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W sprzyjagcych warunkach fizykochemicznych molekuly natywnegmtka mog ulec
rozwinigciu i asocjacji tworzc tzw. widkna (fibryle) amyloidowe - nierozpuszems|
B-kartkowe agregaty. Struktury te nie tylko pozbavedos (z reguty) prawidtowej aktywrii
biologicznej swoich rozpuszczalnych prekursoréw,ieh pojawienie giw organizmie mge by
powigzane z tzw. chorobami konformacyjnymi m.in. chorobalzheimera, Parkinsona, czy
Creutzfeldta-Jakoba (choroba prionowa). dexlnech agregatéw amyloidowych jest ich zdéino
do zasiewania tj. indukcji patogennego procesu tywraych molekutach. Ponadto, agregaty
amyloidowe powstare z identycznych pod wzglem struktury kowalencyjnej prekursorow
mog mie¢ odmienne konformacje i odmienne wdavosci biochemiczne. Uwa sk obecnieze
tego rodzaju polimorfizm ma udziat w silnie znicowanej neurotoksyczaci amyloidow A3
(wystepujacych w przebiegu choroby Alzheimera) czy fionow (tzw. ,szczepy prionowe”).
Chocia mechanizmy prowadeze do indukcji i propagacji #hiych form strukturalnych
amyloidéw @ slabo poznane, uwa sk, ze wang role odgrywa w nich efekt pargi
konformacyjnej. Efekt ten polega na determinowastiwktury potomnych pokoteamyloidéw
przez fenotyp amyloidowego zarodka powielanegocpas w autokatalitycznejeli.

Poniewa migdzy amyloidogenegbiatek niepatogennych i tych paganych z etiologi
choréb neurodegeneracyjnych ina dostrzec szereg analogii, te pierwsze statycennymi
uktadami modelowymi we wspoétczesnych badaniactkbzypemicznych mechanizméw agregacii
biatek. W niniejszej pracy jako biatko modelowetsaswano insulig, a badania prowadzono w
kontrolowanych warunkachn vitro. Celem tych badabylo podgcie problematyki zw4zanej z
zaleena od zasiewania proliferacjzarodkéw amyloidowych insuliny, a w szczegdlio (1)
wyjasnienie kwestii termicznej stabildc zarodkéw amyloidu insuliny w odniesieniu do ich
zdolncci do indukowania pokofe potomnych fibryli, (2) badanie wptywu punktowych
podstawié w sekwencji aminokwasowej insuliny poza tzw. rgonrdzenia amyloidowego na
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amyloidowego zarodka w trakcie propagacji w poki@eh potomnych oraz badanie
addytywndgci efektéw pochodgcych od konkurencyjnych fenotypéw.

Wyniki badania procesu termicznej degradacji anagloiinsuliny wykazaty, ze
dekompozycja struktury kowalencyjnej molekut w fibbrrozpoczyna si w temperaturze eziu
300°C, czemu towarzyszy wysoce kooperatywne wyeaiel gazowych produktow. Proces ten
poprzedzony jest zaburzeniem#jw temperaturze ok. 200°C) specyficznej struktiimzé¢dowe]
biatka. Wyniki uzyskane w toku eksperymentéw z easiniem pokazaty natomiagt skutkiem
zmiany w sposobie upakowanian¢aichéw polipeptydowych w fibryli jest utrata zdoboodo
destabilizowania i przgtzania monomeréw do jej lepkiego rkha. Zauwaono ponadto,ze
pomimo braku istotnych zmian w supramolekularngghaekturze fibrylarnej, inkubacja w
temperaturze 200°C prowadzi do utraty zdétndibryli do katalizowania agregacji. Uzyskane w
ramach tych badawyniki s3 istotne, gdy zdolng¢ do zasiewanian vitro stanowi paralel do
infekcyjnasci prionéw, ktéra mee by bardziej wraliwa na dziatanie wysokiej temperaturyzni
jest to czsto przyjmowane.

Badania wptywu modyfikacji sekwencji aminokwasowejza ,krytycznym” segmentem
tancuchéw polipeptydowych formagych w stanie fibrylarnym rdaena struktug amyloidéw
przeprowadzono na grupie kilku insulin. Uzyskanenikiy pokazaty,ze punktowe modyfikacje
sekwenciji, gtbwnie w nieamyloidogennym Cedlcnl taacucha B, wptywaj zaréwno na sklonrié
molekut do agregacji jak i na strukeufibryli. Fibryle otrzymane z rinych typow insuliny
posiadaj co prawda wspolny element strukturalny — réwnalefitkartke, jednak lokalne
skrecenie ptaszczyzng-kartek i sita wizan wodorowych mgdzy niémi B zalezsa od rodzaju
tancuchéw polipeptydowych twogzych te strukturyde novo W pracy tej postawiono teziz
dodatkowe reszty aminokwasowe wprowadzone do #€&oinsuliny mog wplywat na
dynamile tej czsci tancucha, a w konsekwencji na sposob i skidérnido asocjacji tacuchow
polipeptydowych we wczesnej fazie amyloidogenezmprowadzajc” konformacg biatka na
alternatywn $ciezke agregaciji. Ta obserwacja jest istotna zaréwno wtedécie dyskusiji
dotyczcej roli ,fragmentéw rdzenia” amyloidowego, jak i pvojektowaniu nowych, stabilnych
analogow insuliny.

Uzyskanie odmiennych strukturalnie fibryli amylowdgch stato si punktem wygcia dla
kolejnych bada nad zjawiskiem propagacji informacji strukturalzgjodnie z efektem pagui
konformacyjnej, przeprowadzonych na wytypowanegeansulin BI/KR.W ramach tych bada
udato s¢ potwierdzé, ze podczas zasiewania képyvego insuliny jednego typu (Bl lub KR)
zarodkami amyloidowymi insuliny drugiego typu ([KR}b [BI]) obserwowany jest efekt
pamici konformacyjnej Molekuly przyhczapc sk do heterologicznego lepkiego fdaa
przyjmuja bardzo podobn don konformacg zaréwno w olgbie taacucha gtéwnego jak i w
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pozioméw organizacji strukturalnej amyloidu. Prefegja sposobu asocjacji protofilamentéw w
dojrzatym wibdknie zalgy od struktury kowalencyjnej zainkorporowanych nkolle Na przyktad
protofilamenty bardziej hydrofobowej insuliny BIl, wwarunkach fizykochemicznych
zastosowanych w toku batlaasocjujy bocznie, natomiast protofilamenty insuliny KR z
natadowanymi resztami aminokwasowymi na @dwtaacucha g zawsze splecione. Uzyskanie
tych wynikow byto inspirag do postawienia pytania, w kolejnym etapie biadezy efekt
pameci konformacyjnej determinuje ta& stabilné¢ oraz scenariusze dezintegracji fibryli
potomnych. Do wyijgnienia tego problemu, jako destabilizatora agregatdiatkowych,
wykorzystano DMSO. Uzyskane profile denaturacyjwddocznity istnienie dwdch wyraie
réznych scenariuszy dezintegracji struktury Iédawej fibryli, determinowanych efektem
pamkci. Z charakteru profili denaturacyjnych wywnioskawo ponadtoze stzenie, przy ktorym
nastpuje catkowita denaturacja fibryli zale od rodzaju zainkorporowanych molekut. Okazato
si¢ tez, ze z przyczyn, ktorych wygamienie wymaga dalszych bagdawyzsz stabilngcia
charakteryzyj si¢ fibryle zbudowane z Bl. Catkowity zanik strukfskartkowych dla tych fibryli
nastpuje dopiero w obecroi 90% roztworu DMSO.

Badania nad efektem pagni prowadzono zazwyczaj w warunkach niespraygagh
nukleacji (tj. agregacjide novo -inkubacja w 37°C, bez wyt§gania). W toku kolejnych bada
warunki te jednak celowo zmieniono na takie, w ytdr z procesami elongacji pojedynczego
fenotypu zarodka konkurayjalternatywnesciezki agregacji — zarbwnde novg jak i te oparte o
inne rodzaje zarodkéw. Przyktadem tej pierwszejiagji byto zastosowanie vgzej temperatury
inkubaciji (60°C) i intensywnego wytgania, promujcych tworzenie gichiralnych superstruktur
amyloidu insuliny Bl. Uzyskane wyniki pokazaly paepwsze,ze efekt pamici moze by
obserwowany w takich warunkach, lecz przy pogszpnym sizeniu zarodkédw. Badania te
pokazaly rownie, ze wiaciwosci chiralooptyczne superstruktur amyloidowych molgy¢
réwniez modulowane poprzez efekt pawii konformacyjnej. Ten interesygy i nieoczekiwany
rezultat mae mi€ implikacje w nowej galzi nanotechnologii opartej o widkna amyloidowe
gdyz dowodzi,ze wiaciwosci bionanomateriatbw magby¢ optymalizowane w kontrolowany
sposbb poprzez wykorzystanie efektu pgomi sit hydrodynamicznych.

W ramach badanad efektem parati sprawdzono rownig jak liczba lepkich kacéw
konkurencyjnych fenotypow strukturalnych (zarodkf®{] i [KR]) wspétobecnych w materiale
zasiewajcym ledzie manifestow@asic w widmach pokolgé potomnych. Uzyskane wyniki byty
zaskakujce i pokazaly, po pierwszee nawet gdy ilé&¢ heterologicznych zarodkéw znacznie
przewyzsza ilg¢ homologicznych zarodkdéw, nie obserwuje svobec nich efektu pargi.
Pierwszaéstwo w proliferacji swojej struktury w pokoleniu fgonnym ma zarodek homologiczny.
Po drugie, zarodek heterologiczny pozostaje aktyvkatalizuje konwergj natywnej insuliny we
widkna amyloidowe, ,wspoOtpracag” 2z zarodkiem homologicznym. Ta obserwacja
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oddzielenia efektu katalitycznego od konformacymeg propagaciji fibryli. Wyniki te pokazaty
tez, ze szczepy amyloidowe insulinya sstabilne kinetycznie i w skozonym przedziale
czasowym nie ulegajkonwersji do wariantu preferowanego termodynam&zhe nieintuicyjne
rezultaty rzucityswiatto na stabo poznany mechanizm elementarnychegiiw towarzysgych
przylaczaniu rozpuszczonego biatka daika fibryli, w ktérych kontrola termodynamiczna »eo
odgrywa kluczowg rolg. Wydaje s, ze gkbsze poznanie tych procesow za@rzyczyné sig do
rozwoju nowych strategii terapeutycznych w amyla@ch, opieraicych s¢ o czsteczki
blokujace lepkie kace fibryli.

Jednym z ostatnich zagadhigpodgtych w ramach niniejszej pracy byto badanie
stabilngci przekazywania informacji strukturalnej w trakcwielopokoleniowych pasa.
Uzyskane wyniki pokazatyze w przypadku insuliny KR informacja strukturalnegkazywana
jest bez zmian do dwunastego pokolenia potomnego. pk¥ypadku cyklu zasiewia
homologicznych amyloidu insuliny Bl obserwuje¢ spowolrs ewolucg tzw. fenotypu
spontanicznego w kierunku chiralnych superstrukiwolucja ta obejmuje wszystkie poziomy
organizacji strukturalnej, tj. od struktury lledowej po struktur wyzszych rzdow i wiasciwosci
chiralooptyczne. Ten interegoy rezultat sugerujeze do tego samego koowego produktu
amyloidogenezy insuliny wotowej prowagdziwie alternatywneciezki: szybka — indukowana
sitami hydrodynamicznymi lub wolna — indukowana leyk zasiewa.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy zostapuldikowane w nagpujacych
czasopismachlournal of Physical Chemistry @014),PLoS Ong2014),Langmuir, ACS(2013),
Biochemistry, AC£012).



