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ZAROBESZAMOLO

Palyazatban amiloid béta (ARB) fibrillumokat, és ehhez kapcsoldddan hasonld természetii
amiloid fibrillumokat és egyéb fibrillaris biomolekularis rendszereket (pl. dezmin, miozin)
vizsgaltunk. A kisérletekben atomerdmikroszkép segitségével vizsgaltuk a fibrillumok
topografiai szerkezetét és mechanikai erdvezérelt szerkezeti atalakulasait. Kiilonb6zé amiloid
fibrillumok nanomechanikai ujjlenyomatat mértiikk meg. Felfedeztiik, hogy az AB peptid egy
fragmentuma, az AB25-35, trigonalisan orientalt halézatot hoz létre csillam felszinen. Ez
nanotechnologiai alkalmazasok lehetéségét veti fel, amellyel kapcsolatban szabadalmi
bejelentést inditottunk el. Uj mérési technologidkat fejesztettink ki: térben és idSben
szinkronizalt TIRF/AFM, illetve pasztazé proba kimografia. A nanomechanikai modszereinket
sikerrel adaptéltuk intermedier filamentumokra €s miozin vastag filamentumokra. Az egyes
tematikus eredményeket alabb részletezem:

1. Amyloid 31-40 és Af325-35 fibrillumok nanomechanikdja

Az AB-fibrillumok az amyloid precursor protein (APP)-b6l enzimatikusan lehasitott, 39-
43 aminosav hosszisagu AB-peptid aggregaciojabol keletkeznek. Az AB-fibrillumok Alzheimer-
koros betegek kdzponti idegrendszerében a fehérallomanyban felszaporodd amiloid plakkok f6
alkotdelemei. A legfobb komponens az A1-42, de emellett nagy mennyiségben megtalalhaté az
AB1-40. Az AB25-35 az AB-peptid 25-35-0s aminosavszakaszabol all és fibrillumképzésre
képes. Munkankban az AB1-40 és AB25-35 fibrillumok nanomechanikai tulajdonsagait
vizsgaltuk AFM segitségével. Az AFM tlijét felszinadszorbealt fibrillumok feliiletére nyomtuk,
majd onnan adott sebességel elhuizva megmmértiik a fibrillumk rugalmassagat és erévezérelt
szerkezeti atmeneteit. Két alapveté mechanikai sajatossadgot figyeltiink meg: 1) nem-linedris
rugalmas valasz és 2) erd platd. A nem-linearis er0gorbére jol illeszthetd volt a féregszerti
lancmodell. Az erd platora a konstans erd mellett novekedé molekulahossz volt jellemzé. A
platd végén az erd hirtelen, egy lépésben nullara esik. Gyakran megfigyelik az elemi
mechanikai jelenségek hierarchikus egymasra épiilését, példaul erélépcsé formajaban (1. abra).
Az erd platdé magyarazata az, hogy egy protofilamentumot vagy AB-peptidekbdl allo lemezt
fejtlink le a fibrillum felszinérol. A hierarchikus er6 platé azzal magyarazhatd, hogy egyszerre
tobb filamentumot fogunk és huzunk. Amint koziilik egy végleg leszakad, az erd diszkrét
moédon  csokken, és a folyamat mindaddig folyatodik, amig az Osszes megfogott
protofilamentumot le nem fejtjiik a fibrillum feliiletérl. A folyamat hasonlithatd egy zippzar
kinyitdsdhoz (szétzippzarozas). Az er0 platdk magassaga (“platd erd”) diszkrét eloszlast
mutatott, melyben a csucsok egy egységnyi platd eronél €s ennek egész szdmu tobbszoroseinél
jelentkeznek. Az egységnyi platd er6 megfeleltethetd az egyetlen protofibrillum
lezippzérozasadhoz. Az egységnyi platd erd kiilonbozik AB1-40 és AB25-35 esetében, ami a
protofilamentumokat dsszetart6 erdk kiillonbozd természetére utal. A platd-erd eloszlas az adott
AB-fibrillum egyfajta nanomechanikai ujjlenyomatét adja. A szétzippzarozodasrol kimutattuk,
hogy reverzibilis szerkezeti dtmenet. Azaz a protofilamentumok képesek nagy sebességgel
visszakapcsolodni, visszafekiidni a fibrillum feliiletére (6sszezippzarozodas). Lehetséges hogy a
kooperativ amyloid fibrillumképzddés hatterében a protofilamentumok mechanikai
“t')sszezippzérozélgésa” all.
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2. Amyloid 325-35 fibrillumok orientdcioja csillam felszinen

Az AB25-35 onmagaban is mutatja az AR toxikus hatasait, és léteznek feltételezések,
miszerint az Alzheimer korban eléfordulhat az AB25-35 mint proteolitikus termék. Munkankban
A fibrillumok nem random mddon, hanem sajatos trigonalis elrendez6désben orientalodtak a
felszinen (2. abra). A f6 orientaciok altal bezart szog 120° volt. Kimutattuk, hogy az AB25-35
fibrillumok csillamhoz valé kotédése erdsen K-ion fiiggd és kooperativ. A K koncentracio
kisfoka (15 mM) megnovelése is akadalyozta a fibrillumok felilletre vald kitapadasat,
ugyanakkor a Na' koncentraciét akar 500 mM-is megemelhettik a kotddés jelentds
akaddlyozasa nélkiil. A mar kitapadt fibrillumok esetében ugyanakkor a K koncentraciot is
jelentésen meg kellett emelnlink a disszociacido kivaltasahoz. Feltehetéen az AB25-35
fibrillumok mentén sorakozd, erdsen toltott Lys28 oldallancok hatarozzak meg a felszini
kotodési sajatossagokat, €s a fibrillum egy pozitivan toltott molekularadként foghato fel. A
pozitiv oldallancok feltehetden beleilleszkednek a csillam felszinén talalhatd, oxigén atomok
altal kozrefogott, hexagonalis felszini elrendezddést mutatd K'-t kotd zsebbe. K hidnyaban az
felszini elrendez0dést. A megfigyelésnek fontos szerepe van az AB25-35 fibrillumok sejtfelszini
kapcsolodasi folyamataiban. A munkébdl szdmos konferfencia prezentacio, referalt folyoiratban
(Biophysical Journal) megjelent absztrakt, illerve egy eredeti kozlemény (Nanotechnology)
sziiletett.

2. abra. Trigonadlisan orientalt
AB25-35 fibrillumok csilldam

felszinen. AFM felvétel. Betétabra:
Az AFM kép 2D FFT-je.

3. A Lys28 acetilacio hatasa az AB25-35 fibrillumok nanomechanikajara.

Kordbbi munkankban kimutattuk, hogy az AB fibrillumok szétzippzarozasdhoz
sziikséges erd (plato erd) kiillonbozik AB1-40 és AB25-35 esetén. A feltételezésiink az, hogy a
platd erd nagysagat a protofilamentumokat Osszetartd kolcsonhatasok, €s emiatt a peptid
aminosav oldallancainak kémiai tulajdonsdgai hatarozzak meg. Az AB25-35 fibrillumok nagy
plato erejének (42 pN) hatterében a Lys28 és a szomszédos peptid Met35 aminosavak kozotti
elektroszatikus kolcsonhatas allhat. A feltételezés tesztelésére megvizsgaltuk a lys28 e-amino
acetilalasanak hatasat a fibrillum nanomechanikai ujjlenyomatéara. Az acetilacié hatasara a platé
er6 felére (21 pN) csokkent, arra utalva, hogy a modositds hatdsara meggyengiilt a
protofilamentumokat Osszetarté kolcsonhatas. Feltehetden az acetil csoport szterikus hatasa
vezetett a fibrilumok mechanikai stabilitdsanak csokkenéséhez. Kisérleti eredményeinket
szamitdgépes szimulacidval reprodukalni tudtuk.

4. Amyloid [31-42 fibrillumok mechanikai manipulaldsa

Az AB1-42 fibrillumok a teljes AB peptidbdl kialakuld, az Alzheimer-kor
patogenezisében nagy szerepet jatszo fibrillumok. Kisérleteinkben az AB1-42 peptidbol
novesztett fibrillumok nanomechanikai tulajdonsagait vizsgaltuk, és hasonlitottuk Gssze mas,
korabban mar vizsgélt fibrillumok mechanikai paramétereivel. AFM méréseink alapjan
balmenetes helikalis elrendezddést irtunk le AB1-42 fibrillumokban. A helikalis elrendezddés
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modulalta a nanomechanikai erdé-platok megjelenését. A platd erd eloszlas alapjan az elemi
platd er6 AB1-42 fibrillumok esetén 23 pN volt, ami szignifikdnsan alacsonyabb, mint AB1-40
esetén. Jollehet az AB1-42 fibrillumok termodinamikai stbilitdsa nagyobb, mint az A1-40
fibrillumoké, eredményeink arra utalnak, hogy az A1-42 fibrillumok alacsonyabb mechanikai
stabilitdssal rendelkeznek. A megfigyelés hatterében a mechanikai erd fibrillumokhoz
viszonyitott irdnyanak problémaja allhat.

5. Nanomechanikai technikak adaptaldsa intermedier filamentumokra

Kisérleteinkben dezmin filamentumok nanomechanikai tulajdonsagait vizsgaltuk egyedi
filamentumok manipulalasaval. A regisztralt komplex, hierarchikus erdgorbékben visszatérd
motivumokat azonositottunk, melyek a dezmin rugalmassagaval ¢s szerkezetével allhatnak
kapcsolatban. Mechanikai modelliinkben a dezmin filamentumok viszk6zus tulajdonsagait a
domén kitekeredés ¢és domén szétcsuszasi folyamatok hatdrozzdk meg, mig a rugalmas
tulajdonsagok a filamentumok nem-linearis elaszticitdsara vezethetdk vissza.

6. Térben és idoben szinkronizalt teljes belsé visszaverddés fluoreszcencia  és
atomeromikroszkopia fejlesztése

Kifejlesztettiink egy kiilonleges képalkoté moddszert, melyben a fluoreszcencia és
atomerOmikroszkopia 0Otvozodik. A moddszer a szinkronizalt teljes belsd visszaverddés
fluoreszcencia és atomerémikroszkopia (STIRF-AFM). A STIRF-AFM segitségével térben és
idében szinkronizdlt moédon lehet egyedi molekuldk fluoreszcencidjat és mechanikai
tulajdonsdgait vizsgdlni (3. abra). A mddszerrel sikerrel vizsgéltunk fluoreszcensen megjelolt
amiloid fibrillumokat.
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3. abra. Szinkronizlt
TIRF/AFM segitségével
regisztrélt kép sejt feliiletrol

7. Ap-fibrillumok nagyfelbontdsu novekedési dinamikaja pasztazo proba kimogrdafiaval.

Egyedi amiloid fibrillumok noévekedési dinamikdjanak nagy tér- és idofelbontasu
kovetése érdekében nemrégiben egy uj, egyszeri AFM alkalmazést vezettiink be, melyet
pasztazo proba kimografianak neveztiink el (4. abra). A modszerben felhasznaltuk az AB25-35
alapjan szamos megfigyelést tettiink. A fibrillumok mindkét végiikon nonek, de az egyik végen
(gyors vég) a novekedés joval gyorsabb mint a masikon (lassu vég). A fibrillumok nem csupéan a
csillam feliileten novekednek, hanem egy mar meglevd fibrillum feliiletén is. Az ilyen fibrillum
novekedési dinamikdja hasonlo a csillam feliiletén novekeddéhez. A legszembedtlobb jelenség
azonban a diszkontinuus, ugrdsszeri novekedés. Hirtelen, gyors, lépésszerii ndvekedési
periddusok valtakoznak ndovekedési sziinetekkel vagy pauzékkal. Az alkalmazott pasztazo
préba kimografia eddig soha nem tapasztalt részletességii bepillantast enged egyedi AB-
fibrillumok polimerizacidos dinamikdjaba. Kimutattuk, hogy a diszkontinuus ndvekedési
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dinamika nem csupan az AB25-35 fibrillumok esetében tapasztalhatd, hanem grafit felszinen
novekedd AB1-42 fibrillumok esetében is. A munkabol szdmos konferencia prezentacio, referalt
folyo6iratban megjelent absztrakt, illerve egy eredeti kozlemény (PNAS) sziiletett.

4. abra. Pésztaz6 proba kimogram.

A polaris, diszkontinuus
fibrillumnovekedés jol lathato.

8. Mutans, Af325-35 N27C fibrillumok vizsgalata

A csillamfelszinen kialakul6 orientalt AB25-35 fibrillaris halozat elvben felhasznalhato
nanotechnoldgiai alkalmazasokra. Az orientalt fibrillumok ugyanis nanoelektronikai haldzat
alapjat képezhetik, tovabba szenzorikai chipekben is alkalmazasra lelhetnek. Ahhoz, hogy az
amiloid halézatot alkalmazhassuk, kémiailag megcimezhet6vé kell tenniink a peptidet. Ennek
érdekében elkészitettiik az AB25-35 peptid mutdns formajat, amelyben az Asn27 aminosavat
ciszteinre cseréltilk. Kimutattuk, hogy a mutans, AB25-35 N27C peptid is képes orientalt
haldzatot kialakitani csillam felszinen. Azt is kimutattuk, hogy a kialakult fibrillumok cisztein
oldallancai kémiailag hozzaférhetéek. A munkabol egy konferencia absztrakt és egy eredeti
kozleményt jelent meg (Eur J Biophys).

9. Homerséklet hatasa Af325-35 fibrillaris halozatra

Ahhoz, hogy a csillam feliileten kialakitott orientalt AB25-35 haldzat valdban
alkalmazasra leljen nanotechnoldgiai felhasznalasokban, részletesen meg kell ismerniink fizikai
¢s kémiai tulajdonsagait. Egyik legfontosabb tulajdonsag a termikus stabilitds. A fibrillumok
megtartottak preferalt orientacidjukat a vizsgalt hdémérséklet tartomanyon (30-70 fok), jelezve,
hogy az orientacids Gjrarendezddés gatolt folyamat. A fibrillumok hossza rovidiilt a hdémérséklet
emelésével, ami arra utal, hogy a peptidek kozotti intermolekularis kdlcsonhatasok fokozatosan
felszakadtak. 40-50 fok kozott a fibrillumok szamaban jelentds csokkenést figyeltiink meg, ami
arra utal, hogy belsé szerkezeti atmenet hatasara a felszinhez vald affinitdsuk gyengiilt. A
fibrillum vastagsag eloszlasa érdekes valtozast mutatott a vizsgalt hdmérséklet tartomanyban:
30-45 fok kozott az atlagos fibrillum vastagsag csokkent, de egyuttal multimodallis eloszlast
tapasztaltunk. 45-70 fok kozott a multimodalitds eltint, és az atlagos fibrillum vastagsag
fokozatosan nétt. A hé-indukalt vastagodds hatterébben szerkezeti valtozés, vagy felgyorsult
intrafibrillaris fluktudciok allhatnak. A munkabol egy eredeti jelent meg (Prog Coll Polymer
Sci).

10. Nanomechanikai technikak adaptaldasa miozin vastag filamentumokra

Kisérleteinkben szintetikus miozin filamentumok nanomechanikai tulajdonséagait
vizsgaltuk egyedi filamentumok manipuldldsdval (5. abra). A regisztralt er6gorbékben
periddikusan megjelentd atmeneteket azonositottunk. A periodicitas Osszefiiggésbe hozhatd a
miozin rad mentén korabban leirt alterndld toltott molekulaszakaszokkal. Kisérleti
eredményeink az elsé direkt bizonyiték arra, hogy a miozin vastag filamentum valoban az
alternalo, periddikus toltések kozotti kdlesonhatasok segitségével stabilizalodik. Egyttal azt is
kimutattuk, hogy a mechanikailag vezérelt folyamat majdnem reverzibilis, €s emiatt a vastag
filamentumok a miozin molekuldk 0sszezippzarozodasaval alakulhatnak ki. A jelenség nagyon
hasonlit az amiloid fibrillumok esetében megfigyelt folyamattal. A munkéabdl tobb konferfencia
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prezentacio, referalt folyoiratban megjelent absztrakt, illetve egy eredeti kozlemény (J Mol Biol)
sziiletett.

5. abra. Miozin vastag filamentum
csillam feliileten. Nativ készitmény
vizes pufferkdzegben. A filamentum

kitiintetett pontjain végeztiink
nanomechankai manipuléciét.

11. Transthyretin amyloid fibrillumok molekularis biofizikdja

Nemzetkozi egyiittmiikodés keretében, Ana Damas professzor munkacsoportjaval
(University of Porto, Portugalia) kozosen elkezd6dott a transthyretin amiloid fibrillumok
nanobiofizikai vizsgalata. Az egyiittmiikodést részben a jelen OTKA palyazatot kiegészité IN
70320 szamu Nemzetkozi Kiegészit6 OTKA palyazatbol finansziroztuk. Tobb kdlcsonos révid
tanulmanyut és felkért tudomanyos eldadas, illetve harom hosszabb, egy honapos tanulmanyut
tortént. Sikerrel kovettik AFM segitségével a transthyeretin aggregacids folyamatat, illetve
bégeztonk nanomechanikai méréseket a kiilonbozd transthyretin oligomér és fibrillaris
formakon (6. abra). A munkabdl tobb konferencia prezentacié sziiletettl, és egy kézirat van
elokésziiletben.

protofilamentumok AFM képe.
Nativ készitmény vizes
pufferkdzegben.
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