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Zwijanie si¢ bialek w warunkach fizjologicznych jest spontanicznym procesem
prowadzacym do utworzenia natywnej konformacji cechujacej si¢ specyficzng aktywnoscia
biologiczng. Czg$ciowa destabilizacja struktury natywnej biatkka moze faworyzowac
zachodzenie procesu agregacji, co wigze si¢ z powstawaniem wysoce uporzadkowanych
(B-kartkowych), fibrylarnych struktur, ktore nosza nazwe amyloidéw. Niezalezenie od biatka
prekursora, amyloidy charakteryzuja si¢ podobng morfologia oraz wysoka stabilnoscig
termodynamiczng, a ich odktadanie si¢ w tkankach jest czgsto powigzane z etiologia Szeregu
choréb degeneracyjnych m.in. chorobami Alzheimera, Parkinsona, czy Huntingtona. Postulat,
ze formowanie fibryli amyloidowych jest generyczna cechg biatek jako poliamidow poszerzyt
grupe badanych w tym kontekscie bialek o syntetyczne peptydy, w tym poli-a-aminokwasy.
Uproszczenie sekwencji aminokwasowej sprawia, ze homopolipeptydy stanowiag ciekawe
modele biofizyczne dla badan konformacyjnych, w tym prob scharakteryzowania wcigz
niedostatecznie poznanego, a istotnego ze wzgledow klinicznych, mechanizmu agregacji
amyloidowe;j.

W niniejszej pracy skorzystano z modelowego homopolipeptydu — kwasu poli-L-
glutaminowego (PLGA) oraz oligomerow kwasu L-glutaminowego o réznej liczbie reszt (Glu).
Wykorzystano bowiem fakt, ze PLGA w sprzyjajacych warunkach fizykochemicznych tworzy
szczegllny typ struktury (tzw. B2), ktorego B-kartkowy szkielet wspierany jest uktadem wigzan
wodorowych z bifurkujacym akceptorem. Co, z kolei, przejawia si¢ w nietypowych widmach
w podczerwieni. Zasadniczym celem przeprowadzonych badan bylo glebsze poznanie
molekularnego oraz fizykochemicznego mechanizmu amyloidogenezy peptydow (L—Glu)n
oraz czynnikéw majacych wpltyw na polimorfizm powstajacych fibryli amyloidowych.
Szczegdtowo podjeto si¢ wyjasnienia nastepujacych probleméw badawczych: (1) ustalenia

najkrotszej sekwencji tancucha peptydowego, ztozonego z reszt kwasu L-glutaminowego, ktora



stanowi minimalny model przemiany konformacyjnej RC/a~helisa — struktura 32, (2) zbadania
pokrewienstwa przemian konformacyjnych krotkich oraz dtugich tancuchow (L-Glu)n, oraz (3)
wyjasnienia konsekwencji modyfikacji kowalencyjnych na N— oraz C—koncach tancuchow
peptydowych (L-Glu), na przebieg procesu agregacji amyloidowej.

Badania agregacji peptydow o roznej liczbie reszt kwasu glutaminowego
doprowadzily do okreslenia krytycznego ,,rozmiaru” oligomeru zdolnego do tworzenia
struktury B2 (4 reszty kwasu L-glutaminowego). Agregaty krotkich peptydéw roznig sie
zaréwno charakterystyka spektralna (pojawienie sie dodatkowego pasma 1585 cm™ typowego
dla zjonizowanych grup —COQ"), jak rowniez morfologiczng tworzgc mniej zwarte fibrylarne
skupiska w stosunku do silnie, lateralnie zasocjowanych fibryli skreconych superstruktur
PLGA. Pomimo tak duzych roznic w dtugos$ci tancucha fibryle amyloidowe peptydow (L-Glu)n
charakteryzuja si¢ podobnym przekrojem okreslanym na 4-5 nm. Niezaleznie od dtugosci
tancucha, peptydy (L-Glu)n (gdzie 4 <n < 200) wykazujg tendencje do indukowania agregacji
za pomoca dodawanych zarodkéw gotowych fibryli zar6wno homologicznych, jak
i heterologicznych. Nie jest to jednak powigzane z wystepowaniem efektu pamigci
konformacyjnej, gdyz fibryle potomne powstale w wyniku zasiewania krzyzowego maja
charakterystyke spektralng (FT-IR) takg jak fibryle powstate de novo. W zaproponowanym
modelu strukturalnym agregatow krotkich (L-Glu)n jonizacja terminalnych grup w tancuchu
peptydowym (-COO — ND3") pozwala na utworzenie sieci mostkdéw solnych, ktore stabilizujg
cala struktur¢ przestrzenng. W zgodzie z tym modelem pozostaje fakt pojawienia si¢
dodatkowego pasma 1585 cm™ w widmach FT-IR agregatéw P2 krotkich (L-Glu)n.

Ustalenie minimalnej dtugosci tancucha ztozonego z reszt kwasu L-glutaminowego
stato si¢ punktem wyjscia do rozpoczecia badan nad koagregacja peptydow (L-Glu)s oraz
PLGA. Mieszajac peptydy w roznych stosunkach stechiometrycznych pokazano, ze niezaleznie
od udzialu danego peptydu w mieszaninie, za kazdym razem dochodzi do znacznego
przyspieszenia procesu agregacji. Niezwykle interesujacy jest fakt, ze zarbwno na zmierzonych
widmach FT-IR, jak i na obrazach AFM nie zaobserwowano zadnych, wyrdzniajacych sie cech
spektralnych lub morfologicznych agregatow otrzymywanych dla krotkich peptydow (nawet
w przypadku 3-krotnego nadmiaru (L-Glu)s w mieszaninie). Na tej podstawie postulowano, ze
krotki peptyd (L-Glu)s, w trakcie przemiany konformacyjnej, nie podaza swoja $ciezka
agregacji amyloidowej, lecz ta typowa dla PLGA. Zarejestrowane widma réznicowe CD
pokazaly, ze ubytek helikalnosci PLGA poprzedza koagregacje peptydéw. Oznacza to, ze na

etapie nukleacji nastgpuje pewnego rodzaju zmiana konformacyjna, ktdrg mozna okresli¢ jako



,transfer nieuporzadkowania”. Taki rodzaj ,,denaturacji” znacznie przyspiesza proces agregacji
amyloidogennej, co zaobserwowano w trakcie pomiarow kinetycznych FT-IR.

Ostatnim problemem podjetym w niniejszej pracy byto zbadanie wptywu modyfikacji
kowalencyjnych na N-koncach oraz C-koncach krotkich peptydow (L-Glu)n (gdzie n =3, 4, 5)
na proces agregacji amyloidogennej. Pokazano, ze drobne zmiany w tancuchu peptydowym
mogg sterowac szybkoscig zachodzenia procesu agregacji. Pojedyncze modyfikacje prowadza
do znaczacego spowolnienia agregacji (lub jego catkowitego uniemozliwienia) zwtaszcza dla
peptydow modyfikowanych na C-koncu, gdzie jedyny agregujacy peptyd (L-Glu)s-NH:
wymagal zastosowania 21-dniowej inkubacji (w typowych warunkach). Efekt ten byt mniej
widoczny podczas modyfikacji na N-koncu tancucha. Wykazano, ze podwdjna modyfikacja
tancucha peptydowego moze przywraca¢ zdolno$ci do agregacji amyloidowej peptydow
(L-Glu)s oraz (L-Glu)s oraz dodatkowo przesuwaé granice minimalnej liczby reszt kwasu
glutaminowego potrzebnej do agregacji do stabilnej struktury B2. Okazato si¢ bowiem, ze
podwdjna modyfikacja tancucha (L-Glu)s, w przeciwienstwie do jego niemodyfikowanego
odpowiednika, zezwala na utworzenie stabilnego agregatu. Najprawdopodobniej jest to
spowodowane usuni¢ciem tadunkow z koncow lancucha, co znaczgco wzmacnia
hydrofobowo$¢ molekuty promujaca zachodzenie procesu agregacji. Badanie zdolnosci
zasiewania poszczegélnych peptydow pokazalo, ze w przypadku rdéznych wariantow
modyfikacji krotkich peptydow jest to proces wysoce selektywny. Na podstawie
zarejestrowanych widm FT-IR oraz obrazow AFM stwierdzono, ze pomimo znacznej
selektywnosci procesu zasiewania nie obserwujemy jednak konformacyjnego efektu pamigci
wsérod fibryli potomnych. Oznacza to, ze wsrdd réznych modyfikacji peptydow (L-Glu)n
wystepuje zjawisko strukturalnego polimorfizmu, do ktoérego prowadzg rdézne $ciezki agregacji
amyloidogennej.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy zostaly opublikowane w nastgpujacych
czasopismach: Langmuir (2015), Biomacromolecules (2016), Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces (2017).



