioflawiny T interkalujgcej w amyloidach zbudowanych z innych biatek prekursorowych.

3.6 Mikroskopia fluorescencyjna i w swietle spolaryzowanym

Mikroskopia optyczna jest jedng z podstawowych technik eksperymentalnych i znalazta
zastosowanie takze w badaniach amyloidow. Powiekszony obraz jest generowany dzieki
wykorzystaniu Swiatta przechodzacego przez soczewki. Najprostszy tryb analizy obiektéw opiera sie
na prostym, optycznym powiekszeniu, jednak w pracy z biatkowymi préobkami fibrylarnymi istotne sg
takze dwa inne warianty obrazowania: fluorescencyjne i w Swietle spolaryzowanym.

Analiza mikroskopowa amyloidéw wybarwionych tioflawing T przy uzyciu techniki
fluorescencyjnej zostata szeroko opisana w latach 60-tych [Hobbs, 1963] i jest odtad klasyczng
metodg rozpoznawczg w diagnostyce chordéb zwigzanych z agregacjg biatek, znajdujaca takie
zastosowanie w eksperymentach biofizycznych in vitro. Ta metoda badawcza wymaga zastosowania
odpowiednich filtréw optycznych. Obserwowane efekty optyczne mozna wyjasni¢ w taki sam sposob,
jak w przypadku spektroskopii fluorescencyjnej.

Obrazowanie w $wietle spolaryzowanym przy skrzyzowanych nikolach bez wybarwiania
probki jest istotne dla jednego z typow struktury amyloidowej — sferulitdw. W takim uktadzie
optycznym swiatfo nie trafia do detektora, chyba ze na swej drodze trafi na obiekt dwéjtomny, ktéry
zmieni polaryzacje wigzki. Charakterystyczne obrazy ,krzyza maltanskiego” dla sferulitow zostaty
zaobserwowane na przekrojach médzgu pacjentdw cierpigcych na jedng z odmian choroby
Creutzfeldta-Jakoba [Manuelidis, 1997] oraz szczuréw z rozwinietg chorobg Alzheimera [Snow, 1994].
Motyw ten jest cechg rozpoznawczg ich obecnosci i Swiadczy o silnym uporzadkowaniu fibryli

budujgcych taka sfere.
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3.7 Mikroskopia sit atomowych (AFM)

Mikroskopia sit atomowych jest jedng z technik obrazowania, wykorzystujacych skanujaca
sonde (ang. SPM—- Scanning Probe Microscopy). Powstata ona jako rozwiniecie techniki mikroskopii
tunelowej z potrzeby badania nieprzewodzgcych prébek takich jak biatka. Idee AFM i pierwszy
mikroskop przedstawili po raz pierwszy Binning i wspdtpracownicy w 1986 roku [Binning, 1986]. W
przypadku AFM w rejestracji obrazu powierzchni badane sg oddziatywania miedzyatomowe
pomiedzy prébka a poruszajaca sie sonda. Jest ona zbudowana ze sprezystej dzwigni zakoriczonej
ostrzem. Ostrze musi mie¢ jak najmniejsze, atomowe wymiary w celu uzyskania zadowalajacej
rozdzielczosci. Ugiecie dzwigni pod wptywem oddziatywania igty z nieréwnosciami powierzchni
rejestrowane jest poprzez zmiane kata odbicia wigzki lasera skierowanej na dzwignie i odbijajacej sie
od jej powierzchni, rejestrowang przez fotodiode. Probka nakroplona na gtadka powierzchnie, np.
mike, jest umieszczona na piezoelektrycznym skanerze, ktdry moze zmienia¢ jej potozenie w
kierunkach x, y, z. Mikroskop AFM moze pracowac¢ w réznych typach obrazowania, w zaleznosci od
rodzaju badanej prébki. Wynikajg one z oddziatywan, ktére powodujgc ugiecie dzwigni. Sita
oddziatywan miedzyczasteczkowych (tak jak opisuje to uproszczony model — potencjat Lennarda-
Jonesa — rys. 40) zwieksza sie bardzo silnie wraz ze zmniejszanie sie odlegtosci. Mozliwe jest badanie

sit krotkiego zasiegu (tryb kontaktowy AFM), kiedy to zachodza bezposrednie oddziatywania
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Rys. 40 Model oddziatywan przyciggajgcych i odpychajgcych opisany za pomocg potencjatu

Lennarda-Jonesa wraz z opisem réznych trybéw pracy mikroskopu sit atomowych. Na podstawie
[Maver, 2013].

pomiedzy atomami na czubku ostrza a atomami prébki i dZzwignia jest odpychana oraz badanie sit
dalekiego zasiegu (tryb bezkontaktowy AFM), w ktorym dzwignia jest przyciggana prze probke dzieki
sitom van der Waalsa. Jednak w przy badaniu miekkich prébek biologicznych najczesciej jest
wykorzystywany tryb tapping mode (kontaktu przerywanego), w ktérym na ruch dzwigni wptyw maja

oba typy oddziatywan. W tej odmianie mikroskopii sit atomowych dZwignia drga z czestoscig zblizong
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do swojej czestosci rezonansowej. Amplituda oscylacji, wynoszgca ok. 10-100 nm zmniejsza sie wraz
ze zblizaniem sie igly do powierzchni prébki, czyli w przypadku gdy obiekty na mice majg wieksze
wymiary w osi z. W tym momencie elektroniczny mechanizm zwrotny dostosowuje potozenie dzwigni
w celu zachowania statej amplitudy oscylacji. Taki tryb prowadzenia eksperymentu pozwala na
obrazowanie miekkich prébek unikajac ich niszczenia i zatapiania igly w prébce i dlatego jest
najpopularniejszy w przypadku badan prébek biologicznych, warstw lipidowych czy polimerdéw

[Zhong, 1993; Van Holde, 2005].

A /\ laser
-

detektor

dzwignia
zigta

Rys. 41 Schemat mikroskopu AFM (A), obrazy AFM fibryli amyloidowych w trybie wysokosciowym
(B) oraz amplitudowym (C) (wyniki wtasne).

Stosuje sie kilka sposobdw obrazowania prébek w technice TM-AFM. Podstawowe obrazy
wysokosciowe (Rys. 41 B) przedstawiajg topografie obiektow, jednak ich interpretacja jest
utrudniona ze wzgledu na dwuwymiarowos$¢ takiego obrazu ktopotliwg dla ludzkiego oka. W celu
uwydatnienia ksztattéw obserwowanych obiektow rejestruje sie obrazy amplitudowe (amplituda
oscylacji dZzwigni odpowiadajgca nachyleniu powierzchni, rys. 41 C) badz fazowe (faza oscylacji
dzwigni wyrazajgca wptyw oddziatywania dzwigni z powierzchnig). Nalezy pamieta¢, ze informacja w
skali z takiego zdjecia nie ma przetozenia na rzeczywistg topografie powierzchni.

Istotnymi cechami mikroskopii sita atomowych sa:

e Mozliwo$é badania miekkich, nieprzewodzacych prébek bez napylania metalu czy
wybarwiania negatywowego
e Wysoka rozdzielczoéé — powiekszenie do 10°

e Obrazowanie w 3 wymiarach
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3.8 Procedury pomiarowe

Widma FT-IR byly rejestrowane na spektrofotometrze Nicolet Nexus zaopatrzonym w
detektor MCT chtodzony ciektym azotem. Prébki umieszczano pomiedzy szkietkami z CaF,
rozdzielonymi teflonowa folig (ang. spacer) o grubosci 25 um. Pomiary odbywaty sie w komorze
spektrofotometru w kontrolowanej atmosferze wolnej od CO, i pary wodnej, w temperaturze 25°C.
Pojedyncze widmo rejestrowano poprzez akumulacje 256 interferograméw o rozdzielczosci 2 cm™.
Pomiary FT-IR w laboratorium prof. Keiderlinga w Chicago wykonano na spektrofotometrze Vertex 80
(Bruker) wyposazonym w detektor DTGS z rozdzielczoicia 4 cm™, usredniajac 512 skandw. Ze
wzgledu na nakrywanie sie pasma amid | oraz drgan zginajgcych H,0 wiekszo$é badanych prébek
przygotowywano w wodzie ciezkiej. Niskie pD osiggano za pomocg rozciericzonego DCI (,pD” jest
odczytem z pH-metru dla prdbki rozpuszczonej w D,0 bez korekcji efektéw izotopowych). Jesli nie
wskazano inaczej, pomiary wykonywano bezposrednio na wyjsciowej prébce. Obrdobke widm
wykonano w programie GRAMS (ThermoNicolet, USA). Od zarejestrowanych widm odejmowano

widmo buforu oraz tta komory pomiarowe;j.

Widma dichroizmu kotowego oraz liniowego w zakresie UV-Vis byly rejestrowane przy
pomocy spektropolarymetru Jasco CD Spectrometer J-815 w kuwetach kwarcowych. Pomiary ICD w
laboratorium prof. Keiderlinga wykonano na spektrofotometrze J-810 (Jasco). Od widm odejmowano

widmo rozpuszczalnika.

Widma VCD zmierzono na przyrzadzie dyspersyjnym skonstruowanym w laboratorium prof.
T. Keiderlinga (University of lllinois, Chicago) z rozdzielczoscia 12 cm™ usredniajagc 8 skandw,
Aparatura ta zostata szczegdétowo opisana w 2009 roku w pracy [Lakhani, 2009]. Prébki do pomiaréw
VCD umieszczano pomiedzy szkietkami z CaF, rozdzielonymi teflonowa folig o grubosci 25 um. Od

widm odejmowano widmo rozpuszczalnika.

Pomiary fluorescencji tioflawiny T prowadzono na spektrofluorymetrze luminescencyjnym
Thermo Spectronic AMINCO Bowman Series 2. Widma emisyjne wzbudzano falg o dtugosci 450 nm.
Widma ekscytacyjne uzyskano dla emisji przy 482 nm. Pomiary przeprowadzano w temperaturze

25°C.

Pomiary kinetyczne fluorescencji wykonywano na czytniku fluorescencji Ascent FL
fluorometer wyposazonym w pare filtrow Ao 440 nm / A, 485 nm w 96-dotkowych czarnych

mikroptytkach.
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Obrazy mikroskopowe uzyskano na mikroskopie optycznym w ukfadzie odwréconym Nikon
TE2000-E wyposazonym w kamere CCD. Zastosowano 440-nm filtr do obrazéw fluorescencyjnych
oraz polaryzator i analizator do pomiaréw w $wietle spolaryzowanym. Analizowane prébki badano w

roztworach wodnych po umieszczeniu kropli roztworu pomiedzy szkietkami mikroskopowymi.

Obrazy AFM uzyskano za pomocg mikroskopu Nanoscope llla (Veeco) w trybie tapping mode
z wykorzystaniem dzwigni TAP300-Al (BudgetSensors) o czestosci rezonansowej 300 kHz. Badane
prébki amyloidéw rozcienczano 125-500-krotnie dejonizowang wodg, po czym 8 ul porcje roztworu
nanoszono na $wiezo-oddzielong powierzchnie miki. Prébki pozostawiano na noc w celu wysuszenia.
Dokonywano rejestracji obrazéw wysokosciowych i amplitudowych. W oparciu o ten pierwszy typ

danych uzyskiwano przekroje fibryli oraz przeprowadzano pomiary odlegtosci.

Wytrzgsanie prébek odbywato sie w przyrzadzie Eppendorf Themomixer comfort

wyposazonym w blok grzewczy.
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3.9 Lista odczynnikow

Dcl

D20

Peptydy FFYTPKA oraz Ac-FFYTPKA — czysto$¢ >98%, zakupione w firme Bachem S. A.

Insulina lispro — standard farmaceutyczny, zakupiona w LGC Standards

Insulina ludzka — udostepniona przez doktora Piotra Borowicza z Instytutu Badan
Antybiotykdw w Warszawie

Insulina wotowa — zakupiona w Sigma Aldrich

Insulina wieprzowa — standard farmaceutyczny, zakupiona w U.S. Pharmacopeial Convention
a-Laktoalbumina wotowa (typ 1) - zakupiona w Sigma Aldrich

Lizozym z biatka jaja kurzego — zakupiony w Sigma Aldrich

. Peptyd LVEALYLV - czystos¢ >98%, zakupiona w przez Bachem S. A.

Kwas poliglutaminowy (sole sodowe PLGA i PDGA) — M., 15-50 kDa, zakupiony w Sigma
Aldrich

Stezenie roztwordw biatka jest podawane w pracy jako procent masowy (wt. %).

61



METODY BADAWCZE

62



BADANIA WtASNE | DYSKUSJA UZYSKANYCH WYNIKOW

4. BADANIA WLASNE | DYSKUSJA UZYSKANYCH WYNIKOW

4.1 Dichroizm kotowy indukowany w sondach molekularnych jako Zrodto

informacji o strukturze

Barwniki organiczne, w szczegdlnosci tioflawina T oraz czerwien Kongo sg powszechnie
wykorzystywane w badaniach amyloidéw. W naszym przypadku przyczynity sie one do odkrycia
chiralnych superstruktur amyloidowych insuliny. Zazwyczaj barwniki stuzg do wykrywania form
zagregowanych biatka oraz do badania kinetyki procesu tworzenia sie takich struktur. Powszechnie
stosuje sie w tym celu spektroskopie i mikroskopie fluorescencyjng a takze mikroskopie w swietle
spolaryzowanym. Chociaz budowa komplekséw tioflawiny T oraz czerwieni Kongo z amyloidami nie
zostata do konca wyjasniona, wiadomo, ze czasteczki te interkalujg w powierzchniowych bruzdach
wzdtuz osi fibryli. Dodatkowo, istotng role w stabilizacji takich komplekséw odgrywajg aromatyczne
reszty boczne aminokwasdéw. Uwaza sie, ze zwigzana z amyloidem tioflawina T musi mie¢ konformacje
bliskg planarnej ze wzgledu silne wzmocniong fluorescencje [Maskevich, 2007]. Jednak wiele kwestii
pozostaje wcigz niejasnych, w tym nie istniejg szczegétowe dane krystaliczne komplekséw barwnikéw
ze strukturami B-kartkowymi.

Uwaza sie, ze tioflawina T i czerwien Kongo s3 specyficznymi ligandami dla struktur
B-kartkowych w przeciwienstwie do przewaznie a-helikalnych struktur natywnych biatka. Dla czerwieni
Kongo mozna znalezé¢ wiele wyjgtkdw od selektywnosci — barwnik ten tworzy kompleksy z wieloma
biatkami natywnymi, miedzy innymi z polimerazg RNA [Woody, 1981] czy z rozpuszczalng forma
elastyny [Kagan, 1973]. Z kolei tioflawina T wiaze sie z fibrylami bardziej wybidérczo i z oddziatywan z
uktadami  nieamyloidowymi opisano jak dotad jedynie jej kompleks z a-helikalng
acetylocholinoesterazg [Harel, 2008].

Badania spektroskopowe z wykorzystaniem barwnikéw interkalujgcych w strukturach
biatkowych moga by¢ Zrédtem informacji o konformacji zaréwno amyloidéw jak i mniejszych
oligomeréw badz form w petni, lub czesciowo natywnych. | tak, badania dichroizmu kotowego z
wykorzystaniem czerwieni Kongo doprowadzity do wykrycia zdestabilizowanej formy ludzkiej fosfatazy
kwasnej [Kuciel, 1997]. Istnieje takze wiele prac wykazujacych wptyw tego barwnika na spowolnienie
agregacji biatek [Ingrosso, 1995; Khurana, 2001; Lendel, 2009]. Tioflawina T jak dotad stuzyta gtéwnie
detekcji fibrylarnych agregatéw [Duboisset, 2013; Krebs, 2005b]. Pomiar indukowanego dichroizmu
kotowego tego barwnika jako metode badania amyloidéw zastosowano po raz pierwszy w pracach
Dzwolaka i Pecul [Dzwolak, 2005] oraz Dzwolaka i Loksztejn [Dzwolak, 2007; Loksztejn, 2008].

Celem moich wstepnych badan komplekséw tioflawiny T z amyloidowymi oraz
niezagregowanymi formami kwasu poliglutaminowego byfa weryfikacja istnienia deterministycznego
transferu chiralnego pomiedzy kowalencyjng strukturg polipeptydu (w dwdch jego enancjomerycznych

formach: kwas poli-L-glutaminowy i kwas poli-D-glutaminowy) a wtasciwosciami chiralooptycznymi
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kompleksu w zakresie energii odpowiadajagcemu przejsciom elektronowym w barwniku. Te
poczatkowe badania doprowadzity nieoczekiwanie do wykrycia nieznanego wczesniej efektu

dokowania molekut ThT na nieamyloidowych formach kwasu poliglutaminowego.

4.1.1 Pomiar dichroizmu kotowego tioflawiny T interkalujacej w B-kartkowych
agregatach zbudowanych z kwasu pol-L- lub poli-D glutaminowego

Celem eksperymentu byto poréwnanie intensywnosci oraz ksztattu sygnatu ICD uzyskanego
dla struktury amyloidowej powstatej z polipeptydéw zbudowanych wytacznie z L, badz D
aminokwasdw. Istotne byto okreslenie, czy widma te bedg miaty przeciwstawne znaki, a wiec czy
mozna zaobserwowacd ,intuicyjny” transfer chiralnosci pomiedzy atomowa strukturg polipeptydu a
konformacja tioflawiny T manifestujacy sie w widmie ICD.

Kwas poliglutaminowy posiada dodatkowe grupy karboksylowe przy resztach bocznych. Czyni
to jego konformacje niezwykle czutg na pH srodowiska. W pH obojetnym i zasadowym PGA przybiera
forme ktebka statystycznego, w ktérej odlegtosci pomiedzy ujemnie natadowanymi resztami
bocznymi sg maksymalne. Obnizenie pH powoduje protonowanie grup karboksylowych i przejscie do
pozbawionej tadunku (z wyjatkiem N-konca) a-helikalnej. Inkubacja takiego roztworu w
podwyzszonej temperaturze skutkuje utworzeniem sie B—kartkowych wiékien amyloidowych, co
czyni kwas poliglutaminowy uzytecznym obiektem badan nad agregacja.

Amyloidy z kwaséw poli-L oraz poli-D glutaminowego otrzymano poprzez inkubacje w
temperaturze 65°C przez 48 godzin roztwordéw polipeptyddéw w stezeniu 1 wt. % i pH 4,1. Takie

warunki eksperymentu pozwalajg na otrzymanie fibryli o tzw. strukturze 8, [Fulara, 2010].
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Rys. 42 Widma CD tioflawiny T zwigzanej z B-kartkowymi strukturami zbudowanym z PLGA oraz
PDGA. Pomiary ICD wykonano przy stezeniu biatka 0,02 wt. % po rozciericzeniu buforem o pH 4,1 z
dodatkiem tioflawiny T w stezeniu 91 puM. Zastosowano 10 mm kuwety kwarcowe.
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Rysunek 42 przedstawia widma indukowanego dichroizmu kotowego tioflawiny T zwigzanej z
B-kartkowymi fibrylami zbudowanych z kwasu poli-L oraz poli-D glutaminowego. Mozna
zaobserwowa¢, ze sygnat ten ma umiarkowang intensywnos¢. Ksztatt widma — wyrazne minima i
maksima w zakresie dtugosci fali odpowiadajgcym absorpcji tioflawiny T sugerujg konformacyjne
pochodzenie sygnatu, przy czym moze zachodzi¢ w tym przypadku takze rozszczepienie pozioméw
energetycznych wywotane sprzezeniami ekscytonowymi pomiedzy indywidualnymi chromoforami.
Dodatkowo polipetydowe struktury typu B, réznig sie od biatkowych B-kartek amyloidowych
catkowitym brakiem aromatycznych reszt bocznych. Oznacza to, ze pierscienie aromatyczne budujgce
tioflawine T sg skrecone wzgledem siebie po zwigzaniu sie z kwasem poliglutaminowymi i
rejestrowany sygnat jest wytgcznie skutkiem oddziatywan barwnika z rusztowanie B-kartkowym oraz
alifatycznymi tarnicuchami bocznymi. Zgodnie z przewidywaniami widma PLGA i PDGA majg przeciwny
znak. Nie sg one jednak idealnymi odbiciami lustrzanymi najprawdopodobniej ze wzgledu na
niejednakowa mase czasteczkowg polipeptydéw L i D, co moze byé przyczyng pewnych rdéznic w
strukturze B-kartki. Nalezy mie¢ na uwadze takze rozpraszanie Swiatta na silnie sedymentujgcych

agregatach B,, ktére jest rézne dla prébek o rédznej masie czgsteczkowe;j.

4.1.2 Analiza dichroizmu kotowego indukowanego w tioflawinie T w trakcie
przejscia kwasu poliglutaminowego ze struktury typu kiebek statystyczny w a-helise

Dotychczasowe prace opisujg tioflawine T interkalujgcg w rusztowaniach B-kartkowych badz
w otoczeniu grup aromatycznych. Badania ICD w obecnosci kwasu poliglutaminowego przy réznym
pH wykonano w celu sprawdzenia czy tioflawina T moze oddziatywa¢ ze strukturami nie -
kartkowymi.

Zmierzono ICD po wybarwieniu tioflawing T oraz CD w zakresie dalekiego nadfioletu
roztworéw wodnych PLGA i PDGA (Rys. 44). pH byto sukcesywnie obnizane z poczgtkowej wartosci
ok. 7,5 do koricowej 4,0 i jego warto$¢ ustalano kazdorazowo, po czym niezbedng ilos¢ roztworu
pobierano do pomiaréw. W trakcie zakwaszania proébki kwasu poliglutaminowego zachodzi
przemiana konformacyjna polipeptydu z ktebka statystycznego do a-helisy. Przejscie to jest widoczne
w widmach CD w zakresie dalekiego nadfioletu. Na odpowiadajgcych im pod wzgledem pH widmach
ICD kompleksu PLGA (PDGA)-ThT widoczny jest niezerowy sygnat dla pewnego zakresu pH, ktory
Swiadczy o oddziatywaniu tioflawiny T z kwasem pol-L- i poli-D-glutaminowym w formie nie-p-
kartkowej. Dla ktebka statystycznego widmo jest zupetnie ptaskie. Zmiany zaczynajg by¢ widoczne
przy pH 6,5-7, gdy konformacja ta zostaje zaburzona (mniej intensywne minimum dla peptydu w
dalekim nadfiolecie). Pojawia sie intensywny pik przy 387 nm, ktéry bardzo szybko zanika wraz z
obnizaniem pH. Dla pH ok. 6 w dalekim nadfiolecie widoczne sg wktady dichroizmu kotowego obu

struktur — zaréwno kiebka statystycznego jak i a-helisy. Odpowiadajgce im widmo ICD ma posredni
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Rys. 43 Widma ICD tioflawiny T dodanej do préobek kwasu poli-L-glutaminowego (A) oraz poli-D-
glutaminowego (B). Wewnetrzne panele przedstawiajg odpowiadajgce im widma dichroizmu
kotowego polipeptydéw w dalekim nadfiolecie w tym samym pH. Pomiary ICD polipeptydéw w
stezeniu 0,0225 wt. % wykonywano w kuwecie kwarcowej o grubosci 1 cm po dodaniu tioflawiny T
do stezenia 70 uM. Pomiary CD peptydu w zakresie far-UV wykonywano dla tych samych roztworéw
w kuwecie kwarcowe]j o grubosci 1 mm. Wartosci pH wskazane w legendzie uwzgledniajg obnizenie

pH o ok. 0,05 jednostki po dodaniu roztworu tioflawiny T.

ksztatt w przypadku PDGA oraz odwrotne potozenie miniméw i maksiméw w przypadku PLGA.
Nastepnie, wraz z dalszym obnizaniem pH i uzyskaniem przez polipeptydy konformacji a-helikalnej,
stabilizuje sie powtarzalny ksztatt widma ICD z minimum/maksimum przy 414 nm. W pH 6,5 kwas
poliglutaminowy jest natadowany ujemnie, a zatem oddziatywanie polipeptydu z barwnikiem moze
mieé podtoze elektrostatyczne. Z kolei w pH ok. 4 wypadkowy tadunek na PGA jest bliski zeru, a wiec
oddziatywania inne od elektrostatycznych musza odgrywac gtéwna role w asocjacji pary ThT-PGA. Z

kolei w pH ok. 4 PGA jest znacznie stabiej natadowany, czyli kompleks z tioflawing T ma inng nature.
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Tak wiec te dwa typy widm ICD rejestrowane w trakcie przejscia kwasu poliglutaminowego ze
struktury typu ktebek statystyczny w a-helikalng mogg mieé inny ksztatt zaréwno ze wzgledu na inng
konformacje prédbkowanej struktury, o czym $wiadczy inny ksztatt pikéw CD dla polipeptydu w
dalekim nadfiolecie jak i ze wzgledu na inny sposéb dokowania barwnika w polipeptydzie. W obydwu
przypadkach potozenie pikdw pochodzacych od tioflawiny T jest przesuniete w kierunku krétszych fal

w poréwnaniu z sygnatem rejestrowanym w obecnosci B, (Rys. 44). Przesuniecie ku fioletowi
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Rys. 44 Widma emisji (Ae=482 nm) i wzbudzenia (Az,=482 nm) fluorescencji dla kwasu poli-L-
glutaminowego (A, B) oraz kwasu poli-D-glutaminowego (C, D) dla przejscia ze struktury ktebka
statystycznego do a-helisy oraz dla formy amyloidowej B,. Widma ekscytacyjne dla B-kartki maja
znacznie wiekszg intensywnos$¢ co zaznaczono strzatkg. Roztwory wodne PLGA i PDGA miaty stezenie
0,1 wt. %, tioflawine T dodawano do stezenia 30 uM. Widma dla prébek amyloidow typu (3,
zmierzono przy takim samym stezeniu biatka i ThT po rozcienczeniu prébki buforem o pH 4,30 i przy
takim samym ustawieniu fotopowielacza. Pomiary wykonano w kuwecie plastikowej o grubosci 1 cm.
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Swiadczy o zaburzeniu m-elektronowego uktadu sprzezonego i sugeruje silne wzajemne skrecenie
grup aromatycznych budujacych czasteczke tioflawiny T, ktdre zaczynajg funkcjonowac jako dwa
odrebne chromofory [Maskevich, 2007].

Whioski wynikajagce z analizy widm dichroizmu kotowego polipeptydu i indukowanego
dichroizmu kofowego oddziatujacej z nim tioflawiny T poparte sg danymi fluorescencyjnymi. Na
rysunkach 44 A i C widoczne s3 silne widma fluorescencyjne amyloidowej struktury B, z maksimum
przy 489 nm, a wiec w potozeniu dos$é¢ podobnym do tych obserwowanych dla biatkowych struktur
amyloidowych. Intensywnos¢ fluorescencji dla a-helikalnej formy kwasu poliglutaminowego jest o
rzad wielkosci mniejsza niz dla B,, cho¢ i tak wieksza niz dla ktebka statystycznego i konformacji
posrednich. Oddziatywanie tioflawiny T z a-helisg mozna odczytaé takze z widm wzbudzeniowych
fluorescencji, gdyz maksimum ekscytacyjne jest przesuniete w kierunku krétszych fal do 396/398 nm
w poréwnaniu z typowym maksimum dla amyloidéw przy 450 nm, a jednoczesnie znacznie rdzni sie
od krzywych zarejestrowanych dla struktur nieuporzgdkowanych. Co ciekawe, wyrazne rozbieznosci
w widmach ICD i fluorescencji dla tioflawiny T zwigzanej z a-helikalng badz B-kartkowa forma kwasu
poliglutaminowego nie idg w parze z réwnie duzymi zmianami w widmie absorpcyjnym (Rys. 45).
Widoczne jest jedynie niewielki (jednakowy dla PLGA i PDGA) spadek absorpcji przy obnizeniu pH
roztworu. Wyjasnieniem tego jest prawdopodobnie znacznie nizsza stata wigzania barwnika z
peptydem a-helikalnym niz z B-kartkowym. O ile spektroskopia ICD i fluorescencyjna sg czute na
sygnat pochodzacy od tioflawiny T zwigzanej z PGA to technika absorpcyjna rejestruje gtéwnie

dominujgcy sygnat od wolnych czasteczek barwnika w roztworze.

411 nm
— PLGApHS3
. — PDGApH83
I — PLGApH45
3 PDGA pH4.5
=]
w
QO
<
T T T T T
400 450 500

Dlugosé fali[nm]

Rys. 45 Absorbancja tioflawiny T zwigzanej z PLGA/PDGA w pH 8,3 oraz 4,5. Widma zarejestrowano
dla roztwordw wykorzystanych w badaniach fluorescencyjnych.

Przeprowadzone badania na kwasie poliglutaminowym w formie amyloidowej wykazaty
zalezno$¢ znaku ICD oddziatywujgcej z nim tioflawiny T od molekularnej chiralnosci taricucha

polipeptydowego. Dodatkowo pomiary spektroskopowe dla przejscia PGA z ktebka statystycznego do
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a-helisy swiadcza o mozliwosci wigzania sie tioflawiny T z nie B-kartkowymi formami biatek i nie
zawierajgcymi grup aromatycznych, co jest istotne w kontekscie selektywnosci tej sondy

molekularnej.

4.2 Weryfikacja sygnatow dichroizmu kotowego probek chiralnych agregatow

Amyloidy typu +ICD i —ICD sg tréjwymiarowymi, zwartymi skupiskami fibryli o znacznie
wiekszych rozmiarach i okreslonej orientacji. Te ich wfasciwosci mogg utrudnia¢ badanie ,czystego”
dichroizmu koftowego i prowadzi¢ do powstania artefaktéw pomiarowych wywotfanych udziatem
dichroizmu liniowego, dwdéjtomnosci oraz innych efektéw optycznych w rejestrowanym widmie.
Problem ten jest znany od lat i byt wielokrotnie omawiany w literaturze, przy czym niekiedy
wykazywano po czasie, ze pierwotnie rejestrowane widma nie ukazywaty rzeczywistych chiralnych
wiasciwosci prébki [Shindo, 1990]. Przez fachowa literature przetoczyta sie diuga debata dotyczaca
pochodzenia sygnatéw CD rejestrowanych dla zagregowanych porfirynowych struktur powstatych
pod wpltywem mieszania (J-aggregates). [Tsuda, 2007; Wolffs, 2007; Arteaga, 2009; Sorrenti, 2012],
ktorej ostatecznym wnioskiem byto potwierdzenie ich rzeczywistej chiralnosci. Innym zagrozeniem
dla jakosci pomiaréw CD chiralnych superstruktur sg duze rozmiary agregatow, na ktérych zachodzi
rozpraszanie S$wiatta. Jak wykazano w pracach Bustamante i wspodtpracownikéw, w widmie
dichroizmu kotowego moze pojawi¢ sie znaczacy wkiad réznicowego rozpraszania Swiatta
spolaryzowanego kotowo (niejednakowego rozpraszania Rayleigha wigzek spolaryzowanych kotowo
prawo- i lewoskretnie) jezeli wymiary badanych czasteczek sg wieksze niz 1/20 dtugosci fali
[Bustamante, 1983]. O ile rozmiar pojedynczej czasteczki tioflawiny T jest znacznie ponizej tej
granicy, o tyle mozliwe efekty optyczne dla sprzezonego uktadu molekut barwnika zwigzanych z
chiralnym agregatem s3 trudne do przewidzenia. Stad celem moich wstepnych badani chiralnych
superstruktur amyloidowych powstatych z insuliny byta weryfikacja rzeczywistej natury

rejestrowanych efektéw CD i ICD.

4.2.1 Analiza poréwnawcza widm absorpcyjnych i dichroizmu kotowego w zakresie
UV-Vis barwnikow interkalujacych we witéknach amyloidowych

Celem badan byto okreslenie relacji pomiedzy potozeniem pasm w widmach absorpcyjnych i
dichroizmu kotowego dla komplekséw tioflawiny T z prébkami amyloidéw +ICD i —ICD. Agregacje
insuliny wotowej o stezeniu 1 wt. %, 0,1 M NaCl, przeprowadzono w ciggu 48 godzin w 40°C w pD 1,8,
przy wytrzasaniu z predkoscig 1400 rpm (warunki wywotujgce chiralng bifurkacje). Pomiary CD i
absorpcyjne dla danego barwnika wykonano na tych samych préobkach.

Na rysunku 46 widoczne sg charakterystyczne widma CD agregatow chiralnych. Piki

pochodzace od chromoforéw amidowych w dalekim nadfiolecie (przejscia m-n* i n-nt) sg potozone
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przy ok. 215 nm i majg ksztatt zblizony do typowych widm dla B-kartki, lecz s niezwykle intensywne
w poréwnaniu ze zwyczajowymi sygnatami uzyskiwanymi dla amyloidéw. Dodatkowo widmo proébki
+ICD ma znak dodatni, co jest zaskakujacg wtasciwoscig chiralnych superstruktur — pasmo 216 nm w

dichroizmie kotowym typowych B-kartkowych struktur biatkowych cechuje sie znakiem
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Rys. 46 Widma dichroizmu kotowego oraz absorpcyjne prébek +ICD i —ICD wybarwionych tioflawing T
(A, B) oraz czerwienig Kongo (C, D) w zakresie nadfioletu oraz $wiatta widzialnego. Absorpcje i CD
amyloidéw wybarwionych tioflawing T zmierzono przy stezeniu biatka 0,036 wt. % (rozciericzenie
buforem o pH 2, 0,1 M NaCl) z dodatkiem tioflawiny T w stezeniu 34 uM w zakresie 240-700 nm, a
nastepnie w zakresie 200-240 nm po czterokrotnym rozcienczeniu tym samym buforem. W
przypadku czerwieni Kongo odwirowano 100 pl prébki amyloidu i przemyto dwukrotnie 100 ul
buforu fosforanowego (pH=7,4, 0,1 M Na,HPO,, 0,1 M NacCl), nastepnie amyloid zawieszono w 100
pl buforu. Widma zmierzono przy stezeniu biatka 0,036 wt. % po rozcieAczeniu buforem
fosforanowym z dodatkiem czerwieni Kongo w stezeniu 15 uM. Eksperymenty przeprowadzono w
kuwetach kwarcowych o grubosci 10 mm.

ujemnym ze wzgledu na lewoskretnos¢ aminokwaséw. Obecnos$é rozciericzonej ThT w probce nie ma
wptywu na widma amyloidéw w dalekim nadfiolecie. W zakresie widzialnym sygnaty pochodzace od
barwnikéw, ktérymi oznakowano amyloid, majg znak dodatni i ujemny odpowiednio dla prébek +ICD
i —ICD, potozone sg nieco powyzej 450 nm dla tioflawiny T oraz przy ok. 555 nm dla czerwieni Kongo.
Uzyskane widma dla prébek +ICD oraz —ICD nie sg idealnymi odbiciami lustrzanymi. Jest to
konsekwencjg lewoskretnosci aminokwaséw budujgcych zaréwno superstruktury typu +ICD jak i -ICD,
ktéra ma wptyw takze na wyisze poziomy organizacji struktur biatkowych. Réznice w potozeniach

pikow dodatnich i ujemnych sg widoczne zaréwno w dalekim nadfiolecie (sygnat pochodzacy od
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biatka) jak i w zakresie widzialnym (sygnat pochodzacy od barwnika), a wiec pewne rdznice w
budowie struktury amyloidowej przenosza sie na geometrie tioflawiny T i czerwieni Kongo z nig
zwigzanych. Co istotne, widma ICD barwnikdw majg znaczaco inne ksztatty i potozenie od widm
absorpcyjnych im odpowiadajgcych (Rys. 46 B, D). W przypadku tioflawiny T piki ICD sg potozone przy
454 i 452 nm, natomiast absorpcyjne przy 413 nm. Z kolei dla czerwieni Kongo w dichroizmie
kotowym widoczny jest pojedynczy pik przy 558/553 nm, natomiast w widmie absorpcyjnym
widoczne sg dwa naktadajgce sie pasma przy 515 i 544 nm. Podobnie sytuacja przedstawia sie w
przypadku widm absorpcyjnych i CD struktur chiralnych — w tym przypadku ekstrema sygnatéw takze
sg potozone przy réznych dtugosciach fali. Jest to pozadane, gdyz ze wzgledu na rézne reguty wyboru
identycznos$¢ potozen i szerokosci potdwkowych widm absorpcyjnych i CD jest zwykle przestanka
wystepowania artefaktéw optycznych wynikajacych z anizotropii optycznej, jako ze nie mozna
wyeliminowa¢ wktadéw dichroizmu liniowego i dwdjtomnosci z mierzonych widm [Shindo, 1990].
Warto zauwazy¢, ze widma dichroizmu kotowego tioflawiny T zachowujg staty znak w catym zakresie
dtugosci fal absorpcji barwnika, natomiast dla czerwieni Kongo obserwuje sie takze piki o znaku
przeciwnym (przy ok. 475 nm). Pamietajgc o podwdjnym maksimum absorpcyjnym dla czerwieni
Kongo mozna sadzié¢, ze mamy tu do czynienia ze sprzezeniem ekscytonowym. Tak wiec wzajemne
oddziatywania dipolowych momentéw przejScia czgsteczek barwnika interkalujgcego w

superstrukturach amyloidowych sg nieco inne w przypadku tioflawiny T oraz czerwieni Kongo.

4.2.2 Badania izotropowosci optycznej superstruktur amyloidowych insuliny

Typowa aparatura do pomiardw dichroizmu kotowego pozwala rejestrowac¢ widma jedynie w
izotropowych osrodkach. Widmo takie nie powinno zaleze¢ od obrotéw prébki wzgledem osi drogi
optycznej spektropolarymetru, ani osi do niej prostopadtych. Obecnos¢ makromolekut i ich skupisk,
ktore tatwo mogg prowadzi¢ do anizotropii w skali makro jest przestankg do przeprowadzenia
weryfikacji otrzymywanych wynikéw. W nizej opisanych badaniach weryfikowano istotnos¢ wktadéw
dichroizmu liniowego i dwdjtomnosci zwigzanych z mozliwg lokalng anizotropia prébki do
rejestrowanych sygnatéw CD i ICD.

Przygotowano agregaty +ICD oraz —ICD w warunkach wywotujgcych chiralng bifurkacje (1 %
insulina wotowa w 0,1 M NaCl, pD 1,9, 48-godzinne wytrzgsanie przy 1400 rpm w temp. 40°C) oraz
prébke ZERO (1 % insulina wotowa w 0,1 M NaCl, pD 1,9, 48-godzinna inkubacja w temp. 65°C bez
wytrzgsania). Dla prébek o znaku ,+” oraz ,,-” wykonano pomiary CD i ThT-ICD oraz odpowiadajace

im pomiary LD w roztworze obracajgc kuwety pomiarowe wokot trzech osi.
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Rys. 47 Zmiana widm CD oraz LD (panele wewnetrzne) roztwordw zawierajgcych probki agregatow
+ICD oraz —ICD pod wptywem rotacji kuwety 1 cm wokdt osi pionowej prostopadtej do sciezki
optycznej. Stezenie biatka wynosito 0,003 wt. %, natomiast stezenie tioflawiny T — 26,7 uM. Prébki
rozcieficzano buforem o pH 1,9, 0,1 M NacCl.

Na rysunku 47 przedstawiony jest wptyw obracania kuwety wokét osi pionowej prostopadtej
do sciezki optycznej na obserwowane efekty spektroskopowe. Zaréwno w dalekim nadfiolecie, gdzie
rejestruje sie sygnat biatkowy, jak i po wybarwieniu amyloidu tioflawing T widoczne sg typowe
dodatnie i ujemne piki odpowiednio dla prébki +ICD oraz —ICD niezaleznie od kata obrotu kuwety.
Obserwowane rdznice intensywnosci sg nieznaczne w pordwnaniu z catkowitg intensywnoscig
sygnatu i nie wptywajg na znak CD sygnatu biatkowego badz ICD tioflawiny T. Mate wewnetrzne
panele na rysunku 47 przedstawiajg widma dichroizmu liniowego odpowiadajgce takim samym
ustawieniom kuwety. Sygnat LD prébek +ICD i —ICD (zaréwno biatkowy jak i pochodzacy od zwigzanej

z amyloidem tioflawiny T) nie jest intensywny i nie ma wyraznego znaku skorelowanego z fenotypem

+|CD/-ICD.
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Rys. 48 Zmiana widm CD oraz LD (panele wewnetrzne) roztwordw zawierajacych prébki agregatéw
+ICD oraz —ICD pod wptywem rotacji kuwety 1 mm wokdt osi poziome] prostopadtej do Sciezki
optycznej. Stezenie biatka wynosito 0,037 wt. % oraz a tioflawiny T 0,35 mM. Prébki rozcieficzano

buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl.
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Rys. 49 Zmiana widm CD oraz LD (panele wewnetrzne) roztwordw zawierajgcych probki agregatéw
+ICD oraz —ICD pod wptywem rotacji kuwety 1 mm wokét osi poziomej réwnolegtej do sciezki
optycznej. Stezenie biatka wynosito 0,037 wt. % oraz a tioflawiny T 0,35 mM. Prébki rozcieficzano

buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl.



BADANIA WHASNE | DYSKUSJA UZYSKANYCH WYNIKOW

W przypadku obrotu kuwety wokot osi poziomej prostopadtej do Sciezki optycznej (Rys. 48)
oraz osi réwnolegtej do $ciezki optycznej (Rys. 49) sytuacja wyglada podobnie. Jako ze we wszystkich
tych przypadkach intensywnosci sygnatu dichroizmu kotowego amyloidéw +ICD i —ICD oraz barwnika
z nimi zwigzanego praktycznie nie zmieniajg sie pod wptywem obrotéw kuwety a intensywnos¢ LD
nie ma wyraznego znaku zgodnego ze znakiem CD w dalekim nadfiolecie/ICD, mozna stwierdzi¢ ze
efekty chiralooptyczne obserwowane w roztworze nie sg obarczone istotnymi artefaktami
zwigzanymi z anizotropig prébki [Shindo, 1990; Kuroda, 2001].

W nastepnej kolejnosci przeanalizowano anizotropowos¢ chiralnych agregatéw po
uprzednim nadaniu orientacji zelowi amyloidowemu. Prébki +ICD i —ICD poréwnano z prébka ZERO,

niezawierajgcg chiralnych superstruktur.
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Rys. 50 Wptyw rotacji wokdt osi poziomej réwnolegtej do Sciezki optycznej filmu amyloidowego
prébek +ICD (B, C), -ICD (D, E) oraz ZERO (F, G) umieszczonych na CaF, i zabarwionych tioflawing T na
widma CD oraz LD oraz zmiana intensywnosci sygnatu przy 450 nm (A). Prébki +ICD, -ICD oraz ZERO
wymieszano z roztworem tioflawiny T w stosunku rownomolowym (uwzgledniajgc stezenie biatka
natywnego), po czym odwirowano przy 13600 rpm. Tak uzyskany zel rozsmarowano kierunkowo na
szkietku CaF,. Po wysuszeniu wykonano serie pomiaréw ICD i LD obracajac szkietko z krokiem 30°dla
+ICD i —ICD oraz 36° dla ZERO.

W przypadku filméw utworzonych kierunkowo na powierzchni fluorku wapnia agregaty s3
trwale zorientowane, a wiec anizotropia optyczna i niezerowa intensywnos¢ sygnatu LD sg niejako

wymuszone. W tym przypadku wystepujg pewne zmiany intensywnosci sygnatu ICD (Rys. 50 B, D)
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wraz z obrotem szkietka, jednak znak efektu Cottona niezaleznie od kata obrotu pozostaje ten sam.
Dla poréwnania, w przypadku prébek ZERO znaki sygnatéw ICD oraz LD sg ze sobg skorelowane (Rys.
50 F, G). Mozna wiec stwierdzi¢, ze niezaleznie od udziatu dichroizmu liniowego rzeczywisty efekt
Cottona dla prébek +ICD oraz —ICD stanowi podstawowy wktad w intensywno$¢ mierzonego sygnatu
dichroizmu kotowego.

Wykonane eksperymenty dowodzg, ze w pomiarach dichroizmu kotowego amyloidéw +ICD i
—ICD oraz odpowiadajgcych im widm indukowanego dichroizmu tioflawiny T roztwordéw udziat
dichroizmu liniowego jest nieznaczny i nawet zorientowanie probki nie zmienia znaku

obserwowanych widm.

4.2.3 Obrazowanie chiralnych superstruktur w swietle spolaryzowanym

Celem eksperymentu byto sprawdzenie jak silng dwoéjtomnosé wykazujg chiralne agregaty.
Przygotowano prébki +ICD oraz —ICD w warunkach wywotujgcych chiralng bifurkacje (1% insulina
wotowa w 0,1 M NaCl, pD 1,9, 48-godzinne wytrzgsanie przy 1400 rpm w temp. 40°C) oraz probke
ZERO (1% insulina wotowa w 0,1 M NaCl, pD 1,9, 48-godzinna inkubacja w temp. 65°C). Wykonano
obrazy prébek —ICD, +ICD oraz ZERO ICD zabarwionych tioflawing T w dwéch trybach. Zdjecia z
mikroskopu fluorescencyjnego uwidaczniajg emisje ThT zwigzanej z amyloidem, a zdjecia w $wietle
spolaryzowanym przy polaryzatorze i analizatorze ustawionymi pod katem prostym ukazujg obiekty

dwdjtomne.

ZEROICB  100um

Rys. 51 Obrazy mikroskopowe tych samych fragmentow powierzchni w trybie fluorescencyjnym
(gérny pasek) oraz w Swietle przechodzgcym przy skrzyzowanych nikolach (dolny pasek) agregatow
biatkowych typu —ICD, +ICD oraz ZERO ICD. Na czerwono zaznaczono mikroskopowy obraz sferulitu.

Mikroskopia fluorescencyjna uwidacznia potozenie agregatéw biatkowych na szkietku (Rys.
51, gérny pasek). Widoczne sg dos¢ zwarte skupiska fibryli dla prébek —ICD oraz +ICD. Z kolei w
przypadku prébki ZERO ICD widoczne sg duze kuliste obiekty — sg to czesciowo rozbite sferulity. W
przypadku sferulitéw dwodjtomnos¢ jest bardzo dobrze widoczna — m. in. zaznaczono na czerwono
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intensywny jasny obraz krzyza maltanskiego [Krebs, 2005a]. W prdébkach chiralnych agregatéw takie
domeny nie sg obserwowane — do okulara dociera bardzo niewielka ilos¢ Swiatta. Nawet wieksze
skupiska amyloidu, takie jak widoczne na obrazie fluorescencyjnym prébki +ICD, nie wykazujg
wyraznej dwdjtomnosci. W zgodzie z wczesniejszymi pomiarami dichroizmu kotowego i liniowego

wyniki te wskazujg na brak silnej anizotropii optycznej agregatéw.

4.2.4 Badanie mozliwej roli réznicowego rozpraszania swiatta w genezie sygnatu
ICD superstruktur amyloidu insuliny

Badania te miaty na celu okreslenie wptywu zatamania i rozproszenia Swiatta na
obserwowane efekty chiralooptyczne dla chiralnych agregatéw [Bustamante, 1983]. Problem ten byt
adresowany w znacznie wczes$niejszych pracach i dotyczyt pomiaréw dichroizmu kotowego duzych
biologicznych uktadéw [Litman, 1972]. Wspdtczynnik zatamania swiatta amyloidu wynosi ok. 1,5
[Appel, 2005], natomiast wody — 1,33. Chcac unikng¢ zjawisk optycznych zachodzgcych na granicy
dwodch osrodkéw wykonano pomiary dichroizmu kotowego dla prébek typu +ICD oraz —ICD w
rozpuszczalnikach o wspétczynnikach zatamania zblizonych do amyloidu. Idealnym kandydatem do
tych badan byt salicylanu metylu (n=1,54), jednak ze wzgledu na jego silng absorpcje w zakresie
dalekiego nadfioletu wykonano takze pomiary w glicerolu (n=1,47). Przygotowano agregaty +ICD oraz
—ICD w warunkach wywotujacych chiralng bifurkacje (1% insulina wotowa w 0,1 M NacCl, pD 1,9, 48-
godzinne wytrzgsanie przy 1400 rpm w temp. 40°C). Do pomiaréw w salicylanie metylu probki
chiralnych agregatow zliofilizowano. Pomiary wykonano po 2 tygodniach od sporzadzenia roztworéw
ze wzgledu na poczatkowe wypadanie zabarwionych agregatéw z roztworéw w postaci duzych
ptatkéow. Dla poréwnania wykonano takze widma chiralnych agregatéw zmierzone w typowych
warunkach.

Znak oraz ksztatt widm dichroizmu kotowego prébek +ICD i —ICD w salicylanie metylu
pozostajg zachowane (Rys. 52). Sygnat ma mniejszg intensywno$é, cho¢ nadal widoczne jest
wzmochienie typowe dla chiralnych superstruktur. Zmniejszenie sie wysokosci pikow moze mieé
zrédto w zmianie statych wigzania ThT - biatko: aromatyczne molekuty rozpuszczalnika
najprawdopodobniej silnie solwatujg molekuty ThT poprzez oddziatywania m-m, usuwajgc w efekcie
tioflawine T z powierzchni amyloidu i prowadzac do ostabienia sygnatu ICD. Takze brak chlorkow w
roztworze salicylanu metylu moze wptywac na stabilnos¢ chiralnych agregatéow i wynikajaca z tego
intensywnos¢ sygnatu ICD, jak réwniez inna moze by¢ rozpuszczalnos¢ tioflawiny T. Sprawdzono
dodatkowo czy salicylan metylu oddziatuje z czystg tioflawing T indukujgc efekty chiralooptyczne
(mozliwe chiralne kontaminacje rozpuszczalnika). Widmo to jest zupetnie ptaskie, a wiec potencjalny

kompleks ThT-salicylan metylu nie ma wptywu na pomiary w obecnosci amyloidu.
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Rys. 52 Widma ICD-ThT dla chiralnych agregatéw w roztworze wodnym oraz w salicylanie metylu
oraz kontrolne widmo tioflawiny T w salicylanie metylu. Pomiary wykonano przy stezeniu biatka
0,0075 wt. % oraz 70 uM ThT w kuwecie kwarcowej o grubosci 1 cm, prébki rozcieficzano
salicylanem metylu badz buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl. Widmo samej tioflawiny T w salicylanie
metylu zmierzono przy stezeniu barwnika 70 uM.

Wykonano takze pomiary z wykorzystaniem glicerolu dla trzech typéw roztworéw mierzac
sygnat pochodzacy od biatka badz od tioflawiny T. Widma zostaty zmierzone w roztworze wodnym,
nastepnie po przeniesieniu prébki do glicerolu, a na koniec z powrotem po rozcierczeniu wodg. Taki
schemat eksperymentu wybrano ze wzgledu na duza lepkos¢ glicerolu i zwigzang z tym mozliwa
trudno$¢ dotarcia czasteczek tioflawiny T do wtdkien w przypadku odwirowanego amyloidu
przeniesionego do glicerolu.

W przypadku glicerolu absorbancja tego rozpuszczalnika pozwala na pomiary zaréwno
sygnatu biatkowego w dalekim nadfiolecie jak i ICD tioflawiny T oddziatujgcej z amyloidem (Rys. 53).
Intensywnos¢ pikéw ICD zmniejsza sie znacznie, a CD nieco mniej po przeniesieniu chiralnych
superstruktur do glicerolu. Moze to by¢ po czesci zwigzane z brakiem jonéw CI" w roztworze lub
potencjalnym kompetycyjnym w stosunku do tioflawiny T oddziatywaniem glicerolu z amyloidem.
Nastepuje takze przesuniecie potozenia minimum/maksimum pikéw pochodzgcych od struktury B-
kartkowej w dalekim nadfiolecie w kierunku krétszych fal. W przypadku glicerolu dodatkowa zmienng
jest takze rozpuszczalno$¢ tioflawiny T w tym rozpuszczalniku. Intensywnos¢ pikow CD po czesci na
powrdt sie zwieksza po ponownym wprowadzeniu buforu zawierajacego 0,1 M NaCl w H,0 oraz
potozenie ekstremdw w dalekim nadfiolecie powraca na pierwotng pozycje, natomiast intensywnos¢

ICD zwieksza sie nieznacznie. Eksperyment ten wskazuje, ze nie mozna catkowicie wykluczy¢ wptywu
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Rys. 53 Sygnaty CD w dalekim nadfiolecie i ICD tioflawiny T dla chiralnych agregatéw w roztworze
wodnym oraz w glicerolu. Pomiary wykonano dla pierwotnych rozciericzonych prébek amyloidu (linia
ciggta), roztworow o 90% stezeniu glicerolu (linia przerywana) oraz po ponownym wprowadzniu
Srodowiska wodnego (linia kropkowana). Zakres dalekiego nadfioletu: R1 — amyloid o stez. 1 wt. % i
bufor o pH 1,9, 0,1 M NaCl wymieszane w stosunku objetosciowym 1:1, pomiar w kuwecie 0,01 mm.
R2 — roztwdr R1 wymieszany w stosunku 1:9 z glicerolem, pomiar w kuwecie 0,1 mm. R3 — roztwoér
R2 wymieszany w stosunku 1:9 z buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl, pomiar w kuwecie 1 mm. Pomiar w
zakresie ICD-ThT: R1 — amyloid o stez. 1 wt. % i bufor o pH 1,9, 0,1 M NaCl oraz tioflawina T o stez.
0,3 % wymieszane w stosunku objetosciowym 1:1:0,3, pomiar w kuwecie 0,1 mm. R2 — roztwér R1
wymieszany w stosunku 1:9 z glicerolem, pomiar w kuwecie 1 mm. R3 — roztwér R2 wymieszany w
stosunku 1:9 z buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl, pomiar w kuwecie 10 mm. Zastosowanie coraz
grubszych kuwet kompensuje rozcieficzanie probki.

rozpraszania na intensywnos¢ obserwowanych sygnatow chiralooptycznych, jednak znak efektu
Cottona dla superstruktur chiralnych pozostaje niezmienny. Dodatkowo nalezy pamieta¢, ze zmiany
intensywnosci pikdw moga by¢ zwigzane nie tylko ze zmiang wspédtczynnika rozpraszania roztworu,

ale takze z innymi zjawiskami fizykochemicznymi, m. in. zmiang przenikalnosci dielektrycznej prébki.

Celem powyzszych badan byto potwierdzenie autentycznosci wtasciwosci chiralooptycznych
badanych agregatéow. Przeanalizowano kilka efektéw optycznych, mogacych wptywaé na
rejestrowany sygnat dichroizmu kotowego dla chiralnych superstruktur. Pomiary absorpcji barwnikéw
wigzacych sie z chiralnymi superstrukturami wskazujg, ze potozenie pikdw absorpcyjnych i
indukowanego dichroizmu kotowego jest rézne. Okreslono, ze orientacja kuwety nie wptywa nie tylko
na sygnaty CD i ICD w przypadku roztworow, ale takze zmiana orientacji suchego filmu amyloidowego
nie powoduje przetgczenia znaku efektu Cottona w obserwowanych widmach. Pozwala to na
zaniedbanie wptywu dichroizmu liniowego. Z kolei wyglad chiralnych agregatéw obserwowanych
mikroskopowo w Swietle spolaryzowanym przy prostopadle umieszczonych polaryzatorze i

analizatorze sugeruje, iz dwdjtomnosé probek jest niewielka i znacznie mniejsza niz w przypadku
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uporzadkowanych obiektéw fibrylarnych — sferulitéw. Kolejnym czynnikiem moggcym wywotywaé
artefakty pomiarowe bylo rozpraszanie swiatta na nierozpuszczalnych agregatach biatkowych
(mleczna barwa prébek amyloidu). Wptyw tego efektu wyeliminowano poprzez zastosowanie
roztworéw o wspodtczynnikach zatamania swiatfa zblizonych do wartosci dla amyloidu. Wykazano, ze
takze w takich warunkach znak sygnatéw CD w dalekim nadfiolecie oraz ICD tioflawiny T sie nie
zmieniajg, co potwierdza autentycznos¢ obserwowanych efektéw chiralooptycznych dla agregatéw.
Dodatkowo, w ramach wspodtpracy z grupg prof. Reiko Kurody, zostaty wykonane pomiary na
spektrofotometrze UCS-1, pozwalajgcym na rejestracje bezartefaktowych widm dichroizmu
kotowego oraz niezaleznych sygnatéw dichroizmu liniowego oraz liniowej i kotowej dwdjtomnosci w
oparciu o analize macierzowg wedtug formalizmu Muellera-Stokesa [Babenko, 2011]. W tym
przypadku takze uzyskano sygnaty dichroizmu kotowego o ksztattach typowych dla agregatéw typu
+ICD oraz —ICD. Inne efekty optyczne miaty rdéing intensywnos$¢ i zalezaty od rozpraszania
poszczegblnych prébek i ich wiasciwosci sedymentacyjnych, nie miaty jednak decydujgcego wptywu
na rejestrowany dichroizm kotowy. Ostatecznie mozna stwierdzié, Ze nietypowe widma
obserwowane dla chiralnych agregatéw w zakresie dalekiego nadfioletu oraz dla tioflawiny T z nimi

zwigzanej sg pochodng rzeczywistej chiralnosci tych prébek.

4.3 Wptyw warunkdéw fizykochemicznych na agregacje insuliny i asocjacje w
chiralne superstruktury

Powstawanie chiralnych superstruktur amyloidu insuliny obserwowano tylko w okreslonych
warunkach. Wykazano koniecznos¢ mieszania probki w trakcie ich formowania sie [Dzwolak, 2007]
oraz spadek intensywnosci sygnatu dichroizmu kotowego wraz z wymywaniem jonéw chlorkowych
[Loksztejn, 2008]. Szczegétowe badania wptywu czynnikéw fizykochemicznych na przebieg agregacji
ma na celu doktadne wyjasnienia ich roli.

Proces agregacji biatek jest modyfikowany przez obecno$¢ soli na réznych etapach. Jony w
roztworze wptywajg na stabilnos¢ biatek natywnych, szybkos$é¢ nukleacji oraz stabilnosé¢ agregatow
decydujacg o ich morfologii. Oddziatywania te zalezg od temperatury i fadunku biatka w roztworze,
ktory w przypadku badanej insuliny wotowej w pH ok. 2 jest dodatni.

Stabilnos¢ biatek natywnych nawet pod nieobecnos¢ specyficznych oddziatywan jon-biatko
jest zalezna od sity jonowej roztworu. Przy niskich stezeniach soli dominuje efekt , wsalania”, a wiec
zazwyczaj nieznacznego zwiekszania sie rozpuszczalnosci biatka w roztworze. Na drugiej stronie osi
stezen wystepuje efekt ,wysalania”, czyli precypitacji biatka. Wptyw poszczegdlnych kationdw i
anionéw na rozpuszczalnosé i stabilnos¢ biatek jest okreslony w tzw. szeregach Hofmeistera. Chlorek
sodu jest najczesciej wybierang solg w badaniach agregacji biatek ze m. in. wzgledu na brak silnych

oddziatywan specyficznych Na* i CI z wiekszoscig biatek. Wptyw sity jonowej na agregacje biatek jest
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przewidziany teorig Debye’a-Huckle’a, ktéra opisuje asocjacje natadowanych czgsteczek. Wptyw sity
jonowej przektada sie wiec na szybkos¢ nukleacji oraz tworzenia sie wiekszych skupisk fibryli. Efekt
ten opiera sie na ekranowaniu odpychajacych oddziatywan kulombowskich pomiedzy jednakowo
natadowanymi molekutami biatka a nastepnie wtdknami. Jednakze w ukfadach biologicznych na te
procesy ma wptyw wiele innych czynnikdw i proste teorie dotyczgce oddziatywan elektrostatycznych
nie sg wystarczajgce. Dla przyktadu wyzisze stezenia przeciwjondow (od ok. 20 mM NaCl) maja
nieliniowy wptyw na wydajno$é ekranowania fadunku w trakcie agregacji zasiewanej insuliny
wotowej [Buell, 2013]. Z kolei bardzo wysokie stezenia aniondw CI" mogg prowadzié¢ do powstawania
agregatéw amorficznych, kiedy to amyloidogeneza konkuruje z wysalaniem biatka [Yoshimura, 2012].
Dodatkowo w kontekscie chiralnych superstruktur nalezy pamietac o zaleznosci morfologii fibryli od
obecnosci jonéw roztworze, przejawiajgcej sie np. zmiang skretnosci fibryli wraz ze wzrostem
stezenia NaCl, tak jak w przypadku B-laktoglobuliny [Adamcik, 2011]. Trzeba podkresli¢, ze wptyw
jondw na przebieg agregacji silnie zalezy od stabilnosci, hydrofobowosci i tadunku biatka w danym
roztworze.

Drugim czynnikiem majagcym wptyw na efekt chiralnej agregacji biatka sg sity
hydrodynamiczne. Powodujg one podtuzne sklejanie i splatanie powstajgcych fibryli, a
przypuszczalnie takze umozliwiajg lateralng agregacje. Asocjacja czastek w roztworze pod wptywem
sit hydrodynamicznych jest obserwowana takze w innych uktadach, takich jak koloidy [Osuji, 2008]
badz zawiesiny nanorurek [Ma A. W. K., 2007].

Dodatkowo agregacja biatek i asocjacja w struktury wyzszego rzedu moze by¢ zalezna od pH
oraz stezenia biatka. Jak wspomniano wczesniej, nawet niewielkie réznice w pH roztworu mogg
zmienia¢ stabilnos¢ protofibryli i wywotywac¢ zmiane ich skretnosci [Kurouski, 2012a], jako ze fadunek
biatka zmienia sie w zaleznosci od pH. Z kolei agregacja biatek w wyzszym stezeniu cechuje sie
skroceniem fazy opdznionej, gdyz prawdopodobieristwo utworzenia sie zarodka agregacji jest wyzsze
[Fodera, 2008]. W nizej opisanych badaniach szereg czynnikdw fizykochemicznych zostat

przeanalizowany pod katem wptywu na agregacje insuliny i powstawanie chiralnych superstruktur.

4.3.1 Analiza wptywu stezenia NaCl na agregacje insuliny
Obecnos¢ aniondw w roztworach agregujacego, dodatnio natadowanego biatka jest jednym z
kluczowych parametrow wptywajacych na przebieg tego procesu . W ponizszych badaniach okreslono

w jaki sposdb NaCl, a w szczegdlnosci jony chlorkowe modyfikujg agregacje insuliny.

4.3.1.1 Kinetyczny pomiar wptywu NaCl na szybkos¢ agregacji insuliny

Eksperyment ten miat na celu pokazanie, ze jony o przeciwnym znaku tadunku niz biatko
przyspieszajg agregacje insuliny wotowej. Agregacja zbadano przy szesciu réznych stezeniach NaCl z
zakresie 0-200 mM. Kazda krzywa kinetyczna jest wyliczona na podstawie pomiaru w 6 dotkach
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zawierajgcych identyczne roztwory. Rozrzut (odchylenie standardowe) zaznaczono na wykresie (Rys.
54).

Pod nieobecnos¢ chlorkéw w ciggu 24 godzin agregacja nie jest obserwowana a niewielki
dodatek soli (5 mM) nadal nie wptywa znaczgco na ten proces. Dopiero przy stezeniu NaCl 20 mM
(ok. 60-molowy nadmiar NaCl) nukleacja jest znaczgco przyspieszona i po czasie 4-8 godzin obserwuje
sie wzmocnienie fluorescencji ThT wywotane powstaniem fibryli amyloidowych. Szybkos¢ elongacji

wtdkien amyloidowych wyraza sie w nachyleniu krzywych kinetycznych. Ten proces takze jest szybszy
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Rys. 54 Kinetyka agregacji inuliny wotowej w 45°C w obecnosci réznych stezern NaCl monitorowana
poprzez pomiar fluorescencji tioflawiny T. Prébki 0,2 wt. % insuliny wotowej w pD 1,9 z dodatkiem
tioflawiny T do stezenia 20 uM zawieraty stezenia NaCl w zakresie 0-200 mM. Agregacja byta
monitorowana przez 24 godziny w temperaturze 45°C przy lekkim wytrzgsaniu — 300 rpm.

w obecnosci jondéw CI. Dla coraz wyzszych stezen chlorkdw nachylenie krzywych jest coraz wieksze.
Rozrzut przebiegu krzywych kinetycznych jest najwiekszy w posrednich stezeniach NaCl, przy 200 mM
NaCl kinetyka agregacji w poszczegolnych dotkach jest praktycznie jednakowa. Potozenie plateau
krzywych kinetycznych jest rézne ze wzgledu na niejednakowa tendencje poszczegdlnych agregatow
do opadania oraz przyklejania sie do scianek ptytki pomiarowej a takze potencjalnie rézng wydajnosc¢

fluorescencji poszczegdlnych wariantéw amyloidu.

4.3.1.2 Agregacja insuliny wotowej przy roinych stezeniach NaCl pod nieobecnos¢
mieszania

Zatozeniem tych badan jest okreslenie wptywu stezenia NaCl na agregacje insuliny i asocjacje
wtdkien przy braku wptywu czynnikdw hydrodynamicznych. Przeprowadzono dwa typy
eksperymentdow: agregacje insuliny wotowej de novo przy réznych stezeniach NaCl oraz inkubacje juz
utworzonych pojedynczych wtdkien amyloidowych w obecnosci réznych stezen NaCl.

Agregacje insuliny wotowej w stezeniu 0,2 wt. % przeprowadzono w pD 1,9 w 60°C przy

réznych stezeniach NaCl. Temperatura ta (przy braku mieszania) zapewniata skrécenia fazy
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opo6znionej w trakcie ktérej biatko jest narazone na modyfikacje kowalencyjne. Inkubacja prébek

trwata 4 dni.
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Rys. 55 Amplitudowe obrazy AFM agregatéw insuliny powstatych przy réznych stezeniach NaCl (A),
widma FTIR tych prébek (B) oraz widma ICD po wybarwieniu tioflawing T (C). Pomiary ICD wykonano
przy stezeniu biatka 0,00 wt. 7% po rozciericzeniu buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl z dodatkiem
tioflawiny T w stezeniu 67 uM. Pomiary wykonano w kuwetach kwarcowych o grubosci 10 mm.

Dane pomiarowe uzyskane dla serii amyloidéw insuliny powstatych przy réznych stezeniach
NaCl wyraznie ukazujg dwa typy agregatéw (Rys. 55). Przy braku lub niewielkiej ilosci chlorkéw
powstajg pojedyncze, dtugie fibryle. Indukuja one staby sygnat ICD tioflawiny T. Jest on

najprawdopodobniej wywotany skreceniem czasteczki ThT zwigzanej z wiéknem amyloidowym, tak
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jak miato to miejsce w przypadku kwasu poliglutaminowego (Rozdz. 4.1). Przy wiekszej sile jonowej
roztworu mozna zauwazy¢, ze widkna zaczynajg sie ze sobg sklejaé. Jest to mozliwe dzieki
ekranowaniu przez CI dodatnio natadowanej w warunkach eksperymentu insuliny. Proces ten mozna
obserwowad nie tylko na obrazach AFM, ale takie badajgc rozpraszanie $wiatta (Rys. 56). Dla
wiekszych skupisk fibryli rozpraszanie Swiatfa jest silniejsze. Taki wzrost jest widoczny wyrazZnie dla
stezern NaCl 100 oraz 200 mM, co jest zgodne z obserwacjami przeprowadzonymi za pomocg AFM.
Jak wida¢, na intensywnos$¢ rozpraszania wptyw ma przede wszystkim stopien asocjacji wtékien a nie
ich dtugos¢. Dla badanych agregatéw zmienia sie widmo FT-IR — widoczny jest wiekszy udziat
komponentédw pasma amid I’ przy wiekszych liczbach falowych, co sugeruje zmniejszanie sie sity
wigzan wodorowych (Rys. 55 B). Zmiana w obrebie struktury rownolegtej B-kartki budujacej fibryle
jest skorelowana z zanikiem konformacyjnego sygnatu ICD tioflawiny T zwigzanej amyloidem

powstatym przy wyzszych stezeniach NaCl (Rys. 55 C). Wtdkna powstate przy stezeniach NaCl
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Rys. 56 Intensywnos$é rozpraszania Swiatta przy 350 nm przez probki amyloidu powstate w
obecnosci coraz wyzszych stezert NaCl. Pomiary rozpraszania $wiatta wykonano przy stezeniu biatka
0,12 wt. % po rozcienczeniu buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl. Eksperymenty przeprowadzono w
kuwetach kwarcowych o grubosci 4 mm.

powyzej 20 mM s3g wyraznie krotsze. Podobny efekt — zmniejszanie sie dtugosci fibryli oraz ich
asocjacja byt obserwowany takie we wczesniejszych pracach ukazujgcych wptyw soli na agregacje
réznych biatek, m. in. w przypadku insuliny [Nielsen, 2001a] i B,-mikroglobuliny [Yoshimura, 2012].
Tak wiec dodatek soli powoduje przyspieszenie dwoéch potencjalnie konkurencyjnych proceséw
rekrutujgcych monomery: nukleacji i elongacji. W przypadku wysokich stezen NaCl wytwarzana jest
duza ilos¢ zarodkéw i w konsekwencji powstajg krétkie fibryle. Jednoczesnie ekranowanie
oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy wtdknami umozliwiajg ich asocjacje. Dodatkowo istniejg
badania opisujgce wptyw soli na zmiane natywnej molekuty insuliny, powodujace wiekszg ruchliwos¢
N- i C-korncéw tancucha B i skutkujgce ekspozycjg hydrofobowego rdzenia biatka a przez to sklejaniem
sie z hydrofobowymi fragmentami innych monomerdéw [Muzaffar, 2011]. Jest to istotne w kontekscie
»uwolnienia” fragmentu tancucha odpowiadajgcego za tworzenie sie dimerdw i mogacego tworzy¢

kontakt hydrofobowy z analogicznymi fragmentami innych czasteczek insuliny.
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W drugim typie eksperymentéw z wykorzystaniem NaCl analizowano asocjacje dojrzatych
fibryli. W tym celu przygotowano probke amyloidu zawierajgcego pojedyncze wiékna (typ ZERO). W
tym celu agregacje insulin wotowej przeprowadzono w stezeniu 0,2 wt. % w pD 1,9 w 60°C, przy
czasie inkubacji 4 dni. Do prébki dodano zsonikowany amyloid w stosunku 1:100 aby natychmiast
zainicjowac agregacje niezbedng do uzyskania rozdzielonych fibryli i unikniecia modyfikacji

kowalencyjnych biatka zwigzanych z dtugim czasem inkubacji. ,Matke” do zasiewania przygotowano

— 0 mM NaCl 1628 1619
— 5m M NaCl

20 mM NaCl
— 50 mM NacCl
= 100 mM NacCl
== 200 mM NacCl

1700 1640 1580 3é0 T 4é0 T 4é0 T 540
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Rys. 57 Amplitudowe obrazy AFM agregatéw insuliny powstatych bez udziatu NaCl, a nastepnie
poddanych dziataniu réznych ilosci soli (A), widma FTIR tych prébek (B) oraz widma ICD po
wybarwieniu tioflawing T (C). Pomiary ICD wykonano przy stezeniu biatka 0,007 wt. % po
rozcienczeniu buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl z dodatkiem tioflawiny T w stezeniu 67 uM. Pomiary
wykonano w kuwetach kwarcowych o grubosci 10 mm.
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poprzez agregacje insuliny wotowej w stezeniu 0,2 wt. % w 0,1 M NaCl, pD 1,9, w 60°C przez 4 dni.
Utworzony w takich warunkach amyloid podzielono na 6 porcji, do ktérych dodano rdézne ilosci
odwazonego chlorku sodu. Prébki wymieszano w celu rozpuszczenia NaCl a nastepnie pozostawiono
na 4 dni w temperaturze pokojowej.

Pojedyncze witdkna amyloidowe przygotowane do tego eksperymentu ulegty sklejeniu po
dodaniu NaCl — tym silniej, im wieksze byto stezenie soli. Wyrazna asocjacja jest widoczna na
obrazach AFM od stezenia 100 mM NaCl (Rys. 57 A). Wigze sie ona z bardzo ciekawym zjawiskiem —
dla tioflawiny T zwigzanej z tymi probkami pojawiajg sie dichroizm kotowego o znaku ,+”. Jest on
wyrazny, choé nieco stabszy w porédwnaniu z typowymi agregatami typu +ICD. Mozna przypuszczac,
ze jest on pochodzenia superstrukturalnego ze wzgledu na wyrazne sklejenie sie fibryli pod wptywem
NaCl, jednak nie da sie wykluczy¢ prostego konformacyjnego pochodzenia sygnatu. Widma FTIR
ukazujg, ze struktura B-kartki budujacej fibryle nie ulegta zmianie — we wszystkich przypadkach
widoczne jest pasmo amid I’ z podwdjnym maksimum przy 1619 i 1628 cm™, cho¢ sktadowa przy
nizszych energiach obniza sie nieco od stezenia 50 mM NaCl. Wfasciwosci chiralooptyczne
uzyskanych agregatéw sg wiec najprawdopodobniej skutkiem okreslonego splecenia fibryli a nie
zmiany ich wewnetrznej struktury. Dodatkowo mozna stwierdzi¢, ze temperatura i brak lub obecnos¢
wytrzasania probki nie sg jednoznacznym determinantem okreslajgcym przebieg chiralnej asocjacji —
fibryle wyjsciowe wykorzystane w tym eksperymencie powstaty w temperaturze 60°C faworyzujacej
tworzenie sie struktur typu —ICD, a wiec o znaku przeciwnym niz skupiska powstate przy 100 i 200
mM stezeniu NaCl. Warto podkresli¢, iz metoda ICD jest w stanie rozrdzni¢ agregaty o jednakowej
strukturze drugorzedowej i jedynie innej morfologii wywotanej niejednakowym stopniem splecenia

fibryli.
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Rys. 58 Zmiana intensywnosci rozpraszania Swiatta przez fibryle przy 350 nm oraz pod wptywem
asocjacji fibryli przy coraz wiekszych stezeniach NaCl. Pomiary rozpraszania Swiatta wykonano przy
stezeniu biatka 0,12 wt. % po rozciericzeniu buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl. Eksperymenty
przeprowadzono w kuwetach kwarcowych o grubosci 4 mm.
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Tworzenie sie skupisk fibryli, podobnie jak w przypadku amyloidéw powstajacych de novo w
obecnosci soli (Rys. 56), przejawia sie silniejszym rozpraszaniem sSwiatta przez prébke (Rys. 58).
Intensywnos¢ sygnatu jest zblizona dla pojedynczych fibryli i wzrasta wraz ze wzrostem stezenia NaCl.
Oznacza to, iz asocjaty widoczne na obrazach AFM obecne s3g takze w roztworze a nie powstajg na

powierzchni miki.

4.3.2 Rola mieszania i anionéw chlorkowych w chiralnej sciezce agregacji

Eksperyment ten pokazuje wptyw dwéch czynnikéw: obecnosci NaCl i mieszania prébki na
powstawanie chiralnych superstruktur amyloidowych. Przeanalizowano amyloidy insuliny wotowej w
stezeniu 0,2 wt. % powstate w ciggu 48 godzin w pD 1,9, 60°C (warunki wywotujace tworzenie sie
struktur typu -ICD), przy czterech kombinacjach obecnosci/braku NaCl w stez. 0,1 M i
obecnosci/braku wytrzasania z predkoscig 1400 rpm.

Niskie pD, w jakim prowadzona jest agregacja powoduje silne odpychanie sie dodatnio
natadowanych czgsteczek biatka i w konsekwencji powstajg pojedyncze fibryle (Rys. 59 A). Dodanie
soli do agregujgcego biatka pozwala na zblizanie sie fibryli do siebie, lecz utworzone witdkna s3
krotkie i chaotycznie uporzgdkowane (Rys. 59 B). Z kolei wytrzgsanie prébki nie zawierajgcej NaCl nie

daje mozliwosci splecenia sie fibryli i przyczynia sie do ich tamania, co skutkuje mnogoscig bardzo
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Rys. 59 Amplitudowe obrazy AFM (A), widma FTIR w zakresie pasma amid I’ (B) oraz widma ICD po
wybarwieniu prébek tioflawing T. Agregaty powstaty przy braku mieszania oraz soli (czerwony), przy
braku mieszania oraz w 0,1 M roztworze NaCl (niebieski), z mieszaniem 1400 rpm oraz bez soli
(zielony) oraz z mieszaniem 1400 rpm i przy 0,1 M NaCl (czarny). Pomiary ICD wykonano przy
stezeniu biatka 0,007 wt. % po rozcienczeniu buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl z dodatkiem tioflawiny T
w stezeniu 67 uM. Eksperymenty przeprowadzono w kuwetach kwarcowych o grubosci 10 mm.
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krétkich wtdkien (Rys. 59 C). Dopiero obecnos¢ obu czynnikdw — intensywnego mieszania i soli —
pozwala na utworzenie sie uporzadkowanych splecionych struktur wywotujgcych niezerowe efekty
ICD (Rys. 59 D, F). W ich przypadku charakterystyczna jest zwarta morfologia amyloidu w miejsce
pojedynczych wtdkien badz drobnych skupisk. Poszczegdlne typy agregatéw cechujg sie réznymi
potozeniem pasma amid I’ (Rys. 59 E), co oznacza nie tylko rézng morfologie fibryli, ale takze inna
budowe B-kartki. Jest ona najbardziej rozseparowana w przypadku dtugich pojedynczych fibryli, co
objawia sie potozeniem pasma amid I’ przy mniejszych liczbach falowych. Z kolei dla chiralnej
superstruktury typu —ICD charakterystyczne jest podwdjne maksimum we FT-IR z intensywniejszym

komponentem przy ok. 1622 cm™.

4.3.3. Analiza zmiana w przebiegu chiralnej agregacji pod wptywem réznego doboru
parametrow fizykochemicznych

Powstawanie chiralnych agregatdéw z natywnej insuliny zaobserwowano tylko w okreslonych
warunkach. W opisanych badaniach przeanalizowana zostata rola poszczegdlnych czynnikéw
fizykochemicznych w tworzeniu sie chiralnych superstruktur oraz zmiany zachodzace pod wptywem
roznego ich doboru odbiegajgcego od warunkéw typowych. Przeanalizowano zmiany

charakterystycznych efektéw chiralooptycznych wykazywanych przez uzyskane amyloidy.

4.3.3.1 Przebieg chiralnej agregacji przy réznych stezeniach NaCl

Przeanalizowano amyloidy insuliny wotowej w stezeniu 0,2 wt. % powstate w ciggu 48 godzin
w pD 1,8, 60°C, przy wytrzasaniu z predkoscig 1400 rpm (warunki wywotujgce tworzenie sie struktur
typu —ICD) i przy 9 réznych stezeniach soli w zakresie 0,0001-2 M.

Dla catego zakresu stezen NaCl powstaty fibrylarne agregaty wywotujagce wzmocnienie
fluorescencji tioflawiny T (Rys. 60 B). Superstruktury amyloidowe charakteryzujace sie silnymi
wtasciwosciami chiralooptycznymi powstajg tylko w okreslonym zakresie stezen — jedynie prébki z
0,1 oraz 0,2 M stezeniem NaCl indukujg wyrazny ujemny sygnat ICD (Rys. 60 A). Przy braku lub zbyt
matej ilosci soli, jak pokazano juz wczesniej (Rys. 59 C), fibryle nie sg stabilne. Przy intensywnym
mieszaniu tak powstate prébki nie wykazujg superstrukturalnej chiralnosci. Z kolei zbyt wysoka sita
jonowa powoduje zmiane stabilnosci rozpuszczalnych form biatka w roztworze [Stigter, 1991], a wiec
wysalanie natywnego biatka — juz przy 0,5 M NaCl widoczne jest wypadanie biatka z roztworu. De
facto agregacja zachodzi wiec przy nizszym stezeniu biatka niz 0,2 wt. %, gdyz agreguje jedynie biatko,
ktore jest w danym momencie w roztworze. Taki przebieg agregacji uniemozliwia powstanie
odpowiedniego chiralnego splotu chrakteryzujgcego sie intensywnym ICD. Co ciekawe, wystepuje
pozytywna korelacja pomiedzy intensywnoscia fluorescencji zwigzanej z amyloidami tioflawiny T przy
482 nm a intensywnoscig sygnatu ICD przy 450 nm — chiralne superstruktury charakteryzujg sie

znacznie wyzszg fluorescencja.
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Rys. 60 Widma ICD po wybarwieniu tioflawing T agregatéw powstatych przy réznych stezeniach NaCl
(A), intensywnos¢ fluorescencji przy 482 nm oraz sygnatu ICD przy 450 nm w funkcji stezenia NaCl dla
tych samych agregatow (B). Pomiary ICD wykonano przy stezeniu biatka 0,007 wt. % po rozciericzeniu
buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl z dodatkiem tioflawiny T w stezeniu 67 uM. Pomiary fluorescencji
wykonano przy stezeniu biatka 0,033 wt. % po rozcienczeniu buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl z
dodatkiem tioflawiny T w stezeniu 15 pM. Eksperymenty przeprowadzono w kuwetach kwarcowych
o grubosci 10 mm.

4.3.3.2 Przebieg chiralnej agregacji przy udziale réznych soli chlorkowych

Chiralna agregacja jest mozliwa dzieki obecnosci aniondw chlorkowych, ktére ekranujg
tadunek biatka. Zweryfikowano czy kation w solach chlorkowych ma wptyw na przebieg tego procesu.
Agregacje insuliny wotowej o stezeniu 0,2 wt. % w pD 1,8 przeprowadzono w ciggu 48 godzin w 60°C,
przy wytrzasaniu z predkoscig 1400 rpm (warunki wywotujgce tworzenie sie struktur typu —ICD) w
obecnosci réznych chlorkéw w stezeniu 0,1 M. Kationy wykorzystanych soli charakteryzowaty sie
réznymi promieniami jonowymi (Li'<Na*<K'<Rb*<Cs’<GdnH'<TrisH*) oraz inng pozycjg w szeregu
Hofmeistera (Cs">Rb"™>K">Na*>Li">TrisH+>GdnH", gdzie Cs+ najsilniej wysala biatka, natomiast GdnHClI
jest najmocniejszym czynnikiem chaotropowym, a wiec denaturujgcym biatka).

Wszystkie zastosowane sole chlorkowe umozliwiaja chiralng agregacje (Rys. 61). W kilku
przypadkach wystgpita zmiana znaku sygnatu ICD w stosunku do typowych ujemnych widm
obserwowanych w tych warunkach dla NaCl. Mozna wiec uzna¢, ze najistotniejsza jest obecnosc¢
anionéw zapewniajacych ekranowanie fadunku biatka i odpowiednia sita jonowa roztworu, natomiast
wraz ze zmiang kationu nie nastepujg zadne znaczgce zmiany strukturalne blokujgce mozliwosc
tworzenia sie chiralnych superstruktur. Nawet dodatek silnie chaotropowego GdnHCI nie redukuje
zdolnosci agregacji insuliny w chiralne superstruktury, jednakze kationy mogg zmienia¢ sposdb

asocjacji wtdkien w strukture —ICD badz +ICD.
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Rys. 61 Widma ICD agregatéw insuliny wotowej powstatych przy udziale réznych chlorkéw w
warunkach wywotujgcych powstawanie struktur typu —ICD. Dla kazdego z typdéw soli przygotowano
po 2 préby. Widma dla przejrzystosci podzielono na 2 plansze. Pomiary ICD wykonano przy stezeniu
biatka 0,007 wt. % po rozcienczeniu buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl z dodatkiem tioflawiny T w
stezeniu 67 uUM. Eksperymenty przeprowadzono w kuwetach kwarcowych o grubosci 10 mm.

4.3.3.3 Przebieg chiralnej agregacji w roztworach elektrolitéow pozbawionych jonéw
chlorkowych

Dotychczas chiralng agregacje insuliny zaobserwowano w roztworach wodnych i w obecnosci
jednowartosciowych soli chlorkowych. Ponizszy eksperyment miat na celu sprawdzenie czy ten
proces moze zaj$¢ w innych roztworach badZz w obecnosci innego typu soli. Agregacje insuliny
wotowej o stezeniu 0,2 wt. % przeprowadzono w ciggu 48 godzin w 60°C, przy wytrzgsaniu z
predkoscig 1400 rpm (warunki wywotujgce tworzenie sie struktur typu —ICD) w 5 rdznych
roztworach:

1) pH=1,8 (H,504), 0,1 M Na,SO,

2) pH=2, 20% CH;COOH

3) pH=3, 20% CH;COOH, 0,1 M CH;COONa
4) pH=1,8 (HCl), 20% EtOH

5) pH=1,8 (HCI), 20% EtOH, 0,1 M NaCl

Dobor roztwordw podyktowany byt réznym wptywem zastosowanych odczynnikdw na biatko.
Pamietajac o istotnej roli aniondw w ekranowaniu tadunku biatka przeanalizowano skutecznos¢ soli
zawierajgcych inne aniony niz zwyczajowo stosowany ClI. Agregacje przeprowadzono takze przy
udziale etanolu, ktéry ma ciekawy wptyw na ten proces w warunkach niesprzyjajgcych tworzeniu sie

chiralnych superstruktur.

Jon siarczanowy plasuje sie bardzo wysoko w szeregu Hofmeistera [Collins, 1985], a wiec

najsilniej stabilizuje biatko jednoczesnie obnizajgc jego rozpuszczalnosé [Whittingham, 2002; Jain,
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2010]. Kwas octowy juz w 20% stezeniu wymusza monomeryzacje dimerdw insuliny [Weiss, 1989] a
jednoczesnie inaczej przyspiesza agregacje insuliny w wysokich i niskich temperaturach w
poréwnaniu z HCl: w temperaturze 25°C agregacja w CH;COOH jest szybsza niz w HCI, natomiast w
temperaturze 50°C jest odwrotnie [Nielsen, 2001a]. Mozna to wyttumaczy¢ w ten sposdb, ze insulina
w postaci monomerycznej w CH3;COOH jest do$¢ stabilna i mato podatna na agregacje, jednak w
niskich temperaturach prawdopodobienstwo zajscia tego procesu jest wieksze niz dla uktadu dimer-
monomer w kwasie solnym [Whittingham, 2002]. Nalezy pamieta¢, ze kwas octowy w niskim pH jest
niezdysocjowany i nie wnosi znaczgcego wktadu w ekranowanie dodatnio natadowanych czgsteczek
biatka. Zastosowano stezenie 20% CH3;COOH i odpowiadajgce mu pH 3, gdyz sg to standardowe
warunki, w jakich jest przeprowadzana agregacja przy uzyciu kwasu octowego. Jon octanowy
znajduje sie w szeregu Hofmeistera pomiedzy jonem siarczanowym (IV) a chlorkowym ma znacznie

wiekszy promient jonowy niz anion CI'. Etanol w 20% stezeniu takze powoduje monomeryzacje
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Rys. 62 Widma ICD agregatéw insuliny wotowej powstatych w réznych roztworach w temperaturze
60°C i przy udziale mieszania. Pomiary ICD wykonano przy stezeniu biatka 0,007% po rozcieficzeniu
buforem o pH 1,9, 0,1 M NaCl z dodatkiem tioflawiny T w stezeniu 67 uM. Eksperymenty
przeprowadzono w kuwetach kwarcowych o grubosci 10 mm.

insuliny [Brems, 1990], spowalnia nieco agregacje w wysokich temperaturach, a jednoczesnie
przyczynia sie do tworzenia sie silniejszych wigzan wodorowych pomiedzy taricuchami w B-kartce
[Dzwolak, 2005c]. Agregaty powstate w obecnosci etanolu bez mieszania w obnizonym pH i w
wysokiej temperaturze majg strukture po czesci fibrylarng, a po czesci s3 amorficzne [Dzwolak,
2005a].

W prébkach zawierajacych 20% dodatek kwasu octowego badZ etanolu przy braku soli
chiralne superstruktury nie tworzga sie, nawet pomimo obecnosci jonéw octanowych w stezeniu ok. 5
mM w tym pierwszym przypadku dzieki dysocjacji kwasu octowego. Natomiast po dodaniu dowolnej
soli dla powstatych amyloidéw rejestrowane sg wyrazne sygnaty ICD. Duze wymiary anionu (CH;COO

) nie ograniczajg procesu chiralnej agregacji, cho¢ mogg wptywaé na strukture powstajgcych
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amyloidéw wywotujgc zmiane znaku w widmach ICD, tak jak miato to miejsce w przypadku réznych
kationdw w solach chlorkowych. Z drugiej strony zjawisko to moze by¢ wywotane takze inng
stabilnoscig biatka w formie natywnej w takim roztworze i mozliwg inng konformacjg stanu
posredniego w agregacji. Nalezy tez pamietaé, ze amyloidy powstate w réznych rozpuszczalnikach
mogg mie¢ rdozng wydajnos¢ wigzania tioflawiny T [Dzwolak, 2005a], a wiec intensywnos¢ pikéw ICD
nie jest kluczowym kryterium w charakteryzowaniu struktur amyloidowych. Tak wiec w powstawaniu
chiralnych agregatéw wazny jest anion i nie tylko CI" umozliwia ten proces, natomiast rodzaj anionu

moze modyfikowac chiralna samoorganizacje fibryli w superstruktury.

4.3.3.4 Wptyw pD na przebieg chiralnej agregacji

Pytanie o wptyw pD na wynik procesu agregacji byto istotne w kontekscie prac grupy
badawczej Ledneva gdzie obserwowano chiralnos¢ amyloidéw insuliny wotowe] zalezng od pH
agregacji przy braku mieszania, co rejestrowano przy pomocy spektroskopii VCD [Kurouski, 2012a]. W
temperaturze 70°C otrzymywali oni dwa typy amyloidéw charakteryzujgcych sie pojedynczymi
fibrylami — NF powstajgce w pH 2,4-3,2 i RF powstajgce w pH 1,1-2,1, ktére indukowaty zerowy badz
staby ujemny sygnat ICD w tioflawinie T. Powstato pytanie: czy dla préobek mieszanych wystepuje
podobna zaleznos¢ od pD? Ponizsze badania weryfikujg wptyw pD na agregacje superstruktur
powstajgcych w obecnosci mieszania.

Agregacje insuliny wotowej o stezeniu 1 wt. %, 0,1 M NaCl przeprowadzono w ciggu 48
godzin w 60°C, przy wytrzgsaniu z predkoscig 1400 rpm (warunki wywotujgce tworzenie sie struktur
typu —ICD) w pD 1,5 oraz pD 2,5. Zastosowane pD byto ponizej wartos$ci zapewniajacej rozpuszczenie
sie insuliny wotowej.

Agregacja w pD 1,5 i pD 2,5 ma bardzo zblizony przebieg i skutkuje powstaniem chiralnych
superstruktur o znaku ,,-” (Rys. 63 A). Takze pasmo amid I’ ma w przypadku tych agregatow zblizony
ksztatt i potozenie (Rys. 63 B). Co ciekawe, prébki indukujgce identyczny co do wartosci i ksztattu
sygnat ICD (powstate przy pD 2,5) charakteryzujg sie takze identyczng absorpcjg w podczerwieni.
Mozna wiec stwierdzié, ze o ile pH ma wptyw na powolng elongacje i splatanie sie protofibryli
[Kurouski, 2012a] to nie odgrywa juz tak kluczowej roli w obecnosci mieszania i inne, szybciej
przebiegajgce procesy majg tu decydujgcy wptyw. Nalezy pamietac, ze rGwnowaga pomiedzy réznymi
oligomerami badz konformerami insuliny, zalezna od pD, moze by¢ znaczgco przesunieta w obecnosci
mieszania. Pordwnania otrzymanych prébek z chiralnymi strukturami badanymi przez Kurouskiego
nie mozna dokona¢ wprost, gdyz pracowali oni w H,0, natomiast wyzej opisane probki powstaty w
D,0. Odczyt wartosci pH/pD jest rozny ze wzgledu na efekty izotopowe, dodatkowo nie mozna
wykluczy¢ innego przebiegu agregacji biatka w H,0 i D,0. Jednak otrzymane wyniki pozwalaj sadzi¢,
ze pD w agregacji z udziatem mieszania nie ma decydujgcego wptywu na tworzenie sie chiralnych
superstruktur.
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Rys. 63 Agregacja 1 wt. % insuliny wotowej w 0,1 M NaCl, przy 1400 rpm, 60°C, 48 godz. w pD 1,5
oraz pD 2,5. Widma ICD po wybarwieniu tioflawing T (A) oraz widma FT-IR (B). Pomiary ICD
wykonano przy stezeniu biatka 0,012 wt. % po rozcienczeniu buforem o pH 2, 0,1 M NaCl z
dodatkiem tioflawiny T w stezeniu 46 uM. Eksperymenty przeprowadzono w kuwetach kwarcowych
o grubosci 10 mm. Pomiary FT-IR wykonano bezposrednio na wyjsciowych prébkach.

Sposrdod przeanalizowanych czynnikéw fizykochemicznych kluczowa w chiralnej asocjacji
widkien jest obecnos¢ soli. Tylko w odpowiednim stezeniu NaCl powstajg w trakcie mieszania
chiralne superstruktury amyloidowe. Mozna to wyttumaczyé koniecznosciag ekranowania tadunku
biatka dodatnio natadowanego w pH eksperymentu. Zdolno$¢ aniondw chlorkowych do sklejania
widkien amyloidowych jest na tyle silna, Ze powoduje asocjacje juz utworzonych, dojrzatych fibryli w
skupiska przypominajgce chiralne superstruktury i chrakteryzujgce sie dos¢ mocnym sygnatem ICD
nawet pod nieobecnos$¢ mieszania. Zmiana hydratacji biatka zalezna od potozenia danego jonu w serii
Hofmeistera i skutkujgca modyfikacjg stabilnosci biatka natywnego nie ma kluczowego wptywu na
Sciezke amyloidogenezy, dlatego tez chiralng agregacje obserwuje sie w obecnosci innych aniondéw
niz monowalentny CI'. Z drugiej strony zmiana srodowiska agregacji moze skutkowaé delikatnymi
réznicami w strukturze i stabilnosci insuliny i wptywac na znak ICD otrzymanych amyloidéw. Drugim
czynnikiem, ktéry jest niezbedny w tworzeniu sie chiralnych agregatéw de novo z natywnego biatka
jest przeptyw hydrodynamiczny, gdyz widékna powstate pod jego nieobecnos¢ sg zasocjowane, lecz w
sposéb nieuporzadkowany. Dodatkowy parametr — pD — nie decyduje o przebiegu chiralnej agregacji
w prosty sposéb, gdyz inne czynniki majg tu kluczowy wptyw. Amyloidy powstate w obnizonym pD o

réznych wartosciach indukujg wzmocniony sygnat ICD w tioflawinie T o tym samym znaku.
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4.4 Uwarunkowania struktury pierwszorzedowej pozwalajgce na tworzenie
sie chiralnych agregatow typu +ICD i -ICD

Superstruktury  amyloidowe,  charakteryzujgce  sie  wyraznymi  wifasciwosciami
chiralooptycznymi zostaty jak dotad zaobserwowane jedynie w przypadku agregacji insuliny wotowe;j.
Widma ICD amyloidéw wybarwionych tioflawing T zaprezentowane dotychczas przez inne grupy
badawcze charakteryzowaty sie znacznie mniejszg intensywnoscig i brakiem efektu wzmocnienia, a
wiec takze nie reprezentowaty chiralnych superstruktur, lecz najprawdopodobniej skretnosc
pojedynczych protofilamentdw [Kurouski, 2012b, Biancalana, 2009; Sabate, 2008]. Jedng z istotnych

kwestii, postawionych w ramach mojej pracy doktorskiej byto rola struktury I-rzedowej insuliny w

S tancuch A
g 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

g 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 18 20 3

@@@@@@@@@@@@@@@@

@ ~ tancuch B

30 29 28 27 26 25 24 23 22

Rys. 64 Sekwencja aminokwasowa rdéznych wariantéw insuliny: czarny — wotowa, kolory
odpowiadajg podstawieniom aminokwasowym wzgledem wotowej insuliny prowadzgcym do insulin
innych ssakéw: niebieski — ludzka, pomaranczowy — wieprzowa, zielony — analog lispro, fragment
LVEALYLV — ciemny niebieski (eksperyment 3.2), fragment FFYTPKA — jasny niebieski.

tworzeniu sie struktur typu +ICD i —ICD. W tej czesci pracy eksperymentalnej postawiono pytanie, czy
zdolno$¢ do tworzenia chiralnych superstruktur typu +/-1CD jest unikalng cechg insuliny, a jesli tak, to
jakie cechy struktury kowalencyjnej peptydu umozliwiajg powstawanie tego rodzaju form. W celu
odpowiedzi na to pytanie zbadano szereg rdinych amyloidogennych biatek i peptydéw i
przeanalizowano ich zdolnos¢ do chiralnej agregacji. Zbadano takze warianty insuliny o nieco innej

sekwencji aminokwasowej oraz pojedyncze taricuchy A i B (Rys. 64).
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4.4.1 Agregacja pojedynczych tancuchéw A i B insuliny wotowej z udziatem
wytrzasania oraz przy jego braku

Celem tego eksperymentu byto sprawdzenie jakie s rdznice w agregacji tancucha A oraz
tancucha B. Pozwolito to na okreslenie czy oba tancuchy maja tendencje do tworzenia chiralnych
superstruktur. Przeprowadzono agregacje pojedynczych faincuchéw insuliny wotowej a takze ich
mieszaniny w réznych warunkach fizykochemicznych. Wykorzystano zredukowane taricuchy A i B z
niezabezpieczonymi grupami —SH (jak to ma miejsce w przypadku utleniania grup —SH do —SO;’
[Devlin, 2006]). Brak modyfikacji kowalencyjnych reszt bocznych cystein pozwolit na sledzenie
agregacji tych peptydéw bez zmiany ich wypadkowego tadunku badZz potencjalnych przeszkéd
sterycznych [Hong, 2006], ktére mogtyby wptywaé na przebieg procesu. Metoda wydajnego
rozdzielenia faricuchéw A i B zostata szczegétowo opisana w publikacji [Babenko, 2013].
Przygotowano agregaty insuliny wotowej, faricucha A, tancucha B oraz réwnomolowej mieszaniny
tancuchéw A i B w nastepujacy sposob: 0,25 % biatko w 0,1 M NaCl, pD 1,9, agregacja w
temperaturze 60°C, w trakcie 4 dni z wytrzgsaniem z predkoscig 1400 rpm (warunki wywotujgce
powstawanie struktur typu —ICD z insuliny) badZz podczas 7-dniowej inkubacji bez mieszania. W
przypadku mieszaniny taficuchéw A i B 0,25 wt. % byto sumarycznym stezeniem obu peptyddéw
zmieszanych w réwnomolowym stosunku. Roztwory znajdowaty sie w zakrecanych probdwkach
Eppendorf w celu unikniecia ponownego utlenienia przy udziale tlenu atmosferycznego. Do czesci
probek przed rozpoczeciem agregacji dodano srodek redukujgcy TCEP (tris(2-chloroetylo)fosforan) w
stezeniu 20 mM w celu zapobiezenia spontanicznemu tworzeniu sie przypadkowych, nienatywnych
mostkéw dwusiarczkowych. Zwigzek ten jest skutecznym reduktorem biatkowych mostkdéw
dwusiarczkowych w niskim pH [Getz, 1999].

Rys. 65 przedstawia agregaty niezmodyfikowanej insuliny, co stanowi wyjsciowy obraz dla
dalszej analizy rozdzielonych fancuchéw A i B. Niewytrzasana prébka (czarna linia ciggta)
charakteryzuje sie typowym dla réwnolegtej B-kartki potozeniem piku amid I’ (1627 cm™). Fibryle
powstajgce w obecnosci 0,1 M NaCl sg dos¢ krotkie i wystepujg w grupach ze wzgledu na silng
hydrofobowos¢ insuliny (Rys. 65 C). W przypadku prébki chiralnej utworzonej w trakcie mieszania
widzimy widmo dichroizmu kotowego ThT o znaku ujemnym i charakterystyczne zwarte agregaty na
zdjeciach AFM (Rys. 65 E), natomiast pasmo amid I’ w widmie w podczerwieni rozszczepia sie na dwa
komponenty (1624 i 1630 cm™), co jest najprawdopodobniej wywotane lokalnym skreceniem B-kartki
w trakcie powstawania prébek typu —ICD [Zandomeneghi, 2004]. Z kolei w obecnosci TCEP w
podczerwieni pojawiaja sie dwa piki — przy 1615 i 1684 cm™, co $wiadczy o obecnosci
antyrownolegtej B-kartki charakterystycznej dla amyloidéw amorficznych zaobserwowanych takze w
trakcie innych badan zredukowanej insuliny [Zako, 2009]. Na zarejestrowanym obrazie AFM agregaty

te s w wiekszosci amorficzne i widoczne sg tylko pojedyncze wtdkna o srednicy ok. 5 nm (Rys. XD).
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Rys. 65 (A) Pasmo amid I’ amyloidéw utworzonych w trakcie inkubacji w 60°C przy braku (czarny) oraz
w obecnosci TCEP (czarny przerywany), z wytrzgsaniem z predkoscig 1400 rpm w 60°C przy braku
(czerwony) oraz w obecnosci TCEP (czerwony przerywany); (B) widma ICD tych prébek po
wybarwieniu prébek tioflawing T; (kolejno C, D, E, F) odpowiadajgce im amplitudowe obrazy AFM. Na
wewnetrznych wykresach zaprezentowane sg przekroje przeprowadzone wzdtuz niebieskich linii.
Pomiary ICD wykonano po 20-krotnym rozcienczeniu prébek buforem o pD 1,9, 0,1 M NaCl z
dodatkiem tioflawiny T do stezenia koncowego 45 uM. Eksperymenty przeprowadzono w kuwetach
kwarcowych o grubosci 10 mm.

Jest to najprawdopodobniej skutkiem redukcji mostkéw dwusiarczkowych przez TCEP mozliwej ze
wzgledu na dtugi czas procesu zachodzgcego bez mieszania, kiedy to powstajg posrednie formy
konformacyjne z trudnoscig tworzace fibryle. Przyspieszona agregacja z wytrzgsaniem w obecnosci
reduktora pozwala na zachowanie pierwotnej S$ciezki agregacji, prowadzacej do powstania
rownolegtej B-kartki widocznej w spektroskopii FT-IR, jednak w trakcie fazy opdZnionej w obecnosci
TCEP moze dochodzi¢ do czesciowej redukcji natywnych mostkédw dwusiarczkowych. Ze wzgledu na
wywotane w ten sposdb nieidealne pakowanie sie taricuchdéw chiralne superstruktury nie powstajg, a
wtdkna, chod zblizajg sie do siebie, nie tworzg bardzo duzych, skreconych skupisk (Rys. 65 F).

Znajac wilasciwosci amyloidéw insuliny wotowej powstatych w wyzej opisanych warunkach
fizykochemicznych, przeprowadzono agregacje rozseparowanych fancuchéw A i B. Na gérnym panelu
rysunku 66 widoczne sg obrazy AFM agregatéw taricucha A. Na pierwszy rzut oka wida¢, ze sg one w
znacznej czeSci amorficzne, a wiec niezaleznie od obecnosci badz braku reduktora i szybkosci procesu
modyfikowanej przez obecnos¢ mieszania, peptyd ten z trudnoscig tworzy struktury fibrylarne bez

natywnych mostkédw dwusiarczkowych oraz bez pomocy taricucha B. Jedynie przy braku wytrzasania i
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w obecnosci TCEP (Rys. 66 B) tworzg sie bardzo cienkie (ok. 1 nm), delikatne struktury fibrylarne,
ktdre tatwo sie tamig na krétsze fragmenty pod wptywem sit hydrodynamicznych (Rys. 66 D). W
tancuchu A, ze wzgledu na obecno$¢ az czterech cystein istnieje istotne prawdopodobienstwo
tworzenia sie nienatywnych wewnatrzmolekularnych wigzan disulfidowych. Dopiero zabezpieczenie
reszt bocznych cystein poprzez utlenienie grupy tiolowej do sulfonowej chroni taricuch A przed
utlenianiem pod wptywem tlenu atmosferycznego i tworzeniem sie przypadkowych mostkéw

dwusiarczkowych, pozwalajgc na powstanie dojrzatych wtdkien amyloidowych [Devlin, 2006].

tancuch A

0 20 40" 60 [nm]

Rys. 66 Amplitudowe obrazy AFM agregatéw taricuchow A (A-D) i B (E-F) powstatych w trakcie
inkubacji w 60°C przy braku (A, E) oraz w obecnosci TCEP (B, F), z wytrzagsaniem z predkoscig 1400
rom w 60°C przy braku (C, G) oraz w obecnosci TCEP (D, H).

Agregacja zredukowanego tancucha B zachodzi w odmienny sposdb. Ten fragment sekwencji
aminokwasowe]j zawiera dwukrotnie mniej cystein, na dodatek bardziej od siebie oddalonych. Dzieki
temu jest mniej narazony na zaplgtanie wywotane powstaniem nienatywnych mostkéw
dwusiarczkowych. Bez mieszania, niezaleznie od obecnosci TCEP, tworzg sie cienkie elastyczne fibryle
o $rednicy 3-4 nm (Rys. 66 E, F). Wytworzone witdkna sg diugie, a wiec w poréwnaniu z kompletnym
biatkiem w przebiegu agregacji dominuje elongacja a nie tworzenie sie nowych zarodkéw agregacji
badzZ splatanie sie cienszych protofilamentéw w grubsze fibryle. Co ciekawe, rozrzut ich grubosci jest
bardzo niewielki. Agregaty powstate z tancucha B ze zredukowanymi grupami —SH sg znacznie mniej
wyksztatcone niz przy zabezpieczaniu cystein poprzez tworzenie grupy sulfonowej [Devlin, 2006].

Jednak najwazniejszg obserwacjg sg skupiska fibryli powstatych z taricucha B w trakcie wytrzasania
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Rys. 67 Widma ICD prébek tancucha A oraz tancucha B zabarwionych tioflawing T powstatych w
trakcie inkubacji w 60°C przy braku oraz w obecnosci TCEP, z wytrzgsaniem z predkoscig 1400 rpm w
60°C przy braku oraz w obecnosci TCEP. Pomiary ICD wykonano po 20-krotnym rozciericzeniu prébek
buforem o pD 1,9, 0,1 M NaCl z dodatkiem tioflawiny T do stezenia koricowego 45 pM. Eksperymenty
przeprowadzono w kuwetach kwarcowych o grubosci 10 mm.

(Rys. 66 G i H). W przypadku braku reduktora sg one niewielkie, natomiast w obecnosci TCEP
przypominajg z wygladu chiralne superstruktury amyloidowe. Istotnie, cecha ta przejawia sie takze w
widmach ICD tioflawiny T — widoczne jest rozmyte minimum z pikiem przy 450 nm (Rys. 67). W
przypadku wszystkich innych prébek amyloidu powstatych z tancucha A oraz z tancucha B sygnat
indukowanego dichroizmu kotowego byt zerowy. Na podstawie tych obserwacji mozna powiedzie¢,
ze witasciwosci strukturalne faricucha B odpowiadajg za tworzenie sie chiralnych superstruktur
amyloidowych przez insuline, gdyz tylko ten fragment sekwencji jest w stanie wytworzy¢ skupiska
fibryli o wiasciwosciach typowych dla chiralnych superstruktur.

Wiedzac o zerowym sygnale ICD obserwowanym dla amyloidéw otrzymanych z insuliny
wofowej w trakcie mieszania i w obecnosci reduktora, zbadano dodatkowo takie agregacje
rownomolowej mieszaniny rozdzielonych tancuchéw A i B. W ten sposdb sprawdzono zdolnos¢
tancuchéw do odtwarzania pierwotnej struktury insuliny z natywnymi mostkami dwusiarczkowymi.

Na rysunku 68 A widoczne sg dwa rdézne ksztatty agregatow: charakterystyczne dla taricucha
A (kulki o Srednicy ok. 30 nm) oraz dla tancucha B (elastyczne fibryle o srednicy ok. 4 nm). Wydaje sie,
ze sg one jedynie lateralnie sklejone i w trakcie agregacji nie tworzg wspdlnych struktur.
Zablokowanie za pomocg TCEP mozliwosci tworzenia przypadkowych mostkéw dwusiarczkowych
pozwala na wyksztatcenie sie cienkich struktur fibrylarnych (Rys. 68 B) i przede wszystkim wspomaga
tworzenie widkien amyloidowych przez taricuch A. Oba typy amyloidéw powstate bez mieszania nie
indukujg dichroizmu kotowego tioflawiny T (Rys. 68 E). Z kolei w trakcie mieszania powstajg dos$¢
zwarte agregaty o wygladzie przypominajgcym chiralne superstruktury (Rys. 68 C i D) lecz wtdkna nie
sg utozone w jednym kierunku w peczku lecz przecinajg sie pod réznymi katami. Najwyrazniej sg one

niedostatecznie uporzadkowane, gdyz sygnat indukowanego dichroizmu kotowego jest bardzo staby
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pod nieobecnos¢ reduktora a dla prébki z TCEP - zerowy (Rys. 68 E), a wiec niejako obecnos¢

oddzielonego fanicucha A przeszkadza tancuchowi B w wyksztatceniu chiralnych superstruktur.
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Rys. 68 Amplitudowe obraz AFM amyloidéw, powstatych z réwnomolowej mieszaniny taficuchéw A i
B insuliny w trakcie inkubacji w 60°C przy braku (A) oraz w obecnosci TCEP (B), z wytrzgsaniem z
predkoscig 1400 rpm w 60°C przy braku (C) oraz w obecnosci TCEP (D) oraz widma ICD tych prébek
po wybarwieniu tioflawing T (E). Pomiary ICD wykonano po 20-krotnym rozcieficzeniu préobek
buforem o pD 1,9, 0,1 M NacCl z dodatkiem tioflawiny T do stezenia koricowego 45 uM. Eksperymenty
przeprowadzono w kuwetach kwarcowych o grubosci 10 mm.

4.4.2 Agregacja peptydu LVEALYLV kluczowego w tworzeniu sie fibryli insulinowych
w warunkach prowadzacych do powstania chiralnych superstruktur

Majgc na uwadze decydujaca role tancucha B insuliny w chiralnej agregacji sprawdzono
zdolnosci do tworzenia superstruktur przez peptyd LVEALYLV, bedacy krétkim fragmentem tancucha
B zdatnym do tworzenia fibryli amyloidowych i zdolnym do zasiewania insuliny. Okresla sie go jako
peptyd rdzeniowy i na podstawie jego struktury krystalicznej utworzono model widkna
amyloidowego insuliny [Ivanova, 2009]. Peptyd LVEALYLV w stezeniu 0,25 wt. % oraz poréwnawczo
probka insuliny wotowej agregowaty w trakcie 4-dniowego wytrzgsania z predkoscig 1400 rpm w
60°C, w pH=1,9 oraz w obecnosci 0,1 M NacCl.

W przypadku peptydu LVEALYLV warunki agregacji sprzyjajgce tworzeniu sie chiralnych
superstruktur typu —ICD powodowaty powstanie innego typu agregatdw — grubszych struktur o

ksztatcie prostopadtosciandw przypominajacych krysztaty (Rys. 69 A). Podobne obiekty byty
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Rys. 69 Amplitudowe obrazy AFM agregatéw utworzonych przez peptyd LVEALYLV (A) oraz przez
insuline wotowga (B) w warunkach sprzyjajacych powstawaniu struktur typu -ICD. Na wewnetrznych
wykresach zaprezentowane sg przekroje przeprowadzone wzdtuz niebieskich linii. Obok
przedstawione sg widma fluorescencji ThT (C), FT-IR (D) oraz ICD ThT (E) tych prébek. Pomiary
fluorescencji wykonano przy stezeniu prébek 0,029 wt. % po rozciericzeniu buforem o pD 1,9, 0,1 M
NaCl z dodatkiem tioflawiny T w stezeniu 40 uM w kuwecie kwarcowej o grubosci 4 mm. Pomiary
ICD wykonano przy stezeniu prébek 0,012 wt. % po rozcieficzeniu buforem o pD 1,9, 0,1 M NaCl z
dodatkiem tioflawiny T w stezeniu 45 uM w kuwecie kwarcowej o grubosci 10 mm.

obserwowane w przypadku krotkich peptydéow w grupie Davida Eisenberga, gdzie nazywano je
krystalitami [Ivanova, 2009]. Jednoczesnie mozna w ich przypadku zaobserwowal intensywng
fluorescencje po wybarwieniu tioflawing T (Rys. 69 C), a wiec ceche typowg dla amyloidow. Istotnie,
widma FT-IR potwierdzity strukture antyréwnolegtej B-kartki z dwoma pikami przy 1621 cm™ i 1683
cm™, jednak jest to odmienna struktura od réwnolegtej B-kartki tworzonej w tych warunkach przez
insuline wotowg (Rys. 69 D). Z kolei w widmach ICD widoczny jest pik o znaku dodatnim i niskiej
intensywnosci w poréwnaniu z insuling wotowg, nieco przesuniety w kierunku dtuzszych fal z typowej
pozycji 450 nm do ok. 460 nm (Rys. 69 E). Ma on najprawdopodobniej pochodzenie konformacyjne,
lecz jest dos¢ intensywny ze wzgledu na duzy stopiefd uporzadkowania krystalitéw peptydowych.
Mozna wiec stwierdzi¢, ze pomimo silnej tendencji do agregacji w warunkach sprzyjajgcych
powstawaniu struktur typu —ICD, peptyd LVEALYLV, kluczowy w tworzeniu sie witdkien insulinowych,

nie tworzy chiralnych superstruktur.
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4.4.3 Agregacja rdéinych biatek prekursorowych oraz wariantow insuliny w
warunkach prowadzgcych do powstania chiralnych superstruktur

Chiralne superstruktury amyloidowe otrzymywano dotychczas jedynie dla insuliny i nie byto
jasne czy to jest unikalna cecha jedynie tego biatka. W tej czesci badan okreslono zdolnos¢ do
tworzenia takich agregatéw przez inne niz insulina biatka badz peptydy w warunkach sprzyjajacych
temu procesowi. Dodatkowo sprawdzono wptyw modyfikacji sekwencji aminokwasowej insuliny na
przebieg chiralnej amyloidogenezy.

Z insuliny wotowej, wieprzowej, ludzkiej, analogu lispro, lizozymu z biatka jaja kurzego i a-
laktoalbuminy w stezeniu 0,2 wt. % przygotowano po 4 prébki amyloidéw w warunkach sprzyjajgcych
tworzeniu sie agregatéw typu —ICD: przy 48-godzinnym wytrzgsaniu z predkoscig 1400 rpm w 60°C w
pH 1,9 oraz w obecnosci 0,1 M NaCl. Wszystkie te biatka w stanie natywnym sg w dominujgcym
stopniu a-helikalne. Zbadano takze agregacje z wytrzgsaniem kwasu poli-L-glutaminowego. W jego
przypadku pD wynosito 4,3 a do roztworu nie dodawano soli, co odpowiada typowym warunkom
amyloidogenezy PGA [Fulara, 2010]. Ze wzgledu na zmniejszenie jonizacji reszt bocznych zbyt silne
obnizenie pH skutkowatoby natychmiastowym przejSciem kwasu poliglutaminowego z formy kiebka
statystycznego do [B-kartkowej, czego konsekwencjg jest niepozgdana szybka precypitacja

amorficznych agregatéw [Spek, 1995].

ICD [mdeg]

400 450 500

Dtugosc fali [nm]

Rys. 70 Usrednione dla 4 prébek widma ICD agregatéw powstatych z kwasu poli-L-glutaminowego
(PLGA), lizozymu (HEWL), a-laktoalbuminy (a-LAC), insuliny wotowej (BI), ludzkiej (HI), wieprzowe;j
(P1) oraz analogu lispro. Panel wewnetrzny przedstawia srednie wartosci intensywnosci piku przy 450
nm dla tych prébek z zaznaczonymi odchyleniami standardowymi. Pomiary ICD wykonano przy
stezeniu prébek 0,0024% po rozciericzeniu buforem o pD 1,9, 0,1 M NaCl badZ buforem o pH 4,3 w
przypadku PLGA oraz dodano tioflawine T w stezeniu 70 uM. Eksperymenty przeprowadzono w
kuwetach kwarcowych o grubosci 10 mm.
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Pomimo wprowadzenia warunkéw sprzyjajacych powstawaniu chiralnych agregatéw
(mieszanie, obecnos¢ przeciwjondéw), agregaty zadnego z nieinsulinowych prekursoréw nie wykazujg
intensywnych widm indukowanego dichroizmu kotowego (Rys. 70). Z drugiej strony wszystkie
amyloidy powstaty z naturalnie wystepujacych insulin — wotowej, ludzkiej oraz wieprzowej majg
wyrazne sygnaty ICD. Co ciekawe, znak efektu Cottona jest w przypadku insuliny ludzkiej i wieprzowej
odwrécony (+ICD). Wydajg sie za to by¢ odpowiedzialne aminokwasy treonina oraz izoleucyna w
pozycjach A8 oraz A10, a wiec we fragmencie zamknietym przez wewnetrzny mostek dwusiarczkowy
tancucha A, gdyz sekwencja C-koncowego fragmentu taficucha B jest w przypadku insuliny wotowej i
wieprzowej identyczna. Uwzgledniajgc, ze mostki dwusiarczkowe sg zachowywane w trakcie
agregacji [Kurouski, 2012c], mozna sadzi¢, ze wygiecie tej petli wptywa na chiralnos¢ zasocjowanych
skupisk fibryli wyzszego rzedu. Tak wiec niewielkie réznice w sekwencji aminokwasowej w przypadku
insuliny ludzkiej i wotowej nie wytgczajg chiralnej $ciezki agregacji, lecz sg wystarczajgce do zmiany jej
przebiegu. Najciekawszy efekt ma miejsce w przypadku analogu lispro. Jest to komercyjnie dostepna
zmodyfikowana wersja insuliny ludzkiej z zamienionymi kolejnoscia aminokwasami Pro®?® i Lys®®.
Podstawienie to znajduje sie w sgsiedztwie fragmentu tancucha odpowiedzialnego za tworzenie sie
dimerdw. Jego skutkiem jest ostabienie oddziatywan hydrofobowych pomiedzy aminokwasami B24-
B26 redukujace tendencje insuliny do dimeryzacji, dzieki czemu analog lispro jest wykorzystywany w
farmacji jako szybkodziatajaca insulina [Howey, 1994]. Sygnat ICD tych prdbek jest znacznie nizszy niz
dla insuliny ludzkiej, choé zachowuje znak dodatni o intensywnosci pordwnywalnej z widmami
lizozymu, a-laktoalbuminy oraz PLGA. Mozna wiec sadzi¢, ze ma on pochodzenie konformacyjne
(skrecenie czasteczek ThT) a nie superstrukturalne (dtugozasiegowe sprzezenie czasteczek ThT
zwigzanych z chiralnym rusztowaniem amyloidowym). Oznacza to, ze zmniejszenie zdolnosci do
hydrofobowych oddziatywan C-koricowych fragmentéw taricucha B insuliny wytgcza $ciezke chiralnej
agregacji. Z kolei wczesniejsze badania wykazaty, ze jedynie taricuch B ma zdolnos¢ do tworzenia
chiralnych superstruktur. Wyniki z obu tych eksperymentéw sg ze sobg zgodne i mozna na ich
podstawie stwierdzi¢, ze w przypadku insuliny C-koncowa czes$¢ tancucha B jest kluczowa w
tworzeniu sie chiralnych superstruktur.

Uzyskano takze obrazy AFM analizowanych agregatéw (Rys. 71). Wszystkie typy fibryli sg
dos¢ silnie zasocjowane, co jest mozliwe dzieki obecnosci chlorkéw badz przy odpowiednim tadunku
polipeptydu w przypadku PLGA. Z drugiej strony widkna powstate z réznych biatek sg w réznym
stopniu uporzadkowane w okreslonym kierunku. Intensywnosc sygnatu ICD wydaje sie korelowac ze

stopniem ich liniowego uporzadkowania.
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Rys. 71 Amplitudowe obrazy AFM agregatéw powstatych w warunkach sprzyjajgcych powstawaniu
chiralnych superstruktur. Biatko-prekursor: kwas poli-L-glutaminowy (A), lizozym z biatka jaja kurzego
(B), a-laktoalbumina typu | (C), insulina wotowa (D, H), insulina ludzka (E), insulina wieprzowa (F),
analog lispro (G).

4.4.4 Wplyw peptydéw C-koncowych na przebieg chiralnej agregacji

Opierajac sie na wynikach eksperymentu 4.3, swiadczacych o decydujagcym wptywie C-
koncowego fragmentu faficucha B na powstawanie chiralnych superstruktur zbadano, czy obecnos¢
w roztworze agregujgcej insuliny wotowej C-koncowych peptyddw tancucha B bedzie skutkowata
zablokowaniem fragmentdéw sekwencji odpowiedzialnych za tworzenie sie chiralnych superstruktur.
Przeprowadzono agregacje insuliny wotowej w stezeniu 0,2 wt. % w obecnosci rownomolowej ilosci
7-aminokwasowego peptydu FFYTPKA w dwdch wersjach: niezabezpieczonej oraz z acylowang
terminalng grupa aminowa. Agregacja przebiegata przez 48 godzin z wytrzgsaniem z predkoscig 1400
rom w temperaturze 60°C, w pD 1,9, 0,1 M NaCl. W celach poréwnawczych przeprowadzono takze
agregacje samej insuliny wotowej w identycznych warunkach. Eksperyment wykonano w 6
powtdrzeniach dla kazdego z typow roztwordow.

C-koncowe fragmenty taricucha B insuliny wotowej nie inhibujg chiralnej agregacji, a wiec nie
,zalepiajg” analogicznych sekwencji w natywnych czasteczkach insuliny. Wszystkie typy powstatych
agregatéw charakteryzujg sie wzmocnionym indukowanym dichroizmem kotowym tioflawiny T z nimi
zwigzanej, pasmem amid I’ we FT-IR o podwdjnym maksimum oraz wzmacniajg fluorescencje
tioflawiny T. Na wynik agregacji widoczny jest pewien wptyw tylko jednego z peptydéw — FFYTPKA-
Ac. W przypadku tej serii prébek zastosowane metody spektroskopowe ukazujg bardzo zblizone

ksztattem i intensywnoscig widma dla wszystkich 6 powtdrzen (Rys. 72). Dotyczy to zaréwno pasma
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Rys. 72 Widma ICD-ThT, FTIR oraz fluorescencji po wybarwieniu ThT prébek otrzymanych w trakcie
agregacji insuliny wotowej, insuliny wotowej z réwnomolowym dodatkiem acylowanego peptydu
FFYTPKA oraz insuliny wotowej z réwnomolowym dodatkiem niezabezpieczonego peptydu
FFYTPKA. Pomiary ICD wykonano przy stezeniu prébek 0,007 wt. % po rozcieiczeniu buforem o pD
1,9, 0,1 M NaCl z dodatkiem tioflawiny T w stezeniu 70 uM w kuwecie kwarcowej o grubosci 10
mm. Pomiary fluorescencji wykonano przy stezeniu prébek 0,029 wt. % po rozcieficzeniu buforem
opD 1,9, 0,1 M NaCl z dodatkiem tioflawiny T w stezeniu 40 uM w kuwecie kwarcowe] o grubosci 4
mm.

amid I’ we FT-IR jak i intensywnosci sygnatu ICD i fluorescencji zwigzanej z amyloidami tioflawiny T.
Obecnos¢ peptydu Ac-FFYTPKA w roztworze wydaje sie wiec porzadkowac przebieg agregacji
prowadzac do powstania jednorodnych chiralnych superstruktur we wszystkich prébach. Warto
zaznaczyé, ze te krotkie fragmentu insuliny nie tworza wydajnie niezaleznych agregatéw. Po inkubacji
w identycznych warunkach sprzyjajgcych agregacji dla peptydow FFYTPKA oraz FFYTPKA-Ac
zaobserwowano w podczerwieni pasma amid I’ potozone przy ok. 1645-1650 cm™, w pozycji
chrakteryzujacej najprawdopodobniej struktury niezagregowane i tylko z niewielkim wktadem od f-

kartki przy 1620 cm™ w przypadku FFYTPKA (Rys. 73). Takze fluorescencja tioflawiny T dla tych

probek jest bardzo staba.
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Rys. 73 Widma FTIR pasma amid I’ oraz fluorescencji po wybarwieniu tioflawing T (wewnetrzny
panel) peptydow FFYTPKA oraz FFYTPKA-Ac. Pomiary fluorescencji wykonano przy stezeniu prébek
0,029 wt. % po rozcienczeniu buforem o pD 1,9, 0,1 M NaCl z dodatkiem tioflawiny T w stezeniu 40
UM w kuwecie kwarcowej o grubosci 4 mm.

Na podstawie eksperymentdw opisanych w rozdziale 4 mozna uzna¢, ze pomimo iz obydwa
tancuchy A i B insuliny wotowej sg zdolne do agregacji to taricuch B odpowiada za tworzenie sie
chiralnych superstruktur. tancuch A ze wzgledu na dwukrotnie wiekszg ilos¢ grup tiolowych, do tego
blisko potozonych, ma tendencje do tworzenia amorficznych struktur pB-kartkowych. 8-
aminokwasowy peptyd potozony w rejonie sekwencji odpowiadajgcym za tworzenie sie ,rdzenia
amyloidowego” insuliny nie tworzyt chiralnych superstruktur, a wiec to nie on odpowiada za taka
mozliwos¢ konformacyjna. Z kolei przy sprawdzeniu szeregu biatek i peptydéw pod katem chiralnej
agregacji zostato okreslone, ze taki proces jest obserwowany tylko dla réznych wariantéw insuliny.
Natomiast w przypadku niebiologicznego analogu lispro o zamienionej kolejnosci aminokwaséw B28 i
B29 intensywne wtasciwosci chiralooptyczne nie byty obserwowane. Jako ze w biatku tym zaktécona
jest zdolnos$¢ do tworzenia dimeréw w przeciwienstwie do naturalnie wystepujgcych insulin,
uznaliSmy ze za proces lateralnej asocjacji w struktury chiralne odpowiada C-kornicowy fragment

tancucha B zawierajacy hydrofobowe aminokwasy chetnie tworzgce antyrownolegtg B-kartke.

4.5 Badania stabilnosci chiralnych superstruktur w dimetylosulfotlenku
jako sposdéb wnioskowania o poziomie strukturalnym amyloidu, na ktérym pojawia

sie chiralny polimorfizm

Dimetylosulfotlenek jest silnym denaturantem agregatéw biatkowych, powodujgcym
rozplecenie struktury B-kartkowej do rozpuszczalnej konformacji ktebka statystycznego [Osserman,
1976]. Dzieki takim wtasciwosciom zwigzek ten jest z powodzeniem stosowany do usuwania ztogéw

amyloidu A w przypadku amyloidozy uktadowej, szczegdlnie w przypadku skrobawicy Zzotgdkowo-
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jelitowej oraz na wczesnych stadiach niewydolnosci nerek [Amemori, 2006]. Jest on takze
wykorzystywany w badaniach biatek za pomoca spektroskopii w podczerwieni ze wzgledu na
nienakrywanie sie pasm pochodzagcych od DMSO z pasmem amid I/I’. Biatkowa struktura
zdenaturowana solwatowana przez DMSO charakteryzuje sie pasmem amid I’ przesunietym do 1663
cm™ [Jackson, 1991]. Z drugiej strony silna absorpcja w dalekim nadfiolecie uniemozliwia analize
dichroizmu kotowego probek biatkowych potraktowanych DMSO. Rozpuszczalnik ten destabilizuje
strukture biatka juz w niewielkich stezeniach — 5-25% dodatek DMSO przyspiesza agregacje
zasiewanej insuliny, natomiast w duzej ilosci — przy 75% stezeniu DMSO — agregacja nie zachodzi.
Pomiary spektroskopowe amyloidéw insuliny rozpuszczanych w DMSO pokazujg powstawanie
rozpuszczalnych oligomerycznych form B-kartkowych przy 75% stezeniu tego rozpuszczalnika —
nastepuje wowczas wyrazny spadek rozpraszania probki, natomiast pasmo amid I’ nadal jest
widziane w potozeniu charakterystycznym dla B-kartki. Struktury te zachowujg zdolno$¢ do
zasiewania agregacji a po odmyciu DMSO amyloidowa struktura fibrylarna jest w znacznym stopniu
odbudowywana. Catkowite rozpuszczenie agregatéow zachodzi dopiero przy 90% stezeniu DMSO
[Loksztejn, 2009]. Dotychczasowe badania wptywu DMSO na chiralne agregaty ukazuja
niekooperatywne zmiany charakterystycznych sygnatéw spektroskopowych, co sugeruje sukcesywng
utrate cech chiralooptycznych, fibrylarnych oraz struktury pB-kartkowej [Loksztejn, 2008].
Zastosowanie spektroskopii wibracyjnego dichroizmu kotowego pozwala na przyjrzenie sie
bezposredniej chiralnosci amyloidu, bez tioflawiny T posredniczgcej w uzyskaniu informacji o

konformacji prébek.

4.5.1 Dysocjacja chiralnych superstruktur w DMSO

Celem tego eksperymentu jest zbadanie na jakim etapie denaturacji superstruktur zanikajg
wtasciwosci chiralooptyczne prébek +ICD/-ICD obserwowane za pomocg spektroskopii VCD i
okreslenie relacji pomiedzy chiralnoscia amyloidéw rejestrowang jako sygnaty VCD oraz jako ICD
zewnetrznego znacznika - tioflawiny T.

Przygotowano agregaty +ICD oraz —ICD w warunkach wywotujgcych chiralng bifurkacje (1 %
insulina wotowa w 0,1 M NaCl, pD 1,9, 48-godzinne wytrzasanie z predkoscia 1400 rpm w temp.
40°C). Znak probek okreslono za pomocg metody ICD z uzyciem tioflawiny T. Przygotowano po 10
roztworéw prébek +ICD oraz —ICD o rdéznych stezeniach DMSO rozcienczajgc przy tym biatko do
stezenia 0,2 wt. %. Aby unikng¢ wptywu zmniejszania sie sity jonowej roztworu ze wzgledu na coraz
wiekszy udziat DMSO, niedobdér NaCl rekompensowano dodatkiem soli w buforze, a wiec stezenie
NaCl pozostawato state — 0,1 M. Prébki termostatowano w temperaturze 25°C przez 3 dni ze wzgledu

na powolne dochodzenie do stanu réwnowagi w przypadku wysokich stezert DMSO.
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Rys. 74 Zmiana widm ICD po wybarwieniu tioflawing T prébek typu +ICD (A) i —ICD (B) po dodaniu
DMSO w réznych stezeniach. Panel C obrazuje poréwnanie zmian intensywnosci sygnatu ICD w
ekstremum widma dla prébek ,+” oraz ,—”. Pomiary ICD wykonano bez rozcieiczania (stezenie
biatka 0,2 wt. %) w kuwecie o grubosci 1 mm po dodaniu niewielkiej ilosci ThT do stezenia 0,27 mM.

Na rysunku 74 widoczna jest zmiana intensywnosci sygnatéw ICD po wptywem wprowadzania
do prébki amyloidu coraz wiekszych ilosci DMSO. Poczatkowa intensywnos$é sygnatu zmniejsza sie
sukcesywnie, przy czym spadek jest widoczny juz przy 10% stezeniu DMSO. W 55% DMSO widma
tioflawiny T interkalujgcej zaréwno w prébkach typu +ICD jak i —ICD sg praktycznie ptaskie. Tempo
zmian sygnatu jest podobne dla prébek ,+” oraz ,—” (Rys. 74 C). Niezaleznie od kompensacji ubytku
soli nastepujacego pod wptywem zastgpienia pierwotnego buforu DMSO, tak jak to przeprowadzono
w tym eksperymencie, obserwowane jest bardzo podobny przebieg spadku sygnatu ICD jak we
wczesniej opisanych pomiarach [Loksztejn, 2008].

Spektroskopia VCD, ktéra okresla witasciwosci chiralooptyczne analizowanego biatka na
poziomie struktury ll-rzedowej, takize rejestruje chiralno$¢ badanych prébek z analogicznym
podziatem na agregaty typu ,+"” oraz typu ,-” (Rys. 75 A i C). Dla prébki +ICD widoczne jest stabe
minimum przy 1605 cm™, intensywne maksimum przy 1624 cm™ oraz kolejne ramie ujemne przy
1645 cm™. Widmo prébki -ICD jest doé¢ doktadnym odbiciem lustrzanym, tacznie ze wzajemna
wzgledng intensywnoscig poszczegdlnych ekstremoéw. Wraz ze zwiekszaniem sie stezenia DMSO w

pomiarach VCD obserwowana jest zupetnie inna dynamika zmian intensywnosci pikéw niz w
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Rys. 75 Zmiana widm VCD i FT-IR prébki typu +ICD (A, B) oraz typu —ICD (C, D) po dodaniu DMSO w
réznych stezeniach. Pomiary VCD i FT-IR wykonano bez rozciericzania (stezenie biatka 0,2 wt. %).

przypadku dichroizmu kotowego indukowanego w tioflawinie T. Poczatkowo, az do stezenia 55%
DMSO nie obserwowane sg praktycznie zadne réznice w widmach. Dla prébki —ICD przy 70% DMSO
nastepuje delikatna zmiana wzajemnego stosunku intensywnosci wszystkich trzech pikéw. Nastepnie,
przy 90% DMSO dla probki ,+” i 80% dla prébki ,—”, zachodzi gwattowny spadek intensywnosci
sygnatu VCD. Oba ,koncowe” widma przy 90% stezeniu DMSO charakteryzujg sie pojedynczym
dodatnim pikiem niezaleznie od wyjéciowego znaku prébki, potozonym przy 1625 cm™ i o niskiej
intensywnosci typowej dla biatek globularnych. Mozna wiec sadzi¢, ze dochodzimy do podobnych
konformacji koncowych w przypadku obu typdw zdenaturowanych chiralnych superstruktur. W
podczerwieni dla obu typdw agregatéw widoczne jest pasmo amid I’ z maksimum typowym dla B-
kartki — 1624 cm™. Zmiany w jego potozeniu nastepuja dopiero wraz ze spadkiem intensywnosci
sygnatu VCD, przy czym dla 80% DMSO w przypadku prébki —ICD widoczne jest widmo ,,posrednie”, z

wktadami zaréwno komponentu od PB-kartki jak i charakterystycznego dla konformacji
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zdenaturowanej. Przy maksymalnym stezeniu DMSO obie prébki charakteryzujg sie widmami IR
typowymi dla ktebka statystycznego w DMSO z maksimum przy ok. 1663 cm™ [Jackson, 1991].
Rejestrowane dane znaczgco rdznig sie od sygnatdw pochodzacych od PB-kartkowych biatek
globularnych [Keiderling, 2002], natomiast przypominajg intensywne widma amyloidéw
przedstawione prze grupe Nafiego z centralnym intensywnym pikiem potozonym w okolicach
maksimum absorpcyjnego w IR i mato intensywnymi pikami wokét [Ma S., 2007]. Obserwowany
sygnat jest o 1-2 rzedy wielkosci intensywniejszy niz w przypadku biatek natywnych, ale takze niz dla
fibryli amyloidowych powstatych z kwasu poliglutaminowego [Fulara, 2011].

Rozpad chiralnych superstruktur zobrazowany zostat takze za pomocg mikroskopii AFM. W
przypadku probki +ICD zwarte skupiska amyloidu sg widoczne dopdki sygnat VCD prébki jest
intensywny. Przy 90% DMSO mozna znalez¢ juz tylko pojedyncze niewielkie zlepki wtdkien, natomiast
powierzchnia miki jest w znacznej mierze pokryta filmem, ktéry najprawdopodobniej zawiera

zdysocjowany amyloid (Rys. 76 C). W przypadku prébki —ICD to przy 80% DMSO, gdy nastepuje juz

80% DMSO 90% DMSO

Rys. 76 Amplitudowe obrazy AFM amyloidu +ICD w obecnosci 80% DMSO (A) i 90% DMSO (B).
Pojedyncze skupisko fibryli na obraz B zaznaczone jest czerwonym okregiem. Panel C przedstawia
wysokosciowe obrazy AFM amyloidu zdysocjowanego w 90% DMSO.

spadek sygnatu ICD, nadal widoczne sg duze skupiska fibryli (Rys. 77 B). Nie sg one tak zwarte jak
typowe chiralne superstruktury a w ich otoczeniu jest wiele pojedynczych widkien oraz
zdenaturowane oligomery insuliny (powiekszenie). Dopiero w 90% DMSO, podobnie jak w przypadku
+ICD, z rzadka widoczne sg skupiska fibryli o powierzchni oklejonej zdenaturowang insuling,

natomiast powierzchnia miki jest w gtdwnej mierze pokryta amorficznym biatkowym filmem.
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Rys. 77 Amplitudowe obrazy AFM amyloidu —ICD w obecnosci 70% DMSO (A), 80% DMSO (B) i 90%
DMSO (C). Na powiekszeniu w czerwonym okregu widoczne sg zdenaturowane oligomery insuliny

Powyzsze dane ukazujg rozbieznosci w rejestracji obecnosci chiralnych superstruktur i B-
kartki w prébce przez metody ICD, VCD, FT-IR i AFM. Sygnat ICD ostabia sie bardzo szybko, natomiast
intensywne widma VCD sg obserwowane przy znacznie wyzszych stezeniach DMSO. Dodatkowo
agregaty o morfologii typowej dla chiralnych superstruktur s obserwowane az do 80% stezenia
DMSO. Jedli chodzi o B-kartke amyloidowg — o ile wibracyjny dichroizm kotowy prébki —ICD przy 80%
DMSO jest juz bardzo staby, o tyle duzy udziat B-kartki jest nadal widoczny w FT-IR, jak réwniez

skupiska amyloidéw mozna zaobserwowaé mikroskopowo.

4.5.2 Analiza wptywu sonikacji i wymywania NaCl na stabilnos¢ chiralnego
agregatu +ICD

Sonikacja przyczynia sie do powstania wielu krétkich, potamanych fibryli, natomiast odmycie
soli wywotuje rozdzielenie skupisk fibryli na mniejsze asocjaty lub pojedyncze wtdkna. W ramach tych
badan poréwnano stabilnos¢ chiralnych superstruktur rejestrowang przy pomocy techniki ICD po
wybarwieniu tioflawing T oraz VCD. Pozwolito to naswietli¢ relacje pomiedzy efektami
chiralooptycznymi obserwowanymi przy uzyciu réznych metod.

Prébke +ICD przygotowano tak jak w eksperymencie 5.1. Prébke referencyjng oraz prébke
sonikowang rozcienczono do stezenia 0,2 wt. % za pomocga buforu o pD 1,9, 0,1 M NaCl. Pulsowa
sonikacja trwata 30 sekund. Trzecig porcje amyloidu przemyto dwukrotnie D,O a nastepnie

rozcieficzono za pomocg D,0 do stezenia 0,2 wt. %.
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Rys. 78 Zmiany sygnatu VCD (A), IR (B) oraz ICD tioflawiny T chiralnego agregatu typu +ICD pod
wptywem sonikacji oraz wymywania NaCl. Pomiary ICD wykonano bez rozcienczania (stezenie biatka
0,2 wt. %) w kuwecie o grubosci 1 mm po dodaniu niewielkiej ilosci ThT do stezenia 0,27 mM. Pomiary
VCD i FT-IR réwniez wykonano bez rozcieiczania

Zarowno sonikacja jak i wymycie NaCl powodujg spadek sygnatu ICD jak i VCD (Rys. 78).
Zmiany te nie sg jednakowe — w przypadku ICD dla obu prébek wysoko$¢ piku zmniejsza sie ok.
dwukrotnie, natomiast sygnat VCD ulega wiekszemu spadkowi po sonikacji niz po usunieciu NaCl.
Pozycje pikédw ICD i VCD nie ulegaja zasadniczej zmianie, rézni sie w niewielkim stopniu jedynie
wzajemny stosunek intensywnosci minimow i maksiméw. Oba te procesy nie wptywajg na potozenie i

ksztatt pasma amid I’ w IR, a wiec mozna uznaé, ze geometria B-kartki pozostaje niezmieniona.

Charakter widm VCD struktur +/-ICD dowodszi, iz ich chiralooptyczne wtasciwosci manifestujg
sie réwniez w zakresie podczerwieni. Podobnie jak w przypadku dichroizmu kotowego w dalekim
nadfiolecie oraz ICD tioflawiny T rejestrowany sygnat jest niezwykle intensywny. Co ciekawe, jego
ostabienie nastepuje dopiero przy 80-90% stezeniu DMSO, a wiec dynamika zaniku wtasciwosci
chiralooptycznych w przypadku pomiaréw VCD jest zupetnie inna niz przy pomiarach ICD, gdzie
praktycznie zerowy sygnat jest obserwowany juz przy 55% stezeniu DMSO i mozna sadzié, ze te dwie
techniki swiadczg o wtasciwosciach chiralooptycznych istniejgcych na réznych poziomach budowy
amyloidéw. Sygnat VCD jest intensywny tak dtugo jak w mikroskopii AFM wyrazne skupiska fibryli nie

otoczone duzj iloscig zdysocjowanego i amyloidu.
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Celem tej pracy byto glebsze zrozumienie procesu powstawania chiralnych superstruktur
amyloidu insuliny oraz zjawisk chiralooptycznych z tym zwigzanych. Przeprowadzone badania
rozpoczety sie od pomiaréw ICD tioflawiny T w obecnosci peptyddéw w réznych konformacjach w celu
lepszego objasnienia tej metody jako zrédta informacji o strukturze biatka. Nastepnie zweryfikowano
poprawnos¢ uzyskiwanych informacji o chiralnosci amyloidéw i wykluczono artefakty
chiralooptycznE. Kolejnym etapem badan byto okreslenie roli réinych czynnikéw sprzyjajacych
chiralnej agregacji insuliny. Gtédwna cze$s¢ pracy eksperymentalnej opierata sie na analizie
uwarunkowan strukturalnych pozwalajgcych na tworzenie sie chiralnych agregatéw z insuliny oraz
pomiedzy chiralnoscig badanych prébek stwierdzang na podstawie pomiaru dichroizmu kotowego
zewnetrznego znacznika w zakresie widzialnym oraz na podstawie bezposredniej analizy sygnatéw
odbiatkowych w zakresie podczerwieni.

W badaniach ukazujgcych konformacyjny indukowany dichroizm kotowy tioflawiny T
uzyskano dane o ksztatcie i intensywnosci widma ICD dla niewielkich struktur amyloidowych -
polipeptyddow. Jako ze sygnat indukowanego dichroizmu kotowego dla tioflawiny T wybarwiajgcej
chiralne superstruktury jest okreslany jako anomalnie intensywny, byta potrzeba okreslenia czy ta
sonda molekularna jest w stanie rozrézniaé zwyktg skretno$¢ pojedynczych wtdkien. W tym celu
zbadano ICD fibryli utworzonych z kwasu poli-L i poli-D-glutaminowego. Majg one cechy typowe dla
struktur amyloidowych — wzmacniajg fluorescencje tioflawiny T i charakteryzujg sie widmami CD i FT-
IR $wiadczgcymi o obecnosci B-kartki. Analiza izomerycznych polipeptydéw dawata jedyng mozliwos¢
zbadania fibryli amyloidowych o catkowicie przeciwstawnej geometrii. Widma dichroizmu kotowego
zbadanych agregatow w dalekim nadfiolecie majg ksztatt i potozenie ekstremum charakterystyczne
dla struktur B-kartkowych, przy czym dla D-polipeptydéw ma ono znak dodatni. Ich widma ICD takze
sg w przyblizeniu swoimi odbiciami lustrzanymi. Detekcja znaku indukowanego dichroizmu kotowego
tioflawiny T pozwala na klasyfikowanie superstruktur jako ,prawo” badz ,lewo” skretnych. Sygnaty te
majg intensywnos$¢ o ok. rzad wielkosci mniejszg niz w przypadku probek +ICD i —ICD. Jest ona
zalezna od stopnia skrecenia pierscieni aromatycznych wzgledem siebie, jednak pamietajac o
wymogach fluorescencyjnej relaksacji nalezy przypuszczac, ze kat ten nie moze by¢ bardzo duzy
[Stsiapura, 2007]. Dodatkowo, widma te majg intensywnos¢ zblizong do innych wynikdéw uzyskanych
dla uktadéw niewielkich struktur B-kartkowych [Biancalana, 2009] i niezasocjowanych witdkien
amyloidowych [Kurouski, 2009]. Mozna stad wysnué wniosek, ze istotnie, intensywny sygnat ICD w
przypadku chiralnych superstruktur jest skutkiem sprzezen wielu chromoforéow w uktadzie biatko
barwnik a nie tylko wynikiem sumy sygnatow pojedynczych czasteczek. Jeszcze jedng ciekawg cecha

fibryli zbudowanych z PLGA i PDGA jest brak aromatycznych reszt bocznych w strukturze. Jest to wiec
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pierwszy przypadek indukowanego dichroizmu tioflawiny T zarejestrowanego dla czasteczki
oddziatujacej wytacznie z rusztowaniem [B-kartkowym, generujgc jej fluorescencje przy braku
kontaktéw m-m. Brak idealnej przeciwstawnosci zarejestrowanych krzywych sugeruje, ze z tancuchéw
kwasu poliglutaminowego o dtugosciach okreslanych przez producenta z pewnym rozrzutem moga
tworzy¢ sie dla formy L oraz D nieco inne struktury. Inng potencjalng przyczyng tych réznic jest
niejednakowe rozpraszanie Swiatta przez B,-PLGA i 3,-PDGA.

Bardzo ciekawymi wynikami byty widma ICD tioflawiny T oddziatujgcej z nie-B-kartkowymi
konformacjami PLGA i PDGA. Sygnat ICD rejestrowano w trakcie przejscia kiebek statystyczny - a-
helisa nastepujgcego pod wptywem obnizenia pH. Jak sie okazato, niezerowe widma ICD s3g
obserwowane zaréwno dla konformacji posrednich jak i form a-helikalnych. Ich intensywnos¢ jest
zblizona do intensywnosci widm dla B-kartkowych fibryli z kwasu poliglutaminowego, a wiec
odpowiada konformacyjnemu dichroizmowi kotowemu. Oddziatywanie tioflawina T — a-helisa PGA
widoczne jest nie tylko w widmach ICD, ale takze fluorescencyjnie w zmianie intensywnosci i
geometrii pikdw ekscytacyjnych i emisyjnych. Uwzgledniajac tadunek polipeptydu w poszczegdlnych
pH mozna sadzié, ze o ile oddziatywania pomiedzy tioflawing T a formg posrednig w pH 6 mogg miec
podtoze elektrostatyczne to w przypadku a-helisy, ktérej grupy boczne s w znacznym stopniu
sprotownowane, oddziatywanie z barwnikiem musi odbywac sie na zasadzie interkalacji. Przy czym
tioflawina T ma w takim kompleksie inng geometrie niz po zwigzaniu sie formg B-kartkowg PDGA,
gdyz ksztatt widma ICD jest inny a fluorescencja bardzo niska. Jest TO bardzo istotne, gdyz o ile w
przypadku czerwieni Kongo wielokrotnie odnotowywano oddziatywanie tej sondy molekularnej nie
tylko ze strukturami amyloidowymi, o tyle tioflawina T okreslana byta jako indykator wyfacznie
konformacji B-kartkowych. Dotychczas ukazato sie tylko jedno doniesienie o tym barwniku w
kompleksie z biatkiem w stanie natywnym, przy czym byt to kompleks fluorescencyjny. Interakcje
tioflawiny T z acetylocholinoesterazg przypisano obecnosci kieszeni w strukturze biatka zawierajgcej
kilka grup aromatycznych [De Ferrari, 2001]. Kompleks tego barwnika z a-helikalnym kwasem
poliglutaminowym to pierwszy opisany przypadek oddziatywan tioflawiny T ze strukturg biatkowg
przy braku zaréwno rusztowania B-kartkowego jak i aromatycznych reszt bocznych. Ta obserwacja
nie wptywa na interpretacje fluorescencji tioflawiny T — tylko kompleksy z amyloidami sg wysoce
fluorescencyjne, wiec mozna traktowac ten barwnik jako dobry indykator agregatéw fibrylarnych. Z
drugiej strony wyniki te stawiajg w innym Swietle dziatanie tioflawiny T w badaniach in vivo. W pracy
Alaveza i wspotpracownikéow okreslono, ze barwnik ten wydtuza czas zycia nicieni Caenorhabditis
elegans, ktéry powigzany moze byc¢ ze stopniem agregacji biatek w tych organizmach [Alavez, 2011].
Autorzy sugerowali, ze czasteczki tioflawiny T imitujg reakcje stresowg i oddziatujg z agregujgcymi
biatkami, uruchamiajgc komdrkowa odpowiedz na stres a by¢ moze nawet propagujgc powstawanie
poprawnie zwinietych form biatka, jednak mechanizmy tych proceséw nie zostaly wyjasnione.
Interpretacja tych wynikdw moze by¢ jednak zupetnie inna biorgc pod uwage mozliwosé
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oddziatywania tego barwnika takze z nie-B-kartkowymi formami biatek wykazang w moich badaniach
(Rys. 43 44).

Istotng kwestig w przeprowadzonych badaniach byta weryfikacja obserwowanych sygnatéw
dichroizmu kotowego. Agregaty biatkowe stanowig ,trudne” obiekty badawcze ze wzgledu na duze
rozmiary fibryli i ich nierozpuszczalno$¢. W takich warunkach mozliwe jest wystgpieniu wielu
niepozadanych zjawisk optycznych majgcych wktad w rejestrowane widma. Poprawnos¢ pomiaréow
CD i ICD zostata zweryfikowana na kilka sposobdéw. Pierwszym istotnym wynikiem byto
zaobserwowanie nienaktadania sie ekstremdéw widm absorpcyjnych i dichroizmu kotowego sond
molekularnych — tioflawiny T i czerwieni Kongo — zwigzanych z prébkami +ICD i —ICD. Drugg mozliwg
przyczyng niepoprawnego odczytu chiralnosci badanych prébek jest wktad dichroizmu liniowego w
intensywnos¢ i ksztatt widma dichroizmu kotowego. Taka sytuacja moze mie¢ miejsce w przypadku
probek o makroskopowej anizotropii, a wiec na przyktad w krysztatach. Ze wzgledu na duze rozmiary
chiralnych skupisk amyloidu i wzajemne ustawienie fibryli byto to potencjalnie mozliwe takze tutaj.
Zmierzone widma LD ciektych préobek +ICD i —ICD miaty bardzo niskg intensywnos$¢ a dichroizm
kotowy biatka i barwnika nie zmieniat sie istotnie przy réznych ustawieniach kuwet pomiarowych. Z
kolei przy badaniach filméw amyloidowych utworzonych na szkietku CaF, dichroizm liniowy miat
znacznie wiekszy wktad w intensywno$¢ sygnatu ICD, jednak nawet przy tak silnym zorientowaniu
superstruktur amyloidowych znak efektu Cottona nie byt zalezny od znaku LD. Inng cechg prébek,
ktédra moze wptyngé na odczyt sygnatu dichroizmu kotowego jest dwdjtomnosé. Jak wiadomo,
zjawisko to zachodzi dla kulistych struktur amyloidowych — sferulitéw. Za pomocg mikroskopii
optycznej zostata porownana dwodjtomnosé prébek zawierajacych sferulity oraz chiralne
superstruktury. W pierwszym przypadku zaobserwowano charakterystyczne obrazy krzyza
maltanskiego, natomiast w drugim obrazy uzyskane przy skrzyzowanych polaryzatorach byty
praktycznie czarne, a wiec dla prébek +ICD i —ICD nie zaobserwowano wyraznego podwdjnego
zatamywania Swiatta. Dodatkowo, we wspdtpracy z grupg profesor Reiko Kurody, sprawdzono inny
mozliwy przejaw aktywnosci optycznej probek — dwdjtomnosé kotowg. Pomiar rdznicy w refrakcji
Swiatta spolaryzowanego kotowo w prawo i w lewo umieszczony w tej pracy [Babenko, 2011]
wykazat, ze dwdjtomnosc¢ kotowa chiralnych superstruktur jest obserwowana, lecz nie wptywa na
znak sygnatu CD i ICD tioflawiny T. Widma chiralnych probek oczyszczone z wktadéw innych efektéw
optycznych zachowujg swaj ksztatt. Kolejna cecha roztwordw zawierajgcych amyloidy typu +ICD i —
ICD to silne rozpraszanie wynikajgce z duzych rozmiaréw skupisk fibryli. To zjawisko takze moze
wptyng¢ na niepoprawny odczyt dichroizmu kotowego [Bustamante, 1983]. Wptyw rozpraszania
zostat zbadany poprzez analize sygnatu CD amyloidéw i ICD tioflawiny T z nimi zwigzanej w
roztworach o wspdtczynniku zatamania zblizonym do wartosci dla fibryli amyloidowych. Podobne
podejscie byto stosowane wczesniej takze w innych uktadach badawczych w celu weryfikacji
poprawnosci widm CD, zaréwno w pomiarach filméw amyloidowych rozprowadzonych na szkietku z
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fluorku wapnia [Kondo, 1991], jak i w roztworze [Husband, 2001]. Pomiary w salicylanie metylu oraz
glicerolu wykazaty, ze pomimo pewnych zmian ksztattu i intensywnosci widm CD oraz ICD, znak
rejestrowanego sygnatu jest niezmienny. Wszystkie te badania oznaczajg przede wszystkim, ze odczyt
dwéch przeciwnych chiralnosci préobek jest poprawny, a wiec nawet nieoczekiwane dodatnie widma
dichroizmu kotowego w dalekim nadfiolecie sg przejawem rzeczywistej chiralnosci uzyskiwanych z
insuliny struktur amyloidowych.

Zgodnie z tym, co okreslono juz we wczesniejszych pracach, chiralne superstruktury
amyloidowe mogg powstawac tylko w $cisle okreslonych warunkach: w niskim pH/pD, w obecnosci
NaCl i w trakcie intensywnego mieszania. Nastepny etap doktoranckich badan eksperymentalnych
opierat sie na analizie wptywu szeregu czynnikdow fizykochemicznych na przebieg agregacji i asocjacje
fibryli w skupiska chiralne. Przeanalizowano szczegétowo role chlorku sodu w agregacji i asocjacji
fibryli amyloidowych. Przede wszystkim wptywa on na szybkosé agregacji, gdyz przeciwjony
umozliwiajg zblizanie sie do siebie natadowanych w niskim pH czasteczek przyspieszajagc w ten
sposéb nukleacje zarodkéw i zmieniajgc zasadniczg kinetyke agregacji. Ekranowanie tadunku biatka
jest istotne zaréwno przy inicjacji agregacji jak i w trakcie tworzenia sie fibryli — nawet przy braku
wptywu sit hydrodynamicznych przyczynia sie ono do wyksztatcania sie zwartych skupisk krétkich
fibryli widocznych na obrazach mikroskopowych. Mozna wiec sadzi¢, ze w wysokim stezeniu NaCl
znacznie przyspieszona jest nukleacja zarodkéw. Pamietajgc o nachyleniu krzywych kinetycznych dla
insuliny agregujacej w réznych stezeniach NaCl nalezy sie spodziewa¢, ze elongacja w 60°C przy 100
czy 200 mM NaCl takze jest szybsza, tyle ze zachodzi na duzo wiekszej ilosci zarodkéw. Ze wzgledu na
ekranowanie fadunku biatka korzystniejsza energetycznie jest takze asocjacja wtdkien i potencjalna
lateralna agregacja i w efekcie powstajg skupiska krétkich fibryli. Co wiecej, juz utworzone
pojedyncze wtdkna takze mogg zostac splecione w wysokich stezeniach chlorkéw. Taki dodatek soli
do dojrzatych fibryli nie zmienia znaczaco struktury B-kartki amyloidowej, gdyz widma FT-IR sg
praktycznie jednakowe, aczkolwiek pewne réznice w intensywnosci komponentéow pasma amid I’ sg
widoczne przy wyzszych stezeniach NaCl. Co wiecej, amyloidy te w obecnosci wysokich stezen NaCl
(100 i 200 mM) majg wyrazny dodatni sygnat ICD, a wiec jak sie okazuje cechy chiralne mogg zostaé
nadane skupiskom witdkien po pierwotnej agregacji i nie tylko w trakcie mieszania prébki.
Przypuszczalnie majg one pochodzenie podobne jak w przypadku typowych struktur typu +ICD/-ICD,
jednak nie mozna wykluczy¢, ze ten sygnat ICD pochodzi od prostego skrecenia fibryli, jako ze znany
jest przypadek fibryli amyloidowych charakteryzujacych sie zblizonymi widmami FTIR lecz réznymi
cechami chiralnymi [Kurouski, 2012b]. Zmiana skretnosci fibryli i liczby protofibryli zwigzanych ze
sobg pod wptywem zwiekszajgcej sie sity jonowej byta obserwowana wczesniej w pracy Adamcika i
Mezzengi [Adamcik, 2011]. Zaproponowali oni, ze przy niskiej sile jonowej oddziatywania
elektrostatyczne sg silne, wiec tworzg sie cienkie silnie skrecone wtdkna. Przy wysokiej sile jonowej
ekranowanie potencjatu elektrostatycznego prowadzi do relaksacji zwojéw, co umozliwia
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powstawanie grubszych splotow o wiekszych odlegtosciach pomiedzy punktami skrecenia.
Interpretacja moze by¢ poprawna takze dla procesu powstawania skupisk fibryli o wyraznym ICD.

Dalsze wyniki w pracy ukazujg jak warunki mieszanie/NaCl ptywajg na morfologie
powstajgcego amyloidu. Bez mieszania i przy braku NaCl powstajg dtugie pojedyncze fibryle. Jezeli do
roztworu agregujacej insuliny dodamy sél, spowoduje to tworzenie sie zwartych skupisk duzo
krétszych fibryli. Z kolei intensywne wytrzgsanie przy braku NaCl nie pozwala na tworzenie sie dtugich
widkien ze wzgledu na S$Scinajgcy przeptyw hydrodynamiczny. Agregat taki jest jednak dosc
rozproszony przy braku ekranowania tadunku biatka. Dopiero udziat obu tych parametréw pozwala
na wyksztatcenie sie dos¢ dtugich witdkien splecionych w chiralne superstruktury wykazujgce
intensywne cechy chiralooptyczne. Czynniki te wptywaja takze na strukture tworzgcej sie B-kartki —
typy fibryli utworzone przy réznym ich doborze cechuja sie inng energig drgan grupy amidowej
widoczng we FT-IR.

Nastepnie sprawdzono wptyw rézinego doboru parametréw fizykochemicznych na wynik
agregacji w warunkach sprzyjajagcych powstawaniu superstruktur chiralnych typu —ICD. Agregacja
prowadzgca do powstania skupisk fibryli zachodzi tylko w waskim zakresie stezen NaCl (0,1-0,2 M).
Zbyt maty dodatek soli prowadzi do powstania struktur o zerowym ICD, z kolei nadmiar przyczynia sie
do obnizenia intensywnosci ICD odnotowywanej dla prébki, co jest najprawdopodobniej zwigzane z
wysalaniem biatka i przebiegiem agregacji przy rzeczywistym duzo nizszym jego stezeniu.
Zweryfikowano takze, czy chiralna agregacja jest mozliwa przy wykorzystaniu soli o innym kationie w
miejsce Na’. Poszczegdlne kationy charakteryzuja sie innym potozeniem w szeregu Hofmeistera, a
wiec moga wptywac stabilizujgco badz destabilizujgco na biatko natywne, maja takze inne promienie
jonowe. Niezaleznie od rodzaju wykorzystanej soli powstajg struktury chiralne, nawet przy tak silnym
czynniku chaotropowym jak GdnH'. Takze duzy promieA jonowy kationéw, ktére w roztworach
agregujacego biatka towarzyszg anionom nie wyklucza chiralnej agregacji. Analogie mozna odnaleZ¢
w pracy Buella, gdzie rézne jednowartosciowe kationy w solach chlorkowych nie zmieniaty szybkosci
elongacji wtdkien amyloidowych insuliny [Buell, 2013].

Wiedzac, ze obecnosé aniondw jest niezbedna do chiralnej agregacji insuliny przebiegajacej w
niskim pH, przeanalizowano takze mozliwos¢ tworzenia sie takich superstruktur w obecnosci inny
jonéw niz chlorkowy: SO,” oraz jon octanowy. Zweryfikowano takze skutki obecnosci w roztworze
rozpuszczalnikow wptywajgcych w charakterystyczny sposéb na stabilno$¢ biatek. Zawartosé
dowolnej soli w prébce insuliny agregujacej w odpowiednich warunkach gwarantuje utworzenie sie
chiralnej superstruktury, a wiec nie tylko chlorki pozwalajg na taki przebieg tego procesu.
Intensywnos¢ sygnatu ICD w przypadku takich modyfikacji jest nieco nizsza niz dla standardowych
prébek +ICD/-ICD. Inne aniony mogg powodowa¢ zmiane znaku otrzymywanych agregatéw, tak jak
to ma miejsce w dla prébki zawierajacej 20% kwas octowego i 0,1 M octanu sodu, co moze by¢
skutkiem zaréwno wptywu soli jak i rozpuszczalnikow.
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Dodatkowym parametrem istotnym dla przebiegu chiralnej agregacji jest pH/pD roztworu.
Jest ono niskie, aby mozliwa byta wstepna dysocjacja heksamerdéw insuliny na dimery i monomery, co
pozwala na szybki przebieg procesu. Zweryfikowano czy wartos¢ pD probek agregujacej insuliny ma
wplyw na witasciwosci otrzymanego amyloidu. Niezaleznie od jego wartosci (1,5 badz 2,5)
wyksztatcajg sie superstruktury o tym samym znaku ICD. Wynik ten jest ciekawy w kontekscie badan
Kurouskiego i wspotpracownikdéw, ktérzy zauwazyli tworzenie sie fibryli insuliny o innej chiralnosci w
zaleznosci od pH roztworu — w pH 2,4-3,2 obserwowali oni widkna lewoskretne, natomiast w pH 1.1-
2.1 najprawdopodobniej sktadaty sie one z protofibryli prawoskretnych [Kurouski, 2012b]. W
przypadku badan przeprowadzonych w ramach tej pracy sytuacja jest o tyle inna, ze agregacja nie
przebiegata z udziatem mieszania. Dla chiralnych superstruktur proces jest znacznie szybszy i
zwigzany z udziatem bocznego sklejania sie i potencjalnej lateralnej agregacji mozliwym dzieki sitom
hydrodynamicznym. W tej sytuacji zrozumiate jest, ze inny moze by¢ wptyw pH na agregacje
pojedynczych widkiem a inny na powstawanie chiralnych superstruktur.

Analiza réznych czynnikow fizykochemicznych wptywajacych na przebieg chiralnej agregacji
pozwolita okreslic¢ ich role w tym procesie. Podstawowe warunki, ktére nalezy spetni¢ to obecnosé¢ w
roztworze dowolnych anionéw w okreslonym stezeniu zapewniajgcych ekranowanie tadunku biatka
oraz intensywne mieszanie roztworu. Co ciekawe, drobne rdéznice w sktadzie roztworu takie jak inna
sol chlorkowa badz obecnos¢ kwasu octowego i octanu sodu mogg wptyngé na proces chiralnej
agregacji powodujgc zmiane znaku ICD otrzymanej prébki, a wiec nie tylko temperatura agregacji
decyduje o typie tworzacej sie superstruktury. Powstawanie asocjatéw przypominajacych
wiasciwosciami chiralne superstruktury mozliwe jest takze na innej $Scieice, przy wykorzystaniu
dojrzatych, dtugich fibryli przeniesionych do roztworu zawierajgcego chlorek sodu w odpowiednim
stezeniu. Wydaje sie wiec, ze chiralne superstruktury sg stabilng formg polimorficzng dla insuliny
agregujgcej przy ekranowanym tadunku biatka.

Dotychczas chiralne superstruktury zostaty zaobserwowane jedynie dla insuliny. Nastepnym
istotnym elementem badan prowadzonych w ramach tej pracy doktorskiej byto okreslenie czy jest to
jedyne biatko, ktére jest zdolne agregowac w taki sposdb, a jesli tak to jakie sg tego uwarunkowaniu
na poziomie sekwencji aminokwasowej. Jako ze insulina sktada sie z dwdéch taricuchdw potgczonych
dwoma mostkami dwusiarczkowymi, zweryfikowano skutki agregacji rozdzielonych tancuchéw aby
oceni¢ ktdry z nich odpowiada za taki przebieg procesu. Eksperymenty przeprowadzono takze w
obecnosci srodka redukujgcego, ktéry miat zapewnic¢ brak mozliwosci tworzenia sie potencjalnych
przypadkowych mostkéw dwusiarczkowych, w wariantach z mieszaniem oraz bez. Kontrolnie
zbadano zachowanie natywnej insuliny w takich warunkach oraz réwnomolowej mieszaniny
oddzielonych tancuchdw A i B. tarncuch B tworzy fibryle we wszystkich warunkach, lecz s3 one
bardziej gietkie niz typowe wtdkna insulinowe i nie majg tendencji do asocjacji w obecnosci NaCl przy
braku mieszania. Rozrzut ich $rednic wyznaczony w oparciu o dane AFM jest relatywnie niewielki.
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Podobne zjawisko zostato zaobserwowano w przypadku wtdkien powstatych z taricucha B z
cysteinami zabezpieczonymi grupami sulfonowymi [Devlin, 2006]. Agregaty przypominajgce chiralne
struktury tworzg sie w obecnosci mieszania wytagcznie z tancucha B i charakteryzujg sie dosc
wyraznymi ujemnymi widmami ICD tioflawiny T. Takze na obrazach mikroskopowych przypominaja
one typowe duze skupiska chiralnych agregatow. Jest to ciekawe o tyle, ze gtdwnie aminokwasom
zawartym w fancuchu B przypisuje sie takze role w nukleacji zarodkdéw agregacji [Nielsen, 2001b].
tancuch A ma tendencje do amorficznej agregacji i nie ma w warunkach eksperymentu zdolnosci do
tworzenia struktur fibrylarnych bez pomocy faicucha B. Takze we wczesniejszych eksperymentach
fibryle utworzone z tancucha A z zabezpieczonymi grupami tiolowymi miaty tendencje do tworzenia
grubszych splotdw o mniej wyraznym i jednolitym stopniu skrecenia, jak réwniez amorficznych
agregatéw [Devlin, 2006]. Jesli chodzi o rézinice we wtasciwosciach fizykochemicznych pomiedzy
dwoma tarncuchami insuliny to tanicuch A zawiera 4 cysteiny, ktdre mogg sie utlenia¢ i jeden tadunek
dodatni na N-koncu, natomiast w faficuchu B s3g 2 cysteiny i 5 grup natadowanych dodatnio w pH 1,9.
Dodatkowo taricuch B zawiera wiecej zwartych skupisk hydrofobowych aminokwaséw niz taicuch A.
Mozna wiec stwierdzi¢, ze morfologia agregatdw tworzonych przez te tancuchy peptydowe jest
wypadkows ich tadunkéw, hydrofobowosci oraz ilosci wolnych grup —SH. Zastosowanie mieszaniny
tancuchéw A i B nie pozwala na odtworzenie procesu agregacji insuliny. Pod nieobecnos¢ reduktora
pierwotne mostki nie odtwarzajg sie samoistnie a ich brak powoduje wyksztatcanie sie innego typu B-
kartki i innych struktur amyloidowych. Wydaje sie, ze pod nieobecnos¢ mieszania dwa tanicuchy
agreguja niezaleznie i co najwyzej sklejajg sie ze sobg powierzchniowo, natomiast w obecnosci
mieszania tancuch A wrecz przeszkadza tafcuchowi B w wytworzeniu skupisk przypominajgcych
chiralne superstruktury — dla prébki wytworzonej przy braku mieszania i w obecnosci reduktora
sygnat ICD jest zaniedbywalnie staby. Porédwnujac agregaty powstate z insuliny wotowej oraz z
mieszaniny rozdzielonych tancuchéw A i B bez mieszania mozna zauwazy¢ interesujgcy prawidtowosé
— w niskim pH i w obecnosci 0,1 M NacCl to tancuch A odpowiada za typowe dla insuliny sklejanie sie
wtdkien. Jezeli pod nieobecnos¢ mieszania taricuch B agreguje niezaleznie, co ma miejsce takze w
przypadku mieszaniny obu peptydéw, to powstajgce widkna sg pojedyncze. Dopiero udziat sit
hydrodynamicznych przyczynia sie do zblizania sie fibryli do siebie i rownolegtego ich tgczenia sie. W
przypadku natywnej insuliny asocjacja fibryli zachodzi nawet przy braku wytrzgsania. Dodatkowo z
tych badan wytania sie ciekawy wniosek. Jak dotychczas zaobserwowano, agregacja insuliny jest
bardzo czuta na warunki fizykochemiczne i biatko to tworzy z fatwoscig wiele réznych odmian
polimorficznych. Przyczyng takiego zjawiska moze by¢ obecnosé dwdch tancuchdw o tendencji do
tworzenia innego typu struktur amyloidowych. Morfologia powstajgcych witdkien jest wiec niejako
kompromisem dla obydwu taincuchéw i stad moze wynikaé¢ tatwosc¢ tworzenia sie réznorodnych

polimorfow.
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Dzieki eksperymentom na rozdzielonych taricuchach A i B okreslono, ze zdolnos¢ do
tworzenia chiralnych agregatéw ma tylko faiicuch B. Nastepnym krokiem byta analiza agregacji w
warunkach sprzyjajgcych powstawaniu struktury typu —ICD peptydu LVEALYLV — fragmentu sekwencji
tancucha B znajdujgcego sie w obszarze okreslonym jako rdzeniowy dla wiékien amyloidowych
insuliny [Ilvanova, 2009]. W tych warunkach peptyd ten tworzy struktury okreslane jako krystality —
duze stupkowe obiekty o wygladzie przypominajgcym krysztaty, a wiec o prawdopodobnym wysokim
stopniu uporzadkowania. Ich sygnat ICD po wybarwieniu tioflawing T z maksimum przy ok. 460 nm
jest dos¢ staby, wiec najprawdopodobniej ma konformacyjne pochodzenie. Mozna wiec stwierdzié, ze
peptyd rdzeniowy pomimo swej podatnosci do tworzenia B-kartkowych witdkien nie wystarcza do
utworzenia chiralnych superstruktur. Co ciekawe, krystality LVEALYLV zbudowane s3 z
antyréwnolegtej B-kartki w przeciwienstwie do agregatow tego peptydu uzyskanych przez grupe
Eisenberga w nieco innych warunkach eksperymentalnych. Aby sprawdzi¢ ktéry fragment tancucha B
odpowiada za chiralng agregacje zbadano kilka innych analogéw insuliny réznigcych sie od insuliny
wotowej aminokwasami na réznych pozycjach. Dodatkowo zweryfikowano zdolnos¢ do tworzenia
struktur typu +ICD/-ICD przez inne biatka i polipeptyd, aby okresli¢ czy jest to cecha
charakterystyczna wytacznie dla insuliny. Amyloidy powstate z lizozymu z jaja kurzego, wotowej a-
laktoalbuminy oraz kwasu poli-L-glutaminowego charakteryzujg sie bardzo stabym sygnatem ICD po
wybarwieniu tioflawing T, natomiast wszystkie amyloidy powstate z naturalnie wystepujgcych insulin
wykazujg wihasciwosci chiralne. Jedynym wariantem insuliny o sygnale ICD bliskim zeru jest analog
lisoro o zamienionej kolejnosci aminokwaséw: Lys®*® i Pro®°. Nie tworzy on dimeréw, gdyz
C-koncowy fragment tancucha B nie moze przy takim podstawieniu utworzy¢ hydrofobowej
powierzchni kontaktu. Mozna z tego wnioskowaé, ze fragment sekwencji taricucha B insuliny
odpowiedzialny za tworzenie sie dimeréw umozliwia chiralng agregacje. Sprawdzono wiec
dodatkowo wptyw 7-aminokwasowego koricowego peptydu na przebieg chiralnej agregacji, co miato
na celu okreslenie czy moze on konkurowaé z natywnymi czgsteczkami insuliny w tworzeniu stref
kontaktu z C-kor\cowga sekwencjg badz tez przeciwnie, wspomagac ten proces. Peptyd FFYTPKA nie
zaktécat przebiegu chiralnej agregacji, a jedynie w wersji acylowanej nieco porzadkowat jej przebieg —
wszystkie otrzymane superstruktury charakteryzowaty sie praktycznie identycznymi ksztattami widm
FT-IR oraz fluorescenc;ji i ICD tioflawiny T. Analizujgc otrzymane wyniki warto wyjasnic¢ wtasciwosci C-
koncowej czesci taricucha B. Nie jest ona najprawdopodobniej sekwencjg kluczowa dla budowy B-
kartki amyloidowej, aczkolwiek odgrywa wazng role w procesie agregacji insuliny. Fragment ten jest
niezwykle elastyczny w natywnym biatku, co jest widoczne zaréwno w badaniach krystalograficznych
[Derewenda, 1989] jak i NMR [Hua, 1991] i musi ulec dyslokacji w celu inicjacji agregacji. Insulina
skrécona o 5 badz 8 koricowych aminokwasdw tancucha B agreguje szybciej, natomiast proinsulina o
potgczonych tarncuchach A i B, a wiec niskiej mobilnosci tego fragmentu — znacznie wolniej [Brange,
1987]. Zaréwno starsze jak i najnowsze modele B-kartki amyloidowej insuliny nie lokalizujg
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precyzyjnie C-korica faricucha B [Brange, 1997; Jimenez, 2002; lvanova, 2009]. Mozna wiec sgdzi¢, ze
hydrofobowy C-koncowy fragment faicucha B w trakcie chiralnej agregacji przybiera nowa role,
dziatajgc jak ,,molekularny rzep”, lecz zamiast dwdch monomeréw t3czac oddzielne wtdkna.
Interesujace jest to, ze przy pojedynczym tafcuchu B efekt ten jest stabszy — prawdopodobnie przy
braku tancucha sekwencja ta ma wiekszg zdolno$¢ do uktadania sie w obrebie jednej fibryli. Udziat
tego fragmentu biatka w chiralnej agregacji jest o tyle ciekawy, ze jest on istotny w wielu procesach.
Pierwotnie odpowiada on za hydrofobowy kontakt pomiedzy monomerami. Zgodnie z najswiezszymi
doniesieniami zwigzanie sie insuliny z receptorem insulinowym wigze sie z odsunieciem C-kor\cowego
fragmentu od reszty molekuty hormonu [Menting, 2013]. Podobny proces zachodzi takze w trakcie
inicjacji agregacji insulin. Nowoodkryta rola C-kocowego fragment tanicucha B moze by¢ pomocna w
wyjasnianiu mechanizméw takze innych proceséw, w ktérych bierze on udziat.

Na podstawie wnioskéw wyciggnietych na podstawie tych eksperymentéw oraz prac grupy
Eisenberga opisujgcych strukture wiékien amyloidowych insuliny mozna zaproponowac hipotetyczny

model wyjasniajgcy powstawanie chiralnych superstruktur amyloidowych (Rys. 79).

A B C

Rys. 79 Model oddziatywan miedzyfibrylarnych w obrebie chiralnej superstruktury wyjasniajgcy role
C-koricowego fragmentu taricucha B. Natywny dimer insuliny (A), pojedyncze witdékno (B), fibryle
potgczone za pomocyg C-koncowych fragmentéw tancucha B. C-koricowy fragment tancucha B
zaznaczono jasnoniebieskimi strzatkami, peptyd rdzeniowy ciemnoniebieskimi strzatkami, natomiast
tancuch A kolorem czerwonym.

Badania te Swiadczg o tym, ze biatko powinno mie¢ pewne cechy, aby chiralna agregacja byta
mozliwa. Najprawdopodobniej musi ono tworzy¢ oligomery w stanie natywnym, a do tego fragment
sekwencji odpowiadajacy za ten proces nie moze by¢ wcielony w rdzen amyloidowy. Z powodu tych
warunkéw powstawanie chiralnych superstruktur moze by¢ zjawiskiem rzadkim. Dodatkowo warto
podkresli¢, ze juz niewielkie roznice w sekwencji biatka — tak jak w przypadku fragmentu A6-Al11l
insuliny ograniczonego z dwdch stron przez mostki dwusiarczkowe — mogg wptywaé na przebieg
chiralnej agregacji, czego skutkiem w przypadku insuliny ludzkiej i wieprzowej jest odwrdcenie znaku

sygnatu ICD. Najprawdopodobniej jest za to odpowiedzialny aminokwas w pozycji A8, znajdujacy sie
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na powierzchni monomeru natywnej insuliny. Treonina wystepujgca w miejscu alaniny w insulinie
ludzkiej i wieprzowej decyduje o dtuzszym czasie nukleacji tych dwdch analogéw, gdyz jest bardziej
polarnym aminokwasem, natomiast w przypadku aminokwasu w pozycji A10 nie zauwazono takiej
zaleznosci [Nielsen, 2001b]. Tak wiec wtasciwosci chiralnych agregatéw powstajgcych z réznych
wariantow insuliny mogg zaleze¢ zaréwno od lokalnej geometrii skretu w obrebie tancucha A nadanej
przez cechy aminokwasu A8 jak i czasu inkubacji przed nukleacja.

Ostatnie wazne pytanie stawiane w tej pracy w kwestii chiralnych superstruktur
amyloidowych powstajgcych z insuliny dotyczy wyjasnienia przyczyn ich chiralnosci i poziomu
budowy tych obiektéw, na ktérym sie ona objawia. W tym celu agregaty te zostaty zbadane przy
pomocy techniki wibracyjnego dichroizmu kotowego. Eksperyment polegat na rejestracji sygnatow
prébek +ICD i —ICD zawierajgcych coraz wyzsze stezenia DMSO, w ktorym struktury amyloidowe
sukcesywnie dysocjujg. Pierwszg ciekawg informacjg uzyskang w ich toku byt odczyt dodatniego piku
dla prébki ,,+” oraz ujemnego dla prébki ,—” przy 1624 cm™, co oznacza ze wiasciwosci chiralne tych
amyloidéw sg widziane takze na poziomie konformacji gtdwnego tancucha polipeptydowego. Widma
te w przyblizeniu sg swoimi odbiciami lustrzanymi i majg bardzo duzg intensywnos$¢. Dodatkowo
przeanalizowano zmiane wiasciwosci chiralooptycznych prébki +ICD pod wptywem sonikacji i
wymywania NaCl widzianych za pomocg technik VCD i ICD. Réwnie intensywne widma VCD
zarejestrowano po raz pierwszy dla amyloidéw przez Ma i wspodtpracownikéw [Ma S., 2007], co
zainspirowato Measeya i wspotpracownikéw do przeprowadzenia analizy wyjasniajgcej
nieoczekiwanie silne wzmocnienie sygnatu. Pomiary dla krétkich peptydéw oraz symulacje
komputerowe widm zawarte w tej pracy wskazujg, ze na intensywnos$¢ sygnatu VCD wptywa
geometria B-kartki (rownolegta/antyrownolegta), jej dtugosci oraz odlegtos¢ pomiedzy
poszczegdlnymi kartkami. Najintensywniejsze sygnaty VCD s oczekiwane w przypadku dtugich
skreconych fibryli o duzych odlegtosciach miedzykartkowych i réwnolegtym uktadzie tancuchéw
tworzacych B-kartke [Measey, 2011]. To podejscie ttumaczy zaprezentowany tu szybki spadek
sygnatu VCD wywotany sonikacjg prébki, czyli skréceniem fibryli. Najprawdopodobniej odmycie NaCl
powoduje mniejszg zmiane w widmie, gdyz zmienia sie wielko$¢ sprzezonego uktadu, natomiast
widkna nie sg tamane. Wedtug pracy Measeya i wspotpracownikéw znak dubletu zalezy od kierunku
skrecenia B-kartki, a niekiedy takze od liczby kartek tworzacych wtékno. Ttumaczg oni powstanie
dubletu w widmach VCD, jednak nie wyjasniajg obserwowane]j asymetrii w geometrii pikow, tak jak
miato to miejsce we wczesniejszych pomiarach VCD amyloiddw oraz w wyzej opisanych
eksperymentach. Mogtaby ona by¢ wywotana nieregularnosciami w strukturze witékien. W przypadku
dtugich fibryli mamy do czynienia w uktadem wielu prawie zdegenerowanych oscylatoréw o wysokiej
gestosci standw ekscytonowych. Zaburzenia geometrii takiego systemu mogg prowadzi¢ do szerszej

dystrybucji intensywnosci.
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Przy zastosowaniu coraz wiekszych stezen DMSO chiralnosé superstruktur widziana jako
intensywny sygnat VCD jest rejestrowana az do dysocjacji amyloidu obserwowanej takze
mikroskopowo (80-90% DMSO). Rozbicie superstruktury amyloidowej i denaturacja B-kartki pod
wptywem DMSO skutkuje stabym sygnatem VCD o intensywnosci typowej dla niewielkich struktur
biatkowych. Zmiany sygnatéw VCD oraz ICD nie sg kooperatywne. Mogg by¢ dwie przyczyny takiego
zjawiska. Jedng jest rejestracja chiralnosci na réznych poziomach budowy amyloidu przez te dwie
metody badawcze — Kurouski i wspdtpracownicy sugerujg, ze VCD amyloidéw pochodzi od skrecenia
protofibryli, natomiast ICD opiera sie na skreceniu badzZ chiralnym otoczeniu miejsc wigzania sondy
molekularnej. Takze w eksperymentach z sonikacja i wymywaniem NaCl sg widoczne rdznice w
zmianach intensywnosci sygnatu rejestrowanej metodami VCD i ICD i nie byto tam dodatkowego
czynnika jakim jest DMSO. Drugi powdd to mozliwo$¢ niedopuszczania czasteczek tioflawiny T do
powierzchni fibryli przez otaczajgce biatko czgsteczki DMSO badz zaburzanie tylko powierzchniowej
warstwy amyloidu w trakcie jego dysocjacji przez DMSO. Wskazywatby na to brak zmian w pasmie
amid I’ we FT-IR oraz dobrze wyksztatcone agregaty fibrylarne widziane mikroskopowo przy wysokich
stezeniach DMSO. Obserwowany wczesniej spadek fluorescencji przy zwiekszaniu sie stezenia DMSO
[Loksztejn, 2008] takze wspiera te teze. Tak wiec mozna sagdzi¢, ze chiralnos¢ struktur amyloidowych
rejestrowana przy pomoc metod VCD i ICD nie muszg by¢ réwnoznaczne, a szybki spadek sygnatu ICD
obserwowany w wysokich stezeniach DMSO moze byc¢ takze skutkiem oddziatywania DMSO z
powierzchnig agregatow.

W przypadku chiralnych superstruktur wyjasnienie pewnych parametréow widma jest
utrudnione ze wzgledu na wielko$¢ ukfadu sprzezonych momentéw przejscia i brak jego
szczegdtowego opisu strukturalnego. Rejestrowane sygnaty dichroizmu kotowego majg intensywnos¢
wiekszg niz w przypadku innych dotychczas analizowanych amyloidéw. Mikroskopowe okreslenie
skretnosci wtdkien najczesciej nie jest mozliwe ze wzgledu na silng asocjacje fibryli w ramach
superstruktury amyloidowej. Pojedyncze obserwowane widkna wydajg sie jednak miec ksztatt
ptaskich, nieelastycznych stupkdow, ktdére chetnie sklejajg sie podtuznie i dopiero ich sploty maja
widoczna skretnos¢. Na tym etapie badan nie mozna wiec ani wykluczy¢ ani potwierdzié, ze Zzrodtem
wtasciwosci chiralooptycznych struktur typu +ICD i —ICD jest skrecenie protofibryli budujgcych
wtdkna. Jednak te superstrukturalne cechy chiralne manifestujg sie rowniez na poziomie
molekularnym, czego dowodem s3g nie tylko widma VCD, ale takze wptyw chiralnych superstruktur
amyloidowych na przebieg reakcji syntezy organicznej. Dzieki wspdtpracy z grupg profesora Yoshihisa
Inoue przeprowadzone zostaty eksperymenty, w ktérych amyloidy postuzyty jako matryce dla
antraceno-2-karboksylanu (AC), przyczyniajac sie do powstania w reakcji fotonaswietlania cyklicznych
dimerdéw o strukturze typu ,,gtowa do gtowy” w nadmiarze w stosunku do dimerdéw typu , gtowa do
ogona” [Nishijima, 2013]. Powstawanie tego pierwszego typu izomerdw praktycznie nie zachodzi dla
wolnych czasteczek AC w roztworze, ale staje sie bardzo efektywne gdy prekursory — monomery AC —
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wstepnie dokujg w makromolekularnej matrycy takiej jak cyklodekstryna [Yang, 2008] czy duze biatko
typu surowicza albumina wotowa [Nishijima, 2007]. Takie reakcje zostaty przeprowadzone z
wykorzystaniem superstruktur +/-ICD insuliny jako katalitycznych matryc w miejsce dotychczas
stosowanych. Celem badan byta wiec weryfikacja zachodzenia transferu chiralnego z poziomu
superstrukturalnego (amyloid) do molekularnego (jako nadmiar chiralny dimeréow AC). Wydajnos¢
procesu tworzenia sie cyklodimerdw typu ,gtowa do gtowy” (jako ee — nadmiar enancjomeru) byta
zalezna od typu wykorzystanych agregatéw zgodnie z kolejnoscig +ICD > -ICD > amyloid insuliny o
zerowym ICD > brak agregatow w prébce poddawanej naswietlaniu, przy czym ich chiralnos¢ osiowa
korelowata ze znakiem prébki ,+” badz ,,—”. Wyniki te s3 pomocne w wyjasnieniu sposobu wigzania
sie sond molekularnych z chiralnymi superstrukturami. Sygnat ICD tioflawiny T ma anomalng
intensywnos¢, wiec moze on by¢ skutkiem sprzezenia zaréwno czasteczek o skreconych wzgledem
siebie pierscieniach jak i ptaskich, lecz ustawionych wzgledem siebie w chiralnym uktfadzie.
Pojedyncze czasteczki AC wykazywaty w obecnosci agregatéw +ICD i —ICD widma bedace w
przyblizeniu swoim odbiciami lustrzanymi i w tym przypadku efekt ten mogt by¢ wywotany jedynie
ich chiralnym utozeniem nadanym przez budowe agregatu. Interpretacja ta popiera teze, ze efekty
chiralooptyczne obserwowane dla sond molekularnych w obecnosci chiralnych superstruktur moga
pochodzi¢ nie od skrecenia czgsteczki barwnika, lecz od wzajemnego ukfadu grupy tych czasteczek.
Dane te wraz z wynikami dotyczgcymi chiralnosci superstruktur amyloidowych rejestrowane] za
pomocg technik VCD i ICD, opisanymi w tej rozprawie doktorskiej przyblizajg zrozumienie poziomdw

chiralnosci pojedynczych witékien i ich chiralnych skupisk.
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Celem badan przeprowadzonych w ramach mojej pracy doktorskiej byto pogtebienie wiedzy
na temat chiralnych superstruktur amyloidowych powstatych w wyniku agregacji nieprawidtowo
zwinietych molekut insuliny. Opis zjawiska chiralnej agregacji byt dotychczas z duzym stopniu
fenomenologiczny, stad zachodzita potrzeba wyjasnienia obserwowanych procesow. Klasyfikacja tych
struktur oparta jest o pomiary dichroizmu kotowego w zakresie typowym dla biatek — dalekim
nadfiolecie oraz w zakresie przejs¢ elektronowych dokujgcych na powierzchni tych superstruktur
zewnetrznych znacznikéw, takich jak tioflawina T.

Przy uzyciu polipeptyddéw w izomerycznych wariantach L- i D- scharakteryzowano widma ICD
o pochodzeniu konformacyjnym i przeanalizowano ich ksztaft. Niespodziewanym wynikiem
otrzymanym w ramach tych badan byta informacja o tworzeniu sie niefluorescencyjnego kompleksu
tioflawiny T z a-helikalng forma kwasu poliglutaminowego, co jest istotne w kontekscie opracowan
medycznych opisujgcych wptyw tego barwnika na agregacje biatek in vivo. Jako ze obserwowane
efekty chiralooptyczne majg anomalnie duzg intensywnos$é¢, zweryfikowano podstawowe Zrddfa
potencjalnych artefaktéw pomiarowych. Eksperymenty te wykazaty, ze zrédtem rejestrowanych
sygnatéw CD jest istotnie efekt Cottona i widma te rzeczywiscie oddajg chiralnos¢ badanych prébek a
udziaty efektéw mogacych generowad artefakty optyczne — tj. dichroizmu liniowego, dwéjtomnosci
badzZ rozpraszania $wiatta nie dominujg w mierzonym sygnale.

Badania czynnikéw fizykochemicznych wptywajgcych na przebieg chiralnej agregacji wykazaty
kluczowq role jonéw chlorkowych, przy czym chiralne superstruktury mogg powstawac¢ w obecnosci
dowolnych anionéw a ich tadunek i promien jonowy wptywajg na znak dichroizmu kotowego
otrzymywanych agregatéw. Co wiecej, asocjacja wczesniej utworzonych, pojedynczych wtdkien
amyloidowych insuliny w obecnosci NaCl w odpowiednim stezeniu prowadzi do powstania skupisk o
charakterze przypominajgcym chiralne superstruktury i niezerowym sygnale ICD-ThT. Oznacza to, ze
amyloidogeneza w przeptywie hydrodynamicznym nie jest jedyng $ciezkg prowadzaca do powstania
takich struktur i mogg one by¢ stabilng odmiang polimorficzng agregatéw insuliny, przybierang w
pewnych warunkach.

Kolejne wyniki, uzyskane w ramach mojej pracy doktorskiej, dotyczyty kwestii uzyskiwania
chiralnych superstruktur wytacznie z jednego biatka — insuliny. Przeprowadzono eksperymenty
badajace wystepowanie tego rodzaju struktur wsréd szeregu biatek i peptyddéw. Fragment fariicucha
insuliny, okredlany jako peptyd rdzeniowy w fibrylach nie tworzyt skupisk amyloidowych o
wzmocnionych cechach chiralooptycznych. Zadne inne z badanych biatek badz peptydéw takich jak
lizozym, a-laktoalbumina, kwas poli-L-glutaminowy, nie tworzyto definiowanych poprzez takie
wtasciwosci  chiralooptyczne chiralnych superstruktur, w przeciwienstwie do naturalnie

wystepujacych wariantéw insuliny (cho¢ o zrézinicowanej charakterystyce ICD). Zalezata ona od
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drobnych podstawien aminokwasowych w obrebie faficucha A, decydujgcych prawdopodobnie o
mozliwych zgieciach taficucha peptydowego. Przy analizie agregacji rozseparowanych faiicuchéw A i
B insuliny wotowej okreslono, ze taricuch B ma zdolnos$¢ do tworzenia agregatdw przypominajgcych
chiralne superstruktury, natomiast fancuch A ma tendencje do zapetlania sie pod nieobecnosc¢
natywnych mostkdw dwusiarczkowych i wyksztatcania amorficznych agregatéw. Dodatkowo zbadano
agregacje analogu insuliny — lispro — nie tworzgcego dimery z powodu podstawienia w obrebie
C-koncowego fragmentu faincucha B. Amyloid ten nie cechowat sie intensywnymi widmami
dichroizmu kotowego. Na podstawie tych eksperymentdw wyciggnieto wniosek, ze jednym z
koniecznych uwarunkowan pozwalajgcych na tworzenie sie chiralnych superstruktur insuliny sg
wiasciwosci C-koncowego odcinka tancucha B. Ta cze$¢ sekwencji tworzy w natywnej insulinie
hydrofobowy kontakt z drugim monomerem, natomiast w trakcie agregacji zmienia swojg role i moze
stuzy¢ jako ,rzep molekularny”, tgczacy najprawdopodobniej w formie antyréwnolegtej B-kartki
sgsiednie fibryle. Takie zjawisko mogtoby prowadzi¢ do silnej asocjacji wtdkien, widzianej w
przypadku chiralnych superstruktur insuliny. Ta obserwacja okresla takze jakie cechy powinno mie¢
biatko, aby mdc utworzyé tego typu agregaty.

Dalsze wyniki, zawarte w rozprawie doktorskiej, opisujg relacje pomiedzy chiralnoscig
superstruktur rejestrowang jako pomiar indukowanego dichroizmu kotowego tioflawiny T oraz
wibracyjnego dichroizmu kotowego samych amyloidéw. Wykonano charakterystyke spektroskopowg
prébek +ICD i —ICD dysocjujacych pod wptywem DMSO oraz lub poprzez sonikacje badz odmycie
NaCl. Cechy chiralooptyczne tych agregatéw sg widoczne takze w VCD jako anomalnie intensywny
sygnat. Znak prébek w zakresie elektronowym pokrywa sie ze znakiem rejestrowanym w zakresie
podczerwieni. Eksperymenty te wykazaty, ze chiralnos¢ superstruktur jest obserwowana tak dtugo,
jak w probce widoczne sg duze, zwarte skupiska fibryli. Zanik cech chiralooptycznych jest
nieréwnoczesny w przypadku pomiaru ICD-ThT i VCD. Mozna wiec sadzi¢, ze te dwie metody
pomiarowe rejestrujg chiralno$¢ superstruktur na réznych poziomach budowy amyloidu, chod
sygnaty te sg ze sobg skorelowane. W obu przypadkach dochodzi do wzmocnienia anomalnego
wzmochienia intensywnosci widm.

Przeprowadzone przeze mnie badania w znaczgcym stopniu przyczynity sie do lepszego
zrozumienia krytycznych czynnikéw fizykochemicznych i strukturalnych umozliwiajgcych zajscie
chiralnej agregacji insuliny. Wyciggniete wnioski sg istotne zaréwno pod katem zrozumienia procesu
agregacji biatek jak i w kontekscie potencjalnych zastosowan chiralnych superstruktur jako chiralnego

podtoza. Wyniki tych prac zostaty w znacznej czesci opublikowane w czasopismach naukowych.
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