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BEVEZETES

Az Alzheimer-kor silyos neurodegenerativ megbetegedés, melyet Alois Alzheimer irt
le 1907-ben. A korképre jellemzé a kognitiv és memoria funkcidk progressziv romldsa,
neuropszichiatriai és viselkedési zavarok, €s a mindennapi életvitel jelentds mindségi
leromldsa. Az Alzheimer-koér incidencidja az életkor eldrehaladtdval progressziven nd. A
hetvenot éven tili korcsoportban eléfordulédsa eléri a 15%-ot. Ha figyelembe vessziik, hogy a
fejlett orszdgokra az &tlagéletkor fokozatos novekedése, valamint a populacié eloregedése
jellemzo, érthetdvé vilik, hogy a korkép, az érintett betegeken tdl, nagy terheket ré a
tarsadalomra is. A helyzetet sulyosbitja az a tény, hogy az elmult évtizedek kutatdsai ellenére
hatdsos gyogymod nem 4ll rendelkezésiinkre a mar kialakult korkép gydgyitasara, a betegség
progresszidjanak megallitdsara, vagy a kérkép kialakuldsanak megel6zésére. Ezen okok miatt
egyre nagyobb figyelem irdnyul az Alzheimer-kor jobb megértésére.

Az Alzheimer-koérban egy transzmembran fehérje, az amyloid prekurzor protein (APP)
39-43 aminosavbdl 4ll6 proteolitikus hasitdsi termékeibdl, az amyloid-B (AB) peptidekbdl
felépiild, oldhatatlan aggregatumok, uigynevezett amyloid plakkok alakulnak ki és rakédnak le
a kozponti idegrendszer extracelluldris térrészeiben. Az AB-peptidek keletkezése dnmagdban
fiziologids folyamat, de normdl koriilmények kozott a peptidek nem mutatnak aggregéicids
hajlamot. Alzheimer-kérban, eddig nem tisztizott okok miatt, a peptidek masodlagos
szerkezete megvaltozik. Ebben a tévesen, avagy korosan tekeredett (misfolded) dllapotban
megnd a peptidek aggregacids hajlama, és felszaporoddsukkal amyloid plakkokat hoznak 1étre
a kozponti idegrendszerben.

Az amyloid plakkok elsésorban a hippocampus és az amygdala teriiletén valamint a
frontdlis, tempordlis és parietdlis lebenyben figyelheték meg. A plakkok megjelenésével
parhuzamosan progredidlé idegsejt elhalds is zajlik, mely idével makroszképosan is
kimutathaté agyi atr6fidhoz vezet. Az amyloid plakkok f6 komponensei tehdt az amyloid
(AB) -fibrillumok, AB-peptidekbdl felépiild szigordan rendezett szerkezetll strukturék,
melyeket a plakkok kozponti részében helyezkednek el, korbevéve disztrofikus dentritekkel és
axonokkal, valamint reaktiv astrocitdkkal és aktivalt microglia sejtekkel. Emellett fellép egy
markans, intracelluldrisan megjelend patolégids elvéltozas, a neurofibrillaris kotegek
megjelenése a neuronok sejttestjeiben, melynek hétterében a tau mikrotubulus kotd fehérje
hiperfoszforilacidja és aggregaciodja all.

Mivel az AB-fibrillumok jelenléte, illetve mennyisége korrelaciét mutat a korkép

sulyossdgaval, élénk figyelem irdnyul az AB-fibrillumok szerkezetének valamint a



fibrillogenezis mechanizmusainak pontosabb megértésére. Ugyanakkor jelenleg sem tisztazott
teljes mértékben, hogy az abnormalis térszerkezetet felvett AB-peptidek aggregicidja dll-e
elsddlegesen a neuronpusztulds és igy az Alzheimer-koér kialakuldsdnak hatterében, vagy
egyéb, az AB-fibrillumok és amyloid plakkok megjelenésével parhuzamosan zajlé folyamat.
Egyre tobb bizonyiték mutat arra, hogy maguk az amyloid plakkok rezervoarként szolgalnak
olyan AB-oligomerek szamara, melyek direkt neurotoxikus tulajdonsagokkal rendelkeznek.
Tl az Alzheimer-kor orvosbioldgiai jelentdségén az AB-fibrillumok fizikokémiai- és
onszervezd tulajdonsigai lehetové teszik, hogy modellként szolgdljanak peptid alapu,
onfelépitd struktirdk létrehozasahoz és vizsgalatdhoz, melyek nanotechnoldgiai szempontbol
is értékes, az alapkutatison tdlmutaté gyakorlati alkalmazdsi lehetdségeket rejthetnek

magukban.

VIZSGALO MODSZEREK

Az elsO szerkezeti informéciok rontgendiffrakcidés mérésekbdl szarmaznak. A mérések
tantsdga szerint az AB-fibrillumokra és egyben minden mads tipusi amyloidra jellemzo egy
sajatos diffrakcids mintdzat, mely arra utal, hogy a fibrillumok nagy fokban rendezett, 3-
lemez szerkezeti monomerekbdl felépiild struktirdk. Morfolégiai  szempontbdl
elektronmikroszkoépos, illetve késébbiekben atomerd-mikroszkopos (AFM) és mds pasztazéd
préba mikroszképos megfigyelések gazdagitottdk a rendelkezésiinkre all6 tudést. Lényegében
ezen vizsgdlomddszerek, valamint kémiai festési eljardsok eredményeibdl sziiletett meg az
amyloid empirikus definicidja. Jelenleg amyloidnak tekinthetd az a pepid vagy fehérje
asszocidatum, mely 1) mutatja a karakterisztikus rontgen diffrakciés mintazatot (késobb keriil
részletesebb targyaldsra) 2) nem eldgazoé fibrilldris struktdrdkat alkot, 3) pozitiv reakciét ad
bizonyos festékmolekuldkkal, melyek koziil a Thioflavin-T és a Congo-vords a legfontosabb.

Hagyomdényos szerkezet-meghatdroz6 moddszerekkel nem sikeriil kozelebb jutni az
amyloid fibrillumok pontos szerkezetének megismeréséhez. Ennek oka, hogy a felépiild
fibrillumok és beldliikk kialakulé aggregatumok vizben oldhatatlanok. Tovabb neheziti a

helyzetet az a tény, hogy az AB-peptidek nem kristalyosithatok.

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

40 és AB1-42. Bar a két peptid csupan két aminosavban kiilonbozik egymdast6l, mind

szerkezetiikben és mind tulajdonsdgaikban igen eltérd fibrillumokat alakitanak ki.



A jelenleg elfogadott modell szerint AB1-40 fibrillumok esetében B-szadl — kanyar — 3-
szal (mas néven B-B-iv (Efimov, 1987)) szerkezetli monomerek sorakoznak a fibrillum
hossztengelyére merdlegesen és alakitanak ki két B-lemezt. A 3-8 iv szerkezetet egy a D23 és
K28 aminosavak oldalldncai kozt kialakuldé sé-hid stabilizdlja (1. dbra). Két, helikédlisan
egymdsba csavarodé B-lemez duplex alakit ki egy protofilamentumot. Tobb, a fibrillum
hossztengelyében egymdssal parhuzamosan fut6é protofilamentum alakitja ki az ugyancsak

helikalis szerkezetu fibrillumot.
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1. Abra. Az AB1-40 protofilamentum szerkezeti modellje. a. AB1-40 peptid
protofilamentumon beliili szerkezetének modellje (zold: hidroféb oldallanc, piros:
savas oldallanc, lila: bazikus oldallanc, kék: hidrofil oldallanc). Nyilak jelolik a
peptid szerkezetét stabilizdlé sé-hidat. b. AB1-40 peptidek altal kialakitott duplex
szerkezeti modellje c. A helikdlis szerkezetli protofilamentum modellje.

Egy a kozelmultban AB1-42-es fibrillumokrél megjelent munka szerint a B-B-ivet
intermolekuldris és nem intramolekularis kolcsonhatdsok stabilizédljdk. Ebben a modellben
egyetlen B-lemez duplex alakit ki egy protofilamentumot. Az AB-protofilamentumok
egymadssal parhuzamosan rendezddve épitik fel a 4-8 nm vastag helikalis AB1-42 fibrillumot.

Az érett fibrillumokra éltaldnosan igaz, hogy rendezett szerkezetli, egyenes lefutasu
vagy helikdlis, el nem 4agaz6dd struktirdk. Jellemzd rdajuk, hogy rontgen diffrakcids
mintdzatukon egy a fibrillum hossztengelyére merdleges 4,7 A valamint a hossztengellyel
parhuzamos 10,7 A ismétlédést reprezentdlé reflexié figyelhetd meg. A 4,7 A tévolsdg
megfelel az egyes B-lemez konformaci6ji monomerek kozotti hidrogén hid tdvolsdgnak, mig
a 10,7A megfelel a fibrillum hossztengelyére merdlegesen elhelyezkedd B-lemezek
oldallancai kozotti tavolsaggal.

A hidrogén hidakkal 0Osszekapcsolodd B-peptidek alakitjdk ki a fibrillumok
hossztengelyében futé protofilamentumokat (2.4bra), melyeket ma a fibrillumok szerkezeti

alapegységeinek tekintiink.
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2. Abra. Az AB-fibrillumok szerkezetére jellemz6 a hierarchikus szervezddés.

IE
—
2>

[=—r=]
==
=

EGYEDI FIBRILLUMOK VIZSGALATA ATOMERO-MIKROSZKOPPAL

Az amyloid fibrillumok morfolégidjanak tanulmdnyozdsiban az AFM egy, egyre
szélesebb korben hasznélt, igen informativ vizsgdldeljards. A mikroszkép egy flexibilis
rug6lapon elhelyezkedd nanométeres végatmérdjii tlivel pasztizza le a mintat, topografikus,
haromdimenzids, azaz magassag informdciot is tartalmazé képeket hozva létre.

Legfobb elonye mas mikroszkopos technikdkkal szemben, hogy alkalmas bioldgiai
mintdk nativ szerkezetének vizsgdlatira, fiziologids vagy fiziolégids koriilményeket
modellezé kondiciok kozt. Az AFM elvileg szubnanométeres, tipikus esetben 1-5
nanométeres részletek elkiilonitésére ad lehetOséget, mely lehetové teszi, hogy az amyloid
minték a fibrillogenezis barmely stddiumdban vizsgdlhatdk legyenek.

Lehetoség van arra, hogy egymast kovetd pdsztdzasok sorozatdt elkészitve, az ido
fliggvényében kovessilk nyomon a mintdban végbemend morfoldgiai valtozdsokat. Bar az
AFM iddbeli felbontdsa messze elmarad a fénymikroszképos technikdktol, az dtlagosan 2-4
perc alatt rogzitett felvételekbdl osszedllitott képek sorozatai igy is bepillantast engednek a
fibrillum formdalédds folyamatdba, lehetévé téve a morfoldgiai valtozasok iddbeli kovetését
akér egyetlen amyloid fibrillum esetében is. Igy olyan jelenségek is megfigyelhetSk, melyek

molekulasokasdgokon végzett kisérletek esetében kidtlagolédndnak.



PEPTID ALAPU NANO-VEZETEK HALOZATOK

Az amyloid peptidek kedvezo fizikai-kémiai tulajdonsdgai elméletileg lehetové teszik,
hogy épitdegységei lehessenek nano-1éptékii onszervezddo rendszereknek €s szerkezeteknek.

Szdmos eredmény bizonyitja az amyloid alapd nano-skéldju struktirdk relevancidjat és
elvi mitkodSképességét. Elesztd sejtekben expresszalédé Sup35 fehérje N-termindlis és
kozépso, ugynevezett NM régidjanak genetikai moédositdsaval sikeriilt 1étrehozni olyan
amyloid fibrillumokat, melyek egy cisztein SH csoportjan keresztiil képesek kolloidalis arany
partikulumok megkdotésére, bizonyitva, hogy a célzott mddositdsokkal 1j tulajdonsdgokkal
ruhdzhatok fel amyloid képzésre alkalmas fehérjék, anélkiil, hogy alapvetd tulajdonsiagaikat
elveszitenék.

AB1-42 rendezett, hexagondlisan mintdzatott mutaté haldzatot képes kialakitani grafit
(HOPG) felszinen. Alfa-synuclein esetében hasonlé elrendezddést figyeltek meg csillam
felszinen.

A rendezett, megjésolhaté szerkezetli, valamint szabalyozhaté halézatok létrehozasa

kulcsfontossdgu a célzott alkalmazhatésag szempontjabol.



CELKITUZESEK

Kisérleteink sordn az AB-fibrillumok szerkezeti dinamikdjat, mechanikai stabilitdsit

valamint a fibrillogenezis folyamatdt terveztik tanulmanyozni nanobiotechnoldgiai

modszerekkel.

1.

Munkénk soran elsd 1épésben szintetikus tton eldallitott kiillonbozd AB-peptidekbdl (AB1-
42, AB1-40, AB25-35, AB25-35_K28Ac, AB25-35_G25Ac) kivantunk AB-fibrillumokat
elddllitani, azokrol nagy felbontasu felvételeket késziteni atomerd-mikroszkop

segitségével, morfoldgiai vizsgalatok céljabol.

Egyedi molekula  manipuldciés  technikdkkal, @ AFM  segitségével, in-situ
erOspektroszkopids méréseken keresztiil tanulmanyozni kivantuk az egyes AB-fibrillum

variansok szerkezeti dinamikdjat, mechanikai stabilitasat.

Vizsgdlni kivantuk AR25-35, illetve kiilonb6zd helyeken acetildlt peptidbdl felépiild
AB25-35 fibrillumok mechanikai stabilitdsit €s csillimfelszinen mutatott kaliumfiiggo,

trigonélis orient4cidjat.

Péasztaz6 proba kimogrifidval az AB25-35 és AB1-42 fibrillumok polimerizacidjdnak
kovetésével kivantuk vizsgalni egyedi fibrillumok novekedési dinamikdjat csillim és

grafit felszinen.



EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

AB-FIBRILLUMOK MORFOLOGIAJA ES BELSO SZERKEZETI
DINAMIKAJA

AB-AMYLOID FIBRILLUMOK EROSPEKTROSZKOPIAJA

Az AB1-40 fibrillumokon elvégzett erdspektroszkopids mérések sordn sikeriilt elsod
izben megorokiteni a B-amyloidokra jellemzd, karakterisztikus erdvélaszokat. Kisérleteinkben
kovalens keresztkotovel (GOPS) a felszinhez rogzitett amyloid fibrillumokat manipuldltunk

mechanikailag AFM segitségével.

A kapott er6gorbék alapjan két alapvetd, elemi mechanikai valaszt figyeltiink meg: 1.)
nem-linedris rugalmas vélaszt (3.a dbra) és 2.) erd platét. (3.b dbra)
Gyakran megfigyelhetd az elemi mechanikai jelenségek hierarchikus egymadsra

épiilése, példaul tobbszords erd platok formdjaban (3.c dbra), illetve a nemlinedris rugalmas

viselkedés kombindlodésa erd platokkal (3.d 4bra).
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3. Abra. Ap-fibrillumok molekuldris erSspektroszképidja. a. Nem-linedris
rugalmas erévalasz. b. Erd platé. c. Hierarchikusan egymadsra épiild, 1€pcsot kialakitod

erd platok. d. Nem-linedris erévdlasz kombindldddsa erd platoval. Betét abrak: a
kisérleti elrendezést szemléltetik.

A mechanikailag perturbdlt amyloid fibrillumok esetében megfigyelt er6 platd

legelfogadhatobb magyardzata az, hogy a filamentumot felépitd alegységet, azaz egy
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protofilamentumot vagy - abban az esetben ha, egy protofilamentumot tobb B-lemez egység
épit fel — egy B-lemez egységet fejtiink le a fibrillum felszinérdl. A hierarchikus er6 platé
azzal magyardzhatd, hogy tobb protofilamentumot illetve B-lemez egységet fogunk és hizunk

le egy id6ben a fibrillum felszinérol.

AB-AMYOLID FIBRILLUMOK MECHANIKAI UJJLENYOMATA

Megfigyeléseink szerint az er0 platok magassaga (“platé erd”) diszkrét eloszlast
mutat, melyben a csicsok egy egységnyi platé eronél és ennek egész szamu tobbszoroseinél
jelentkeznek (4. dbra). Az egységnyi platé erd megfeleltethetd az egyetlen protofilamentum
lecipzarozasadhoz sziikséges erdvel. Méréseink alapjan megéllapitottuk, hogy az egységnyi

plat6 er6 az AB1-40 esetében 33 pN, az AB25-35 esetében 41 pN.
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4.Abra. A platé erd eloszlasa AB1-40 (fent) és AB25-35 fibrillumok (lent) esetén. A
szamok a plat6 dtmenetben résztvevo polimerlancok (protofilamentumok) szamat jelolik.

Egyik lehetséges magyarazat lehet a kiilonbségre az AB1-40 és AB25-35 fibrillumok
esetében, a Lys28 reziduum eltérd helyzete és ebbdl fakadod eltérd szerepe a fibrillumok
stabilizdldsdban. Az AB1-40 esetében a Lys™ sohidat alakit ki az Asp™ reziduummal és igy
az AB monomer, hajtlikanyar szerkezet stabilizdldsdban vesz részt, mig az AB25-35 esetében
elképzelhetd, hogy intrafibrillaris stabilizdl6 kolcsonhatdst alakit ki egy szomszédos
protofilamentumban elhelyezkedé monomer Met® residuumaval és igy a fibrillum

stabilizdlaséban jatszik szerepet.



REVERZIBILIS JELENSEGEK A FIBRILLUMOK BELSO DINAMIKAJABAN
Fontos megfigyelésiink, hogy a szétcipzdrozddas reverzibilis (5. dbra). Azaz, a lefejtett
ldncok képesek nagy sebességgel visszakapcsolddni, visszafekiidni a fibrillum feliiletére
(0sszecipzarozddas). Ez abban az esetben vilik detektalhatova, ha az erdspektroszkdpia sordn
lefejtett fibrillum alegység a hiizds sordn nem szakad le a rugélapka t{ijérdl (vagy a fibrillum
felszinérol). Igy a visszaengedés folyaman monitorozhaték a rendszer relaxaciGja alatt

bekovetkezO erdatmenetek.
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5. Abra. AB1-40 fibrillumok reverzibilis és repetitiv erOvalaszai. a. Reverzibilis erd
plato, mely esetében a platé egy nem-linédris elasztikus erOvélasszal csatoltan lathato.
b. Platé erdk a huizasi sebesség fiiggvényében. A plat6 erdket ugyanazon a fibrillumon
mértiik egymdsutdn, valtozd huzasi sebesség mellett ¢. Reverzibilis er6dtmenetek AB1-
40 fibrillumok esetében. Az dbra egymadst kovetd huizédsi ciklusokat mutat. A
betétabran jol 1athat6 a rendszer két allapota kozotti gyors fluktudcio.

A reverzibilitdsnak tobb megnyilvdnuldsat is tapasztaltuk: 1) Az er6 plat6 mind
nyujtaskor, mind visszaengedéskor ugyanazt az elrendez0dést mutatta, azaz a molekularis
rendszer ugyanazt az utat jarta be mindkét irdnyd folyamat sordn. 2) Az erd platé6 magassiga
széles huzasi sebességtartomdnyban azonos volt, ami arra utal, hogy a reasszociicié 1épései
rovidebb 1ddskdldn zajlanak, mint a huzési kisérlettel kapcsolatos mechanikai 1épések. 3)

8



Repetitiv mechanikai ciklusokban, rugalmas viselkedéssel csatolt erd plat6 esetén ugyancsak
tapasztaltunk reverzibilitast, €s ilyenkor a rendszer két dllapota: kozotti, oda-vissza fluktuéciét

is tapasztaltunk, mely jelzi, hogy dinamikus egyensilyrdl van szo.

IN SITU EROSPEKTROSZKOPIA

Az AB1-40 fibrillumokon végzett kisérleteinkben AFM segitségével kovettik a
fibrillumok kialakulését, illetve morfolégidjanak valtozasat az inkubdcids id6 fiiggvényében.
A fibrillumok lassu kinetikdval alakulnak ki (6. dbra). A peptidek beoldasat kovetd masodik
oraban (0. nap), még csupan globuldris alaku aggregatumok figyelhetok meg, melyek atlagos
magassdga 1 nm, igy feltételezhetd, hogy ezek a struktirdk a fibrillumképzOdés kezdeti
fazisaban 1évd peptid oligomerek. A mdsodik naptél megjelennek a jellegzetes, el nem
agaz6do, valtozd hosszusagi AB-fibrillumok, melyek magassdga 6-8 nm. A tovabbi érés
sordn, a hetedik nap utdn, egyrészt hossz- és magassdgnovekedés figyelheté meg. A
fibrillumok elérik a tobb mikrométeres hosszt, masrészt asszocidcidjukbol elkezdenek
kialakulnak a kevésbé rendezett szerkezetli AB aggregdtumok, mikozben eltlinnek, az érés
kordbbi stddiuméban 1évo entitdsok.

A lassu kinetikdval nové AB1-40 mintdkat az érés kiillonbozd fazisaiban vizsgilva
megdllapitottuk, hogy a karakterisztikus, platd tipusu erdvalaszok csak az érett fibrillumokra

jellemzok (6.4bra).
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6. Abra. Felso panel: AB1-40 fibrillumok AFM morfoldgidjanak véltozdsa az id6
fiiggvényében. A felvételek oszcillicios itizemmodban, levegdben, csillimfelszinre
adszorbedlt szdritott mintarél késziiltek. Alsé panel: morfolégiai megfigyelésekhez
haszndlt mintdkkal egyid6s prepardtumok jellegzetes erOspektrumai. A méréseket
GOPS aktivalt iivegfelszinen, kovalensen rogzitett fibrillumokon végeztiik pufferben.



Megfigyeléseink arra utalnak, hogy az amyloid fibrillumok érésiik sordn belso
szerkezeti dlalakuldsokon mennek keresztiil. Szamos, mésok 4ltal elvégzett vizsgalat is arra
utal, hogy a protofilamentumok a fibrillumok alegységei, mig a globularis el@alakok és
protofibrillumok nem rendelkeznek ilyen jol definidlhaté szerkezeti alegységekkel. Ezek a
megfigyelések Osszhangban vannak és erdsitik azt a feltételezésiinket, hogy a mechanikai

manipuldcié sordn protofilamentum alegységek deszorpcidja torténik a fibrillum felszinérol.
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AB1-42 FIBRILLUM ATOMERO-MIKROSZKOPOS VIZSGALATA

AB1-42 FIBRILLUMOK MORFOLOGIAJA

AB1-42 fibrillumok morfoldgiai vizsgédlata sordn megéllapitottuk, hogy az altalunk
vizsgélt preparatumokban az fibrillumok hossza eléri a tobb mikrométert, tovabba balmenetes
helikalis szerkezetet mutattak (7.a,b,c dbra). Az dtlagos fibrillum magassdg — mely abban az
esetben, ha feltételezziik, hogy az adott struktira a hossztengelyére szimmetrikus, atomero-
mikroszkopos felvételek esetén, kis hibdaval megfeleltethetd a fibrillum vastagsdgaval, -

4,77+1,82 nm volt.

108.87+14.28 nm (n=45)

104
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o
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7. Abra. AB1-42 fibrillumok szerkezeti elemzése. (a) Pasztaz6 atomerd-mikroszkopos,
oszcillaciés ilizemmodban felvett magassdgkontraszt felvétel, csillimfelszinre
abszorbedlt AB1-42 fibrillumokrdl, pufferben. (b) Amplitidékontraszt kép, az utébbi
(a) felvétel kinagyitott része, melyen jobban kitlinik a fibrillumok balmenetes helikélis
szerkezete. Nyilhegyek jelzik a helicitds helyét és irdnyat. (c) Helikdlis szerkezetli
fibrillum 3D rekonstrukciéja. Nyilhegyek jelolik a periodikus magassagi
maximumokat. (d) A hélix periddicitdsanak hisztogramja

A fibrillumok magassdgat elemezve multimodalis eloszldst kaptunk, lokalis

maximumok mutatkoztak ~4, ~6, ~9 és ~12 nm-es fibrillum magassagnal.
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AB1-42 FIBRILLUMOK EROSPEKTROSZKOPIAS VIZSGALATA

Az AB1-42 fibrillumokon elvégzett erOspektroszkopids mérések alapjan
megdllapitottuk, hogy hasonléan a kordbban vizsgilt AB-fibrillumokhoz, erdvélaszok
szempontjabol az AB1-42 is hasonl6an viselkedik, mint az AB1-40 és AB25-35 fibrillumok.

Eréspektroszkdpids méréseink sordn két jellegzetes erdvalaszt €s azok egymasra épiild
kombindcidit tudtuk elkiiloniteni: 1.) erd platokat 2.) nem-linedris, rugalmas erévélaszt, mely
az esetek egy részében reverzibilitdst mutatott 3.) és ezek egymadsra €piilé6 kombindcidjat (8.
abra). Valamint az AB1-42 esetében is megfigyeltiink reverzibilis folyamatokat és ismétlodo,

egymadssal 1ényegében azonos erdgorbéket, egymast kovetd hizasi ciklusok soran.
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8. Abra. AB1-42 fibrillumok jellegzetes erdspektrumai. a. Reprezentativ erd platd. AF jeloli
az er6 platd6 magassagit. b. Tobbszoros erd platok, melyek lépcsdszerii elrendezésben. A
hirtelen erdesések a lecipzarozott protofilamentum, a rugdlapka tijérdl torténd, egymastol
fiiggetlen leszakaddsdnak kovetkezményei. c. Reverzibilis, nem-linearis erOvélasz.

A palté erfk statisztikai elemzésébdl kideriilt, hogy az er6k nagysdga multimodalis

eloszlast mutat. Az alap platé erd értéke 23 pN nagysdginak adédott (9.4bra).
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9. Abra. Az AB1-42 fibrillumok eréspektrumainak elemzésével kapott platé erd értékek
hisztogramja, osszevetve az Af31-40 fibrillumok kordbbi mérések sordn kapott plato eré
eloszldsdaval. Az A31-42 esetében az alap plato erd 23 pN nagysdgunak, mig az Af31-40
esetében 33 pN nagysdgunak adodott.

A hisztogramon az egyes platé erd értékek hat lokdlis maximumba csoportosulva
helyezkednek el. Feltételezhetd, hogy az egyes AB1-42 fibrillumokat valtozé szdmd,
maximalis hat protofilamentum alegység épiti fel. Az AB1-42 és AB1-40 esetében kapott
kiilonbozo értékek is utalnak a fibrillumokat dsszetartd kolcsonhatdsok kiilonbségére és igy a

fibrillumok eltéro belso szerkezetére.

AZ AB25-35 K28AC FIBRILLUMOK MECHANIKAI STABILITASANAK
VIZSGALATA

Az AB25-35 és AB25-35_K28Ac fibrillumok 0Osszehasonlité erdspektroszkdpids
vizsgélatdval arra kivantunk fényt deriteni, hogy a Lys®® oldalldnc részt vesz-e az AB25-35
fibrillumok szerkezetének stabilizdldsdban, és ha igen, milyen mértékben? Feltételezhetd
ugyanis, hogy a Lys28 oldallanc & -aminocsoportja képes interakcioba 1épni egy szomszédos
protofilamentumban elhelyezkedd peptid C-termindlis Met® karboxil, illetve az altalunk
vizsgélt fibrillumok esetében a Met” amid csoportjaval. A feltételezések szerint, ennek a

kolcsonhatdsnak a fibrillumok stabilizaldsaban lehet szerepe.
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Az AB25-35_K28Ac fibrillumokon elvégzett erdspektroszképids vizsgdlatokbdl a
kovetkezOket 4llapithattuk meg: 1.) domindnsan erd platd tipusd spektrumokat sikeriilt
regisztrdlnunk, melyek protofilamentumok a fibrillum felszinérdl torténd fokozatos
deszorpcidjara vezethetok vissza (10.a.b. dbra). 2.) Megfigyeltiink a mar kordbbiakban mas
tipusi AR amyloid fibrillumok esetében tapasztaltakhoz hasonld, reverzibilis eréatmeneteket,
mely a lefejtett protofilamentum gyors visszacipzarozdddsanak a jele. 3.) Az erdspektrumokat
elemezve megallapitottuk, hogy platd er6k multimodélis eloszldst mutatnak, ahol az alap platé

er6 22 pN szemben a vadtipus esetén mért 41 pN nagysdggal (11.4bra) .
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10. Abra. Mechanikai manipuldcidnak kitett AB25-35wt azaz vad tipusu és AB25-
35_K28Ac fibrillumok tipusos erévalaszai. a. Er6 platé az AB25-35wt esetében. b Erd
platé az AB25-35_K28Ac esetében. A fliggdleges nyilak a platé erdk nagysagat jelolik.
¢. Reverzibilis visszacipzaroz6ddst bemutatd hizasi gorbe AB25-35 Lys28 aminosav -
amino csoporjan acetilalt peptidekbdl felépiilt fibrillum esetében. Az ,R” szakaszok a
hizasi gorbe reverzibilis szakaszat jeloli.
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11. Abra. AB25-35_K28Ac peptid Lys28 aminosav g-aminocsoporjdnak acetildldsa
hatasara a kontrol AB25-35wt fibrillumokhoz képest a plat6 erd lecsokken.

Az eredményekbdl levonhaté az a kovetkeztetés, hogy az AB25-35 peptid Lys28
aminosav  g-aminocsoportjanak szerepe lehet a fibrillumok bels6 szerkezetének
stabilizdlasdban. Tovabba a mechanikai manipuldcionak kitett AB25-35_K28Ac peptidekbdl
felépiilt fibrillumok is ugyanazokat a karakterisztikus jelenségek mutatjadk, mint amiket az

AB1-40, AB1-42 és AB25-35 esetében megfigyeltiink.
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AB25-35 FIBRILLUMOK KALIUM FUGGO ORIENTACIOJA
CSILLAMFELSZINEN

AB25-35 FIBRILLUMOK MORFOLOGIAJA CSILLAMFELSZINEN

AFM segitségével megvizsgaltuk csillimfelszinre adszorbealt AB25-35 fibrillumok
morfolégidjat. A fibrillumok rdjuk jellemzé moddon, nem véletlenszerlien mintdzatot
alakitanak (12.a dbra) ki, hanem szabdlyos trigondlis elrendezddésben orientdlédnak a
felszinen (12.b 4bra). Hasonl6 elrendezést figyeltek meg a-synuclein esetében
csilldimfelszinen.

A csillam feliilete negativ, hidrofil, hexagonalis kristdlyszerkezetli. Felszini oxigén
atomok mintegy 0,52 nm atmérdjii hatszogekbe rendezddve helyezkednek el, negativ toltésii
és szintén hexagondlis mintdzatot mutaté K* kotShelyeket alakitva ki. Két szomszédos K*
kotohely tdvolsdga szintén 0,52 nm. A csillam hasitasa esetén ezek a kotdhelyek szabadda
vdlnak, mivel a K" ionok elektrosztatikus kolcsonhatdssal kapcsolddnak a kotShelyekhez. A
minta felcseppentésekor a gyengén kotott K™ ionok képesek az oldatba diffunddlni, kialakitva
egy dinamikus egyensulyt a szabad és telitett kotOhelyek ardnydban. Ez az egyensily
elsésorban a minta illetve a puffer K* tartalménak fiiggvénye.

A csillam kristalyszerkezete €s a fibrillumok 4ltal kialakitott hexagondlis mintdzat
egyezése Onmagdban sugallja azt a lehetdséget, hogy a csillim rendezett kotOhelyei

hatdrozzak meg a fibrillumok elhelyezkedését.

Besuoyeln

0 20 40 60 80 1001201401601
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12.Abra. a. GOPS kezelt tivegfelszinhez kotott AP25-35 fibrillumok morfoldgiailag
heterogének és véletlenszerli eloszlast mutatnak. (Pdsztazé atomerd-mikroszkopos,
oszcillacios iizemmoddban, pufferben felvett magassagkontraszt felvétel) Betétabra:
AFM kép 2D Fourier Transzformdcidja. b. Csillimfelszinre adszorbedlt AP25-35
fibrillumok jellegzetes trigondlis elrendezodésben. Betétabra: AFM kép 2D Fourier
Transzformdacidja. (Pdsztdz6 atomerd-mikroszkdpos, oszcilldciés ilizemmodban,
pufferben felvett magassagkontraszt felvétel) c¢. Fibrillumok hdrom f6 irdnyanak
szogeloszlasa, egy horizontdlis referencia vonalhoz képest.
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AZ ORIENTALT KOTODES KALIUM FUGGESE

Az AB25-35 fibrillumok orientdlt kotddése csillimfelszinhez erdsen fiigg a
médiumban 1évé K" koncentraci6tdl (13. dbra). K koncentrdcié novelésével gitolhaté az
djabb fibrillumok letapaddsa. Ehhez a jelenséghez hasonléan a mar csillimfelszinhez kotodott
fibrillumok megemelt K™ koncentracié hatdshatdsdra disszocidlnak a felszinrél. Ugyanakkor
nagy eltérés mutatkozik a K" érzékenység tekintetében a kotddést  gatld

koncentracidtartomdny és a disszociaciot el6idéz6 koncentricidtartomany kozott.
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13. Abra. Az AB25-35 kiétédését mdr 12 mM K+ hozzdaddsa gdtolja ( sziirke kérok),
mig 500 mM K" hatdsdra a lekotédott fibrillumok 60% disszocidlodik ( fekete
négyzetek).

Ez a megfigyelés alatdmasztja azt a hipotézist, hogy az AB25-35 fibrillumok esetében
elektrosztatikus kolcsonhatdsok hatarozzak meg a felszini orientdciot, melyek a fibrillumot
felépitd egyes AB25-35 peptidek valamely toltéssel rendelkez6 oldalldnca és a csillim K*

kotéhelye kozott alakul ki.

AZ AB25-35 ACETILALT VARIANSAINAK ORIENTACIOJA

CSILLAMFELSZINEN

Az AB25-35 peptid két olyan pozitiv toltésli csoporttal rendelkezik, melyek képesek
lehetnek interakciéba 1épni a csillimfelszin K* kotShelyeivel. Az egyik az N-terminalis
aminocsoportja, a madsik a Lys28 e-aminocsoportja. Ezt a hipotézist olyan AB25-35
variansokkal kivantuk tesztelni, melyek esetében az emlitett aminocsoportokat a

peptidszintézis sordn acetildltak.

17



Az AB25-35_G25Ac fibrillumok a csillimfelszinen a vadtipushoz hasonldan,
trigonélis elrendezddésben orientdlodik, de a fibrillumok 4ltal bezart szog sokkal nagyobb
szOorast mutat, (15.4bra) illetve megfigyelhetOk olyan fibrillumok és fibrillum szakaszok,
melyek jelentds mértékben eltérnek a f6 orientacids irdnytol.

Az AB25-35_K28Ac fibrillumok viselkedése ezzel szemben nagymértékben eltér a
vadtipustdl. Bar az elrendez6dés domindnsan trigondlis, a fibrillumok 4ltal bezart sz6g nem

szabdlyos 60°, mint ez a szogeloszlasi hisztogramon lathat6, valamint az AB25-35_K28Ac

fibrillumok képesek ellipszoid alaku struktirdkat 1étrehozni.
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14. Abra. a. AB25-35 G25Ac fibrillumok csillamfelszinen. b. Az AB25-35 G25Ac
fibrillumok szogeloszlasi hisztogramja. Betétabarak: AFM kép 2D Fourier
Transzformdaciéja. (A képek magassidgkontraszt felvételek, pufferben, oszcillicids
tizemmodban késziiltek.) ¢. AB25-35_K28Ac fibrillumok csillimfelszinen. d. AB25-

35_K28Ac fibrillumok szogeloszlasi hisztogramja.

Megallapithat6, hogy az N-termindlis aminocsoportja részt vesz a trigondlis
elrendez3dés kialakitdsaban, de szerepe feltehetleg masodlagos, a Lys®® e-aminocsoportjahoz

képest, mely eredményeink szerint elsdsorban felelés a szabdlyos trigondlis elrendezddés

kialakitasaért.
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AB25-35 FIBRILLUMOK NOVEKEDESE CSILLAMFELSZINEN

Csak AB25-35 peptideket tartalmazd mintdkon elvégzett 1dofiiggd AFM mérésekbdl
kideriilt, hogy az AB25-35 fibrillumok a csillimfelszinen alakulnak ki (15.4bra). A mérés
kezdetén globuldris jellegli, tehat az alkalmazott rugdlap tlidtmérdjével dsszevethetd méretil,
partikulumok és rovid, 50-100 nm hosszu fibrillumok figyelhetOk meg. Ezek alkotjdk a
kezdeti novekedési magokat, melyekbdl kiindulva a felszinen ndnek ki az orientalt
fibrillumok. A hédlézat novekedése sordn Gjabb kiinduldsi magok is keletkeznek, az oldatbdl a
csillimfelszinre k6t6dd — feltehetden — AB25-35 oligomerekbdl, melyekbdl djabb fibrillum
novekedés indul. A novekedés egészen addig tart, 1.) amig a novekvo fibrillum bele nem
iitkozik egy mdsik fibrillumba, illetve 2.) amig szabad monomerek dllnak rendelkezésre.
Megfigyeltiik, hogy a fibrillumok mindkét végiikon novekednek, a novekedési sebesség pedig
elérheti a 100 nm/perc értéket.

15. Abra. Csillimfelszinen novekvé AB25-35 fibrillumok amplitidékontraszt AFM
képei, melyek ugyanarrdl a teriiletrdl késziiltek, folyamatos pdsztdzas mellet. Az egyes
képek kozott eltelt id6 a képek bal felsd sarkdban van jelolve.

Ha a kezdeti novekedési magok kialakuldsa utdn, a csillim pufferes lemosdsaval
ledllitjuk a folyamatot és lecseréljiik a mintdt 30 mM K" iont is és AB25-35 monomereket
tartalmazé mintdra, djabb novekedési magok nem alakulnak ki, mivel (mint ezt korabban
kimutattuk) 30 mM K* nagymértékben gitolja az AB25-35 peptidek illetve oligomerek
kotddését. Ugyanakkor a mar kialakult fibrillumok a csillimfelszinr6l nem disszocidlnak,
mivel ehhez sokkal magasabb K* koncentraci6 lenne sziiksége (13.4bra).

Megfigyelhetd (16.4bra), hogy, djabb novekedési magok nem alakulnak ki a felszinen,
de a mér kialakult magok illetve fibrillumok ndvekedése a megemelt K* koncentraci6 ellenére

tovabb folytatodik.
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16. Abra. Csillamfelszinen, 30 mM K* jelenlétében novekvd AB25-35 fibrillumok. A
képek készitése elbtt a felszin AB25-35 magokkal lett bevonva 10 mM K" jelenlétében.
Megjegyzendd, hogy 30 mM K* jelenlétében Gj magok lekotédése gatolt, ugyanakkor
fibrillum novekedés megfigyelhetd. Amplitidokontraszt AFM képek ugyanarrdl a
teriiletrdl késziiltek, folyamatos pdsztdzds mellet. Az egyes képek kozott eltelt id6 a képek
bal fels6 sarkdban van jeldlve.

Tehét a csilldimon torténd fibrillum novekedés esetében két kiillonbozd interakcidnak
van kulcsfontossdgu szerepe: 1.) a peptid kitédése a csillamfelszin K™ kot6helyéhez. 2.) a

peptid kotddése a fibrillumok szabad végéhez.
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AB-FIBRILLUMOK VIZSGALATA PASZTAZO PROBA KIMOGRAFIAVAL

AB25-35 FIBRILLUMOK NAGYFELBONTASU NOVEKEDESI DINAMIKAJA
A pasztizé proba kimogrifia egy, a laboratériumunk 4ltal a vildgon elséként
alkalmazott, vizsgalati mddszer, mellyel egyedi amyloid fibrillumok ndvekedési dinamikajat

kovettiik nagy tér- €s idéfelbontassal.

Az AB25-35 fibrillumok pdsztiz6 préba kimogramjai alapjan kovetkezd
megfigyeléseket tettiink: 1.) fibrillumok mindkét végiikon ndnek, de az egyik végen (gyors
vég) a novekedés joval gyorsabb, mint a mésikon (lassu vég). 2.) A fibrillumok nem csupén a
csillamfeliileten novekednek, hanem egy mar meglevd fibrillum feliiletén is. Az ilyen
fibrillum novekedési dinamikdja hasonlé a csillam feliiletén novekeddéhez. 3.) A fibrillumok
nem folyamatosan, hanem a diszkontinuus, ugrdsszerli novekedési mintdt mutatnak. Hirtelen,
gyors, lépésszerli novekedési periddusok véltakoznak novekedési sziinetekkel vagy
pauzdkkal. (17.a dbra). A pauza az egymast kovetd lépések kozott eltelt id6. A nettd

fibrillumnovekedés voltaképpen egymast kovetd ugrasok €s pauzak sorozata
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Adaptalt képanalizis algoritmusok segitségével a képi informdciét adatsorrd
alakitottuk at. Becsléseink szerint a lassu végen az atlagos pauza egy nagysagrenddel
nagyobb. A 1épésnagysdg hisztogram multimodélis eloszldst mutat, melyben a csicsok 8 nm-
nél és ennek integralis tobbszoroseinél jelentkeznek mind a gyors, mind a lassu vég esetében.

A kimogramok alapos elemzésekor feltint, hogy nem csak felépiilési, hanem kis
szamban disszocidciés 1épések is megfigyelhetdk (18.4bra). Ez a jelenség visszavezethetd
lehet a pasztaz6 rugoélap tiije dltal okozott mechanikai hatdsra. Ugyanakkor a disszociacids

lépések mechanizmusa valdszinlileg ennél Osszetettebb, mivel korreldciét mutat a peptid

koncentracidval.
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18. Abra. Polimerizdciés és disszocidcios 1épések kiilonbozd AB25-35 peptid
koncentraci6 mellett elvégzett kimografids mérések esetében. A 35 uM peptid
koncentracié mellett a polimerizdcié domindl, ugyanakkor disszocidcids 1€pések is
megfigyelhetok (nyilakkal jelzett pontok) 21uM mellett elvégzett méréseknél a
disszocidcio, illetve a fibrillum ndvekedésének stagnédldsa sokkal domindnsabban
jelentkezik.
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VL.5.2. AB1-42 FIBRILLUMOK NOVEKEDESI DINAMIKAJANAK VIZSGALATA
Az AB25-35 esetében csillamfelszinen megfigyeltekhez hasonld, trigondlis mintdzatot

alakit ki az A31-42 HOPG felszinen (19.4abra).

- g & 2 . . =
“a i\' { % . & . ' ~ide
B i e <%a JERES T A R, N
Doo 010 02 0310 040 05 060 070 080 0% 100 D0 010 00 03 040 05 00 070 080 09 10
pm pn

19. Abra. Trigondlis elrendez6dést mutaté AB1-42 fibrillumok amplitidé (a.) és
fazis kontraszt (b.) felvétele HOPG felszinen. A fibrillumok jellegzetes szigetszer(i
eloszlast mutatnak. A szigeteket alkoté rovidebb fibrillumok a novekedés kezdeti
fazisdban alakulnak ki. Ezt kovetden épiilnek fel a szigetekbdl kinydlé hosszabb
fibrillumok.

Az AB1-42 fibrillumokrdl rogzitett kimogramok esetében (20.4bra) megfigyeltiik,
hogy a fibrillumokra a 1épésekben torténd disszociicié tulsilya jellemzd. Ugyanakkor a
kimogramon rogzitett dinamika ugyanazokat a karakterisztikus jegyeket hordozza magan,
mint amiket a csillimfelszinen n6vd AB25-35 esetében megfigyeltiink. Megjegyzendd, hogy

az apr6 novekedési 1€pések csak a fibrillum egyik végén l4thatdk.

40 s

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

1.  Megfigyeléseink alapjan karakterizaltuk az Alzheimer-kér pathogenezisében szerepet
jatszé6 AB1-42 és AB1-40 tovabba AB25-35 valamint AB25-35 Lys**e-acetilalt amyloid
B-fibrillumok “mechanikai ujjlenyomatat”, mely az amyloid bels6 szerkezetére,

rugalmasségara, kolcsonhatdsaira, és a kolcsonhatdsok dinamikéjira utal.

Megallapitottuk, hogy az AB-fibrillumokra univerzdlisan jellemzd elemi mechanikai
jelenségek: az erd platok, melyek megjelenése protofilamentumok fibrillumrdl torténd
deszorpcidjdval magyardzhatok, illetve nemlinedris rugalmas erfvdlasz, mely a hidrogén
hid rendszer terhelésével hozhaté Osszefiiggésbe. Tovdbba megfigyelhetd ezen
erdvélaszok hierarchikus egymadsra épiilése. Az elemi erdvalaszok, illetve azok
kombindcioi a vizsgalt AB amyloid fibrillumok esetében spektralis mintdzatukban nem,

csupdn az erOvilaszok nagysdgédban térnek el egymastol.

Ezek a megfigyelések felvetik annak a lehet0ségét, hogy az 4ltalunk alkalmazott
modszer alkalmas lehet a kiilonbozé peptidekbdl novesztett amyloid fibrillumok
szerkezeti dinamikdjanak és fizikai-kémiai paramétereinek feltérképezésére. Az AB25-
35 valamint AB25-35 Lys28e¢-acetildlt amyloid B-fibrillumokkal végzett kisérleteink

kiilon ramutatnak a modszer érzékenységére.

2. Megallapitottuk, hogy az AB25-35 fibrillumok esetében elektrosztatikus kdlcsonhatdsok
hatdrozzak meg a felszini orient4ciét, jelezve egyuttal azt, hogy az AB25-35 fibrillumok

felszini tulajdonsdgai kevésbé hidroféb jellegiiek, mint mas amyloid fibrillumoké.

Az AB25-35 acetildlt varidnsainak vizsgdlatdval megéllapitottuk, hogy a Lys28 e-

aminocsoportja kulcsfontossagu az orientalt kotddés kialakitdsaban.

------

kimutattuk, hogy a trigondlis hal6zat a csillimfelszinhez kotott, irdnyitott novekedés

Utjén jon létre.

A kialakul6 rendezett mintdzat és annak moduldlhatésaga (K™ koncentricid, AB-peptid
koncentrici6 valtoztatdsa) magdban rejti a nanotechnoldgiai alkalmazhatosag

lehetdségét.
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3. Pésztaz6 proba kimografidva alkalmazasédval betekintést nyertiink az AB25-35 fibrillumok
novekedésének dinamikdjaba. Megéllapitottuk, hogy a fibrillumok novekedése sordn
hirtelen, gyors, 1épésszeri novekedési periddusok véltakoznak novekedési pauzdkkal. A
netté fibrillumnovekedés voltaképpen egymadst kovetd ugrdsok és pauzdk sorozata.
Tovéabba a fibrillum végek eltérd ndvekedési ratdit mutatnak, mely alapjin elkiilonithetd

egy gyorsan és egy lassan novo vég.

Megfigyeléseink magyardzhatok egy olyan kétallapoti modellel, melyben az AB-fibrillum
végel vagy novekvo, vagy blokkolt dllapotban vannak. A blokkolt dllapotban pauza 1ép
fel, mig a novekvd éllapotban gyors polimerizacié torténik. A blokkolt allapotbol a
novekvobe torténd dtmenet, €s igy a pauza idotartama, fiiggetlen a peptid koncentraciotol,
jelezve, hogy a folyamatban peptidcsere nem megy végbe. Az dtmenet sordn valdszintileg

szerkezeti valtoz4s torténik, mely elsorendil kinetikat kovet.

HOPG felszinen novekvd AB1-42 fibrillumok esetében alkalmazott pasztizé préba
kimografids vizsgédlatokb6l megdllapitottuk, hogy esetilkben is hasonlé novekedési
dinamika figyelhet6 meg, mint amit csillimfelszinen az AB25-35 fibrillumok esetében
tapasztaltunk. Tehat itt is elkiilonithetd volt az egyes végek eltérd novekedési, illetve
disszociaciés dinamikdja, melyre 1épésekben bekovetkezd, idében pauzakkal elvalasztott
események voltak jellemzOk. A kimografids mérések tanulsdga szerint AB1-42
fibrillumoknal a disszocidcios l1épések domindlnak, mely a gyengébb fibrillum-felszin

interakciora illetve intrafibrillaris szerkezetre vezethet6 vissza.
Feltételezziik, hogy a megfigyelt diszkontinus, 1épésszeri nodvekedési dinamika

altalanosan jellemzd lehet a felszin éltal irdnyitott novekedés mutatdé amyloid

fibrillumokra.
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