® Postepy Hig Med Dosw (online), 2018; 72: 295-306 www.phmd.pl
e-ISSN 1732-2693

Received:
Accepted:
Published:

16.08.2017
12.02.2018
16.04.2018

Amylina w badaniach eksperymentalnych.
Fibrylogenny potencjat ktopotliwej czasteczki

Amylin under examination. Fibrillogenic potential of the
troublesome molecule

Matgorzata Marszatek

Uniwersytet £6dzki, Instytut Biofizyki, Katedra Biofizyki OgdInej

Stowa kluczowe:

Streszczenie

W przebiegu cukrzycy typu 2 (diabetes mellitus type 2 DM2, non-insulin dependent diabetes
mellitus, NIDDM), w obrebie wysp Langerhansa trzustki, obserwuje sie patologiczne depozyty
zwane amyloidem. W sktad amyloidu wchodzi m.in. wytwarzany przez komdrki beta polipep-
tyd, petniacy funkcje neurohormonu, zwany amylina. Nieprawidlowo zwinieta, patologiczna,
bo fibrylujaca czasteczka amyliny, w postaci nierozpuszczalnych fibryli (wiékien) amyloido-
wych, powoduje dysfunkcje, niszczenie komdrek wysp, ich utrate, destrukcje narzadu i postep
choroby. Jest to polipeptyd wyjatkowo trudno rozpuszczalny i btyskawicznie fibrylujacy,
przez co trudny do badan. Dlatego tez prace eksperymentalne prowadzi sie na polipeptydzie
syntetycznym lub jego syntetycznych fragmentach. Artykut jest przegladem prowadzonych
badan zmierzajacych do odkrycia potencjatu fibrylotwdrczego amyliny, a takze niektérych
najnowszych modeli oddzialywath monomeréw tego polipeptydu. W pracy omdéwiono takze
liczne trudno$ci metodyczne w badaniu amyliny.
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Summary

In patients or animals affected by 2 type diabetes mellitus (diabetes mellitus type 2 DM2, non-
-insulin dependent diabetes mellitus NIDDM) some pathological deposits, called amyloid are
observed among cells of islets of Langerhans. Among others constituents deposits consist of
insoluble, fibrillar form of polipeptide neurohormone called amylin, produced by pancreatic
beta cells.. It is thought that formation of fibrillar deposits of misfolded and aggregated poli-
peptide is highly toxic to beta cells and leads to cell dysfunction, cell loss, pancreas destruction
and progress of the disease. Due to the extreme insolubility of this polipeptide and its instant
fibrillation amylin constitutes a methodological problem and there is a need for a special
methodology in experiments. This article reviews the most important experiments aimed at
discovering fibrillogenic potential of amylin and models of interaction of the polipeptide’s
monomers in man and rat. Numerous methodological difficulties in amylin research has been
also emphasized.
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Wykaz skrotow:

AFM - technika mikroskopii sit atomowych (atomic force microscopy), CD - technika dichroizmu

kotowego (circular dichroism), EM - technika mikroskopii elektronowej (electron microscopy), FTIR
- technika badan widm w podczerwieni (fourier transform infrared spectroscopy), hA - amylina
ludzka, hA (1-37) - petnoaminokwasowa amylina ludzka (human amylin), HFIP — hexafluoroizo-
propanol (1,1,1,3,3,3-hexafluoroizopropanol), rA - amylina szczura, TFA — kwas tréjfluorooctowy,

ThT - tioflawina T (thioflavine T).

WSTEP

Ztogi (depozyty) amyloidu, odnajdywane w obrebie
wysp Langerhansa trzustki u chorych na cukrzyce zwie-
rzat i cztowieka, zawieraja w swym sktadzie neurohor-
mon, wytwarzany przez komdrki beta wysp trzustki,
zwany amylina. Intrygujacym fenomenem przyrody
jest to, ze ten sam polipeptyd zachowuje sie réznie
u réznych organizméw, tj. formuje fibryle amyloidéw
(wlékna amyloidowe) badZ nie wykazuje tej whasciwosci.
Mimo poznania sktadu aminokwasowego polipeptydu
u réznych gatunkdw i mimo rozpoznania réznic substy-
tucyjnych w obrebie jego czasteczki, problem fibrylacji
amyliny nadal oczekuje na rozwigzanie. Jest wiele przy-
czyn, ktére powoduja, ze fibrylujaca amylina ludzka (hA)
ciggle budzi zainteresowanie eksperymentatoréw. Jej
cechy wlasne, m.in. wynikajace ze sktadu aminokwaso-
wego, stanowig powazne utrudnienie badawcze. Amylina
jest polipeptydem wyjatkowo trudno rozpuszczalnym
i blyskawicznie fibrylujacym w roztworze [26,28]. Az 10
aminokwaséw hydrofobowych, obecnych w czasteczce
amyliny sprawia, ze niemozliwe jest jej rozpuszczenie
w roztworze wodnym, a w roztworach o wysokim steze-
niu polipeptydu (np. 20 mg/ml) nastepuje jego natych-
miastowa, spontaniczna fibrylacja. Dlatego tez do badati
amyliny zazwyczaj sa stosowane, jako rozpuszczalniki
wspomagajace, roztwory fluorowanych alkoholi: tréjflu-
oroetanolu (2,2,2-trifluoroethanol, TFE) i heksafluoro-
izopropanolu (1,1,1,3,3,3-hexafluoroizopropanol, HFIP).
Stuza rozpuszczeniu powstajacych agregatéw peptydu
w badanym roztworze. Jednak nawet $ladowe ich ilo$ci
wplywaja na proces fibrylacji, ktéry jest niezwykle wraz-
liwy na stosowane warunki eksperymentalne, co takze
utrudnia interpretacje wynikéw [27,44].

Warunki $rodowiskowe uktadu eksperymentalnego, np.
pH, ci$nienie, stezenie i rodzaj rozpuszczalnika, sktad
jonowy roztworu, obecno$¢ biatek chaperonowych
i stezenie fibrylujacego peptydu, a takze rodzaj i cha-
rakter chemiczny powierzchni, z ktéra badany peptyd

oddzialuje, tj. jej hydrofobowo$¢, tadunek jakim jest
obdarzona, odgrywaja istotng role w procesie szeroko
rozumianej agregacji. Jest nig zaréwno agregacja nie-
swoista, ktéra prowadzi do agregatéw amorficznych,
jak i agregacja wysoce swoista, prowadzaca do struktur
dobrze uporzadkowanych, jakimi sg fibryle. Procesy te
mozna obserwowacé i badaé na przyktadzie wtasnie amy-
liny. Zastosowane warunki eksperymentalne wyciskaja
swego rodzaju pietno na tworzgcych sie depozytach, co
wyraza sie polimorfizmem obserwowanych agregatéw
czy fibryli [14,23,27,41].

Dlatego tez, od chwili odkrycia amyliny, liczne prace eks-
perymentalne prowadzi sie na polipeptydzie syntetycz-
nym lub jego syntetycznych fragmentach. Nalezy o tym
pamietad, interpretujgc wyniki eksperymentéw. Uwaga
ta, odnosi sie zwlaszcza do badan, na ktérych podstawie
prébuje sie odnaleZ¢ te sekwencje aminokwaséw, ktérym
mozna by przypisaé istotng role w fibrylacji i dla formo-
wania typowej dla fibryli, struktury typu p-sheet, trak-
towanej jako ich cecha generyczna [3]. Wyabstrahowane
z calosci czasteczki jej fragmenty moga jedynie przybli-
zy¢ rozwigzanie problemu fibrylacji, ale catkowicie nie
odkryja tajemnicy tego procesu. Badati fibrylacji amy-
liny w warunkach in vivo np. w komérkach beta wysp
trzustki, nie utatwia tez to, Ze s rozproszone w wyspach
Langerhansa, przez co bardzo trudne, a wrecz niemoz-
liwe do pozyskania. Ich ekwiwalentem sg m.in. szczurze
komérki nowotworu trzustki typu insulinoma, ale sg jed-
nak modelem niedoskonatym [26,43].

Niniejsza praca stanowi przeglad kolejno prowadzonych
badan zmierzajacych do odkrycia potencjatu fibrylo-
twdrczego, jaki kryje w sobie czgsteczka amyliny, a takze
przeglad niektérych najnowszych, modeli oddzialywan
monomerdéw amyliny cztowieka i szczura (rA), zapro-
ponowanych w oparciu o dorobek prac eksperymental-
nych. Podkre$lono takze liczne trudnosci metodyczne,
sprawiajace, ze w przypadku tego polipeptydu, zasadne
jest odwotywanie sie do analiz symulacyjnych [48,49].
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Wnoszg nowa wiedze sktadajaca sie na obraz tego cieka-
wego fenomenu przyrody. W prezentowanej pracy, dla
wszystkich struktur biatkowych, pozostawiono termino-
logie anglojezyczna, celowo nie wprowadzajac dtuzszych
i opisowych nazw polskich.

FIBRYLUJACE FRAGMENTY POLIPEPTYDU

Fibrylacja pelnoaminokwasowej wersji syntetycznej hA
imituje proces zachodzacy in vivo, prowadzacy do odkta-
dania amyloidu trzustki. Obserwowane zjawisko nasu-
walo pytanie o sekwencje aminokwasowe, nadajace
polipeptydowi ceche jego zdolnosci fibrylacji. Pytanie
byto zasadne, zwlaszcza w kontekscie obserwowanych
naturalnych réznic w budowie aminokwasowej polipep-
tydéw: fibrylujacego i niefibrylujacego peptydu szczura.
Na tej podstawie skonstruowano liczne modele badaw-
cze z zastosowaniem fragmentéw amyliny zwierzat
i cztowieka. Stwierdzono, ze krétkie fragmenty amyliny
wykazuja cechy identyczne z cechami pelnego polipep-
tydu. Jednak w zaleznosci od ich pochodzenia przeja-
wiajg rézna zdolno$¢ do fibrylacji i albo fibryluja, jak
w przypadku polipeptydéw cztowieka, albo nie fibry-
luja, jak w polipeptydach szczura. Ale sa i takie pepty-
dowe fragmenty amyliny, ktére moga fibrylowa¢ jedynie
w warunkach in vitro, nie ujawniajac tej cechy in vivo, np.
amylina krdlika czy zajaca [26]. Te ostatnie moga stuzy¢
jako model badawczy, ale dopiero po ich gruntownym
sprawdzeniu. Na podstawie analizy sktadu aminokwa-
sowego domen budujacych caty, 37-aminokwasowy
polipeptyd, wyodrebniono fragment, uznany za naj-
istotniejszy dla procesu fibrylacji amyliny. Byt nim tzw.
obszar centralny czasteczki.

Obszar centralny 20-29 amyliny zwierzgt i czlowieka

Na amyloidogenny region syntetycznej hA, ulokowany
miedzy resztami aminokwasowymi 20 a 29, zwrécit
uwage juz w 1989 r. Bestholtz i wsp. [6]. Stwierdzono
wdéweczas, ze peptyd 20-29, w warunkach in vitro wykazuje
zdolno$¢ do spontanicznego formowania klasycznych
fibryli. Stosunkowo szybko zauwazono réznice w zdol-
nosci do tworzenia fibryli przez ten peptyd w zaleznosci
od gatunku zwierzecia, od ktérego pochodzit. To, ze pep-
tyd chomika nie fibrylowat, a ludzki formowat fibryle,
powigzano z réznicami w budowie aminokwasowej [5].
Nastepnie wykazano, ze syntetyczna, 10-aminokwa-
sowa sekwencja, korespondujaca z odcinkiem 20-29 hA,
w warunkach in vitro formuje fibryle podobne do fibryli
petnoaminokwasowej wersji amyliny syntetycznej. Jed-
noczeénie stwierdzono, ze analogiczny fragment rA
cechy takiej nie mial. Tak powstata koncepcja domeny
centralnej czasteczki amyliny, odpowiedzialnej za fibry-
lacje polipeptydu [45].

W dalszych pracach zauwazono, ze substytucje amino-
kwasowe w tym obszarze hA moduluja ceche fibrylogen-
no$ci amyliny, np. spowalniajgc proces oraz ze niekiedy
ten sam polipeptyd nie formujac fibryli in vivo, wyka-
zuje te ceche in vitro, w probéwce. Zwrécono uwage na

reszty miedzy 24 a 27 aminokwasem zdolne do formo-
wania struktury przeciwréwnoleglej typu ptaszczyzny
beta (B-sheet), zwanej takze strukturg harmonijkowa
czy pofatdowanej kartki. Byto to potwierdzenime istot-
nej roli tego fragmentu polipeptydu w procesie formo-
wania fibryli [4,45].

Przypadek formowania fibryli przez amyline kré-
lika i zajaca, ale wytacznie w warunkach in vitro, przy
braku identyfikowalnych depozytéw amyloidu w orga-
nizmie tych zwierzat, takze wydawat sie mie¢ zwiazek
z sekwencjg aminokwasowa 20-29 peptydu [10]. Zbadano
syntetyczna sekwencje 20-29, bedacg odpowiednikiem
polipeptydu obu gatunkdéw. Stwierdzono, ze w warun-
kach in vitro fragment ten formuje fibryle, przypomi-
najace pokrojem fibryle hA. Cho¢ formowane fibryle
cechowalo wyrazne powinowactwo do barwnika fibryli,
tj. czerwieni Kongo, to jednak zachowano ostrozno$é
i okre$lono je jako ,,podobne do amyloidu” (amyloid
like fibrils). Wydaje sie, ze u badanych zwierzat, steze-
nie polipeptydu w komdrce jest zbyt niskie do formo-
wania fibryli, a to chroni je przed skutkami zdolnosci do
fibrylacji, ujawnianej in vitro i odktadaniem depozytéw
w komorkach trzustki zwierzat.

Stwierdzono zatem, ze w warunkach in vitro syntetyczne
peptydy amyliny zwierzat, sasiadujjace z regionem 20-29
hA, takze formowaly fibryle oraz ze syntetyczny peptyd
odpowiadajacy peptydowi, ktéry nie fibryluje w warun-
kach in vivo, potrafi formowaé fibryle takze in vitro.
Udowodniono, ze dziesie¢ aminokwaséw domeny cen-
tralnej hA wystarcza do uformowania fibryli, ale o nieco
odmiennej strukturze niz fibryle petnego polipeptydu.

Praca, niejako wiericzaca studia nad fibrylacjag domeny
centralnej 20-29 hA, dotyczyta analizy poréwnawczej
zdolnosci fibrylacyjnej catego polipeptydu i dwéch
jego fragmentéw. Zbadano aspekty dynamiki i morfo-
logii formowania fibryli. Analizie poddano caty poli-
peptyd (1-37), odpowiadajacy polipeptydowi ludzkiemu
(hA1-37) oraz fragment umiejscowiony miedzy amino-
kwasem 8 a 37 (hA8-37), celowo pomijajac pierwsze sie-
dem N-koricowych aminokwaséw budujacych amyline,
gdyz wydawalo sie, ze ten krétki poczatkowy odcinek
pozostaje bez wpltywu na réznorodno$é formowanych
fibryli [16].

Tak wiec, zmiany konformacyjne struktury drugorze-
dowej, zwigzane z tworzeniem fibryli, nastepuja bardzo
szybko i dotycza zaréwno catego polipeptydu hA1-37, jak
i fragmentu hA 8-37. Analiza technika dichroizmu koto-
wego (circular dichroism, CD) wykazata, ze poczatkowa
struktura amyliny typu kiebka (random coil), przybiera
nastepnie forme B-sheet i a-helisy. Takze w badaniu
z markerem procesu fibrylogenezy, tj. tioflawing T (thio-
flavine T, ThT) zaréwno fragment 8-37, jak i hA1-37
wykazywaty podobne fazy fibrylacji, cho¢ o nieco réz-
nych parametrach. Takze wyglad tworzonych fibryli
w mikroskopie elektronowym (electron microscopy, EM)
wskazywal, ze fragment 8-37, podobnie jak petny poli-
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peptyd, cechowato podobiefistwo morfologiczne, a takze
ze fibrylarne skupiska zbudowane byly z protofibryli.

Wprawdzie potwierdzono, ze dziesie¢ aminokwasdw
tworzacych odcinek 20-29 hA wystarczy do powsta-
nia fibryli, to jednak zwrécono uwage, ze pozostate
segmenty polipeptydu, otaczajace cze$¢ rdzeniows,
wyraznie wpltywaja na sposéb fibrylacji, co rzutuje na
ostateczny wyglad fibryli, ktére byly wysoce polimor-
ficzne.

Wyniki wstepnych badati pozwalaly przypuszczaé, ze
ustalono domene krytyczna dla fibrylacji amyliny. Wia-
domo bylo, ze sama struktura sekwencyjna tego regionu,
bedgca waznym czynnikiem determinujacym proces
fibrylacji, nie wystarcza jednak do nadania polipepty-
dowi - lub jego fragmentowi - tej cechy. Dobrze ilustruje
te sytuacje to, ze amylina psa nie fibryluje i u zdrowego
zwierzecia ztogi amyloidu nie powstaja. Moze to zaskaki-
waé, gdyz sekwencja aminokwaséw amyliny w obszarze
20-29 u psa jest identyczna z sekwencja amyliny u kota
i u cztowieka, u ktérych ztogi amyloidu sa obecne. Co
wiecej, u pséw amyline odnaleziono w ztogach amylo-
idowych odktadanych w obrebie nowotworu trzustki
typu insulinoma. Nowotwor ten to wyspiak wywodzacy
sie z komdrek beta trzustki, ktéry z powodu sekre-
cji nadmiernych iloci insuliny klasyfikowany jest jako
funkcjonalny guz endokrynny trzustki. Ponadto w toku
analizy histologicznej wykazano, ze amyloid w guzach
psa reagowat z przeciwciatami skierowanymi prze-
ciwko syntetycznemu fragmentowi 7-17 polipeptydu
ludzkiego. Istniejgce podobiefistwo sekwencji amino-
kwasowej amyliny psa i czlowieka sprawia, ze peptyd
ten w pewnych, nietypowych warunkach, jakie stwarza
odmienne $rodowisko nowotworu trzustki, moze by¢
wprowadzony na szlak fibrylacji. Podniesiony poziom
polipeptydu w komérkach nowotworu psa moze mieé
dwie przyczyny: albo jest nig nadmierne wytwarzanie
polipeptydu, albo jego zaburzony katabolizm. Podobny
mechanizm wystepuje u kota, u ktérego podniesiony
poziom polipeptydu odpowiada za jego sktonno$¢ do
fibrylacji [26].

Przyktad ten ilustruje to, ze dla procesu fibrylacji -
oprécez cech whasnych polipeptydu czy biatka, takich jak
sekwencja aminokwasowa, istotne znaczenie maja sze-
roko rozumiane, ale nierozpoznane czynniki zewnetrzne
w komérce czy w organizmie, nadajace biatku nowe cechy
badZ stwarzajace w jego otoczeniu (komdrce) nowe, inne
parametry biochemiczne - profibrylotwércze.

Inne regiony ﬁbrylogenne amyliny - obszary spoza
fragmentu 20-29

Wiadomo byto, ze odcinek amyliny miedzy 20-29
aminokwasem jest niezwykle wazny dla formowania
fibryli. Nasuwaly sie jednak pytania: czy region 20-29
obejmuje petng sekwencje aminokwasows, wymagang
do fibrylacji polipeptydu oraz czy jest to jedyna
sekwencja odpowiedzialna za takg zdolno$¢ amyliny.

Odrebny rodzaj pytarh dotyczyt warunkéw $rodowiska
w jakich fibryle powstawaly.

Szukajac odpowiedzi skoncentrowano sie na sekwen-
cjach amyliny, zwigzanych z sekwencjami peptyddéw
odnajdywanych w trzustce, w surowicy krwi i w komér-
kach uktadu pokarmowego cztowieka. Byty to fragmenty:
umiejscowiony miedzy 24 a 37 aminokwasem (24-37)
i drugi miedzy resztami 17 a 37 (17-37) amyliny. W ten
sposéb przetamano schematyczne podejécie do regionu
centralnego 20-29, jako jednego i jedynego fibrylotwér-
czego w czgsteczce amyliny [34].

Skonstruowano peptydowe warianty, w ktérych badano
wplyw aminokwaséw otaczajgcych segment 20-29 od
C korica, tj. zbadano wersje polipeptydu zawierajaca
dodatkowe trzy aminokwasy (wariant 17-37) oraz wer-
sje, w ktérej zawezono odcinek centralny pomniejszajgc
jego C-koniec o 4 pierwsze aminokwasy (wariant 24-37).
Juz wezeséniej uznawano je za istotne dla procesu fibry-
lacji. Jednocze$nie w obu wariantach przesunieto gérne
ramy poza 29 aminokwas, pozostawiajac wszystkie ami-
nokwasy do 37, tak jak w peptydach odnajdywanych in
vivo. Warunki eksperymentéw dobrano tak, by odpowia-
daty parametrom fizjologicznym in vivo, tzn.: pH granul
sekrecyjnych komérek beta trzustki (pH 5,5) i przestrzeni
pozakomdrkowej w komdrkach beta (pH 7). Dlatego tez
wszystkie badane peptydy badano w formie protono-
wanej i nieprotonowanej, jako monomery niezestruk-
turalizowane, o czym $wiadczyly otrzymane widma CD.
Formowane depozyty zbadano technika transmisyjne;
mikroskopii elektronowej (transmission electron micro-
scopy; TEM), a takze technika spektroskopii w podczer-
wieni (fourier transform infrared spectroscopy, FTIR).
Uzyskany obraz odpowiadat typowemu dla fibryli obra-
zowi widm przypisanych strukturom B-sheet. W obra-
zie TEM rzadko obserwowano pojedyncze protofibryle.
Gtéwnie widoczne byly ich skupiska formujace struk-
tury, przypominajace sznury/liny (,,rope”-like), a takze
depozyty stanowigce produkt fibrylacji bocznej. Pewne
ktopoty interpretacyjne obserwowanych depozytéw
sprawily testy z czerwienig Kongo. Zaobserwowane osta-
bienie typowej zielono-zdttej barwy, Swiadczace o cesze
dwdéjtomnosci depozytéw sprawito, ze zastanawiano sie
czy mozna je traktowacé jako spetniajgce wszystkie kry-
teria fibryli. Zwrécono jednak uwage, ze pozytywna
reakcja z tym barwnikiem przypisywana jest depozytom
powstajacym in vivo, a w warunkach eksperymentalnych
in vitro, dla uktadéw ze sztucznymi, syntetycznymi pep-
tydami, nie doczekata sie odpowiedniej standaryzacji.
Wszystkie pozostate zbadane cechy formowanych depo-
zytéw pozwolity uznad je za fibryle. Udowodniono tym
samym, ze inne aminokwasowe wersje domeny central-
nej takze formuja fibryle [34].

Czy caly odcinek 20-29 jest wymagany w procesie

formowania ﬁbryli?

W kolejnych badaniach zawezono o 4 aminokwasy
odcinek domeny centralnej i zbadano fragment 24-29
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hA, ktéry nie zawiera reszt aminokwaséw aromatycz-
nych. Analiza peptydu w dwéch wariantach: z wolnym
i z acetylowanym N-konicem, tj. w réznym $rodowisku
otaczajacym N-koricowy aminokwas ujawnita ogromne
znaczenie modyfikacji np. acetylacji dla procesu fibryla-
cji. Zastosowany jon parujacy, przypuszczalnie taczac sie
z pozytywnym tadunkiem N-koticowego aminokwasu,
eliminuje jego wplyw na proces fibrylogenezy. Acety-
lacja N-koticowego aminokwasu prowadzita jednak do
istotnych zmian w zachowaniu tego odcinka. Wydaje sie,
ze podnosita znaczaco stopietr uporzadkowania depozy-
téw, nadajac im zdolno$é do formowania zréznicowa-
nych morfologicznie agregatéw, ale o cechach jedynie
przypominajacych fibryle (amyloid-like fibrills). W obra-
zie TEM nie byly to jednak typowe fibryle. Mozna byto
zatem przypuszczald, ze odcinek amyliny obejmujacy
reszty 20-23 nie jest konieczny dla procesu fibrylacji.

Cho¢ nie znaleziono wéwczas precyzyjnej odpowiedzi
na pytanie: ktéry element nadaje badanym fragmen-
tom ceche fibrylogennosci, to jednak zawezono obszar
poszukiwan krytycznych dla tego procesu sekwencji
aminokwasowych. Ponadto stwierdzono, ze nawet nie-
wielkie zmiany w warunkach eksperymentalnych oka-
zaly sie niezwykle istotne - znaczgco wptywaty na wynik
koricowy badan. Autorzy odniedli sie takze do wynikéw
innych eksperymentéw, ktére rézniac sie tylko drobnymi
detalami warunkéw eksperymentalnych, prowadzity do
odmiennych rezultatéw, a w zwigzku z tym i wnioskéw.
Stalo sie pewne, ze nalezy zachowa¢ daleko idaca ostroz-
no$¢ przy interpretacji otrzymanych wynikéw, ktére
cho¢ pozornie oczywiste - zawsze jednak moga mieé
ukryte w sobie putapki metodyczne. Otrzymane depo-
zyty nie byly bowiem typowymi fibrylami [34].

Czy inne fragmenty amyliny takze mogg formowa¢

fibryle?

Pierwsze opublikowane doniesienie o fibrylacji peptydu
zawierajgcego sekwencje spoza regionu centralnego
amyliny obejmowato obszar zlokalizowany miedzy 30
a 37 aminokwasem w odpowiedniku polipeptydu ludz-
kiego [34]. O§mioaminokwasowy peptyd 30-37, badany
w roztworze technikg FTIR, wykazywat cechy struktury
typu kiebek (random coil), ale depozyty formowane
przez ten peptyd, w badaniu technika TEM, byly juz
identyfikowane morfologicznie jako klasyczne fibryle,
z cecha dwéjtomnosci w tescie z czerwienig Kongo. Po
raz pierwszy eksperymentalnie podwazono dominu-
jaca role regionu centralnego 20-29 w procesie fibrylacji
amyliny, a cecha ta stala si¢ takze atrybutem zupetnie
innej domeny polipeptydu.

Okazalo sie, ze nie jeden, ale dwa amyloidogenne pep-
tydy, tj. krétsza wersja peptydu centralnego, miedzy
24 a 29 aminokwasem i drugi odcinek, tzn. 30-37, takze
nadaja czgsteczce amyliny te ceche. Cho¢ formowane
fibryle maja podobna strukture (podobny sygnat CD), to
jednak typ obserwowanej fibrylacji i pokréj tworzonych
fibryli sa nieco odmienne w obu przypadkach. Sekwen-

cje aminokwasowe obu regionéw warunkuja zdolno$¢ do
formowania fibryli, ale wptywaja na ich strukture i spo-
séb uporzadkowania depozytéw. Jak wykazano, regiony
te moga dziataé niezaleznie od siebie i, nie umniejszajac
znaczenia kazdego z nich, odgrywa¢ role w formowaniu
struktur I, wyzszego rzedu. Wykazano tym samym, ze
w warunkach in vitro, nowy zbadany region 30-37 jest
réwniez wazny w procesie fibrylacji. Pozostato jednak
pytanie o to, czy w warunkach in vivo w petnym, niena-
ruszonym polipeptydzie rola tych regionéw w proce-
sie fibrylacji jest podobnej ,,mocy”? Innna kwestia byto
pytanie o to, co jest bardziej istotne dla wprowadzenia
natywnego biatka czy polipeptydu na szlak fibrylacji:
czy istotna jest sekwencja aminokwasowa, jej ulokowa-
nie w czasteczce, czy tez warunki §rodowiska, w jakich
proces jest wyzwalany. Wydaje sie, ze w przypadku amy-
liny, przynajmniej dla dwéch zbadanych fizjologicznych
warto$ci pH 5,5 i 7,4, jako czynnikéw §rodowiskowych,
ten element nie odgrywa znaczacej roli [34].

Najkrétszy fragmcnt amy]iny Zdolny do ﬁbrylacji

Inne prace badawcze skoncentrowaty sie na poszukiwa-
niu najkrétszego, zdolnego do fibrylacji fragmentu hA.
Typowy, rdzeniowy dekapeptyd 20-29 skracano kolejno
do odcinkéw miedzy 20 a 27, 22 a 27, 23 a 27 i wresz-
cie 24 a 27 aminokwasem. Zsyntetyzowane peptydy, roz-
nigce sie zaledwie jednym aminokwasem, zachowywaly
sie w sposéb bardzo zréznicowany, gdyz albo w ogdle nie
formowaty struktur uporzadkowanych, budujac jedy-
nie depozyty amorficzne albo catkowicie réznigce sie
od siebie struktury fibrylarne. Te ostatnie byty rézno-
rodne i odmienne pod wzgledem: typu fibrylacji, mor-
fologii formowanych fibryli, rozmiaru czastek i wreszcie
cytotoksycznosci. Pentapeptyd (sekwencja 23-27, FGAIL)
tworzyt stosunkowo dhugie (3 uM) i bardzo szerokie (300
nm) twory, przypominajace - z powodu asocjacji bocz-
nej - raczej wstegi (ribbon-like), zbudowane z pekéw
lub przynajmniej dwdéch filamentéw. Wykazywat jednak
dodatni test z czerwienig Kongo, a w badaniu technika
FTIR widmo struktury typu B-sheet co znaczyto, ze byly
to nieco odmienne, ale jednak fibryle [42].

Pentapeptyd byt najkrétszym fragmentem zdolnym do
formowania fibryli, ale i heksapeptyd (sekwencja 22-27,
NFGAIL), réznigcy sie obecnosciag dodatkowej kotico-
wej reszty asparaginy (Asn22), takze formowat fibryle
i to o cechach uznanych za najbardziej typowe. Nie byly
to wstegi, ale wylacznie skrecajace sie wokét siebie kla-
syczne fibryle, z zachowang periodycznoscia skretu,
ktére w tescie z czerwienig Kongo ujawnialy wyrazng
zielono-ztotg dwéjtomno$é, a w badaniu technika FTIR
klasyczne widmo struktury typu B-sheet. Najkrétszy odci-
nek, tj. tetrapeptyd (sekwencja 24-27, GAIL), w roztworze
pozostawat wylacznie w postaci rozpuszczalnej i tracit
zdolno$¢é formowania fibryli. W badaniu technikg FTIR
ujawniat widmo typowe dla formy ktebka (random coil).

Wykazano, ze w przypadku syntetycznych peptyddw
amyliny, granice formowania depozytéw o cechach
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fibryli, wyznacza reszta piecioaminokwasowa. Tylko
pie¢ aminokwaséw potrzeba, aby pojawily sie agregaty
pod kazdym wzgledem spetniajace definicje klasycznych
fibryli. W ten sposdéb autorom udato sie obnizy¢ liczbe
niezbednych do fibrylacji aminokwaséw, ktéra wezesniej
wynosita osiem, i okresli¢ przypuszczalnie wazng dla
fibrylacji sekwencje fibrylujacych aminokwaséw, ktéra
jest peptyd FGAIL. Dalsze skracanie badanego peptydu
powoduje utrate zdolnosci do formowania fibryli [42].

Postawiono w ten sposéb kolejne pytanie: czy ten skré-
cony odcinek, w poréwnaniu do sekwencji 20-29, to
rzeczywiscie wlasciwa sekwencja typu rdzeniowego
amyliny? Dlatego tez poszukujac najkrétszego fibryluja-
cego fragmentu hA, zbadano oddziatywania miedzy pet-
nym 37-aminokwasowym syntetycznym polipeptydem,
a kolejnymi syntetycznymi dekapeptydami amyliny,
ktérych sktad aminokwasowy obejmuje catg czgsteczke
peptydu [31]. W ten sposéb zidentyfikowano gtéwna
domene molekularng amyliny, majaca duze powinowac-
two do skonstruowanych dekapeptydéw. Najsilniejsze
wiazanie krétkiego peptydu do pelnej 37-aminokwaso-
wej amyliny cechuje 10-aminokwasowy fragment nale-
zacy do N-konca, ulokowany miedzy aminokwasem 11
a 20, tj. sekwencja RLANFLVHSS. W jego obrebie ziden-
tyfikowano minimalng aktywna jednostke, zdolng do
samoasocjacji polipeptydu (self-association), a nastepnie
do uczestniczenia w formowaniu fibryli. Jest nia penta-
peptyd NFLVH, umiejscowiony miedzy 14 a 18 amino-
kwasem amyliny, ktéremu mozna przypisac role rdzenia
w rozpoznaniu molekularnym.

Ten krétki peptyd formuje cienkie, diugie nici, ktére
mozna okresli¢ terminem protofilamentéw. Drugi roz-
poznany pentapeptyd to odcinek FLVHS, jest umiej-
scowiony miedzy aminokwasami 15 a 19 i podobnie jak
pierwszy wymieniony pentapeptyd, takze i ten, wykazy-
wat dodatni test dwéjtomnosci. Formowat odmienny typ
dtugich szerokich wsteg, ktérych nie mozna byto jednak
traktowa¢ jak klasyczne fibryle. Zwrécono takze uwage
na podobiefistwo opisanych struktur do formowanych
przez pentapeptyd o sekwencji FGAIL, ale umiejscowio-
nej w obrebie domeny centralnej, tj. miedzy 23 a 27 ami-
nokwasem [31,42].

Wydaje sie, ze granice skracania badanych peptydéw
narzuca ich zdolnos¢ fibrylotwércza. Wyznacza ja tetra-
peptyd FLVH, ktéry nie wykazuje jednak cech przypi-
sanych fibrylujacym pentapeptydom i tworzy jedynie
amorficzne agregaty. Ponadto, okreslajac najkrétsze
fibrylujace fragmenty, wkroczono w obszar dotychczas
nieco pomijanej N-koficowej domeny amyliny, a tym
samym postawiono kolejne pytania badawcze, a doty-
czyty C-koficowej domeny poczatkowej peptydu [31].

Domena poczgtkowa 1-19 amyliny szczura
i czlowieka

Potowie czasteczki amyliny, tj. resztom miedzy 20
a 37 aminokwasem przypisano zdolno$¢ do formowa-

nia fibryli. Zrodzito sie zatem pytanie o to, czy w swej
strukturze, mata czasteczka amyliny, kryje w sobie jesz-
cze inne odcinki nadajace polipeptydowi taka ceche? Do
zbadania pozostat nieco ,,zapomniany” region C-kon-
cowy amyliny, tj. miedzy aminokwasem 1 a 19. Zadano
zatem pytanie: jakg role petni ta domena i jakie cechy ja
charakteryzuja?

Okazalo sie, ze ten zapomniany region kryt w sobie dwie
tajemnice. Pierwsza to to, ze w obrebie tak wszechstron-
nie badanej czasteczki hA kryje sie dodatkowy, inny niz
do tej pory ujawniony, region o wtasciwosci formowania
klasycznych fibryli. Druga, to niezmiernie interesujacy
fakt ujawnienia w obrebie czasteczki niefibrylujacej rA,
sekwencji majacej takg ceche [21].

Zbadano zatem caly polipeptyd oraz kilka syntetycznych
fragmentéw fibrylujgcej hA i niefibrylujgcej rA. Zasto-
sowano warunki poczatkowe, w ktérych zaréwno caty
polipeptyd, jak i jego fragmenty, pozostawaly w postaci
ktebka, co wskazuje na stan monomeryczny czasteczki.
Jednak w miare uptywu czasu, w zalezno$ci od badanego
fragmentu amyliny, czyli od jego sktadu aminokwaso-
wego, poszczegblne badane odcinki ujawniaty rézne
cechy i formowaty rézne struktury wyzszego rzedu lub
ich w ogéle nie tworzyly.

Obszar poczatkowy N-korica, tj. odcinek 1-13 w ogéle
nie formowat zadnych agregatéw. Natomiast fragment
z wyeliminowanymi pierwszymi aminokwasami, umiej-
scowiony miedzy 8 a 20 aminokwasem, w wersji odpo-
wiadajgcej hA i rA, w badaniu technikg FTIR, ujawnit
podobne do siebie widma o cechach odpowiadajacych
klasycznej strukturze B-sheet. Po raz pierwszy stwo-
rzono uktad eksperymentalny, w ktérym ,,zmuszono”
do fibrylacji, przynajmniej fragment, niefibrylujacej rA.
Aby potwierdzi¢ ten nowo odkryty potencjat czasteczki
amyliny, zbadano fragment 8-20 technika dyfrakeji pro-
mieni X (X-ray diffraction), ktérej wyniki dajg niepod-
wazalny dowéd obecnosci struktur fibrylarnych. Obraz
uzyskanych dyfraktograméw jednoznacznie wskazywat
na obecno$¢ tzw. struktury cross-p, charakteryzujacej
klasyczne fibryle [21,28].

Waznym wynikiem bylo ujawnienie, iz niefibrylu-
jaca czasteczka rA zawiera jednak sekwencje zdolne do
fibrylacji. W polipeptydzie szczura sa one jednak sku-
tecznie maskowane przez pozostate aminokwasy, gdyz
pelny polipeptyd nie fibryluje. Wynik ten byt niezwykle
istotny, gdyz badany odcinek stanowit fragment oddzie-
lony od petnej czasteczki rA. Byt to niezbity dowdd na to,
ze przy interpretacji wynikéw, prowadzac jakiekolwiek
analizy, nalezalo na ten istotny fakt zwracaé szczeg6lna
uwage [21].

Wyniki prac wskazuja, ze N-koricowy odcinek amy-
liny 1-19 odpowiada za poczatkowe wigzanie peptydu
z blona komérkowa na zasadzie wigzan elektrostatycz-
nych, a nastepnie za wbudowanie go w struktury btony
komérkowej, co ostatecznie prowadzi do uszkodzenia
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btony. Odcinek 1-19 niefibrylujacej rA, podobnie jak
peptyd hA, takze moze zostaé wbudowany w struk-
tury btony komérkowej lub dwuwarstwy lipidowej, ale
cechuje go mniejsze powinowactwo do btony komér-
kowej od peptydu ludzkiego. Interakcje miedzypepty-
dowe (peptyd-peptyd), sprzyjajg formowaniu struktur
helikalnych, natomiast oddziatywania peptydu z btona
(peptyd-btona) preferuja formowanie struktur niehe-
likalnych. Dlatego tez, po wbudowaniu do btony, pep-
tyd ludzki cechuje wyzszy stopieri formowania struktur
helikalnych niz peptyd szczura, co najprawdopodobniej
jest uwarunkowane stabszymi oddziatywaniami peptydu
z btong od silniejszych wzajemnych oddziatywan miedzy
peptydami. Natomiast peptyd szczura cechuja silniejsze
interakcje z blona, co ostabia oddziatywania miedzypep-
tydowe [18].

Poszukiwania domeny krytycznej dla procesu

fibrylacji amyliny ludzkiej

Jedynie sze$¢ aminokwaséw, z ktérych piec lezy w obre-
bie regionu 20-29 czgsteczki rA, rézni ja od polipep-
tydu ludzkiego. Istotne wydaja sie trzy reszty proliny
umiejscowione w pozycjach: 25, 28 i 29 rA. Pozostate
aminokwasy réznigce polipeptyd szczura i ludzki sa
w pozycjach 18 - histydyna, 23 - fenyloalanina i 26 -
izoleucyna. W hA substytucja tych aminokwaséw odpo-
wiednio przez: arginine, leucyne i waline wydaje sie
mieé krytyczne znaczenie dla wlasciwosci czasteczki.
Brak cechy zdolnosci tworzenia fibryli przez polipeptyd
szczura jest taczony wtasnie z obecnoscia trzech reszt
proliny w centralnym, 10-aminokwasowym regionie,
miedzy resztami 20-29. Postawiono zatem wiele kolej-
nych pytat o role proliny w procesie fibrylacji.

Dlaczego whasnie prolina wzbudzita tak duzo
emocji?

Prolina (kwas pirolidyno-2-karboksylowy) - niepopraw-
nie nazywana iminokwasem - jest drugorzedowa aming,
a nie aminokwasem, co oznacza, ze zawiera drugorzt;—
dowg grupe NH-, a nie jak w klasycznym aminokwasie
pierwszorzedowg NH,- . Jest to amina szczegélna, gdyz
nie moze funkcjonowac jako donor, lecz jako akceptor
w wigzaniu wodorowym. Brak atomu wodoru powoduje,
ze niedobér tego protonu, wymaganego do formowa-
nia wigzania wodorowego sprawia, ze po wytworzeniu
wigzan peptydowych nie jest zdolna do formowania
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych. tan-
cuch boczny proliny wiaze sie z weglem alfa i z grupa
aminowa tworzgc strukture cykliczng, ktéra ma charak-
ter niepolarny. Oznacza to, ze w przypadku proliny atom
azotu jest wbudowany w pier$cierr heterocykliczny, co
uniemozliwia obrét wokét wigzania wegiel-azot. Dla-
tego tez, w poréwnaniu do innych aminokwaséw, jest
strukturg o niezwyktej sztywnosci czasteczki z mniejsza
liczba dozwolonych stopni rotacji, a to nadaje jej szcze-
gélna role w budowie biatek. Tak wlasnie jest w przy-
padku struktur typu p-sheet i dlatego tez prolina czesto
lokuje sie na kraricach tych struktur. Obecno$é reszt pro-

liny w niektérych peptydach antybakteryjnych unie-
mozliwia im gtebsze umiejscowienie sie w obrebie btony
komérkowej i sprawia, ze mozliwa jest tylko cze$ciowa
ich insercja do blony. Prolina wewnatrz taricucha, petni
role elementu zaburzajacego jego strukture. Zaskaku-
jace jest to, ze mimo posiadania alifatycznego taricucha
bocznego, wlasnie prolina eksponowana jest czesto na
kontakt z rozpuszczalnikiem. Dlatego tez mozliwe staje
sie zalamanie struktury biatka i stad aminokwas ten
postrzegany jest jako tamacz struktur helixu i jako czyn-
nik niszczacy strukture fibryli [20,28,39].

Czy w amylinie szczura prolina odgrywa szczegolng rol¢?

Czy reszty proliny, wprowadzone do czasteczki hA
w pozycjach zajetych przez ten aminokwas w czasteczce
rA, sg niezbedne do zahamowania zdolnosci do formo-
wania fibryli przez ten polipeptyd? Czy sg to pozycje
uprzywilejowane?

Badaniu poddano fragment centralny 20-29 hA (frag-
ment dziki) oraz 10 wariantéw tego polipeptydu. W jego
obrebie dokonano pojedynczych substytucji proliny
i wprowadzenia tego aminokwasu we wszystkie mozliwe
pozycje. Kazdy z peptydéw poddano analizie i poréw-
nano z wynikami dla polipeptydu dzikiego. Eksperyment
potwierdzit role znanej domeny, umiejscowionej miedzy
resztami 20-29, ale takze zawezit jej ramy do reszt mie-
dzy 22 a 28 aminokwasem. Wskazano na istotna role sub-
stytucji aminokwaséw w pozycjach 22 (asparagina), 24
(glicyna) i 26-28 (alanina, izoleucyna, leucyna). Wymie-
nione pozycje uznano za kluczowe dla procesu formo-
wania fibryli. Skutkiem substytucji tych pojedynczych
aminokwaséw proling byto formowanie depozytéw
bezstrukturalnych, amorficznych, o obrazie catkowi-
cie odmiennym od obrazu klasycznych fibryli (badanie
technikg TEM). Mniej istotne dla procesu formowa-
nia fibryli wydaty sie substytucje w pozycji 23 i 25. Za
pozostajace bez wplywu na wyglad formowanych fibryli
uznano substytucje w pozycjach: 20, 21 i 29. Nie zaob-
serwowano istotnego zahamowania czy obnizenia zdol-
nos$ci do formowania fibryli przez badane fragmenty
amyliny, w ktérych dokonano pojedynczych substytucji
prolina [32].

Uznano, ze depozyty formowane przez krétsze niz pelny
polipeptyd maja fragmenty mniej stabilne. Jednocze$nie
zauwazono niezwykle istotng role parametréw prowa-
dzonych eksperymentéw. Wptyw na charakter, tempo
i ksztalt formowanych depozytédw - czy to fibryli, czy
agregatéw amorficznych, mialy czynniki, takie jak np.
pH, rozpuszczalniki, czas trwania ekspozycji, co byto
istotne dla interpretacji i analiz poréwnawczych prowa-
dzonych badati [32].

W innych pracach sprawdzono i oceniono role proliny
jako destabilizatora czgsteczki amyliny w procesie fibry-
lacji. Skonstruowano odpowiednik fragmentu hA, w kté-
rym, podobnie jak w rA, byly trzy reszty proliny, ale
ulokowane odmiennie niz w czasteczce rA czy amyliny
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myszy. Do badati wybrano odcinek hA, odpowiadajacy
aminokwasom w pozycji 8-37 (okre$lony jako fragment
dziki) [1]. Wiedziano juz, ze fragment ten zdolny byt do
formowania klasycznych fibryli, podobnych do fibryli
formowanych przez pelny, tj. 37-aminokwasowy poli-
peptyd [16].

W tym przypadku, substytucji proliny dokonano jedno-
cze$nie w trzech miejscach, ale ulokowano je poza obsza-
rem centralnym, tj. w pozycjach 17 (walina), 19 (seryna)
i30 (treonina) tworzac frament 8-37-3xP. Wybdr pozycji
17 a nie 18 (18 aminokwas to histydyna) argumentowano
koniecznoscig zachowania potencjalnie istotnych dla
formowanych struktur wyzszego rzedu, interakcji elek-
trostatycznych uwarunkowanych obecnoscia tego ami-
nokwasu. Reszta z numerem 17 lezy najblizej kolejnego
,podmienionego” aminokwasu poddanego oddziatywa-
niom histydyny. Badania przeprowadzono w réznych
PH, tj. 7,4 (zewnatrzkomdrkowe), a takze - ze wzgledéw
metodycznych - w pH 419 [1].

Stwierdzono, ze obecno$¢ trzech reszt proliny, wpro-
wadzonych jednoczesnie do fragmentu hA, ostabia wia-
zanie ThT do formowanych struktur w poréwnaniu do
wigzania ThT przez fibryle fragmentu dzikiego. Sugeruje
to zaburzenie uporzadkowanej struktury tego regionu,
mimo obecno$ci proliny poza obszarem centralnym.
Metodami: FTIR, TEM i testem barwienia depozytéw
czerwienia Kongo potwierdzono te przypuszczenia.

Zdolnosé¢é do formowania przez fragment 8-37-3xP wyz-
szych struktur byta znaczaco ostabiona i wyrazata sie
obecnos$cig depozytéw niepodobnych do klasycznych
fibryli, a formowanych przez fragment dziki. Nie wyka-
zywaly one cechy dwdéjlomno$ci w teécie z czerwienia
Kongo, a takze analiza widm CD fragmentu 8-37-3xP,
wykonanych po 72 godzinach inkubacji, ujawnita for-
mowanie struktur mniej stabilnych typu ktebka (ran-
dom coil). Widmo tych struktur znaczaco odbiegato od
klasycznych widm fragmentu dzikiego. Stwierdzono, ze
tendencja do formowania spontanicznych fibryli przez
badany fragment z trzema prolinami, ale wprowadzo-
nymi poza obszarem rdzenia (20-29), byta znaczaco
ostabiona. Wydaje sie, ze wprowadzone reszty proliny
nadaty czasteczce ceche niekompatybilno$ci w obrebie
formowanych fibryli i stad zaburzenie w ich formowa-
niu. Dopuszczono jednak takze interferencje na etapie
nukleacji, polegajacg na utrzymaniu czasteczki w obre-
bie regionu z inkorporowang proling, w stanie okreslo-
nym jako natywnie niepofaldowany (natively unfolded).

Substytucja proling, trzech aminokwaséw poza obre-
bem ,,amyloidotwérczym” amylin dokonana zostata
w izolowanym fragmencie badanego polipeptydu. Mimo
to dowiodta, ze obszar 20-29 nie jest jedynym obszarem
odpowiedzialnym za ceche fibrylotwérczosci. Badania te
potwierdzity role i znaczenie proliny w procesie formo-
wania fibryli, ale u§wiadomily tez, ze nie nalezy tej cechy
przypisywa¢ jedynie do centralnego obszaru amyliny,
umiejscowionego miedzy 20 a 29 aminokwasem [1,40].

Czy niefibrylujgcej czgsteczce amyliny szczura

mozna nadac cechy polipeptydu ludzkiego?

Kolejnym pytaniem, ktére budzito jednak najwieksze
emocje byta kwestia: czy niefibrylujacej czasteczce rA
mozna nada¢ cechy polipeptydu ludzkiego? Region cen-
tralny, uznawany dotychczas za gléwny, odpowiedzialny
za tworzenie fibryli przez czasteczki hA, tracit swoja
dominujaca pozycje, a wyniki nastepnych badati pod-
wazaty taka role peptydu centralnego 20-29. Wiedziano,
ze peptydy 8-20, 30-37 réwniez formuja fibryle [21,33].
Ponadto wiedziano, ze substytucje proling aminokwa-
séw w obrebie syntetycznego odpowiednika rdzeniowej
reszty (20-29) hA wplywajg na proces fibrylacji. Substy-
tucja 28 aminokwasu (seryna) przez proline znaczaco
hamowata formowanie fibryli, natomiast substytucje
w pozycjach 25 (alanina) i 29 (seryna) - jedynie osta-
biata te ceche, choé w mniejszym stopniu niz substytucja
w pozycji 28. Obecnos¢ proliny w czasteczce syntetycz-
nego odpowiednika hA, przyblizajgca strukturalnie
polipeptyd ludzki do niefibrylujacej rA, jest warun-
kiem koniecznym, ale niewystarczajacym do zniesie-
nia zdolnoéci do fibrylacji tego odcinka. Eksperymenty
w obrebie wyizolowanego regionu centralnego 20-29 hA,
polegajace na substytucji aminokwaséw resztami pro-
liny w pozycjach 25, 28 i 29 (pojedynczo lub trzema na
raz) spowodowaty jedynie ostabienie formowania fibryli,
ale cechy tej nie zniosty catkowicie [32].

Aby odpowiedzieé na pytanie: co jeszcze warunkuje zdol-
no$¢é do formowania fibryli przez hA, zaproponowano
eksperyment zmierzajacy w kierunku ,,odwrotnym”
niz dotychczasowe prace, tj. postanowiono nadaé nie-
fibrylujacej czasteczce rA cechy polipeptydu ludzkiego.
Zaproponowano zbadanie pelnego wariantu rA (rAl-
37) z zachowanymi resztami proliny, ale zamienionymi
trzema innymi aminokwasami, réznigcymi czasteczki
polipeptydu szczura i cztowieka. Wyniki eksperymentu
spetnily oczekiwania, gdyz substytucja powyzszych ami-
nokwaséw w czasteczce rA aminokwasami bedacymi
odpowiednikami w ludzkim polipeptydzie, nadata niefi-
brylujgcej czasteczce rA ceche tworzenia fibryli [17].

W czasteczce rA szczura zamieniono trzy typowe dla
szczura aminokwasy (,,rat specific”), ale inne niz pro-
lina, a mianowicie: R18H, L23L, V26l. Pojedyncze sub-
stytucje aminokwaséw w pelnej wersji polipeptydu
szczura wystarczajg do nadania utworzonym wariantom
substytucyjnym kompetencji fibrylotwérczych. Istotne
byto to, Ze obserwowane fibryle byty formowane przez
peten polipeptyd, a nie mniejsze produkty jego trawie-
nia. Wprowadzenie ludzkich aminokwaséw do rA z pew-
noscig promowato formowanie fibryli przez zmieniong
czasteczke amyliny, choé cecha ta byta znaczgco mniej
intensywnie wyrazona niz w przypadku hA.

Wydaje sie, ze to obecno$¢ proliny w czasteczce rA spra-
wia, ze mimo wprowadzenia do niej trzech aminokwa-
séw swoistych dla polipeptydu cztowieka, polipeptyd ten
w tescie z ThT zachowuje sie podobnie jak niezmieniony
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polipeptyd szczura, wykazujac zaledwie niewielki wzrost
inkorporacji znacznika, nieprzekraczajgcy w zasadzie
poziomu inkorporacji do rA. Znaczace nasilenie formo-
wania fibryli przez polipeptyd szczura zaobserwowano
po wprowadzeniu w miejsca zajmowane przez proline
aminokwaséw hA.

Zbadano, ale bez stosowania rozpuszczalnikéw orga-
nicznych, 37-aminokwasowy peptyd cztowieka i szczura,
a takze jego fragment miedzy 17 a 29 aminokwasem,
w ktérym znajduje sie sze$¢ aminokwaséw, rézniacych
fibrylujaca hA i niefibrylujacg rA. Okazalo sie, ze w tych
warunkach, wszystkie badane peptydy nie formowaly
typowych struktur typu p-sheet, ale mimo to byty tok-
syczne dla wybranych do badari komérek nowotworu
typu insulinoma RIN-M i INS-1 [43]. Wyniki przytoczo-
nych badan stawiaja kolejne pytanie o to, czy struktura
ta jest niezbedna dla toksyczno$ci amyliny. Nalezy jednak
podkreslié, ze fragment 17-29 hA czy rA zawiera w sobie
przynajmniej cze$é sekwencji peptydu (8-20), ktéra u obu
gatunkéw formowata fibryle, choé w przypadku nie-
fibrylujacej rA odcinek ten niejako ,,zmuszony” zostat
do fibrylacji warunkami eksperymentu in vitro. Trudno
wykluczyé, ze oba peptydy, czy ich fibrylogenny frag-
ment, nie tworza cytotoksycznych form, ale jeszcze nie-
uchwytnych stosowanymi metodami detekcji. Jeszcze
innym problemem jest dobér badanych komdrek - nowo-
tworu typu insulinoma.

INTERAKCJE HA A RA

Wazne staly sie takze oddziatywania niefibrylujacej rA
i fibrylujacej hA. Zbadano wplyw rA na proces formowa-
nia fibryli przez hA. Okazalo sie, ze polipeptyd szczura
dodany do roztworu hA, wptywa hamujaco na proces
formowania fibryli przez polipeptyd ludzki: spowalnia
go, zmienia wyglad morfologiczny formowanych fibryli
i zmniejsza ich ilo§¢, a inhibicja ta przebiega zaleznie od
stezenia rA. Przypuszcza sie, ze przyczyng tego zjawiska,
sa réznice w formowanych przez oba polipeptydy oligo-
merach, tzw. intermediatach helikalnych [7].

Istotne sg takze wyniki badar oddziatywan miedzy hA
i rA w czasie formowania fibryli w warunkach in vitro.
Okazato sie, ze rA i hA wchodzg w interakcje i formuja
stabilne heterogenne struktury hybrydowe rA-hA, ktére
funkcjonuja w roztworze jako formy prekursorowe two-
rzonych nastepnie fibryli. Stabilno$¢ hybrydowych
fibryli jest wieksza niz stabilno$¢ homogennych fibryli
utworzonych przez hA czy rA, co zapewniaja oddzia-
tywania hydrofobowe i wigzania wodorowe miedzy C-
i N-koricami struktur B-sheet obu peptydéw. Obecnosé
takich struktur w najmniejszych formowanych oligome-
rach sprawia, ze tworzg one ziarna nukleacji, powodu-
jac wzrost fibryli. Formowane heterogenne struktury,
w wyniku oddzialywarni z monomeryczng forma niefi-
brylujacej rA, powoduja, ze w jej czasteczce nastepuja
zmiany konformacyjne, ktére sprzyjaja zwiekszonemu
formowaniu struktur B-sheet [19,47].

Obecno$¢ rA w roztworze, w ktérym znajdowata sie hA,
tylko w poczatkowym stadium fibrylacji, wptywata na
kinetyke formowania fibryli przez hA, gdyz wydtuzaniu
ulegaty faza wstepna tzw. lag, jak i faza wzrostu fibryli.

Jednak ostatecznie, formowane fibryle byly bardziej
toksyczne niz fibryle formowane w $rodowisku bez rA.
Co wiecej, ziarna nukleacji utworzone przez hA, moga
wchodzi¢ w interakcje z rA i moga nawet wspomagad
formowanie toksycznych fibryli hybrydowych [19].

MODYFIKACJE WOLNYCH KONCOW AMYLINY 1 JE)
PEPTYDOW A PROCES FIBRYLACJI

Okazato sie, ze nawet niewielkie modyfikacje, wprowa-
dzone do petnej czasteczki amyliny, czy dokonane na jej
C- lub N-koricu maja ogromny wptyw na wtadciwosci
fizyko-chemiczne i na zachowanie czasteczki [2]. Amida-
cja C-koricowej reszty amyliny, ktéra jest tyrozyna, ma
ogromny wplyw na proces jej szeroko rozumianej agre-
gacji peptydu, w tym z jej fibrylacja, a takze na formo-
wane struktury. W przypadku hA C-koricowa amidacja
sprawia, ze peptyd fibryluje szybciej, ale formuje fibryle,
ktére cechuje stabsza cytotoksyczno$¢ niz fibryle formo-
wane przez peptyd z wolnym C-koricem. Wolne korice
regionu centralnego 20-29 amyliny takze moga ulegaé
réznym modyfikacjom. I tak C-koticowe lub N-koricowe
modyfikacje peptydu 20-29 hA, polegajace na acetylacji,
amidacji lub metylacji w réznych wariantach lub przy
braku takiej modyfikacji na jednym z koficéw, prowadza
do formowania réznych rodzajéw depozytéw i o réznej
morfologii np.: depozytéw afibrylarnych, fibryli ptaskich
badz fibryli ze skretem. Rézna jest tez kinetyka formo-
wanych struktur [3].

ZAKONCZENIE

Przyjmuje sie, ze proces fibrylacji i ostatecznie zdolnos¢
do formowania amyloidu moze dotyczyé w zasadzie
wszystkich bialek, a gérng granice fibrylujacych amino-
kwaséw catego biatka wyznacza liczba 200, jak w przy-
padku apomioglobiny i masa okoto 20 000 [11,46]. Istotne
wydaje sie, ze sekwencja rozpoczynajaca proces fibryla-
cji powinna spetnia¢ podstawowy warunek, a mianowi-
cie natywnie niesfaldowane biatko/peptyd (unfolded
protein/peptide) powinno méc uformowaé w roztworze
intermediaty o strukturze helikalnej. Przypuszcza sie, ze
to one odgrywaja kluczowg role w kierowaniu biatka na
szlak fibrylacji, w nastepstwie czego obserwuje sie for-
mowanie amyloidu.

W przypadku amyliny poszukiwania domeny odpowie-
dzialnej za fibrylacje czasteczki prowadzono w réznych
kierunkach. Koncepcja jednej domeny centralnej, nada-
jacej czasteczce taka ceche, w miare postepu badarn ewo-
luowata. Domene skracano o pewne liczby aminokwaséw
lub ja wydtuzano, przesuwano jej zakres, zmieniajac ami-
nokwasowe otoczenie domeny, nastepnie prowadzono
badania stosujac metode substytucji aminokwasowych
w jej obrebie, a takze rozszerzano obszar poszukiwan
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na inne niz domena centralna regiony czasteczki. Ana-
lizowano takze N- i C-koricowe fragmenty polipeptydu.
Poszukiwano tez najkrétszej sekwencji, wystarczajacej
do samoasocjacji czasteczek i najkrétszej do tworzenia
fibryli.

Jak dotad, nie zidentyfikowano jednak jednej, wspdlnej
dla fibrylujacych fragmentéw biatka sekwencji amino-
kwasowej, tj. domeny wymaganej do rozpoczecia pro-
cesu fibrylacji amyliny i/lub odpowiedzialnej za nadanie
amylinie tej cechy. By¢ moze taki jeden ,,rdzen fibrylo-
twdrczy” w ogéle nie istnieje, bo nie musi by¢ zdefinio-
wany konkretng sekwencjg aminokwasowg. By¢ moze
proces fibrylacji ma charakter wysoce zindywiduali-
zowany w tym sensie, ze musza by¢ spetnione pewne
warunki brzegowe dla wszystkich wymaganych czyn-
nikéw, w tym i czynnikéw zewnetrznych, aby proces
taki rozpoczat sie. Dotyczy to zaréwno warunkdéw in
vitro, czyli syntetycznych fragmentéw lub petnego poli-
peptydu, jak i warunkdéw in vivo, czyli naturalnej amy-
liny w komdrce. W tym ostatnim przypadku sytuacja
komplikuje sie z powodu narastajacej liczby zmiennych
badanego uktadu. Sg one w zasadzie nie do okreslenia
i przewidzenia. Wszystko co odnosi sie do komérki jest
jedynie przyblizonym opisem tego uktadu. Ostatecznym
wyrazem réznie generowanego i roznie przebiegajacego
procesu asocjacji monomerdéw sg formowane fibryle.

Jednak fibryle, choé z pozoru podobne, o wielu cechach
wspdlnych, to jednak sa tworami wysoce réznorodnymi.
Szeroko rozumiany polimorfizm tworzonych fibryli, typ
ich formowania, szybko$¢ powstawania itp. odzwier-
ciedlaja ten zindywidualizowany proces ich powsta-
wania [48,49]. Sa tworzone w konkretnym otoczeniu
chemicznym, w konkretnych warunkach $rodowiska, czy
to eksperymentu, czy komérki. Kazdy z tych indywidu-
alnych aktéw tworzenia fibryli, niezaleznie od potoze-
nia fibrylujacej domeny biatka, ma wspdlny mianownik,
ktérym jest istnienie takiej sekwencji aminokwasowej,
na ktérej srodowisko wymusi zmiany konformacyjne,
wprowadzajgce biatko/peptyd na szlak fibrylacji. Mozna
- i tak sie tez czyni - prébowac okreslaé w przyblizeniu
z pewnym prawdopodobiefistwem potencjat fibryla-
cyjny okreslonych sekwencji biatka. Badania struktury
biatek w formie fibryli sg trudne, a niekiedy wrecz nie-
mozliwe do wykonania, zwtaszcza jesli biatko ulega
gwaltownej fibrylacji, co uniemozliwia jego krystali-
zacje [25]. To, ze wykazano, iz mniejszy fragment poli-
peptydu, wyabstrahowany ze struktury catej czasteczki,
zdolny jest do wejécia na szlak fibrylacji, jest niezwykle
wazne. Daje to podstawy i narzedzie badawcze do pod-
jecia dalszych studiéw, niemozliwych do przeprowadze-
nia w przypadku calej, natywnej czasteczki. Dlatego tez
badania mniejszych fragmentéw dostarczajag wielu cen-
nych informacji o polipeptydach lub biatkach, ktérych
to wynikéw nie mozna uzyska¢ w inny sposéb. Najcze-
$ciej wykorzystywany jest fragment rdzeniowy amy-

liny 20-29, zwtaszcza do badan etapéw procesu fibrylacji
peptydu, tj. fazy nukleacji i dimeryzacji amyliny, a wiec
do analizy najtrudniejszych i niezbadanych, jak dotad,
etapéw fibrylacji [8,22,24,27,36,37,38].

Badania fibrylujacych fragmentéw hA i niefibrylujacych
fragmentdéw rA, dostarczyty wielu cennych informacji
o procesie fibrylacji. Choé prowadzone na fragmentach
syntetycznych, to pozwolily jednak na blizsze poznanie
natury polipeptydu, jego fibrylotwérczego potencjatu.
Badania podstawowe rA dostarczyly takze wiedzy wyko-
rzystanej w konstruowaniu pramlintydu, leku stosowa-
nego obecnie u chorych na cukrzyce typu 2. Ponadto
badania te wzbogacity wiedze o strukturze fibrylo-
twérczych sekwencji polipeptydu [28]. Cechy amyliny
$wini i jej zachowanie na wstepnym etapie fibrylacji,
odmienne od cech hA, sprawiajg, ze by¢ moze w przy-
szto$ci, komérki trzustki $wini znajda zastosowanie np.
w transplantologii [35].

0d lat sa prowadzone prace nad poznaniem generalnych
zasad, regut i czynnikéw warunkujacych i kontroluja-
cych zachowanie sie biatek podczas procesu fibrylacji.
Prébuje sie okresli¢ cechy wspdlne dla danej klasy bia-
tek lub peptydéw, warunkujace i determinujgce zacho-
wanie sie czgsteczki w roztworze [25]. Wydaje sie, ze
pewne specyficzne sekwencje aminokwasowe sa chet-
niej niz inne fragmenty, eksponowane przez peptyd czy
biatko do kontaktu ze $rodowiskiem zewnetrznym, czyli
in vitro z roztworem. Tym samym sekwencje te mogg by¢
bardziej podatne na formowanie fibryli. Regiony takie
cechuje wyzszy, w poréwnaniu z innymi fragmentami,
poziom aminokwaséw aromatycznych. Wykazano, ze
sekwencja aminokwasowa i umiejscowienie aminokwa-
séw w faricuchu, a takze ich wzajemne przestrzenne uto-
zenie, w duzej mierze determinuje sktonno$¢ peptydu do
fibrylacji. Stwierdzono takze, ze zmiany konformacyjne,
prowadzace do formowania struktur typu B-sheet, czy-
nig czasteczke bardziej podatna na fibrylacje oraz ze
biatka o dtuzszym potéwkowym czasie zycia i nizszej
termostabilnosci sa bardziej fibrylotwdrcze. Wszystkie
te wnioski wysnuto na podstawie analizy, m.in. fibrylo-
twérczych fragmentéw biatek czy peptydéw [13,15,25].

Badania podstawowe procesu fibrylacji, prowadzone
technikami fizycznymi, fizyko-chemicznymi czy bio-
chemicznymi, maja nie tylko warto$¢ poznawcza, ktéra
sama w sobie jest niezwykle cenna, ale mogg takze
pomdc w przysztosci w znalezieniu skutecznej terapii
m.in. cukrzycy typu 2, a takze choroby Alzheimera. Obie
choroby maja wspdlny mianownik, ktérym jest m.in.
amylina [29,30]. Konieczno$¢ podejmowania wszelkich
préb opanowania procesu fibrylacji amyliny jest bezdy-
skusyjna i celowa. Wymaga to jednak petnego, komplek-
sowego poznania i zrozumienia mechanizméw stojacych
u podstaw ciekawego, ale groznego fenomenu przyrody
jakim jest zjawisko fibrylacji.
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