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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W przebiegu cukrzycy typu 2 (diabetes mellitus type 2 DM2, non-insulin dependent diabetes
mellitus, NIDDM) oraz w rozwoju guza insulinowego trzustki obserwuje sie w obrebie wysp Lan-
gerhansa trzustki patologiczne depozyty, zwane amyloidem. W sktad amyloidu wchodzi m.in.
wytwarzany przez komérki beta polipeptyd, petniacy funkcje neurohormonu, zwany amylina.
Nieprawidtowo zwinieta, patologiczna bo fibrylujaca czgsteczka amyliny, w postaci nieroz-
puszczalnych fibryli, powoduje dysfunkcje, niszczenie komdrek wysp, ich utrate, destrukcje
narzadu i postep choroby. Jest to polipeptyd wyjatkowo trudno rozpuszczalny, bltyskawicznie
fibrylujacy, dlatego trudny do badania i wymagajacy szczegélnej metody. Mechanizm i czyn-
niki sprzyjajace konwersji natywnej postaci amyliny do nierozpuszczalnych fibryli pozostaja
niewyjasnione. W pracy przedstawiono fibrylacje amyliny w kontekscie stosowanej metody
badan réznych postaci polipeptydu na kolejnych etapach procesu fibrylacji, a takze problem
cytotoksycznosci formowanych struktur.
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Summary

In patients or animals affected by type 2 diabetes mellitus (DM2, non-insulin dependent dia-
betes mellitus [NIDDM]), some pathological deposits, called amyloid, are observed among cells
of islets of Langerhans. Among other constituents, the deposits consist of an insoluble, fibril-
lar form of polypeptide neurohormone called amylin, produced by pancreatic beta cells. It is
thought that formation of fibrillar deposits of misfolded and aggregated polypeptide 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 polypeptide and its instant fibrillation,
amylin constitutes a methodological problem, and there is a need for a special methodology
in experiments. Some mechanisms and factors that govern amylin fibrillization are rather po-
orly understood. This article presents amylin as a fibrillating molecule and some methods and
methodological aspects and problems that emerge at successive steps during the fibrillation
process, including hypothesized cytotoxicity mechanisms of this polypeptide.
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Wykaz skrotow:

AFM - technika mikroskopii sit atomowych (atomic force microscopy); EM - technika mikroskopii

elektronowej (electron microscopy); HFIP - hexafluoroizopropanol (1,1,1,3,3,3-hexafluoroizopro-
panol); NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego (nuclear magnetic resonance);

ThT - tioflawina T (thioflavine T).

Wsrep

AMYLINA JAKO CZASTECZKA AGREGUJACA

Ztogi amyloidu, odnajdywane w obrebie wysp Langerhansa
trzustki u chorych na cukrzyce zwierzat i cztowieka oraz u
0s6b chorych na endokrynny nowotwér wywodzacy sie z
komdrek beta trzustki (guz insulinowy trzustki), zawieraja
neurohormon, wytwarzany gléwnie przez komérki beta
wysp trzustki, zwany amyling. Wydaje sie, ze konwersja
natywnej postaci amyliny do nierozpuszczalnych fibryli,
w duzej mierze odpowiada za rozwdj i postep choroby. W
$wietle licznych badan okazato sie, ze najbardziej szkodliwa
postacig amyliny dla komérek trzustki nie sg dojrzate, ufor-
mowane i deponowane pozakomdrkowo fibryle, ale asocja-
ty kilku, kilkudziesieciu monomerdéw czasteczek amyliny,
pojawiajace sie na pierwszych etapach procesu fibrylacji,
zwane - ze wzgledu na swojg strukture - helikalnymi in-
termediatami. Strukturalnie sg postacig po$rednia miedzy
monomerami amyliny a fibrylami.

Intrygujacym fenomenem przyrody jest to, ze ten sam
polipeptyd zachowuje sie réznie u réznych organizmdw,
tj. formuje fibryle amyloidowe badzZ nie wykazuje tej wha-
$ciwosci. Mimo poznania sktadu 37-aminokwasowego po-
lipeptydu u réznych gatunkdéw, problem mechanizméw
i czynnikédw wptywajacych i determinujacych réznorod-
no$¢ form tworzonych depozytéw amyliny, zwlaszcza w
postaci fibryli, nadal oczekuje na rozwigzanie. Jest wiele
przyczyn, ktére powoduja, ze amylina jest polipeptydem
trudnym do badan, gdyz jest polipeptydem wyjatkowo
trudno rozpuszczalnym i btyskawicznie fibrylujacym w
roztworze. Dlatego tez, od czasu jej odkrycia, liczne prace
eksperymentalne prowadzi si¢ na amylinie syntetycznej
lub jej syntetycznych fragmentach. Prébuje sie znalez¢
odpowiedz na pytania o polimorfizm obserwowanych po-
staci amyliny, na pytania dotyczace struktury polipepty-
du na réznych etapach fibrylacji i zwiazku formowanych
agregatéw z ich toksycznoscig. W pracy podjeto prébe
zaprezentowania amyliny w aspekcie bogactwa jej form
strukturalnych, jako czasteczki o wielu obliczach.

Agregacja, rozumiana jako proces tgczenia sie czasteczek
monomerycznych w wieksze skupiska, moze przebie-
gaé w sposdb nieswoisty, tj. prowadzacy do formowania
agregatéw nierozpuszczalnych, o strukturze wewnetrz-
nie nieuporzadkowanej, okre§lanych mianem agregatéw
amorficznych. Moze tez przebiega¢ w sposéb nadajacy
taczacym sie monomerom porzadek strukturalny. Akt tg-
czenia sie monomerdéw moze tez prowadzi¢ do tworzenia
wiekszych, ale rozpuszczalnych form oligomerycznych.
Ostateczna forma utworzonego depozytu zalezy od natu-
ry agregujacej czasteczki oraz od wielu czynnikéw, sktada-
jacych sie na srodowisko zewnetrzne - czy to srodowisko
komoérkowe, czy eksperymentalne in vitro. W przypadku
form uporzadkowanych, porzadek strukturalny, czesto
uwarunkowany termodynamicznie, znajduje swéj wyraz
w powstawaniu tworéw, wyrdznianych makroskopowo,
0 wysoce zorganizowanej strukturze, coraz to wyzszych
rzedéw. Przykladem takich uporzadkowanych struktur
moga by¢ fibryle, formowane przez biatka lub polipeptydy
o potencjale amyloidotwdrczym [16,64,65].

Fibryle biatkowe sg odnajdywane w réznych miejscach
organizmu zwierzat i cztowieka, w réznych stanach pa-
tologicznych i w przebiegu licznych chordéb, w tym w
przebiegu proceséw degeneracyjnych. Mogg tez by¢ spo-
radycznie identyfikowane jako depozyty, ktérych obecno-
$cinie daje sie powigzac z jawnie toczacym sie procesem
chorobowym, czyli u osobnikéw potencjalnie zdrowych,
ale np. starzejacych sie. W przypadku licznej grupy bia-
tek amyloidotwdrczych, proces nasladujacy formowa-
nie fibryli biatkowych w organizmie mozna generowac i
obserwowac¢ takze w warunkach in vitro [16,68]. Obecnie
przyjmuje sie, ze nawet biatka, ktérym nie przypisywa-
no cechy zdolnoéci do formowania fibryli in vivo, moz-
na wprowadzi¢ na szlak fibrylacji, narzucajac stosowne
warunki eksperymentalne. Przedmiotem zainteresowa-
nia sg zwlaszcza te biatka i peptydy, ktérym przypisuje
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sie znaczenie badZ wspétudzial w patogenezie chordb, w
ktérych przebiegu obserwuje sie formowanie zewnatrz-
komérkowych nierozpuszczalnych depozytéw o struktu-
rze wysoce uporzadkowanej, tj. wtasnie fibryli. Stanowia
podstawowy sktadnik odktadanej w organizmie substan-
cji, zwanej amyloidem. Wydaje sie, ze u podtoza tej grupy
réznorodnych choréb leza zmiany konformacyjne, spe-
cyficznego dla danej choroby peptydu, biatka czy jego
fragmentu, prowadzace do tworzenia uporzadkowanych
strukturalnie, nierozpuszczalnych w wodnym $rodowi-
sku komérki, agregatéw o pokroju widkienek, ktére, ze
wzgledu na skretny charakter i ztozong budowe, nazwano
fibrylami. Cho¢ liczng grupe biatek, réznorodnych pod
wzgledem budowy i natury chemicznej, objeto wspdlng
nazwa: biatka amyloidogenne, to jednak nie wyrézniono
taczacego je strukturalnego, uwarunkowanego sktadem
aminokwasowym, wspdlnego mianownika. Okazuje sie,
ze fibryluja peptydy albo biatka o réznorodnej budowie,
tj. takie, jakie majg nadang strukture drugo- czy trzecio-
rzedowa, np. biatka globularne o strukturze sztywnej, a
takze biatka, jakie takiej struktury nie ujawniaja i dlate-
go nazwane zostaly biatkami niezestrukturalizowanymi
lub natywnie niepofaldowanymi. Za takie uwaza sie cza-
steczki, ktére w stanie oczyszczonym, w pH obojetnym
nie maja przypisanej struktury drugorzedowe;j. Biatka
fibrylujace, strukturalnie uporzadkowane moga prezen-
towaé postaé a-helisy (a-helix), f-helisy (f-helix), czy
plaszczyzny beta (B-sheet), zwanej takze strukturg har-
monijkowa czy pofaldowanej kartki. Moga tez stanowié
postaé mieszang struktur alfa i beta [17,39]. W pracy, dla
wszystkich struktur biatkowych, w wielu miejscach pozo-
stawiono terminologie anglojezyczng, celowo nie wpro-
wadzajac dtuzszych i opisowych nazw polskich.

W przypadku biatek strukturalnie zdefiniowanych, o
przypisanej strukturze drugorzedowej, pierwszym i nie-
zbednym ,,wydarzeniem” na szlaku procesu fibrylacji jest
etap przynajmniej czesciowego pozbawienia czasteczki jej
natywnej konformacji i nadanie jej cech czasteczki niepo-
faldowanej (non-native partially unfolded). Proces fibry-
lacji réznych strukturalnie biatek komplikuje to, ze biat-
ka globularne maja w swej strukturze trzykrotnie wiecej
miejsc niz niepofaldowane, umozliwiajacych i utatwiaja-
cych zajscie pierwszych etapéw fibrylacji. Paradoksalnie,
dla licznej grupy biatek czy peptyddéw, pozbawionych w
ich natywnej postaci struktury drugorzedowej, pierw-
szym aktem albo wydarzeniem na szlaku ich fibrylacji
jest przynajmniej cze$ciowa stabilizacja, nadanej przez
warunki otoczenia struktury drugiego rzedu. Jest to wa-
runek wstepny, ale niezbedny dla niepofatdowanej cza-
steczki aby rozpoczaé proces formowania fibryli [4].

Wyzwaniem eksperymentalnym jest zaréwno analiza
formowanych agregatéw amyliny, jak i analiza nastep-
nych postaci fibrylujacego polipeptydu. Musi on zostaé
wprowadzony na szlak zmian konformacyjnych, struktu-
ralnych i morfologicznych. Zwieniczeniem takich badan
jest nie tylko okreslenie struktury fibrylotwérczego poli-
peptydu, ale takze préba znalezienia odpowiedzi na pyta-
nie: ktéra z wyréznionych postaci agregujacej czasteczki

odpowiada za jej cytotoksycznosé, niszczenie komdrek
trzustki, rozwdj i postep cukrzycy typu 27

CZYNNIKI SRODOWISKOWE AGREGAC)I A ROZNORODNOSC DEPOZYTOW
AMYLINY. AGREGATY AMORFICZNE A FIBRYLE

Czynniki §rodowiskowe odgrywaja istotng role w procesie
szeroko rozumianej agregacji. Jest nig zaréwno agregacja
nieswoista, ktéra prowadzi do agregatéw amorficznych,
jak i agregacja wysoce swoista, prowadzaca do struktur
wysoce uporzadkowanych, jakimi sg fibryle. Mozna to
zaobserwowa( i badaé na przykladzie wlasnie amyliny. W
zalezno$ci od warunkéw przyjetego uktadu eksperymen-
talnego, tj. pH, stezenia i rodzaju rozpuszczalnika, sktadu
jonowego roztworu, obserwuje sie rézne postaci depozy-
téw amyliny. Jednak wielo$¢ i réznorodno$é zmiennych
czynnikéw eksperymentalnych sprawia, ze w obrebie po-
staci uporzadkowanych, jakimi s fibryle, takze obserwuje
sie niezwyklg ich réznorodno$¢. Dlatego tez tworzone w
warunkach eksperymentalnych fibryle amyliny cechu-
je niezwykte bogactwo rozmiardw, form i ksztattéw. Za-
stosowane warunki wywieraja swego rodzaju pietno na
tworzacych sie depozytach, co wyraza sie polimorfizmem
obserwowanych fibryli [19,20,21].

Ze wzgledu na obecno$¢ w czasteczce amyliny 10 ami-
nokwaséw hydrofobowych niemozliwe jest jej rozpusz-
czenie w roztworze wodnym, a w roztworach o wysokim
stezeniu polipeptydu np. 20 mg/ml, jego spontaniczna
fibrylacja jest natychmiastowa [1,2,41]. Dlatego tez do
badarh amyliny sa stosowane roztwory fluorowanych al-
koholi: tréjfluoroetanolu (2,2,2-trifluoroethanol, TFE) i
heksafluoroizopropanolu (1,1,1,3,3,3-hexafluoroizopro-
panol, HFIP), jako rozpuszczalniki wspomagajace [75].
TFE dziata jako rozpuszczalnik, wykorzystywany do badari
struktury biatek, gdyz ma wysoce elektroujemng grupe
tréjfluorometanowsa. Natomiast HFIP, majac dodatkowe
atomy fluoru, staje sie 34 razy bardziej kwasny niz TFE
i dlatego wykazuje wyjatkowa zdolno$¢ do formowania
wigzari wodorowych. HFIP, wchodzac w interakcje z ugru-
powaniami, takimi jak: tlen, podwéjne wigzania czy grupy
aminowe, i formujgc wigzania wodorowe, wykazuje sil-
ne dzialanie rozpuszczajace [61]. Alkohole stosuje sie do
badania agregacji biatek czy peptydéw w celu ostabienia
wigzan hydrofobowych i wywotania w ten sposéb zabu-
rzenia ich struktury. Wplyw rozpuszczalnika na biatka
wiaze sie z polarnoscia stosowanych alkoholi. Roztwo-
ry wodne alkoholi cechuje obnizona, w poréwnaniu z
wodg, polarnosé i w zaleznosci od statej dielektrycznej,
wprowadzaja zaburzenia w strukturze biatka czy w pep-
tydzie natywnym. Zwtaszcza fluoroalkohole, ze wzgledu
na nizszg stalg dielektryczng (TFE - 27,7 i HFIP - 20,8)
od statej dielektrycznej wody (78,3) charakteryzuje duza
skuteczno$é takiego dziatania. Fluoroalkohole znaczaco
obnizajg polarno$é srodowiska rozpuszczalnika, sprzyjaja
oddziatywaniom wewnatrzczasteczkowym, a tym samym
formowaniu struktur helikalnych. Ponadto stabilizujg
drugorzedowa strukture biatka, zwtaszcza umozliwiajg
zaistnienie struktur a-helikalnych, ktére w innym $rodo-
wisku moze skrywaé natywna postaé peptydu czy biatka.
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Obraz protofilamentéw formowanych w §rodowisku bez
alkoholi i w obecno$ci HFIP badz w §rodowisku z TFE jest
znaczgco odmienny. Réznice dotyczg stabilnosci, struk-
tury i morfologii tworzonych fibryli, a tym samym odpo-
wiadaja za ich polimorfizm [5,18,50,63].

Na ogét przyjmuje sie, ze HFIP jest najbardziej efektywnym
rozpuszczalnikiem i wptywa na agregacje biatka zaleznie
od stosowanego do badan stezenia. Wykazano jednak, ze
w zalezno$ci od stezenia stosowanego do badar alkoholu
i od pH, obserwuje sie rézny wplyw na czasteczki, czego
wyrazem sa obserwowane skutki w postaci odmiennych
depozytéw. Formowarne fibryle i amorficzne agregaty sa
catkowicie odmiennymi tworami zaréwno co do formy,
jak i mechanizméw i oddziatywari odpowiedzialnych za ich
powstawanie. Fibryle stanowig uktad niezwykle skompli-
kowany i w wysokim stopniu uporzadkowany. Cechuje je
periodyczno$¢ budowy, a w zwigzku z tym pewne charak-
terystyczne wspdlne cechy fizyko-chemiczne, a takze - do
pewnego stopnia - wspdlne cechy morfologiczne. Z kolei
depozyty o charakterze amorficznym sg uktadem statym,
ale pozbawionym jakiegokolwiek uporzadkowania swej
struktury wewnetrznej, a wiec uktadem o odmiennych ce-
chach fizyko-chemicznych. Oddziatywania miedzyczastecz-
kowe sa w nim na tyle silne, aby uktad fizycznie zaistniat,
ale nie sg wystarczajace do narzucenia mu wewnetrznego
porzadku. W konsekwencji uktad staje sie mniej stabilny
gdy?z jest postacig wysokoenergetyczna [1,63,64,65,75].

W procesie fibrylacji istotny jest wptyw pH na warun-
ki, w jakich bada sie fragmenty lub pelnoaminokwasowa
wersje amyliny. Srodowisko obojetne sprawia, ze interak-
cje hydrofobowe dominujg nad interakcjami elektrosta-
tycznymi i o charakterze polarnym, a to nie pozwala na
wytworzenie wigzat wodorowych i amylina w tych wa-
runkach wystepuje w postaci agregatéw amorficznych.
Dopiero odpowiednio wysokie stezenie HFIP (25%) pro-
muje formowanie fibryli i w roztworze obserwowane sa
formy a-helikalne i struktury beta. Jednak paradoksalnie,
wzrost stezenia alkoholu do 40% sprawia, ze w roztwo-
rze istnieje wylacznie postaé a-helikalna. Natomiast w
$rodowisku kwasnym, wszystkie aminokwasy wystepu-
jace w postaci natadowanej, nadaja czgsteczce wiekszy
tadunek niz ich tadunek w pH obojetnym. W ten sposéb
wzmagaja zdolno$é amyliny do tworzenia fibryli. W tym
uktadzie jedynie niewielki, bo 5% dodatek HFIP, maksy-
malnie zwieksza fibrylacje. Wydaje sie, ze potaczenie od-
dziatywan hydrofobowych i elektrostatycznych narzuca
ostateczng postaé powstajacego depozytu, ktérym moze
by¢ krysztat, fibryla, czy agregat amorficzny [75].

Przyjmuje sie, Ze nizsze pH sprzyja szybszemu formowa-
niu fibryli w poréwnaniu do zasadowego pH, cho¢ np.
polipeptyd szczura, niezaleznie od warunkéw pH, nigdy
nie fibryluje. Pelnoaminokwasowy polipeptyd ludzki fi-
bryluje najefektywniej w pH neutralnym i zasadowym,
ale fragment rdzeniowy tej czasteczki (20-29) w pH kwa-
$nym. Réwniez w zaleznosci od pH obraz morfologiczny
powstajacych produktéw fibrylacji, zaréwno catego poli-
peptydu, jak i jego fragmentdw jest zdecydowanie rézny,

a niewielka zmiana pH moze prowadzi¢ takze do precy-
pitacji badanych fragmentéw. Wplyw pH zalezy takze od
innych czynnikéw istotnych w eksperymencie [6,9,52,53].

Ztozony proces agregacji amyliny i formowanie réznych,
w zalezno$ci od warunkéw $rodowiskowych, oligomerycz-
nych form polipeptydu zmuszat do postawienie kolejnych
pytan. Ktéry z obserwowanych proceséw taczenia mono-
meréw amyliny i jaka powstajaca jej postaé odpowiada za
procesy patologiczne, obserwowane u chorych zwierzat i
ludzi oraz jaki jest mechanizm cytotoksyczno$ci amyliny?

PoSzZUKIWANIA CYTOTOKSYCZNE) POSTACI AMYLINY

W przebiegu cukrzycy typu 2, obserwowang degeneracje
komérek beta wysp trzustki, utrate ich liczby i w konse-
kwencji postepujace zaburzenia w funkcjonowaniu narzg-
du wigzano z pojawianiem sie i wypelnianiem utraconej
masy trzustki przez ztogi zewnatrzkomérkowego amylo-
idowego depozytu. Obfite zlogi amyloidu odnajdywano
réwniez w poblizu nieuszkodzonych komérek trzustki
chorych na cukrzyce, a takze w otoczeniu komdérek guza
typu insulinoma [8,11,54]. Czasami u 0séb, u ktérych nie
stwierdzano cukrzycy, obecno$¢ amyloidu wigzano jed-
nak z obserwowanym obnizeniem liczby komdrek beta
trzustki [72]. Obecno$¢ amyloidu trzustkowego u starze-
jacych sie 0séb zdrowych w ogéle podwazata koncep-
cje szkodliwosci fibrylarnego depozytu czyniac zwigzek
przyczynowo-skutkowy rozwoju choroby jeszcze mniej
zrozumiatym. Badania komérek transfekowanych genem
fibrylujacej amyliny ludzkiej badz niefibrylujacej amyli-
ny szczura dowodzily jednak, ze formowany amyloid ma
zwigzek ze $miercig komérek trzustki i zniszczeniem na-
rzadu. Ustalono, ze podniesione stezenie jedynie polipep-
tydu ludzkiego, a nie szczura, prowadzito do pojawienia
sie, a nastepnie do gromadzenia amyloidu wewnatrz ko-
mdrek i ostatecznie do ich §mierci [55]. Okazato sie takze,
ze amyloid odnajdywano u 0séb chorych na cukrzyce typu
1, ktérym przeszczepiono komérki wysp trzustki pobrane
od 0séb zdrowych. Komérki przygotowywane do trans-
plantacji, wyizolowane z naturalnego srodowiska, moga
by¢ jednak zagrozone procesem formowania toksycznych
fibryli amyliny. Wydaje sie, ze to wtasnie proces fibryla-
cji amyliny, a nie reakcje immunologiczne, sg przyczyna
niepowodzeti stosowanej terapii [70,71].

Poczynione obserwacje o umiejscowianiu sie ztogéw
amyloidu w poblizu miejsc destrukcji komérek trzustki,
a nastepnie ubytku masy narzadu, pozwalaly jedynie na
wysuniecie przypuszczenia o zachodzeniu zwiazku przy-
czynowo-skutkowego obserwowanych zjawisk. Badania
rozpoczete w uktadach in vitro przyniosty nowe fakty i nowa
wiedze, a tym samym i nowe pytania, gdyz coraz wyrazniej
wskazywaly na brak korelacji miedzy toksycznoscia a sto-
sowanymi do badat dojrzatymi fibrylami amyliny [7,28].
Co wiecej, zahamowanie procesu formowania fibryli amy-
loidowych przedtuzato zywotno$¢ komérek beta [42,49].

Nastepnym krokiem byto wyeliminowanie z procedur
eksperymentalnych wstepnego etapu formowania fibryli,
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ktéry jest niemozliwy do wprowadzenia w badaniach in
vivo, gdy amylina jest wytwarzana w przeszczepionych
komérkach beta. Stato sie to wykonalne w uktadzie in vi-
tro, ktéry pozwala na dobér zastosowanej postaci amyli-
ny, tj. dojrzatych fibryli. Okazato sie, ze w miare wzrostu
fibryli ponad hipotetycznie zatozony wymiar krytyczny,
dojrzate, uformowane fibryle przestajg by¢ toksyczne wo-
bec komdrek beta trzustki.

Przetom stanowita obserwacja, ze u transgenicznych my-
szy z ekspresja ludzkiego genu amyliny, destrukcja komé-
rek trzustki i rozwéj choroby nastepuje zanim pojawiaja
sie fibryle amyliny. Obecno$¢ matych, amorficznych agre-
gatéw, trudnych do rozpoznania i zbadania, zwigzanych
z wakuolami, pecherzykami komérkowymi i cytoplazma
degradowanych i uszkodzonych komérek beta, data pod-
stawy do powigzania rozmiaréw tworzonych fibryli zich
szkodliwoscig. Rysowala sie koncepcja odwrotnej korela-
cji miedzy wielko$cia postaci amyliny a ich cytotoksycz-
nodcia: im mniejsza jednostka na szlaku fibrylacji, tym
wieksza toksyczno$¢ [29].

W nastepnej pracy przedstawiono wyniki badar wptywu
na przezywalno$¢ komérek beta, $wiezo przygotowanego
preparatu amyliny ludzkiej i preparatu dojrzatych, ufor-
mowanych fibryli. Tylko preparat $wiezo przygotowany,
zawierajacy polimery nie wieksze niz 6 tysiecy czasteczek
amyliny, byt wysoce toksyczny dla komérek beta i powo-
dowat destabilizacje ich membrany. Preparat znaczaco
wiekszych fibryli amyliny ludzkiej, bo zawierajacych 10°
czasteczek, a takze preparat amyliny szczura nie prowa-
dzity do uszkodzenia bton i do $mierci komérek. Bada-
nia te pozwolity na wysuniecie koncepcji cytotoksycz-
nosci wezesnych, prefibrylarnych form amyliny ludzkiej,
okreslonych w cytowanej pracy jako formy o rozmiarach
posrednich miedzy formg monomeryczng amyliny a fi-
brylarng (inetmediate-sized-toxic amyloid partcles). Me-
chanizm ich dziatania wigzano z oddziatywaniem z btong
komérkowa [28].

Istotny dla toksycznosci amyliny okazat sie wiec wstepny
etap formowania fibryli, ktéremu nalezato przypisaé od-
powiednig postac fizyko-chemiczng, w jakiej polipeptyd
dziatal zabdjczo. Wysunieto hipoteze, ze amylina ludz-
ka jest zabdjcza dla komérek jeszcze w postaci rozpusz-
czonej, ale juz strukturalnie zmienionej. Wyniki badari
innych fibrylujacych biatek wzbogacity te koncepcje o
niezbedny dla cytotoksycznosci element strukturalny
szkodliwego amyloidu, jakim byto formowanie struktur
typu alfa helisy, a nastepnie ptaszczyzn beta [66].

ODDZIALYWANIA AMYLINY Z BLONA KOMORKOWA - BADANIA
MODELOWE

Zaobserwowane gromadzenie fibryli amyliny w otocze-
niu bton komérkowych, a takze badania oddziatywania
mniejszych jej agregatéw z btona niszczonych komérek
daly podstawy do rozwazania membranowego mechani-
zmu szkodliwego wptywu fibryli na komérke. Zasugero-
wano, ze membrany mogg by¢ katalizatorami procesu

agregacji amyliny. Do badania interakcji amyliny z btona
komérkowa wykorzystano uktady modelowe z zastoso-
waniem dwuwarstw lipidowych, micelli, liposoméw czy
pecherzykéw komérkowych. Okazalo sie, ze negatywnie
natadowane lipidy sa bardzo efektywne w akcelerowaniu
procesu fibrylacji amyliny. Fosfolipidy stabilizujg oddzia-
tywania polarne i elektrostatyczne czescia hydrofilowej
gltowy swej czasteczki, natomiast hydrofobowe czescig
transmembranowa. Przypominajg pod tym wzgledem
charakter oddziatywari amyliny i fluoroalkoholi, ktérych
reszty hydrofobowe i polarne mogg bra¢ udziat w rézne-
go typu oddziatywaniach. Fluoroalkohole, ze wzgledu na
niszczenie struktury membran, nie mogg by¢ jednak sto-
sowane jako rozpuszczalniki amyliny do badan interakcji
z blonami [34,35].

Zbadano formowanie fibryli przez amyline ludzkg w obec-
nosci liposoméw zawierajacych fosfolipidy, wyizolowane
z trzustki pacjentéw chorych na cukrzyce typu 2. Proces
formowania fibryli nastepowat 10 razy szybciej w $rodo-
wisku zawierajgcym fosfolipidy, niz przy ich braku, a wig-
zanie amyliny do powierzchni bton byto natychmiastowe
i catkowite juz na wstepnym etapie procesu fibrylacji [35].
Takze fosfatydyloseryna, obecna w pecherzykach bto-
nowych, akcelerowata natychmiastowy proces fibrylacji
amyliny ludzkiej [30]. W kolejnych badaniach stwierdzo-
no, ze dodanie amyliny ludzkiej do preparatu bton fosfo-
lipidowych skutkowato natychmiastowymi ich zmianami:
zaburzeniem dwuwarstwy, formowaniem pecherzykdéw
lub tubuli z fragmentéw blony. Istotne bylo to, ze zmiany
nastepowaty zanim uwidoczniono skupiska czy agregaty
niezestrukturalizowanego polipeptydu. Amylina dziatata
destrukcyjnie na blony w postaci monomerycznej [13].
W miare uptywu czasu, pojawiajace sie agregaty amyliny
umiejscowialy sie na powierzchni btony i stanowity miej-
sca wylaniania sie wielokierunkowo formowanych fibryli.
Z amorficznego rdzenia, zakotwiczonego do powierzchni
blony, niczym promienie, odchodzito 5-20 fibryli. Wykaza-
no, ze w ich strukture wbudowywane byly lipidy, a kazdej
formowanej fibryli towarzyszyt przynajmniej jeden lipi-
dowy pecherzyk blonowy. Zaobserwowano takze ciekawe
zjawisko izolowania formowanych fibryli od otaczajacych
blon przez owiniecie ich warstwg lipidu. Moze to mieé
niezwykle istotne znaczenie w warunkach in vivo, gdyz
izolacja taka moze wplywa¢ stabilizujaco na fibryle i mieé
znaczenie ochronne, uniemozliwiajac usuwanie fibryli z
otoczenia komdrki [13].

Analize interakcji amyliny cztowieka i szczura z dwu-
warstwg lipidowg, unieruchomiong na powierzchni miki,
przeprowadzono technika mikroskopii sit atomowych
(Atomic Force Microscopy, AFM). Stwierdzono, ze inte-
rakcja amyliny ludzkiej z powierzchnia btony prowadzi do
powstawania w niej matych, bo o gtebokosci okoto 1,5-2
nm, ale licznych defektéw, rozprzestrzenionych na bada-
nej powierzchni. Nie przypominaly one form wiekszych,
np. poréw btonowych, formowanych przez biatka mem-
branowe. Interakcja pecherzykdéw lipidowych z amyling
powodowata ich uszkodzenia, co wyrazato sie wyciekiem
z ich wnetrza barwnika - kalceiny. Jednak obserwowane
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defekty bton byty na tyle mate, ze niewykrywalne ani
technika mikroskopii elektronowej (Electron Microsco-
py, EM) ani z zastosowaniem elektronowego mikroskopu
transmisyjnego i ujawniono je dopiero technika AFM [23].

Nastepnie stwierdzono, ze wprowadzenie do badari czer-
wieni Kongo, jako inhibitora fibrylacji, prawie catkowicie
znosito defekty bton, wywotane przez amyline cztowieka,
a stopieni uszkodzenia btony malat kilkakrotnie w poréw-
naniu do warto$ci obserwowanych przy braku inhibitora.
Skuteczne dziatanie inhibitora fibrylacji w minimalizo-
waniu uszkodzen btony, powstajgcych na wstepnym eta-
pie formowania fibryli, sugerowato, ze wéwczas powstaja
toksyczne dla komérek postaci amyliny ludzkiej. W toku
dalszych badati potwierdzono, ze istnieje korelacja mie-
dzy stopniem uszkodzenia btony jednowarstwowych pe-
cherzykéw a zachodzacym procesem formowania fibryli.
Postepujaca permeabilizacja blony wydaje sie procesem
nieswoistym, nastepujacym na skutek jej defragmentacji
[14,15]. W $wietle uzyskanych wynikéw, rysowat sie mo-
del interakgji czasteczki amyliny nie tylko z powierzchnig
struktur modelowych, ale i z powierzchnig i sktadnikami
blony komdrki. Istotna role w tym procesie wydaja sie
odgrywa¢ formy amyliny, pojawiajace sie na wstepnych
etapach fibrylacji, tzw. intermediaty helikalne.

KONCEPCJA INTERMEDIATOW HELIKALNYCH AMYLINY

Przypuszcza sie, ze uszkodzenie btony komérkowej, spo-
wodowane przez fibrylujacg amyline, jest jednym z pod-
stawowych mechanizméw prowadzacych do niszczenia i
$mierci komdrki. Mechanizm nadal pozostaje nierozpo-
znany, cho¢ role sprawcy zniszczen przypisuje sie wtasnie
intermediatom helikalnym, czyli matym formom posred-
nim amyliny, formowanym na wstepnych etapach fibry-
lacji. Tworzenie ich poprzedza pojawianie sie wiekszych,
dostrzegalnych, rozpoznawalnych dostepnymi techni-
kami detekcji, dostatecznie duzych lub dojrzatych, osta-
tecznie uformowanych fibryli [31]. Funkcjonuje teoria,
ktérej podstawg jest hipoteza dziatania toksycznych oli-
gomerdw, jako sprawcédw uszkodzer komérek beta. Pod
terminem tym kryje sie skupisko czy potaczenie pewnej
dostatecznie duzej, ale nie nadmiernie licznej grupy mo-
nomerdw, w oligomeryczny twér, reprezentujacy jedng z
morfologicznych form etapu prefibrylarnego.

Wydaje sie, ze amylina in vivo, czyli w roztworze wod-
nym, jako wolny polipeptyd, pozostaje w postaci ktebka
(random coil), co sugeruje niepofatldowany charakter cza-
steczki. Takze pelnoaminokwasowa amylina syntetyczna,
odpowiadajgca amylinie ludzkiej, w roztworze wodnym
réwniez nie przyjmuje struktury uporzadkowanej, lecz
pozostaje w postaci ktebka, co wskazuje na monomerycz-
noé¢ czasteczek [26,58,60].

Obecnie przyjmuje sie, Ze pierwszym etapem wprowadza-
jacym biatko na szlak fibrylacji jest nadawanie mu formy
a-helikalnej. Czynniki indukujace zmiany konformacyj-
ne polipeptydu czy zmiany w strukturze samego mono-
meru amyliny moga by¢ rézne. Oprécz oméwionej juz

wczesniej roli pH i rozpuszczalnika, moze to by¢ kontakt
z powierzchniag membrany modelowej, liposomu, btony
komérkowej czy oddzialywanie ze sktadnikami btony lub
macierzy zewngtrzkomdrkowej, np. siarczanem hepara-
nu. Zmiana taka moze tez by¢ nastepstwem interakcji
dwdch czasteczek amyliny. Oddzialywanie z powierzchnia
membrany stabilizuje postaé helisy i w ten sposdb kata-
lizuje tworzenie form B-sheet [30,73].

Uchwycenie jednych z najwczesniej tworzonych i naj-
mniejszych form oligomerycznych fibrylujacej amyliny
ludzkiej stanowi wyzwanie metodyczne. Niedawno uda-
to sie uwidocznié stadium formowania oligomerycznych
struktur technika ultrawirowania analitycznego, w roztwo-
rze 10% HFIP. Formowanie dimerdéw i pentameréw amy-
liny korelowato z formowaniem fibryli, cho¢ - jak zaob-
serwowano - nie zawsze wymagato to obecnosci struktur
a-helikalnych [75]. Natomiast technika AFM pozwolita na
wykrycie form oligomerycznych pojawiajgcych sie na po-
wierzchni miki. Sprecyzowano wymiar, formowanej z 16
monomeréw, jednostki oligomerycznej, budujacej fibry-
le. Wydaje sie, ze wzrost oligomeru nastepuje do warto$ci
6 nm, zanim nastapi etap jego dotaczania do formowane;
fibryli. W ten sposéb do budowy fibryli wykorzystywana
jest ,,jednostka montazowa” o petnych wymiarach, tj. od-
powiedniej szeroko$ci i wysokosci, ktéra umiejscowiana
niczym ,,cegietka na cegietce” powoduje formowanie ziaren
nukleacji, a nastepnie wydtuzenie fibryli. Dynamika przy-
rostu dwuwymiarowego fibryli, okreslona w tym modelu,
wynosi, okoto 1,1 nm/minute [21,22].

Na podstawie poczynionych obserwacji zaproponowano
model wzrostu fibryli polegajacy na taczeniu form oligo-
merycznych, ale o petnych wymiarach, zwlaszcza o petnej
szerokosci. Model ten nie jest sprzeczny z mechanizmem
bocznej asocjacji protofibryli, ale uzupetnia obraz tzw.
podwdjnej nukleacji w procesie fibrylacji. W my$l mo-
delu podwdjnej nukleacji, miejscem rozpoczynajacym
budowe fibryli sg nie tylko jadra czy ziarna nukleacji, ale
mogg nim by¢ takze fibryle, zwlaszcza po przekroczeniu
krytycznego stezenia w roztworze [22,56].

Najpowazniejsze trudno$ci metodyczne, z powodu braku
odpowiednich narzedzi badawczych, przedstawia wlasnie
etap poczatkowy procesu fibrylacji amyliny. Wtedy to, w
nastepstwie generowanych zmian konformacyjnych, na-
stepuje tworzenie najmniejszych struktur rozpoczynaja-
cych caty proces, zwanych ziarnami czy jadrami nukleacji.
W 1999 . Kayed i wsp. opublikowali prace, w ktérej przed-
stawili analizowane réznymi metodami etapy formowania
fibryli przez amyline ludzka [31]. Zaproponowano model
zmian konformacyjnych czasteczki postepujacy od posta-
ci rozpuszczalnej amyliny, przez formy helikalne i beta,
nastepnie przez stadia nierozpuszczalne, pierwsze eta-
py formowania najmniejszych form na szlaku fibrylacji,
tzw. jader nukleacji, w wyniku polimeryzacji monomeréw
polipeptydu i kolejno przez formowanie protofibryli i
ostatecznie fibryli. Sg liczne dowody wskazujace na istot-
ng role w procesie niszczenia komérek beta stosunkowo
matych oligomeréw amyliny i/lub protofibryli [32,38,47].
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Ryc. 1. Schemat faz procesu fibrylacji amyliny. Esowaty ksztatt krzywej obrazuje e
oparciu o cytowane w pracy pismiennictwo

MoONITOROWANIE PROCESU FIBRYLACJI AMYLINY

Postepujacy proces fibrylacji mozna monitorowaé techni-
ka fluorymetryczna z zastosowaniem zwigzkéw amyloido-
filnych, np. tioflawiny T (ThT). Jest to barwnik nalezacy
do grupy barwnikéw benzotiazolowych (4-(3,6-dimethyl-
1,3-benzothiazol-3-ium-2-yl)-N,N-dimethylaniline chlo-
ride), ktéry - w przeciwieristwie do tioflawiny S - nosi ta-
dunek pozytywny. Tioflawina T wigzanie sie do struktur
fibrylarnych ujawnia przesunieciem batachromowym w
widmach absorpcji i emisji. Barwnik wolny, w wodzie,
cechuje maksimum absorpcji przy dtugosci fali 410 nm
i maksimum fluorescencji przy dtugosci fali 430 nm dla
$wiatta wzbudzajacego o diugo$ci 342 nm. Postaé zwia-
zana z fibrylami wykazuje maksimum absorpcji przy dtu-
go$ci 450 nm, a parametry widma fluorescencyjnego ule-
gaja znaczacej zmianie, gdyz maksimum obserwowane
jest przy dtugosci 485 nm, jako zielono-niebieskawa flu-
orescencja, do wzbudzenia $wiattem o dtugosci 450 nm.
Po inkorporacji do fibryli intensywno$¢ fluoryzujacego
barwnika wzrasta okoto 1000-krotnie [24,33,37,45].

Stosujac tioflawine T, postepujacy proces formowania
fibryli mozna monitorowa¢ dopiero od chwili utworze-
nia pierwszych struktur fibrylarnych - protofibryli. Nie-
uchwytne dla tej metody pozostaja wstepne etapy proce-
su. Nastepujace po sobie fazy fibrylacji obrazuje wykres w
ksztalcie litery S (sigmoidalny). Na wykresie (ryc.1) przed-
stawiajacym inkorporacje tioflawiny T do tworzacych
sie fibryli, etap formowania toksycznych oligomerow,
zwany faza Lag, obrazuje plasko lezacy, réwnolegly do
osi X odcinek sigmoidalnej krzywej. Jego dtugo$¢ zalezy
od stezenia polipeptydu lub biatka. To faza powstawania

tapy inkorporagji tioflawiny T (ThT) do formowanych fibryli; przygotowano w

nierozréznialnych czy niewyréznialnych konwencjonal-
nymi technikami skupisk, ktérych ewolucje morfologicz-
ng, czyli ich wzrost, mozna monitorowa¢, ale dopiero po
przekroczeniu pewnej liczby krytycznej monomerdw.
Nastepnie cze$¢ wznoszaca sie wykresu, obrazuje etap
tworzenia fibryli i ich wydluzania, co objawia sie inkor-
poracja barwnika do struktur fibryli. Odpowiedni roz-
miar tworzonej fibryli warunkuje zwigzanie barwnika i
uwidocznienie jej wzrostu.

Ostatnia faza, przedstawiona drugim, ptasko lezacym od-
cinkiem, réwnolegtym do osi X, ale przesunietym ku gé-
rze, obrazuje osiggniecie przez uklad stanu réwnowagi
miedzy monomerami istniejacymi w roztworze, a wbu-
dowanymi w strukture fibryli. Metoda z zastosowaniem
tioflawiny T takze narzuca pewne ograniczenia meto-
dyczne. Nie moze by¢ stosowana w obecno$ci zwiazkéw
hamujacych inkorporacje barwnika do fibryli, maskujac
w ten sposéb to, ze sg formowane [48].

CYTOTOKSYCZNOSC AMYLINY

Syntetyczna amylina ludzka w petnej, tj. 37-aminokwa-
sowej wersji jest toksyczna dla komdrek beta trzustki juz
w stezeniu 1-10 uM. Cytotoksyczne sa takze fibrylujace
kilkunastoaminokwasowe peptydowe fragmenty amyli-
ny oraz najkrétsze penta (23-27) i heksa (22-27) peptydy.
Skrécone fragmenty, w wersji fibrylarnej sa okoto 1000
razy mniej toksyczne niz peten polipeptyd [40,44,51,62].
Mimo ze kolejne prace przynosily nowe dane na temat
charakteru interakcji z btong komérkowg zaréwno pet-
nej wersji amyliny, jak i jej fragmentéw, nadal aktualne
jest pytanie o mechanizm ich dziatania. Wyniki w duzej
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mierze zalezaly od dobranego srodowiska badan i zasto-
sowanej techniki.

W obrebie 37-aminokwasowej czasteczki, po interakgji z
btona, w poczatkowo niezestrukturalizowanym polipep-
tydzie, ujawniono obecno$¢ pojawiajacych sie, struktur
a-helikalnych o réznym zasiegu i réznym umiejscowieniu
[35,51,62]. W oparciu o badania wykonane technika spek-
troskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego (Nuclear
Magnetic Resonance, NMR) zaproponowano model inte-
rakcji pelnoaminokwasowej czasteczki amyliny ludzkiej z
micellami SDS, imitujacymi btony komérkowe. Stwierdzo-
no, ze w obecno$ci miceli znaczaco wzrasta udziat struk-
tur a-helikalnych preparatu amyliny, a struktura czasteczki
amyliny nie jest réwnomiernie stabilna. Istotny wydaje sie
odcinek 5-17, ktéry stanowi najbardziej usztywniona cze$é
obszaru helikalnego polipeptydu i zanurzajac sie ponizej
powierzchni micelli stabilizuje obszar helisy. Fragment ten
jest wiec w $rodowisku hydrofobowym, a fibrylujaca cze$é
czasteczki, tzw, domena centralna 20-29, lezy w fazie gra-
nicznej lipid-$rodowisko zewnetrzne, czyli rozpuszczalniku.
Ta cze$¢ polipeptydu moze tez stanowi¢ miejsce kotwiczace
czasteczke w btonie komérkowej. Wydaje sie, ze czasteczka
monomeru amyliny uktada sie réwnolegle do powierzchni
miceli [42]. Zaproponowany model oddziatywania amyliny
z blong podkresla znaczenie interakcji form helikalnych w
przypadku tworzenia toksycznych oligomeréw, czy wresz-
cie fibryli polipeptydu, uszkadzajacych membrane komdr-
kowa [58].

Badania oddziatywania amyliny ze strukturami blonowymi
pozwolily na skonstruowanie modeli ich wzajemnych inte-
rakgji. Czy tak jest tezw przypadku uktadu bardziej ztozone-
go, jakim jest blona komdrkowa? Czy interakcje z powierzch-
nig blony sg wyrazem ,,gotowosci” czasteczki amyliny do
przyjecia struktury helikalnej, a nastepnie do formowania
jader nukleacji i wejscia na szlak fibrylacji? Przez gotowo$¢
nalezy rozumie¢ subtelne zmiany w jej strukturze wymu-
szone zewnetrznymi czynnikami srodowiska komérki, kté-
ra jest juz w stanie chorobowym. Nie mozna wykluczy¢, ze
oddziatywanie ze zmieniona btona chorej komdérki wymusza
obserwowane zmiany struktury amyliny. Wiadomo bowiem,
ze anionowy sktad btony komérek trzustki oséb chorych na
cukrzyce typu 2 ulega zmianie.

MECHANIZMY USZKODZENIA KOMOREK BETA PRZEZ FIBRYLUJACA AMYLINE

Nadal pozostaje do wyjasnienia mechanizm uszkadzania
blony komérkowej przez oddziatujaca z jej powierzchnia,
wprowadzong na szlak fibrylacji, czasteczka amyliny. Wysu-
nieto rézne koncepcje blonowego mechanizmu uszkadzania
komérek beta. Sugerowano, ze w wyniku oddziatywania fi-
bryli zblong komdrkowa i/lub na skutek ich inkorporacji w
strukture blony, moga spowodowaé tworzenie szkodliwych
pseudokanaléw blonowych i zmieniaé parametry fizykoche-
miczne badZ tez powodowaé catkowita jej dezintegracje [49].
Interakcja amyliny lub jej proformy ze sktadnikami btony
komérkowej, np. proteoglikanem - siarczanem heparanu,
jest takze rozwazana jako jedna z drég prowadzacych do
fibrylacji polipeptydu [57,76]. Innym powodem moze by¢

stres oksydacyjny [78] i zmiany w obrebie retikulum endo-
plazmatycznego, ktére takze powodujg tworzenie fibryli
przez amyline [27,46]. Apoptotyczny mechanizm niszczenia
komérek i aktywacja systemu wewnatrzkomérkowych ka-
spazjest kolejna droga wspdtodpowiedzialng za formowanie
fibryli przez amyline ludzka [36,62,77].

Nie mozna wykluczy¢ zachodzenia jednoczesnego wspét-
dziatania wielu czynnikéw i kilku mechanizméw w procesie
fibrylacji amyliny, ktérych koricowy skutek z pewnoscia nie
jest wynikiem prostego sumowania skutkéw dziatania kaz-
dego z czynnikéw z osobna. Czynniki te wptywaja na pro-
ces formowania fibryli, bedac swego rodzaju katalizatorami
fibrylacji. Co wiecej, funkcjonuje tu i relacja w odwrotnym
kierunku. Nie mozna zapomina¢, ze formowane w komdrce
czy deponowane na zewnatrz fibryle wplywaja na struktu-
re blony komérkowej i na cytoarchitektonike uszkadzanej
trzustki. Fibryle formowane w obecnosci liposoméw wpty-
wajg na morfologie blon, powodujac powazne zmiany w jej
strukturze. Jednoczesnie fibryle te réznia sie od formowa-
nych w §rodowisku bez liposoméw, wskazujac na wzajem-
no$¢ funkcjonujacych relagji [35].

Mechanizm dziatania fibrylujacej amyliny ludzkiej wigza-
no takze z obserwowana $miercig apoptotyczna komérek,
cho¢ w niektérych modelach obserwowano takze nekroze
komérek beta. Wykazano, ze droga aktywacji kaspaz przez
fibrylujaca amyline ludzka odgrywa role w procesie destruk-
cji komdrek beta. Amylina, zastosowana in vitro w stezeniu
odnajdywanym w komdérkach oséb chorych na cukrzyce,
aktywuje kaspaze 3, co prowadzi do $mierci apoptotycznej
mysich komdrek. Jednak komérki bez ekspresji kaspazy 3, tj.
pozbawione tego biatka, a poddane dziataniu amyliny ludz-
kiej nie ginety $miercig apoptotyczng. Zastosowanie czerwie-
ni Kongo, jako inhibitora fibrylacji amyliny, znaczaco hamo-
wato aktywacje kaspaz, a takze obnizato toksyczny skutek
fibrylujacej amyliny ludzkiej. WspStudziat aktywacji szlaku
kaspaz w apoptozie komdrek beta wydaje sie istotny dla cy-
totoksycznego dzialania fibrylujacej amyliny ludzkiej [36].

Obserwacje toksycznego wplywu fibrylujacej amyliny ludz-
kiej dotyczyly gtéwnie komdrek beta trzustki. Okazuje sie,
ze w uktadzie in vitro, komdrki alfa wysp trzustki takze moga
ulega¢ destrukcji pod wptywem fibrylujacego polipeptydu
ludzkiego, ale w znacznie mniejszym stopniu niz komérki
beta. Cechuje je wieksza przezywalno$¢ niz komérki beta,
przynajmniej w zakresie badanych stezer. Zaznaczy¢ nale-
2y, ze stezenia amyliny stosowane w badaniach in vitro za-
zwyczaj sa rzedu pumoli i przewyzszaja stezenia in vivo rzedu
pmoli [36]. U chorych na cukrzyce typu 2, komérek typu
alfa jest wiecej w poréwnaniu z osobnikami zdrowymi i sa
rozproszone w masie chorej trzustki, a nie utozone peryfe-
rycznie jak w zdrowym narzadzie [12].

ZAKONCZENIE

Amylina jest polipeptydem o wielu zmiennych, zaréwno
w sensie funkcjonalnym - jako hormon/neurohormon,
strukturalnym - jako polipeptyd, jak i chemicznie - ze
wzgledu na sktad aminokwasowy. W zalezno$ci od sub-

316



Marszatek M. — Amylina w badaniach eksperymentalnych. Fibrylacja — cytotoksyczna...

telnych zmian $rodowiska zmienia postaé, a w $lad za
tym i wlasno$ci. Stawia powazne wyzwania eksperymen-
talne, gdyz wymaga stosowania licznych, réznorodnych
metod badawczych i specjalnego traktowania, zaréwno
na etapie pozyskiwania jej, jak i w toku dalszych eta-
péw badawczych. Badania cytotoksycznosci amyliny
doprowadzity do ujawnienia najbardziej szkodliwych
form, w postaci najmniejszych i trudno uchwytnych w
badaniach skupisk polipeptydu. Okazato sie, ze dojrzate
fibryle amyliny sa stosunkowo mniej szkodliwe od oligo-
merycznych. Nasuwa sie zatem pytanie: czy formowanie
mniej toksycznych fibryli nie jest postacig unieczyn-
niania mniejszych, ale toksycznych oligomeréw przez
wigzanie ich w strukture perfekcyjnie konstruowanych
przez komérke fibryli? Rozwazana jest wiec i taka za-
skakujaca koncepcja [67].

Amylina nie jest jedynym fibrylujagcym hormonem wy-
twarzanym przez trzustke. Insulina i glukagon to takze
czasteczki fibrylujace [3,10,59,68]. Wiadomo, Ze insulina,
kosekretowana z komérek beta z amyling, cho¢ sama fi-
bryluje w uktadach in vitro, to jednak wptywa hamujaco
na proces fibrylacji amyliny w tych warunkach. Zaha-
mowanie procesu formowania dojrzatych fibryli amyli-
ny minimalizowato uszkodzenie btony w miejscu rozpo-
czynania budowy fibryli. Paradoksem wydaje sie jednak
odkrycie, ze insulina, cho¢ ,,radzi” sobie z dojrzatymi fi-
brylami amyliny, nie dopuszczajac do ich formowania,

PismienNIcTWO

to jednak pozostaje ,,bezradna” wobec wczesnych, tok-
sycznych intermediatéw helikalnych. Stwierdzono, ze
obecnos¢ insuliny hamuje wzrost fibryli w péznej fazie
fibrylacji i w ten sposéb zmniejsza uszkodzenie btony. Nie
znosi jednak procesu destrukcji blony, spowodowanego
obecnoscig form oligomerycznych amyliny. Obecno$é in-
suliny nie tylko nie hamuje tworzenia oligomeréw, ale
wrecz sprzyja ich gromadzeniu wlasnie przez hamowanie
formowania fibryli [4].

Amylina nalezy do najbardziej fibrylotwérczych pepty-
déw. Wiadomo takze, ze mechanizm fibrylacji amyliny
rézni sie od mechanizmu dziatania innych amyloido-
wych biatek choéby tym, ze jest natychmiastowy, a cy-
totoksyczno$¢ tez nastepuje btyskawicznie. Nie utatwia
to prowadzonych badan. By¢ moze teoria toksycznych
intermediatéw helikalnych, przyjmujacych forme oli-
gomerdw, zdota przyblizy¢, a moze i wyjasnié problem
toksycznosci amyliny ludzkiej i przyniesie rozwigzanie w
postaci srodkéw terapeutycznych, hamujacych ten pro-
ces. Dlatego tez ujawnienie fibrylotwdrczego potencjatu
amyliny stanowi wyzwanie dla nauk podstawowych i na-
dzieje dla medycyny.
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