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Streszczenie

Streszczenie

Rozmaito$¢ form strukturalnych biatka w roztworze zalezy od wielu czynnikéw
decydujacych o stabilno$ci jego struktury natywnej. Do grupy najwazniejszych
czynnikéw zalicza si¢ temperature, niektore substancje organiczne i sole nieorganiczne,
pH roztworu oraz st¢zenia biatka. Na podstawie wielu wynikéw badan pokazano, ze
okreslone formy strukturalne biatka obserwuje si¢ w dos¢ specyficznych warunkach.
Odnosi sig¢ to miedzy innymi do agregatéw uporzadkowanych, jak widékna amyloidowe
lub filamenty pozostajace w stanie rownowagi z monomerami biatka. Zaklada sig
zazwyczaj, ze forma biatka, posrednia pomigdzy stanem natywnym i nowym stanem
konformacyjnym, jaki osiaga biatko wbudowane w agregat, poddana jest specyficznym
intermolekularnym oddziatywaniom, ktére prowadza do powigkszenia taficucha
struktury widkniste;j.

Niniejsza praca wyjasnia na poziomie molekularnym mechanizmy tworzenia
réznych form strukturalnych stanéw posrednich biatka, ktére prowadza do powstania
struktury widknistej. Prezentuje nowe koncepcje oraz nowe wyniki badan in vitro
dotyczace form strukturalnych lizozymu. W pracy opisano wyniki uzyskane metoda
rozpraszania $wiatla, metodami reologicznymi, metoda spektrofotometryczna z uzyciem
barwnika czerwien Kongo, oraz za pomoca spektroskopii CD i badania z
wykorzystaniem barwnika fluorescencyjnego.

Badania metoda rozpraszania $wiatta pozwolily na okreslenie réznorodnosci
form strukturalnych lizozymu z biatka jaja kurzego w wodnych roztworach etanolu jako
czynnika denaturujacego. Wyniki te ujgto w postaci diagramu fazowego.

Analiza zmian reologicznych roztworéw lizozymu pozwolita sformutowac
hipotezy, dotyczace przemian konformacyjnych biatka, w ktérym wyszczegdlniono
dwa etapy. Pierwszy dotyczy zmian otoczki hydratacyjnej monomeréw lizozymu. Drugi
etap zmian strukturalnych dotyczy tworzenia agregatéw w postaci struktur widknistych
— protofilamentéw. Nie obserwowano catkowitej denaturacji lizozymu.

Szczegétowa analiza iloSciowa i jakosciowa widm CD pozwolita na strukturalng
charakterystyke form posrednich bialka w procesie tworzenia uporzadkowanych

agregatow. Zaobserwowano, ze domena [ jest mniej stabilna w stosunku do domeny a.



Stwierdzono rowniez, ze kolejne zmiany konformacyjne wiazg si¢ z tworzeniem
nowych nie natywnych form heliakalnych.

Analiza kinetyki tworzenia uporzadkowanych agregatéw potwierdzila istnienie
etapu nukleacji i1 elongacji w tym procesie. Ponadto zaproponowano model
wyjasniajacy konsekwencje tego molekularnego mechanizmu. Istnienie etapu nukleacji,
podczas ktérego obecne sa agregaty o r6znej konformacji moze by¢ bowiem przyczyna
pewnej niejednorodno$ci przestrzennej w procesie tworzenia amyloidéw. Obecnos$¢ w
wybranej objetosci roztworu biatka pierwszych agregatow uporzadkowanych promuje
powstanie innych widkien. W rezultacie, w rozpatrywanej objgtosci stgzenie agregatow
wloknistych jest wigksze od $redniego stgzenia widkien w catym roztworze. Agregaty
te moga dyfundowa¢ w calej objgtosci. Powoduje to powstanie widkien w innych
regionach, a co za tym idzie wzrasta szybko$¢ powstawania amyloidéw w calym
roztworze. Oszacowano réwniez stala szybkosci etapu elongacji k=0.8 dni”! oraz czas
po ktérym obserwujemy zakonczenie etapu nukleacji tj,o=3.9 dnia.

Analizy stabilno$ci widknistych form strukturalnych pozwolity wysunaé
interesujaca hipotezg. Obecno$¢ kwasu acetylosalicylowego o st¢zeniu 6mg/ml
powoduje zniszczenie widknistej struktury biatka. Z uporzadkowanej konformacji
tworza si¢ bezpostaciowe, amorficzne struktury. Oddzialywania pomigdzy witéknami i
czasteczkami  kwasu acetylosalicylowego prowadza do oslabienia wiazan
stabilizujacych struktur¢ amyloidéw. Dane literaturowe oraz przeprowadzona w ramach
niniejszej pracy analiza odwracalno$ci procesu agregacji uporzadkowanej pozwolita na
wniosek, ze wlasciwosci antyutleniajace czasteczki sa warunkiem zasadniczym, ale nie

wystarczajacym, w procesie destabilizacji widknistej struktury amyloidow.



Summary

Summary

Diversity of structural forms of proteins in solution depends on many factors
influencing the stability of its native structure. The most important of such factors are
temperature, some organic substances and inorganic salts, pH of the solution and
concentration of the protein. It has been established that certain structural forms of
proteins occur in rather specific conditions, for instance ordered aggregates such as
amyloid fibres or filaments in equilibrium with protein monomers. It is usually assumed
that the protein form intermediate between the native state and a new conformational
state of the protein built into aggregation is subjected to specific intermolecular
interactions leading to enlargement of the chain of fibrous structure.

The study was undertaken to explain on the molecular level the mechanisms of
formation of different structures of intermediate states of protein leading to the
appearance of fibrous structure. The paper presents new concepts and new results of in
vitro studies of structural forms of lysozyme. The results were obtained by dynamic
light scattering, rheological methods, spectrophotometric method with the use of Kongo
red dye, CD spectroscopy and fluorescent dye. The method of dynamic light scattering
provided information on the diversity of structural forms of lysozyme from hen’s egg in
water solutions of ethanol used as a denaturing agent. The results are presented in the
form of a phase diagram.

Analysis of rheological changes in lysozyme solutions permitted formulating
hypotheses on the model of conformational changes of protein. Two stages were
proposed to be distinguished in this process. The first concerned changes in the
hydration shell of lysozyme monomers, while the second was related to structural
changes, i.e. formation of aggregations arranged in elongated forms known as filaments.
No total denaturation of lysozyme was noted.

Detail quantitative (CONTIN algorithm) and qualitative analysis of CD spectra
permitted structural characterisation of the intermediate forms of protein in the process
of formation of ordered aggregates. Domain B was found less stable than domain o.
Subsequent conformational changes were related to formation of new non-native helical

forms.



Analysis of the kinetics of formation of the ordered aggregates confirmed the
participation of nucleation and elongation stages in this process. A model was proposed
to explain the consequences of this molecular mechanism. The occurrence of nucleation
at which aggregates of different conformation are present can lead to a certain spatial
inhomogeneity in the process of amyloid formation. The presence of the first ordered
aggregates in a certain volume of the protein solution promotes the formation of other
filaments. Consequently, in this volume the concentration of filament aggregates is
greater than its mean concentration in the whole solution. The aggregates can diffuse in
the whole volume of the solution, which leads to formation of such filaments in other
regions and thus the rate of formation of amyloids in the bulk of the solution increases.
The rate constant of the stage of elongation was estimated as k=0.8 dni” , whereas the
time of conclusion of the stage of nucleation as tj,,;=3.9 dnia.

Analysis of stability of the filaments permitted putting forward an interesting
hypothesis. The presence of acetylsalicylic acid in concentration of 6mg/ml leads to
destruction of the filament structure of the protein. The ordered conformation
deteriorates into amorphous structures. The interactions between the filaments and the
molecules of acetylsalicylic acid leading to weakening of the bond stabilising the
amyloid structure. The literature data and analysis of reversibility of the process of
ordering aggregation permitted concluding that the antioxidant properties of the
molecule are necessary but not sufficient to destabilise the filament structure of

amyloids.
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1. Wprowadzenie

1. Wprowadzenie

Termin ,,amyloidy’’ zostal wprowadzony przez niemieckiego naukowca
Rudolpha Virchowa w 1854 roku, w celu zdefiniowania patologicznej tkanki [1].
Badania z wykorzystaniem mikroskopu wykazaly, ze ta nieprawidlowa struktura
pozakomoérkowa barwi si¢ na kolor bladoniebieski, po dodaniu jodyny oraz na kolor
fioletowy, pod wpltywem kwasu siarkowego. Na podstawie znanych juz wcze$niej
wlasciwosci skrobi i celulozy niemiecki badacz wywnioskowal, Zze nieprawidlowa
tkanka posiada analogiczna struktur¢ chemiczna i nazwal ja amyloidem. PéZniejsze
badania prowadzone przez Fredricha A. Kekule w 1859 wykazaly, ze w sklad
amyloidéw wchodza biatka, gdyz badane struktury zawieraja zwigkszong ilos¢ azotu.
Odkrycie to przyczynito si¢ do rozszerzenia pojecia amyloid na biatka Iub klasy biatek
i peptydéw, ktére maja zdolno$¢ do zmian konformacyjnych prowadzacych do
utworzenia form wildknistych. Na podstawie badan prowadzonych przy uzyciu
mikroskopu wykazano, ze te szczegdlne formy strukturalne nie sa amorficzne. Cechuja
si¢ powinowactwem do barwnika - czerwieni Kongo i maja zdolnos¢ do podwdjnego
zalamywania $wiatla spolaryzowanego [2]. W latach 1960 badania mikroskopowe
podjete przez Cohena i Calkinsa [3] potwierdzity fibrylarng struktur¢ amyloidu.
Pozwolily tez na wyciagnigcie wniosku, ze amyloidy izolowane z réznych tkanek
ludzkich i zwierzgcych wykazuja podobna morfologig.

Amyloidy to proste, sztywne wtdkna o $rednicy od 7 do 10 nm i dtugosci od 100
do 1600 nm. Dalsze badania strukturalne wykazaly, ze wtékna amyloidowe zbudowane
sa z monomeréw biatkowych, w ktérych dominujacymi elementami struktury
drugorzedowej sa struktury P, ktérych powierzchnie utozone sa prostopadle do osi
widkna [4].

Obecnie wiadomo, ze widékna amyloidowe sg $ci§le zwiazane z patologicznymi
zmianami w funkcjonowaniu organizmu. Na przyktad, u czlowieka sa to zmiany w
moézgu, Sledzionie lub watrobie.  Grupg schorzen wywolana obecno$cia zlogéw
amyloidowych w réznych tkankach u czlowieka nazywa si¢ ,,amyloidoza” lub
skrobiawica. Do grupy tej zalicza si¢ migdzy innymi choroby centralnego uktadu

nerwowego takie, jak choroba Alzheimera, Parkinsona lub Creutzfelda-Jakoba.
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1. Wprowadzenie

Intensywne badania wykazaly, ze stany chorobowe z grupy amyloidoz zwigzane
sa z transformacja strukturalng ponad 20 biatek [1]. Liczne badania [5-9] dotyczace
wloknistych form strukturalnych w warunkach in vitro pozwolily na wniosek, iz
zdolno$¢ tworzenia widkien amyloidowych nie jest ograniczona do matej liczby bialek
zwiazanych z réznymi stanami chorobowymi, lecz jest genetyczna wlasciwoscia
wszystkich tancuchow peptydowych. Otwartym pozostaje jednak pytanie, jakie
mechanizmy sa odpowiedzialne za transformacje¢ strukturalng biatka natywnego do
formy wioknistej. Odpowiedzi poszukuje si¢ obecnie migdzy innymi przez analizg

procesOw agregacji i faldowania biatek.

Agregaty biatkowe mozna podzieli¢ na dwie kategorie:
a) agregaty tworzone in vitro lub in vivo oraz
b) agregaty o strukturze uporzadkowanej i nieuporzadkowanej (bezpostaciowej).
Ostatecznie proces agregacji biatlek prowadzi do utworzenia trzech form agregatow:
a) agregatow zlokalizowanych w komorce (ang. inclusion bodies). Powstaja
one w warunkach in vivo podczas nadekspresji okre§lonego biatka w

komérce. Maja one strukturg nieuporzadkowana.

b) witékien amyloidowych (moga powstawa¢ in vivo lub in vitro) o

uporzadkowanej strukturze.

c) zwinigtych, pofaldowanych agregatow (ang. folding aggreagtes) - to
bezpostaciowe, nieuporzadkowane agregaty, ktére powstaja in vitro podczas

ponownego zwijania biatka zdenaturowanego.

W zakresie biofizyki proces faldowania bialek, prowadzacy do stabilnej, funkcjonalnej
struktury, rozpatrywany jest z uwzglednieniem termodynamicznych i kinetycznych
wlasciwosci biatka. Zaktada sig¢, ze natywna forma zlokalizowana jest w globalnym
minimum energetycznym ukladu atoméw. Taki stan konformacyjny jest najbardziej
stabilnym stanem dla fancucha peptydowego. Niestety, pod wptywem réznych
czynnikéw, jeden ze stanéw nietrwatych moze sta¢ si¢ energetycznie korzystniejszy, co
prowadzi do utworzenia niefunkcjonalnej struktury biatka. Takie procesy towarzysza

powstawaniu amyloidéw [10].
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1. Wprowadzenie
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Rys.1. Schemat przemian strukturalnych czasteczek biatkowych [7].

Warto podkres§lic, ze w procesie fatdowania tancuch polipeptydowy
syntetyzowany w rybosomach zwija si¢ do funkcjonalnej, natywnej formy poprzez
intramolekularne oddziatywania podjednostek strukturalnych czg$ciowo zwinigtej
formy posredniej. Bardzo czgsto model procesu agregacji zaktada réwniez obecnos¢
czg$ciowo rozwinigtego stanu, zawierajacego znaczaca ilos¢ struktur natywnych biatka
[7] (Rys.1). Odnosi si¢ to do agregatéw uporzadkowanych, jak amyloidy, lub tez do
struktur bezpostaciowych tworzonych in vivo (np. inclusion bodies) lub in vitro (np.
folding aggregates). Zaklada si¢ zazwyczaj, ze forma posrednia biatka poddana jest
specyficznym intermolekularnym oddzialywaniom, ktére prowadza do powigkszenia

fancucha struktury supramolekularnej [11]. Ponadto forma strukturalna biatka w
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1. Wprowadzenie

specyficznych warunkach zalezy od termodynamicznej stabilno$ci dostgpnych stanéw
konformacyjnych. Wiékna amyloidowe sa przykladem agregatéw o duzej stabilnosci z
uwagi na wysoko zorganizowang sie¢ wigzan wodorowych. Dodatkowo, do czynnikéw
majacych wplyw na proces agregacji uporzadkowanej naleza: wysokie st¢zenie biatka,
czas zycia formy posredniej oraz réwnowaga dynamiczna pomigdzy stanem czgsciowo
rozwinigtym a forma natywna. Ostatecznie powstate agregaty sa zazwyczaj jednorodne,
a sam proces jest bardzo wrazliwy na mutacje w biatku. Warto réwniez pokresli¢, ze
obecno$¢ w warunkach in vivo specyficznych czasteczek zwanych chaperonami

odgrywa istotng rolg w zapobieganiu agregacji wewnatrzkomérkowe;.

1.1. Mechanizmy tworzenia amyloidow

Wiasciwie wszystkie lancuchy peptydowe posiadaja zdolnos¢ do tworzenia
wiokien amyloidowych. Dlatego zdarza sig¢, ze formy widkniste zwiagzane z
patologicznymi zmianami w funkcjonowaniu organizmu nosza nazw¢ amyloidow,
natomiast analogiczne formy strukturalne utworzone przez inne bialka nazwane sa
jedynie ,,amyloidopodobnymi”. Generalnie, model procesu agregacji prowadzacy do
utworzenia amyloidéw zaklada wstgpna, czesciowa denaturacj¢ biatka [12]. Warto
wspomniec, ze coraz czesciej pojawiaja si¢ badania sugerujace, ze ten warunek nie jest
konieczny, gdyz istnieja biatka, ktore tworza widkniste formy strukturalne bez
obecnosci formy posredniej, czgsciowo rozplecionego tancucha peptydowego.
Najbardziej znanym przyktadem takiego biatka jest insulina [13]. Z drugiej strony
zmiany strukturalne insuliny pokazuja, ze amyloidy moga powsta¢ z utworzonych w
poczatkowym procesie bezpostaciowych agregatow biatka [14].

Obecnie nie istnieje jeden, do konca poznany, wspdlny dla wszystkich rodzajéw
biatek, molekularny mechanizm tworzenia widknistych form strukturalnych. Na
podstawie wynikéw dotychczas przeprowadzonych badah zaproponowano szereg
ré6znych modeli wyjasniajacych proces powstawania amyloidéow [15]. Do
najwazniejszych z nich zalicza si¢ model nukleacji i elongacji oraz mechanizm
powielania struktury na podstawie swoistych ,,wzorcéw”.

W pierwszym przypadku, zaklada si¢ istnienie trzech podstawowych etapéw

tworzenia amyloidow [16]. W pierwszym kroku, natywne, rozpuszczalne biatko ulega
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1. Wprowadzenie

transformacji do czgéciowo rozwinigtej formy nazwanej ,,stanem posrednim’’. Taka
forma ma wigksza sktonno$¢ do agregacji w stosunku do zwinigtej, funkcjonalnej
postaci tego biatka. Nalezy podkresli¢, ze proces agregacji w duzym stopniu zalezy od
czasu zycia formy posredniej biatka. Obecno$¢ czg$ciowo rozplecionego tancucha
peptydowego, charakteryzujacego si¢ dlugim czasem zycia, wspomaga powstanie
agregatow poprzez wzajemne oddziatywania form posrednich prowadzacych do
utworzenia nie natywnych, intermolekularnych kontaktéw migdzy nimi. W drugim
etapie procesu agregacji uporzadkowanej, zwanym faza nukleacji, specyficzne
oddzialywania pomig¢dzy formami posrednimi okreslonego typu biatka prowadza do
powstania struktur — oligomeréw - zalazkéw. Struktura tych oligomeréw zalezy nie
tylko od struktury biatka bedacego prekursorem amyloidéw, lecz réwniez od czynnikéw
fizycznych i chemicznych $rodowiska, w ktérym to bialko si¢ znajduje. W trzecim
etapie, zwanym ,faza wzrostu’’, oligomery biatkowe lacza si¢, tworzac forme
wloknista. Warto zaznaczy¢, ze etap ten zachodzi duzo szybciej niz etap fazy nukleacji.
Najwazniejszymi parametrami, pozwalajacymi uzyska¢ dos$¢ szczegétowy obraz
powstania agregatéw okreslonego biatka, sa wyznaczone eksperymentalnie stale
szybko$ci agregacji oraz stale szybko$ci ,,zaplatania’® i ,rozplatania’® tancucha
biatkowego. Podstawowymi metodami, ktére wykorzystuje si¢ w tych badaniach, sa
metody fluorescencji, spektroskopia CD w bliskim nadfiolecie lub eksperymenty typu
stopped-flow. Przyktad tego typu analizy przedstawiony jest na Rys.2.

Na podstawie uzyskanych danych o szybkosci poszczegdlnych proceséw, mozna po
pierwsze potwierdzi¢ wystgpowanie czg§ciowej denaturacji biatka prowadzacej do
utworzenia formy posredniej. Po drugie, taka analiza pozwala wywnioskowaé, ze
protofilamenty amyloidowe sa strukturami do$¢ stabilnymi w wybranych warunkach
eksperymentalnych.

Zaobserwowano wplyw szeregu czynnikéw zewngtrznych i wewngtrznych na proces
agregacji biatka, prowadzacy do tworzenia wldkien amyloidowych, Do czynnikéw
wewngtrznych zalicza si¢ przede wszystkim zmiany w strukturze pierwszorzgdowe;j
biatka wywolane mutacjami [18, 19]. W szeregu innych pracach analizowano zmiany
konformacyjne biatka wywolane réznymi czynnikami zewngtrznymi, zaréwno

chemicznymi i fizycznymi [20-31].
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Rys. 2. Parametry réwnowagi dynamicznej pomig¢dzy réznymi stanami N-koncowej
domeny biatka HypF z E.coli. [17].

W warunkach in vitro, czynnikami fizycznymi, inicjujacymi proces agregacji
uporzadkowanej sa: wysoka temperatura [20, 21], wysokie ci$nienie [22, 23], oraz
zmiany (najczeSciej obnizenie) pH [24-27]. Do najbardziej znanych przyktadéw
czynnikow chemicznych promujacych tworzenie form widknistych zalicza sig
substancje organiczne takie jak: metanol [28], etanol [29], trifluoroetanol [30, 31] oraz
mocznik [31]. Dla wigkszosci prostych alkoholi odpowiednie zmiany w biatku sa
efektem destabilizacji otoczki hydratacyjnej i wymiany czasteczek wody na czasteczki
alkoholu Iub mocznika. Warto zaznaczy¢, ze dziatanie czynnikéw denaturujacych musi
jednak zachowa¢ zdolnos¢ do efektywnego dzialania sil intermolekularnych,
generujacych powstawanie form widknistych. Warto wspomnie¢, ze chodzi tu gtéwnie
o rozktad tadunku powierzchniowego, oddziatywania hydrofobowe, stopien hydratacji
oraz zdolno$¢ do tworzenia wiazan wodorowych [32]. Zaobserwowano rOwniez, ze
stezenie biatka poddanego czgsciowej denaturacji odgrywa wazna role w procesie

fibrylogenezy. Zakladajac, ze proces agregacji jest procesem wieloczasteczkowym,
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wzrost stgzenia biatka wspomaga powstawania agregatoéw. Ponadto, na podstawie wielu
réznych czasteczek biatka, pokazano, ze obecno$¢ okre$lonych elementéw struktury
drugorzedowej biatka — monomeru nie ma zasadniczo wplywu na posta¢ koncowe;j

formy widknistej [31].

1.2. Modele strukturalne amvyloidow

Generalnie przyjmuje si¢, ze amyloidy powstaja w wyniku agregacji bialek, a
prekursorem jest czeSciowo rozwinigta forma posrednia biatka [12]. Natomiast,
otwartym pozostaje pytanie, na drodze jakich mechanizméw taka forma strukturalna
ulega przeksztalceniu w wysoko uporzadkowane, wtdkna amyloidowe o duzej
stabilnosci. Do dnia dzisiejszego zaproponowano szereg modeli strukturalnych wtokien
amyloidowych [33]. Zalicza si¢ do nich model polarnego zamka (ang. polar zipper),
model wymiany domen (ang. domain-swapping model) oraz model tuby wypelnionej
woda (ang. water-filled tube structure model).

Model polarnego zamka zaktada obecno$¢ sieci wiazan wodorowych pomiedzy
polarnymi resztami aminokwasowymi glutaminy i asparaginy, ktéra to stabilizuje
struktur¢ B [34]. Rysunek 3 przedstawia schematycznie tworzenie si¢ polarnych
zamkow w antyréwnoleglej strukturze B poli(L-glutaminy-L-argininy). Jedna z hipotez
dotyczaca tworzenia polarnych zamkéw zaklada, ze wspomniane wigzania wodorowe

powstaja pomigdzy przeciwnie natadowanymi resztami aminokwasowymi w tancuchu

peptydowym.
-+
+ ~ Rys. 3. Tworzenie polarnych zamkéw podczas taczenia si¢
_ s antyréwnoleglych sktadowych struktury 3 poli (L-
+ B glutaminy-L—argininy ) [34].
-+
+ -
-+
+ -
+
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Ponadto badania potwierdzity, ze w strukturze czterech bialek anomalnie powtarzaja si¢
glutaminy. Reszty te zlokalizowane sa szczegllnie przy koncu N tancuchéw
peptydowych. Ponadto, konwersja tych biatek do widkien amyloidowych jest §cisle
zwigzana z patologicznymi zmianami w funkcjonowaniu organizmu. Badania
prowadzone przez Orpiszewskiego i Bensona [35] potwierdzily réwniez obecno$¢
asparaginy w tancuchach polipeptydowych majacych zdolno$¢ tworzenia widkien
amyloidowych, wykazujac wzrost amyloido-genicznych wilasnosci biatka poprzez
zamiang reszt kwasu asparaginowego na reszty asparaginy. Nie jest to model
powszechny, gdyz widkniste formy strukturalne tworza roéwniez peptydy, w ktérych
struktury B stabilizowane sa w regionach bogatych w reszty niepolarne, np. reszty
alaninowe [36].

Warto wspomnie¢ o oddzialywaniach pomigdzy strukturami B, ktére tworza
wlokno amyloidowe. Takie oddzialywania mozemy podzieli¢ na dwie kategorie:
oddziatywania typu ,,mokrego’’ (ang.wet interfaces) oraz typu ,,suchego” (ang dry
interfaces) [37]. Pierwszy typ oddzialywania zwiazany jest z  wystgpowaniem
czasteczek wody, ktére powoduja hydroliz¢ polarnych reszt aminokwasowych w
fancuchu peptydowym. Czasteczki wody wystepuja pomigdzy strukturami f3.

W drugim przypadku, czasteczki wody nie wystepuja pomigdzy strukturami, a
polarne reszty jednego lancucha zostaja ciasno wsunigte pomig¢dzy te same miejsca
fancucha w drugiej strukturze . Ponadto, oddzialywaniami stabilizujacymi nowo
utworzong par¢ struktur  nie sa wiazania wodorowe, ale raczej oddziatywania van der
Waalsa. W przekroju poprzecznym nowo utworzonej formy strukturalnej (Rys.4)
wsunigte reszty fancuchéw peptydowych dwoéch struktur  wygladaja jak ,,zgby
zamka”, dlatego ten rodzaj oddzialywania nazwano ,,zamkami strukturalnymi’’(ang.
steric zipper).

Otwartym pozostaje natomiast pytanie, czy wystgpuje tylko jedna forma zamka
strukturalnego, stabilizujacego pare¢ struktur P, czy tez mozna obserwowaé zjawisko
polimorfizmu. Sawaya i wspolprac. [38] wyszczegdlnili osiem réznigcych si¢ geometrig
teoretycznych klas oddziatywan w ramach strukturalnego zamka. Pig¢ z nich zostata

potwierdzona eksperymentalnie w mikrokrysztatach.
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Rys. 4. Model powstawania zamka (ang.steric zipper) stabilizujacego dwie struktury

podczas tworzenia wtékna amyloidowego.

Osiem réznych wyszczegdlnionych form ,,strukturalnych zamkéw’” mozna podzieli¢ na
trzy kategorie:

a) pierwsza, wyszczeg6lniona ze wzgledu na orientacje czgsci sktadowych struktur
B . Do tej grupy zaliczamy geometrie typu ,,up-up” oraz ,,up-down”;

b) druga, wyszczegélniona ze wzgledu na ustawienie wzgledem siebie czesci
sktadowych w obrebie jednej struktury . Do tej grupy zaliczamy dwie formy:

réwnolegta lub antyrownolegta;

c) trzecia, wyszczegdlniona ze wzgledu na orientacje powierzchni czgsci

sktadowych struktur B. Do tej grupy zaliczamy dwie formy: przéd-przod (ang.
face-to-face) lub przod-tyl (ang.face-to-back).
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Réwnolegte Antyréwnolegte
| |
Przéd - Przéd Przdd - Tyt | Przéd - Przéd Przdd - Tyt |
| | | I |
KLASA 1 KLASA 2 L KLASA B KLASA 6
= 4
©
S &
a 8
m L}
Géra- Gdra Géra- Dot
] | kLasa7 | [ kLAsas |
s )
o 3
' 8
o a
=8 .
_|
- -

Rys. 5. Osiem wyréznionych form ,,strukturalnych zamkow’’ [38].

Efekt wymiany domen w oligomerach biatkowych zostat zaproponowany po raz
pierwszy podczas analizy strukturalnej rybonukleazy A [39, 40]. Zjawisko to zostalo
rOwniez zaobserwowane eksperymentalnie przez Eisenberga i wspdlprac. [41] podczas
analizy krystalograficznej jednej z toksyn. Efekt ten polega na wymianie identycznych
domen migdzy dwoma czasteczkami jednego typu bialka. Proces utatwia istnienie
luznego elementu strukturalnego (ang. flexible linker) (to najczesciej nieuksztaltowany
fragment tancucha polipeptydowego) laczacego domen¢ podlegajaca wymianie z
pozostata czeécia biatka. Na skutek zmian konformacyjnych linkera wyeksponowana
zostaje niedostgpna w formie natywnej powierzchnia, ktéra rozpoznaje komplementarna
do niej powierzchni¢ w drugiej, monomerycznej, czgsciowo rozwinigtej czasteczce [42].
Oddziatywaniami stabilizujacymi nowa posta¢ strukturalng sa wigzania wodorowe,
oddziatywania elektrostatyczne lub hydrofobowe oraz mostki siarczkowe. Ponadto, w
powstatym dimerze obserwuje si¢ dodatkowa, intermolekularna plaszczyzng, ktora
zwigksza stabilno$¢ nowej formy strukturalnej wzgledem formy monomerycznej biatka.

Prawdopodobnie cze$¢ energii pochodzacej od nowych intermolekularnych
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1. Wprowadzenie

oddzialywan w dimerze zostaje zuzyta na zrekompensowanie czynnika entropowego,
ktéory faworyzuje posta¢ monomeryczna biatka. Na podstawie wynikow
przeprowadzonych badan krystalograficznych réznych bialek wystepujacych w postaci
dimeréw lub oligomeréw wyzszego rzedu, zaobserwowano, ze w ponad 40 ré6znych
czasteczkach biatka za proces oligomeryzacji odpowiedzialny jest mechanizm wymiany

‘ P*l‘*.ﬂl*“
R

Rys. 6. Wymiana domen w oligomerach biatkowych: a — mechanizm powstawania
dimeru, b — mechanizm powstawania formy widknistej [42].

Proces wymiany domen dotyczy najczgéciej fragmentéw konca N lub C
fancucha peptydowego. Dane eksperymentalne podaja przykiady, w ktérych oligomery
powstaja na drodze wymiany obu fragmentéw lancucha, tak si¢ dzieje np. w
powstawaniu oligomerow RNAzy A [43, 44]. Warto zaznaczy¢, ze klasyczna wymiana
domen obejmuje rézne fragmenty strukturalne, takie jak helisa o, struktura B, petla lub
cale domeny. Natomiast, w przypadku tworzenia witdkien amyloidowych, motywami
strukturalnymi podlegajacymi wymianie sa najczesciej ,,p-spinki’’ (ang.f hairpin), a
oddzialtywaniami stabilizujacymi sa wiazania wodorowe lub oddziatywania
hydrofobowe.

Model wl6kna amyloidowego jako tuby wypetnionej woda zostat
zaproponowany po raz pierwszy przez Preutza i wspdtprac. [45]. Na podstawie badan
procesu tworzenia widkien amyloidowych poliglutaminy, wskazali oni na obecnos¢

cylindrycznej struktury B o $rednicy 3,1nm. Przypuszczano, ze zaproponowany model
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spiralnego widkna, z 20 aminokwasami przypadajacymi na jeden obrét, bedzie
najbardziej stabilng forma strukturalng. Wypisane tu parametry strukturalne wskazuja
na to, ze $rednia odlegtos¢ migdzy koncowymi atomami tancuchéw bocznych jest
rowna 0,36 nm, co odpowiada promieniowi van der Waalsa. Natomiast dla formy
strukturalnej, w ktérej na jeden obroét przypada 18 reszt aminokwasowych, odlegto$¢ ta
wynosi tylko 0,32nm. Jest to odleglo$¢ za mata aby zapewni¢ odpowiednia stabilnos¢
wlokna. W przypadku 22 reszt aminokwasowych dystans jest wigkszy, w konsekwencji
wplywa to na zmniejszenie oddzialtywania pomigdzy koncowymi atomami. Na
podstawie badan jednorodnego tancucha peptydowego pokazano, ze zasadnicze
znaczenie dla stabilnosci formy widknistej jest wystgpowanie wiazan wodorowych
pomigdzy resztami aminokwasowymi znajdujacymi si¢ w sasiednich splotach
(utworzone sa pomigdzy grupa karbonylowa CO, znajdujaca si¢ w jednym ze splotéw,
oraz grupa NH lub NH; drugiego, sasiadujacego splotu). Ponadto, na podstawie badan z
wykorzystaniem dwuwymiarowej spektroskopii w podczerwieni, wykazano obecno$é¢
czasteczek wody w widknach amyloidowych, jednak jej rozktad jest niejednorodny
[46]. Przypuszcza sig, ze czasteczki wody najprawdopodobniej zlokalizowane sg blisko
grup amidowych hydrofobowych reszt aminokwasowych oraz zajmuja przestrzenie
pomiegdzy sasiadujacymi sktadowymi struktury B, gdzie nie obserwuje si¢ obecnosci
czasteczek wody. Obliczono, ze na jedna monomeryczng jednostke biatka w widknie

przypada srednio okoto 1.2 czasteczek wody.

1.3. Charakterystyka fizyczno — chemiczna amyloidow

Struktur¢ i morfologi¢ widkien amyloidowych badano z wykorzystaniem
réznych technik eksperymentalnych. Identyfikacji widkien dokonuje si¢ przy uzyciu
barwnika czerwieni Kongo. Pokazano, Zze w stanie wolnym barwnik ten wykazuje
maksimum absorpcji dla dlugosci fali A = 498nm, natomiast pod wptywem
oddzialywania z wléknami amyloidowymi obserwuje si¢ zmiany w widmie tego
barwnika, polegajace na przesunig¢ciu maksimum absorpcji do A = 541nm. Ponadto, pod
wplywem wigzania si¢ barwnika do amyloidéw, wldkna obserwowane pod
mikroskopem majg kolor czerwony w $wietle przechodzacym oraz kolor zielonego

jabtka w $wietle spolaryzowanym [47].
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Decydujacym warunkiem wigzania barwnika z widknami jest obecno$¢
struktury . Obecnie istnieje kilka hipotez wyjasniajacych oddziatywanie czerwieni
Kongo ze struktura B wtdkien amyloidowych. W pierwszym przypadku zaklada sig, ze
barwnik ten lezy w ptaszczyznie prostopadlej do tancucha peptydu [48]. W drugim
modelu, barwnik lokalizuje si¢ pomigdzy dwoma strukturami f3, réwnolegle do tancucha
szkieletowego peptydu i prostopadle do osi dlugiej widkna [49]. Ponadto przypuszcza
sig, ze wystepuja oddziatywania polarnych reszt aminokwsowych (np. Arg i Lis w
dimerze insuliny sktadajacej si¢ z dwoch struktur PB) z natadowanymi grupami
sulfonowymi wystgpujacymi w barwinku. Carter i wspotprac. [49] potwierdzaja, ze
czerwien Kongo nie wiaze si¢ do dowolnego peptydu, lecz oddziatywanie z strukturami
[ nastgpuje dopiero po przeksztalceniu go do postaci widkien. Ponadto zaobserwowano,
ze powinowactwo barwnika do widkien amyloidowych zwiazane jest =z

charakterystyczng strukturg czerwieni Kongo [50].

C

VAV % % Y YV Y Vi V4 N \
N A AANANNANANNNC G Kierunek widkna

amyloidowego

pd ~
< 7

Kierunek szkieletu taficucha polipeptydowego

Rys. 7. Modele wiazania czerwieni Kongo do wtékna amyloidowego [49].
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W czasteczce barwnika dwie czasteczki kwasu naftalensulfonowego, w ktérych
podstawiona jest jedna grupa aminowa, potaczone sa poprzez grupy azowe z centralnie
zlokalizowana czasteczka difenylowa (czasteczka ta ma mozliwos¢ obrotu wokot
wigzania C-C laczacego dwa pierScienie benzenowe) (Rys.8). Przypuszcza sig, ze
podczas przylaczania si¢ barwnika do widkien, konformacja czasteczki difenylowe;j jest
bardziej planarna w poréwnaniu z jej ulozeniem w stanie wolnym . Natomiast czgsci
czasteczki grupy naftalenowej i difenylowej sa wstawione pomigdzy struktury B w
wloknie amyloidowym. Analiza widm Ramana wykazata, ze kat dwuscienny (y)
centralnie potozonej grupy difenylowej ma mniejsza warto$¢ dla kompleksu Czerwien

Kongo-amyloid w poréwnaniu z warto$cia tego kata w strukturze wolnego barwinka.

Rys. 8. Struktura chemiczna barwnika czerwieni Kongo.

Kolejnym barwnikiem wykorzystywanym do identyfikacji amyloidéw jest
barwnik fluorescencyjny — tioflawina [51]. W stanie wolnym barwnik ten emituje
swiatlo fluorescencji o dtugosci fali 438 nm (fala wzbudzajaca — 350 nm). Natomiast
dla kompleksu tioflawina - wtékno amyloidowe obserwujemy fluorescencj¢ o bardzo
duzym natezeniu o dlugosci fali 482 nm (fala wzbudzajaca — 450 nm) [52]. Warto
zaznaczy¢, ze intensywno$¢ fluorescencji barwnika w obecnosci statej liczby widkien
osiaga plateau wraz ze wzrostem stgzenia tioflawiny. Maksymalna wydajnosé
fluorescencji jest obserwowana przy pH = 9.

Morfologi¢ widknistej formy strukturalnej amyloidéw badano, wykorzystujac
technike mikroskopii elektronowej. Pokazano, ze niezaleznie od sekwencji

aminokwaséw w lancuchu polipeptydowym oraz struktury natywnej biatka begdacego
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prekursorem wtdkien, amyloidy maja podobna morfologi¢. Dojrzate amyloidy to proste,
nie rozgalezione, o zréznicowanej dlugosci widkna, a ich $rednica waha sig¢ w
granicach od 6 do 12nm [53]. Warto wspomnie¢, ze niezaleznie od tego, jakie biatko
jest zalazkiem tworzenia amyloidéw, wszystkie widkna maja podobne rozmiary, mimo
ze masa molekularna biatek waha si¢ w szerokim zakresie. Pokazano, ze wigkszo$¢
hydrofobowych reszt aminokwasowych tancucha polipeptydowego zlokalizowana jest
w wewngtrznej czgsci widkna, natomiast polarne i natadowane reszty na zewnatrz,
zgodnie z hydrofobowym modelem wtdkna zapewniajacym stabilng struktur¢ amyloidu.
Pokazano réwniez, ze widkna amyloidowe sktadaja si¢ z co najmniej dwoéch
podjednostek sktadowych — protofilamentéw, ktére skrecaja si¢ dookota wspdlnej osi.
Liczba protofliamntéw tworzacych dojrzate wiékno amyloidowe moze waha¢ si¢ od
dwoéch do kilkudziesigciu. Ponadto zaobserwowano, ze widkna amyloidowe moga
posiada¢ wewngtrzny, centralny kanat (np. wypetniony woda). Ostatnie badania
prowadzone za pomoca technik mikroskopowych pokazaty, ze przekrdj poprzeczny
widkna amyloidowego ma ksztalt tréjkata (Rys.9) [54]. W konsekwencji szeroko$¢
widkien pochodzacych od tego samego biatka jest modulowana i waha si¢ w pewnym

zakresie.

Rys. 9. Przekr6j poprzeczny widkna amyloidowego [54].

Strukture widkna amyloidowego badano po raz pierwszy w 1968, na podstawie

dyfrakcji promieniowania X [55]. Zdefiniowano struktur¢ amyloidéw jako ,,poprzeczng
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struktur¢ P’ (ang. cross f structure). Na dyfraktogramie widoczne sa dwa
charakterystyczne refleksy: pierwszy  (intensywny) poludnikowy wskazuje na
wystgpowanie w witdknie amyloidu regularnej struktury, powtarzajacej si¢ co 0,47 nm,
natomiast sygnal drugi, bardziej rozmyty (réwnikowy), informuje o wstgpowaniu
odstepow strukturalnych co 0,98 nm utoZzonych prostopadle do osi widka. Taka analiza
pozwolita na okresSlenie struktury widkna, w ktorej struktury B rozmieszczone sa
rownolegle do osi widkna, natomiast ich czgsci sktadowe biegna prostopadle do osi
witokna (Rys.10). Ponadto, badania prowadzone przez Nelsona i wspdtprac. [37]
wskazuja na tréjpoziomowsq organizacj¢ strukturalng widkien amyloidowych. W
pierwszym poziomie obserwuje si¢ uktadanie podjednostek strukturalnych w odleglosci
0.48 nm od siebie, prostopadle do osi widkna, tworzac pojedyncza struktur¢ B z
wigzaniami wodorowymi réwnoleglymi do osi widékna. Na drugim poziomie
organizacji, pojedyncze struktury B facza si¢ w pary (ang. pair-of-sheets organization),
migdzy ktérymi nie wystgpuja czasteczki wody, a zazgbianie si¢ lancuchéw
peptydowych pochodzacych od sasiednich struktur f prowadzi do utworzenia wcze$niej
opisanych strukturalnych zamkéw (ang. sternic zipper). Podjednostki jednej struktury f3
sa antyrownolegte w stosunku do podjednostek w drugiej strukturze B. Natomiast,
jedna z struktur B tworzaca parg jest przesuni¢ta wzdluz osi §rubowej w stosunku do
drugiej struktury B, o V2 odleglosci jaka wystepuje miedzy sktadowymi w pojedyncze;j
strukturze f. Warto zaznaczyC, ze struktury [ tworzone sa bardzo szybko, dlatego
zaklada sig, ze pierwszy stopien organizacji strukturalnej wtékna tworzy si¢ szybciej w
stosunku do drugiego. Trzeci poziom organizacji strukturalnej amyloidow opiera si¢ na
oddziatywaniach  pomigdzy utworzonymi  wcze$niej parami  struktur (.
Oddziatywaniami stabilizujacymi nowa posta¢ strukturalng sa nie-kowalencyjne sity,
ktére prawdopodobnie na tym poziomie organizacji sa slabsze w stosunku do tych,

ktére kierowaly tworzeniem dwdéch pierwszych pozioméw strukturalnych widkna.
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Rys.10. Struktura wiékna amyloidowego [55].

7. energetycznego punktu widzenia, proces tworzenia widkien amyloidowych
zaklada, ze zmiana standardowej energii swobodnej, jaka towarzyszy tworzeniu
protofilamentéw, AG, jest suma zmian entalpii (AH%) i entropii (AS") oraz

prawdopodobnie jest silnie ujemna [37]:

AG =AH'-TAS’ (D)

Ponadto zaktadajac, ze dla n monomerycznych peptydéw (M), ktére biorg udziat w
konwersji do widkien amyloidowych M,,, (nM ¥ M, ), zmiana energii swobodnej

towarzyszaca temu procesowi zdefiniowana jest jako

M, ] ()

AG=AG'+in =

Korzystajac z zaleznosSci (1), zmiana energii swobodnej dla procesu tworzenia

uporzadkowanych agregatow przyjmuje wtedy postac:

0 0 M)
AG=AH -TAS +RThh==-
[M]

3)
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1. Wprowadzenie

W stanie réwnowagi, kiedy szybkos$¢ reakcji przebiegajacej w prawo jest rowna
szybkosci reakcji przebiegajacej w lewo, zmiana energii swobodnej AG = 0. Wéwczas
stosunek réwnowagowej ilosci czasteczek biatka w postaci agregatéw do

rownowagowej ilosci monomeréw biatka okres§la réwnanie

_ [Mn]eq _ e—AG“/RT

ok

K “4)

Wielko$¢ K nazywamy stata rownowagi w procesie agregacji.

Poniewaz zmiana standardowej energii swobodnej (4G”) dla przejécia biatko natywne —
agregaty jest mata, to zmiana energii swobodnej towarzyszaca temu procesowi jest
kontrolowana przede wszystkim przez stgzenie monomeréw biatkowych (Rys.11b). W
przypadku wysokiego stgzenia monomerdw, korzystajac z zalezno$ci (3), zmiana
energii swobodnej jest silnie ujemna, AG < 0. W konsekwencji mechanizm tworzenia
wlokien amyloidowych jest faworyzowany i jest to reakcja egzoenergetyczna
zachodzaca spontanicznie z uwolnieniem energii. Dla niskiego stg¢zenia biatka zmiana
energii swobodnej towarzyszaca procesowi tworzenia agregatéw jest dodatnia, AG > 0.
Jest to reakcja endoenergetyczna, ktéra nie moze zachodzi¢ spontanicznie. Tylko
dostarczenie energii spoza uktadu umozliwi zapoczatkowanie reakcji. W rezultacie stan
monomeryczny biatka jest bardziej preferowany - w stosunku do agregatéw. Warto
zaznaczy¢, ze dla procesu agregacji uporzadkowanej wystepuje znaczaca bariera

energetyczna - energia aktywacji.
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Rys. 11. A) Energia swobodna réznych stanéw konformacyjnych biatka podczas
procesu agregacji uporzadkowanej B) uproszczony schemat zmian energii swobodnej
towarzyszacy procesowi tworzenia widkien amyloidowych z uwzglednieniem tylko
substratu (monomeréw biatkowych) oraz koncowego produktu reakcji (wtokien

amyloidowych) w funkcji st¢zenia monomerycznego biatka [37, 56].
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1.4 Proces tworzenia amyloidow na przyktadzie lizozymu

Proces agregacji lizozymu prowadzacy do tworzenia form widknistych pod
wplywem réznych czynnikéw fizycznych i chemicznych w warunkach in vitro, badano
stosujac metody analizujace promieniowanie rozproszone, czyli dynamiczne (DLS) [78]
i statyczne (SLS) [58] rozpraszanie $wiatta, niskokatowe rozpraszanie promieniowania
X (SAXS) [59] i promieniowania neutronéw [60]. Wyznaczone eksperymentalnie
warunki tworzenia wtdkien amyloidowych na przykladzie lizozymu przedstawione sa w

Tabeli 1.

Tabela 1. Warunki tworzenia widkien amyloidowych na przykladzie lizozymu

(HEWL).

Warunki pomiaru Literatura
10mg/ml lizozymu, 10 mM NaCl, 90% (v/v) EtOH, inkubowany przez 1 tydzieh w [29]
temp. 298K
1 mM HEWL, pH 2,0 przez dodanie HCI, inkubowany w tem. 310K lub 338K [57]
1 mM HEWL, pH 7,4 przez dodanie NaOH, inkubowany w temp. 310K lub 338K
1 mM HEWL, pH 2, podgrzewany do temp 373K i ochtadzany za pomoca cieklego [21]
azotu; inkubowany przez 56 dni w temp. 310K
1 mM HEWL, 30% 2,2,2 trifluoroetanol, pH 6,8, temp. 310K lub 338K [21]
pH 2.0, inkubowany przez 2 dni w temp. 330K lub pH 3.0, inkubowany przez 11 dni [58]
w temp. 330K
10 mg/ml HEWL, H,0, 90% (v/v) EtOH; niedojrzate witékna amyloidowe [59]
10 mg/ml HEWL, 90% (v/v) EtOH, 0,3-2,0 mM NaCl [60]
lizozym, pH 2,0-4,0, temp. 310-338 K przez kilka dni [61]
0,55 mM HEWL fragment: 57-107, 10 mM NacCl, pH 2,0, temp. 310 K po 24 h [57]
1 mM HEWL, pH 2,0 przez dodanie 10 mM HCI, inkubowany w temp. 338 K przez [57]
wigcej niz 10 dni

Na podstawie zmian warto$ci promienia zyracji czasteczki lizozymu analizowano
wplyw stezenia alkoholu na tworzenie uporzadkowanych agregatéw biatka [59]. Przy

niskim stgzeniu alkoholu (cgion<60% (v/v)) obserwowano spadek promienia zyracji od
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warto$ci 1,73 do 1,48nm. Obserwowana zmiana tego parametru oznacza, ze biatko traci
otoczke¢ hydratacyjna. Ponadto, w wybranych warunkach, lizozym wystgpuje w postaci
monomeréw. Proces agregacji czasteczek biatka rozwija si¢ dopiero dla st¢zenia
lizozymu 7 mg/ml w 70% (v/v) wodnym roztworze etanolu. Autorzy cytowanej pracy
pokazali, ze przy stezeniu lizozymu w zakresie od 7,3 mg/ml do 9,6 mg/ml w 70% (v/v)
etanolu nast¢puje przejscie z postaci globularnej w posta¢ widknista biatka. Ostatecznie
agregaty wiokniste obserwowano przy st¢zeniu biata 9,7 mg/ml w 90% (v/v) wodnym
roztworze etanolu. Wysoko uporzadkowane struktury w postaci ztogéw amyloidowych
obserwowano w S$rodowisku o pH 3.0 w temperaturze 57°C oraz o pH 2.0 i
temperaturze 37°C oraz 57°C po inkubacji przez okres od 6 do 8 dni [61]. W badaniach
procesu agregacji lizozymu analizowano temperaturowe zmiany natgzenia $wiatla
rozproszonego postugujac si¢ technika SLS [58]. Gwaltowny wzrost nat¢zenia $wiatta
rozproszonego tlumaczy si¢ rozpoczgciem procesu agregacji czasteczek biatka.
Powstale agregaty miaty posta¢ wtdknista.

Pomimo wielu badan in vitro poswigconych procesowi tworzenia amyloidéw,
mechanizm ten na poziomie molekularnym jest nadal stabo poznany. Szczegétowa
analiza procesu agregacji lizozymu z jaja kurzego bylaby nie tylko pomocna w
wyjasnieniu wspolnego-, dla wszystkich bialek i peptydow-, mechanizmu agregacji
wloknistej. Wiedza ta bytaby réwniez istotna w badaniach odwracalno$ci procesu
agregacji czasteczek biatka, gdyz liczba prac poswigcona temu zagadnieniu jest
niewielka. W szeregu pracach analizowano natomiast wplywa réznych czasteczek
organicznych na zahamowanie badZ spowolnienie procesu agregacji uporzadkowane;j
lizozymu. Do tej grupy zwiazkéw zalicza si¢ melatoning [62], p-benzochinon [62],
TCEP [63], kurkuming [64]. Wykazano, Zze obecno$¢ czasteczek kurkuminy o stgzeniu
50uM  powoduje zahamowanie procesu tworzenia wildkien amyloidowych.
Dominujacym oddzialywaniem pomigdzy czasteczkami lizozymu a kurkuminy byty
oddzialywania van der Waalsa i wigzania wodorowe. Autorzy cytowanej pracy
wykazali réwniez, ze melatonina o st¢zeniu 1000uM powoduje spowolnienie procesu
agregacji czasteczek lizozymu. Z analizy widm CD lizozymu w $rodowisku o pH 2.0
wynika, ze obecno$¢ benzochinonu o stgzeniu 1000uM powoduje zahamowanie zmian
w strukturze drugorzgedowej lizozymu. Dominujaca struktura drugorzedowa lizozymu,
wybranych warunkach, pozostawata helisa a. Nie obserwowano tworzenia nowych

struktur f.

31



1. Wprowadzenie

1.5. Struktura i funkcja lizozymu

Lizozym z biatka jaja kurzego (HEWL) jest czgsto obiektem analizy proceséw
agregacji. Jest to glikozydaza katalizujaca rozpad wiazania glikozydowego pomigdzy
sktadnikami NAG (N-acetylglukozoamina) i NAM (kwas N-acetylomuraminowy)
fancuchéw polisacharydowych $cian komérkowych niektérych bakterii oraz pomigdzy
resztami NAG w chitynie [65]. Dwoma resztami aminokwasowymi zaangazowanymi
w reakcje enzymatyczne jest kwas glutaminowy Glu35 oraz asparginowy Asp52, ktére
zlokalizowane sa po przeciwnych stronach szczeliny wiazacej substrat. Maksymalna
aktywno$¢ biatka jako enzymu jest obserwowana dla pH=6.

Biatko to zbudowane jest z 129 reszt aminokwasowych a jego masa
czasteczkowa wynosi 14,32kDa. Strukturg natywna biatka stabilizuje obecnos$¢ czterech
mostkéw dwusiarczkowych: Cys6-Cys127; Cys30-Cys115; Cys64-Cys80; cys76-Cys94
(Rys.11). Struktura pierwszorzgdowa zostala po raz pierwszy okreslona w 1963 roku
natomiast pozycj¢ mostkéw dwusiarczkowych zdefiniowano dwa lata p6zniej — 1965

roku.

64 - 80

30-115

76 - 94

6 - 127 C- koniec

N- koniec

Rys. 12. Schematyczna reprezentacja struktury lizozymu z bialka jaja kurzego z

zaznaczonymi mostkami dwusiarczkowymi.
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Jest to biatko globularne, ktérego ksztatt zblizony jest do elipsoidy o wymiarach
45nm x 3.0 nm x 3.0nm. Na podstawie analizy krystalograficznej 20 réznych
krysztalow lizozymu pokazano, ze struktura trzeciorzedowa zbudowana jest z dwoch
domen, pomigdzy ktérymi, w szczelinie znajduje si¢ miejsce aktywne enzymu. Domeng
I, nazywana domena o, tworza koniec N (reszty 1-38) oraz koniec C (reszty 88-129).
Zbudowana jest ona z czterech helis a: helisy A (reszty 5-14), helisy B (reszty 25-36),
helisy C (reszty 89-100) i helisy D (reszty 109-114) oraz dwéch helis 3¢ (reszty 104-
107 oraz 120-124). Domeng II, nazywana domena P, tworzy centralny odcinek
struktury pierwszorzgdowej biatka (reszty 37-84). W jej obrgbie, strukturg
drugorzgdowa tworza trzy mate podjednostki struktury B (reszty 43-45; 51-53; 58-59),
dluga petla (reszty 60-79) oraz helisa 3;p pomigdzy resztami aminokwasowymi w

pozycji 80-83 [66].

Domena B

Struktury B

Domena o

C-koniec

Rys. 13. Struktura lizozymu z biatka jaja kurzego [ wg. 132L.pdb.]
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Teoretyczny punkt izoelekktryczny (pI) wynosi powyzej 11. Grubos¢ otoczki
hydratacyjnej czasteczki lizozymu wynosi ok. 0,35 nm. Inne parametry fizyko-

chemiczne lizozymu przedstawione sa w Tabeli 2.

Tabela 2. Parametry fizyko — chemiczne lizozymu [67, 68].

Parametr Wartos¢

Objetos¢ whasciwa 0.703 ml/g
Wspétczynnik dyfuzji rotacyjnej Dg = 16,7-10°s”
Wsp6tezynnik dyfuzji translacyjnej Dr=1,1210"" m%s
Wspétezynnik ekstynkcji e=2,64 ml-mg”-cm”
Wspétczynnik sedymentacji s=1,91-10" 57
Masa czasteczkowa M =13950 Da
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2. Cel pracy

W ujgciu ogélnym, celem niniejszej pracy doktorskiej jest analiza strukturalna
wodnych roztworéw lizozymu. Badania te beda prowadzone w obecno$ci czynnika
denaturujacego (alkoholu etylowego), przyjmujac, ze warunkiem wst¢pnym
powstawania r6znych form strukturalnych jest obecnos$¢ czg¢sciowo rozwinigtej formy
posredniej bialka. Z literatury wiadomo, Ze istnienie takiej formy posredniej jest
warunkiem koniecznym utworzenia uporzadkowanych agregatéw - protofilametéw

amyloidowych.
W niniejszej pracy wyznaczono nast¢pujace cele szczegotowe:

1. Okreslenie réznorodnosci form strukturalnych lizozymu z biatka jaja kurzego w

wodnych roztworach etanolu.
2. Analiza procesu powstawania okreslonej formy strukturalnej lizozymu
3. Wyznaczenie kinetyki zmian konformacyjnych lizozymu.

4. Analiza stabilnosci wiéknistych form strukturalnych w obecnosci r6znych

czynnikoéw chemicznych.
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3.Material i metody

3.1. Podstawowe odczynniki chemiczne

Lizozym z biatka jaja kurzego (HEWL) nr. kat. L6876 Sigma-Aldrich

Chlorek sodu, chlorek potasu POCH Gliwice
Czerwien Kongo nr. katalogowy 8609556 Sigma-Aldrich
Etanol 96% (v/v) cz.d.a POCH Gliwice
Fosforan potasu, fosforan sodu POCH Gliwice
Kwas askorbinowy Sigma-Aldrich
Kwas acetylosalicylowy Sigma-Aldrich
Tioflawina T, nr. katalogowy T3516 Sigma-Aldrich

3.2. Pomiary wspotczynnika zatamania swiatta w wodnych

roztworach etanolu

Za pomocg refraktometru Pulfricha PR 2 wykonano pomiary kata granicznego
dla catkowitego wewngtrznego odbicia $wiatla, w wodnych roztworach etanolu o
stgzeniu zmieniajacym si¢ w zakresie 0 - 90% (v/v). Refraktometr ten wyposazony jest
w zestaw lamp i przeslon, ktére umozliwiaja pomiar dla kilku réznych linii
widmowych. W badaniach opisanych w niniejszej pracy wszystkie pomiary wykonano
przy uzyciu lampy rteciowej emitujacej Swiatto zielone (lampa Hg; dlugos¢ fali
A=546,1nm).

Przed dokonaniem pomiaréw refraktometrycznych obliczono rzeczywiste
stezenia wodnych roztworéw etanolu. W tym celu zmierzono warto$ci gestosci dla tych
probek i wyznaczono rzeczywista wartos$¢ stezenia wodnych roztworéw etanolu na
podstawie zmian wartosci gestosci etanolu [69] (Rys.14). Zalezno$¢ ta opisana jest

funkcja postaci :
p(x)=-1.396-10"x* —6.27913-10* x + 0.99271 5)

gdzie x — oznacza st¢zenie wodnych roztworéw etanolu.
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Rys.14. Zmiana ggstosci wodnych roztwordw etanolu w funkcji st¢zenia etanolu [69].

Podczas pomiarow refraktometrycznych kazdorazowo w naczyniu pomiarowym
umieszczono 1ml roztworu etanolu. Nastgpnie, zmierzone wartosci katowe przeliczono
na wspotczynniki zalamania (do refraktometru dotaczone sa tablice zawierajace
przeliczniki  wspdtczynnikéw  zatamania dla poszczegdlnych wartosci  katéw
granicznych). Na rysunku 15 przedstawiono zmiang obliczonych wartosci
wspoélczynnika zatamania $wiatta w funkcji st¢zenia etanolu. Zalezno$¢ ta opisana jest

funkcja wielomianowa postaci:
n(x) =—4.9515-10°x> +8.15044-10* x +1.33044 (6)

gdzie x - oznacza st¢zenie wodnych roztworéw etanolu.

Na podstawie wyznaczonej w ten sposéb postaci funkcji (6), obliczano rzeczywista
warto$¢ stgzenia etanolu w roztworach biatka, przygotowanych do badan w ramach

niniejszej pracy doktorskiej.
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n (dla 543,6nm)

100

Ceion 70 (VIV)

Rys. 15. Zmiana wspélczynnika zalamania $wiatla w wodnych roztworach etanolu (dla

A=543,6nm). Dokonano aproksymacji wynikéw funkcja wielomianowa (6).

3.3. Pomiary wspotczynnika ekstynkcji w uktadach woda-etanol-

lizozym

Koncowe stezenia lizozymu w przygotowanych roztworach oznaczano za pomocg
spektrofotometru UV/VIS (firmy Hitachi model UV2000). W tym celu metoda
spektrofotometryczng wyznaczono zmiany wspolczynnika ekstynkcji € roztworu
lizozymu w funkcji st¢zenia etanolu (Rys. 16).

Otrzymana warto$¢ wspotczynnika ekstynkcji dla lizozymu pozostaje stata g=280m

2.54 ml/mg'cm™ i jest zblizona do wartosci literaturowej €= 220"™

=2,64 ml/mg'lcm'1
[68]. Warto zaznaczy¢, ze warto$¢ tego parametru dla lizozymu wyznaczono w innych
warunkach eksperymentalnych. Badania te zostaty przeprowadzone w 0.02 M buforze

octanowym o pH=5.4, zawierajacym 0.15 mol/L KCI.
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Rys. 16. Wspdlczynnik ekstynkcji dla lizozymu w wodnych roztworach etanolu.

3.4. Przygotowanie probek

Wyjsciowy roztwér koloidalny  lizozymu otrzymano przez rozpuszczenie
liofilizowanego biatka w niewielkiej ilosci wody. Stgzenie probki wyjsciowe;j

1=280mm _ 9 54 ml/mg'em

(60mg/ml) oznaczono za pomocg spektrofotometru UV/VIS (g
h. Kolejne prébki zawierajace alkohol etylowy o stgZeniu zmieniajacym si¢ w zakresie
10 — 85% (v/v) otrzymano przez zmieszanie w odpowiednim stosunku objgtosciowym
probki wyjsciowej lizozymu, wody i alkoholu etylowego o stezeniu wyjsciowym 96%
(v/v). Alkohol etylowy byt dodawany bardzo matymi porcjami za pomoca strzykawki,
podczas ciagtego mieszania roztworu koloidalnego na mieszadetku magnetycznym.
Natomiast, subtelne zmiany w oddzialywaniach intermolekularnych lizozymu,
wywolane solwatacja etanolem badano dla roztworéw biatka o nastgpujacym skladzie:
alkohol etylowy o stezeniu zmieniajacym si¢ w zakresie 0 — 10% (v/v), 50mmol/L
NaCl, pH=4.5.

W tym celu wyjsciowy roztwér koloidalny lizozymu otrzymano przez rozpuszczenie
liofilizowanego biatka w niewielkiej ilosci wody. Stgzenie probki wyjsciowe;j
(20mg/ml) oznaczono za pomocg spektrofotometru UV/VIS (=80 = 2 54 ml/mg'lcm'

h. Kolejne prébki zawierajace alkohol etylowy o stgZeniu zmieniajacym si¢ w zakresie

0 — 10% (v/v)i 50mmol/L NaCl otrzymano przez zmieszanie w odpowiednim stosunku
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objetosciowym préobki wyjsciowej lizozymu, 100mmol/L NaCl i alkoholu etylowego o
stezeniu wyjsciowym 96% (v/v). Warto$¢ pH roztworu biatka zmierzono za pomoca
pH-metru. Nastgpnie pH=4.5 roztworu lizozymu otrzymano poprzez dodawanie bardzo
matymi porcjami kwasu solnego. Ostatecznie spektrofotometrycznie skontrolowano

stezenie wszystkich przygotowanych roztworéw.

3.5. Dynamiczne rozpraszanie swiatta

W celu opisania dynamiki makroczasteczek w koloidzie, analizuje si¢ zmiany
natgzenia $wiatla rozproszonego w czasie opisane za pomoca funkcji korelacji. Metoda
ta pozwala analizowa¢ zmiany w oddzialywaniach intermolekularnych, w szczeg6lnosci
zmiany w stopniu hydratacji makroczasteczek. Za pomoca tego typu pomiaréw, mozna
w latwy i precyzyjny sposob analizowaé kinetyke procesu agregacji oraz rozpoznaé
poczatkowe zmiany strukturalne prowadzace do denaturacji biatka.

Zrédtem $wiatta w eksperymencie DLS byt laser kryptonowy firmy Zeiss
emitujacy $wiatto o dlugosci 647nm i mocy 200mV. Za pomoca ukladu optycznego
(systemu luster, filtrow i1 soczewek) wiazka $wiatla laserowego byla ogniskowana w
kuwecie pomiarowej, ktéra to umieszczona byta w cieczy immersyjnej (toluen) w
goniometrze (Rys.17).

Wewnatrz goniometru znajduje si¢ szklane naczynie wypelnione ciecza immersyjna
oraz uchwyt do kuwety pomiarowej. Rami¢ goniometru jest ruchome. Umozliwia to
pomiar §wiatla rozproszonego pod r6znymi katami. Ruch ramienia mozliwy jest dzigki
silnikowi krokowemu sterowanemu przy pomocy komputera. Pozwala to na ustawienie
ramienia z doktadnoscia do utamkow stopnia.

Natgzenie $wiatta rozproszonego mierzono pod katem 6 = 90°. Wiazka S$wiatla
rozproszonego poprzez S$wiattowdd trafiala do diody lawinowej. Nat¢zenie $wiatla
rozproszonego bylo mierzone za pomoca fotodiody Perkin Elmer SPMC i
normalizowane w stosunku do toluenu jako cieczy standardowej. Korelator ALV5000
(firmy ALV Langen) stuzyl do pomiaru funkcji korelacji natgzenia $wiatla

rozproszonego.
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Rys. 17. Schemat uktadu pomiarowego do badania rozproszenia §wiatla.

Kuwetki pomiarowe wykorzystywane w eksperymencie wykonane byly ze szkla
kwarcowego lub z kalibrowanego szkla optycznego. Ich przygotowanie obejmowato
wielokrotne przeptukiwanie ciepta woda destylowana, a na koncu oczyszczona woda
dejonizowana, wolna od kurzu. Ostatecznie kuwetki starannie suszono .

Przed przystapieniem do pomiardw przygotowane probki przefiltrowano za pomoca
filtréw Millex-GV o $rednicy poréw réwnej 0,22 pm do wczesniej oczyszczonej i
osuszonej kuwety i odwirowano przez 30minut z predkoscia 8000 rpm w temperaturze
293K. Podczas pomiaréw, temperatura probek byta kontrolowana i stabilizowana przy
uzyciu termostatu (firmy Haake) z doktadnos$cia 0,1K.

Do analizy zmierzonych funkcji autokorelacji fotonéw zmierzonej podczas analizy

$wiatla rozproszonego na czasteczkach lizozymu stosowano program CONTIN.

Program ten oparty jest na procedurach zaproponowanych przez Stevena Provenchera

[70]. Definiuje si¢ zmierzona funkcj¢ korelacji fotonéw jako transformatg Laplace’a
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funkcji w(I'), ktdra to opisuje ciagly rozklad statych zaniku procesow relaksacyjnych

typu e»l"t:

oo

2,(®) = Liw(D)] = [e " w(D)dr @

0

I'- szybko$¢ zaniku funkcji korelacji dla danego procesu (rodzaju czasteczek
(sktadnikéw)) bioracego udzial w procesie rozpraszania swiatta, w(I') - rozklad statych

zaniku.

Wyznaczenie rozktadu statych zaniku w(I') na podstawie funkcji korelacji fotonéw

otrzymanej podczas analizy $wiatla rozproszonego na czasteczkach biatka oparte jest na
obliczeniu odwrotnej transformaty Laplace’a w(I") :L'l[gl(r)]. Istnieje jednak wiele
rozktadéw w(I") spetniajacych w granicach niepewnosci pomiarowych réwnanie (6). W
tym celu natozono okreslone ograniczenia na posta¢ funkcji w(I') . Wykorzystywany
algorytm zawiera warunek nieujemnosci szukanego rozwigzania.

Program CONTIN wykorzystuje metod¢ wygtadzania oparta na pomysle Tikhonova.
Algorytm ten zamiast sumy kwadratéw odchylen punktéw pomiarowych od

dopasowanej krzywej, minimalizuje funkcj¢ postaci
1
7@=T (- [ K@.yw(ndr)? + aHSW(F)||2 ®)

gdzie o; jest niepewnoscia i-tego punktu, 3 jest operatorem dziatajacym na funkcji w(I')

(standardowo jest to operator drugiej pochodnej, a o jest tzw. parametrem wygtadzania).

Program CONTIN rozwiazuje réwnanie dla szeregu wartosci parametru o. Na
podstawie testu F Fishera obliczona jest warto$¢ prawdopodobienistwa odrzucenia
danego rozwiazania. Jezeli warto$¢ prawdopodobiefistwa odrzucenia rozwigzania a jest
wigksza od 0.5, oznacza to taki stopien wygtadzenia, ktéry powoduje utratg informacji o
badanym uktadzie. Wartosci o < 0.5 oznaczaja, ze otrzymane rozwigzania w zbyt
duzym stopniu reaguja na szumy pomiarowe. Program typuje rozwiazanie, dla ktérego

prawdopodobienstwa odrzucenia przyjmuje wartos¢ najblizsza 0.5.
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Na podstawie wyznaczonych w ten sposéb wartosci stalych zaniku funkcji korelacji
fotonéw obliczono wartosci wspélczynnika dyfuzji translacyjnej lizozymu korzystajac z

zaleznosci postaci:
©)

gdzie g — oznacza warto$¢ wektora rozpraszania. Wielko$¢ ta definiujemy jako

q= TSin % , n — wspotczynnik zatamania, 1 — dtugo$¢ fali $wiatta padajacego.
Na podstawie otrzymanych warto$ci Dr dla danego st¢zenia biatka przy stalym stezeniu
etanolu w roztworze, wykonano wykres zaleznosci Dt od stezenia lizozymu, ¢, w celu
otrzymania ekstrapolowanej do zerowego st¢zenia biatka wartoSci wspdtczynnika
dyfuzji wilasnej Dy lizozymu Warto$¢ tego parametru wykorzystano nast¢pnie w
obliczeniach promienia hydrodynamicznego czasteczek lizozymu (przy zatozeniu o

symetrii sferycznej czasteczki) korzystajac z zalezno$ci postaci:

kT
67nR

(10)

0

gdzie kT — oznacza czynnik Boltzmanna, # — lepko$¢ rozpuszczalnika, R — promien

kuli opisujacej czasteczke lizozymu.

Funkcja dwu- skladnikowa

Funkcja jedno-skladnikowa

X

Rys. 18. Modelowe funkcje korelacji fotonéw zmierzone podczas analizy $wiatta
rozproszonego na czasteczkach biatka, dla prébki monodyspersyjnej gdzie
obserwujemy tylko monomery bialka (funkcja jednoskladnikowa) oraz dla prébki

sktadajacej si¢ z dwoch rodzajéow czasteczek (funkcja dwu-sktadnikowa).
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3.3. Spektroskopia dichroizmu kotowego

Analiza widm dichroizmu kotowego jest doskonalym Zrédltem wiedzy na temat
zmian w strukturze drugorzedowej biatka, wywotanych szeregiem czynnikéw
fizycznych i chemicznych. Za pomoca tego typu pomiar6w mozna w tatwy i precyzyjny
sposéb rozpozna¢ zmiany strukturalne prowadzace do denaturacji i agregacji biatka.
Widmo dichroizmu kolowego w zakresie dalekiego UV zawiera informacje o
zawarto$ci  poszczegllnych elementéw struktury drugorzedowej w  strukturze
przestrzennej biatka. W eksperymentalnym widmie CD dla biatka zbudowanego z helis
o mozemy wyszczegllni¢ trzy charakterystyczne pasma: dwa minima dla A = 222nm
(zwiazane z przejéciem n— 7" ) i A = 208nm (zwiazane z przejsciem 7 — 7" ) oraz
jedno maksimum dla A = 192nm (zwiazane z przejéciem 7 — 7 ). Poniewaz dla
struktury f widmo CD zwiazane jest z dwoma przejsciami m -n*, obserwujemy dwa
pasma: minimum dla A = 218nm oraz maksimum dla A = 195nm [71].

Widma CD w zakresie dalekiego i bliskiego UV (od 190nm — 320nm) dla
lizozymu (o stezeniu w zakresie 2-8 mg/ml) w wodnym roztworze etanolu (o st¢zeniu
zmieniajacym si¢ od 0 — 85% (v/v)) zostaly rejestrowane na spektropolarymetrze firmy
Jasco (model J-810). Temperatura badanych probek wyniosta 293K. Badania wykonano
w laboratorium Zakladu Stereochemii Organicznej na Wydziale Chemii, ktérego
kierownikiem jest prof. Gawronski. Pomiary widm CD byly prowadzone przy
wspolpracy z dr Karolem Kacprzykiem.

Schemat uktadu pomiarowego do badania dichroizmu kotowego przedstawiono
na rys.19. Zrédtem $wiatta jest lampa ksenonowa o mocy 150W. Wiazka $wiatta po
przejsciu przez podwdjny, pryzmatyczny monochromator oraz liniowy polaryzator pada
na modulator. Jest to element piezoelektryczny, ktéry oscyluje z czgstotliwoscia
rezonansowa rowna okoto 50kHz. Rola tego elementu jest zamiana polaryzacji §wiatla z
liniowej na kotowa (prawoskretna i lewoskretna).

Wzmacniacz to urzadzenie (pracuje z czgstotliwo$cia modulatora) stuzace do pomiaru
réznicy natgzenia promieniowania spolaryzowanego prawoskretnie i lewoskr¢tnie po
przejéciu przez badang probke (vAC). Jednoczesnie fotopowielacz rejestruje Srednig
warto$¢ natezenia promieniowania (vDC). Miara dichroizmu kotowego jest stosunek
warto$ci VAC oraz warto$ci vDC pomnozony przez wspodtczynnik kalibracji (G).

Wynik pojedynczego pomiaru nazywany jest w tym przypadku eliptycznoscia.
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Do badan wykorzystano kuwety kwarcowe (firmy NSG Precision Cell) o
dtugosciach drég optycznych réwnych odpowiednio 0.1 mm (dla pomiaréw widm CD
w zakresie dalekiego UV) oraz 1 mm (dla pomiaréw widm CD w zakresie bliskiego
UV). Dla kazdej prébki wykonano czterokrotny pomiar widm CD, us$redniono oraz
odjeto od nich widmo CD dla czystego rozpuszczalnika (etanolu o st¢zeniu w zakresie

0 — 85% (VIV)).

50kHz
_ 45° Sygnat
(Volt)

T Monochromator

( va oraz Liniowy @:@D C@(@ @m C@:@ [Fotopowielac

Polaryzator
- mocdulator wigzki - PEM PROBKA
Lampa Xe (ang. photo elastic modulator)
150W

_ vAC
T voC

Vv

Rys. 19. Schemat uktadu pomiarowego do badania dichroizmu kotowego.

W obliczeniach udziatu procentowego poszczegdlnych struktur drugorzgdowych
w strukturze przestrzennej lizozymu wykorzystano algorytm obliczeniowy CONTIN
dostgpny on-line na serwerze obliczeniowym DichroWeb. Wyniki obliczen
przedstawione sa w formie graficznej oraz w formie tabeli, zawierajacej informacje na
temat procentowego udziatu poszczegélnych struktur drugorzedowych. W formie
graficznej przedstawione jest teoretyczne i eksperymentalne widmo CD oraz krzywa

bedaca réznica pomigdzy tymi dwoma widmami. O jako$ci dopasowania krzywe;]
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obliczonej do krzywej eksperymentalnej informuje parametr nazwany Normalized Root

Mean Square Deviation (NRMSD, ) zdefiniowanym w postaci

[Z(Hexp _04‘01)2/2(03”’)2]1/2 (11)

W przypadku kiedy parametr ten przyjmuje wartos¢ mniejsza od 0.1, jako$¢
dopasowania jest akceptowana, a otrzymane wyniki obliczen mozna przyja¢ za
poprawne.

Algorytm obliczeniowy CONTIN rozpatruje eksperymentalne widmo CD jako liniowa
kombinacje 16 (N,) widm CD (R j(/l)) biatek, ktérych struktura jest znana na

podstawie badan krystalograficznych [72]:

Y=Yy R 12

gdzie y(4)- oznacza eksperymentalne widmo CD badanego biatka, R, (1) - widm CD
biatka, ktérego struktura jest znana na podstawie badan krystalograficznych, ¥, -

pewna stala.
Celem obliczen jest wyznaczenie ilosci (frakcji) reszt aminokwasowych w badanym

biatku( f; ), ktore tworza dang klas¢ konformacyjna:

N7
fi=D.7,F; i=1..N, (13)
j=1
gdzie F, - oznacza frakcj¢ reszt aminokwasowych biatka ,j7 w  klasie

konformacyjnej ,,i”’. Natomiast stala y; jest wyznaczona na podstawie wartosci
sredniej eliptycznosci przypadajacej na aminokwas w funkcji dlugosci fali

Y. (A ) oraz korzystajac z zaleznosci w postaci:

N, 2 N, 2
Z[y(ﬂk )= y,0 ()] + 0{2(71, —NLJ = minimum zakladajac, ze

k=1 j=1 y

Ny
Y fi=l f20  i=1..,N,. (14)
i=1
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3.4. Reologia

Molekularne wtasnosci badanego koloidu sa podstawa makroskopowych
wlasnosci lepko — sprezystych roztworéw. Analiza zmian wlasciwosci reologicznych
uktadu woda — etanol — lizozym jest bowiem doskonalym zrédlem wiedzy na temat
oddziatywan intermolekularnych migdzy czasteczkami lizozymu. Metoda ta opiera sig
na analizie krzywych lepkos$ci oraz krzywych plynigcia. Na podstawie tych wynikéw
mozna migdzy innymi uzyska¢ informacje o orientacji czasteczek, zmianach w ich
wzajemnym oddzialywaniu pod wptywem przylozonej sity. Wzrost lepkosci koloidu
moze rowniez wskazywa¢ na proces denaturacji bialka lub proces powstawania
agregatéw biatkowych [73].

Pomiary lepkosci wodnego roztworu lizozymu z dodatkiem etanolu oraz soli
(NaCl o réznym stgzeniu) zostaly wykonane w laboratorium Zakladu Akustyki
Molekularnej przy wspotpracy z prof. Tomaszem Hornowskim. Badania wykonano za
pomocg reometru firmy Brookfield, stosujac uktad stozek — ptytka (stosowano stozki
typu LV- 42 oraz LV-52). Badany koloid o objgtosci 1ml (przy zastosowaniu stozka
LV- 42 ) lub objetosci 0.5ml (dla stozka [.LV-52) znajdowal si¢ w szczelinie pomigdzy
nieruchoma ptytka a stozkiem (Rys.20).

stozek

ﬁ 9 =1.565°

podstawa

Rys.20. A) Schemat reometru firmy Brookfield; B) Niektére parametry stozka LV-42

stosowanego w badaniach reologicznych.
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W wyniku zastosowania réznej predkosci obrotu stozka powstawalo rdézne
naprezenie $cinajace. Podczas pomiaréw jednoczesnie okreslano warto$¢ szybkosci
scinania (dla stozka typu LV-42 szybko$¢ Scinania okre$lano jako iloczyn ilo$ci
obrotéw stozka w czasie jednej minuty i liczby 3.84), naprg¢zenia $cinajace oraz lepkosé
badanej cieczy. Podczas pomiardw, temperatury prébek byly  kontrolowane i
stabilizowane (temperatura wszystkich badanych prébek wynosita 298K) przy uzyciu
termostatu (Brookfield TC 500) z doktadnoscia 0,1K.

W celu analizy procesu agregacji badanego biatka wyznaczono lepko$¢
graniczng, ktéra zalezy od wielkosci i ksztattu makroczasteczki. Jest to wielkos¢, ktéra

charakteryzuje pojedyncza molekule. Lepkos¢ graniczna definiuje si¢ jako [74]

1
7= lim[l(n’—lﬂ (15)
c\ "o

>

gdzie: [n] — lepko$¢ graniczna, Hr—1. lepkos¢ witasciwa, ﬂr— lepkos$¢ roztworu,
Mo

770— lepkos¢ fazy rozpraszajacej, c- stezenie roztworu wyrazone Ww g/cm3.

Przeprowadzajac ekstrapolacje lepkosci wtasciwej podzielonej przez st¢zenie roztworu
lizozymu do warto$ci zerowej stezenia bialka, wyznacza sig¢ lepko$¢ graniczna

badanego koloidu.

3.5. Pomiary gestosci witasciwej

Ggstos¢ upakowania atoméw w molekule biatka jest bezposrednio zwigzana z
wlasciwosciami wolumetrycznymi. Poniewaz ggsto$¢ wiasciwa jest wielkoscia
informujaca nie tylko o objgtosci badanej czasteczki biatka ale réwniez o
oddziatywaniach z $rodowiskiem, dlatego zmiany tego parametru pozwalaja $ledzi¢

wplyw réznych czynnikéw fizycznych lub chemicznych na konformacje biatka.
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Gestos¢ wlasciwa jest zdefiniowana jako [75]

| d—c
v’ =lim—|1-
=0 ¢ d, (16)

gdzie d — jest to ggsto$¢ roztworu biatka, ¢ — st¢zenie biala wyrazone w [g/cm3 1, d,-

gestos$¢ fazy rozpraszajacej.

Pomiary gestosci byty prowadzone w laboratorium Akustyki Molekularnej przy
wspélpracy z prof. Tomaszem Hornowskim. Pomiary wykonano za pomoca
gestosciomierza Anton-Parar typ DMA 38. Przyrzad ten wykorzystuje oscylujaca
szklang tubg¢ w ksztalcie litery U, w ktérej znajduje si¢ badany roztwér koloidalny o
objetosci 2ml. GestoSciomierz ten wyposazony jest w termostat elektroniczny. Za
pomoca przyrzadu dokonuje si¢ pomiaru gestosci w zakresie 0 — 3x10°kg/m’ z
doktadnosécia 10™*kg/m’. Temperatura badanych prébek wynosita 298K. Wartosci

gestosci roztworu lizozymu odczytywano po 15min (w celu stabilizacji probki) od

momentu wprowadzenia roztworu biatka do szklanej tuby.

3.6. Proba spektrofotometryczna z wvykorzystaniem barwnika —

czerwien Kongo

Struktura agregatéw lizozymu byta analizowana metoda spektrofotometryczna z
uzyciem czerwieni Kongo. Metoda ta pozwala wykry¢ oddzialywanie barwnika z
formami widknistymi. Jest zatem bardzo prosta lecz niezwykle efektywna metoda
identyfikacji agregatéw biatka jako protofilamentéw i widkien amyloidowych. Opiera
si¢ ona bowiem na procesie rozpoznawania molekularnego.

Roztwor czerwieni Kongo o stezeniu 100pM zostat przygotowany w buforze o
sktadzie: 10mM NaH,PO4/Na,HPO,, 2,7mM KCI, 137mM NaCl oraz 10% EtOH.
Alkohol etylowy zostal dodany do buforu w celu przeciwdziatania tworzeniu si¢ miceli

barwnika. Bezposrednio przed wykonaniem pomiaréw widm absorpcji barwnika
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przygotowany roztwor czerwieni Kongo oczyszczono za pomocs filtréw o srednicy
poréw 0,2pm

Roztwor zawierajacy czerwien Kongo oraz biatko otrzymano przez zmieszanie
w odpowiednim stosunku objgtosciowym roztworu lizozymu (o st¢zeniu w zakresie 2-
20mg/ml w etanolu o stgzeniu zmieniajacym si¢ od 0 — 85% (v/v)) oraz
przygotowanego roztworu czerwieni Kongo. Koncowe stezenie barwinka wynosito
SuM (catkowita objetos¢ otrzymanego roztworu wynosita 1mL). Przed pomiarem widm
absorpcji przygotowany roztwor inkubowano przez 30 minut w temperaturze
pokojowej. Do pomiaréw absorpcji wykorzystano dwu-wiazkowy spektrofotometr
HITACHI2000. Widma absorpcji barwnika zmierzono w zakresie dtugosci fali od 400
do 650 nm. Do pomiaréw wykorzystano kuwety wykonane ze szkla kwarcowego.
Temperatura badanych prébek wynosita 293K. Pod wptywem oddziatywania czerwieni
Kongo z widknami amyloidowymi obserwowano zmian¢ w widmie absorpcji tego
barwnika. Maksimum absorpcji przesunigte jest w kierunku fal dtuzszych w stosunku

do widma absorpcji barwnika w stanie wolnym — niezwigzanym (maksimum absorpcji

dla dtugosci fali A = 498 nm).

3.7. Pomiary natezenia fluorescencji z wykorzystaniem tioflawiny

IL_

Barwnik tioflawina T, posiada zdolno$¢ do tworzenia miceli gdy jej stezenie
przekroczy wartos¢ 4 pM. Wiazanie si¢ miceli tego barwnika do widkien
amyloidowych powoduje wzrost natgzenia fluorescencji w widmie emisji. Przypuszcza
si¢, ze tworzenie kompleksu barwnik — widkna amyloidowe wynika z ich specyficzne;j

struktury. Struktura chemiczna barwnika przedstawiona jest na Rys.21.

H3C S £Hy
/ N
+N\ CHs
CI™ CHj,

Rys 21. Struktura chemiczna barwnika fluorescencyjnego — tioflawiny T1 [76].
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Barwnik ten posiada hydrofobowy koniec z dimetylowa grupa przylaczona do
grupy fenylowej, ktéra to zwigzana jest z bardziej polarnym pierScieniem
benzotialowym zawierajacym polarny azot i siark¢. Kombinacja regionéw polarnych i
hydrofobowych barwnika powoduje tworzenie miceli w wodnym roztworze.
Przypuszcza sig, ze specyficzne tworzenie kompleksu barwnik - wtdkna zwiazane jest z
tworzeniem wigzania wodorowego pomigdzy grupa tiazolowi, posiadajaca azot w
czasteczce barwnika i grupa hydroksylowa witdkna [75]. Oddzialywanie tioflawiny z
widknami powoduje wzrost natgzenia fluorescencji barwnika dla dlugosci fali A = 482
nm.

Roztwor tioflawiny T o stgzeniu 2,5 mmol/L zostal przygotowany w buforze
fosforanowym o sktadzie 10 mmol/L Ko,HPO4, 150 mmol/L NaCl i pH = 7.0.

W ramach niniejszej pracy wykonano pomiary nat¢zenia fluorescencji barwnika w
obecnosci lizozymu (c=4.5mg/ml) w 80% (v/v)) etanolu dla réznych czaséw inkubacji
roztworu biatka. Roztwér zawierajacy tioflawing T; oraz biatko otrzymano przez
zmieszanie tych dwéch skladnikow w odpowiednim stosunku objgtosciowym.
Koncowe stegzenie barwnika wynosito 0.050mM a stezenie biatka 0.003mM (catkowita
objetos¢ otrzymanego roztworu wynosita 1.5mL).

Widma fluorescencji tioflawiny zmierzono w zakresie dtugosci fali od 450 do 550 nm
(fala wzbudzajaca A = 440 nm).

Analiza otrzymanych widm polegata na obserwacji wzrostu natg¢zenia fluorescencji
kompleksu barwnik - biatko dla dlugosci fali 4 = 482 nm w funkcji czasu.

Metode fluorymetryczna wykorzystano réwniez do badania wptywu kwasu

askorbinowego,- oraz kwasu acetylosalicylowego na odwracalno$¢ procesu agregacji
uporzadkowane;.
Roztwor zawierajacy tioflawing T;, biatko (w postaci agregatéw widknistych), kwas
askorbinowy lub acetylosalicylowy otrzymano przez zmieszanie tych trzech sktadnikéw
w odpowiednim stosunku objg¢tosciowym. Koncowe stgzenie barwinka wynosito 0.050
mmol/L, stezenie biatka 0.003 mmol/L a stgzenie kwasu askorbinowego lub
acetylosalicylowego w zakresie 0.1 — 6.5 mg/ml (calkowita objgtos$¢ otrzymanego
roztworu wynosita 1.5 mL). Wszystkie pomiary byly prowadzone w laboratorium
Zakladu Elektroniki Kwantowej przy wspoétpracy z dr Jerzym Karolczakiem. Pomiary
wykonano za pomoca spektrofluorymetru typu HNA 188-S. Temperatura badanych
probek wyniosta 293K.
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4. Wyniki i dyskusja

4.1. Proces denaturacji biatka w roztworach (zmiany

konformacyjne czasteczek lizozymu)

Jedna z pierwszych analiz procesu denaturacji bialka dotyczyla denaturacji
termicznej roztworu lizozymu (pH = 4.5, HCI, 0,2 mol/L KCl) [77]. Krzywa zmian
promienia czasteczki biatka w funkcji temperatury byla opisana funkcja sigmoidalna.
Jedna ze skrajnych warto$ci odpowiada stanowi natywnemu druga denaturacji. Inny
model zaklada istnienie stanu posredniego biatka powstatlego w wyniku dehydratacji i
zaburzenia struktury trzeciorzgdowej lud drugorzedowej biatka. Obecnie intensywne
badania pos$wigcone procesowi denaturacji i agregacji biatek wiaza si¢ niewatpliwie z
faktem, ze indukowana w tym procesie forma posrednia biatka, w postaci czgsciowo
rozplecionego tancucha peptydowego jest $cisle zwiazana z patologicznymi zmianami
w funkcjonowaniu organizmu.

W ramach niniejszej pracy dokonano analizy procesu denaturacji lizozymu w
obecnosci etanolu. Analiza dotyczyla zmian wspétczynnika dyfuzji translacyjnej oraz
zmian promienia hydrodynamicznego czasteczki lizozymu wywotanych etanolem ( 0%
- 12% (v/v)) oraz po dodaniu soli — NaCl (50 mmol/L NaCl). Na rysunku 21
przedstawiono funkcje korelacji fotonéw zmierzona podczas analizy $wiatta
rozproszonego na czasteczkach lizozymu i rejestrowanego pod katem 90° (lizozym o
stezeniu ¢ = 8.90 mg/ml w roztworze etanolu (9.91% (v/v) i 50 mmol/L NaCl pH =4.5).
Wyznaczone w eksperymencie funkcje korelacji fluktuacji natgZzenia $wiatla
rozproszonego na czasteczkach lizozymu dopasowano do pojedynczych funkcji
wyktadniczych. Przyjeto zatem zalozenie, ze w wybranych warunkach lizozym
wystgpuje w postaci monomeréw biatkowych. Zatem analiza moze dotyczy¢ tylko

zmian konformacyjnych monomerycznych czasteczek biatka.
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Rys.22. Funkcja korelacji fotonéw zmierzona podczas analizy $wiatla rozproszonego
na czasteczkach lizozymu (kolor czerwony) (c=8.90 mg/ml) w roztworze etanolu o
stgzeniu 9.91% (v/v) i 50mM NaCl; pH=4.5 oraz dopasowana funkcja teoretyczna
(kolor czarny). Ponizej przedstawiono odchylenia zmierzonej funkcji korelacji fotondw

od dopasowanej funkcji teoretycznej.

Rysunek 23 przedstawia zalezno$¢ wspétczynnika kolektywnej dyfuzji translacyjnej D
badanego biatka od stezenia lizozymu w etanolu (cgon=9.91% (v/v) i S0mmol/L NaCl;
pH=4.5). Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem st¢zenia lizozymu w prébce, wartos¢
wspélczynnika  dyfuzji  réwniez rosnie. Jest to  wynik  oddziatywan
migdzyczasteczkowych.

Na podstawie obliczonych wartosci Dy, wykonano wykres zaleznosci Dr od

stezenia lizozymu (dla danego st¢zenia etanolu w roztworze) w celu otrzymania
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ekstrapolowanej do zerowego stezenia biatka wartosci wspdtczynnika dyfuzji

translacyjnej wtasnej Dy lizozymu.

9.91% EtOH + 50mM NaCl pH=4.5

D,,= 0.6888 - 10° [cm™/s]

T T T T T T T T T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9

¢ [mg/mi]

Rys.23. Zmiany wspodiczynnika dyfuzji translacyjnej lizozymu w funkcji stezania
badanego biatka w roztworze zawierajacym etanol (9.91% (v/v) i NaCl (50mmol/L);

pH=4.5.

Wyznaczono zmiany wspétczynnikow dyfuzji wilasnej roztworéw lizozymu w funkcji
stezenia etanolu po dodaniu NaCl (50mmol/L. NaCl) (Rys.24). Wida¢, ze warto$¢ Dy
zmienia si¢ od 1,102 - 10°¢ cm2/s, przy braku etanolu, do 0,689- 10°° cm2/s, gdy stezenie
etanolu wynosi 9.91% (v/v).

Zmiany promienia hydrodynamicznego czasteczki lizozymu moga by¢ podstawa
analizy zmian w konformacji molekut biatkka. W obliczeniach promienia
hydrodynamicznego zalozono, ze czasteczk¢ lizozymu mozemy traktowac¢ jako obiekt
kulisty. Wyznaczono warto$¢ graniczng st¢zenia etanolu (cgiop = 4.54% (v/v)) (Rys.25),
przy ktérej rozpoczyna si¢ proces zmian strukturalnych lizozymu. Mozna zatem
zatozy¢, ze warto$¢ Ry pozostaje stata (1.873 nm), az do momentu gdy ilo$¢ etanolu
osiagnie poziom 4.54% (v/v). Obecno$¢ coraz wigkszej liczby czasteczek alkoholu

wplywa na wzrost Ry do wartosci 2.28nm (cgiop= 9.91% (v/v)).
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Rys. 24. Zmiana wspétczynnika dyfuzji translacyjnej wlasnej Dy lizozymu w funkcji
stgzenia etanolu po dodaniu 50mmol/L NaCl. W kazdym przypadku warto$¢ Dy

wyznaczono przez ekstrapolacj¢ wynikéw pomiaru do zerowego st¢zenia lizozymu.

Obserwowany wzrost Ry oznacza rozpoczgcie procesu zmian strukturalnych
wywolanych solwatacja etanolem gdy cgon = 4.54% (v/v). Naruszenie struktury otoczki
hydratacyjnej powoduje, Ze natywna, zwarta struktura biatka staje si¢ bardziej
elastyczna. Destabilizacja funkcjonalnej struktury lizozymu powoduje  bowiem
odstanianie pewnych regionéw czasteczki takich jak poszczegdlne grupy hydrofobowe.
Tego typu zmiany prowadza do wzrostu catkowitego tadunku co wptywa na zmiang
oddzialywan elektrostatycznych czasteczki  biatka. W  rezultacie  wzrasta
prawdopodobienstwo tworzenia si¢ nowych,  -intermolekularnych oddziatywan
prowadzacych do procesu agregacji biatka. Podobne zmiany Ry dla czasteczki lizozymu
w 50 mmol/L buforze fosforanowym w funkcji stgzenia etanolu obserwowat
Gierszewski [68]. Warto§¢ promienia hydrodynamicznego rosta od wartosci 1.811 nm
(gdy stezenie etanolu osiagnelo warto$¢ cgon = 5.84 %) do wartosci 2.35 nm.
Postugujac si¢ metoda statycznego rozpraszania $wiatla, autorzy cytowanej pracy

wyznaczyli réwniez zmiang drugiego wspodtczynnika wirialnego B, w funkcji st¢zenia
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etanolu. Parametr ten ma warto$¢ dodatnia i maleje wraz ze wzrostem ilosci alkoholu w
roztworze. Takie zmiany ttumaczy si¢ wystgpowaniem elektrostatycznych oddziatywan

odpychajacych pomigdzy czasteczkami biatka.

50mM NaCl + % EtOH pH=4.5

190 L
1,85-:|§ 3 H /

0 2 4 6 8 10
% EtOH (v/v)

Rys. 25. Zmiana promienia hydrodynamicznego Ry czasteczki lizozymu w roztworach

o r6znym stg¢zeniu etanolu po dodaniu 50 mmol/L NaCl.

4.2.Diagram zmian strukturalnych lizozymu w funkcji stezenia

etanolu w roztworze

4.2.1. Zmiany wspotczynnika dvfuzji translacvyjnej. Analiza

procesu agregacji biatka

Pomimo wielu badan in vitro poswigconych procesowi tworzenia amyloidéw,
mechanizm tego procesu na poziomie molekularnym nadal jest stabo poznany. Warunki
tworzenia si¢ amyloidéw zaleza bowiem od réznych czynnikéw fizycznych i

chemicznych takich jak: temperatura, obecnosci rozpuszczalnika organicznego lub soli,
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pH roztworu oraz stezenie biatka. Wszystkie te parametry sa ze soba powiazane.
Szczegétowa analiza procesu agregacji lizozymu w funkcji stgzenia etanolu wykonana
metoda dynamicznego rozpraszania §wiatta pozwolita na wyznaczenie diagramu zmian
strukturalnych.

Na rysunku 26 przedstawiono funkcje korelacji fotonéw wyznaczone w
eksperymencie rozpraszania $wiatla na czasteczkach lizozymu o st¢zeniu c= 20.3mg/ml.
Funkcje korelacji fluktuacji natezenia Swiatta rozproszonego na czasteczkach lizozymu
w wodnym roztworze etanolu o st¢zeniu od 10 % do 30 % dopasowano pojedyncza
funkcja wyktadnicza. Natomiast, wraz ze wzrostem etanolu w roztworze biatka, funkcje
korelacji fotonéw wyznaczone w eksperymencie rozpraszania $wiatta na czasteczkach
lizozymu dopasowano do funkcji dwu - wykladniczej (dla cgon = 40 % (v/v)).
Zarejestrowana w eksperymencie funkcja korelacji fotonéw jest zatem suma dwéch
funkcji korelacji, z ktérych kazda opisuje proces rozpraszania na czasteczek biatka
danego rodzaju. Warto zaznaczy¢, ze $rednia ta jest wazona czastkowym stgzeniem
molekul danego rodzaju oraz ich zdolno$cig rozpraszania $§wiatla. Na podstawie
wyznaczonych w ten sposéb wartosci statych zaniku funkcji korelacji fotondéw

obliczono wartosci wspétczynnika dyfuzji translacyjnej lizozymu (7).
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Rys. 26. Funkcja korelacji fotonéw wyznaczona podczas analizy $wiatta rozproszonego
na czasteczkach lizozymu o stgzeniu 20.3 mg/ml zarejestrowana dla trzech réznych

zawarto$ci etanolu w roztworze.
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Rys. 27. Rozklad czaséw zaniku funkcji korelacji fotonéw zmierzonej podczas analizy
$wiatla rozproszonego na czasteczkach lizozymu o st¢zeniu 20.3 mg/ml zarejestrowana

dla trzech r6znych zawartosci etanolu w roztworze.

Jednocze$nie pokazano rozktad czaséw zaniku funkcji korelacji fotonéw zmierzone]
podczas analizy §wiatla rozproszonego na czasteczkach lizozymu, obliczonych przy
pomocy odwrotnej transformaty Laplace’a (Rys.27).

Na rysunku 27 wyraznie widoczne sa dwa skladniki (dla cgion= 40 %). Pierwszy z nich
to monomer, a drugi to tworzacy si¢ agregat. Udzial drugiego sktadnika zwigkszat si¢
wraz ze wzrostem etanolu w roztworze, natomiast udziat pierwszego sktadnika ulega
zmniejszeniu. Ostatecznie, przy stgzeniu etanolu réwnym cgon = 72% (V/v),
obserwowano tylko jeden sktadnik w rozktadzie czaséw zaniku. Funkcj¢ korelacji
fotonéw zmierzona podczas analizy §wiatta rozproszonego na czasteczkach lizozymu

(agregatach biatkowych) dopasowano do pojedynczej funkcji wyktadnicze;.

58



4. Wyniki i dyskusja
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Rys. 28. Wartos¢ wspodlczynnika dyfuzji dla dwéch rodzajéw czasteczek lizozymu:
monomeréw (kolor czarny) i agregatéw (kolor czerwony) ( stg¢zenie biatka w zakresie
2.05 + 20.30 mg/ml) w etanolu o st¢zeniu zmieniajacym si¢ od 0 + 85 % (v/v). Linia
przerywana okres$la warto$¢ granicznego wspéiczynnika dyfuzji dla lizozymu w

wodnym roztworze Dy=1.02-10° cm?/s.

W  ramach niniejszej pracy, S$ledzono zmiany wspdtczynnika dyfuzji
translacyjnej lizozymu Dr ( przy st¢zeniu biatka zmieniajacym si¢ w zakresie 2.05 +
20.30 mg/ml) w roztworze wodnym etanolu o stgzeniu zmieniajacym si¢ od 0 + 85%
(v/v) (Rys.28). Przy niskim stezeniu etanolu warto$¢ Dr maleje wraz ze wzrostem
stgzenia etanolu. Jednoczesnie pokazano, ze dla niskiego ste¢zenia etanolu w roztworze
warto§¢ wspotczynnika dyfuzji lizozymu jest duzo wigksza od wartosci granicznego

wspotczynnika dyfuzji dla lizozymu w wodnym roztworze D, =1.02-10°cm” /5. Na

przyklad, przy stgzeniu lizozymu réwnym 10.20 mg/ml w roztworze etanolu o st¢zeniu
mniejszym niz 35 % (v/v), wspoéiczynnik dyfuzji badanego bialka zmienia si¢ od
wartosci  2.68-10° do 1.41-10°cm® /s Zwigkszanie ilosci alkoholu w roztworze

biatka wplywa na obnizenie wartosci Dr, do warto$ci mniejszej od Dy,

W rezultacie na podstawie analizy zmierzonych funkcji korelacji fluktuacji
natgzenia $wiatta rozproszonego na czasteczkach lizozymu oraz wspotczynnika dyfuzji
translacyjnej lizozymu mozna wnioskowaé, ze obecno$¢ etanolu wptywa na proces
zmian konformacyjnych bialka. Obserwujemy dwa etapy zmian strukturalnych

lizozymu od formy natywnej (monomeréw) do agregatéw. Obecno$¢ etanolu o stgzeniu
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30% (v/v) [przy stezeniu biatka ¢ = 20.30mg/ml] wptywa na obnizenie oddziatywan
odpychajacych pomigdzy czasteczkami bialka, co pociaga za soba wzrost oddziatywan
pomiegdzy biatkiem a rozpuszczalnikiem rozpoczyna si¢ proces rozplatania tancucha
peptydowego lizozymu. W rezultacie, obserwuje si¢ tworzenie duzych ilo$ci wolnych
przestrzeni wewnatrz biatka, co pozwala na penetracj¢ rozpuszczalnika do
wewngetrznych regionéw czasteczki lizozymu. Ostatecznie prowadzi to do obnizenia
efektywnej hydrofobowosci biatka. Jednocze$nie w wybranych warunkach lizozym
wystgpuje w postaci monomeréw. Jest to pierwszy etap zmian konformacyjnych
lizozymu.

Obecnos¢ coraz to wigkszej liczby czasteczek alkoholu (cgog = 40% (v/v))
wplywa na zmiang ksztattu funkcji korelacji fotonéw zmierzona podczas analizy $wiatta
rozproszonego na czasteczkach lizozymu. Funkcj¢ ta dopasowano do funkcji dwu-
wyktadniczej (5). Otrzymane dwa czasy zaniku funkcji korelacji opisuja proces
rozpraszania $wiatla na dwodch rodzajach czasteczek: monomeréw 1 pierwszych
agregatow biatkowych. Na przyklad warto$¢ wspélczynnika dyfuzji lizozymu w
wodnym roztworze etanolu o st¢zeniu réwnym 65% (v/v) przyjmuje warto$é
D,=7.93-10"cm*/s dla monomeréw oraz D,=2.93-10"cm’/sdla agregatéw.
Obecnos¢ pierwszych agregatow w roztworze biatka, promuje powstanie innych (40 %
(v/v) do 72 % (v/v)). Ponadto wyznaczona eksperymentalnie warto$¢ Dy dla drugiego
agregatow bialkowych maleje wraz ze wzrostem zawartosci alkoholu w roztworze
(Rys.27). Spadek wartos$ci tego parametru wskazuje na wzrost wielko$ci oligomerdw.
Ostatecznie obecno$¢ wigkszej liczby czasteczek alkoholu (cgion = 70%, gdy stgzenie
biatka wynosito 20.30 mg/ml) prowadzi do wzrostu wartosci Dr dla agregatéw
biatkowych (Rys.28) Zatem w wybranych warunkach tworzy si¢ nowa postaé
strukturalna biatka. W oparciu o wyniku uzyskane innymi metodami ( wykorzystujac
barwnik czerwien Kongo) wykazano obecnos¢ agregatow widknistych, powstatych
poprzez ciasne, uporzadkowane uktadanie si¢ molekut biatka, co prowadzi do
utworzenia zwartej struktury. Takie zmiany strukturalne biatka, moga tlumaczy¢
obserwowany wzrost wartosci Dr. Jednoczes$nie pokazano, ze w wybranych warunkach
czasteczki lizozymu wystepuja tylko w postaci agregatéw. Zatem drugi etap zmian
strukturalnych  biatka odpowiada tworzeniu si¢ poczatkowo  oligomeréw
bezpostaciowych, a w konsekwencji agregatow w postaci wydluzonych struktur -

filamentow.
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Podobne zmiany tego parametru zaobserwowali Tanaka i wspdiprac [78].
Zaproponowany model procesu tworzenia uporzadkowanych agregatéw lizozymu (1%
(w/v), 0 + 90% EtOH) obejmowal powstanie slabo zwiazanych klasteréw przy
poczatkowym zwigkszaniu stezenia alkoholu w roztworze biatka. Rozplecenie tancuch
peptydowego czasteczek biatka oraz proces agregacji nastgpuje przy zawartosci etanolu
72 + 81% (v/v). Wyznaczona eksperymentalnie warto$¢ Dy zmienia si¢ od 1 + 5-10°
cm’/s w roztworze etanolu, w przedziale st¢zen 0 + 63%, do wartosci 1 + 5- 107 cm2/s,
gdy procentowa zawarto$¢ etanolu wynosi 72 + 81%. Obserwowany réwniez wzrost
warto$ci Dr w warunkach 90% (v/v) zawarto$ci etanolu tlumaczy si¢ wzajemnym,
chaotycznym splataniem tancuchéw. Warto réwniez zaznaczy¢, ze w wybranych

warunkach obserwowano uporzadkowane agregaty liniowe (wtékna amyloidowe).

504 liozozym 1% (w/v)
o
40 H )
Q 1 @
e 30+
KA
5
=)
T 204
[m]
10 4
i [ J
0 [ J
T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

% EtOH (v/v)

Rys. 29. Warto$§¢ wspétczynnika dyfuzji dla lizozymu (stgzenie biatka 1% (w/v)) w

etanolu o stezeniu zmieniajacym si¢ od 0 + 90 % (v/v) (71).

Na podstawie analizy funkcji korelacji fotonéw zmierzonej podczas analizy
$wiatla rozproszonego na czasteczkach lizozymu o réznym st¢zeniu pokazano, ze
proces tworzenia uporzadkowanych agregatow zalezy od stg¢zenia biatka i czynnika
denaturujacego (Rys.28). Wraz ze wzrostem st¢zenia bialka, a przy stalym stezeniu
etanolu, szybko$¢ agregacji rosnie. Przy niskim st¢zeniu biatka réwnym 2.05 mg/ml
proces agregacji rozpoczyna si¢ po dodaniu etanolu o stezeniu 75% (v/v), natomiast dla
wysokiego stezenia lizozymu (c = 10.20 mg/ml), proces taczenia si¢ monomeréw w
agregaty jest obserwowany juz w 60% (v/v) etanolu. Podobne wyniki uzyskat Arnaudov
i wspolprac. [58]. Na podstawie analizy zmian nat¢zenia $wiatla rozproszonego w

funkcji czasu inkubacji lizozymu w temperaturze 330K w srodowisku o pH 2 pokazano,
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Ze proces agregacji rozpoczal si¢ najszybciej dla najwigkszego stezenia biatka. Ponadto
pokazano, ze za proces tworzenia si¢ agregatow odpowiedzialny jest etapu nukleacji.

W ramach niniejszej pracy analizowano zmiany natgzenia §wiatla rozproszonego
w funkcji stgzenia etanolu dla roztworéw lizozymu (2.05 + 20.30 mg/ml) (Rys.30).
Widag, ze dla catego zakresu stezen biatka warto$¢ natezenia $wiatta rozproszonego na
czasteczkach lizozymu rosnie wolno. Na przyktad od 1.88 dla cgiomg = 60 % (v/v)
etanolu do wartosci 3.54, gdy ilo$¢ etanolu osiagnie poziom 70% (v/v) (stezenie biatka
c= 10.20 mg/ml). Powyzej tej ilosci etanolu w roztworze wzrost nat¢zenia $wiatla
rozproszonego jest silniejszy. Wyznaczona eksperymentalnie warto$¢ natgzenia Swiatla
rozproszonego na czasteczkach lizozymu roztworu w 85% roztworze etanolu wynosita
51.68. Ostatecznie analiza zmian nat¢zenia $wiatla rozproszonego i wspoétczynnika
dyfuzji translacyjnej biatka, uzupelniona badaniami spektrofotometrycznymi z
wykorzystaniem barwnika czerwien Kongo wskazuje na tworzenie nowej postaci
strukturalnej biatka - wydluzonych form (filamentéw) w wysokim stezeniu etanolu
(ceiou > 80% v/v).

Nategzenie $wiatla rozproszonego jest wprost proporcjonalne do st¢zenia, masy
czasteczkowej i czynnika ksztaltu. Im czasteczka jest wigksza tym wigksze jest
nat¢zenie $wiatla przez nia rozpraszanego. Wyrazny wzrost $§wiatla rozproszonego
moze wskazywa¢ o obecnosci duzych obiektow w roztworze takich jak agregaty
biatkowe. Na rysunku 31 i 32 przedstawiono warto$ci nat¢zenia $wiatla
rozproszonego na dwoch rodzajach czasteczek: monomeréw i agregatéw biatkowych
(tzn. catkowitego natg¢zenia wazonego wzgledna amplituda danego sktadnika otrzymana
z analizy funkcji korelacji) w funkcji stgzenia etanolu (st¢zenia biatka od 2.05 do 20.30
mg/ml). Przy niskim stgzeniu etanolu obserwuje si¢ znaczacy wzrost nat¢zenia Swiatta
rozproszonego na monomerach lizozymu. W przypadku agregatéw, zarowno natgzenie
swiatla jak i wspotczynnik dyfuzji zaczelty zmienia€ si¢ znaczaco przy stezeniu etanolu
wigkszym niz 55 % (v/v).

Zauwazono, ze przewazajaca cze$¢ nat¢zenia §wiatla rozproszonego pochodzita
od pierwszego sktadnika, gdy st¢zenie etanolu nie przekraczato 50% (v/v) (poczatkowo
monomerdéw, a pdzniej dimeréw), natomiast od drugiego sktadnika, gdy cgion > 55%

(v/v).
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Rys. 30. Natezenie $wiatta rozproszonego na czasteczkach lizozymu (o stgzeniu w
zakresie 2.05 + 20.30 mg/ml) w etanolu o st¢zeniu zmieniajacym si¢ od 60 + 85%
(v/v).

Podobne zmiany obserwowano w przypadku roztworéw dla lizozymu o
temperaturze 330K, 333K i 338K, 353K w srodowisku o pH 2 + 3 [58]. Warto$¢
natgzenia $wiatla rozproszonego pozostawala poczatkowo stata, a nastgpnie gwattownie
rosta. Obserwowany wzrost nat¢zenia oznaczal rozpoczegcie procesu agregacji biatka.
Pokazano, Zze powstajace w ten sposéb agregaty mialy posta¢ widknista. Widkna
amyloidowe byly réwniez obserwowane w $rodowisku o pH 3,0 w temperaturze 330K
[61].

Istotne zmiany strukturalne obserwowano dla lizozymu o st¢zeniu 20.30mg/ml
gdy procentowa zawarto$¢ etanolu wynosita 75% (v/v). W wybranych warunkach
badany roztwor przechodzit w zel. Fujiwara i wspét. [60] thumacza powstanie zelu jako
obecno$¢ w roztworze widkien w formie ostatecznej - dojrzaltych widkien
amyloidowych. Warto zaznaczy¢, ze dla nizszego st¢zenia biatka, nie obserwowano
procesu zelowania roztworu lizozymu. Podobng zmiang obserwowali Yonezawa i
wspotprac. [59]. Stwierdzili oni taczenie si¢ protofilamentéw w widkna amyloidowe
przy stezeniu biatka 9.7 mg/ml w 90% (v/v) roztworze etanolu. Niestety rowniez w tych
warunkach powstale wtokna nie przechodzity w Zel. Inne badania prowadzone przez
Fujiwarg 1 wspotprac. [60] pokazaty, ze dopiero dodanie soli do roztworu lizozymu w

90% roztworze etanolu (stgzenie biatka wynosito 10.20 mg/ml) przyspiesza proces
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tworzenia zelu. Autorzy cytowanej pracy wykazali réwniez, ze NaCl o stgzeniu
Immol/L. promuje boczne taczenie si¢ protofialmentéw co powoduje powstanie
dojrzatych widkien amyloidowych. Analogiczne zmiany w wilasciwosciach roztworu
obserwowano dla ovalbuminy pod wptywem denaturacji termicznej [79]. Przy
stezeniach biatka 60 g/dm3 il12 g/dm3 w obecnosci soli o stezeniach odpowiednio
3mmol/L oraz 100 mmol/l w temperaturze 351K obserwowano proces zelowania

roztworu ovalbuminy.

2,4
2,2

2,0

(I'Ibu/lml)A1

% EtOH (v/v)

Rys. 31. Zmiany znormalizowanej wartosci nat¢zenia $wiatla rozproszonego na
monomerach lizozymu (st¢zenie 20.30 mg/ml) w etanolu o st¢zeniu zmieniajacym si¢

od 10 + 85% (v/v).

% EtOH (V/v)

Rys. 32. Zmiany znormalizowanej wartosci nat¢zenia $wiatla rozproszonego na
agregatach biatkowych (stgzenie 20.30 mg/ml) w etanolu o st¢Zeniu zmieniajacym si¢
od 30 + 85% (v/v). Powstawanie pierwszych agregatéw obserwowano gdy st¢zenie

etanolu cgop > 30% (V/v).
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W ramach niniejszej pracy wyznaczono udziat dwéch rodzajow czasteczek:
monomeréw i agregatéw lizozymu w procesie rozpraszania §wiatta w roztworach o
zmieniajacym si¢ stezeniu biatka i etanolu. Obliczono st¢zenia etanolu, dla ktérych
udzial monomeréw w procesie rozpraszania §wiatta wynosit 99% i 1% . Na przyktad,
dla roztworu lizozymu o stezeniu réwnym 10mg/ml, udzial monomeréw w procesie
rozpraszania $wiatla wynosit 99% 1 1% przy stezeniu etanolu odpowiednio réwnym
Ceion=35% i cpon=75% v/v . Oznacza to, ze w wodnym roztworze etanolu o st¢zeniu od
0 do 35% (v/v) czasteczki biatka [stezenie lizozymu 10.20mg/ml] wystepuja w postaci
monomeréw. Dalsze zmiany strukturalne monomeréw lizozymu oraz tworzenie sig
agregatow biatka obserwuje si¢ w chwili, gdy st¢zenie alkoholu w roztworze miesci si¢
w zakresie 35% - 75% (v/v). Ostatecznie, gdy stezenie etanolu w roztworze osiaga

poziom wigkszy niz 75% obserwuje si¢ w roztworze tylko agregaty bialka.
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Rys. 33. Udzial monomeréw lizozymu (o stezeniu w zakresie 2.05 + 20.30 mg/ml) w

procesie rozpraszania §wiatta w wodnym roztworze etanolu.
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W oparciu o uzyskane wyniki wykreslono diagram zmian strukturalnych
lizozymu w funkcji st¢zenia etanolu i biatka w roztworze (Rys.34). Krzywa czarna
okresla warunki, dla ktérych udzial monomeréw w procesie rozpraszania $wiatta
wynosit 99%. Natomiast krzywa czerwona przedstawia warunki, dla ktérych udziat

monomeréw w procesie rozpraszania swiatla wynosit 1%.
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Rys. 34. Diagram zmian strukturalnych lizozymu w funkcji st¢zenia etanolu i biatka w

roztworze.

4.2.2. Identvfikacja agregatow witoknistych z wykorzystaniem

barwnika czerwieni Kongo.

W ramach niniejszej pracy wykonano eksperymenty z wykorzystaniem
barwnika czerwieni Kongo, umozliwiajace identyfikacj¢ agregatéw o strukturze
wioknistej (protofilamentéw lub widkien amyloidwych). Z literatury bowiem wiadomo,
ze amyloidy wiaza czerwien Kongo [80]. Wyznaczone eksperymentalnie widma

absorpcji czerwieni Kongo przedstawione sa na Rys. 35.

67



4. Wyniki i dyskusja

491nm

l 492nm

0.7
I A
0.6 4
0.5 4
04
Q
g
£ 03+
(=]
w
2 0.2 4
0.1+
TR
0.0 4
T T T T T T T |
400 450 a00 RED 600 BAO
[nm]
492nm
1B 493nm
0.6 -
0.5 -
© 04
(%]
:
E 0.3
o
w
£ s
1 k
0.0 4
T T T T ¥ T k 1
400 450 500 550 600 650
[nm]

68



4. Wyniki i dyskusja

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

Absorbancja

0.2 H

0.1

0.0

-0.1

/

487nm

¢ 500nm

N—

T
400

25+

20+

Absorbancja
1

0.5

0.0 o

T
450

T T T T T T
500 550 600 650

[nm]

486nm

ll 510nm

400

450

500 850
[nm]

600 650

Rys. 35. Widma absorpcji barwnika czerwieni Kongo w stanie wolnym (kolor czarny) i

w obecnosci agregatéw biatkowych (kolor czerwony). Zawarto$¢ etanolu w roztworze

wynosita (A) — 35%, stezenie biatka c= 8.11 mg/ml; (B) — 70%, ¢ = 8.20 mg/ml; (C)-

75% c = 8.25 mg/ml oraz (D)- 80% (v/v) ¢ = 8.05 mg/ml. Kolorem zéttym oznaczono

widmo dla roztworu lizozymu.
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Na rysunku 35 (A oraz B) nie obserwuje si¢ przesunigcia widma absorpcji
czerwieni Kongo w kierunku fal dtuzszych. Maksimum absorpcji barwnika z stanie
wolnym oraz w obecno$ci agregatow biatkowym praktycznie pokrywaja si¢. Mozna
zatem wnioskowac, ze agregaty bialkowe obecne w roztworze przy stezeniu etanolu nie
przekraczajacym 70% (v/v) sa agregatami o strukturze nieuporzadkowanej
(bezpostaciowej). Powyzej tej ilosci etanolu w roztworze (cgom = 75% (V/V)),
przesunigcie widma absorpcji barwnika jest niewielkie (rys. C). W obecnosci agregatéw
maksimum absorpcji czerwieni Kongo obserwowano dla dlugosci fali A = 500nm (dla
barwnika w stanie wolnym maksimum absorpcji dla A = 487nm) Mozna zatem przyjac,
ze w tych warunkach nastgpuje przejscie z postaci globularnej w posta¢ widknista
biatka. Oznacza to pierwszy etap w procesie tworzenia amyloidéw jako form
widknistych (powstawanie protofilamentéw). Istotne zmiany strukturalne lizozymu
obserwowano w wysokim stgzeniu etanolu (80% (v/v)). Wyrazne przesunigcie
maksimum absorpcji barwnika (dla barwnika niezwigzanego maksimum dla A= 486nm,
w obecnosci agregatéw maksimum dla A= 510 nm) wskazuje na wystgpowanie w tych
warunkach agregatéw o uporzadkowanej strukturze - protofilamentéw ( agregatéw
wioknistych).

Analogiczng analize¢ umozliwiajaca identyfikacje¢ procesu tworzenia amyloidéw
wykonano dla innych biatek [81]. Stabilno$¢ ludzkiego biatka prionowego PrP
zawierajacego tylko jedna domeng obejmujaca reszty aminokwasowe 121-230 badano
w obecnosci 1M chlorku guanidyny. Modyfikacja formy dzikiej tego biatka, poprzez
dodanie mostka dwusiarczkowego taczacego reszty Cys166 i Cys221 lub Cys225 nie
powodowata istotnych zmian strukturalnych prowadzacych do tworzenia witdknistych
agregatow. Dla tych mutacji nie obserwowano przesunigcia maksimum absorpcji
barwnika w kierunku fal dluzszych. Warto podkresli¢, ze w tych warunkach
obserwowano natomiast wzrost stabilno$ci czasteczki biatka w poréwnaniu z forma
dzika . W przypadku tego biatka, obejmujacego dwie domeny - PrP (23-230) obecnosé¢
chlorku guanidyny o stezeniu zmieniajacym si¢ w zakresie 0 < cgannc <2 M
powodowata wyrazne, charakterystyczne przesuni¢cia widma absorpcji barwnika w
kierunku fal dluzszych.

Eksperymenty z wykorzystaniem barwnika czerwieni Kongo pozwolily na

wyznaczenie warunkoéw, w ktorych agregaty biatkowe maja posta¢ protofilamentéw
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lub widkien amyloidowych (analiza obejmowala roztwdr lizozymu o stgzeniu w
zakresie 2.05 + 20.30 mg/ml w etanolu o stezeniu zmieniajacym sig od 0 + 85% (v/v)).
Ostatecznie, na podstawie analizy swiatla rozproszonego oraz widm absorpcji barwnika
czerwieni Kongo, okre$lono réznorodne formy strukturalne lizozymu z bialka jaja
kurzego w wodnych roztworach etanolu. Wyniki te zostaty ujgte w postaci diagramu
fazowego (Rys.36). Pokazano posrednie formy strukturalne, prowadzace do ostateczne;j
postaci — widkna amyloidowego, tj. monomery, agregaty, protofilamenty, widkna
amyloidowe. W wodnym roztworze etanolu, o stezeniu od 0 do 70,1 % (v/v), gdy
stezenie biatka wynosi 2 mg/ml, lizozym wystgpuje w postaci monomeréw. Pokazano,
7ze w wybranych warunkach nastepuje rozplatanie fancucha peptydowego lizozymu oraz
penetracja czasteczek alkoholu do wewngtrznych regionéw czasteczki lizozymu. Proces
agregacji czasteczki biatka rozpoczyna si¢ dopiero dla st¢zenia biatka 2 mg/ml w 70,2
% (v/v) wodnym roztworze etanolu. Przy stezeniach lizozymu w zakresie od 2 mg/ml
do 4 mg/ml oraz w 81% (v/v) etanolu, a takze przy st¢zeniu okoto 10 mg/ml w 69%
roztworze etanolu i przy stezeniu 20 mg/ml w 64% roztworze etanolu, nastgpuje
przejécie z postaci globularnej w posta¢ widknista biatka. Prawdopodobnie jest to
pierwszy etap w procesie tworzenia agregatow widknistych. W wybranych warunkach
powstaja pierwsze protofilamenty. W ostatnim etapie procesu przemian strukturalnych
nastepuje faczenie protofilamentéw w widkna, ktére obserwowano migdzy innymi przy
stezeniu biatka 15 mg/ml w 74% roztworze etanolu.

Pomimo wielu badan in vitro poswigconych procesowi tworzenia amyloidéw,
dotychczas wyznaczony zostal tylko jeden diagram zmian strukturalnych lizozymu.
[59]. R6znorodne formy strukturalne lizozymu tj. monomery, dimery, protofilamety i
wlokna amyloidowe pokazano na podstawie badania zmian wartosci promienia zyracji
czasteczki lizozymu przy stezeniach w zakresie od 2 mg/ml do 10 mg/ml, wywotane
obecno$cia etanolu. Natomiast, wyznaczony w ramach niniejszej pracy diagram,
dotyczy zmian strukturalnych lizozymu, analizowanych w szerszym zakresie stgzen
biatka (od 2 mg/ml do 20 mg/ml). Ponadto, diagram ten zostal wykreslony w oparciu o

wyniki uzyskane ré6znymi uzupelniajacymi si¢ metodami.

71



4. Wyniki i dyskusja

w | B B L

20 ®
18 4 \ Monomery i Agregaty w Protofilamenty
] ® réznych formach Powstawanie
16 | strukturalnych wiékien
] ® amyloidowych
14 - Powstawanie
— protofilamentéw
€ 12+
~
(=)}
€ 10- ) o
e i \ \
O 8+ Zmiany ®
y konformacyjne \
6 monomerow ‘\
4 ] T
2 ——4,/ T T T T T 1 ' I

T v T v
0 30 40 50 60 70 80 90

% ETOH (v/v)

Rys. 36. Diagram fazowy réznorodnych form strukturalnych lizozymu z biatka jaja

kurzego w wodnych roztworach etanolu.

4.3. Zmiany struktury drugorzedowej czasteczki biatka pod

wplywem etanolu

Jak wspomniano wyzej, widkna amyloidowe powstaja w wyniku agregacji
biatek po ich wstepnej czgsciowej denaturacji, pod wptywem ktérej pojawiaja si¢ formy
posrednie biatka w postaci czgsciowo rozplecionego tancucha polipeptydowego.
Otwartym pozostaje natomiast pytanie, jaka jest forma strukturalna stanéw posrednich
biatka w procesie tworzenia wysoko uporzadkowanych agregatéw. Odpowiedzi
poszukiwano na podstawie analizy zmian struktury drugorzedowej czasteczki lizozymu

pod wplywem etanolu, wykorzystujac w tym celu spektroskopig dichroizmu kotowego.
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Na rysunku 37 przedstawiono widma CD z zakresu dalekiego UV dla lizozymu
w roztworze etanolu o st¢zeniu zmieniajacym si¢ od 0 + 85% (v/v). Stezenie biatka

zmienialo si¢ w zakresie od 2.01 do 8.19 mg/ml.
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Rys. 37. Widma CD z zakresu dalekiego UV dla lizozymu o stezeniu (A) — 2.01
mg/ml; (B) — 4.13 mg/ml; (C) — 6.20 mg/ml; (D) — 8.19 mg/ml, w wodnych roztworach

etanolu.

Przy niskim stgzenia etanolu ( 0 = 35% v/v) obserwowano ujemny efekt Cottona
dla fali o dlugosci 208 nm i 222 nm. Wynika z tego, ze dominujaca struktura
drugorzedowa lizozymu w tych warunkach eksperymentalnych jest helisa a. Obecnosé¢
coraz wigkszej liczby czasteczek etanolu (cgop < 70% v/v) powoduje zwigkszenie
warto$ci miniméw. Oznacza to, ze udzial helisa o w strukturze drugorzedowej ro$nie
wraz ze wzrostem st¢zenia etanolu. Gdy st¢zenie etanolu w roztworze osiaga 75%
ujemy efekt Cottona dla fali o dtugosci 222 nm staje si¢ coraz mniej intensywny, az

praktycznie  zanika (cgom = 80% v/v). Ponadto obserwuje si¢  przesuniecie
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batochromowe drugiego minimum (od A = 208 nm w 55% EtOH do A = 215 nm w 80%
EtOH, przy niskim st¢zeniu biatka (2.01 + 4.13mg/ml) Iub w 75% EtOH w wysokim
stezeniu lizozymu (6 + 8 mg/ml)). W przypadku gdy steZzenie etanolu w roztworze
osiagneto poziom 85%, niezaleznie od stezenia biatka, obserwowano wyrazna zmiang w
widmie CD. Na widmie pojawia si¢ jedno wyrazne minimum dla fali o dlugosci 215
nm. Wskazuje to, ze dominujaca struktura drugorzgdowa lizozymu staje si¢ struktura 3
[82]. W oparciu o wyniki uzyskane innymi metodami mozna przyjac, ze przy stezeniu
etanolu okoto 85% rozpoczyna si¢ proces tworzenia protofilamentéw poprzez liniowe
faczenie si¢ struktur .

Wigcej informacji na temat oddziatywania etanolu z czasteczka lizozymu niesie
analiza iloSciowa widm CD. Za pomoca algorytmu obliczeniowego CONTIN
dostgpnego on - line na serwerze obliczeniowym Dichroweb, [83] oszacowano
zawarto$¢ poszczegdlnych typéw struktury drugorzedowej w czasteczce lizozymu, w
roztworach o zmieniajacym sig st¢zeniu biatka i etanolu.

Rysunek 38 przedstawia reprezentacj¢ graficzng wynikéw analizy widm CD lizozymu
w roztworze zawierajacym biatko o st¢zeniu réwnym 2.01mg/ml w 55% EtOH. W tym
przypadku parametr dopasowania wynosit NRMSD = 0.035, natomiast obliczony
procentowy udziat struktur drugorzedowych w strukturze przestrzennej lizozymu

wynosi: o =26% ; B 24,6%.
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Rys. 38. Dopasowanie krzywej teoretycznej CD do widma eksperymentalnego z
zastosowaniem algorytmu CONTIN (lizozym o stezeniu ¢ = 2.01mg/ml w roztworze

wodnym 55%EtOH).
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Na podstawie analizy ilosciowej widma CD dla lizozymu w formie natywnej, w
wodzie pokazano, ze stan funkcjonalny biatka zawiera 40,4% helis o oraz 14,1%
struktur . Podobne wyniki udzialu procentowego poszczegdlnych struktur
drugorz¢gdowych w strukturze przestrzennej lizozymu uzyskano na podstawie analizy
dyfrakcji promieniowania X (a=41%; p=10%) [84].

W ramach niniejszej pracy wyznaczono zmiang udziatu poszczegélnych struktur
drugorzgdowych w czasteczce lizozymu, prowadzac badania w roztworach
zawierajacych biatko o stezeniu (( 2.01 + 6.20 ) mg/ml oraz przy zmieniajacej si¢ ilosci
etanolu. Na podstawie analizy widm CD pokazano, ze dla stgzenia lizozymu 2.01
mg/ml w 35% (v/v) wodnym roztworze etanolu, a-helisy zachowuja swoja strukture.
Jednocze$nie, na podstawie badan prowadzonych za pomoca metod dynamicznego
rozpraszania §wiatta wykazano, ze w niskim st¢zeniu etanolu (cgou < 35% (v/Vv))
zmiany strukturalne lizozymu dotycza naruszenia otoczki hydratacyjnej a molekuty
biatka wystepuja w postaci monomeréw. Mozna zatem przyjacé, ze przy stgzeniu
lizozymu 2 mg/ml, stgzenie etanolu 0 + 35% (v/v) nie wywoluje istotnych zmian
strukturalnych w obrgbie domeny a w czasteczce biatka. Zmiany konformacyjne moga
by¢ natomiast zwigzane z rozplataniem pierwotnej domeny . Udziat struktury B w
strukturze przestrzennej lizozymu, w wybranych warunkach, wynosit 9.7 %. Proces
denaturacji lizozymu pod wptywem etanolu byl réwniez analizowany w trakcie badan
neutronograficznych [85]. Na podstawie analizy krysztatow lizozymu nasaczonych w
25% EtOH wskazano trzy miejsca wiazania etanolu na powierzchni biatka
charakteryzujace si¢ duzym powinowactwem oraz szereg innych miejsc, gdzie wigzanie
si¢ molekut rozpuszczalnika bylo duzo stabsze. Jednocze$nie, nie wskazano zadnych
istotnych zmian w strukturze trzeciorzedowej biatka. Badania te wskazuja, ze proces
denaturacji biatka wynika gléwnie z naruszenia struktury otoczki hydratacyjne;j.
Podobny model zostal zaproponowany na podstawie analizy struktury krysztaléw
otrzymanych w 20% roztworze etanolu [86]. Ostatecznie mozna wnioskowa¢, ze dla
stgzenia etanolu < 35%, przy st¢zeniu biatka 2.01 mg/ml obserwuje si¢ wiazanie
molekul etanolu na powierzchni biatka, powodujace stopniowe niszczenie otoczki
hydratacyjnej bez zmian w cato$ciowej konformacji biatka. Wraz ze wzrostem stgzenia
etanolu w roztworze (cgion > 35% V/v) nastgpuje zaburzenie struktury drugorzgdowe;j
obserwowane w postaci rozplatania domeny 3. Ponadto, w pierwszym obserwowanym
stanie posrednim biatka prowadzacym do tworzenia form widknistych domena a jest

stabilna i zachowuje swoja strukturg przestrzenng. Warto zaznaczy¢, ze potwierdzona w
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analizie ilosciowej zmniejszona stabilno§¢ domeny [ jest zgodna z modelem
zaproponowanym przez Bootha i wspétpracownikow, ktérzy taczyli mniejsza stabilno$é

domeny P z procesem tworzenia wtokien amyloidowych [18].
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Rys. 39. Udziat struktury B ( roztwory lizozymu o st¢zeniu (2.01 + 6.20) mg/ml).

Przy stezeniu etanolu w zakresie od 35% do 55% (v/v) obserwowane zmiany w
widmie CD wskazuja na spadek zwarto$ci helis a w strukturze przestrzennej lizozymu
w stosunku do formy natywnej. Z literatury wiadomo [21], ze fragment tancucha
polipeptydowego lizozymu zawierajacy reszty od 49 do 101 jest najbardziej
amyloidogennym fragmentem lizozymu. Ta cze$¢ obejmuje domeng P i helisg¢ C.
Ponadto, na podstawie analizy komputerowej, prowadzonej w oparciu o metody
mechaniki statystycznej i analizy empirycznej pokazano [87], ze helisa C jest najmniej
stabilna struktura heliakalng sposréd wszystkich czterech helis tworzacych domeng o

lizozymu.
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Domena B

Struktury B

N-koniec

Domena a

C-koniec

Rys. 40. Struktura lizozymu z biatka jaja kurzego [ wg. 132L.pdb.]
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Rys. 41. Zmiana udziatu helisy a (roztworu lizozymu o stgzeniu (2.01 + 6.20) mg/ml).
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Na podstawie opisanych powyzej badan mozna wnioskowaé, ze w roztworach o
zawarto$ci etanolu 35% =+ 55% (v/v) nastgpuje kolejne lokalne rozplatanie tancucha.
Obejmuje ono prawdopodobnie helisg C.

Zmiany w widmie CD roztworéw lizozymu byty rdwniez obserwowane przy
zawartos$ci etanolu 55% =+ 70%. Pogtebienie miniméw przy A = 208 nm oraz A = 222
nm, sugerujace wzrost zawartosci helisy o, zostato potwierdzone w analizie ilo§ciowej z
wykorzystaniem programu CONTIN (Rys.41). Oznacza to prawdopodobnie tworzenie
nowych nie - natywnych struktur heliakalnych. Warto zaznaczy¢, ze dla niskiego
stezenia lizozymu w roztworze (2.01 + 4.13 mg/ml) ujemny efekt Cottona ro$nie wraz
ze wzrostem zawarto$ci etanolu az do cgiopg = 75% (v/v), natomiast w tych warunkach
zwigkszenie st¢zenia biatka (6.20 + 8.19 mg/ml) powoduje zanikanie dwéch miniméw i
powstanie jednego dla dlugosci fali 215 nm. Ostatecznie w wysokim st¢zeniu etanolu
(ceon = 85% (v/v) obserwowano tworzenie struktur B (elementéw strukturalnych
wlokien amyloidowch). Ponadto, powstate zmiany w widmie sugeruja, Ze stezenie
biatka ma istotne znaczenie na szybko$¢ procesu agregacji uporzadkowane;j.

Istotne zmiany strukturalne obserwowano rowniez w obecnosci czasteczek
metanolu oraz trifluoroetanolu. Badania pokazaly, Ze obecnos$¢ metanolu moze
wplywac na proces przejscia migdzy dwoma stanami: natywnym i denaturowanym [28].
W wysokim stezeniu metanolu (60% (v/v)) obserwowano znaczny wzrost zawartosci
struktury heliakalnej. Ponadto z analizy oddzialywania czasteczek lizozymu z
trifluoroetanolem wynika, ze obserwowane zmiany w konformacji biatka sa podobne do
obserwowanych w wodnym roztworze etanolu [30]. Nie obserwowano natomiast
przejscia helisy a w strukture f.

Istotny wzrost zawartosci struktur helikalnych w procesie rozplatania fancucha
lizozymu pokazano réwniez w analizie komputerowej z wykorzystaniem metod
dynamiki molekularnej. Zgodnie z modelem zaproponowanym przez Kazmirskiego i
wspolprac. obserwowany efekt wyjasniono jako tworzenie nowych nie natywnych form
heliakalnych [87]. Powstanie dwodch  krétkich — helis, obejmujacych reszty
aminokwasowe od 72 do76 oraz od 80 do 85, zwiazane bylo z zwigkszeniem
stabilno$ci formy posredniej poprzez tworzenie hydrofobowych kontaktéw z innymi
fragmentami biatka. Obserwowano jednocze$nie trzecia, krdotka nie natywna helisg
utworzong z reszt 50-56 (dwéch fragmentéw struktury f w formie natywnej) fancucha,

umiejscowiong na powierzchni biatka.
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Uzyskane wyniki potwierdzaja hipotez¢ na temat mniejszej stabilnosci domeny
B w stosunku do pozostalej czgsci biatka, z ktorej to w kolejnych przemianach
strukturalnych tworza si¢ nie natywne nowe formy heliakalne. Analogiczne wyniki
uzyskano réwniez, analizujac forme¢ dzika lizozymu ludzkiego i dwie mutacje tego
biatka (Ile56Thr oraz Asp67His) majace zdolnos¢ tworzenia amyloidow [25]. Autorzy
cytowanej pracy wykazali, ze dwie amyloidogenne formy lizozymu ludzkiego sa
bardziej wrazliwe na zmiany konformacyjne w obrgbie domeny § w stosunku do formy
dzikiej.

Zmiany w widmie CD w zakresie dalekiego UV w wodnym roztworze etanolu
(85% (v/v)), przy dowolnym stezeniu lizozymu wskazuja, ze tworza si¢ nowe struktury
B (szeroki ujemny efekt Cottona przy A = 215nm). Oznacza to, ze nowa postaé
strukturalna biatka tworzy si¢ poprzez liniowe taczenie si¢ struktur B. Mozemy zatem
przyja¢, ze w tych warunkach eksperymentalnych tworza si¢ protofilamenty za
posrednictwem wczesniej utworzonych struktur B, oraz nastgpuje taczenie si¢ tych
podjednostek w wtokna amyloidowe.

Wysoko uporzadkowane struktury w postaci ztogéw amyloidowych powstaja
rowniez pod wptywem obecnos$ci innych czasteczek organicznych, jak chlorowodorek
guanidyny [88, 89], melatonina oraz p-benzochinon [62]. Wykazano, Ze obecnos¢
chlorowodorku guanidyny o stezeniu 2 + 3 mol-L™' powoduje czeéciowe rozplecenie
fancucha polipeptydowego. Badania te potwierdzaja, ze stan czgsciowej denaturacji
biatka moze przy$pieszy¢ proces tworzenia amyloidéw. Zauwazono, ze obecno$¢ form
posrednich wplywa na szybko$¢ tworzenia struktur widknistych na drodze takiego
samego procesu jak mutacja biatka [88].

Wigcej informacji na temat oddzialywania etanolu z czasteczkami lizozymu
niesie widmo CD w zakresie bliskiego UV (260 nm + 320 nm) (Rys.42). W niskim
stgzeniu biatka (2.01 mg/ml) obserwujemy maksimum przy A = 288 nm, gdy
procentowa zawarto$¢ etanolu wynosi do 75% (v/v). Natomiast, obecno$¢ biatka o
stgzeniu w zakresie od 4.13 mg/ml do 8.19 mg/ml powoduje zanik maksimum przy
stezeniu etanolu przekraczajacym 70% (v/v).

W przypadku gdy st¢zenie etanolu w roztworze osiagngto poziom 85% (v/v) [ stgzenie
biatka 2.0l + 4.13 mg/ml] oraz 80% (v/v) [stezenie lizozymu 6.20 + 8.19 mg/ml] na
widmie CD wystegpuje szerokie minimum przy A = 280nm. Obserwowana zmiana w

widmie CD oznacza zniszczenie struktury trzeciorzgdowej. Podobne zmiany
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strukturalne widoczne bytym rowniez pod wplywem takich czynnikéw jak: temperatura
[21], pH [90, 61], trifluoroetanol [90], NaCl [91].

Ostatecznie analiza jakosciowa i ilosciowa widm CD w zakresie dalekiego i
bliskiego UV (dla lizozymu o stgzeniu w zakresie od 2.01 mg/ml do 8.19 mg/ml w
wodnym roztworze etanolu o stezeniu zmieniajacym si¢ od 0% do 85% (v/v))
pozwolita na wyszczegdlnienie form posrednich biatka w procesie przemian
strukturalnych prowadzacych do tworzenia zlogéw amyloidowych (Rys.43). W
wodnym roztworze etanolu, o stgzeniu od 0 do 35% (v/v) pierwsza postac strukturalna
tworzy si¢ poprzez wiazanie si¢ molekul etanolu na powierzchni biatka, powodujac
stopniowe niszczenie otoczki hydratacyjnej bez niszczenia calo$ciowej konformacji
lizozymu. W kolejnej formie posredniej obserwowanej w procesie tworzenia zlogdéw
amyloidowych nastgpuje rozplatanie mniej stabilnej domeny [, natomiast domena o
prawdopodobnie zachowuje swoja strukturg przestrzenna. Proces ten rozpoczyna sig
przy stezeniu lizozymu 2 mg/ml gdy ilo$¢ etanolu osiagneta poziom okoto 35% (v/v).
Przy stezeniach etanolu w zakresie od 35% do 55% (v/v) nastgpuje zaburzenie

struktury domeny a prawdopodobnie poprzez rozplatanie najmniej stabilnej helisy C.
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Rys. 42. Widma CD z zakresu bliskiego UV dla lizozymu o st¢zeniu (A) — 2.01
mg/ml; (B) — 4.13 mg/ml; (C) — 6.20 mg/ml; (D) — 8.19 mg/ml, w wodnych roztworach

etanolu.
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Kolejna forma posrednia obserwowana w procesie tworzenia amyloidéw charakteryzuje
si¢ obecnoscig nowych nie natywnych form heliakalnych. Tworza si¢ one w chwili, gdy
ilos¢ alkoholu w roztworze biatka wynosita 55% - 75% (v/v). W ostatnim etapie
procesu przemian strukturalnych, gdy procentowa zawarto$¢ etanolu wynosi 85%,
obserwowano tworzenie si¢ nowych struktur B. Mozna zatem przyjaé, ze w tych
warunkach obserwowana jest forma posrednia, z ktérej powstaja pierwsze
protofilamenty poprzez liniowe laczenie si¢ struktur B, a te z kolei tworza widkna

amyloidowe.

spadek procentowej
zawartosci helisy o

35% - 55%
Zaburzenie struktury
domeny o

h
43

% - 75%

Wazrost zawartosci

85% struktur B

Tworzenie
protofilamentow i
wickien
amyloidowych

Rys. 43. Schemat zmian strukturalnych lizozymu (c = 2.01 mg/ml) w funkcji stgzenia

etanolu w roztworze. Podstawg¢ do opracowania tego schematu byta analiza widm CD.
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4.4. Wtasciwosci reologiczne roztworow lizozymu

Badanie zmian konformacyjnych bialek =z  zastosowaniem metod
rozproszeniowych oraz spektroskopii zostaly uzupetnione o badania reologiczne.
Badania te pozwolily na analiz¢ oddziatywan biatko — rozpuszczalnik. Z literatury
bowiem wiadomo [72], ze wzrost lepkosci koloidu moze wskazywaé¢ na proces
denaturacji biatka lub proces powstawania agregatéw biatkowych. Ansami i wspétprac.
pokazali, ze rozpuszczalnik o niskiej warto$ci lepkosci nie wpltywa na zmiany
konformacyjne mioglobiny [92]. Autorzy cytowanej pracy wykazali réwniez, ze
szybko$¢ zmian strukturalnych tego biatka zalezy odwrotnie proporcjonalnie do
pierwszej potggi lepkosci rozpuszczalnika. Dominujacym czynnikiem powodujacym
wyrazny spadek szybkosci zmian strukturalnych mioglobiny w niskiej temperaturze
(mniejszej od 200K) jest obecno$¢ wodnego roztworu glicerolu o duzej lepkosci
(powyzej 107 cP).

Zmiany lepkosci roztworu biatka w funkcji st¢zenia etanolu przedstawione sg na
rysunkach 44 oraz 45. Mozna zauwazy¢, ze w calym zakresie analizowanych stgzen
biatka, warto$¢ lepkosci lizozymu rosnie wolno do momentu gdy st¢zenie etanolu
osiagnie poziom 60% (v/v). Powyzej tej ilosci etanolu w roztworze wzrost lepkosci jest
znacznie silniejszy. Wyznaczona eksperymentalnie wartos¢ lepkosci roztworu lizozymu
o stezeniu réwnym 20.99 mg/ml rosnie od wartosci n = 3.51cP ( dla stezenia etanolu
ceiog = 61.1% v/v) do warto$ci n = 53.15cP (dla stezenia etanolu cgon = 75.5% v/v),
osiagajac plateau. Warto zaznaczy¢, ze podobne zmiany obserwowano dla lizozymu o
mniejszym stezeniu (10 mg/ml) w wysokim stezeniu etanolu i po dodaniu soli

(15mmol/L NaCl) (Rys.46).
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Rys. 44. Zmiana wartosci lepkosci roztwory lizozymu w funkcji st¢zenia etanolu w

roztworze w zakresie od 0 + 60% (v/v) dla czterech r6znych stgzen biatka
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Rys. 45. Zmiana wartosci lepko$ci roztwory lizozymu w funkcji st¢zenia etanolu w

roztworze w zakresie od 60 + 85% (v/v) dla czterech réznych st¢zen biatka.
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Analogiczne zmiany obserwowano dla wartosci promienia Zyracji czasteczki
lizozymu (w 90% v/v EtOH) w funkcji czasu inkubacji wywotane obecnos$cia soli [60].
Mozna przyjaé, ze wystgpowanie plateau moze si¢ wigza¢ z tworzeniem w tych
warunkach stabilnych form strukturalnych biatka pomimo zwigkszania ilosci alkoholu
w roztworze. Obserwowane zmiany lepkosci lizozymu w funkcji stezenia soli pokazuja,
7ze obecno$¢ NaCl modyfikuje oddzialywania intermolekularne czasteczek biatka.
Mozna przyjac, ze wraz ze wzrostem soli poczatkowo ostabieniu ulegaja oddzialywania
o charakterze odpychajacym, a nastgpnie wzrastaja systematycznie oddziatywania

przyciagajace.

60-: ® OmM NaCl
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Rys. 46. Zmiana wartosci lepkosci roztwory lizozymu w funkcji st¢zenia etanolu w
roztworze w zakresie od 60 + 85% (v/v) dla biatka o stezeniu 10 mg/ml i czterech

réznych stezen soli obecnych w roztworze.
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Inne badania pokazaty, ze w roztworach lizozymu zawierajacych co najmniej
500mmol/L. NaCl wystgpuje catkowite ekranowanie elektrostatyczne — dominuja
oddzialywania van der Waalsa [93]. Ponadto zauwazono, zZe te procesy zaleza od
rodzaju jonéw obecnych w roztworze [94].

Na podstawie wykreslonego diagramu fazowego rdéznorodnych form strukturalnych
lizozymu (Rys.36), biatko to (c=10mg/ml) w 85% wystepuje w postaci agregatéw
wioknistych. Ponadto, w wybranych warunkach, nie obserwowano fazy plateau w
zaleznosci lepkosci roztworéw lizozymu w funkcji stgzenia etanolu. Roztwory te
réwniez nie przechodzity w zel. Wynika z tego, ze agregaty widkniste lizozymu o
stezeniu 10mg/ml w 85% etanolu nie sa forma ostateczng — nie sa to widkna dojrzate.
Natomiast, dodanie soli w tych warunkach eksperymentalnych powodowato powstanie
zelu. Tabela 3 przedstawia warunki, w ktérych obserwowano proces zelowania
roztworu lizozymu o stgzeniu réwnym 10.20mg/ml. W tych warunkach powstaja
prawdopodobnie dojrzale widkna amyloidowe. Powstawanie zelu jest zwiazane z
zmiang oddzialywan elektrostatycznych pomigdzy wiéknami. Dodawanie soli powoduje
zmniejszenie oddzialywan odpychajacych w wyniku elektrostatycznego efektu
ekranowania tadunkéw na powierzchni widkien. Zwigksza si¢ prawdopodobienstwo
Iaczenia widkien. Fujiwara i wspdlprac. [60] pokazali, ze dodawanie NaCl do lizozymu

w 90% wodnym roztworze etanolu przyspiesza proces tworzenia zelu.

Tabela. 3. Warunki, w ktérych obserwowano proces zelowania roztworu lizozymu o

stezeniu rownym 10.20mg/ml w funkcji stgzenia etanolu i soli w roztworze.

L.P Stezenie Stezenie etanolu %
iv)
NaCl (mmol/L)
1. 1 85%
2. 5 85%
3. 10 80%
4, 15 75%
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Zauwazyli oni, ze dodanie 0,3mM NaCl w temperaturze 20°C powoduje powstanie zelu
po 6 godzinach, natomiast w temperaturze 10°C — po 3 dniach inkubacji. Podobne
wyniki uzyskat Goda i wspdlprac. [91]. Wyznaczone eksperymentalnie widma CD
wykazaly, ze proces tworzenia zelu jest odwracalny. Na podstawie analizy zmian
reologicznych lizozymu w roztworach etanolu i wspomnianych wynikéw badan
przeprowadzonych przez inne os$rodki badawcze mozna wnioskowac, Zze warunki
powstawania lepkiego roztworu zawierajacego czg$ciowo denaturowane biatko sa
podobne jak w procesie powstawania osadu. Ponadto, szczegélowa analiza pokazata, ze
w tych warunkach warto$¢ lepkosci silnie zalezy od zmiany stgzenia soli.

Z analizy zmian wlasciwos$ci reologicznych czasteczek lizozymu pod wplywem
etanolu, wynika Ze dla niskiego stezenia alkoholu w roztworze obserwowano nie tylko
niewielkie zmiany lepkosci koloidu ale réwniez wykazano, ze wyznaczone

eksperymentalnie krzywe ptynigcia roztworu wodnego lizozymu sa liniami prostymi.

naprezenie scinajace [dynes/cmz]

e
0 50 100 150 200 250 300 350 400

szybkos¢é scinania [s™]

Rys. 47. Zmiany naprezenia $cinajacego w funkcji szybkos$ci $cinania dla cieczy
idealnej spetniajacej prawo Newtona (dla biatka o st¢zeniu rownym 8.24 mg/ml w 10%

EtOH).
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Tego typu zmiany naprgzenia Scinajacego w funkcji szybko$ci $cinania wskazuja na
zachowanie si¢ badanego koloidu jako cieczy idealnej spetniajacej prawo Newtona
(Rys.47). Oznacza to, ze wartos¢ lepkosci w roztworze o danym stgzeniu etanolu jest
stala 1 nie zalezy od szybkodci $cinania. Natomiast wyznaczone eksperymentalnie
zalezno$ci napr¢zenia $cinajacego oraz lepkosci lizozymu od szybko$ci $cinania w
wysokim stgzeniu etanolu (Rys.48) r6znia si¢ drastycznie od tych, ktére uzyskano dla
biatka w nizszych stezeniach alkoholu. Obserwujemy typowy nienewtonowski -
pseudoplastyczny charakter przepltywu badanej cieczy. Drastyczny spadek lepkosci oraz
nieliniowa zalezno$§¢ naprgzenia $cinajacego od szybko$ci $cinania wskazuje na
rozcienczenie roztworu pod wpltywem $cinania. Proces ten moze by¢ wywotany
reorientacja uktadéw molekularnych w warunkach ptynigcia cieczy, polegajaca migdzy
innymi na rozplataniu i ustawieniu tancuchéw molekularnych réwnolegle do dzialajacej

sity.
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Rys. 48. Zaleznos¢ lepkosci roztworu lizozymu o stgzeniu réwnym 8.24 mg/ml w 85%
wodnym roztworze etanolu. Obserwujemy typowy nienewtonowski — pseudoplastyczny

charakter przeptywu badanego koloidu.
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Podobny przeptyw czasteczek obserwuje si¢ rowniez w obecno$ci innych
zwiazkéw  organicznych. Pseudoplstyczny charakter przeptywu biatka w
czterometylomoczniku [95] moze wskazywa¢ na obecno$¢ wydluzonych form
strukturalnych zdolnych do orientacji w kierunku przeptywu. W niskim stgzeniu
rozpuszczalnika molekuly zwiazku organicznego sa w zasadzie rozproszone w postaci
mikrodomen. Gdy stgzenie rozpuszczalnika ro$nie, mikrodomeny lacza si¢ w wigksze
jednostki, powodujac wzrost stabilnosci wewnatrz utworzonych domen. Rysunek 49
przedstawia diagram zmian strukturalnych lizozymu w funkcji stgzenia etanolu i soli w
roztworze. Pokazano, w jakich warunkach eksperymentalnych nastepuje przejécie z
przeptywu newtonowskiego badanego koloidu do przeptywu pseudoplastycznego.

Zmiany lepko$ci roztworu lizozymu wywolane czynnikami fizycznymi i
chemicznymi badano eksperymentalnie [96-99], jak réwniez w oparciu o analizg
komputerowa [100]. Z analizy komputerowej zmian lepko$ci granicznej wynika, ze
parametr ten silnie zalezy od poziomu hydratacji biatka. Wykazano, Ze teoretyczna
warto$§¢ lepkosci granicznej odpowiada warto$ci eksperymentalnej, gdy poziom
hydratacji molekul lizozymu wynosit (0.3 — 0.4)g wody na gram biatka (grubosci
otoczki hydratacyjnej jest réwna 0.9 A). Obliczona wartosé lepkosci granicznej
wynosita 2.99 [cm3/g]. Natomiast, wyznaczona eksperymentalnie warto$¢ tego
parametru dla natywnego lizozymu z jaja kurzego zmienia si¢ w zakresie od 2.66
[cmS/g] [98] (w temperaturze 298K) do wartosci 2.84 [cmS/g] [102]. W przypadku
lizozymu w formie zdenaturowanej obserwowano znaczny wzrost lepkosci graniczne;j
do wartosci 18.4 [cmS/g] (w obecnosci chlorowodorku guanidyny o stezeniu 6M w
temperaturze 298K) [97].

Rysunek 50 przedstawia zmiany lepkosci granicznej wodnego roztworu
lizozymu w funkcji stgzenia wodnego roztworu etanolu [101].  Wyznaczona
eksperymentalnie warto$¢ lepkosci granicznej lizozymu w roztworze wodnym wynosi
2.69 [cm3/g]. Warto$¢ ta jest zgodna z danymi literaturowymi: 2,66 cm3/g [98], 2,7
cm’/g [97], 2,84 cm’/g [102]. Obserwowano systematyczny wzrost lepkosci granicznej.
Zmiany tego parametru w funkcji st¢zenia etanolu w roztworze moga by¢ opisane
dwoma funkcjami sigmoidalnymi, ktérych plateau wystgpuje dla wartosci [n] rownych
2.69 [cm’/g], 5.56 [cm’/g] oraz 8.62 [cm’/g]. Podobny sigmoidalny przebieg zmian
lepkosci granicznej obserwowano w warunkach denaturacji termicznej rybonukleazy

[103].
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Rys. 49. Diagram zmian strukturalnych lizozymu w funkcji st¢zenia etanolu i soli w

roztworze. Wykresy przedstawiaja warunki, w ktorych nastgpuje przejscie z przeptywu

newtonowskiego badanego koloidu do przeptywu pseudoplastycznego.
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Rys. 50. Lepko$¢ graniczna roztworéw lizozymu w funkcji st¢zenia etanolu (0 + 85%

(VIv)).

Na podstawie analizy uzyskanych danych (Rys.50) mozna wnioskowa¢, ze
obecno$¢ etanolu wplywa na proces zmian strukturalnych badanego biatka.
Obserwujemy dwa etapy zmian konformacyjnych lizozymu od formy natywnej do
agregatow. W wodnym roztworze etanolu o stgzeniu od 0 do 55% (v/v) obserwowany
jest wzrost lepkosci granicznej. Pokazano jednoczesnie, ze roztwoér lizozymu zachowuje
si¢ jak ciecz newtonowska. Mozna wnioskowa¢, ze w pierwszym etapie przemian
strukturalnych, lizozym wystgpuje w postaci monomeréw, a zmiany dotycza otoczki
hydratacyjnej. Drugi wyrazny wzrost wartosci lepko$ci granicznej obserwowano w
wodnych roztworach etanolu o st¢Zeniu zmieniajacym si¢ od 55% (v/v) (drugie plateau)
do 85% (v/v) (trzecie plateau). Jest to drugi etap zmian konformacyjnych biatka,
odpowiadajacy tworzeniu si¢ agregatow w postaci wydluzonych struktur - filamentéw.
Warto zaznaczy¢, ze nowa posta¢ strukturalna biatka tworzy si¢ w warunkach w
ktérych  nastgpuje zmiana charakteru przeptywu badanego biatka z przyptywu
newtonowskiego do przeptywu pseudoplastycznego. Ponadto w ostatnim etapie procesu
przemian strukturalnych nie obserwowano catkowitej denaturacji lizozymu. Wniosek

ten wynika z wyznaczonej przez Tanforda i wspotprac. empirycznej formutly
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pozwalajacej obliczy¢ warto$¢ lepkosci granicznej roztworéw biatka catkowicie

denaturowanego, majacego postac statystycznego kiebka [74]:
[7]=0.716-n (17)

we wzorze tym n - oznacza liczbe reszt aminokwasowych w tancuchu polipeptydowym.
Na podstawie powyzszej formuly lepko$¢ graniczna lizozymu z jaja kurzego
zbudowanego z 129 reszt aminokwasowych w warunkach catkowitej denaturacji
powinna wynosi¢ 18.85 cm’/g. Jest ona zgodna z wartoscia eksperymentalna réwna
18.4 cm3/g wyznaczong dla lizozymu w 6 M chlorowodorku guanidyny [97]. Warto
rowniez zaznaczy¢, ze w warunkach catkowitej denaturacji przeptyw roztworu
lizozymu miat charakter newtonowski.

Wigcej informacji na temat zmian strukturalnych lizozymu wywotanych
obecnoscia etanolu w roztworze niesie analiza zmian gegstosci witasciwej koloidu w
funkcji stezenia etanolu (Rys. 51). Wplyw na warto$¢ gestosci wtasciwej biatka ma: a)
obje¢tos¢ molekuty wynikajaca z oddziatywan van der Waalsa - v.; b) obecno$¢ pustych
przestrzeni w biatku wystgpujace z powodu niedoskonatego upakowania atoméw w
czasteczce - Vgy Oraz c¢) zmiana objgtosci czasteczki biatka wywolana procesem
hydratacji lub solwatacji — Asqiyv [75]. Obserwowane zmiany warto$ci tego parametru
wywolane obecnoscig alkoholu o st¢zeniu w przedziale od 0 — 85% v/v moga by¢
wytlumaczone zmiang dwdch czynnikdw: ve,y oraz Agv, poniewaz zmiana warto$ci
czynnika v, nie zalezy od zmian konformacyjnych biatka.

Wyznaczona w ramach tej pracy warto$¢ gegstosci wiasciwej zmienia si¢ od
0,7126 [cm3/g], przy braku etanolu, do wartosci 0,7159 [cm3/g], gdy stezenie etanolu
wynosi 6,42% (v/v). Zatem srednia wartos¢ tego parametru dla lizozymu w roztworze
etanolu w przedziale stezen 0 - 6% wynosi 0.715 [cm3/g]. Warto$¢ ta jest zgodna z
danymi literaturowymi. Obecno$¢ coraz wigkszej liczby czasteczek alkoholu (6 + 30%
v/v) wplywa na istotny wzrost wartosci v°. Przy st¢zeniu etanolu réwnym 26,90 %

warto$¢ gestosci wlasciwej lizozymu jest réwna 0.727 [cm’ /g].
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Rys. 51. Ggsto$¢ wlasciwa roztworéw lizozymu w funkcji stgzenia etanolu (0 + 85%

v/v)).

Otrzymane wyniki badan koreluja dobrze z obserwowanymi zmianami promienia
hydrodynamicznego lizozymu. Postugujac si¢ metoda dynamicznego rozpraszania
swiatla wyznaczono zmiang promienia hydrodynamicznego czasteczki lizozymu w
funkcji st¢zenia etanolu. W obliczeniach zatozono, ze czasteczkg lizozymu mozna
traktowac jako obiekt sferyczny. Warto$¢ promienia hydrodynamicznego pozostaje
stala az do momentu, gdy ilo$¢ etanolu osiagnie poziom okoto 4.54 % (v/v) a potem
ros$nie. Mozna zatem przyja¢, ze w niskim stezeniu etanolu (0 + 4.54% v/v)
oddzialywania pomigdzy czasteczkami biatka i rozpuszczalnika sa bardzo stabe.
Natomiast obecnosci etanolu o stgzeniu < 4.54% v/v powoduje naruszenie struktury
otoczki hydratacyjnej lizozymu i wymiang czasteczek wody na czasteczki alkoholu. W
konsekwencji rozpoczyna si¢ proces zmian strukturalnych lizozymu wywotanych
solwatacja etanolem.

Wyrazny wzrost wartosci ggstosci wlasciwej lizozymu obserwowano w
roztworze etanolu, w przedziale st¢zen 30 + 55% (v/v). Wyznaczona eksperymentalnie
maksymalna warto$¢ gestosci wlasciwej jest rowna 0.778 [cm3/g] w roztworze etanolu

o stezeniu 55,90% (v/v). Powyzej tej zawarto$ci etanolu w roztworze warto$¢ ggstosci
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wlasciwe] maleje. Podobne zmiany gestosci wiasciwej lizozymu obserwowano w
obecnosci dwumetylosulfotlenku [104]. W tych warunkach eksperymentalnych
maksymalna warto$¢ gestosci  wlasciwej lizozymu wynosita 0.734 [cm3/g].
Obserwowany wzrost warto$ci gestosci wlasciwej pod wplywem etanolu oznacza
tworzenie si¢ nowych wolnych przestrzeni (objgtosci). Mozna zatem przypuszczac, ze
w tym zakresie stezen alkoholu obserwujemy wyrazne zmiany strukturalne biatka
(proces rozplatania tancucha polipeptydowego poszczegdlnych czasteczek lizozymu)
prowadzace w konsekwencji do utworzenia formy posredniej bgdacej prekursorem
faczenia si¢ molekut biatka w liniowe agregaty — tworzenie si¢ filamentéw. Obecnos¢
coraz to wigkszej liczby czasteczek alkoholu (55 + 85%) wplywa na obnizenie wartosci
v°. Wyznaczona eksperymentalnie warto$¢ v° zmienia si¢ od 0.778 [cm’/g] w 55,90%
roztworze etanolu, do wartosci 0,7324 [cm3/g] gdy procentowa zawarto$¢ etanolu
wynosita 85.20% (v/v). Warto zaznaczy¢, ze przy wysokim stgzeniu etanolu
obserwowano zmian¢ charakteru przeptywu badanego koloidu — z przeptywu
newtonowskiego do pseudoplastycznego. Ponadto widmo absorpcji barwnika —
Czerwieni Kongo oraz widoczny w widmach CD ujemny efekt Cottona dla fali o
dlugosci 215nm pokazuja, ze dominujaca struktura drugorzedowa lizozymu staja sig
struktury B, ktore to poprzez liniowe wzajemne laczenie si¢ tworza protofilamenty.
Zatem w wybranych warunkach obserwuje si¢ powstawanie agregatow widknistych
(amyloidéw), a w konsekwencji ciasne upakowanie struktur B oraz zmniejszenie
wolnych przestrzeni w czasteczce, co prowadzi do zmniejszenia koncowej wartos$ci
gestosci wlasciwej lizozymu. W badaniach procesu tworzenia ztogéw amyloidowych
analizowano réwniez zmiany temperaturowe i zmiany czasowe objgtosci czasteczki
insuliny [105]. Pokazano, ze podczas tworzenia si¢ agregatow widknistych insuliny
nastgpuje wyrazna zmiana w fizykochemicznych parametrach opisujacych fluktuacje
objetosci czasteczki biatka. Zauwazono, ze zmiany te zwiazane sa z tworzeniem sig
charakterystycznej topologii wildkna, ktéra to powstaje poprzez uporzadkowane
ukladanie si¢ molekut insuliny. Obserwowane zmiany tlumaczy si¢ naglym
zmniejszeniem powierzchni interfazy pomigdzy czasteczka biatka, a molekutami wody
oraz jednoczesnym spadkiem $cisliwosci czasteczek biatka. Ponadto dla insuliny w
temperaturze 333K obserwowano spadek gestosci wtasciwej od wartosci okoto 0.745

[cm3 /g] do okoto 0.723 [cmS/g] po inkubacji przez okres 250 min [105].
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4.5. Odwracalnos¢ procesu agregacji

4.5.1. Kinetyka procesu agregacji czasteczek lizozymu w

rozitworze

W szeregu pracach przedstawiano zaleznos$¢ czasowa procesu tworzenia widkien
amyloidowych [106]. Zwykle sa to zmiany obejmujace okres godzin lub dni.

W ramach niniejszej pracy badano kinetyke procesu agregacji uporzadkowanej
lizozymu o stezeniu 4.5 mg/ml w roztworze etanolu (cgion = 80% (v/v). W tym celu
wykonano badania z wykorzystaniem barwnika fluorescencyjnego — tioflawiny.

Eksperymentalne widma fluorescencji tioflawiny dla réznych czaséw inkubacji
roztworu biatka przedstawione sa na rysunku 52. Warto§¢ natezenia fluorescencji przy
(A = 482nm) zwigksza si¢ nieznacznie od wartosci 3570 [a.u.] (zmierzona po
przygotowaniu roztworu biatka) do warto$ci 3609 [a.u.] (po 3 dniach inkubacji
roztworu lizozymu). Oznacza to, ze w wybranych warunkach nastgpuj¢ przejscie z
postaci globularnej w posta¢ wtdknista biatka. Obserwuje si¢ powstawanie pierwszych
protofilamentéw. Wyrazny wzrost wartosci natezenia fluorescencji barwnika
obserwowano po 5 dniach inkubacji roztworu. Proces inkubacji powoduje bowiem
wzrost liczby agregatéw widknistych w roztworze. Po o$miu dniach inkubacji roztworu
biatka, nie obserwowano dalszego wzrostu natezenia fluorescencji barwnika. Mozna
wnioskowa¢ o stalej liczbie widkien w roztworze. Na podstawie analizy zmian
fluorescencji  barwinka zaproponowano model kinetyki procesu tworzenia
uporzadkowanych agregatéw. Istnienie etapu nukleacji, podczas ktérego obecne sa
agregaty o roznorodnej konformacji moze by¢ przyczyna pewnej niejednorodnosci
przestrzennej w procesie tworzenia amyloidéw. Poczatkowa inkubacja roztworu biatka
prowadzi do powstawania pierwszych agregatéw uporzadkowanych. Obecno$¢ w
wybranej objeto$ci roztworu biatka, pierwszych stabilnych agregatéw widknistych
promuje powstawanie innych widkien. W rezultacie, w rozpatrywanej objgtosci stgzenie
agregatow widknistych jest wigksze od sredniego stezenia widkien w calym roztworze.
Agregaty te moga dyfundowaé po catej objetosci, powodujac powstawanie widkien w
innych regionach. Ostatecznie wzrasta szybko$¢ powstawania amyloidéw w catym

roztworze.
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Rys. 52. Widma fluorescenc;ji tioflawiny w obecnosci lizozymu w 80% (v/v) etanolu.

Zmiana znormalizowanej warto$ci nat¢zenia §wiatla fluorescencji o dtugosci fali
A=482nm w funkcji czasu inkubacji roztworu biatka (c=4.5mg/ml) w 80% (v/v)
przedstawiona jest na rys. 53. Zmiana nat¢zenia fluorescencji w funkcji czasu inkubacji

roztworu biatka moze by¢ opisana funkcja sigmoidalng postaci [107]:

Fy=— 2
L+ k100 (18)
gdzie A - oznacza amplitudg, #;, - czas potrzebny na ukonczenie polowy procesu
agregacji uporzadkowanej, k — stala szybkosci etapu elongacji. Czas po ktérym
obserwuje si¢ zakonczenie etapu nukleacji ( ., ) Wyznaczamy na podstawie przecigcia
si¢ z osia czasu, prostej przechodzacej przez punkt (¢;, ; F(t)), ktérej nachylenie

definiowane jest jako tangens ze stalej szybkosci etapu elongacji (k). Na podstawie tej
definicji warto$¢ #,,, mozna obliczy¢, korzystajac ze wzoru postaci.

) _2 (19)
tlag _tl/Z k
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Wyznaczone eksperymentalnie wartosci k, ¢, oraz t;,, wynosza odpowiednio 0,8 dni'l;
6,4 dni oraz 3,9 dni. Oznacza to, Zze mechanizm agregacji wtdknistej lizozymu z jaja
kurzego w wodnych roztworach etanolu mozna opisa¢ wyrdzniajac etap nukleacji i
elongacji. Zatem kinetyke procesu agregacji uporzadkowanej mozna zdefiniowaé

nastgpujaco [107]:
k, (20)

gdzie A — oznacza widkna amyloidowe, N - agregaty nie wykazujace formy wtdknistej,
ks; kf — stale szybkosSci odpowiednio pierwszej i drugiej fazy, opisujace kinetyke

procesu tworzenia amyloidow.
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Rys. 53. Kinetyka procesu tworzenia widkien amyloidowych lizozymu (4.5 mg/ml) w

80% EtOH. Roztwor biatka inkubowano w temperaturze T = 293K
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W eksperymencie opisanym w tej pracy poczatkowy etap tworzenia amyloidéw
trwat 3.9 dni (etap nukleacji). W tym czasie tworzg si¢ pierwsze agregaty widkniste a
szybkos$¢ ich tworzenia jest wyraznie wolniejsza w stosunku do powstawania
amyloidéw w fazie drugiej. Podczas drugiej fazy (trwajacej okoto 4 dni) obserwujemy
ekspotencjalny charakter zmian natgzenia fluorescencji barwnika. Zatem w wybranych
warunkach eksperymentalnych proces tworzenia agregatow widknistych jest bardzo
szybki. Stata szybkosci tej fazy wynosita k = 0.8 dni”. Uzyskany wynik potwierdza, ze
szybkos¢ tworzenia nowych widkien zalezy od ilosci poczatkowych agregatow
wldknistych obecnych w roztworze. Ostatecznie maksymalna warto$¢ nat¢zenia
fluorescencji obserwowano podczas fazy plateau. Na podstawie uzyskanych danych,
mozna wnioskowaé, ze w ostatnim etapie filamenty amyloidowe sa strukturami dos$¢
stabilnymi, a ich liczba jest stata. Uzyskane wyniki sa zgodne z wynikami uzyskanymi
innymi metodami (dynamicznego rozpraszania S$wiatta i Czerwieni Kongo oraz
spektroskopii dichroizmu kolowego). Przed wykonaniem badan rozproszeniowych oraz
badan dichroizmu kolowego roztwér biatka w 80% EtOH inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 24 godziny. Na podstawie analizy widm CD pokazano, ze dominujaca
struktura drugorzedowa jest helisa o. Analiza widm absorpcji barwnika czerwieni
Kongo wykazata, ze w wybranych warunkach biatko nie wystgpuje w postaci
agregatow uporzadkowanych (wldkien). Analiza fluorymetryczna rowniez potwierdzita
brak obecnosci agregatow widknistych po 24 godzinach inkubacji roztworu biatka.

Analogiczne zmiany natg¢zenia fluorescencji tioflawiny w funkcji czasu
inkubacji (w temperaturze 310K) obserwowano w roztworach insuliny (pH = 2.0; 1M
kwas octowy) [105]. Autorzy cytowanej pracy wskazali na szybki wzrost nat¢zenia
fluorescencji barwinka w obecnosci insuliny inkubowanej w czasie dluzszym niz 55
godzin. Podobne wyniki uzyskal Wang i wspdtprac. [62]. Pokazali, Ze obecnosé¢
lizozymu z jaja kurzego w roztworze HCl (pH = 2.0) nie wplywa na istotng zmiang
nat¢zenia fluorescencji tioflawiny dla A = 482nm dla réznych czaséw inkubacji
roztworu biatka w temperaturze 328K. Na podstawie powyzszej analizy wnioskowano,
ze w wybranych warunkach nie tworzyly si¢ agregaty widkniste. Jednocze$nie
pokazano, ze proces dodawania soli do roztworu biatka powodowal drastyczny wzrost
natezenia fluorescencji barwinka. Wyznaczone dwa parametry: stala szybkos$ci etapu
elongacji i czas trwania etapu nukleacji, charakteryzujace proces agregacji

uporzadkowanej lizozymu w obecnosci soli wynosity odpowiednio k = 0.12 dni”’ oraz
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tiag = 32.14 dni. Mozna zatem przyjac¢, ze oddzialywania elektrostatyczne odgrywaja

istotng rolg¢ w procesie tworzenia widkien amyloidowych.

4.5.2. Odwracalnos¢ procesu agregacji

Intensywne badania amyloidéw w warunkach in vivo oraz in vitro po§wigcone sa
przede wszystkim wyjasnieniu wspdlnego molekularnego mechanizmu agregacji
wioknistej dla wszystkich rodzajow bialek. Natomiast w literaturze brak informacji o
odwracalnoéci procesu agregacji wildkien amyloidowych w warunkach in vivo.
Generalnie, liczba prac poswigcona temu zagadnieniu jest niewielka. Ustalenie
czynnikow decydujacych o odwracalnosci procesu byloby istotna wskazéwka w
poszukiwaniu skutecznej terapii choréb wywotanych przez amyloidy.

W ramach niniejszej pracy oprocz okreslenia warunkéw powstawania
okreslonego rodzaju form strukturalnych w uktadzie woda — etanol — lizozym, zbadane
zostaty czynniki chemiczne decydujace o mozliwej odwracalnos$ci procesu agregacji lub
o zwigkszeniu jego efektywnos$ci. Do grupy czynnikéw, ktére byly brane pod uwage,
naleza kwas salicylowy i askorbinowy. Badania te zostaly przeprowadzone z uzyciem
barwnika fluorescencyjnego i uzupetnione o badania z wykorzystaniem spektroskopii
dichroizmu kotowego.

Wiékna amyloidowe lizozymu z jaja kurzego w 80% (v/v) etanolu otrzymano
podczas inkubacji roztworu biatka przez okres 9 dni w temperaturze pokojowej. W
wybranych warunkach, warto$¢ natgzenia fluorescencji barwnika tioflawiny
obserwowano w fazie plateau (Rys.53). Proces zaburzenia struktury widkien
obserwowano w obecno$ci kwasu askorbinowego o st¢zeniu w zakresie 0 + 6 mg/ml.
Widma natgzenia fluorescencji tioflawiny w obecnosci witdkien amyloidowych oraz
kwasu askorbinowego o zmieniajacym si¢ stezeniu przedstawione sa na rys 54.
Zaobserwowano, ze obecno$¢ coraz to wigkszej liczby czasteczek kwasu
askorbinowego w roztworze nie wplywa na zmiang¢ widma fluorescencji barwnika.
Ponadto warto$¢ natgzenia fluorescencji tioflawiny dla A = 482nm nie zmienia si¢ w
sposob istotny, lecz pozostaje stata pomimo wzrostu st¢zenia kwasu askorbinowego w

roztworze (Rys.55).
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Rys. 54. Widma fluorescencji barwnika w obecnosci w obecnosci widkien
amyloidowyh lizozymu (¢ = 4.5 mg/ml w 80% EtOH) w obecnosci kwasu

askorbinowego o stgzeniu zmieniajacym si¢ w zakresie 0 = 6 mg/ml.

Powyzsza analiza pozwala wnioskowaé, ze obecno$¢ kwasu askorbinowego nie
powoduje zniszczenia wigzan stabilizujacych widkna. Nie obserwuje sie zmian w
strukturze widkien. Generalnie wiadomo, ze kwas askorbinowy ma wlasciwosci
antyoksydacyjne. Podobne wiasciwosci wykazuja réwniez polifenole [108]. Badania
pokazaly, ze antyoksydacyjne wtasno$ci polifenoli odgrywaja istotna role w zniszczeniu
struktury wiokien. Niestety, molekularny mechanizm dzialania tych czasteczek,
powodujacy zniszczenie struktury widkien podczas proceséw redox nie jest do konca
poznany. Na podstawie wynikow badan uzyskanych w ramach niniejszej pracy mozna
wnioskowa¢, ze wlasciwosci antyutleniajace czasteczki sa warunkiem zasadniczym, ale
nie wystarczajacym podczas odwracalnosci procesu agregacji uporzadkowanej. Do
grupy czynnikéw, odgrywajacych prawdopodobnie istotng rolg w procesie zniszczenia
struktury widkien zalicza si¢ miedzy innymi, oddzialtywania hydrofobowe, obecnosc¢
grup fenylowych w czasteczce, zawierajacych w swych pierScieniach wiele grup

hydroksylowych.
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Rys. 55. .Natgzenie fluorescencji tioflawiny dla A = 482 nm w obecno$ci widkien
amyloidowych lizozymu (cgop = 80% (v/v)) w obecnosci kwasu askorbinowego o
stezeniu zmieniajacym si¢ w zakresie 0 + 6 mg/ml. Natezenie fluorescencji wyrazone
jako % poczatkowej wartosci (dla barwnika z wtoknami lizozymu gdy stezenie kwasu

askorbinowego wynosito 0 mg/ml).
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Rys. 56. Widmo CD witékien amyloidowych lizozymu w obecnosci kwasu

askorbinowego o stgzeniu zmieniajacym si¢ w zakresie 0-6 mg/ml.
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Wigcej informacji na temat oddzialywania czasteczek kwasu askorbinowego z
wloknami amyloidowymi niesie widmo CD w zakresie dalekiego UV (Rys.56).
Obecnos¢ kwasu askorbinowego w analizowanym zakresie stgzen ( 0 =+ 6 mg/ml) nie
powoduje zmian w widmie lizozymu. We wszystkich przypadkach obserwowano
ujemny efekt Cottona dla fali o dlugosci 215 nm. Oznacza to, ze dominujaca struktura
drugorzedowa lizozymu jest struktura f. W rezultacie w wybranych warunkach
agregaty widkniste sa stabilne a ich struktura jest zachowana.

W ramach niniejszej pracy badano réwniez, odwracalno$¢ procesu agregacji
uporzadkowanej wywolang czasteczkami kwasu acetylosalicylowego o stgzeniu
zmieniajacym si¢ w zakresie 0 + 6 mg/ml. Widma fluorescencji tioflawiny w obecnosci
widkien amyloidowych i kwasu acetylosalicylowego przedstawione sg na Rys.57. W
obecnosci kwasu acetylosalicylowego w zakresie stgzen od 0 + 3 mg/ml, nie
obserwowano zmian w widmie barwnika. Ponadto, w wybranych warunkach warto$¢
nat¢zenia fluorescencji tioflawiny dla A = 482 nm pozostawata praktycznie stata
(Rys.58). Widkna zachowuja swoja charakterystyczna konfiguracje nazywana jako
,,poprzeczna strukture . Jednocze$nie nie obserwowano zmian w ksztalcie widm CD
dla wiékien lizozymu (Rys.59). Warto$¢ ujemnego efektu Cottona dla fali o dtugosci
215nm pozostawata stata. Wynika z tego, ze struktura drugorzedowsa tworzaca widkna
sa struktury B, a ich ilo§¢ rowniez si¢ nie zmienia.

W przypadku gdy, stgzenie kwasu acetylosalicylowego w roztworze osiagngto
poziom 4 mg/ml obserwowano zmiany w widmie fluorescencji tioflawiny. Natgzenie
fluorescencji dla A = 482 nm wynositlo 91% swojej poczatkowej wartosci. Ponadto
obserwowano wyrazna zmiang w widmie CD. Mozna zatem przyjac, ze w wybranych
warunkach ostabieniu ulegaja wigzania stabilizujace strukturg amyloidéw.

Warto zauwazy¢, ze obecnos¢ intramolekularnych mostkéw S-S jest niezbgdna
w procesie tworzenia wiokien. Na podstawie badan innych biatek lub tancuchéw
peptydowych, np. B, — makroglobuliny [109], pokazano, ze biatka pozbawione mostkéw
S-S nie tworza widkien amyloidowych. Badano réwniez zahamowanie badz
spowolnienie procesu agregacji uporzadkowanej pod wplywem obecnosci takich
czasteczek jak, TCEP (Tris(2-karboksyetylo)fosfina) [63], melatonina [62], p-
benzochinon [62], kurkumina [64]. Wykazano, Ze obecnos¢ czasteczek TCEP o stezeniu
50umol/L. powoduje redukcje mostkéw dwusiarczkowych, co utrudnia tworzenie

wiokien amyloidowych. W przypadku niedenaturowanych bialek, TCEP nie jest w
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stanie zredukowa¢ wszystkich mostkow S - S, lecz tylko te¢ czg$¢, ktéra ulega
ekspozycji do S$rodowiska wodnego Zauwazono, ze zniszczenie 40% mostkéw
dwusiarczkowych obecnych w lizozymie powoduje, ze w 90% proces agregacji

uporzadkowanej jest zahamowany.
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Rys. 57. Widma fluorescencji barwnika w obecnosci widkien amyloidowyh lizozymu
(ceron = 80% (v/v)) w i kwasu acetylosalicylowego o stezeniu zmieniajacym si¢ w

zakresie 0 + 6 mg/ml.

Wyznaczona eksperymentalnie warto$¢ natgzenia S$wiatta fluorescencji o
dtugosci fali A = 482 nm pod wplywem oddzialywania z wtéknami wyraznie maleje od
91% w obecnosci kwasu acetylosalicylowego o stezeniu 4 mg/ml do 42% swojej
poczatkowej warto$ci, gdy zawarto$¢ inhibitora wynosi 6 mg/ml. Jednocze$nie
pokazano drastyczng zmian¢ w ksztalcie widma CD dla lizozymu. Obserwowano
nieregularny ksztatt widma. Oznacza to, ze struktury P tworzace widkna ulegaja
zniszczeniu. Ostatecznie z uporzadkowanej konformacji tworza si¢ bezpostaciowe,
amorficzne  struktury. Ponadto wyznaczono graniczng warto$¢ stezenia kwasu
acetylosalicylowego (¢ = 3.2 mg/ml), przy ktérej rozpoczyna si¢ proces zaburzenia

stabilnosci struktury wiékna.
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Rys. 58. Nategzenie fluorescencji tioflawiny dla A = 482 nm w obecno$ci widkien
amyloidowych lizozymu (cgion = 80% (v/v)) 1 kwasu acetylosalicylowego o stezeniu
zmieniajacym si¢ w zakresie 0 + 6 mg/ml. Natezenie fluorescencji wyrazone jako %
poczatkowej wartosci (dla barwnika z wioknami lizozymu gdy stezenie kwasu

acetylosalicylowego wynosito 0 mg/ml).

Generalnie wiadomo, ze podczas tworzenia amyloidéw hydrofobowos¢ widkien
ro$nie. Mozna zatem zakladac, ze specyficzne, hydrofobowe oddzialywania pomigdzy
kwasem acetylosalicylowym a wtéknami odgrywaja istotna rol¢ w procesie
destabilizacji amyloidéw.

Zniszczenie wildknistej struktury biatka obserwowano réwniez w obecnosci
innych zwiazkéw, do ktérych zaliczamy katechiny. Zauwazono, ze prolina i tryptofan
sa specyficznymi miejscami wiazania sig tych czasteczek z molekutami lizozymu [110].
Jednoczes$nie reszty te sa bardziej dostgpne dla katechin w widknach niz w formie
natywnej bialka. Prowadzi to do wzrostu oddziatywan hydrofobowych pomigdzy

wlokami a czasteczkami katechiny i zaburzenia fibrylarnej struktury widkna.
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Podobne wyniki uzyskat Hirohota i wspétprac. [111]. Autorzy cytowanej pracy
pokazali, ze miry cetyna, nalezaca do grupy flawanoidéw taczy si¢ specyficznie i w
sposéb odwracalny z dojrzatymi wtéknami amyloidowymi. Pokazano jednoczesnie, ze
czasteczka ta powoduje zahamowanie badZz spowolnienie procesu agregacji witdknistej

oraz wplywa na destabilizacj¢ amyloidow.
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Rys. 59. Widma CD widékien amyloidowych lizozymu w obecnosci kwasu

acetylosalicylowego o stezeniu zmieniajacym si¢ w zakresie 0 + 6 mg/ml.

5. Wnioski

W ramach niniejszej pracy, by zrealizowa¢ gtéwny cel pracy, ktérym byta analiza
strukturalna wodnych roztworéw lizozymu, postanowiono zrealizowac cztery zadania

szczegotowe:

1. Okreslenie roznorodnosci form strukturalnych lizozymu z biatka jaja kurzego w

wodnych roztworach etanolu.
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Analiza $wiatta rozproszonego na roztworach lizozymu pozwolita wyjasni¢ na
poziomie molekularnym  subtelne zmiany zachodzace w  oddziatywaniach
intermolekularnych. Pokazano, Ze obecno$¢ etanolu o st¢zeniu cgon = 4.54% (v/v),
powoduje proces poczatkowych zmian strukturalnych lizozymu wywotanych solwatacja
etanolem. Wiazanie si¢ czasteczek etanolu na powierzchni biatka nie narusza struktury
trzeciorzgdowej lizozymu, gdy ilo$¢ etanolu w roztworze nie przekrocza wartosci
granicznej (cgon = 4.54% Vv/Iv) .

Badania prowadzone metoda dynamicznego rozpraszania $wiatla oraz metoda
spektrofotometryczng, z wykorzystaniem barwnika czerwien Kongo, pozwolily na
okreslenie roznorodnosci form strukturalnych lizozymu z biatka jaja kurzego
(monomery, agregaty o strukturze nieuporzadkowanej, protofilamenty i widkna
amyloidowe) w wodnych roztworach etanolu. Wyniki te zostaly ujgte w postaci
diagramu fazowego (Rys.36). Wyznaczone eksperymentalnie podstawowe dane o
warunkach tworzenia si¢ okre$lonych form strukturalnych lizozymu, sa zgodne z
wynikami badan procesu agregacji biatka uzyskanymi za pomoca spektroskopii
dichroizmu kotowego i spektrofluorymetrii. Zaréwno przed wykonaniem badan DLS
oraz badan CD roztwor biatka (4 mg/ml) w 80% EtOH inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 24 godziny. Na podstawie wykreslonego diagramu fazowego, w
wybranych warunkach lizozym ma posta¢ agregatéw nieuporzadkowanych (Rys.36).
Ponadto, z analizy widm CD wynika, Ze nie obserwowano przejscia helisy a w
strukturg B, charakterystycznego dla procesu tworzenia form wtdknistych (Rys.37).
Analiza fluorymetryczna réwniez potwierdzita brak obecnosci agregatow widknistych
po 24 godzinach inkubacji roztworu biatka (Rys.53).

Jest to pierwszy diagram zmian strukturalnych lizozymu, analizowanych w tak
szerokim zakresie stgzen biatka (od 2 mg/ml do 20 mg/ml) i czynnika denaturujacego.
Ponadto diagram ten zostat wykre§lony w oparciu o wyniki uzyskane dwoma
uzupetniajacymi si¢ metodami. Obecnie znany jest z literatury tylko jeden tego typu
diagram fazowy dla lizozymu [59]. Hipotezy o istnieniu posrednich form
strukturalnych formutowano tylko na podstawie badania zmian warto$ci promienia
zyracji czasteczki lizozymu wywotane obecno$cia etanolu. Ponadto analiza ta
dotyczyta lizozymu przy st¢zeniach w zakresie od 2 mg/ml do 10 mg/ml.

Niniejsza praca doktorska prezentuje po raz pierwszy diagramy zmian
strukturalnych lizozymu w funkcji st¢zenia etanolu i soli w roztworze, wyznaczone w

oparciu o analiz¢ zmian reologicznych roztworéw biatka (Rys.45). Przedstawiaja one
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warunki, w ktorych nastgpuje przejscie z przeptywu newtonowskiego badanego
koloidu do przeptywu pseudoplastycznego, co §wiadczy o tworzeniu si¢ wydtuzonych
struktur — filamentow.

Analiza wspétczynnika dyfuzji translacyjnej lizozymu uzupetniona o wyniki
uzyskane innymi metodami (metoda spektrofotometryczna z uzyciem czerwieni Kongo,
spektroskopia CD, analiza zmian ggsto$ci wlasciwej roztworu lizozymu) pozwolita
sformutowa¢ koncepcje wyjasniajaca wzrost warto$ci wspotczynnika  dyfuzji
translacyjnej agregatéw lizozymu, gdy stezenie etanolu w roztworze przekroczylo
poziom 80% (v/v). W wysokim stgzeniu alkoholu tworzy si¢ nowa posta¢ strukturalna
lizozymu poprzez ciasne, uporzadkowane uktadanie si¢ molekul biatka prowadzace do
utworzenia zwartej struktury oraz zmniejszenia wolnych przestrzeni w czasteczce.

Ostatecznie tworza sig¢ agregaty widkniste.

2. Analiza procesu powstawania okreslonej formy strukturalnej lizozymu;

Analiza ilosciowa (z wykorzystaniem algorytmu obliczeniowego CONTIN) i
jakosciowa widm CD z zakresie dalekiego i bliskiego UV pozwolita na wyznaczenie
warunkow powstawania okreslonych, posrednich form strukturalnych lizozymu.
Przedstawiono réwniez nowe wyniki dotyczace charakterystyki strukturalnej tych form
biatka. W niskim stezeniu etanolu pierwsza z form strukturalnych tworzyta si¢ poprzez
wigzanie molekut etanolu na powierzchni biatka, powodujac stopniowe niszczenie
otoczki hydratacyjnej. W kolejnej formie posredniej mniej stabilna domena P rozplata
si¢, natomiast struktura przestrzenna domeny o prawdopodobnie zostaje zachowana.
Wzrost zawarto$ci etanolu w roztworze (35% — 55 % (v/v) powoduje rozplatanie
najmniej stabilnej helisy C, co prowadzi do zaburzenia struktury domeny o. Nowa
posta¢ strukturalna charakteryzuje si¢ obecnoscia nie natywnych form heliakalnych.
Tworza si¢ one w chwili, gdy stezenie alkoholu w roztworze biatka miesci si¢ w
zakresie 55% - 75% (v/v). Ostatecznie obserwowana forma posrednia charakteryzuje si¢
tworzeniem nowych struktur  (Rys.43).

Analiza zmian reologicznych lizozymu pozwolita sformutowaé hipotezy,
dotyczace modelu przemian konformacyjnych biatka, w ktérym wyszczegdlniono dwa
etapy (Rys.50). Pierwszy dotyczy zmian otoczki hydratacyjnej, a lizozym wystepuje w
postaci monomeréw. Ponadto dla tych warunkéw, roztwoér lizozymu zachowuje si¢ jak

ciecz newtonowska. Drugi etap zmian strukturalnych dotyczy tworzeniu agregatow w
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postaci wydluzonych struktur — filamentéw. Ponadto, w tych warunkach nastgpuje
zmiana charakteru przeplywu biatkka z przeptywu newtonowskiego do
pseudoplastycznego. Pokazano réwniez, ze dla wysokiego stezenia etanolu (cgion=85%
(v/v)) tworza si¢ stabilne formy strukturalne biatka, o czym §wiadczy wystgpowanie
plateau w zaleznosci wartos¢ lepkosci roztworéw lizozymu w funkcji stezenia etanolu.
Analogiczne formy strukturalne lizozymu obserwowano natomiast w obecnosci
15mmol/L NaCl przy nizszych stezeniach biatka. Analiza zmian strukturalnych
lizozymu wywolana obecno$cia soli w roztworze pozwolita wysunac hipotezeg, ze
obecnos¢ soli w roztworze powoduje ostabienie oddziatywan opychajacych, a nastgpnie
wzrost oddziatywan przyciagajacych. Warto zaznaczy¢, ze dodawanie soli powodowato
powstawanie zelu. W wyniku elektrostatycznego ekranowania !adunkéw na
powierzchni agregatéw widknistych zwigksza si¢ bowiem prawdopodobienstwo

laczenia si¢ ich w forme ostateczng — widkna dojrzale.

3. Wyznaczenie kinetyki zmian konformacyjnych lizozymu.

Analiza kinetyki tworzenia uporzadkowanych agregatéw potwierdzila istnienie
etapu nukleacji i elongacji w tym procesie. Zmiany nat¢zenia fluorescencji w funkcji
czasu inkubacji roztworu bialka opisano funkcja sigmoidalng. Kinetyke zmian
konformacyjnych lizozymu scharakteryzowano za pomoca trzech parametrow: statej
szybkosci etapu elongacji (k), czasu potrzebnego na ukonczenie potowy etapu agregacji
uporzadkowanej (t;2) oraz czasu, po ktérym obserwowano zakonczenie etapu nukleacji
(tiag). Wyznaczone eksperymentalnie wartosci k, ;,, ti,e wynosity odpowiednio 0.8dni™,
6.4dni oraz 3.9dni.

Zaprezentowano koncepcj¢ wyjasniajaca, na poziomie molekularnym,
mechanizmy dziatania tych dwéch etapéw. Istnienie etapu nukleacji, podczas ktérego
obecne sa agregaty o r6znej konformacji moze by¢ przyczyna pewnej niejednorodnosci
przestrzennej w procesie tworzenia amyloidow. Obecnos¢ w wybranej objgtosci
roztworu biatka pierwszych agregatéw uporzadkowanych promuje powstanie innych
wiokien. W rezultacie, w rozpatrywanej objgtosci st¢zenie agregatow widknistych jest
wigksze od S$redniego stezenia widkien w calym roztworze. Agregaty te moga
dyfundowac po calej objetosci. Powoduje to powstanie widkien w innych regionach, a

co za tym idzie wzrasta szybko$¢ powstawania amyloidéw w catym roztworze.
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chemicznych.

Analiza stabilnosci widknistych form strukturalnych lizozymu pozwolita na
prezentacje nowych wynikéw badan in vitro, dotyczacych odwracalnosci procesu
agregacji uporzadkowanej. W ramach niniejszej pracy pokazano po raz pierwszy, ze
obecno$¢ kwasu acetylosalicylowego o stgzeniu 6 mg/ml powoduje zniszczenie
wioknistej struktury biatka. Z uporzadkowanej konformacji tworzyly si¢ bezpostaciowe,
amorficzne struktury. Zaproponowano, ze w procesie destabilizacji wtdkien istotng role
odgrywaja specyficzne, hydrofobowe oddzialywania pomigdzy witéknami i
czasteczkami kwasu acetylosalicylowego, ktére to prowadza do oslabienia wiazan
stabilizujacych struktur¢ amyloidéw. Ponadto wyznaczono graniczna warto$¢ st¢zenia
kwasu acetylosalicylowego (c = 3.2 mg/ml), przy ktdérej rozpoczyna si¢ proces
niszczenia struktury widkna. Zaproponowano, ze wilasciwosci antyutleniajace
czasteczki sa warunkiem zasadniczym, ale nie wystarczajacym w procesie destabilizacji
wloknistej struktury amyloidéw. Oczywiscie jest to hipoteza, ktéra wymaga dalszej
weryfikacji 1 analizy. Wiedza ta jednak byloby istotna wskazéwka w poszukiwaniu

skutecznej terapii choréb wywotanych przez amyloidy.
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