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Motté
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I. OSSZEFOGLALAS

Az amyloid fibrillumok kialakuldsanak és szerkezetének tanulméanyozasa mind a mai
napig nagy metodikai kihivast jelent. A vizben oldhatatlan aggregatumokat képz6 amyloid
fibrillumokat a hagyoményos szerkezet-meghatarozé modszerekkel nem, vagy csak nagyon
nehezen és korlatozottan lehet vizsgalni.

Ezen a teriileten folyo kutatdsokban ezért is kertiltek el6térbe 11j, modernnek szamitod
technikak, mint amilyen az atomerd-mikroszkop is.

Kisérleteink soran igyekeztiink kiaknazni az atomerd-mikroszkop nyujtotta
lehetdségeket, mely lehetdvé teszi, hogy nanométeres felbontasu felvételeken vizsgaljuk az
amyloid fibrillumok morfoldgiai sajatsagait, illetve kovessiik a fibrillogenezis 1épéseit olyan
koriilmények kozott, melyek nem valtoztatjdk meg a fibrillumok nativ szerkezetét. Az elmult
¢évtizedben kifejlesztett egyedi molekula manipulacios modszereket sikeresen adaptaltuk
egyedi amyloid fibrillumok szerkezeti dinamikajanak karakterizalasara, illetve a fibrillumokat
Osszetartd erdk természetének és a fibrillumok stabilitdsinak vizsgalatara. Egy a
laboratériumunkban els6ként alkalmazott modszerrel lehetévé valt, hogy egyedi fibrillumok
novekedését kovessik nyomon az atomerd-mikroszkopidban —szokatlanul nagy,
milliszekundumos id6felbontas mellett.

Tal azon, hogy metodikailag jszerii megkozelitéssel sikeriilt Gjabb informacidkat
megtudnunk az amyloid fibrillumok sajatossagairdl, az alkalmazott nanobiotechnologiai
modszerekkel betekintést nyertiink egy olyan ,vilagba”, amelynek szamos tulajdonsaga

hagyomanyos mddszerekkel megkozelitve rejtve marad.



II. KOSZONETNYILVANITAS:

Szerencsésnek érzem magam, mert az elmult évek soran nagyszeri kutatdkkal
dolgozhattam egyiitt, akik segitsége ¢és baratsaga nélkiil régen eltévedtem volna a labor
csapdas ¢€s olykor csalogatoan szofisztikalt vildgaban, ugyanigy, mint a hétkéznapok
utvesztdiben.

Mindenek eldtt szeretném koszonetet mondani ifj. Dr. Kellermayer Mikldosnak,
mentoromnak, tdmogatasaért, végtelen tiirelméért, és nagyszeri otleteiért. Koszondm Dr.
Nyitrai Miklods intézetvezetonek és Dr. Somogyi Bélanak, intézetiink néhai vezetdjének, hogy
befogadtak az intézetbe és tamogattak munkamat.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Nagy Attilanak, Martonfalvi Zsoltnak és Kolsofszki
Matyasnak a k6zos munkakban nyujtott segitségiikért és bizalmukért. Dr. Pasquale Bianco-
nak az 6rokké pozitiv életszemléletért. Koszonettel tartozom Dr. Grama Laszlonak, Huber
Tamasnak, Szatmari Davidnak, Dr. Kiss Balazsnak, Konrad Ildikonak és a Biofizikai Intézet
dolgozoinak a laborbéli mindennapokban nyujtott segitségiikért.

Végezetiil szeretnék koszonetet mondani Edesanyanak, Edesapamnak, Higomnak és

Nagyapamnak.

S ajanlom mindazt, amit eddig tettem Nagymamam emlékének, aki révén megértettem,
hogy a tankonyvek és cikkek sorai sterilek és tiresen targyilagosak, ha az Alzheimer-kor

tiineteirdl és végkifejletérdl irnak.



III. BEVEZETES

Az Alzheimer-kor sulyos neurodegenerativ megbetegedés, melyet Alois Alzheimer irt
le 1907-ben. A korképre jellemzd a kognitiv és memoria funkciok progressziv romlasa,
neuropszichiatriai ¢és viselkedési zavarok, €s a mindennapi ¢letvitel jelentés mindségi
leromlasa (Cummings, 2004). Az Alzheimer-kor incidencidja az életkor elérehaladtaval
progressziven né. A hetvendt éven tali korcsoportban eléfordulasa eléri a 15%-ot. Ha
figyelembe vessziik, hogy a fejlett orszagokra az atlagéletkor fokozatos ndvekedése, valamint
a populacio eloregedése jellemz6, érthetdvé valik, hogy a korkép, az érintett betegeken tul,
nagy terheket ro a tarsadalomra is. A helyzetet stilyosbitja az a tény, hogy az elmult évtizedek
kutatasai ellenére hatasos gyogymod nem all rendelkezésiinkre (Selkoe, 2004a) a mar
kialakult korkép gyogyitasara, a betegség progresszidjanak megallitasara, vagy a korkép
kialakulasanak megel6zésére. Ezen okok miatt egyre nagyobb figyelem iranyul az Alzheimer-
kor jobb megértésére.

Az Alzheimer-korban egy transzmembran fehérje, az amyloid prekurzor protein (APP)
39-43 aminosavbol allé proteolitikus hasitasi termékeibdl, az amyloid-B (AB) peptidekbdl
felépiil6, oldhatatlan aggregatumok, tigynevezett amyloid plakkok alakulnak ki és rakodnak le
a kozponti idegrendszer extracellularis térrészeiben (Selkoe, 1997) (Selkoe, 2004b). Az AB-
peptidek keletkezése Onmagaban fiziologids folyamat, de normal korilmények kozott a
peptidek nem mutatnak aggregaciés hajlamot. Alzheimer-korban, eddig nem tisztazott okok
miatt, a peptidek masodlagos szerkezete megvaltozik. Ebben a tévesen, avagy korosan
tekeredett (misfolded) allapotban megnd a peptidek aggregaciés hajlama, és
felszaporodasukkal amyloid plakkokat hoznak létre a kézponti idegrendszerben (Thirumalai
et al., 2003).

Az amyloid plakkok els6sorban a hippocampus és az amygdala teriiletén valamint a
frontalis, temporalis és parietalis lebenyben figyelhetok meg. A plakkok megjelenésével
parhuzamosan progredialé idegsejt elhalds is =zajlik, mely id6ével makroszképosan is
kimutathat6 agyi atrofidhoz vezet. Az amyloid plakkok f6 komponensei tehat az amyloid B
(AB) -fibrillumok, AB-peptidekbdl felépiild szigortian rendezett szerkezetli strukturak,
melyeket a plakkok kozponti részében helyezkednek el, kdrbevéve disztrofikus dentritekkel és
axonokkal, valamint reaktiv astrocitakkal ¢s aktivalt microglia sejtekkel. Emellett fellép egy
markans, intracellularisan megjelend patologias elvaltozas, a neurofibrillaris kotegek
megjelenése a neuronok sejttestjeiben, melynek hatterében a tau mikrotubulus kot fehérje

hiperfoszforilacioja és aggregacioja all.



Mivel az AB-fibrillumok jelenléte, illetve mennyisége korrelaciot mutat a korkép
sulyossagaval, ¢élénk figyelem iranyul az AB-fibrillumok szerkezetének valamint a
fibrillogenezis mechanizmusainak pontosabb megértésére (Golde, 2003). Ugyanakkor
jelenleg sem tisztazott teljes mértékben, hogy az abnormalis térszerkezetet felvett AB-
peptidek aggregacidja all-e elsddlegesen a neuronpusztulds és igy az Alzheimer-kor
kialakulasanak hatterében, vagy egyéb, az AB-fibrillumok és amyloid plakkok megjelenésével
parhuzamosan zajlé folyamat. Egyre tobb bizonyiték mutat arra, hogy maguk az amyloid
plakkok rezervoarként szolgalnak olyan AB-oligomerek szdmara, melyek direkt neurotoxikus
tulajdonsagokkal rendelkeznek (Meyer-Luehmann et al., 2008).

Tul az Alzheimer-kor orvosbiolodgiai jelentdségén az AB-fibrillumok fizikokémiai- és
onszervezd tulajdonsagai lehetévé teszik, hogy modellként szolgdljanak peptid alapt,
onfelépitd strukturdk létrehozasahoz €s vizsgalatdhoz, melyek nanotechnoldgiai szempontbodl
is értékes, az alapkutatdson tulmutaté gyakorlati alkalmazdsi lehetségeket rejthetnek

magukban.

IIL.1. VIZSGALO MODSZEREK

Az AB-fibrillumok szerkezetét, belsé dinamikajat, kialakulasuk mechanizmusait,
nanomechanikai tulajdonsagait, illetve cellularis hatdsuk mechanizmusat nem ismerjiik
pontosan.

Az els6 szerkezeti informaciok rontgendiffrakcios mérésekbdl szarmaznak (Eanes and
Glenner, 1968). A mérések tanusaga szerint az AB-fibrillumokra és egyben minden mas
tipust amyloidra jellemz6 egy sajatos diffrakciés mintazat, mely arra utal, hogy a fibrillumok
nagy fokban rendezett, B-lemez szerkezetli monomerekbdl felépiil6 strukturak. Morfologiai
szempontbol elektronmikroszkopos, illetve késébbiekben atomerd-mikroszkopos (AFM) és
mas pasztazd proba mikroszkopos megfigyelések gazdagitottak a rendelkezésiinkre allo
tudast. Lényegében ezen vizsgalomodszerek (Nilsson, 2004), valamint kémiai festési
eljarasok eredményeibdl sziiletett meg az amyloid empirikus definicidja, mivel fliggetlentil a
rendelkezik legalabb harom univerzalis tulajdonsaggal (Makin and Serpell, 2005). Jelenleg
amyloidnak tekinthetd az a pepid vagy fehérje asszociatum, mely 1) mutatja a karakterisztikus
rontgen diffrakcidos mintazatot (késobb keriil részletesebb targyalasra) 2) nem elagazo
fibrillaris struktirakat alkot, 3) pozitiv reakciot ad bizonyos festékmolekulakkal, melyek

koziil a Thioflavin-T (LeVine, 1993) és a Congo-vords a legfontosabb.



Hagyomanyos szerkezet-meghataroz6 modszerekkel nem sikeriil kozelebb jutni az
amyloid fibrillumok pontos szerkezetének megismeréséhez. Ennek oka, hogy a felépiild
fibrillumok és beldliik kialakulé aggregatumok vizben oldhatatlanok. Tovabb neheziti a
helyzetet az a tény, hogy az AB-peptidek nem kristalyosithatok. igy keriiltek elétérbe olyan
modszerek, mint a kiilonleges spinjel6lok alkalmazasa (Torok et al., 2002) és szilardfazist
NMR spektroszkopia (Petkova et al., 2002; Tycko, 2004), melyek segitségével sikertilt
felallitani az AB1-40 és AB1-42 peptidekbdl felépiild fibrillumok tentativ szerkezeti modelljét.

I11.2. AZ EGYES AB-FIBRILLUMOK FELTETELEZETT SZERKEZETE
Az Alzheimer-korban dontden kétféle AB-peptidbdl képzddnek AB-fibrillumok: AB1-

40 és AB1-42. Bar a két peptid csupan két aminosavban kiilonbdzik egymastol, mind
szerkezetiikben és mind tulajdonsagaikban igen eltérd fibrillumokat alakitanak ki (Bitan et al.,
2003).

A jelenleg elfogadott modell szerint AB1-40 fibrillumok esetében B-szal — kanyar — 3-
szal (mas néven B-B-iv (Efimov, 1987)) szerkezetli monomerek sorakoznak a fibrillum
hossztengelyére merdlegesen és alakitanak ki két B-lemezt. A B-B iv szerkezetet egy a D23 és
K28 aminosavak oldallancai kozt kialakuld so-hid stabilizalja (1. abra). Két, helikalisan
egymasba csavarodo B-lemez duplex alakit ki egy protofilamentumot (Petkova et al., 2002).
Tobb, a fibrillum hossztengelyében egymassal parhuzamosan futé protofilamentum alakitja ki

az ugyancsak helikalis szerkezeti fibrillumot.
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1. Abra. Az ABI-40 protofilamentum szerkezeti modellje. a. ABI1-40 peptid
protofilamentumon beliili szerkezetének modellje (zold: hidrofob oldallanc, piros:
savas oldallanc, lila: bazikus oldallanc, kék: hidrofil oldallanc). Nyilak jelolik a
peptid szerkezetét stabilizalo so-hidat. b. Af1-40 peptidek dltal kialakitott duplex
szerkezeti modellje c. A helikalis szerkezetii protofilamentum modellje.



Egy a kozelmultban AB1-42-es fibrillumokrél megjelent munka szerint a B-B-ivet
intermolekularis és nem intramolekularis kolcsonhatasok stabilizaljak. Ebben a modellben
egyetlen B-lemez duplex alakit ki egy protofilamentumot. Az AB-protofilamentumok
egymassal parhuzamosan rendezddve épitik fel a 4-8 nm vastag helikalis AB1-42 fibrillumot
(Luhrs et al., 2005).

A teljes hosszasagii AB-peptidek vizsgalataban hasznalt modell peptidek kozott az
AB25-35 egy érdekes tulajdonsagokkal rendelkezd, tizenegy aminosav hosszl fragmentum. A
vizsgalatok tanusaga szerint az AB25-35 reprezentalja a természetben eléfordulo AB-peptidek
biologiailag aktiv szakaszat. Fibrillum képzddése in vitro koriilmények kozott hasonldan
gyors kinetikaval zajlik, mint az AB1-42 esetében, tovabba neurotoxikus tulajdonsagai is
hasonloak (Pike et al., 1995). Ugyanakkor ennek a peptid varidnsnak a szerkezetérdl relative
kevés informacio all rendelkezésiinkre. A jelenlegi modellek szerint az AB25-35 nem alakit ki
B-szal — kanyar — B-szal szerkezetet, hanem a B-lemez szerkezettel rendelkezé peptidek a
fibrillumok hossztengelyére merdlegesen, parallel vagy anti-parallel sorakoznak (Ippel et al.,
2002).

Az amyloid fibrillogenezis folyamatdban els6ként globularis aggregatumok jelennek
meg (Mastrangelo et al., 2006), melyek valosziniileg fzi6 révén olvadnak Ossze fibrillaris
szerkezetekké (Rochet et al., 2000). A morfologiai felosztasban megjelenésiik idejét tekintve
a globularis aggregatumokat kovetd struktirak a protofibrillumok. Ezek erésen meghajlitott,
dudoros szerkezetli, ~200 nm hosszii és ~6-8 nm atmérdji fibrillaris prekurzorok, a
fibrillumok kozvetlen, azoktol eltéré szerkezetii eldalakjai (Walsh et al, 1997). A
protofibrillumok feltehetden szerkezeti valtozason mennek at mikdzben kialakul az érett
amyloid fibrillum.

Az érett fibrillumokra altalanosan igaz, hogy rendezett szerkezetl, egyenes lefutasu
vagy helikalis, el nem &4gazodo struktardk. Jellemzd rajuk, hogy rontgen diffrakcios
mintdzatukon egy a fibrillum hossztengelyére merdleges 4,7 A valamint a hossztengellyel
parhuzamos 10,7 A ismétlddést reprezentald reflexié figyelhetd meg. A 4,7 A tavolsag
a 10,7A  megfelel a fibrillum hossztengelyére merdlegesen elhelyezkedd B-lemezek
oldallancai kozotti tavolsaggal (Kirschner et al., 1987; Makin and Serpell, 2005).

A hidrogén hidakkal 06sszekapcsolodd B-peptidek alakitjak ki a fibrillumok
hossztengelyében futd protofilamentumokat (2.4bra), melyeket ma a fibrillumok szerkezeti

alapegységeinek tekintiink.
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2. Abra Az AB-fibrillumok szerkezetére jellemzé a hierarchikus szervezddés.

A B-amyloid fibrillum tipusatol fiiggéen lehetnek eltérések abban, hogy egy (AR1-42)
vagy két (AB1-40) B-lemez alakit ki egy protofilamentumot, tovabba egy fibrillumot valtozo
szamu, 2-6 protofilamentum épithet fel (Serpell, 2000).

I11.3. EGYEDI FIBRILLUMOK VIZSGALATA ATOMERO-MIKROSZKOPPAL

crer

sz¢lesebb korben hasznalt, igen informativ vizsgaldeljaras (Gosal et al., 2006). A mikroszkop
egy flexibilis rugoélapon elhelyezked6 nanométeres végatmérdjii tiivel pasztazza le a mintat,
topografikus, haromdimenzios, azaz magassag informaciot is tartalmazé képeket hozva létre.
Legfobb elénye mas mikroszkopos technikdkkal szemben, hogy alkalmas biologiai
mintdk nativ szerkezetének vizsgéalatdra, fiziologids vagy fiziologias koriilményeket
modellez6 kondiciok kozt. Tehat, szemben a hagyomanyos elektronmikroszkopos
technikdkkal, az AFM esetében a minta elokészitése soran nincs sziikség kontrasztfokozo
eljarasokra, illetve a mintadk fixalasara, igy a mitermékek kialakulasanak lehetosége
minimalizalhat6. Tovabba az AFM elvileg szubnanométeres, tipikus esetben 1-5 nanométeres
részletek elkiilonitésére ad lehetOséget, mely lehetové teszi, hogy az amyloid mintak a
fibrillogenezis barmely stadiumaban vizsgalhatok legyenek. Tehat vizsgalhatok a néhany
nanométeres peptidek és oligomerek, a fibrillogenezis korai stddiumdban kialakuld
protofibrillumok, tovabba a mikronos hosszisagot is elérd érett fibrillumok és a beldlik

kialakul6 aggregatumok.
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Lehet6ség van arra, hogy egymast kovetd pasztazasok sorozatat elkészitve, az ido
fiiggvényében kovessiik nyomon a mintdban végbemend morfologiai valtozasokat. Bar az
AFM iddbeli felbontdsa messze elmarad a fénymikroszkopos technikéktol, az atlagosan 2-4
perc alatt rogzitett felvételekbdl Osszeallitott képek sorozatai igy is bepillantast engednek a
fibrillum formalodas folyamataba, lehet6vé téve a morfologiai valtozasok idobeli kovetését
akar egyetlen amyloid fibrillum esetében is. Igy olyan jelenségek is megfigyelhetk, melyek
molekulasokasagokon végzett kisérletek esetében kiatlagolodnanak.

Tal a morfologiai vizsgalatokon az AFM lehetOséget nyQjt arra, hogy egyedi
fibrillumokon elvégzett erdspektroszkopias méréseken keresztiil betekintést nyerhessiink az
AB-fibrillumok bels6 szerkezeti felépitésébe. Vizsgalhatova valnak a fibrillumokat dsszetartd

kolcsonhatasok és azok dinamikéaja is.
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IIL.4. PEPTID ALAPU NANO-VEZETEK HALOZATOK

Az amyloid peptidek kedvezd fizikai-kémiai tulajdonsagai (Knowles et al., 2007)
elméletileg lehetové teszik, hogy épitdegységei lehessenek nano-1éptékli Onszervezodo
rendszereknek és szerkezeteknek.

Szamos eredmény bizonyitja az amyloid alapti nano-skalaju strukturak relevancidjat és
elvi miikodéképességét (Gazit, 2007; Reches and Gazit, 2003). Eleszté sejtekben
modositasaval sikeriilt létrehozni olyan amyloid fibrillumokat, melyek egy cisztein SH
csoportjan keresztiil képesek kolloidalis arany partikulumok megkotésére és igy tobb
mikrométer hosszu és 50nm vastag (3.abra), vezetoképes nanohuzalok kialakitasara (Scheibel
et al., 2003), bizonyitva, hogy a célzott modositasokkal 1j tulajdonsagokkal ruhazhatok fel

amyloid képzésre alkalmas fehérjék, anélkiil, hogy alapveto tulajdonsagaikat elveszitenék.

3. Abra Véletlen elrendezédésii nanohdlézat a.) Sup35 fehérje NM régidjabol
létrehozott amyloid fibrillumok felszinre adszorbealt véletlenszerii hdlozata. b.)
kolloidalis arannyal és eziistozéssel vezetoképessé tett Sup35 amyloid fibrillumok
(nyil) valamint jeloletlen fibrillumok (Scheibel et al., 2003).

A rendezett, megjosolhatd szerkezetli, valamint szabalyozhaté halozatok létrehozasa
kulcsfontossagl a célzott alkalmazhatosag szempontjabol. Az egyik legnagyobb nehézséget
¢s egyben a legnagyobb kihivast a fibrillumok felépiilésének, valamint a kialakuld halézat
paramétereinek kontrollalhatosaga jelenti. Ilyen paraméterek példaul a vezetékek kozti atlagos
tavolsag, a vezetékek atlagos hossza, és a kapcsolodasi pontok stlirisége. A problémat
fokozza, hogy egy stabil halozat kialakitasahoz a fibrillumokat egy megfeleld felszinre kell
adszorbealni, vagy a felszinhez kototten kell ndveszteni. A nanohaldzatok kontrollalhatd
kialakitasara lehet egy megoldas, ha a halozatot egy olyan szabalyos szerkezetii felszinen
hozzuk létre, mely specifikus interakcidkon keresztiil képes adott iranyba orientalni az

amyloid fibrillumokat vagy mas tipusi onszervez6dd molekuldkat. Erre példa a rendezett
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grafit (highly ordered pyrolytic graphite, HOPG) felszinen hexagonalisan novekvo AB1-42
peptidek altal 1étrehozott 1 nm magas fibrillaris struktirdk (Kowalewski and Holtzman,
1999), illetve csillamfelszinen szintén hexagonalis elrendezésben kotddo a-synuclein
fibrillumok (Hoyer et al., 2004). Tovabba, a vazolt nehézségek megoldasahoz feltehetéen
mesterséges, modositott kémiai szerkezetill, vagy szerkezeti homologiat nem mutaté amyloid
szer(l peptidek vizsgalataira (Del Mercato et al., 2007), illetve a halézatok kialakitasa
szempontjabol relevans felszinek tulajdonsagainak tanulmédnyozisan &t vezet az ut.
Elképzelhetd, hogy a nanométeres skalaju onfelépitd rendszerek esetében a fent vazolt
nehézségek a rendszer alaptulajdonsagaibol fakadnak, igy teljes mértékben nem
kikiiszobolhetéek. Feltehetden alapvetéen 1) gondolkodasmoédra van sziikség ahhoz, hogy
képesek legyiink kiaknazni az 6nfelépit6 strukturak kinalta lehetdségeket.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy bar ismeretanyagunk dinamikusan boviil a
kutatasoknak koszonhetéen, az AB-fibrillumok szerkezeti dinamikéja, a fibrillogenezis
hatterében all6 mechanizmusok, valamint a fibrillumok magasabb rendi szerkezete és

nanotechnologiai felhasznalhatésaguk mikéntje tovabbra is megismerésre var.
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IV. CELKITUZESEK

Kisérleteink soran az AB-fibrillumok szerkezeti dinamikajat, mechanikai stabilitasat

valamint a fibrillogenezis folyamatat terveztik tanulmanyozni nanobiotechnologiai

modszerekkel.

I.

Munkdénk soran elsd 1épésben szintetikus uton eldallitott kiillonbozd AB-peptidekbol (AB1-
42, AB1-40, AB25-35, AB25-35 K28Ac, AB25-35 G25Ac) kivantunk AB-fibrillumokat
eldallitani, azokrél nagy felbontdsu felvételeket késziteni atomerd-mikroszkop

segitségével, morfoldgiai vizsgalatok céljabol.

Egyedi molekula  manipulaciés technikdkkal, @AFM  segitségével, in-situ
eréspektroszkopids méréseken keresztiil tanulmanyozni kivantuk az egyes AB-fibrillum
variansok szerkezeti dinamikajat, mechanikai stabilitdsat azért, hogy megismerjiik ¢és
jellemezziik a fibrillumokat hierarchikusan felépité ¢s stabilizadldo kolcsonhatasok
természetét ¢€és a mechanikai denaturdcionak  kitett fibrillaris  alegységek

(protofilamentumok) viselkedését.

Vizsgalni kivantuk AB25-35, illetve kiilonb6z6 helyeken acetilalt peptidbdl felépiild

AB25-35 fibrillumok mechanikai stabilitasat €s csillamfelszinen mutatott kaliumfiiggo,

crer

Pésztazo proba kimografiaval az AB25-35 és AB1-42 fibrillumok polimerizaciojanak
kovetésével kivantuk vizsgalni egyedi fibrillumok ndvekedési dinamikajat csillam és

grafit felszinen.
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V. ANYAGOK ES MODSZEREK

V.1. A KISERLETEKHEZ FELHASZNALT AB-PEPTIDEK SZEKVENCIAI

Az egyes peptidek szilard fazisu szintézissel keriiltek elballitaisra a MTA-SZTE
Szupramolekularis és Nanoszerkezetli Anyagok Kutatécsoport valamint a SZTE AOK Orvosi

Vegytani Intézet segitségével (Zarandi et al., 2007). Tisztasaguk elérte a 99%-ot.

API-42
"DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA*-amid

ARI-40
'DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGV*-amid

AB25-35
BGSNKGAIIGLM’-amid

AP25-35 K28Ac (Lys28 e-aminocsoportjan acetilalt varians)
P GSNK* GAIIGLM -amid
Ac
AP25-35_G25Ac (Gly25 N-terminalis aminocsoportjan acetilalt varians)
Ac- P GSNKGAIIGLM”-amid

V.2. AMYLOID FIBRILLUMOK NOVESZTESE

A liofilizalt AB25-35, AB1-40 és AB1-42 peptidek 10mM PBS pufferben keriiltek
feloldasra (10 mM K,HPO4-KH,PO4, pH 7,4, 140 mM NaCl, 0,02% NaN3) 0,5 mg/ml
koncentracidban. A novesztés szobahdmérsékleten tortént, a fibrillum tipus tulajdonsagaitol
figgben 1-7 napig. Az igy eldallitott mintakat tipusosan erdspektroszkopias mérésekhez
hasznaltuk.

AB25-35, AB25-35 K28Ac ¢és AB25-35 G25Ac mintak esetében elsé 1épésben
DMSO-ban oldottuk fel a peptideket. A DMSO oldatot 10mM PBS pufferben higitottuk
tovabb (10 mM Na,HPO4-NaH,PO,, pH 7,4, 140 mM NacCl, 0,02% NaN3) ugy, hogy a végsé
peptid koncentracié > 0,5mg/ml, és a DMSO koncentracidja < 1,0 % (v/v) legyen.
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Polimerizéacios gocoktdl mentes (magmentes) mintak eldallitdsa érdekében az AB25-
35, AB25-35 K28Ac és AB25-35 G25Ac peptidek oldasat kdvetéen az oldatban esetlegesen
jelen 1évé magokat, amelyek a szintézis és tisztitasi procedura soran a liofilizalas elott
keletkezhettek, ultracentrifugaldssal iilepitettiik (Beckman Optima, 200.000 g, 2 6ra). A
feliiluszot, mely csupan peptideket és kisméretii oligomereket tartalmazhat, folyékony
nitrogénben gyorsan lefagyasztottuk, majd a mintdkat felhasznalasig -80C"-on taroltuk. Az
igy eléallitott mintakat tipusosan a csillamfelszinen végzett mérésekhez hasznaltuk.

AB1-42 fibrillumok pasztazo proba kimografias vizsgalatahoz a liofilizalt peptid mintat
1,1,1,6,6,6-hexafluoro-propanolban (HFIP) oldottuk fel, majd az igy kapott oldatot 10 mM
Na-citrat pufferben (pH 5,0) higitottuk tovabb ugy, hogy a végsé higitas elérésekor a HFIP
koncentracioja < 1,0 % (v/v) legyen. Az oldodas elosegitése érdekében a mintakat erdteljes
szonikalasnak vetettiik ala.

s

teszttel hataroztuk meg (Bicinchoninic acid assay, SIGMA) (Smith et al., 1985).

V.3. ALKALMAZOTT SZUBSZTRAT FELULETEK

AFM-es képalkotashoz a targylemezeket 96%-os alkoholba, majd 99%-o0s acetonba
meritve szonikaltuk 20-20 percig. Az egyes tisztitasi fazisok kozott és a tisztitas végén ultra-
tiszta (MilliQ) vizzel mostuk le, majd tiszta nitrogén gazzal szaritottuk Oket. Felhasznalasig a
targylemezeket pormentes helyen taroltuk.

Erdspektroszkopias mérésekhez 3-glycidiloxypropyl-trimethoxisylane (GOPS) (Fluka)
keresztkdtovel bevont iivegfelszint alkalmaztunk. A GOPS alkalikus kortilmények kozott
kovalens kotést képes kialakitani aminocsoportokkal. Ehhez a mar megtisztitott
iiveglemezeket 2 %-os (v/v) GOPS-t tartalmazo toluol oldat gézében inkubaltuk 16 o6ran at.
Az inkubacid végén az iiveglemezeket ultra-tiszta (MilliQ) vizzel mostuk le, majd tiszta
nitrogén gazzal szaritottuk. Az igy elkészitett liveglemezek por- és paramentes helyen hetekig
tarolhatok a felhasznalas elott.

Pasztazod proba kimografias vizsgalatdhoz frissen hasitott csillamfelszint (V2 grade,
#52-6, Ted Pella, Inc., Redding, CA, USA), illetve nagymértékben rendezett szerkezetl grafit
(higly oriented pyrolytic graphite, HOPG) felszint hasznaltunk.
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V.4. MINTAK KEZELESE

A mintdkat megfeleléen eldkészitett felszinekre vittiikk fel. A fibrillum és a felszin
tipusatol fiiggd inkubacios ido (GOPS aktivalt felszin: 30 perc, csillamfelszin 1-10 perc) utan
pufferrel torténé mosassal eltavolitottuk a nem vagy gyengén kotodott fibrillumokat. A
szaritott preparatumok esetében ultratiszta vizzel (MilliQ) torténd lemosast, majd tiszta N,
gazzal torténd szaritast alkalmaztunk.

A csillam illetve HOPG felszineken végbemend polimerizaciot vizsgald mérések
esetében a minta felcseppentése utdn azonnal megkezdtiik a képalkotast, illetve a pasztazod
proba kimografias vizsgalatokat.

A Dbioldégia mintdk sériilékenysége miatt a képalkotdsra oszcillacidos lizemmodot
alkalmaztunk. Ezzel az eljarassal minimalizalhatok a tii és a minta kozti kontaktus soran
fellépd, a pasztazas irdnyadba mutaté oldaliranyu erdk (lateral force), melyek nem csak a
képalkotast zavarjak, de minta morfologiajat is megvaltoztathatjak.

Pasztazas soran, kiilonds tekintettel a nativ szerkezetli mintakra, olyan beallitasokat

valasztottunk, melyek minimalizaltdk a minta és a rugdlapka kozti interakcidkat.

V.5. ATOMERO-MIKROSZKOPIA

A képalkotashoz egy Molecular Force Probe 3D (MFP3D) mikroszkopot hasznaltunk
(Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA). A pasztazast oszcillaciés tizemmodban
végeztiik szaritott mintakon, illetve fizioldgias koriilményeket modellezé kondiciok mellett,

nativ szerkezetli mintakon, pufferben.

V.5.1. AZ ATOMERO-MIKROSZKOP MUKODESI ELVE ES SAJATOSAGAI

Az atomerd-mikroszkopia (AFM) a pasztazo tliszondas mikroszkopidk csoportjaba
tartoz6, nem diffrakcio-limitalt képalkotd eljaras, mely lehetdvé teszi, hogy a mintakrol
nanométeres felbontdsu, topografikus, tehdt magassdg informaciot is tartalmazo,
haromdimenzios képeket alkossunk.

A pasztazas egy flexibilis rugolap végén elhelyezkedd, nanométeres végatmeérdji tiivel
torténik, mellyel a miiszer pontrdl pontra ,,végigtapogatja” a mintat. (4. abra), A rugolapka
tiije a képalkotas soran kontaktusba keriil a mintaval. A mintan beliili magassagkiilonbségek
hataséra a tii és a felszin kozotti kontaktus erdssége folyamatosan valtozik. Ez a rugolap
meghajlasanak (kontakt lizemmodban) vagy az oszcillacié amplitiddjanak (oszcillacios
iizemmodban) valtozasat eredményezi.

A rugoélapka meghajlasanak illetve oszcillaciojanak valtozasait a miiszer egy a rugdlap

hatara fokuszalt 1ézernyalab segitségével koveti és detektalja. A 1ézer egy pozicidérzékeld
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fotodiodaba vetiil. A 1ézernyalab helyzetének valtozasa a pozicidérzékeld fotodidodan aranyos

a rugolapka viselkedésében fellépd valtozasokkal.

poziciéérzékeld fotodidda

/ﬁ-' tiikor

4. Abra. Az atomerd-mikroszkop sémds abrdja.

Az AFM képalkotas tipusosan visszacsatolasban (feedback) torténik. Ehhez a rugolap
elmozdulasanak egy paraméterét (meghajlas vagy oszcillacios amplitudo) konstans értéken
tartjuk gy, hogy a rugélapkat a mintdhoz képest fiiggdegesen mozgatjuk. Tehat, ha az
emlitett paraméterekben valtozas kovetkezik be és eltérnek a felhasznald altal megadott
célértéktodl (set point), a miiszer a pasztazas sikjara merdleges iranyu elmozdulést biztositd
piezoelektromos kristaly segitségével kompenzalja a valtozas hatterében all6 magassag
kiilonbséget. Azaz kozeliti, vagy tavolitja a rugodlapot egészen addig, amig a visszacsatolt
paraméter Ujra el nem éri a célértéket. Ekozben a miiszer regisztralja a vertikalis elmozdulas
nagysagat €s ezaltal koveti a minta feliileti topografidjat. Az igy Osszegylijtott magassag
értekeket hozzarendeljiik a pixelekre osztott pasztazasi teriilet XY koordinataihoz. és 1étrejon
magassagkontraszt kép (5.a. abra).

Oszcillacios izemmodban a magassagkontraszt mellett egyeb
kontrasztmechanizmusok is fellépnek. Ezek az amplitado- ¢és faziskontraszt. Az
amplitidokontraszt alapja a rugélap valds oszcillaciés amplitiddja és a célamplitidd kozotti
eltérés, figyelembe véve, hogy a feedback rendszer véges sebességgel mukodik. Mivel a
kontraszt a visszacsatolasi hibabol ered, az amplitiddkontrasztot hibajelnek is nevezik. Minél
nagyobb a pasztazasi sebesség, annal nagyobb a visszacsatoladsi hiba és igy a kontraszt. Az
eredmény egy topografikus arnyékoltsagra emlékezteté kép (S5.b. abra). A faziskontraszt

crcr

a ti és a felszinre adszorbealt képletek kozotti interakciok eltérd erdssége okozza. A
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faziskontraszt kép a minta viszkoelasztikus tulajdonsagairol, a tii és a minta kozotti adhézios

erokrol ad informaciot.

5. Abra. Trigondlis orientdciot mutaté AB25-35 fibrillumok csillamfelszinen. a.
Magassagkontraszt felvétel. b. Amplitudokontraszt felvétel. c. Faziskontraszt
felvétel.

Az AFM sajatossagaibol fakadd és nem kikiiszobolhetd képalkotasi hiba az
ugynevezett ti- vagy lateralis konvolicio jelensége, amely a vizsgalt képletek oldaliranyu
kiszélesedését eredményezi. Ez annak a kdvetkezménye, hogy a tii hegye nem pontszerd,
hanem t6bb nanométer széles. Ezt a kiterjedést a ti végatmérdjével, vagy sugaraval szokas
jellemezni. A végatméro, a tii geometridjatol illetve a pasztazott minta magassagatol fiiggden
a leképezés soran valamilyen mértékben minden esetben hozzaadodik a vizsgalt képlet valos
szélességéhez. Ez a kiszélesedés abban az esetben feltiind, ha a minta mérete (szélessége,
atmérdje) kisebb vagy Osszehasonlithaté nagysagh a tii atmérdjével. Ezt a jelenséget a képek
kvantitativ analizisénél, mint szisztémas hibat figyelembe kell venni.

A tl végatmérdjének mérete a magassadg informacidban torzitast nem hoz létre. Az
AFM Z-iranyu felbontasa szubangstromos. Az XY -iranyu felbontoképességet a képalkotashoz

hasznalt tii végatmérdje determinalja, tipikus esetben 0,5-5 nm tartomanyba esik.
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V.5.2. A KEPALKOTASHOZ HASZNALT RUGOLAPKAK

Olympus AC160TS-C2 microcantilever
A szaritott mintak pasztazasahoz AC160TS-C2 tipusu rugo6lapkat hasznaltunk.

Rugolap anyaga: szilicium
Rugdallando: 42 N/m

Rezonancia frekvencia: 300kHz

Tt alakja: tetrahedralis

T sugara <10 nm

Borités: Al a reflektiv oldalon

Alkalmazasi lehetdségek: pasztazas oszcillacios lizemmodban, szaritott mintakon.

Olympus BioLever (BL-RC150VB)
Csillam ¢és funkcionalizalt iivegfelszinen, pufferben végzett képalkotashoz ¢és

erdspektroszkopiai mérésekhez Olympus BioLever A rugdlapot hasznaltunk.

Rugolap anyaga: szilicium nitrid B lever
Rugodallando: 0,03 N/m

Rezonancia frekvencia: 9,2 kHz (pufferben). Alever

Tt alakja: V alaku g

Tt sugara <40 nm

Boritas: Au/Cr a tlin és a refletiv oldalon

Alkalmazasi lehet6ségek: pasztdzas oszcillacios iizemmodban, folyadékban, kiilonds
tekintettel ~ polimerek  és  biomolekuldk  vizsgélatéra.

Erdspektroszkopia.

20



Olympus TR400PSA
HOPG felszinen novekvé AB1-42 fibrillumok vizsgalatdhoz Olympus TR400PSA

rugolapot hasznaltunk.

Rugolap anyaga: szilicium nitrid
Rugodallando: 0,08 N/m

Rezonancia frekvencia: 52,8-58 kHz (pufferben).
Tt alakja: piramidalis

Tt sugara <20 nm

Boritas: Au/Cr a refletiv oldalon

Alkalmazasi lehetdségek: pasztazas és erdspektroszkopia kontakt tizemmodban, pasztazas
oszcillaciés ilizemmodban, folyadékban, kiilonds tekintettel

polimerek ¢és biomolekulak vizsgalatara.

V.5.3. ATOMERO-MIKROSZKOPOS KEPEK ANALIZISE

A felvételeken szerepld amyloid struktarak egyes morfologiai paramétereinek
(magassag, szogeloszlas, feliileti fedettség) kvantifikalasdra az MFP3D atomerd-mikroszkop
sajat szoftverét (Igor Pro5S WaveMetrics Portland OR, USA), valamint az NIH Image, Image J
(1.32j verzio, NIH, USA) szoftvereket hasznaltuk.

V.6. EROSPEKTROSZKOPIA

Erdspektroszkopiaval molekuldkon belilli vagy molekuldk kozotti kémiai kotések
mechanikai hatasra bekdvetkezd felszakadasat és atrendez6dését lehet nyomon kovetni a
spektrumban megjelend erdéatmenetek formajaban, melyekbdl a molekulan illetve jelen
esetben AB-fibrillumokon belill lezajlé szerkezeti valtozasokra lehet kovetkeztetni. Az
altalunk alkalmazott kisérleti elrendezésben kiilonb6zé AB-fibrillumokon beliili masodlagos
kémiai kotésrendszereket perturbaltuk mechanikailag.
készitettiink a mintardl, majd a rugdlapot egy szamunkra érdekes fibrillum f61¢ pozicionaltuk.
A rugoblapka tiijét a felszinen talalhato képletbe nyomva a tii feliilete és a fibrillum k6zott nem
specifikus, méasodlagos kémiai kotéseken keresztiil, kapcsolat alakul ki.. Ha a rugolapkat a

felszintdl allandé sebességgel tavolitjuk (tipikus huzasi sebesség 500 nm/s) lehetové valik,
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hogy a fibrillum szerkezetét megbontsuk. A huzas alatt detektalt eréatmenetek alakja és
nagysaga tilkrézi a mechanikai hatasra bekovetkezd szerkezeti valtozasokat (kisérleteink
esetben protofilamentumok deszorpciodjat a fibrillum felszinérél), mig a visszaengedés alatt
detektalt eréatmenetek tiikkrozik a relaxal6do rendszer sajatossagait.

Egy erdspektroszkopias kisérlet soran atlagosan ezer erdgorbét vettiink fol a minta

tobb pontjan, majd a vizsgalt teriiletet ujra lepasztaztuk, hogy ellendrizziik a mechanikai

srcr

T

termikus modszer alapja az ekvipartici6 tétele. Eszerint a termodinamikai rendszer egy
szabadsagi fokara (jelen esetben a rugolap vertikalis, elhajlasi iranyara) es6 termikus energia
(1/2kgT) egyenlé a mechanikai energidval (az ugyanebbe az iranyba esé rugolapka

elhajlashoz sziikséges munkaval):

lK<ch>=lkb,T (D

ahol x a rugdallando, y a transzducer (rug6lap) elhajlasi amplitadodja, kg a Boltzman allando, T
az abszolut homérséklet. Az alabbi, 2. egyenlet alapjan a rugdallandod (x) ismeretében a

rugolap kitérésébol (Ax) meghatarozhato a rugolapra hato er6 (F):

F =xAx 2)
Mivel erdspektroszkopidban a rugdlap elhajlasat a red kotodott molekulan keresztiil

kozvetitett mechanikai er6 okozza, a moddszerrel meghatarozhatjuk a vizsgalt molekularis

rendszerben mechanikai perturbacié hatasara ébredd eré nagysagat.
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V.7. AMYLOID POLIMERIZACIO PASZTAZO PROBA KIMOGRAFIAS
ANALIZISE

A modszerben felhasznaltuk az AB25-35 fibrillumok csillamfelszini, valamint az A31-
felszin altal meghatarozott, kitlintetett iranyba, linedrisan novekednek.

A pasztazd proba kimografidban az AFM tlivel az orientalt fibrillum tengelyében

repetitiv modon, egy vonalban pasztazzunk (6.4abra).

AFM

rugolapka Orientalt

csillam

6. Abra. A padsztazo préba kimogrdfia sémdja.

A miiszer a pasztazasi vonalakat egymas utan jeleniti meg, igy a vizsgalt fibrillum

novekedése az ido fliggvényében, tigynevezett kimogramban keriil dbrazolasra. A fibrillum
hosszaban bekovetkezo valtozasat a topografiai magassagban, illetve az AB1-42 fibrillumok
esetében a fazis képben észlelhetd hirtelen, 1épcsészerii ugrasok mutatjak (7.a abra).
a képméret és a pixel szdm hanyadosa, tipusosan 1 nm/pixel). A moddszer érzéketlen a
tlikonvoluciora, mivel nem a fibrillumok abszoltt hosszat mérjiik, hanem a fibrillum hosszban
bekovetkezd valtozast. Az egymadst kovetd vonal-pasztazasi frekvencia hatdrozza meg az
idofelbontast. A pasztazasi frekvencia az AB25-35 fibrillumok esetében tipusosan 3 Hz, mig
az A31-42 fibrillumok esetében 1 Hz volt.

A laboratoriumunkban kifejlesztett képanalizis algoritmusok segitségével a képi
informaciot két 1épésben adatsorra konvertaljuk (7. abra). Az adatsorbdl a polimerizacios
dinamika paramétereit - 1épés nagysag, polimerizacios sziinetek, azaz pauzak idejét — tudjuk

mérni és kiszamitani (7.c abra).
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7. Abra. Pdsztizé proba kimogram analizisének menete. a. Pdsztazdsi kép (a
haromszogek jelolik a novekedési lépéseket). b. Bindris képpé transzformalt
pasztazasi kép. c¢. A binaris képbdol nyert szamadatok (fibrillum hossz és ido)
abrdzolasa.
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VI. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

VI.1 AB-FIBRILLUMOK MORFOLOGIAJA ES BELSO SZERKEZETI
DINAMIKAJA
VI.1.1. AB-AMYLOID FIBRILLUMOK EROSPEKTROSZKOPIAJA

Az AB1-40 fibrillumokon elvégzett erOspektroszkopids mérések soran sikeriilt elsd
izben megorokiteni a B-amyloidokra jellemzd, karakterisztikus erdvalaszokat. Kisérleteinkben
kovalens keresztkdtovel (GOPS) a felszinhez rogzitett amyloid fibrillumokat manipulaltunk
mechanikailag AFM segitségével.

A kapott er6gorbék alapjan két alapvetd, elemi mechanikai véalaszt figyeltiink meg: 1.)
nem-linearis rugalmas valaszt (8.a abra) ¢s 2.) er platot. (8.b abra)

Gyakran megfigyelhetd az elemi mechanikai jelenségek hierarchikus egymadsra
épiilése, példaul tobbszords erd platok formajaban (8.c abra), illetve a nemlinearis rugalmas

viselkedés kombinalodasa er6 platokkal (8.d abra).
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8. Abra. Ap-fibrillumok molekuliris erdspektroszképiaja. a. Nem-linedris
rugalmas erdévalasz. b. Eré plato. c. Hierarchikusan egymdsra épiild, lépcsot
kialakito erd platok. d. Nem-linedris erévalasz kombindlodasa eré platoval. Betét
abrak: a kisérleti elrendezést szemléltetik.

Hasonlo erd platot figyeltek meg egyedi homopolimer lancok AFM segitségével,
felszinirdl torténd deszorpcidja soran (Haupt et al., 1999; Haupt et al., 2002). Haupt és

munkatarsai altal alkalmazott kisérleti elrendezésben, az egyik végén megfogott
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polimerlancot folyamatosan, konstans huzasi sebességgel fejtették le a felszinrél. A lanc
huzésa kdzben, egy adott id6pillanatban egyetlen kotés terhel6dik mechanikailag. Egy kotés
felszakadasakor annyival nd a szabad polimer szakasz hossza, amekkora a tavolsag két
szomszédos, a lancot a felszinhez rogzitd kotés kozott. Mivel a kotések azonos kémiai
természetliek, tehat azonos energiajuak, felszakitdsukhoz ugyanakkora erére van sziikség.
Mivel a kotohelyek kozotti tavolsdg nanométeres vagy az alatti nagysagu, a miiszer
felbontoképessége miatt, két felszakitott kotés kozti iddintervallumban erdcsdkkenés nem
figyelhetd meg.

Elképzelésiink szerint hasonld a mechanizmus all az amyloid fibrillumok esetében
megfigyelt erévalaszok mogott, azzal a kitétellel, hogy kisérletiinkben a fibrillumokat
kovalens keresztkoté (GOPS) kozbeiktatasaval rogzitettik a felszinhez, melynek
felszakitasahoz hozzavetdlegesen 1.4 + 0.3 nN erd sziikséges (Grandbois et al., 1999). Ez az
erd korilbeliil hiisz-6tvenszer nagyobb, mint az altalunk mért platd erdk, tehat ki lehet zarni
annak a lehet6ségét, hogy a fibrillumok felszinrdl torténd deszorpcidja okozza a jellegzetes
erdvalaszt.

A mechanikailag perturbalt amyloid fibrillumok esetében megfigyelt erd plato
legplauzibilisebb magyarazata az, hogy a filamentumot felépité alegységet, azaz egy
protofilamentumot vagy - abban az esetben ha, egy protofilamentumot tobb B-lemez egység
¢épit fel — egy B-lemez egységet fejtiink le a fibrillum felszinér6l. A hierarchikus erd platd
azzal magyarazhatd, hogy tobb protofilamentumot illetve B-lemez egységet fogunk és huzunk

le egy idOben a fibrillum felszinérol.
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VI.1.2. AB-AMYOLID FIBRILLUMOK MECHANIKAI UJJLENYOMATA

Megfigyeléseink szerint az erd platok magassaga (“platdé erd”) diszkrét eloszlast
mutat, melyben a csucsok egy egységnyi platd eronél €s ennek egész szamu tobbszoroseinél
jelentkeznek (9.abra). Az egységnyi platdé er6 megfeleltetheté az egyetlen protofilamentum
lecipzarozasahoz sziikséges erével. Eredményeink szerint az egységnyi platod erd kiilonbozik
AB1-40 és AB25-35 fibrillumok esetében, ami a fibrillumokat Gsszetarté erék kiilonbozo
természetére utal. Az egységnyi platd erd nagysaga karakterisztikus egy adott tipusu
fibrillumra, igy a mérési eredményeink az egyes AB-fibrillumok mechanikai ujjlenyomataként
is értelmezhetdk. Méréseink alapjan megallapitottuk, hogy az egységnyi platd erd az AB1-40
esetében 33 pN, az AB25-35 esetében 41 pN.

A jelenleg rendelkezésiinkre allo szerkezeti informacidok és modellek szerint a
fibrillum hossztengelyére merdlegesen elhelyezkedd aminosav oldallancok kapcsoljak dssze a
protofilamentumokat. Feltételezhetd, hogy a szétcipzarozasi erdk eltérd nagysaganak
hatterében az allhat, hogy a kiilonb6z6 tipust amyloid fibrillumokon beliill a
protofilamentumok Osszetartdsdban mas-mas aminosavak oldallancainak van szerepe. Ebbol
fakaddan az egyes kapcsolodo oldallancok kozti kdlesonhatasok természete €s erdssége az

egyes amyloid fibrillumokon beliil eltéro.

g
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9.Abra. 4 platé erd eloszldsa ABI-40 (fent) és AB25-35 fibrillumok (lent) esetén. A
szamok a plato datmenetben résztvevo polimerlancok (protofilamentumok) szamat jelolik.

Egyik lehetséges magyarazat lehet a kiilonbségre az AB1-40 és AB25-35 fibrillumok

esetében, a Lys™ reziduum eltérd helyzete és ebbdl fakadé eltérd szerepe a fibrillumok
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stabilizalasaban. Az AfB1-40 esetében a Lys28 sohidat alakit ki az Asp23 reziduummal és igy
az Al monomer, hajtiikanyar szerkezet stabilizalasaban vesz részt, mig az AB25-35 esetében
elképzelhetd (Terzi et al., 1994), hogy intrafibrillaris stabilizald kdlcsonhatast alakit ki egy
szomszédos protofilamentumban elhelyezkedd monomer Met” residuumaval és igy a

fibrillum stabilizalasaban jatszik szerepet.
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VI.1.3. REVERZIBILIS JELENSEGEK A FIBRILLUMOK BELSO
DINAMIKAJABAN

Fontos megfigyelésiink, hogy a szétcipzarozodas reverzibilis (10.abra). Azaz, a
lefejtett lancok képesek nagy sebességgel visszakapcsolodni, visszafekiidni a fibrillum
feliiletére (Osszecipzarozodas). Ez abban az esetben valik detektalhatova, ha az
erdspektroszkopia soran lefejtett fibrillum alegység a huzas soran nem szakad le a rugélapka
tiijér6l (vagy a fibrillum felszinérél). igy a visszaengedés folyaman monitorozhatok a

rendszer relaxacioja alatt bekovetkezo erdatmenetek.
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10. Abra. ABI1-40 fibrillumok reverzibilis és repetitiv erévdlaszai. a. Reverzibilis erd
plato, mely esetében a plato egy nem-linéaris elasztikus erévalasszal csatoltan lathato.
b. Plato erdk a huzdsi sebesség fiiggvényében. A plato erdket ugyanazon a fibrillumon
mértiik egymdsutan, valtozo huzdsi sebesség mellett ¢. Reverzibilis erdatmenetek ABI-
40 fibrillumok esetében. Az abra egymast kovetd huzdsi ciklusokat mutat. A betétdbrdn
jol lathato a rendszer két dllapota kozotti gyors fluktudcio.

A reverzibilitdsnak tobb megnyilvanulasat is tapasztaltuk: 1) Az erd platdé mind
nyujtaskor, mind visszaengedéskor ugyanazt az elrendez6dést mutatta, azaz a molekularis
rendszer ugyanazt az utat jarta be mindkét iranyt folyamat soran. 2) Az er6 platé magassaga
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széles huzési sebességtartomanyban azonos volt, ami arra utal, hogy a reasszociacid 1épései
rovidebb idoskalan zajlanak, mint a hazasi kisérlettel kapcsolatos mechanikai 1épések. 3)
Repetitiv mechanikai ciklusokban, rugalmas viselkedéssel csatolt erd platd esetén ugyancsak
tapasztaltunk reverzibilitast, és ilyenkor a rendszer két allapota: kozotti, oda-vissza fluktuaciot
is tapasztaltunk, mely jelzi, hogy dinamikus egyensulyrdl van szo.

Feltételezhetd, hogy a mechanikai manipulacié soran, a felszinen fekvé fibrillum
szerkezeti integritasat megbontva (egy vagy tobb protofilamentum deszorpcidjaval) szabadda
valnak azok a rendezetten elhelyezkedd aminosav oldallancok, melyek az intrafibrillaris
kotések kialakitasaért felelosek. A lefejtett protofilamentum visszacipzarozodasa soran ezek
az aminosav oldallancok templatként szolgalhatnak a visszakapcsolodd protofilamentum
oldalcsoportjainak a kotéhelyek megtalalasaban, egyuttal determindlva a visszacipzarozodas

helyét és a folyamat iranyat.
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VI.1.4. IN SITU EROSPEKTROSZKOPIA

Az AB1-40 fibrillumokon végzett kisérleteinkben AFM segitségével kovettik a
A fibrillumok lassu kinetikaval alakulnak ki (11.4bra). A peptidek beoldasat koveté masodik
oraban (0. nap), még csupan globularis alakt aggregatumok figyelhetok meg, melyek atlagos
magassadga 1 nm, igy feltételezhetd, hogy ezek a strukturdk a fibrillumképzddés kezdeti
fazisaban 1évo peptid oligomerek. A masodik naptél megjelennek a jellegzetes, el nem
agaz6do, valtozd hosszasdgu AB-fibrillumok, melyek magassaga 6-8 nm. A tovabbi érés
soran, a hetedik nap utan, egyrészt hossz- és magassagnovekedés figyelhetdé meg. A
kialakulnak a kevésbé rendezett szerkezetii AB aggregatumok, mikdzben eltiinnek, az érés
korabbi stadiumdban 1év0 entitdsok. Az eldbbi jelenségre utal az a tény, hogy az érett
fibrillumok nem egyenletesen, hanem — mint az alabbi abran megfigyelhetd - szigetszerd
gbocokba csoportosulva kotddtek a csillamfelszinhez, mikozben {ilepedésiik illetve kotodésiik
diffuziévezérelt. Tehat a képen, feltehetéen egy fibrillumokbdl allo, még csupan lazan
Osszekapcsolodott, aggregatum kezdemény lathatd, mely a hétnapos inkubacid soran, az
oldatban alakult ki.

A lasst kinetikaval nové AB1-40 mintakat az érés kiilonbozo fazisaiban vizsgalva
megallapitottuk, hogy a karakterisztikus, plato tipust erdvalaszok csak az érett fibrillumokra

jellemzok (11.abra).
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11. Abra. Felsé panel: ABI1-40 fibrillumok AFM morfolgidjanak valtozdsa az id6
fiiggvényében. A felvételek oszcillacios tizemmodban, levegoben, csillamfelszinre
adszorbedlt szaritott mintarol késziiltek. Alsé panel: morfologiai megfigyelésekhez
hasznalt mintakkal egyidds preparatumok jellegzetes erdspektrumai. A méréseket
GOPS aktivalt iivegfelszinen, kovalensen rogzitett fibrillumokon végeztiik pufferben.
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Megfigyeléseink arra utalnak, hogy az amyloid fibrillumok érésiik soran belso
szerkezeti alalakulasokon mennek keresztiil. Szamos, masok altal elvégzett vizsgalat is arra
utal, hogy a protofilamentumok a fibrillumok alegységei (Petkova et al., 2002; Tycko, 2004),
mig a globularis el6alakok és protofibrillumok nem rendelkeznek ilyen jol definialhato
szerkezeti alegységekkel. Ezek a megfigyelések Osszhangban vannak és erdsitik azt a
feltételezéslinket, hogy a mechanikai manipulacié soran protofilamentum alegységek

deszorpcidja torténik a fibrillum felszinérol.

Tovabbi in situ eréspektroszkopids méréseknél a mar korabban tapasztalt erd platod tipusu
erévalaszokon kiviil, két fontos tovabbi megfigyelést tettiink: 1.) szdmos esetben, ugyanazon
a ponton elvégzett, egymast kovetd huzasi ciklusok sordn teljesen megegyezd erdvalaszokat,
tehat egyezé platd magassagot és hosszt kaptunk, (12. abra) 2.) az eréspektroszkopiat
megeldzo és az azt kdvetd pasztazasbol kideriilt, hogy a rugolapka tiijével végzett mechanikai
manipulacio, atomeré-mikroszképpal feloldhaté morfoldgiai valtozast a fibrillumokban nem

okoz.
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12. Abra. Abramagyarazat a 34. oldalon.
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Ezek a megfigyeléseck magyarazhatok a korabban bemutatott reverzibilis
erdspektrumokbol levont kovetkeztetésekkel, miszerint a lefejtett protofilamentumok a
rendszer relaxacidja soran, tehat az erdspektroszkopia masodik szakaszdban,
visszacipzarozddnak a fibrillum felszinére. Ezt a feltételezést erdsit az a tény, hogy az AB1-
40 protofilamentumai 2-4 nm atmérdju strukturak, tehat méretiiket tekintve nem esnek az
AFM feloldoképessége ala.

Megfigyeléseink egytttal utalnak arra, hogy az eré platok végén megfigyelt hirtelen
lecsokkend erd esetén, a protofilamentum nem a fibrillum felszinérdl, hanem a rugélap tijérol

szakad le.

12. Abra a 33. oldalon. AB1-40 fibrillumok in situ eréspektroszkdpidja. A() és (i) GOPS
aktivalt iivegfelszinre abszorbealt fibrillumok a mechanikai manipulacio eldtt. Az egyes nyilak
jelolik a mintavételezés helyét. (i) Magassagkontraszt, (if) amplitudokontraszt felvétel. a(iii)
és (iv): a vizsgalt teriilet képe a mechanikai manipulacio utan. (iii) Magassagkontraszt, (iv)
amplitudokontraszt felvétel. B. Az atomerdé-mikroszkopos képeken bejeldlt mintavételezési
helyekhez tartozo, jellegzetes erdspektrumok. C. Amplitudokontraszt felvétel manipulacionak
kitett fibrillumrol, a manipulacio elétt és utan. A felvételen lathato, hogy az
erdspektroszkopias mérések atomerd-mikroszkoppal felbonthato morfologiai valtozdasokat a
fibrillumban nem okoztak.
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VI.2. AB1-42 FIBRILLUM ATOMERO-MIKROSZKOPOS VIZSGALATA

VIL.2.1 AB1-42 FIBRILLUMOK MORFOLOGIAJA

AB1-42 fibrillumok morfoldgiai vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az altalunk
vizsgalt preparatumokban az fibrillumok hossza eléri a tébb mikrométert, tovabba balmenetes
helikalis szerkezetet mutattak (13.a,b,c abra). A hélix periodicitasa a fiziologias
koriilményeket utanzé kondiciok mellett vizsgalt, nativ szerkezetli mintak esetében ~110nm
volt, mig a szaritva fixalt mintaknal ugyanez az érték ~25 nm-nek adodott (13.e,g abra). Az
atlagos fibrillum magassdg — mely abban az esetben, ha feltételezziik, hogy az adott struktira
a hossztengelyére szimmetrikus, atomer6-mikroszkopos felvételek esetén, kis hibaval

megfeleltethetd a fibrillum vastagsagaval, - 4,77+1,82 nm volt.

108.87+14.26 nm (n=45)
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13. Abra. ABI1-42 fibrillumok szerkezeti elemzése. (a) Pdsztazé atomerd-mikroszképos,
oszcillacios  iizemmodban  felvett magassagkontraszt  felvétel,  csillamfelszinre
abszorbedlt AB1-42 fibrillumokrol, pufferben. (b) Amplitudokontraszt kép, az utobbi (a)
felvétel kinagyitott része, melyen jobban kitiinik a fibrillumok balmenetes helikalis
szerkezete. Nyilhegyek jelzik a helicitas helyét és iranyat. (c) Helikdlis szerkezetii
fibrillum 3D rekonstrukcidja. Nyilhegyek jelolik a periodikus magassdagi maximumokat.
(d) A periodikus magassagi maximumok hisztogramja (Az abra folytatisa a 35. oldalon
talalhato.)
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13. Abra folytatisa. (e) GOPS kezelt felszinhez keresztkotott fibrillumok
magassagkontraszt  képe, pufferben. (f) Az (e) képen bemutatott fibrillum
keresztmetszete a piros vonal sikjaban. Nyilak jelzik a periodikus magassagi
maximumokat. (g) Csillamfelszinhez kétott és szaritassal fixalt Af1-42 fibrillum. (h) A

(g) képen jelolt fibrillum keresztmetszete. Nyilak jelzik a periodikus magassdgi
maximumokat.

A fibrillumok magassagit elemezve multimodalis eloszlast kaptunk, lokalis
maximumok mutatkoztak ~4, ~6, ~9 és ~12 nm-es fibrillum magassagnal (14. abra). Ebbdl a
megfigyelésbdl levonhatd az a kovetkeztetés, hogy a fibrillumokat valtozé szamu, 2
szubfibrillaris alegység: protofilamentum épiti fel (Serpell, 2000), igy feltételezhetd, hogy az

altalunk vizsgalt képletek a fibrillumérés kiilonb6z6 szakaszaiban lettek megorokitve.
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14. Abra. A hisztogram a topografikus magassag eloszldst mutatjia az ABI1-42
fibrillumok tengelyében. Az dtlagos magassag 22 fibrillum analizalasa utan
4,77+1,82 nm. Nyilak jelzik a lokadlis maximumokat.

A korabbi mikroszkopos felvételek alapjan késziilt morfologiai jellemzések (Harper et
al., 1997) (Walsh et al, 1997) a ~4,0 nm atméréji fibrillaris struktarakat a
protofibrillumokkal — az amiloidogenezisben, az érett fibrillumokat megel6z6 eldalakokként
azonositottak. Ugyanakkor ezek hossza nem haladta meg a 200 nm-t, morfolégiailag pedig
»gyongyfiizérre” hasonlitottak és nem mutattak a helikalis sajatsagokat.

Szilard fazisu NMR vizsgalatok alapjan felallitott — és jelenleg legplauzibilisebbnek
tartott - szerkezeti modellben (Luhrs et al., 2005) négy egymas mellett parhuzamosan futo,
mintegy 2,4 nm vastagsagu protofibrillum épit fel egy helikalis szerkezetii fibrillumot, ahol a
helix periodicitdsa hozzavetdlegesen 120nm. Az altalunk kapott eredmények: fibrillum
magassag multimodalis eloszlasaban tapasztalt magassag kiilonbségek (~2-3 nm), valamint az
egy¢eb fent leirt morfoldgiai jellemzék 6sszhangban vannak Liihrs és munkatarsai altal kapott
eredményekkel. Ugyanakkor eredményeink szerint 1éteznek olyan fibrillum populaciok, ahol
a protofilamentumok szdma eléri a hatot.

Ezeket az adatokat figyelembe véve feltételezhetjiik, hogy az altalunk vizsgalt
strukturak érett AB1-42 fibrillumok voltak és nem protofibrillumok, jollehet a korabban

definialt morfologiai kritériumoknak mintadink nem mindenben feleltek meg.

Nem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy az elmult években végzett nagyfelbontasu
atomerd-mikroszkopos vizsgalatokbdl kideriilt, hogy a protofibrillumok, illetve érett
fibrillumok szerkezetét és Osszeépiilését nagymértékben befolyasoljak a fibrillumok

novesztési korlilményei, elsésorban az alkalmazott pufferek Osszetétele (pH érték), az
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inkubacids 1d6, homérséklet valamint, a felszin hidrofil avagy hidrofob sajatsagai, tovabba a
felszin rendezett, monoton kristalyszerkezete, példaul.: nagymértékben rendezett szerkezetii
grafit, (HOPG) esetében (Kowalewski and Holtzman, 1999) (Arimon et al., 2005) (Wang et
al., 2003). Mindez két fontos, a kisérleti eredmények értékelés soran figyelmen kiviil nem
hagyhato szempontra mutat ra: egyfeldl erdsiti azt az elképzelést, hogy az AB1-42 fibrillumok
érése egy komplex folyamat, melyben a fibrillogenezis tobb parhuzamos ttvonalon halad
(Mastrangelo et al., 2006), morfologiailag és ebbdl kovetkezden szerkezetileg eltérd
fibrillumokat illetve fibrillum asszociatumokat, aggregatumokat eredményezve. Masfeldl
felhivja a figyelmet arra, hogy a szintetikus peptidekbdl kiindulé kisérletek soran létrehozott
fibrillumok szerkezete ¢és viselkedése az in vitro alkalmazott koriilmények altal

befolyasolhato.
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VI1.2.2 AB1-42 FIBRILLUMOK EROSPEKTROSZKOPIAS VIZSGALATA

Az AB1-42 fibrillumokon elvégzett erOspektroszkopids mérések alapjan betekintést
nyertiink a fibrillumok bels6 dinamikajaba és szervezddésébe. Megallapitottuk, hogy
hasonloan a kordbban vizsgalt AB-fibrillumokhoz, erdvalaszok szempontjabol a mechanikai
manipulacionak kitett AB1-42 is hasonléan viselkedik, mint az AB1-40 és AB25-35
fibrillumok.

Erdspektroszkopias méréseink soran két jellegzetes erOvalaszt és azok egymasra €piilo
kombinacioit tudtuk elkiiloniteni: 1.) eré platdkat 2.) nem-linearis, rugalmas erdvalaszt, mely
abra). Valamint az AB1-42 esetében is megfigyeltiink reverzibilis folyamatokat és ismétl6do,

egymassal 1ényegében azonos erfgorbéket, egymast kovetd hiizasi ciklusok soran.

a b c
200 100
150 300 \\
m [ m
2 100 S 2009, S 504
—~ 5 ) =
° 100
Z 50 AF z i z
0/ 0-
° |
-1004;
| I I | 1 " T T T T T T T
0 20 40 60 80 0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60 70
Tavolsag (nm) Tavolsag (nm) Tavolsag (nm)
d 2504 € 240 f
2004 2004
150
m 150 m 160
O S 1204 m1eo
T 100+ — O
z T 804 3 50
= i < 4
59 404 =~ 0
04 4
0 50
-50 — T T T T T T 1 -40 -1 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Tavolsag (nm) " Tavolsag (nm) Tavolsag (nm)
g 3004 h
: 200
200 f A
m m~ \ m W} Whin " R
S 100 / N M\wm\ S: 100 ,pf !\\‘w 085 i g
z e 2 f 'S
1 ‘-H i Y )wawwm
1004 il
) -100 Hvi T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 20 40 60 80
Tavolsag (nm) Tavolsag (nm)

15. Abra. ABI1-42 fibrillumok jellegzetes eréspektrumai. a. Reprezentativ erd plato. AF jeloli
az eré plato magassagat. b. Tobbszorés erd platok, melyek lépcsdszerii elrendezésben. A
hirtelen erdesések a lecipzdarozott protofilamentum, a rugdlapka tijérdl torténd, egymastol
fiiggetlen leszakaddsanak kovetkezményei. c. Reverzibilis, nem-linedris erévalasz. d. Nem-
linearis erdvalasszal kombinalodo erd platok. e. Hosszabb erd platora épiilé rovidebb erd
plato, melyet nem-linedris erénéovekedés eloz meg. A platokat vizszintes vonalak jelolik. f.
Repetitiv erd platok, melyek egymast kovets huzasi ciklusokban keriiltek rogzitésre. Az egyes
huzasi ciklusokat kiilonbozé szinii gorbék jelolik. g. Egymast kovetd huzasi ciklusokban
rogzitett, repetitiv eré platok, melyekre egy révidebb erd plato épiil. h. Reverziblis eré plato.
LR jeloli az erdvalasz reverzibilis részét. ,,S” jeloli azt a hirtelen erdesést, mely a
protofilamentum tirél torténd leszakadasaval all kapcsolatban a relaxdcio soran.
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Az erdspektrumokban megjelend erd platok egy része ferde volt (16.abra). Ez
jelenség abban az esetben kdvetkezhet be, ha - jelen esetben - protofilamentum fibrillum

felszinéro torténd lefejtéséhez novekvo erdre van sziikség a huzas soran.

200 pN

50 nm

16. Abra. AB1-42 fibrillum mechanikai manipuldciéja sordn megfigyelt ferde erd platok.

Ez a jelenség feltehet6en a fibrillumok helikalis szerkezetével all kapcsolatban. Huzas
soran, a valosziniileg egymassal parhuzamosan futdé protofilamentumok hélix kanyarulatat
kovetve megvaltoztatjak a hiizas geometridjat, azaz a vertikalisan elmozdul6 rugolapka és a
fibrillum kozott kifesziilé protofilamentumok bizonyos helyzetekben a merdlegestdl eltérd
szoget fognak bezarni. Abban az esetben, ha helikalis lefutasu protofilamentumok a fibrillum
ala kertilnek, a kovalens keresztkotések és a megvaltozott geometria miatt bekovetkezik a

protofilamentumok leszakadasa a rugo6lapka tiijérol.

40



A paltd erdk statisztikai elemzésébdl kideriilt, hogy az erék nagysaga multimodalis

eloszlast mutat. Az alap plato erd értéke 23 pN nagysagunak adodott (17.abra).
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17. Abra. Az ABI1-42 fibrillumok eréspektrumainak elemzésével kapott platé erd értékek
hisztogramja, osszevetve az Af31-40 fibrillumok korabbi mérések soran kapott plato erd
eloszlasaval. Az Af31-42 esetében az alap plato erd 23 pN nagysagunak, mig az Af1-40
esetében 33 pN nagysagunak adodott.

A hisztogramon az egyes platdo erd értékek hat lokalis maximumba csoportosulva
helyezkednek el. Ez az eredmény G6sszhangban van a fibrillumok morfoldgiai analizisével
kapott magassag hisztogram (14.4bra) eredményével és a jelenleg elfogadott szerkezeti
modellekkel. Feltételezhetd, hogy az egyes AB1-42 fibrillumokat valtozod szamu, maximalis
hat protofilamentum alegység épiti fel. Az AB1-42 és AB1-40 esetében kapott kiilonb6zo
értékek is utalnak a fibrillumokat dsszetartd kolcsonhatasok kiillonbségére és igy a fibrillumok

eltérd belsod szerkezetére.
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VI.3. AZ AB25-35 K28AC FIBRILLUMOK MECHANIKAI
STABILITASANAK VIZSGALATA

Az AB25-35 és AB25-35 K28Ac fibrillumok &sszehasonlitdé eréspektroszkopias
vizsgalataval arra kivantunk fényt deriteni, hogy a Lys®® oldallanc részt vesz-e az AB25-35
fibrillumok szerkezetének stabilizalasaban, és ha igen, milyen mértékben? Feltételezhetd
ugyanis, hogy a Lys™ oldallanc & -aminocsoportja képes interakcioba 1épni egy szomszédos
protofilamentumban elhelyezkedé peptid C-terminalis Met® karboxil, illetve az altalunk
vizsgalt fibrillumok esetében a Met®> amid csoportjaval (Terzi et al., 1994). A feltételezések
szerint, ennek a kdlcsonhatasnak a fibrillumok stabilizalasaban lehet szerepe.

Az AB25-35 K28Ac fibrillumokon elvégzett erdspektroszkopias vizsgalatokbol a
kovetkezoket allapithattuk meg: 1.) dominansan erd platd tipusi spektrumokat sikeriilt
regisztralnunk, melyek protofilamentumok a fibrillum felszinérél torténd fokozatos
deszorpcidjara vezethetk vissza (18.a.b. abra). 2.) Megfigyeltiink a mar korabbiakban mas
tipusu AB amyloid fibrillumok esetében tapasztaltakhoz hasonld, reverzibilis eréatmeneteket,
mely a lefejtett protofilamentum gyors visszacipzarozodasanak a jele. Ez a megfigyelés utal
arra, hogy a felszinhez kovalensen kikotott fibrillum a visszacipzarozodas soran templatként
szolgal a lefejtett protofilamentum szamara, tehat determinalja a visszakotodés helyét,
tovabba feltehetden facilitalja a folyamatot (18.c abra). 3.) Az erdspektrumokat elemezve
megallapitottuk, hogy platd erdk multimodalis eloszlast mutatnak, ahol az alap platé erd 22

pN szemben a vadtipus esetén mért 41 pN nagysaggal (19.4bra) .
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18. Abra. Mechanikai manipulicionak kitett AB25-35wt azaz vad tipusii és AB25-
35 _K28Ac fibrillumok tipusos erévalaszai. a. Evd platé az AB25-35wt esetében. b Erd
plato az AB25-35 K28Ac esetében. A fiiggoleges nyilak a plato erék nagysdgat jelolik.
¢. Reverzibilis visszacipzdarozoddst bemutato huzasi gorbe Af325-35 Lys28 aminosav e-
amino csoporjan acetildlt peptidekbdl felépiilt fibrillum esetében. Az ,,R” szakaszok a
huzasi gorbe reverzibilis szakaszat jeloli.
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19. Abra. Af325-35 K28Ac peptid Lys28 aminosav e-aminocsoporjanak acetildlasa
hatasdra a kontrol A325-35wt fibrillumokhoz képest a plato eré lecsokken.

Az eredményekbdl levonhaté az a kovetkeztetés, hogy az AB25-35 peptid Lys28
aminosav  g-aminocsoportjdnak szerepe lehet a fibrillumok bels6 szerkezetének
stabilizalasaban. Tovabba a mechanikai manipulacionak kitett AB25-35 K28Ac peptidekbdl
felépiilt fibrillumok is ugyanazokat a karakterisztikus jelenségek mutatjak, mint amiket az
AB1-40, AB1-42 és AB25-35 esetében megfigyeltiink.

Feltételezheto, hogy a Lys28 acetilalasa soran elvesztett pozitiv toltésli csoportjanak a
hidnyaban nem képes interakcioba Iépni egy masik, feltehetben szomszédos
protofilamentumban elhelyezkedé peptid Met™ C-terminalisaval, igy a protofilamentumokat
Osszetartd kolcsonhatasok jellege megvaltozik. Az elsddleges szerkezetbdl kiindulva, a Lys28
oldallancanak acetilalasa utan, a hidrofob-hidroféb kdlcsonhatasok fognak dominalni,
melynek kovetkeztében a fibrillum mechanikai stabilitasa lecsokkent, mint azt a
szétcipzarozasi erd megvaltozasa mutatja.

Ez a valtozas jol szemléltethetd egy olyan kétallapotti modellen (20.4bra), amiben a
két stabil allapot megfeleltethetd 1.) az Osszecipzarozott fibrillummal, ahol az Al monomerek
a fibrillumon beliill kdtve €s rendezetten helyezkednek el, illetve 2.) a mechanikai hatasra

szétcipzarozodott fibrillummal, ahol az egyes AB monomerek oldalcsoportjai szabadda valtak.
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20. Abra. A mechanikai hatisra bekivetkezd szétcipzdrozédas energia profilia, egy
kétallapotu modellben, ahol a stabil dllapot (Z) az dsszecipzdarozodott fibrillum, mig (U) jeloli
szétcipzarozott dllapotot. A két végallapot kozott egy atmeneti allapot (TS) taldlhato. E,, és
E,, jeloli az 0sszecipzdrozashoz illetve szétcipzarozdashoz sziikséges aktivacios energiat. A AG
az U és Z dllapotok kozotti szabadenergia valtozdas. A mechanikai eré megvaltoztatia az
energia profilt, a befektetett mechanikai energidval aranyos modon (FAx), ahol Ax a Z és U
dllapotok kozotti karakterisztikus tavolsag a reakcio koordindta mentén. Az AB25-35 K28Ac
esetében a AG csokkenést az dsszecipzarozott (Z) dllapot destabilizaciojaval lehet
magyardzni.
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VL4. AB25-35 FIBRILLUMOK KALIUM FUGGO ORIENTACIOJA
CSILLAMFELSZINEN

VI.4.1. AB25-35 FIBRILLUMOK MORFOLOGIAJA CSILLAMFELSZINEN

AFM segitségével megvizsgaltuk csillamfelszinre adszorbealt AB25-35 fibrillumok
alakitanak (21.a abra) ki, hanem szabalyos trigonalis elrendezddésben orientalédnak a
felszinen (21.b 4bra). Hasonld elrendezést figyeltek meg a-synuclein esetében
csillamfelszinen (Hoyer et al., 2004).

A csillam feliilete negativ, hidrofil, hexagonalis kristalyszerkezeti (Franzini, 1969).
Felszini oxigén atomok mintegy 0,52 nm atmérdjii hatszogekbe rendezédve helyezkednek el,
negativ toltésti és szintén hexagonalis mintazatot mutaté K kotohelyeket alakitva ki. Két
szomszédos K’ kotdhely tdvolsaga szintén 0,52 nm. A csillim hasitdsa esetén ezek a
kotéhelyek szabadda valnak, mivel a K ionok elektrosztatikus kolcsonhatassal kapcsolodnak
a kotohelyekhez. A minta felcseppentésekor a gyengén kotdtt K ionok képesek az oldatba
diffundalni, kialakitva egy dinamikus egyensulyt a szabad és telitett kotohelyek aranyaban. Ez
az egyensily elsdsorban a minta illetve a puffer K" tartalmanak fiiggvénye.

A csillam kristalyszerkezete és a fibrillumok altal kialakitott hexagonalis mintazat egyezése
onmagaban sugallja azt a lehet6séget, hogy a csillam rendezett kotohelyei hatarozzak meg a

fibrillumok elhelyezkedését.
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21.Abra. a. GOPS kezelt iivegfelszinhez kotott AB25-35 fibrillumok morfolégiailag
heterogének és véletlenszerii eloszlast mutatnak. (Pdsztazo atomeré-mikroszkopos,
oszcillacios tizemmodban, pufferben felvett magassagkontraszt felvétel) Betétabra:
AFM kép 2D Fourier Transzformdcioja. b. Csillamfelszinre adszorbealt AB25-35
fibrillumok jellegzetes trigondlis elrendezddésben. Betétabra: AFM kép 2D Fourier
Transzformacidja. (Pasztdzo atomerdé-mikroszkopos, —oszcillacios — itizemmodban,
pufferben felvett magassagkontraszt felvétel) c. Fibrillumok hdrom f& iranyanak
szogeloszlasa, egy horizontdlis referencia vonalhoz képest.
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Frissen készitett, a peptidek feloldasa utdn azonnal csillamfelszinre vitt minta
esetében, az AB25-35 fibrillumok orientalt halézata gyors kinetikaval, masodpercek alatt,
alakul ki. A haldzatra jellemz6 az orientalt elrendezddés, az egymast at nem fedo fibrillumok
(22.a,b abra), melyek diszkrét, ~0,8 nm-es magassagkiilonbségeket mutatnak (22.c abra).

Ez a ~0,8 nm-es magassagkiilonbség megegyezik egy B-lemez vastagsagaval, tehat a
csillamfelszinen kialakulo fibrillumok feltehetden valtozé szamu, a fibrillum hossztengelyére
merblegesen egymashoz kapcsolodo B-lemezb6l épiilnek fel, melyek a fibrillum

hossztengelyében, hidrogén hidakkal 6sszekapcsolddva protofilamentumokat alakitanak ki.

Gyakorisag

o N L [-2] (-]
n ! 1 1 1

0 1 2 3 4
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22. Abra. a. Orientdlt AB25-35 fibrillumokkal siiriin fedett csillimfelszin. (A kép
magassagkontraszt felvétel, pufferben, oszcillacios tizemmodban késziilt.) b. Digitdlisan
kinagyitott részlet az (a) képbdl, melyen jol lathato, hogy az egyes fibrillumok végei
mads fibrillumokkal szorosan érintkezve, egymdst at nem fedve helyezkednek el. ¢. A
fibrillumok magassaga multimodalis eloszlast mutat. A lokdlis maximumok kozti
kiilonbseg ~0,8 nm.
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V1.4.2. AB25-35 FIBRILLUMOK IN-SITU EROSPEKTROSZKOPIAS VIZSGALATA

Csillamfelszinen orientaltan  elhelyezked6  AB25-35 fibrillumok in situ
eréspektroszkopias vizsgalata soran ugyanolyan tipusti eréatmeneteket illetve spektrumokat
regisztraltunk, mint azt a korabban mas tipusu felszinre abszorbealt AB25-35 fibrillumok
esetében tapasztaltuk. A spektrumokon a platd tipusu erdatmenetek dominaltak (25.a abra).
Megallapitottuk, hogy egyetlen protofilamentum lefejtéséhez sziikséges erd nagysagaban
nincs eltérés. A tobbszords erd platokat mutatd spektrumok utalnak arra, hogy a
csillamfelszinhez kotodd AB25-35 fibrillumok felépitése ugyanazt a hierarchiat kdveti, mint
az oldatban novesztett €s GOPS aktivalt livegfelszinre adszorbealt fibrillumok. Mivel az alap
platé erd ugyanolyan nagysagu, azaz 41 pN (23.c abra), feltételezhetd, hogy a fibrillumokat
Osszetartd kolcsonhatasokban nincs eltérés. Az in situ erOspektroszkopias mérések soran, a
mechanikai manipulacionak kitett fibrillumokban, a korabbi mérésekhez hasonldan,
morfoldgiai eltérést nem tapasztaltunk, a fibrillumot a csillamfelszinr6l nem tavolitottuk el

(23.b 4bra).
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23. Abra. Csillamfelszinen orientdltan kotédé —AB25-35  fibrillumok  in-situ
erdspektroszkopidja. a. A és B pontokon mért erdspektrumok. b. Csillamfelszinen
orientaltan  rendezodo  Af325-35  fibrillumok  magassagkontraszt  képe, az
erdspektroszkopia eldtt (felsé kép) és a mechanikai manipuldcio utan (also kép). A
mechanikai manipulacio helyét nyilak jelolik. c¢. A plato erdk eloszlasanak
hisztogramja.

Eredményeink szerint a platdé er6k multimodalis eloszlast mutatnak, 6t lokalis
maximummal. Ez a megfigyelés Osszhangban all a fibrillumok magassdg eloszlasanak
vizsgalatakor kapott eredményeinkkel. Feltételezhet6, hogy a csillamfelszinen orientaltan

kotodd AB25-35 fibrillumokat valtozo szami, maximum 6t protofilamentum épiti fel.
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VI1.4.3. AZ ORIENTALT ELRENDEZODES KONCENTRACIO FUGGESE

Amennyiben a peptidek beolddsa utan a torzsoldatot hagyjuk inkubalddni, egy nap
elteltével csillamfelszinre cseppentve a minta egy részét, orientalt fibrillumokkal siiriin
behalozott felszin figyelhetd meg. Négy nap utan kicseppentett €s megvizsgalt minta esetében
a felszin csokkent fedettsége figyelhetd meg, majd a hetedik napra orientalt fibrillumok
helyett gyengébb affinitdssal kotédd, rendezetlen szerkezetli aggregatumok lathatok
(24.abra).

24. Abra. Eltéré ideig oldatban névesztett, majd csillamfelszinre vitt AB25-35 mintdk
AFM képe. (A képek magassagkontraszt felvételek, pufferben, oszcillacios iizemmodban
késziiltek.)

Ebbdl a megfigyelésbol levonhaté az a kdvetkeztetés, hogy trigonalis orientaciot csak
a fibrillum érés egy adott, kezdeti szakaszan allo6 AB25-35 populacié — feltehetéen
monomerek illetve oligomerek képesek kialakitani. A fibrillum érés elérehaladtaval csokken
ennek a populacionak az aranya a nagyobb fibrillumokhoz és aggregatumokhoz képest,

melyek kotodési affinitasa sokkal gyengébb, trigonalis orientaciot pedig nem mutatnak.
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VI.4.4. AZ ORIENTALT KOTODES KALIUM FUGGESE

Az AB25-35 fibrillumok orientalt kotddése csillamfelszinhez erdsen fiigg a
médiumban 1évé K™ koncentraciotél (25.4bra). K koncentracié novelésével gatolhatd az
ujabb fibrillumok letapadéasa. Ehhez a jelenséghez hasonldan a mar csillamfelszinhez k6t6dott
fibrillumok megemelt K koncentracié hatashatasara disszocialnak a felszinrl. Ugyanakkor
nagy eltérés mutatkozik a K érzékenység tekintetében a kotddést  gatld

koncentraciotartomany ¢€s a disszociaciot el6idézo koncentracidtartomany kozott.
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25. Abra. Az AB25-35 kotédését mar 12 mM K hozzdaddsa gdtolja ( sziirke korok),
mig 500 mM K' hatisira a lekétédott fibrillumok 60% disszocialodik (- fekete
negyzetek).

Ez a megfigyelés alatdmasztja azt a hipotézist, hogy az AB25-35 fibrillumok esetében
elektrosztatikus kolcsonhatasok hatarozzak meg a felszini orientacidt, melyek a fibrillumot
felépitd egyes AB25-35 peptidek valamely toltéssel rendelkezd oldallanca és a csillam K
kotohelye kozott alakul ki.
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VI4.5. AZ AB25-35 ACETILALT VARIANSAINAK  ORIENTACIOJA
CSILLAMFELSZINEN

Az AB25-35 peptid két olyan pozitiv toltésii csoporttal rendelkezik, melyek képesek
lehetnek interakcioba 1épni a csillamfelszin K= kotShelyeivel. Az egyik az N-terminalis
aminocsoportja, a masik a Lys28 g-aminocsoportja. Ezt a hipotézist olyan AB25-35
variansokkal kivantuk tesztelni, melyek esetében az emlitett aminocsoportokat a
peptidszintézis soran acetilaltak.

Az AB25-35 G25Ac fibrillumok a csillamfelszinen a vadtipushoz hasonloan,
trigonalis elrendezddésben orientalodik, de a fibrillumok altal bezart szog sokkal nagyobb
szorast mutat, (26.abra) illetve megfigyelhet6k olyan fibrillumok ¢és fibrillum szakaszok,
melyek jelentds mértékben eltérnek a f6 orientacios iranytol.

Az AB25-35 K28Ac fibrillumok viselkedése ezzel szemben nagymértékben eltér a
vadtipustol. Bar az elrendezddés dominansan trigonalis, a fibrillumok altal bezart sz6g nem
szabalyos 60°, mint ez a szdgeloszlasi hisztogramon lathatd, valamint az AB25-35 K28Ac
fibrillumok képesek ellipszoid alaku strukturdkat létrehozni. A fibrillumok ndvekedését
kovetve egymas utan készitett felvételeken, kideriilt, hogy ezek az ellipszoid alakba
rendez6dd fibrillumok jelennek meg el0szor a felszinen, melyek tartalmaznak olyan
szakaszokat, melyek semmiféle kitiintetett irdnyt nem respektalnak. Az Oket kovetden
inhomogén fibrillum eloszlast eredményez a felszinen. Ez elsddlegesen az AB25-35 K28Ac
¢és csillamfelszin kozotti gyenge interakciora lehet visszavezethetd. Feltételezhetd, hogy a
lateralis kapcsolodas stabilizalhatja a csillamfelszinhez kot6d6 1 fibrillumokat ¢és

masodlagosan eldsegitheti a fibrillumok linedris irinyt novekedését.
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26. Abra. a. A325-35 G25Ac fibrillumok csillamfelszinen. b. Az A325-35 G25Ac
fibrillumok szégeloszlasi  hisztogramja. Betétabarak: AFM kép 2D Fourier
Transzformacidja. (A képek magassagkontraszt felvételek, pufferben, oszcilldcios
tizemmodban késziiltek.) c¢. Af25-35 K28Ac fibrillumok csillamfelszinen. d. AB25-

35 K28Ac fibrillumok szégeloszlasi hisztogramja.

Megallapithaté, hogy az N-terminalis aminocsoportja részt vesz a trigondlis
elrendez6dés kialakitasaban, de szerepe feltehetéleg masodlagos, a Lys®® e-aminocsoportjahoz
képest, mely eredményeink szerint elsdsorban felelés a szabalyos trigonalis elrendezodés
kialakitasaért.

Megjegyzendd, hogy a kettdsen acetilalt AB25-35 peptidek esetében semmiféle

kotodést nem sikertiilt kimutatni csillamfelszinen.
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VI1.4.6. AB25-35 FIBRILLUMOK NOVEKEDESE CSILLAMFELSZINEN

Csak AB25-35 peptideket tartalmaz6 mintakon elvégzett idofiiggd AFM mérésekbol
kidertilt, hogy az AB25-35 fibrillumok a csillamfelszinen alakulnak ki (27.4bra). A mérés
kezdetén globularis jellegli, tehat az alkalmazott rugolap tliatméréjével dsszevethetd méreti,
partikulumok és rovid, 50-100 nm hossza fibrillumok figyelhetok meg. Ezek alkotjak a
kezdeti novekedési magokat, melyekb6l kiindulva a felszinen nének ki az orientalt
fibrillumok. A hal6zat novekedése soran ujabb kiindulasi magok is keletkeznek, az oldatbol a
csillamfelszinre kotddo — feltehetden — AB25-35 oligomerekbdl, melyekbdl tjabb fibrillum
novekedés indul. A novekedés egészen addig tart, 1.) amig a ndvekvo fibrillum bele nem
iitkozik egy masik fibrillumba, illetve 2.) amig szabad monomerek allnak rendelkezésre.
Megfigyeltiik, hogy a fibrillumok mindkét végiikon novekednek, a novekedési sebesség pedig
elérheti a 100 nm/perc értéket.

27. Abra. Csillamfelszinen névekvé AB25-35 fibrillumok amplitidékontraszt AFM
képei, melyek ugyanarrol a teriiletrdl késziiltek, folyamatos pdsztazas mellet. Az egyes
képek kozott eltelt ido a képek bal felsd sarkdaban van jelolve.

Ha a kezdeti novekedési magok kialakulasa utan, a csillam pufferes lemosasaval
leallitjuk a folyamatot és lecseréljiik a mintat 30 mM K iont is és AB25-35 monomereket
tartalmazé mintara, Gjabb ndvekedési magok nem alakulnak ki, mivel (mint ezt korabban
kimutattuk) 30 mM K’ nagymértékben gatolja az AB25-35 peptidek illetve oligomerek
kotédését. Ugyanakkor a mar kialakult fibrillumok a csillamfelszinr6l nem disszocialnak,
mivel ehhez sokkal magasabb K" koncentracio lenne sziiksége (25.4bra).

Megfigyelheté (28.dbra), hogy, ujabb novekedési magok nem alakulnak ki a
felszinen, de a mar kialakult magok illetve fibrillumok novekedése a megemelt K

koncentracio ellenére tovabb folytatodik.
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28. Abra. Csillamfelszinen, 30 mM K" jelenlétében novekvé AB25-35 fibrillumok. A képek
készitése eldtt a felszin AB25-35 magokkal lett bevonva 10 mM K jelenlétében.
Megjegyzends, hogy 30 mM K' jelenlétében 1j magok lekétédése gatolt, ugyanakkor
fibrillum novekedés megfigyelheto. Amplitudokontraszt AFM képek ugyanarrol a teriiletrdl
késziiltek, folyamatos padsztazas mellet. Az egyes képek kozott eltelt ido a képek bal felsé
sarkaban van jelolve.

Tehat a csillamon torténd fibrillum novekedés esetében két kiilonboz6 interakcionak
van kulcsfontossagu szerepe: 1.) a peptid kotédése a csillamfelszin K kotShelyéhez. 2.) a
peptid kdtddése a fibrillumok szabad végéhez.

Az els6 esetben egy elektrosztatikus kapcsolat jon 1étre, elsGsorban az AB25-35 peptid
Lys®® e-aminocsoportja, masodlagosan az N-terminalis aminocsoportja és a csillam K
kotShelye kozott. Ebben az interakcioban a K™ mint kompetitiv inhibitorként viselkedik. A
peptidek illetve oligomerek csillamhoz val6 kotdédése a kezdeti novekedési magok, és igy a
maguknak az orientalt fibrillumoknak a kialakuldsa szempontjabol kulcsfontossagtiak.

A masodik interakcioban a hidrogén hidak alakulnak ki két szomszédos peptid kdzott,
a peptid fibrillum véghez torténd kotdédése soran. Kisérleteink tanulsaga szerint ez a 1épés
nagyban csokkenti a folyamat K' érzékenységét, feltehetdleg ugy, hogy a mar felszinhez
kotédott fibrillum stabilizalja a beépiil peptidet.

Tehat a kialakuld rendezett mintazat strisége, az egyes fibrillumok hossza illetve a
fibrillumok kozotti atlagos tavolsag a K' koncentracio illetve AB-peptid koncentracid
valtoztatasaval modulalhatd. Ez a tény felveti az orientalt elrendezddést mutaté AB25-35

halozatok nanotechnoldgiai alkalmazhatosagat.
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VL5. AB-FIBRILLUMOK VIZSGALATA PASZTAZO PROBA
KIMOGRAFIAVAL

VL5.1 AB25-35 FIBRILLUMOK NAGYFELBONTASU NOVEKEDESI
DINAMIKAJA
A pasztazd proba kimografia egy, a laboratériumunk altal a vilagon elsoként
alkalmazott, vizsgalati modszer, mellyel egyedi amyloid fibrillumok ndvekedési dinamikajat

kovettiik nagy tér- és idofelbontassal.

gm

29. Abra. a. AB25-35 fibrillumok pésztizé proba kimogram felvétele. A 2D kép kimogramma
alakul a vertikalis pasztazas ledllitasat kévetéen. A sziirkeintenzitds a topografiai magassagot
jelenti. b. Két egyvonalban elhelyezkedo, de a gyorsan novo véget tekintve, ellentétes iranyba
novekvé Af325-35 fibrillum kimogramja (feliil). A kovetett fibrillumok magassag profiljabol
lathato, hogy egy tébb protofilamentumbol allo fibrillumot vizsgaltunk. A fibrillum
magassdga ~2,8-3,0 nm.

Az AB25-35 fibrillumok pasztazd proba kimogramjai alapjan kovetkezo
megfigyeléseket tettiink: 1.) fibrillumok mindkét végiikon nének, de az egyik végen (gyors
vég) a novekedés joval gyorsabb, mint a masikon (lassu vég). 2.) A fibrillumok nem csupan a
csillamfeliileten novekednek, hanem egy mar meglevo fibrillum feliiletén is (29.abra). Az
ilyen fibrillum ndvekedési dinamikéaja hasonlé a csillam feliiletén névekeddéhez. 3.) A
fibrillumok nem folyamatosan, hanem a diszkontinuus, ugrasszerii novekedési mintat
mutatnak. Hirtelen, gyors, [épésszeri novekedési periodusok valtakoznak novekedési
sziinetekkel vagy pauzakkal. (30.a abra). A nettd fibrillumnovekedés voltaképpen egymast

kovet6 ugrasok és pauzak sorozata
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30. Abra. a. Kimogram. b. Kimogram iddfiiggd adatsorrd alakitva. A fehér és fekete
nyilhegyek az apro diszkrét névekedési atmeneteket mutatjak. Betét abra: Szigmoid
fiiggvény illesztése egy lépcsd alakii polimerizacios atmenetre.

Adaptalt képanalizis algoritmusok segitségével a képi informacidt adatsorra
alakitottuk at (30.b abra). A novekedési 1épéseket szigmoid fiiggvénnyel jellemeztiik (30.b
betétabra) ¢és megkaptuk a Iépésnagysagot, a 1épési idot €s a 1épési sebességet. A pauza az
egymast kovetd 1épések kozott eltelt id6. A pauza exponencidlis eloszlast mutat, a gyors
végen 32.3 s £ 0.8 s id6allandoval.

Becsléseink szerint a lassi végen az atlagos pauza egy nagysagrenddel nagyobb. A
1épésnagysag hisztogram multimodalis eloszlast mutat, melyben a csticsok 8 nm-nél és ennek
integralis tobbszordseinél jelentkeznek mind a gyors, mind a lassu vég esetében. 4.7 nm-es B-
lemez periodicitast feltételezve a 8 nm-es tavolsag 17 peptid alegység hosszusagu
fibrillumdarabot jelent. A 1épési sebesség — Iépési id0 diagram inverz Osszefiiggést mutat,
amely egybevag a megfigyelt konstans, diszkrét 1épésnagysaggal. Az atlagos 1€pési sebesség
4.37 £ 0.09 nm/s, de ennél joval nagyobb, akar 100 nm/s sebességek is eldfordultak.
Osszehasonlitdsul, korabbi netto fibrillumndvekedési sebességek mas tipusu felszineken,

fluoreszcens mikroszkopos technikak alkalmazasaval ~0.02 nm/s és ~3 nm/s kozé estek. Ez
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azt jelentheti, hogy a csillamfelszin nem csupan a novekedés iranyat szabja meg, de facilitalja
is a fibrillumok novekedését.

A lépésekben torténd novekedés magyarazatara egy modellt allitottuk fel. A névekvo
fibrillum egy bizonyos szami ndvekedési 1épést kovetden a blokkolt allapotba keriil, amit
pauza formajaban latunk a kimogramon. Feltételezziik, hogy az Gijonnan beépiilt peptidek és
igy a fibrillum novekvd vége, szerkezetileg eltér a fibrillum tobbi részétdl. Ez az eltérés
okozza a ndvekedés hirtelen leallasat. A fibrillum vég egészen addig marad blokkolt
allapotban, amig az Gijjonnan beépiilt peptidek konformacios valtozason mennek keresztiil. Ez
a valtozas elOsegiti, hogy blokkolt allapotbol ismét a novekedési allapotba keriiljon a
fibrillum. Ez a szerkezeti atalakulas a pauzak ideje alatt zajlik le. Elképzelésiinket erdsiti az a

megfigyelés, hogy a pauzdk idGtartama nem mutat semmilyen Osszefiiggést a peptid

koncentracioval.
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31. Abra. Polimeriziciés és disszocidcios lépések kiilonbozé AB25-35 peptid
koncentracio mellett elvégzett kimografias mérések esetében. A 35 uM peptid
koncentracio mellett a polimerizacio domindl, ugyanakkor disszociacios lépések is
megfigyelhetok (nyilakkal jelzett pontok) 21uM mellett elvégzett méréseknél a
disszociacio, illetve a fibrillum névekedésének stagndldsa sokkal domindansabban
Jelentkezik.
A kimogramok alapos elemzésekor feltiint, hogy nem csak felépiilési, hanem kis
szdmban disszocidcios lépések is megfigyelhetok (31.abra). Ez a jelenség visszavezethetd
lehet a pasztazod rugolap tiije altal okozott mechanikai hatdsra. Ugyanakkor a disszociacios

1épések mechanizmusa valosziniileg ennél Osszetettebb, mivel korrelaciot mutat a peptid

koncentracidval.
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VL5.2. AB1-42 FIBRILLUMOK NOVEKEDESI DINAMIKAJANAK VIZSGALATA
Az AB25-35 esetében csillamfelszinen megfigyeltekhez hasonlo, trigonalis mintazatot
alakit ki az A31-42 HOPG felszinen (32.abra) (Kowalewski and Holtzman, 1999). A lienaris
fibrillumok morfolégiai sajatsagai lehetévé teszik, hogy ndvekedésiiket pasztazd proba
kimografiaval vizsgaljuk. HOPG felszinen végzett kisérleteinkben arra voltunk kivancsiak,
hogy a diszkontinus, 1épésekben torténd ndvekedés mennyire altalanos mechanizmus a felszin

altal iranyitott polimerizaciot mutatd AB-fibrillumok esetén.
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32. Abra. Trigondlis elrendezédést mutaté AB1-42 fibrillumok amplitudé (a.) és fizis
kontraszt (b.) felvétele HOPG felszinen. A fibrillumok jellegzetes szigetszerii eloszldst
mutatnak. A szigeteket alkoto révidebb fibrillumok a névekedés kezdeti fazisaban
alakulnak ki. Ezt kévetden épiilnek fel a szigetekbd! kinyilo hosszabb fibrillumok.

Az AB1-42 esetében jelenség magyarazata, hogy a grafit feliiletén hexagonalisan
mintazatban elhelyezkedd szénatomok harom f6 iranyt jeldlnek ki, melyek mentén az AB1-42
peptidek hidrofob-hidroféob kolcsonhatassal preferentaltan kapcsolodnak és trigonalisan
orientalt, fibrillumokra emlékeztetd, hozzavetdlegesen 1nm magas, struktarakat alakitanak ki.
Az elfogadott modell szerint ezekben, a struktirakban az AB1-42 peptidek teljes hosszukban
extendaltan, B-lemez konformacidoban helyezkednek el (Kowalewski et al.), oldallancaikkal
kotédve a grafit felszinhez. Az egyes peptideket hidrogén hidak kotik 6ssze.

A fibrillumok jellegzetesen, (az alkalmazott koncentracié viszonyok esetében) 30-60
perces lag-fazis utdn indulnak noévekedésnek. Magara a lag-fazisra a rovid fibrillumok

megjelenése és lateralis asszociacidja jellemzd. Ezt kovetéen alakulnak ki, a lateralisan
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asszocialodott fibrillumokbol kindvd, a hosszabb, tobb szaz nanométeres fibrillumok
melyekre novekedésiik soran a lépésszerii hosszusagvaltozasok fluktuacioja jellemzo.

Az AB1-42 fibrillumokrol rogzitett kimogramok esetében (33.abra) megfigyeltiik,
hogy a fibrillumokra a lépésekben torténd disszociacido thlstlya jellemzd. Ennek
legvalosziniibb oka a pasztazd rugolap tljének mechanikai hatdsa lehet. Az AB1-42
fibrillumok, szemben az AB25-35 fibrillumokkal a felszinhez gyenge kolcsonhatasokkal
kapcsolodo, sokkal torékenyebb strukturak. Ugyanakkor a kimogramon rogzitett dinamika
ugyanazokat a karakterisztikus jegyeket hordozza magéan, mint amiket a csillamfelszinen novo
AB25-35 esetében megfigyeltiink: 1.) a hosszvaltozas 1épésekben torténik. 2.) elkiilonithetd
egy gyors ¢és egy lassi dinamikaval valtozo fibrillum vég. Megjegyzendd, hogy az aprd

novekedési 1épések csak a fibrillum egyik végén lathatok.

40 s

33. Abra. ABI-42 fibrillum kimogramja, fizis kontraszt felvételen. A kimogramon
lathato, hogy a disszocidcios lépések domindlnak, ugyanakkor rovid novekedési
lépések is megfigyelhetok a nyilakkal jelzett pontokon.

Megfigyeléseink felvetik azt a lehetdséget, hogy az a felszin altal meghatdrozott
novekedést mutaté amyloidok esetében a 1épésszerii novekedési dinamika altalanos jelenség
lehet. Tovabbd az altalunk hasznalt modszer alkalmas lehet mas, linearisan novekvo
polimerek vizsgalatara, nagy id6 ¢és térbeli felbontdssal nyujtva betekintést felépiilésiik

folyamataba.
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VIL OSSZEFOGLALAS

1.  Megfigyeléseink alapjan karakterizaltuk az Alzheimer-kor pathogenezisében szerepet
jatszo AB1-42 és AB1-40 tovabba AB25-35 valamint AB25-35 Lys**e-acetilalt amyloid
B-fibrillumok “mechanikai ujjlenyomatat”, mely az amyloid belsé szerkezetére,

rugalmassagara, kolcsonhatasaira, és a kolcsonhatasok dinamikajara utal.

Megallapitottuk, hogy az AB-fibrillumokra univerzalisan jellemz6 elemi mechanikai
jelenségek: az erd platok, melyek megjelenése protofilamentumok fibrillumrdl torténd
deszorpcidjaval magyarazhatok, illetve nemlinearis rugalmas erdvalasz, mely a hidrogén
hid rendszer terhelésével hozhaté Osszefiiggésbe. Tovabba megfigyelhetd ezen
erévalaszok hierarchikus egymasra ¢épiilése. Az elemi erdvalaszok, illetve azok
kombinacioi a vizsgalt AB amyloid fibrillumok esetében spektralis mintdzatukban nem,

csupan az erévalaszok nagysagaban térnek el egymastol.

Ezek a megfigyelések felvetik annak a lehetségét, hogy az altalunk alkalmazott
modszer alkalmas lehet a kiilonbozd peptidekbdl novesztett amyloid fibrillumok
szerkezeti dinamikdajanak és fizikai-kémiai paramétereinek feltérképezésére. Az AB25-
35 valamint AB25-35 Lys28e-acetilalt amyloid B-fibrillumokkal végzett kisérleteink

kiilon rAmutatnak a modszer érzékenységére.

2. Megallapitottuk, hogy az AB25-35 fibrillumok esetében elektrosztatikus kdlcsonhatasok
hatarozzak meg a felszini orientaciot, jelezve egyuttal azt, hogy az AB25-35 fibrillumok

felszini tulajdonsagai kevésbé hidrofob jelleglieck, mint mas amyloid fibrillumoké.

Az AB25-35 acetilalt variansainak vizsgalataval megallapitottuk, hogy a Lys28 e-

aminocsoportja kulcsfontossagu az orientalt kotodés kialakitasaban.

------

valamint kimutattuk, hogy a trigonalis halozat a csillamfelszinhez kotott, iranyitott

névekedés tjan jon 1étre.

A kialakul6 rendezett mintdzat és annak modulalhatosaga (K™ koncentracid, AB-peptid
koncentraci6 valtoztatasa) magaban rejti a nanotechnologiai alkalmazhatosag

lehetdségét.
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3. Pasztaz6 proba kimografiava alkalmazasaval betekintést nyertiink az AB325-35 fibrillumok
novekedésének dinamikajaba. Megallapitottuk, hogy a fibrillumok ndvekedése soran
hirtelen, gyors, 1épésszerii ndvekedési periodusok valtakoznak ndvekedési pauzakkal. A
nettd fibrillumndvekedés voltaképpen egymast kdvetd ugrasok és pauzdk sorozata.
Tovabba a fibrillum végek eltéré ndvekedési ratat mutatnak, mely alapjan elkiilonitheto

egy gyorsan ¢és egy lassan novo vég.

Megfigyeléseink magyarazhatok egy olyan kétallapotih modellel, melyben az AB-fibrillum
végei vagy novekvd, vagy blokkolt allapotban vannak. A blokkolt allapotban pauza 1ép
fel, mig a ndvekvd allapotban gyors polimerizacio torténik. A blokkolt allapotbdl a
novekvobe torténd atmenet, és igy a pauza iddtartama, fliggetlen a peptid koncentraciotol,
jelezve, hogy a folyamatban peptidcsere nem megy végbe. Az atmenet soran valosziniileg

szerkezeti valtozas torténik, mely elsdrendii kinetikat kdvet.

HOPG felszinen novekvd AB1-42 fibrillumok esetében alkalmazott pasztazoé proba
kimografias vizsgalatokbol megallapitottuk, hogy esetiikben is hasonlé ndvekedési
dinamika figyelhet6 meg, mint amit csillamfelszinen az AB25-35 fibrillumok esetében
tapasztaltunk. Tehat itt is elkiilonithetd volt az egyes végek eltérd novekedési, illetve
disszociacios dinamikaja, melyre 1épésekben bekdvetkezd, idében pauzakkal elvalasztott
események voltak jellemzok. A kimografidss mérések tanulsdga szerint AB1-42
fibrillumoknal a disszocidcios 1épések domindlnak, mely a gyengébb fibrillum-felszin

interakciora illetve intrafibrillaris szerkezetre vezethetd vissza.
Feltételezziik, hogy a megfigyelt diszkontinus, Iépésszerii novekedési dinamika

altalanosan jellemz6 lehet a felszin altal irdnyitott novekedés mutaté amyloid

fibrillumokra.
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VIII. PERSPEKTIVAK

A laboratoriumunkban létrehozott ¢és karakterizalt, csillamfelszinen trigonalisan
orientalodd AB25-35 amyloid halozat mar 6nmagaban szamos olyan tulajdonsaggal bir, mely
felveti a gyakorlati, nanobiotechnoldgiai alkalmazhatosag lehetdségét. Igazi perspektivat
azonban egy olyan rendezett nanohaldzat jelenthetné, mely tul a rendezett és kontrollalhatod
szervezOdésen, specifikusan, a felhasznalas igényeinek megfelelden ruhazhato fel
tulajdonsagokkal.

Ennek érdekében teszteltik az AB25-35 egy modositott valtozatat, ahol a 26.
pozicioban elhelyezkedd aszparagin aminosavat egy cysteinre cseréltiink. Az igy létrehozott
AB25-35 N26C peptidek szabad SH csoportja lehetdvé teszi, hogy a peptid altal kialakitott
fibrillumok kémiailag cimezhetdk legyenek.

Kisérleteink soran kideriilt, hogy az AB25-35 N26C fibrillumok a csillimfelszinen az
AB25-35 fibrillumokhoz nagyon hasonléan viselkednek (34. abra).
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34. Abra AB25-35 N26C fibrillumok Na' fiiggd trigondlis orientdcidja
csillamfelszinen. Betétabdarak: AFM kép 2D Fourier Transzformdcioja. (A képek
magassagkontraszt felvételek, pufferben, oszcillacios tizemmodban késziiltek.) Az
abran  szereplé  hisztogram a 140 mM Na® jelenlétében megfigyelt hdlézat
szogeloszlasat mutatja.
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A halozat a csillamfelszinen, jon létre, kialakitva a szabalyos trigonalis orientaciot.
Szignifikans eltérés csupan a K szenzitivitds terén észleltiink. Tapasztalataink szerint az
AB25-35 N26C fibrillumok K' és Na" ionok jelenlétére sokkal érzékenyebbek a novekedés
fazisdban. Tapasztalataink szerint a halozat tulajdonsagai a Na" koncentracio valtoztatasaval

konnyebben befolyasolhatok.

Elokisérleteinkben maleimiddel konjugalt nano-arany partikulumokat kotottiink a
kialakult fibrillumokhoz. Eddigi eredményeink arra utalnak, hogy az 1,4 nm atmérdjii arany
részecskék specifikusan kotédnek a fibrillumok szabad SH csoportjaihoz. Igy az AB25-

35 N26C fibrillumokbdl elektromosan vezetoképes, nanohalézat hozhato 1étre (35. abra).

35. Abra. a. Nano-arany partikulumokkal részlegesen bevont, trigondlisan orientdlt
AB25-35 N26C fibrillumok csillamfelszinen. b. A digitdlisan kinagyitott képrészleten
megfigyelhetok gyongyszeriien sorakozo, nano-arany partikulumokkal boritott fibrillum
szegmensek. Nyilak jelolik a legtipikusabb részeket.

A megfeleld keresztkotok alkalmazasaval, elvileg barmilyen molekularis biologiai
modszerekkel modositott protein hozzakapcsolhaté a halozat szabad SH csoportkaihoz,
melyek elvileg nanométeres denzitds mellett alakithatok ki a csillamfelszinen. Az igy
létrehozott nano-array lehetOségeinek tesztelése intenziv kutatas targyat képezi jelenleg is

laboratériumunkban.
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