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MOLEKULSKI MEHANIZEM VEZAVE a-SINUKLEINA NA LIPIDNE
MEMBRANE

Doktorska disertacija

XVII, 127 str., 8 pregl., 60 sl., 8 pril., 356 vir.

sl

sl/en

a-Sinuklein je majhen nativno nezviti presinapti¢ni protein, ki ima klju¢no vlogo pri
nastanku Parkinsonove bolezni in drugih nevrodegenerativnih stanj. Patogeneza, ki jo
povezujejo z a-sinukleinom, naj bi bila posledica njegove fibrilacije, medtem ko je za
njegovo fiziolosko funkcijo verjetno najpomembnejsa njegova vezava s sinapti¢nimi
vezikli. Z uporabo nativnega rekombinantnega a-sinukleina in njegovih mutantov
Y39A ter Y(125,133,136)A smo preucevali mehanizem fibrilacije in interakcijo tega
proteina z lipidnimi membranami. Predvidevamo, da so Tyr ostanki pomembni
predvsem pri zacetni stopnji fibrilacije, medtem ko se zdi njihova vloga pri interakciji
proteina z membrano manj pomembna. Potrdili smo nastanek a-vija¢nice ob vezavi
a-sinukleina na negativno nabite majhne enoslojne vezikle v teko¢i neurejeni fazi. N-
terminalni del se vsaj delno vstavi v membrano. Protein se ni vezal z nevtralnimi
lipidi. Poleg elektrostatskih interakcij imajo pri interakciji a-sinukleina z membrano
pomembno vlogo tudi hidrofobne interakcije. Mehanizem vezave a-sinukleina na
membrano je prvenstveno odvisen od neto naboja lipidnih glav, povrsinskega naboja
lipidnega dvosloja ter faznega stanja, v katerem se lipidi nahajajo. Predvidevamo, da
ima o-sinuklein ureditveno funkcijo in termicno stabilizira vezikle. Potrdili smo
vezavo a-Sinukleina z gangliozidom GM1. Pokazali smo tudi, da flavonoidi kvercetin,
epigalokatehin galat in cianidin-3-glukozid inhibirajo fibrilacijo a-sinukleina.
Epigalokatehin galat in nikotin u¢inkovito pre¢kata model krvno-mozganske pregrade
in zas$c¢itita kulturo nevronov pred oksidativno poskodbo.
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a-Synuclein is a small natively unfolded presynaptic protein which is implicated in
the onset of Parkinson's disease and other neurodegenerative disorders. It is assumed
that a-synuclein pathogenesis is associated with the process of fibrillation, while for
its physiological function, its binding to synaptic vesicles seems to be of most
importance. The present study investigates the mechanism of fibrillation and the lipid
membrane binding of native recombinant a-synuclein and their mutants, Y39A and
Y (125,133,136)A. We propose that the Tyr residues are important in particular for the
early event of fibrillation, while their role in the protein-membrane interactions seems
to be less significant. We confirmed the formation of a-helical structure upon binding
of a-synuclein to the negatively charged small unilamellar vesicles in the liquid
disordered phase. N-terminal part of the protein is at least partially inserted into the
membrane. This protein did not associate with neutral lipids. These results indicate
that in addition to electrostatic interaction, hydrophobic interactions are also
important in the association of a-synuclein with membranes. The mechanism of a-
synuclein binding to membrane is primarily dependent on the net charge of lipid
heads, surface charge of the lipid bilayer, and the phase state of the lipids. We propose
that a-synuclein has an ordering function and thermally stabilizes vesicles. We have
confirmed the binding of a-synuclein with ganglioside GM1. We have also shown
that the flavonoids quercetin, epigallocatechin gallate, and cyanidin-3-glucoside,
inhibit a-synuclein fibrillation. Epigallocatechin gallate and nicotine are efficient in
crossing the blood-brain barrier model and protect the neuron culture against
oxidative damage.
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1UVvOD

Amiloidne bolezni (amiloidoze) predstavljajo obsezno skupino bolezni, pri Katerih se
agregirani proteini odlagajo v razli¢nih organih. V skupino sinukleinopatij uvrs¢amo Stevilne
nevrodegenerativne amiloidoze, med katerimi je najpogostejsa in poznana Parkinsonova
bolezen; zanjo je znacilno odmiranje dopaminergi¢nih nevronov. Za sinukleinopatije so
znaCilna patoloska celi¢na inkluzijska telesca, v katerih je glavna komponenta agregirani
protein o-sinuklein. Vzrok za nastanek Parkinsonove bolezni je Se vedno nepojasnjen,
predvidevajo pa, da klju¢ni korak v etiologiji bolezni predstavlja fibrilacija a-sinukleina.

a-Sinuklein je majhen nativno nezviti protein, ki se nahaja predvsem v mozganih. Zanj je
znacilna izjemna strukturna plastic¢nost, saj lahko v odvisnosti od okoljskih pogojev zavzame
Stevilne razlicne konformacije. Kljub intenzivnim raziskavam ostajata fizioloska kot tudi
patoloska vloga o-sinukleina Se vedno nepojasnjeni. Predvidevajo pa, da ima pri obeh
pomembno vlogo interakcija proteina s celiénimi membranami (Pffeferkorn in sod., 2012;
Auluck in sod., 2010; Pirc in Ulrih, 2011). Naravna funkcija proteina naj bi tako vkljucevala
vezavo s sinapti¢nimi vezikli in naj bi bila povezana z njihovo regulacijo in transportom. Za
nevrotoksi¢nost naj bi bile odgovorne predvsem agregirane zvrsti proteina. Tako so
patologijo a-sinukleina sprva pripisovali citosolnim filamentoznim inkluzijam, medtem ko
raziskave zadnjih let kazejo, da naj bi bili toksi¢ni predvsem oligomeri a-sinukleina, ki lahko
tvorijo membranske pore.

Interakcije z membranami verjetno predstavljajo enega izmed najspornejSih podrocij v
preucevanju a-sinukleina (Fink, 2006; Pffeferkorn in sod., 2012), saj Stevilne raziskave
porocajo vcasih celo o popolnoma nasprotujocih si rezultatih, poleg tega pa morda obstajajo
velike razlike med situacijo in vitro in in vivo. Trenutno je splo$no sprejeto mnenje, da se o-
sinuklein preferencno veze z majhnimi unilamelarnimi vezikli, ki vsebujejo negativno nabite
polarne glave ali strukturne nepravilnosti, in da po vezavi zavzame strukturo a-vijacnice.
Tako kot na fibrilacijo a-sinukleina, tudi na njegovo interakcijo z lipidi vplivajo $tevilni
faktorji, pri asociaciji pa naj bi bile pomembne tako elektrostatske kot hidrofobne interakcije.

Etiologija Parkinsonove bolezni je povezana tudi z oksidativnim stresom. Spojine, Ki
inhibirajo fibrilacijo proteina in obenem kazejo antioksidativne lastnosti, so tako $e posebe;j
zanimive pri razvoju novih terapevtikov.

1.1 NAMEN DELA

Od prvega odkritja povezave med a-sinukleinom in Parkinsonovo boleznijo leta 1997
(Polymeropoulos in sod., 1997; Spillantini in sod., 1997) pa do danes so s Stevilnimi
raziskavami poskusSali dolo¢iti tako naravno funkcijo kot mehanizme patoloskega delovanja
a-sinukleina. Natan¢no poznavanje fizioloske in patoloske vloge a-sinukleina je nujno za
nacrtovanje novih farmacevtskih sredstev, ki bi zmanjSala pojav sinukleinopatij pri vse
vecjem delezu starejSega prebivalstva. Mehanizem vezave a-sinukleina na lipidne
membrane Se ni znan. Prav tako Se ne razumemo natan¢nega mehanizma fibrilacije tega
proteina.
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Stirje Tyr-ostanki v a-sinukleinu so razporejeni v obeh strukturno raznolikih regijah
proteina. Usmerjena mutageneza je ena od moznosti za preucevanje proteinske zgradbe in
njihove funkcije. Nadzorovane zamenjave AK nam lahko veliko povedo o strukturi in
funkciji preucevanega proteina. V doktorskem delu bomo zato tudi s pomocjo uporabe
izbranih mutantov Tyr—Ala skusali preuciti interakcijo a-sinukleina z lipidnimi
membranami. Pricakujemo, da bomo z raziskavami doprinesli k razumevanju mehanizma
vezave o-sinukleina na membrane. To naj bi pripomoglo tako k pojasnitvi fizioloske funkcije
proteina, kot tudi k razumevanju potencialne vloge membrane pri patogenezi proteina.
Preucili bomo tudi vpliv ostankov Tyr na fibrilacijo proteina. V zadnjem Casu se vse vec
raziskav usmerja v iskanje majhnih naravnih molekul, ki bi lahko inhibirale ta proces. V ta
namen bomo preverili tudi inhibitorni u¢inek dolo¢enih molekul na fibrilacijo a-sinukleina,
kot tudi njihovo ucinkovitost pri prehajanju krvno-moZzganske pregrade in zas¢iti nevronov
pred induciranim oksidativnim stresom.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE
Preverjali smo naslednje delovne hipoteze:

o Interakcija in/ali vgradnja a-sinukleina in izbranih mutantov Tyr—Ala v lipidne
vezikle je odvisna tako od povrSinskega naboja kot tudi od faznega stanja membrane.

o a-Sinuklein se z N-terminalnim delom veZe na negativno nabite vezikle, kar inducira
njegov prehod iz neurejene v strukturo a-vijacnice.

o N-terminalni del a-sinukleina se po vezavi na vezikle vstavi v membrano.

o Poleg elektrostatskih interakcij imajo pri vezavi a-Sinukleina na membrano vlogo
tudi hidrofobne interakcije.

o Tyr ostanki, od katerih se Y39 nahaja v N-terminalni regiji in Y125, Y133 ter Y136
v C-terminalni regiji, imajo pomembno vlogo pri interakciji o-sinukleina z
membrano.

o a-Sinuklein se specifi¢no veze na gangliozide.

a-Sinuklein ob vezavi na membrano povzroci tvorbo por.

o Dolocene fenolne spojine inhibirajo proces fibrilacije a-sinukleina in vitro, kar bi
lahko zmanjsalo citotoksi¢nost a-sinukleina v nevroblastomskih celicah.

(@]

Tekom raziskovalnega dela smo postavili Se dve dodatni hipotezi:

o Tyr ostanki imajo pomembno funkcijo pri fibrilaciji a-sinukleina.
o Nekatere spojine, ki inhibirajo fibrilacijo a-sinukleina in vitro, prehajajo skozi

modelno Kkrvno-mozgansko pregrado in =zasitijo nevrone pred induciranim
oksidativnim stresom.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ODKRITJE a-SINUKLEINA

a-Sinuklein je zelo ohranjen presinapti¢ni protein z neznano fiziolosko funkcijo, ki ga skupaj
z B-sinukleinom in y-sinukleinom uvrs¢amo v sinukleinsko proteinsko druzino. To so majhni
vodotopni proteini, ki so znaéilni za vretencarje, in ki se ve¢inoma izrazajo v zivénem tkivu
in nekaterih tumorjih (George, 2002).

a-Sinuklein je neodvisno odkrilo ve¢ raziskovalnih skupin. Prvi¢ so z imenom sinuklein
poimenovali protein izoliran iz presinapti¢nih terminalov in jedra nevronov elektricnega
skata Torpedo californica (Maroteaux in sod., 1988). Iz amiloidnih plakov bolnikov z
Alzheimerjevo boleznijo (ang. Alzheimer’s disease; AD) so nato izolirali 35-AK peptid,
sedaj poimenovan NAC (ang. non-amyloid-p component of AD), in ugotovili, da izhaja iz
ve¢jega 140-AK prekurzorskega proteina NACP (NAC prekurzor) (Ueda in sod., 1993).
Druga skupina je v kanarc¢ku odkrila homolog NACP in ga poimenovala sinelfin (George in
sod., 1995). Kon¢no je postalo jasno, da so sinuklein, NACP in sinelfin homologni proteini
in tako poimenovani a-sinuklein.

Zanimanje za a-sinuklein se je mo¢no povecalo leta 1997, ko so odkrili, da je mutacija v a-
sinukleinskem genu povezana z druZinskim primerom zgodnjega pojava Parkinsonove
bolezni (ang. Parkinson’s disease; PD) (Polymeropholous in sod., 1997), in ko so nasli
agregiran a-sinuklein v mozganih obolelih ljudi (Spillantini in sod., 1997).

2.2 0-SINUKLEIN IN PARKINSONOVA BOLEZEN
2.2.1 Parkinsonova bolezen je tipi¢na sinukleinopatija

Parkinsonova bolezen je za Alzheimerjevo boleznijo druga najpogostejsa
nevrodegenerativna bolezen, ki prizadene ve¢ kot 1 % populacije nad 65 letom starosti
(Goedert, 2001; Goedert in sod., 2013). Za PD je znalilno odmiranje nevronov, ki se
nahajajo predvsem v mozganskem predelu substantia nigra. Postopna degradacija teh
nevronov zmanjsa koli¢ino dopamina, kar vodi v pojav znacilnih simptomov, kot so tresenje,
pocasni gibi, teZzave zZ natanc¢no motoriko ter izguba posturalnih refleksov (Jankovic, 2008).
Poleg izgube nevronov so za PD znadilne citosolne inkluzije v nekaterih prezivelih nevronih.
Te proteinske odlage imenujemo Lewyeva telesca (LT) in Lewyevi nevriti (LN), njihova
glavna komponenta pa so amiloidni agregati a-sinukleina (Uversky in Eliezer, 2009).

a-Sinuklein ni vpleten le v patogenezo PD, ampak ga povezujejo s heterogeno skupino
nevrodegenerativnih bolezni, imenovano sinukleinopatije. Taks$ne patologije so na primer
Se demenca z LT in multipla sistemska atrofija (Spillantini in sod., 1998a). Vse to so
mozganske amiloidne bolezni, pri katerih se v dolo¢enih nevronih in celicah glie kopicijo
netopne fibrile a-sinukleina (Spillantini in sod., 1997; Spillantini in sod., 1998b). Kljub
Stevilnim raziskavam $e ni znano, kako agregacija a-sinukleina prispeva k nevrodegeneraciji
(Lashuel in sod., 2013).
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PD uvrs¢amo med starostne bolezni, saj je ve€ina primerov obolenj poznega idiopatskega
tipa (Beyer, 2007). Bolezen ostaja neozdravljiva predvsem zaradi nepoznavanja vzrokov
zanjo, poleg tega pa ve¢ dokazov kaze na multifaktorsko etiologijo, ki poleg staranja
vkljucuje genetsko predispozicijo ter izpostavljenost okoljskim toksinom in oksidativnemu
stresu (Fink, 2006; Silva in sod., 2012).

2.2.2 Patogeneza a-sinukleina
2.2.2.1 Dokazi za vpletenost a-sinukleina v patogenezo Parkinsonove bolezni

V zadnjih 15 letih je ve¢ klju¢nih odkritij razkrilo pomen a-sinukleina v patogenezi PD. Med
najmocnejSimi dokazi so:

o Fibrile a-sinukleina predstavljajo glavno komponento LT (Spillantini in sod., 1997;
Spillantini in sod., 1998b). Fibrile, ki jih najdemo pri PD so strukturno podobne
tistim pri drugih amiloidnih boleznih; so ravne palicaste strukture s premerom od 5
do 10 nm (Fink, 2006).

o Mutacije v a-sinukleinskem genu SNCA so povezane z redkimi dednimi primeri
zgodnjega pojava bolezni. Poleg duplikacije (Chartier-Harlin in sod., 2004) in
triplikacije (Singleton in sod., 2003) a-sinukleinskega genskega lokusa, ki vplivajo
na poviSano izrazanje divjega tipa (ang. wild-type; WT) proteina v celici, so
identificirali tudi tri specificne tockovne mutacije: AS3T v druzini z italijanskim in
grskim izvorom (Polymeropoulos in sod., 1997); A30P v nemski druzini (Kruger in
sod., 1998); in E46K v $panski druzini (Zarranz in sod., 2004). Povsem nedavno so
porocali Se o dveh patogenih to¢kovnih mutacijah v a-sinukleinskem genu (Kiely in
sod., 2013; Appel-Cresswell in sod., 2013). Doloc¢eni polimorfizmi v SNCA so glavni
faktor tveganja za sporadi¢ne primere PD (Simon-Sanchez in sod., 2009).

o V zivalskih modelih z induciranim izrazanjem divjega tipa ali mutiranega o-
sinukleina je prislo do pojava nevronskih inkluzij, nevrodegeneracije in v nekaterih
primerih tudi motori¢nih simptomov podobnih PD (Masliah in sod., 2000; Kuwahara
in sod., 2006).

Dodaten dokaz za tesno povezanost med a-sinukleinom in PD predstavljata s starostjo
povezana povisana koncentracija proteina v mozganski substantia nigra (Chu in Kordower,
2007) ter nedavno odkritje, da miSi z izbitimi sinukleinskimi geni S starostjo kazejo
nevronsko disfunkcijo (Greten-Harrison in sod., 2010). Potrebno je poudariti, da mutacije v
SNCA predstavljalo le majhen delez PD, medtem ko naj bi v 95 % vseh PD primerov prislo
do spontane agregacije a-sinukleina (Farrer, 2006).

2.2.2.2 a-Sinuklein in celi¢na smrt

Molekularni mehanizem (ali mehanizmi), ki vodi v smrt dopaminergi¢nih nevronov v
mozganskem predelu substantia nigra ni poznan. Dokazi iz zivalskih modelov, kot tudi
izsledki genetskih, biokemijskih in biofizikalnih §tudij podpirajo hipotezo, da imata procesa
oligomerizacije in/ali rasti fibril a-sinukleina (Conway in sod., 1998; Taschenberger in sod.,
2011) glavni vlogi v patogenezi PD in ostalih sinukleinopatijah. Vsaka od agregiranih zvrsti
bi potencialno lahko bila toksi¢na. Sprva so citotoksi¢nost pripisovali s fibrilami bogatimi
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LT, vendar so v kasnej$ih $tudijah menili, da agregirani depoziti morda predstavljajo zas¢itni
mehanizem celice (Arrasate in sod., 2004). Tudi $tudije na zivalskih modelih in posmrtnih
¢loveskih mozganih so pokazale od LT-neodvisno nevrodegradacijo (Moriarty in sod.,
2013). Prav tako bi lahko odstranitev nativnega monomernega o-Sinukleina iz njegove
fizioloske lokacije povzrocila izgubo celi¢ne funkcije ali porusenje aktivnosti drugih
molekul ali signalnih poti (Wang in sod., 2012). Glavni trije predlagani molekulski
mehanizmi, s katerimi bi lahko razlozili nevrotoksi¢nost a-sinukleina in/ali njegovih
agregatov so: (1) fizi¢no porusenje celi¢nih predelkov in/ali procesov, (i) pridobitev toksi¢ne
funkcije in (iii) toksi¢na izguba funkcije (Breydo in sod., 2012).

Najverjetnejs$i mehanizem patogeneze a-sinukleina naj bi vkljuceval destabilizacijo celi¢nih
membran. To je trenutno na splosno najpopularnejSa hipoteza toksi¢nega delovanja
amiloidnih proteinov (Butterfield in Lashuel, 2010). Toksi¢ni naj bi bili predvsem oligomeri,
ki lahko poskodujejo membrane (Auluck in sod., 2010; Lashuel in sod., 2002; Zakharov in
sod., 2007; Kim in sod., 2009; van Rooijen in sod., 2009), kar bi lahko vodilo v
depolarizacijo celiéne membrane in njene pove¢ane permeabilnosti.

Predlagali so Stevilne nevrotoksi¢ne mehanizme agregatov a-sinukleina, med njimi okvare
proteasoma, poskodbe mitohondrija, apoptozo, oksidativni stres, od dopamina-odvisno
toksi¢nost in okvare transporta veziklov (Deelersnijder in sod., 2013). Oligomeri in nizko
molekularni agregati a-sinukleina so v kvasovkah blokirali transport veziklov med
endoplazmatskim retikulom (ER) in Golgijevim aparatom (Cooper in sod., 2006), kar bi
lahko vplivalo na mnoge celi¢ne procese, tudi avtofagijo poskodovanih mitohondrijev.
Mnogo Studij se osredoto¢a na povezavo med agregacijo a-sinukleina in mitohondrijsko
disfunkcijo, ki se pojavi zgodaj v patogenezi tako sporadi¢ne kot dedne PD (Biieler, 2009).
Menili so, da agregati a-sinukleina tvorijo pore v mitohondrijski membrani, kar vodi v
disfunkcijo mitohondrija in poviSan oksidativni stres (Betarbet in sod., 2006; Parihar in sod.,
2008). Oksidativni stres lahko preko oksidacije proteina vpliva na njegovo agregacijo
(Schildknecht in sod., 2013). Ti procesi lahko tvorijo krozni mehanizem napredujoce
toksicnosti (slika 1) (Cookson, 2009), h kateri dodatno pripomore prisotnost dopamina (DA)
in sorodnih metabolitov v specializiranih nevronskih celicah. Lokalna specifi¢nost in druge
patoloSke znacilnosti sinukleinopatij tako najverjetneje ne izvirajo iz enega samega
zacetnega molekularnega dogodka, temve¢ iz kompleksnega prepleta interakcij, ki
vkljucujejo a-sinuklein, oksidativni stres, proteostatski stres in druge faktorje (Schildknecht
in sod., 2013).

V nedavnih $tudijah so predlagali, da bi a-sinuklein lahko bil prionu-podoben protein, ki se
lahko v napacno zviti konformaciji prenaSa med nevroni, kjer zaseje agregacijo Vv
recipientski celici in tako potencialno §iri nevrodegeneracijo (Deelersnijder in sod., 2013;
Desplats in sod., 2009). Sirjenje naj bi bilo najbolj uéinkovito, ko je a-sinuklein vezan na
majhne vezikle - eksosome (Danzer in sod., 2012). Ko v pogojih celi¢nega stresa avtofagni
mehanizmi odpovejo in ne pride do lizosomske razgradnje toksi¢nih oligomerov a-
sinukleina, bi lahko to vodilo v ¢is¢enje celice s pomocjo eksosomov in tako omogocilo
mednevronski prenos a-sinukleina (Alvarez-Erviti in sod., 2011; Danzer in sod., 2012).
Depozite a-sinukleina so nasli tudi v trebusnem zivénem sistemu, povezanim z moZzgani
preko vagusnega Zivca (Goedert in sod., 2013). Trenutno ni znano ali se bolezen za¢ne v
¢revesju in se Siri v mozgane ali obratno (Del Tredici in Braak, 2012).
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Slika 1: Molekularni in celiéni procesi povezani z a-Sinukleinom in Parkinsonovo boleznijo. PD je
multifaktorska bolezen, pri kateri poSkobe nevronov izvirajo iz okoljskih dejavnikov, Ki vplivajo na delovanje
mitohondrijev, ER in proteasomov. Dovzetnost dopaminergi¢nih celic poleg genetske predispozicije
(multiplikacija in mutacije v SNCA ter drugih genih) $e poveca tvorba reaktivnih kisikovih (ROS) in dusikovih
(NOS) zvrsti. Okvirji s temno obrobo kazejo na udelezbo membrane v navedenem procesu (Shvadchak in sod.,
2011a). Legenda: a-sin, a-sinuklein; DA, dopamin; PUFA, polinenasi¢ene mascobne kisline; LT, Levijeva
telesca; LN, Levijevi nevriti.

Figure 1: Molecular and cellular processes related to a-synuclein and Parkinson's disease. PD is a multifactorial
disease and neuronal dysfunction arises by the concurrent action of environmental factors stressing the
functions of mitochondria, ER and proteasomes. Genetic predisposition (gene multiplication and missense
mutations of SNCA gene, mutations in other genes) is further exacerbated in dopaminergic cells by the
susceptibility to the promoters of reactive oxygen (ROS) and nitrogen (NOS) species. Boxes with thick borders
indicate membrane participation in the indicated process (Shvadchak et al., 2011a). Legend: a-sin, a-synuklein;
DA, dopamine; PUFA, polyunsaturated fatty acids; LT, Levy bodies; LN, Levy neurites.

2.3 LOKACIA IN FUNKCIJA o-SINUKLEINA

a-Sinuklein najdemo v razliénih celi¢nih tipih, vendar je relativno specificen za centralni
ziveni sistem (Deelersnijder in sod., 2013). Ocenjujejo, da v mozganih predstavlja okoli 0,5
- 1,0 % skupnih citosolnih nevronskih proteinov (Iwai in sod., 1995). V membranski frakciji
se nahaja ~15 % a-sinukleina (Lee in sod., 2002), po lizi sinaptosomov pa so ga identificirali
v topni frakciji (Iwai in sod., 1995), kar kaze na reverzibilno vezavo. Protein se mo¢no izraza
tudi v eritrocitih in krvnih plos¢icah (Barbour in sod., 2008). Kljub temu, da naj bi bil a-
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sinuklein predvsem citoplazemski protein, pa so ga nasli tudi v ekstracelularnih tekocCinah,
kot sta cerebrospinalna teko¢ina in krvna plazma (Borghi in sod., 2000; EI-Agnaf in sod.,
2006).

Natancna fizioloska funkcija (ali funkcije) a-sinukleina ni poznana, vendar pa obstajajo
mocni dokazi, da je povezana z vezavo na lipidne membrane, Se posebej z reverzibilno
vezavo na sinapticne vezikle (Beyer, 2007; Dikyl in Eliezer, 2012). V nevronih je a-
sinuklein prisoten predvsem v presinapti¢nih kon¢i¢ih (Iwai in sod., 1995), kjer asociira z
rezervno zalogo sinapti¢nih veziklov (Kahle in sod., 2000; Lee in sod., 2008). Ob izbitju a-
sinukleinskega gena ali prekomernem izrazanju proteina pride do motenj v sinapti¢nem
prenosu. To kaze na vlogo v regulaciji fuzije sinapti¢nih veziklov oz. prenosu
nevrotransmiterja, sinapti¢ni funkciji in plasti¢nosti (slika 2). a-Sinuklein bi lahko sodeloval
pri vzdrzevanju rezervne zaloge sinapti¢nih veziklov (Lashuel in sod., 2013). Ker so misi z
izbitimi sinukleinskimi geni viabilne (Abeliovich in sod., 2000; Burré in sod., 2010), protein
verjetno ni bistven za sinapti¢ni prenos, lahko pa prispeva k daljnoro¢ni regulaciji in
vzdrzevanju funkcije zivénih konc¢i¢ev (Chandra in sod., 2004; Greten-Harrison in sod.,
2010).

a-Sinuklein bi lahko deloval kot negativni regulator prenosa nevrotransmiterja. MiSi z
izbitim genom SNCA imajo okvarjen sinapti¢ni odziv pri stimulaciji z zaporednimi
podaljSanimi visoko-frekvenénimi draZljaji. Pride do porabe veziklov, ki so zasidrani na
membrano, in zaloznih veziklov, ter motenj v nadomescanju veziklov iz zaloge. To kaze na
uravnalno vlogo proteina pri nastajanju in transportu rezervnih sinapti¢nih veziklov na mesto
sprostitve (Cabin in sod., 2002; Abeliovich in sod., 2000). Tudi uporaba nasprotnosmiselnih
oligonukleotidov je v primarni kulturi nevronov znizala zalogo sinapti¢nih veziklov
(Murphy in sod., 2000). a-Sinuklein bi lahko sodeloval pri stabilizaciji veziklov, kar bi
preprecilo prezgodnjo fuzijo s taréno membrano (Nuscher in sod., 2004; Perlmutter in sod.,
2009). Za transgene miSi s povisanim izrazanjem o-Sinukleina je znacilna okvarjena
eksocitoza sinapti¢nih veziklov in zniZano sproSc¢anje nevrotransmitorja (Yavich in sod.,
2004; Scott in sod., 2010; Nemani in sod., 2010). Podobne uéinke so opazili ob povisanem
izraZanju a-sinukleina v zivalskih modelih za PD (Gaugler in sod., 2012; Lundblad in sod.,
2012), in v celi¢ni liniji PC12 (Larsen in sod., 2006). Povecano izrazanje proteina zniza
zalogo hitro dostopnih veziklov (Gaugler in sod., 2012) in vpliva na recikliranje sinapti¢nih
veziklov po endocitozi, kar vodi v zniZanje velikosti reciklirajoce zaloge sinapti¢nih
veziklov (Nemani in sod., 2010). Povecana koli¢ina proteina zmanjSa privzem dopamina v
nevronskih terminalih (Lundblad in sod., 2012) in inhibira intersinapti¢ni transport veziklov,
kar zmanjsa Stevilo zaloznih veziklov (Scott in Roy, 2012).

a-Sinuklein bi lahko preko modulacije poznih korakov eksocitoze deloval tudi kot pozitivni
regulator sinapti¢nega prenosa. Za misi z onesposobljenim genom za protein CSPa (ang.
cysteine string protein alpha) je znacilna hitra nevrodegeneracija. CSPa je prisoten v
sinapti¢nih veziklih, delecija njegovega gena pa inhibira sestavljanje proteinskega
kompleksa SNARE (ang. Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein
REceptor). Transgeno izrazanje a-sinukleina je v veliki meri izni¢ilo negativni uéinek
delecije CSPa ter preprecilo nevrodegeneracijo (Chandra in sod., 2005).
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Slika 2: Domnevna vloga a-sinukleina v regulaciji prenosa nevrotransmiterja. V presinapti¢nih zivénih
koncicih se sinapti¢ni vezikli vzdrzujejo v hitro dostopni in reciklirajo¢i zalogi. Nevronska aktivnost sprozi
eksocitozo veziklov. Ob tem pride do (1) transporta veziklov, (2) prileganja veziklov, (3) zasidranja in fuzije
veziklov ter sprostitve nevrotransmitorja, kar vkljucuje sestavljanje proteinskega kompleksa SNARE. V
okvirju sta prikazani strukturi membransko vezanega a-sinukleina (glej 2.6.3). V citoplazmi in/ali lumnu
veziklov je protein v nativno neurejeni strukturi (glej 2.4.2) (Deleersnijer in sod., 2013).

Figure 2: Suggested role of a-synuclein in the modulation of neurotransmitter release. In presynaptic nerve
terminals, neurotransmitter vesicles are maintained in a reserve pool, readily releasable and recycling pool.
Neuronal activity triggers vesicle exocytosis, preceded by (1) vesicle trafficking, (2) vesicle docking and (3)
priming, vesicle fusion and neurotransmitter release involving SNARE protein complex assembly. Inset
demonstrates membrane-induced structures of a-synuclein (see 2.6.3). In the unbound state, a-synuclein can
be found in the cytoplasm and/or vesicle lumen in an intrinsically disordered conformation (see 2.4.2)
(Deleersnijder et al., 2013).

Funkcija a-sinukleina v regulaciji sinapticne homeostaze ni nujno povezana zgolj z
interakcijo s sinapti¢nimi vezikli. Stimulacija sestavljanja kompleksa SNARE in vitro naj bi
vkljuc¢evala neposredno interakcijo med a-sinukleinom in sinaptobrevinom (Burré in sod.,
2010). Protein bi lahko interagiral s sinapti¢nimi proteini, ki kontrolirajo eksocitozo
veziklov, kot je fosfolipaza D2 (Payton in sod., 2004), ¢eprav kasnejsa Studija ni potrdila
inhibicije tega encima (Rappley in sod., 2009). a-Sinuklein naj bi imel vlogo tudi pri tvorbi
dopamina, saj vpliva na delovanje nekaterih encimov, ki sodelujejo v njegovi sintezi (Perez
in sod., 2002; Tehranian in sod., 2006). a-Sinuklein interagira Se s Stevilnimi drugimi
proteini (Dev in sod., 2003; Uversky, 2007).

Predlagali so $e stevilne druge funkcije a-sinukleina, kot so regulacija transporta veziklov
ER in GA (Cooper in sod., 2006), vloga v preZivetju nevronov (Quilty in sod., 2006), vloga
v metabolizmu in transportu lipidov (Sharon in sod., 2001), eksocitozi (Srivastava in sod.,
2007), organizaciji lipidov (Madine in sod., 2006), kontroli nevronskega apoptoti¢nega
odziva (Xu in sod., 2002; Saha in sod., 2000), vzdrzevanju homeostaze dopamina (Lotharius
in Brundin, 2002), produkciji prostih radikalov (Zhu in sod., 2006), tvorbi transmembranskih
ionskih kanalov (Zakharov in sod., 2007; Quist in sod., 2005), splosni Saperonski aktivnosti
(Souza in sod., 2000) in celi¢nem signaliziranju (Chandra in sod., 2004; Dev in sod., 2003).
Vec studij je porocalo 0 vlogi proteina pri vzdrzevanju integritete mitohondrija (Ellis in sod.,
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2005; Chinta in sod., 2010). Sirok nabor predlaganih funkcij bi lahko bil povezan z
zanimivimi strukturnimi lastnostmi proteina (glej 2.4).

2.4 STRUKTURNE ZNACILNOSTI IN KONFORMACIJA o-SINUKLEINA

a-Sinuklein je izjemen zaradi svoje strukturne plasti¢nosti, saj lahko zavzame Stevilne
strukturno nesorodne konformacije. Poleg nezvitega monomernega stanja, te obsegajo Se
membransko vezano strukturo a-vijacnice, delno zvito konformacijo, ki je kljucni
intermediat pri agregaciji in fibrilaciji proteina, raznolike oligomerne zvrsti, amorfne
agregate in fibrile z B-strukturo ter (dlomnevno) a-vija¢no tetramerno strukturo. Ker je Sirok
spekter dostopnih konformacij a-sinukleina izjemno odvisen od okoljskih pogojev (Weinreb
in sod., 1996; Bussell in Eliezer, 2003; Uversky in sod., 2001), je Uversky (2003) predlagal
koncept proteina-kameleona, po katerem se a-sinuklein na okolje in vezne partnerje odziva
s spremembami strukture.

2.4.1 Primarna zgradba a-sinukleina

a-Sinuklein je majhen (140 AK; 14,460 kDa) moc¢no kisel protein z izoelektricno toc¢ko (Ip)
4,67 (Ueda in sod., 1993). Majhna Ip se odraza v velikem neto negativnem naboju proteina
pri nevtralnem pH (Beyer, 2007). Primarna struktura proteina ima ve¢ znacilnosti. Tako je
za prvih 89 N-terminalnih AK ostankov znacilnih sedem nepopolnih 11-mernih ponovitev
z zelo ohranjenim 6-mernim konsenznim zaporedjem KTKEGV (slika 3A). Ta motiv je
edinstven za sinukleinsko proteinsko druZzino in je zelo ohranjen med vrstami (George in
sod., 1995; Bendor in sod., 2013). Na osnovi primerjave z apolipoproteini razreda A-l so
sklenili, da so ti motivi pomembni za zvitje proteina v amfipati¢no a-vijanico ob interakciji
z lipidnimi membranami (Segrest in sod., 1992; Davidson in sod., 1998). Amfipati¢nost
ustreza lo€itvi polarnih in nepolarnih AK ostankov na nasprotnih straneh a-vijacnice; takSna
porazdelitev je zelo primerna za vezavo na membrane (Drin in Anthonny, 2010).

Na ravni AK zaporedja lahko strukturo a-sinukleina razdelimo na tri regije (slika 3B):

o N-terminalna domena (AK ostanki 1 - 60) je pozitivno nabita in vsebuje Stiri 11-
merne nepopolne ponovitve (Fink, 2006; George in sod., 1995). Ta domena je
klju¢na za tvorbo a-vijacne strukture pri interakciji z lipidi (Bartels in sod., 2010).
Vse tri to¢kovne mutacije, ki jih povezujejo z zgodnjim pojavom PD, se nahajajo v
tej regiji.

o Osrednja NAC regija! (AK ostanki 61 - 95) predstavlja najbolj hidrofoben del
proteina in je bila prvotno opisana kot ne-p-amiloidna komponenta Alzheimerjeve
bolezni (Takeda in sod., 1998). Ta regija vsebuje tri dodatne motive KTKEGV. Ve¢
Studij je pokazalo, da je domena NAC nujna za agregacijo in tvorbo B-strukture
proteina. Delecija specificnih AK ostankov znotraj NAC regije namre¢ prepreci
agregacijo (Bodles in sod., 2001; Giasson in sod., 2001). Peptidi, ki izhajajo iz NAC
regije, tvorijo fibrile z B-strukturo (EI-Agnaf in sod., 1998). Pokazali so, da je regija

1V literaturi vlada zmeda pri poimenovanju posameznih regij a-sinukleina, saj se z izrazom N-terminalna regija
pogosto poimenuje AK zaporedje 1 - 95 (NAC regija je v tem primeru del N-terminalne regije). To $e posebej
velja pri raziskavah interakcije proteina z lipidnimi membranami. Tak$nega poimenovanja se bomo, ¢e ne bo
drugace navedeno, drzali tudi v doktorskem delu.
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NAC toksi¢na za celice (Bodles in sod., 2001) in da delecija te regije v transgenem
modelu Drosophile prepreci agregacijo a-sinukleina in celi¢no smrt (Periquet in sod.,
2007). Homologni protein B-sinuklein, ki za razliko od a-sinukleina nima osrednje
hidrofobne domene, je mnogo manj nagnjen k agregaciji. Interakcija med -
sinukleinom in a-sinukleinom naj bi preprecila agregacijo (Park in Lansbury, 2003).

o C-terminalna domena (AK ostanki 96 - 140) vsebuje edinih pet Pro in Stevilne kisle
AK ostanke (15 karboksilatov), pri cemer je Glu pogostejsi od Asp (George in sod.,
1995). Ta regija je zaradi prisotnost Stevilnih nabitith AK in Pro mo¢no nagnjena k
neurejeni konformaciji (Breydo in sod., 2012).

A

I (9-19) 11 (20-30) I (31-41)

MDVFMKGL SKAKEGVVAAA EKTKQGVAEAA GKTKEGVILYVG

IV 42-52) V (57-67) VI (68-78) VI1I (79-89)
SKTKEGVVHGV ATVA EKTKEQVTINVG GAVVTGVTAVA QKTVEGAGSIA

AATGFVKKDQLGKNEEGAPQEGILEDMPVDPDNEAYEMPSEEGYIQDYIEPEA

B N-terminalna regija C-terminalna regija
2 S 23
P~ e
| v 1l

1 60 95 140

vezava na membrano

I

jedro fibrile

Slika 3: Aminokislinsko zaporedje ¢loveskega a-sinukleina. (A) Prikazane so 11-merne ponovitve z osen¢enim
konsenznim zaporedjem KTKEGV. Polozaj vseh treh tockovnih mutacij, ki jih povezujejo z zgodnjim
pojavom PD (A30P, E46K, A53T), je prikazan v odebeljenem tisku. Vsi §tirje Tyr ostanki so v okvirju in
odebeljeni. (B) Zaporedje AK v a-sinukleinu lahko razdelimo v tri regije: N-terminalni del, ki po vezavi na
membrano zavzame a-vijaéno strukturo, hidrofobno NAC regijo, ki lahko tvori B-strukturo in negativno nabiti
nestrukturirani C-terminalni del. Prikazani sta tudi regiji, ki sta pomembni za vezavo ha membrano in tvorbo
jedra fibrile (prirejeno po Pirc in Ulrih, 2011).

Figure 3: Amino-acid sequence of human a-synuclein. (A) The imperfect 11-mer repeats are as indicated, with
the predominant KTKEGV consensus sequences shaded. The locations of the three point mutations that have
been linked to early-onset PD (A30P, E46K, A53T) are shown in bold type. All four Tyr residues are shown
in bold type and framed. (B) The a-synuclein sequence can be divided into three regions: the N-terminus adopts
an o-helix upon lipid binding, the hydrophobic NAC domain can form B-sheet structure, and the negatively
charged C-terminus is unstructured. The proposed membrane binding and fibril core-forming regions are
indicated (addapted from Pirc and Ulrih, 2011).
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Prvi dve regiji tvorita membransko-vezavno domeno (slika 3B), medtem ko naj bi bil C-
terminalni del pomemben za interakcijo s proteini, majhnimi molekulami in kovinskimi ioni
(Ulmer in sod., 2005; Eliezer in sod., 2001; Uversky in Eliezer, 2009). C-terminalni del je
lahko na ve¢ mestih fosforiliran (Oueslati in sod., 2010), kar bi lahko kazalo na vlogo v
regulaciji. Funkcija C-terminalnega dela ostaja nepojasnjena, poleg tega pa je to tudi najmanj
ohranjena domena med vrstami kot tudi med sinukleinskimi izoformami. Ta domena naj bi
zakrivala hidrofobno NAC regijo in tako imela tudi regulatorno vlogo pri agregaciji in tvorbi
fibril proteina (glej 2.4.2.2)

a-Sinuklein ne vsebuje Trp, Cys in Arg. C-terminalna domena vsebuje tri (na pozicijah 125,
133 in 136) od stirih Tyr ostankov; Cetrti, Tyr39, ostanek se nahaja v N-terminalni domeni.

Tyr ostanki so ohranjeni med a- in B-sinukleini, kar nakazuje na mozne pomembne funkcije
teh AK (Uversky in Fink, 2002; Dev in sod., 2003).

2.4.2 Nativna struktura a-sinukleina
2.4.2.1 a-Sinuklein je nativno nezviti protein

Nativne strukture amiloidogenih proteinov so zelo raznolike. Nekateri, kot so na primer
lahke verige 1g, transertin in inzulin, so stabilno zviti monomerni ali oligomerni proteini.
Veliko proteinov, ki so vpleteni v nastanek amiloidnih bolezni, pa je tudi neurejenih samih
po sebi. Med taksne proteine ali regije proteinov uvr§¢amo amiloid-f in tau protein pri
Alzheimerjevi bolezni, N-terminalno domeno prionskega proteina, poli(Q) regije
huntingtina pri Huntingtonovi bolezni (Fink, 2005) in tudi a-sinuklein. Taksni proteini v
ocisceni obliki pri nevtralnem pH na celotnem ali samo delu AK zaporedja ne zavzamejo
specificne sekundarne in/ali terciarne strukture in jih lahko opiSemo kot zelo fleksibilno in
dinami¢no skupino razliénih konformacijskih stanj (Uversky, 2011; 2013; Fink, 2005).
Odlaganje a-sinukleina naj bi tako imelo svoj izvor v neurejenem monomernem skupku
Stevilnih konformacij pri pogojih, ki pospesijo fibrilacijo (Fink, 2006; Uversky, 2003).

Kljub neurejeni lastni strukturi ti proteini predstavljajo zelo velik in funkcionalno pomemben
razred proteinov. Ocenjujejo, da ima ve¢ kot 30 % evkariontskih proteinov neurejene regije,
ki zajemajo najmanj 50 AK ostankov (Dunker in sod., 2001). V celici pogosto sodelujejo v
pomembnih regulatornih funkcijah in v mnogih primerih tudi pridobijo strukturo po vezavi
na taréne molekule (Wright in Dyson, 1999). Za mnogo neurejenih proteinov brez stalne
konformacijske zgradbe so pokazali, da so vpleteni v interakcije s Stevilnimi vezavnimi
partnerji (Uversky, 2011).

a-Sinuklein uvr§¢amo v poddruzino najbolj neurejenih proteinov, ki jih imenujemo nativno
nezviti proteini in za katere je znalilna nizka hidrofobnost, nizka kompleksnost AK
zaporedja ter velik neto naboj (Lee in sod., 2007). V raztopini ima a-sinuklein mnogo ve¢;ji
Stokesov radij kot globularni proteini podobne molekulske mase (57 kDa namesto 14,5 kDa,
kot pricakujemo za 140-AK protein), kar kaZe na podalj$ano strukturo nativnega proteina
(Weinreb in sod., 1996). Analiza s cirkularnim dihroizmom (CD), infrardeco spektroskopijo
s Fourierjevo transformacijo (FTIR), gelsko kromatografijo (SEC) in X-zarkovnim sipanjem
pod majhnim kotom (SAXS) je pokazala, da v raztopini nima znacilne proteinske
sekundarne strukture (Weinreb in sod., 1996; Davidson in sod., 1998; Uversky in sod.,
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2001). TakS$na neurejena konformacija o-sinukleina je bila neodvisna od toplotne
denaturacije, koncentracije proteina, koncentracije soli, kemi¢nih denaturantov in pH
(Weinreb in sod., 1996). Studije strukture proteina z NMR (jedrna magnetna resonanca) so
potrdile nestrukturiranost proteina in omogocile zelo podrobno sliko lokalnih strukturnih
preferenc, med njimi tudi Sibko preferenco do a-vijacne strukture v N-terminalnem delu, Se
posebej AK ostankov 18 - 31 (Eliezer in sod., 2001).

2.4.2.2 Daljnosezne interakcije v molekuli a-sinukleina

Monomerni a-sinuklein je sicer neurejen, vendar pa ima kompaktnejSo strukturo, kot bi
pricakovali za popolnoma nezviti polipeptid. S SAXS-analizo so pokazali, da ima a-
sinuklein radij giracije (Rg), ki se uporablja za opis dimenzij polipeptidne verige, ~40 A. To
je precej veg, kot je predvideno za zviti globularni protein iz 140 AK ostankov (15 A), in
obenem manj kot za popolnoma nezviti naklju¢ni klob¢i¢ (52 A) (Uversky in sod., 2001).
Tudi Stokesov radij proteina je manjsi kot je predvideno za popolnoma nezviti protein
(Uversky in sod., 2001; Uversky in Fink, 2002). Z NMR, EPR (elektronska paramagnetna
resonanca) in s studijami molekulske dinamike (ang. molecular dynamics; MD) (Allison in
sod., 2009; Dedmon in sod., 2005; Bertoncini in sod., 2005), so potrdili, da v
konformacijskemu skupku neurejenega a-sinukleina obstajajo kratkoZive daljnosezne
interakcije med N-terminalnim in C-terminalnim delom, ki vodijo h kompaktnejsi
konformaciji proteina (Dedmon in sod., 2005; Bertoncini in sod., 2005). V nedavni
racunalniski Studiji eksperimentalno pridobljenih podatkov so sestavili strukturni skupek, za
katerega je predvideno, da predstavlja nezvito stanje monomernega a-sinukleina v raztopini
(slika 4A) (Ullman in sod., 2011).

Dedmon in sod. (2005) so pripravili ve¢ mutantov a-sinukleina z vstavljenim Cys, ki so bili
oznaceni z nitroksidom, kar omogoca opazovanje interakcij s kratko Zivljenjsko dobo. Z
NMR so pokazali, da do delne kondenzacije a-Sinukleina pride zaradi daljnoseznih
kontaktov, predvsem med AK ostanki na mestih ~30 - 100 v hidrofobni centralni regiji in
AK ostanki ~120 - 140 v C-terminalnem delu (Dedmon in sod., 2005). V analognih NMR
eksperimentih, kjer so a-sinuklein z nitroksidnim radikalom oznacili na mestih 18, 90 ali
140 (Bertoncini in sod., 2005), so pokazali stevilne daljnosezne interakcije, med katerimi je
najpomembnejS$a med hidrofobno skupino AK ostankov na C-terminalnem delu NAC
domene (AK ostanki 85 - 95) in C-terminalno domeno (AK ostanki 110 - 130). Predvidevajo,
da imajo pri interakciji pomembno viogo Met116, Val118, Tyrl25 in Met127. Znotraj C-
terminalne domene AK ostanki na mestih 120 - 130 interagirajo s tistimi na mestih 105 -
115, regija okoli AK ostanka 120 pa interagira tudi z N-terminalnim delom okoli mesta 20
(Bertoncini in sod., 2005). Primera dveh od sedmih najbolj zastopanih skupin konformacij
sta prikazana na sliki 4B. N/C-kontakti so dinami¢ni in ne predstavljajo stati¢ne slike o-
sinukleina kot proteina brez lastnega zvitja. Rahla kompaktnost proteinske strukture je
rezultat opazanj na moc¢no povpreceni skupini nezvitih konformacij (Allison in sod., 2009).

Predlagali so, da te daljnosezne interakcije prispevajo k zakritju amiloidogene hidrofobne
NAC domene in s tem preprecijo spontano agregacijo a-sinukleina (Dedmon in sod., 2005;
Bertoncini in sod., 2005). Avtoinhibitorne konformacije fluktuirajo na nano- do mikro-
sekundni skali, kar ustreza Casu tvorbe sekundarne strukture med zvitjem proteina
(Bertoncini in sod., 2005).
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Slika 4: Strukture nativnega monomernega o-sinukleina. (A) Poravnava vseh struktur v skupini razli¢nih
konformacijskih stanj a-sinukleina (Ullman in sod., 2011). (B) Konformacije a-sinukleina — studije z NMR
(Bertoncini in sod., 2005). Prikazana sta dva od sedmih najbolj zastopanih konformacijskih skupkov. RDCji
(ang. residual dipolar couplings) so prikazani z neprekinjeno barvno skalo. V prstanasti konformaciji proteina
je C-terminalna regija v kontaktu z NAC in N-terminalno regijo. Za podrobnejsi opis glej Bertoncini in sod.,
2005 in Alderson in Markley, 2013.

Figure 4: The structures of native-state monomeric a-synuclein. (A) An alignment of all structures within the
a-synuclein ensemble (Ullman et al., 2011). a-Synuclein conformations as determined by NMR methodology
(Bertoncini et al., 2005). Two of the seven most populated clusters are shown. RDCs are shown with a
continuous color scale. In ring-like protein conformation C-terminal region contacts NAC residues and N-
terminal residues. For details see Bertoncini et al., 2005 and Alderson and Markley, 2013.

2.4.2.3 Neurejeni monomer ali urejeni oligomer?

Trenutno so mnenja o0 nativni strukturi o-sinukleina precej nasprotujoca, Saj je
znotrajceli¢na konformacija proteina slabo poznana (Bendor in sod., 2013) niti ni znano
kolikSen delez proteina je v fizioloSkem okolju nezvitega (Breydo in sod., 2012). Dokazi o
lastni neurejenosti a-sinukleina izhajajo predvsem iz analize rekombinantnega proteina
redcenje proteina prispevali k nezvitemu monomernemu stanju. Bartels in sod. (2011) so
prvi porocali, da a-sinuklein, izoliran z nedenaturirajo¢im postopkom iz razli¢nih sesal¢jih
virov, tudi ¢loveskih eritrocitov, obstaja kot stabilni tetramer z a-vijacno strukturo. Wang in
sod. (2011) so porocali, da a-sinuklein po izolaciji iz E. coli tvori dinami¢ni tetramer, ki bi
lahko predstavljal shrambo za topne proteine. Tetramer je imel v primerjavi z monomerom
manjSo agregacijsko teznjo (Bartels in sod., 2011; Wang in sod., 2011) in se je z vecjo
afiniteto kot monomer vezal na lipidne vezikle (Bartels in sod., 2011). Tudi in vivo pre¢no
povezovanje v HEL celicah je pokazalo prisotnost ve¢inoma tetramerne zvrsti, vendar tudi
znatnih koli¢in monomerov, dimerov in trimerov. Predlagali so, da je in vivo prisotnost
tetramerov odvisna od molekulskega nasicenja ali pa §e neznane bioorganske molekule, ki
stabilizira oligomerne zvrsti proteina (Dettmer in sod., 2013).

Nasprotno je ve¢ neodvisnih $tudij podprlo lastno neurejeno strukturo a-sinukleina,

pridobljenega iz razli¢nih virov pod razlicnimi pogoji, tudi nedenaturirajo¢imi (Fauvet in
sod., 2012a; Fauvet in sod., 2012b; Kang in sod., 2012), kot tudi v intaktnih celicah E. coli
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(Binolfiin sod., 2012). Tudi z analizo nativnega mozganskega a-sinukleina so potrdili skoraj
izklju¢no monomerno stanje proteina, vendar pa je bila vsebnost a-vijacne strukture vecja
kot pri rekombinantnem proteinu (Burré in sod., 2013).

Za razliko od bakterijskega rekombinantnega a-sinukleina je bil a-sinuklein iz eritrocitov
N“-acetiliran (Bartels in sod., 2011). Acetiliran je tudi agregirani a-sinuklein v depozitih pri
PD (Ohrfelt in sod., 2011). Acetiliran a-sinuklein obstaja pretezno v neurejeni monomerni
konformaciji. Acetilacija ni vplivala na oligomerizacijo proteina (Kang in sod., 2012; Fauvet
in sod., 2012b), medtem ko vpliv na fibrilacijo in vezavo z lipidi ni jasen (Fauvet in sod.,
2012a; Fauvet in sod., 2012b).

2.5 FIBRILACHA o-SINUKLEINA

Agregacija a-sinukleina lahko poteka po razliénih poteh in konca v tvorbi topnih
oligomerov, netopnih amorfnih agregatov ali netopnih amiloidnih fibril (Uversky, 2003;
2007; Fink, 2006). Predvidevajo, da ima agregacija proteina v fibrile (t.j. fibrilacija) osrednjo
vlogo pri patogenezi Parkinsonove bolezni (Deleersnijder in sod., 2013). Amiloidne fibrile
a-sinukleina predstavljajo namre¢ glavno proteinska komponento LT, ki se akumulirajo v
dopaminergi¢nih nevronih bolnikov s sinukleinopatijami (Spillantini in sod., 1997). Tudi
rekombinantni a-sinuklein tvori fibrile, ki so podobne tistim v LT (Conway in sod., 1998;
Serpell in sod., 2000). Z X-zarkovno difrakcijo so dolocili, da imajo fibrile a-sinukleina
znacilno amiloidno navzkrizno-f strukturo (Serpell in sod., 2000; Sawaya in sod., 2007).

Tvorba amiloidnih fibril naj bi bila splosna znacilnost mnogih, ¢e ne vseh proteinov, in ni
omejena le na neurejene ali zvite proteine, ki jih povezujejo z boleznimi (Dobson, 1999).
Nefibrilarni agregati, ki izvirajo iz razli¢nih polipeptidov imajo skupne strukturne epitope
(Kayed in sod., 2003). Amiloidni depoziti pa imajo tudi specificne opti¢ne lastnosti pri
vezavi dolocenih molekul barvila, kot so Kongo rdece ter tioflavina S in T (ThT), ter so
odporni na proteolitsko razgradnjo (Biancalana in Koide, 2010; Breydo in sod., 2012).

2.5.1 Mehanizem fibrilacije

Kljub intenzivnim raziskavam ostaja mehanizem fibrilacije a-sinukleina v celicah
nepojasnjen. Predvidevajo, da je protein pred agregacijo v ravnotezju med nativnimi
nezvitimi (ne-lepljivimi) konformacijami in delno zvitimi konformacijami (od katerih so
mnoge lepljive). V normalnih, nepatoloskih pogojih je ravnotezje moc¢no pomaknjeno proti
nelepljivim nezvitim konformacijam. Vendar pa je to ravnotezje izjemno nestabilno in se
lahko Ze z majhnimi spremembami v okolju proteina (glej 2.5.3) premakne proti
amiloidogenim konformacijam (Breydo in sod., 2012).

Prvi korak agregacije in vitro predstavlja strukturna pretvorba nezvitega monomera v delno
zviti, k agregaciji nagnjen intermediat (Uversky in sod., 2001). Taksni intermediati imajo za
razliko od monomernega proteina na povrSini obSirna nepolarna podrocja (t.j. sosledje
hidrofobnih AK), ki promovirajo agregacijo proteina (Fink, 2006). Za fibrilacijo je nato
kljucen naslednji korak, to je nastanek majhnih metastabilnih oligomernih intermediatov, ki
predstavljajo najbolj energijsko zvrst v polimerizacijski poti in jih imenujemo jedro (ang.
nucleus) fibril (Wood in sod., 1999). Zaradi nukleacijskega mehanizma (Wood in sod., 1999)
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je kinetika fibrilacije a-sinukleina tipi¢no sigmoidna (slika 5). Zaéetna lag-faza je potrebna
za tvorbo oligomernega nukleacijskega jedra in se lahko skrajsa ob prisotnosti Ze tvorjenih
fibril, ki delujejo kot seme. Ko se kriticno jedro enkrat tvori, postane njegova nadaljna
elongacija energijsko ugodna in povzro¢i eksponentno rast fibril, ki sledi hierarhi¢nemu
mehanizmu protofilamenti — protofibrile — zrele fibrile. Koncna faza platoja se vzpostavi,
ko zmanjka topnega proteina (Ulrih in sod., 2008; Deleersnijder in sod., 2013). Strukturne
pretvorbe monomernih in oligomernih zvrsti a-sinukleina spremlja poviSana izpostavljenost
hidrofobnih regij (Uversky in sod., 2001; Dusa in sod., 2006; Cremades in sod., 2012).

faza platoja >

A %
A\
<

WA\

amiloidne fibrile

faza elongacije
(rast fibril)

lag faza

topen  oligomeri nukleacijsko protofibrile

protein jedro
Y

prefibrilarni agregati

\ J

Slika 5: Tvorba amiloidnih fibril preko nukleacijske polimerizacije (Butterfield in Lashuel, 2010).
Figure 5: Depiction of the nucleation polymerization pathway for amyloid fibrillogenesis (Butterfield and
Lashuel, 2010).

2.5.2 Struktura in polimorfizem oligomerov in fibril

Tako kot velja za ostale amiloidne proteine, so tudi oligomeri in fibrile a-sinukleina
strukturno izjemno raznovrstni (Breydo in sod., 2012). Topni oligomeri, ki se tvorijo na
razli¢nih stopnjah agregacije a-sinukleina, so lahko prehodni ali pa stabilni (Fink, 2006).
Struktura in mehanizmi delovanja teh zgodnjih intermediatov so nepoznani. Nekateri
vsebujejo veliko B-strukture ali a-vijacnice, medtem ko so drugi pretezno nestrukturirani
(Hong in sod., 2011; Apetri in sod., 2006; Glabe in sod., 2008). Strukturna raznolikost
oligomerov se odraza v njihovi spremenljivi toksi¢nosti in bioloski aktivnosti (Breydo in
sod., 2012). Patologijo a-sinukleina ve¢inoma pripisujejo prehodnim, Kk agregaciji
nagnjenim oligomerom (Bolognesi in sod., 2010; Cremades in sod., 2012; Campioni in sod.,
2010), ki imajo na povrSini izpostavljena hidrofobna podro¢ja (Fink, 2006) in lahko
poskodujejo lipidne membrane.

Fibrile a-sinukleina so dolge, gladke, ravne in nerazvejane strukture (Khurana in sod., 2003;
Fink, 2006). Z analizo z AFM (mikroskop na atomsko silo) so identificirali tri razli¢ne vi§ine
fibril, ki pripadajo protofilamentom (3,8 £+ 0,6 nm), protofibrilam (6,5 £ 0,6 nm) in zrelim
fibrilam (9,8 + 1,2 nm) (Khurana in sod., 2003). Protofilamenti so kratke in tanjse fibrilarne
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strukture, ki se z medsebojno lateralno asociacijo ob doloceni stopnji strukturne preureditve
zdruzujejo v protofibrile. Tudi dolzina zrelih fibril a-sinukleina zelo variira in je v rangu 100
nm do nekaj um (Uversky in Fink, 2002; Uversky in sod., 2002).

3 nm

5,5nm

Slika 6: Domnevna ureditev fibril a-sinukleina. Zvitje monomernega a-sinukleina v protofilamentu je
prikazano na sredini. Protofilamenti se lahko uredijo v ravno (levo) ali prepleteno (desno) fibrilo (Vilar in sod.,
2008).

Figure 6: Proposed fold of a-synuclein fibrils. The fold of monomeric a-synuclein within a protofilament is
shown in the center. The incorporation of a protofilament into the straight (left) and twisted (right) fibril type
is indicated by a schematic drawing (Vilar et al., 2008).

Protofilamenti imajo znacilno »navzkrizno-B-strukturo« (Serpell in sod., 2000), pri kateri 8-
trakovi tecejo pravokotno na dolgo os fibrile, medtem ko se B-ravnine razsirjajo v smeri osi
fibrile (slika 6). Jedro fibrile a-sinukleina tvorijo AK ostanki od ~30 do ~100 (slika 3),
medtem ko je preostanek N-terminalnega dela strukturno heterogen in s Pro-bogat kisel C-
terminalni del nestrukturiran (Heise in sod., 2005; Qin in sod., 2007; Vilar in sod, 2008).
Studije s krioelektronsko mikroskopijo, NMR in AFM so pokazale, da so fibrile a-sinukleina
strukturno polimorfne. Do razlik v morfologiji verjetno pride zaradi variacij v zvitju B-
ravnin, razlik v molekulskem pakiranju med f-ravninami in/ali interakcij stranskih verig z
okoljem (Breydo in sod., 2012). Rekombinantne (AK 30 - 100) fibrile in filamenti iz PD-
pacientov tvorijo ravne ali pa prepletene trakove (Vilar in sod., 2008; Heise in sod., 2005),
ki se razlikujejo v ureditvi protofilamentov. a-Sinuklein naj bi bil v protofilamentu fibrile
zvit v 5-slojni B1-zanka-p2-zanka-p3-zanka-p4-zanka-B5 B-sendvi¢, ki tvori 5 slojev
paralelnih B-ravnin (slika 6) (Vilar in sod., 2008).

2.5.3 Vpliv razli¢nih faktorjev na fibrilacijo

Na agregacijo in/ali fibrilacijo a-sinukleina vplivajo Stevilni endogeni in eksogeni faktorji,
ki lahko neposredno modificirajo protein, ali pa je njihov ucinek posreden preko vpliva na
okolico proteina (Uversky, 2007). Fizikalno-kemijski faktorji lahko stabilizirajo razli¢ne
delno zvite konformacije a-sinukleina, kar vodi v tvorbo raznolikih agregatov (Breydo in
sod., 2012). Kot Ze omenjeno, predstavlja kljucni korak fibrilacije nastanek delno zvitega
intermediata, ki tezi k agregaciji, oz. nastanek nukleacijskega jedra. Hitrost tega procesa pa
je odvisna od mnogih dejavnikov. Faktorji, ki povecajo koncentracijo delno zvitega
intermediata, favorizirajo agregacijo (Fink, 2006). Na splosno velja, da manjsi celokupni
naboj, vecja hidrofobnost in veéja nagnjenost k pretvorbi a-vijatnice v B-strukturo
povecujejo nagnjenost proteinov k fibrilaciji (Breydo in sod., 2012; Dobson, 1999).
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Faktorji, ki premaknejo konformacijsko ravnotezje in vitro in promovirajo oligomerizacijo
a-sinukleina so: tockovne PD-mutacije, povecani koncentracija proteina in temperatura,
zmanjsSan pH, amfifilne molekule (t.j. razlicne agrokemikalije, kot so herbicidi in pesticidi),
kovinski ioni in druge majhne nenabite molekule, nabiti biopolimeri, interakcija z nekaterimi
drugimi proteini, postranslacijske modifikacije in nasi¢eno okolje proteina (Breydo in sod.,
2012; Uversky, 2007). Nasprotno pa do inhibicije fibrilacije pride ob stabilizaciji
monomernih ali nefibrilarnih oligomernih zvrsti (Uversky, 2003; Uversky, 2007; Fink,
2006). Poznani inhibitorji so kemi¢na modifikacija proteina (oksidacija Met, nitracija Tyr),
kateholamini, - in y-sinuklein, visoka koncentracija alkoholov in ozmoliti. Vpliv dolocenih
majhnih naravnih spojin na inhibicijo fibrilacije a-sinukleina je podrobneje opisan v
poglavju 2.7.1. Lipidne membrane lahko pospesijo ali pa inhibirajo fibrilacijo a-sinukleina
(Zhu in sod., 2003).

Vse tri mutacije a-sinukleina (A30P, A53T, E46K), ki so povezane s PD, pospesijo
oligomerizacijo proteina in vitro, ne pa nujno tudi fibrilacijo (Conway in sod., 2000; Giasson
insod., 1999; Greenbaum in sod., 2005). To potrjuje hipotezo, da je skupna patogena lastnost
a-sinukleinskih mutacij, povezanih s PD, pospesitev oligomerizacije in ne tvorba zrelih fibril
(glej 2.2.2.2). Mutacija A30P zmanjSa lokalno a-vijacno teznjo, kar bi lahko vplivalo
predvsem na interakcijo proteina z lipidnimi membranami, medtem ko A53T poveca lokalno
B-strukturno teznjo, kar naj bi bilo povezano z zvisano verjetnostjo tvorbe p-strukturiranih
agregatov (Bussell in Eliezer, 2001).

a-Sinuklein je podvrzen vefim postranslacijskim kovalentnim modifikacijam, kot so
fosforilacija Ser in Tyr, oksidacija in nitracija Met in Tyr, ubikvitinacija, sumoilacija,
encimsko pre¢no povezovanje s tkivno transglutaminazo in delecija C-terminalnega dela. Za
ve¢ od teh modifikacij so porocali o vplivu na agregacijo (Breydo in sod., 2012; Schildknecht
in sod., 2013). Delecija C-terminalnega dela pospesi tako agregacijo proteina in vitro kot
patoloske spremembe in vivo (Murray in sod., 2003; Periquet in sod., 2007). Izrazanje
skrajSanega proteina je pri misih izzvalo podobne morfoloske in nevrokemi¢ne simptome
kot pri Parkinsonovi bolezni. Zal je tezko dolo¢iti, ali so takSne posttranslacijske
modifikacije vzrok ali posledica bolezenskega stanja (Breydo in sod., 2012).

2.5.3.1 Vpliv daljnoseznih interakcij na fibrilacijo

Monomerni a-Sinuklein ima razli¢na konformacijska stanja, ki so stabilizirana s prehodnimi
daljnoseznimi interakcijami med C-terminalnim delom ter NAC in ostalo N-terminalno
regijo (Bertoncini in sod., 2005; Dedmon in sod., 2005). Predlagali so, da naj bi tak$ne
daljnosezne interakcije $¢itile amiloidogeno regijo NAC pred samoasociacijo (Bertoncini in
sod., 2005; Dedmon in sod., 2005), vendar pa ve¢ novejSih raziskav temu nasprotuje (Ulrih
in sod., 2008; Ullman in sod., 2011; Rospigliosi in sod., 2009; Sung in Eliezer, 2007). Na
osnovi prvotnih NMR $tudij so porocali, da v A30P in AS53T mutantih ni prisotnih
dolgoseznih interakcij C/N (Bertoncini in sod., 2005), kar naj bi izpostavljalo NAC regijo
vodnemu okolju in tako pospesevalo agregacijo. Vendar pa je nasprotno nadaljna Studija
pokazala, da so v mutantu E46K, ki fibrilira hitreje kot WT, ti kontakti ojacani, ter
nespremenjeni pri A30P in A53T mutantih (Rospigliosi in sod., 2009). Drugi faktorji, Ki
povecajo kompaktost proteina, so prav tako povzrocili povecano agregacijo (McClendon in
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sod., 2009), medtem ko so pogoji, ki zmanjSajo dolgosezne interakcije, zmanjsali agregacijo
(Sung in Eliezer, 2007; Paleologue in sod., 2008). Tudi fosforilacija Ser129 porusi
daljnosezne interakcije, vendar ne pospesSi samoasociacije proteina, ampak zelo zmanjSa
hitrost agregacije (Paleologue in sod., 2008). Tako se zdi, da dolgosezni kontakti morda ne
S¢itijo a-sinukleina pred agregacijo in lahko celo pospesijo ta proces (Rospigliosi in sod.,
2009).

Ker a-sinuklein brez C-terminalnega dela (Crowther in sod., 1998; Murray in sod., 2003;
Izawa in sod., 2012) ali pa z nevtraliziranimi naboji na C-terminalnem delu (McClendon in
sod., 2009; Izawa in sod., 2012) kaZze hitrejSo fibrilacijsko kinetiko kot WT protein, se C-
terminalnemu delu pripisuje glavna regulacijska vloga pri tvorbi fibril a-sinukleina. Poleg
zastiranja NAC regije bi lahko Ze sam elektrostatski odboj med zelo kislimi C-terminalnimi
deli (Levitan in sod., 2011) ter hitra interna dinamika peptidnega ogrodja (Ahmad in sod.,
2012) preprecevali hitro agregacijo a-sinukleina.

2.5.3.2 Vpliv tirozinskih ostankov na fibrilacijo

Aromatski AK ostanki naj bi imeli pri tvorbi amiloidov pomembno vlogo v molekulskem
prepoznavanju in samoasociaciji (Gazit, 2002). a-Sinuklein ima §tiri Tyr ostanke, enega v
N-terminalnem delu in tri v C-terminalnem delu (slika 3). Ve¢ raziskav je pokazalo na
pomembno vlogo Tyr pri fibrilaciji a-sinukleina. Prvi¢, poleg elektrostatskih interakcij naj
bi bile za intramolekularne kontakte v molekuli a-sinukleina pomembne tudi hidrofobne
interakcije (Bertoncini in sod., 2005). V nedavni MD $tudiji so pokazali visoko verjetnost
daljnoseznih interakcij med regijo v okolici Tyr39 in skupino C-terminalnih Tyr ostankov
(Ullman in sod., 2011). Ulrih in sod. (2008) so ze pred tem predlagali, da naj bi porusenje
teh hidrofobnih intramolekularnih interakcij inhibiralo fibrilacijo proteina. Drugic,
modifikacije Tyr ostankov z nitracijo (Yamin in sod., 2003) ali tockovno mutagenezo Tyr
ostankov (Ulrih in sod., 2008; Izawa in sod., 2012; Lamberto in sod., 2009) inhibirajo
fibrilacijo a-sinukleina. Poleg sodelovanja v intramolekularnih interakcijah so predlagali
tudi sodelovanje Tyr v intermolekularnih interakcijah med rastjo fibril (Izawa in sod., 2012).

2.6 o-SINUKLEIN IN LIPIDNE MEMBRANE

Ve¢ dokazov kaze, da ima interakcija med a-sinukleinom in razlicnimi celi¢nimi
membranami osrednji pomen pri fizioloski funkciji proteina kot tudi pri vlogi v patogenezi
PD (Pirc in Ulrih, 2011; Dikyl in Eliezer, 2012; Pffeferkorn in sod., 2012). V N-terminalnem
delu proteina se nahajajo nepopolne ponovitve “xKTK(E/Q)GVxxxx” (George in sod.,
1995). Te lahko predvideno tvorijo amfipaticno o-vijacnico, ki je klasi¢ni motiv
membransko-vezavnih proteinov. V nevronih se a-sinuklein nahaja v bliZini presinapti¢ne
membrane (lwai in sod., 1995), kjer naj bi sodeloval pri transportu sinapti¢nih veziklov in
prenosu nevrotransmiterja. V transgenih misih izbitje a-sinukleinskega gena sicer ni letalno,
so pa v teh Studijah in raziskavah na nevronskih kulturah porocali o spremenjenem
spros¢anju in privzemu dopamina ter zmanj$ani rezervi in spremembah v recikliranju
sinapti¢nih vezikov (Abeliovich in sod., 2000; Yavich in sod., 2004; Murphy in sod., 2000;
Cabin in sod., 2002). Patologija PD bi lahko bila povezana s spremembo ali porusenjem
nativne interakcije med a-sinukleinom in membrano. Studije in vitro kaZejo, da mutacije
gena SNCA vplivajo na agregacijo in interakcijo a-sinukleina z lipidi (Perrin in sod., 2000;
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Jo in sod., 2000). Citotoksi¢ni mehanizem a-sinukleina bi lahko vkljuc¢eval neposredno
interakcijo med agregiranim proteinom in celicno membrano, kar poskoduje membrano
(Volles in sod., 2001; Lashuel in sod., 2002; Ding in sod., 2002; Quist in sod., 2005; Stockl
in sod., 2013).

Davidson in sod. (1998) so prvi pokazali, da se homolog ¢loveskega a-sinukleina, protein
sinelfin iz mozganov kanarcka, veze na lipidne vezikle, ob Cemer pride do strukturne
pretvorbe proteina iz neurejene v delno a-vija¢no strukturo. To je sprozilo niz Studij o
molekulski naravi asociacije med proteinom in lipidnimi membranami. Kljub intenzivnim
raziskavam interakcija med a-sinukleinom in membranami trenutno predstavlja enega
najspornejSih podroc€ij v proucevanju tega proteina, saj so v Stevilnih Studijah porocali o
v€asih tudi popolnoma nasprotujocih si rezultatih (Fink, 2006; Dikyl in Eliezer, 2012;
Pfefferkorn in sod., 2012).

2.6.1 Modelne lipidne membrane

V biofizikalnih raziskavah interakcije med proteini in lipidnimi membranami se uporabljajo
razlicni poenostavljeni membranski modeli. Osnovni gradniki lipidnega dvosloja so
fosfolipidi, ki se zaradi amfipati¢ne narave v vodnem okolju spontano zdruzujejo v lipidne
vezikle (generi¢no poimenovani tudi liposomi). Pri tem ostanejo polarne glave fosfolipidov
v stiku z vodnim okoljem, hidrofobne acilne verige pa tvorijo notranjost lipidnega dvosloja.
Lipidi z eno samo mascobno verigo, kot so detergenti, spontano agregirajo v micele.
Nevtralna pogosto uporabljana fosfolipida sta fosfatidil holin (PC) in fosfatidil etanolamin
(PE). Negativno nabiti fosfolipidi pa so fosfatidna kislina (PA), fosfatidil glicerol (PG),
fosfatidil serin (PS) in fosfatidil inozitol (PI) (Valenzuela, 2007). Temperatura faznega
prehoda (Tm) v membrani je odvisna od kemijske narave lipidov in naras¢a z nasic¢enostjo in
daljSanjem nepolarne verige (Atkins in de Paula, 2006).

Liposomi lahko varirajo v velikosti in lamelarnosti (lamelarnost se nanasa na Stevilo nastalih
dvoslojev v liposomu). Za opis liposomov se v literaturi pogosto uporabljajo naslednji pojmi:
(i) multilamelarni vezikli (ang. multilamellar vesicles; MLV), ki ponavadi vsebujejo 5 ali
veC lamel in imajo premer 0,1 - 10 pum; (i1) majhni unilamelarni vezikli (ang. small
unilamellar vesicles; SUV) s premerom 10 - 100 nm; (iii) veliki unilamelarni vezikli (ang.
large unilamellar vesicles; LUV) s premerom 100 nm - 1 pm; in (iv) vezikli celi¢nih velikosti
(ang. giant unilamellar vesicles; GUV) s premerom ve¢jim od 1 pm (slika 7). Unilamelarni
vezikli predstavljajo odli¢no alternativo biomembranam, saj je z njimi preprosto manipulirati
in jih lahko pripravimo v razli¢nih velikostih ter z razlicno kemijsko sestavo. SUV tako
predstavljajo dober modelni sistem za majhne transportne vezikle, kot so sinapti¢ni vezikli
(Pfefferkorn in sod., 2012).
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Slika 7: Strukture lipidnih in membranskih modelov. Prikazane so priblizne velikosti in organizacija modelnih
lipidnih membran, ki se pogosto uporabljajo v biofizikalnih raziskavah. Za relativno primerjavo velikosti so
navedeni tudi celi¢ni razdelki (Pfefferkorn in sod., 2012).

Figure 7: Lipid and membrane mimic structure. Shematic of the approximate size and organization of
membrane mimics commonly used in biophysical research. Corresponding cellular compartments are provided
for relative size reference (Pfefferkorn et al., 2012).

2.6.2 Znacilnosti interakcije med a-sinukleinom in lipidnimi membranami

Za vezavo a-sinukleina na izolirane membrane mozganskih tkiv niso potrebni dodatni
proteini (Kubo in sod., 2005). Trenutno je splosno sprejeto, da se a-sinuklein preferen¢no
veze s SUV, ki vsebujejo negativno nabite polarne glave (Davidson in sod., 1998) ali
strukturne nepravilnosti (Nuscher in sod., 2004; Kamp in Beyer, 2006), in da po vezavi
zavzame strukturo a-vijacnice (Davidson in sod., 1998; Jo in sod., 2000; Nuscher in sod.,
2004). Poleg vezave a-sinukleina z anionskimi sinteti¢énimi fosfolipidnimi vezikli (Davidson
in sod., 1998; Jo in sod., 2000), so pokazali tudi vezavo z miceli NaDS (Eliezer in sod.,
2001), mascobnimi kislinami (Sharon in sod., 2001), mozganskimi vezikli (Jensen in sod.,
1998) in lipidnimi kapljicami (Cole in sod., 2002).

Vezava z lipidnimi membranami naj bi bila relativno Sibka (Fortin in sod., 2004; Kahle in
sod., 2000; Rhoades in sod., 2006; Bussell in Eliezer, 2004; Mihajlovic in Lazaridis, 2008).
Nasprotno so porocali tudi o moc¢ni asociaciji med proteinom in anionskimi SUV, kar bi
lahko kazalo, da je ravnotezje v okolju sinapse moc¢no premaknjeno k lipidno-vezanem
stanju proteina (Bodner in sod., 2009). Vezava a-sinukleina na membrano lahko vodi v
permeabilizacijo dvosloja s tvorbo pore ali prevodnih ionskih kanalckov (Volles in sod.,
2001; Kim in sod., 2009; Zhu in sod., 2003; van Rooijen in sod., 2009; Zakharov in sod.,
2007). Alternativno so predlagali, da protein preoblikuje membrano, kar se kaze v brstenju
in tubulaciji veziklov (Varkey in sod., 2010; Pandey in sod., 2011; Mizuno in sod., 2012).
To bi lahko podpiralo mozno vlogo proteina v remodelaciji membrane, potrebne pri fuziji in
fiziji veziklov. Lipidne membrane lahko vplivajo tudi na agregacijo a-sinukleina, in sicer
lahko inhibirajo fibrilacijo (Martinez in sod., 2007; Zhu in Fink, 2003; Narayanan in
Scarlata, 2001), kot tudi pospesijo agregacijo (Jo in sod., 2000; Lee in sod., 2002; Cole in
sod., 2002; Zhu in sod., 2003).
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2.6.2.1 Vpliv razli¢nih faktorjev na interakcijo med a-sinukleinom in membranami

Interakcije med a-sinukleinom in membrano so preucevali z razlicnimi tehnikami, kot so na
primer CD spektroskopija, gelska kromatografija, intrinzicna fluorescenca Tyr ali
fluorescenca vstavljenega Trp, fluorescenca membransko vstavljenih ali na lipide vezanih
prob, fluorescencna korelacijska spektroskopija (FCS), kalorimetrija, NMR in EPR. Vezava
a-sinukleina z lipidno membrano vpliva na lastnosti proteina in membrane, pri asociaciji pa
naj bi bile pomembne tako elektrostatske kot hidrofobne interakcije (Zhu in Fink, 2003; Zhu
in sod., 2003; Mihajlovic in Lazaridis, 2008).

Klju¢no vlogo pri uravnavanju interakcije naj bi imelo ve¢ faktorjev (Shvadchak in sod.,
2011a):

o naboj membrane (prisotnost ionske polarne glave) (Davidson in sod., 1998; Jo in
sod., 2000; Stockl in sod., 2008; Haque in sod., 2010; Drescher in sod., 2008),

o narava polarne glave,

o fazno stanje membrane (temperatura, sestava acilnih verig, vsebnost holesterola),

o ukrivljenost membrane (velikost in tip modelne membrane) (Davidson in sod., 1998;
Narayanan in Scarlata, 2001; Rhoades in sod., 2006),

o elektroliti v raztopini (ionska moc, sestava, pH) (Davidson in sod., 1998; Jo in sod.,
2000; Zhu in sod., 2003),

o kinetika vezave proteina, disociacija in konformacijska preureditev na vodno-lipidni
medfazi,

o masno/molsko razmerje med a-sinukleinom in lipidi (Zhu in Fink, 2003; Bodner in
sod., 2009).

Zacetne Studije in tudi nekatere nedavne so pokazale, da ima a-sinuklein v primerjavi z LUV
in MLV mnogo vecjo afiniteto do manjsih SUV (Davidson in sod., 1998; Jo in sod., 2000;
Zhu in sod., 2003; Zhu in Fink, 2003; Narayanan in Scarlata, 2001; Middleton in Rhoades,
2010; Shvadchak in sod., 2011b; Nuscher in sod., 2004; Kamp in Beyer, 2006). Preferen¢no
vezavo s SUV so pripisali defektom v pakiranju lipidov v mo¢no ukrivljeni membrani
(Nusher in sod., 2004), vendar pa to¢na korelacija med ukrivljenostjo membrane in na¢inom
vezave proteina ni znana. Tudi predlagana funkcija a-sinukleina je povezana z vezavo na
podobno ukrivljene sinapti¢ne vezikle (Nuscher in sod., 2004). V nasprotju s temi
ugotovitvami so v novejSith Studijah pokazali vezavo na modelne membrane razli¢nih
ukrivljenosti (Middelton in Rhoades, 2010; Kjaer in sod., 2009; Jo in sod., 2000; Zhu in
sod., 2003; Madine in sod., 2008; van Rooijen in sod., 2008; Rhoades in sod., 2006;
Narayanan in Scarlata, 2001; Ramakrishnan in sod., 2003; Stdckl in sod., 2008; Trexler in
Rhoades, 2009; Pfefferkorn in Lee, 2010), tudi planarne dvosloje in monosloje (Haque in
sod., 2010; Pandey in sod., 2009; Di Pasquale in sod., 2010).

a-Sinuklein bi lahko zaznaval ukrivljenost membrane (ang. curvarture-sensing protein)
(Middelton in Rhoades, 2010). To bi lahko bilo pomembno tako v fiziologiji kot patologiji
proteina (Pfefferkorn in sod., 2012), saj ukrivljenost membrane vpliva tudi na konformacijo
a-vijacne regije proteina (glej 2.6.3). Za amfipati¢no a-vijacnico je znacilna neuravnotezena
porazdelitev AK ostankov, ki se odraza v njihovi locbi na polarno in nepolarno stran o-
vijacnice (Ulmer in sod., 2005; Bodner in sod., 2009; Bodner in sod., 2010). Taks$na ureditev
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je podobna t.i. ALPS motivom (ang. amphipathic lipid-packing sensor motifs), ki zaznavajo
ukrivljenost membrane in jih najdemo v razlicnih proteinih (Drin in Antonny, 2010;
Antonny, 2011). Ti motivi zaradi neskladnosti med ukrivljenostjo dvosloja in geometrijo
lipidov, preko obseznih hidrofobnih AK zaznajo defekte v pakiranju lipidov (Drin in sod.,
2007). Kljub razlikam v primarni strukturi lahko tako a-sinuklein kot APLS motivi
zaznavajo ukrivljenost membrane (Pranke in sod., 2011).

Kljub splosnemu konsenzu o afiniteti a-sinukleina za negativno nabite fosfolipide pa ostaja
vprasanje, ali je prisotnost anionske membrane nujna ali preferirana (Perrin in sod., 2000;
Nuscher in sod., 2004; Jo in sod., 2000; Zhu in sod., 2003; Davidson in sod., 1998; Zhu in
Fink, 2003; Rhoades in sod., 2006; Narayanan in Scarlata, 2001; Ramakrishnan in sod.,
2003; Stockl in sod., 2008; Middelton in Rhoades, 2010). Preferenca o-sinukleina za
anionsko povrSino naj bi izhajala iz elektrostatskega privlaka med Stevilnimi pozitivno
nabitimi Lys v N-terminalni regiji proteina ter negativno nabitimi lipidi (Rhoades in sod.,
2006; van Rooijen in sod., 2008). Vendar pa protein obdrzi znaten del a-vijacne strukture
tudi pri zelo visoki ionski jakosti (tudi pri 1,5 M NaCl, ki naj bi popolnoma zamaskiral naboj
lipidov), kar kaze, da so poleg elektrostatskih interakcij za stabilizacijo vezave med
proteinom in membrano potrebne e dodatne sile (Davidson in sod., 1998; Zhu in sod.,
2003). Ena izmed razlag bi lahko bila, da vezavo olajsa prisotnost manjse lipidne glave, ki
omogoci ve€ prostora za insercijo proteina brez preurejanja membrane. Poroc¢ali so namre¢,
da protein preferira PA in Pl pred PS in PG (Jo in sod., 2000; Perrin in sod., 2000; Zhu in
sod., 2003; Middleton in Rhoades, 2010; Rhoades in sod., 2006; Shvadchak in sod., 2011b).
Vendar so nasprotno porocali tudi o minimalni specificnosti za doloceno anionsko glavo, pri
¢emer je protein enako ucinkovito prepoznal PS kot PA in PI (Zhu in Fink, 2003), ali pa je
imel podobno afiniteto za PA in PG pred PS (Wang in sod., 2010).

Da interakcije a-sinukleina z lipidi ne moremo pripisati zgolj elektrostatskim interakcijam,
bi lahko potrdile $tudije, v katerih so pokazali vezavo proteina z vezikli brez neto
negativnega naboja (Narayanan in Scarlata, 2001; Rhoades in sod., 2006). Kljub temu pa je
potrebno poudariti, da trenutno asociacija proteina z nevtralnimi lipidi ni jasna, saj so poleg
porocanja o mo¢ni ali $ibki vezavi, porocali tudi, da je sploh ni (Nuscher in sod., 2004; Jo in
sod., 2000; Davidson in sod., 1998; Perrin in sod., 2000; Zhu in Fink, 2003; Rhoades in sod.,
2006; Narayanan in Scarlata, 2001; Ramakrishnan in sod., 2003). Predlagali so, da se a-
sinuklein §ibko veze na nevtralne DPPC vezikle preko elektrostatskih interakcij med
negativno nabitim C-terminalnim delom proteina in pozitivno nabito skupino holina, ob
Cemer pa ne pride do tvorbe vija¢ne strukture (Zhu in sod., 2003). Prisotnost nevtralnih
lipidov, $e posebej PE, v meSanici z anionskimi lipidi lahko dodatno ojaca vezavo (Bussell
in Eliezer, 2004; Davidson in sod., 1998; Jo in sod., 2000; Chandra in sod., 2003;
Ramakrishnan in sod., 2003). Ceprav imata PE in PC podobne elektrostatske lastnosti, pa se
razlikujeta v orientaciji lipidne glave, pakiranju v dvosloju in sposobnosti tvorbe H-vezi. Ko
so nevtralne lipidne glave tesno pakirane, tvori PE lipidni monosloj z mo¢no negativno
ukrivljeno membrano. a-Sinuklein bi lahko sprostil ta negativni stres ukrivljenosti in tako
stabiliziral PE/anionske lipidne vezikle (Jo in sod., 2000).

Kljub temu, da je vsebnost vija¢ne strukture mnogo manjsa v pufru in v prisotnosti nevtralnih

membran (Davidson in sod., 1998; Zhu in Fink; 2003), pa so poroc¢ali o tvorbi a-vijacnice
po vezavi proteina na nevtralne SUV, ko se ti nahajajo v tekocem urejenem stanju (pod T,
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faza gela), ne pa v teko¢em neurejenem stanju (Nuscher in sod., 2004; Kamp in Beyer, 2006).
Kljuéno vlogo pri vezavi a-sinukleina na DPPC vezikle naj bi imela velika ukrivljenost
membrane (Nuscher in sod., 2004). Vezava a-sinukleina je povzrocila zviSanje temperature
in kooperativnosti faznega prehoda, kar so avtorji pripisali zmanjSanju strukturnega stresa v
zelo ukrivljeni membrani (Nuscher in sod., 2004; Kamp in Beyer, 2006). Vecjo afiniteto
proteina za fazo gela kot za tekoco neurejeno fazo so pokazali tudi s FCS. Protein je imel
veliko vecjo afiniteto za LUV sestavljene iz DPPC:DPPG kot za POPG:POPC. Ta vpliv je
bil Se vecji pri nevtralnih veziklih, kjer je bila afiniteta za DPPC dosti vecja kot za POPC,
kamor se protein skoraj ni vezal (Middelton in Rhoades, 2010). Nasprotno so prav tako z
uporabo FSC pokazali zmerno vezavo proteina s POPC vezikli (Rhoades in sod., 2006).
Interakcije a-sinukleina z nevtralnimi membranami niso zasledili z uporabo mikroskopije in
GUV iz DOPC (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoholin) (Stockl in sod., 2008) ter CD
spektroskopije s POPC vezikli (Pffeferkorn in Lee, 2010).

Tudi struktura lipidne verige lahko vpliva na vezavo a-sinukleina z membrano (Middleton
in Rhoades, 2010; Shvadchak in sod., 2011b; Kjaer in sod., 2009). Porocali so, da a-
sinuklein preferen¢no interagira z membranami v tekoci neurejeni fazi (Stockl in sod., 2008;
van Rooijen in sod., 2008; Kjaer in sod., 2009). Za interakcijo so Se posebej ugodne
polinenasic¢ene verige (Kubo in sod., 2005; Perrin in sod., 2001). Moc¢no neurejene
polinenasicene verige povzrocijo ohlapno pakiranje membranskih lipidov, kar bi lahko
vodilo do strukturnih nepravilnosti in s tem ve¢jega prostora za vstavitev a-sinukleina v
dvosloj. Po drugi strani pa so porocali tudi, da se protein z vecjo afiniteto veze na domene,
ki so podobne lipidnim raftom (Kubo in sod., 2005; Fortin in sod., 2004). Lipidni rafti so
tekoCe urejene membranske domene z visoko vsebnostjo holesterola in sfingomielina, pa
tudi gangliozidov (glej 2.6.5), in so domnevno vpleteni v Stevilne celi¢ne procese (Brown in
London, 1998; Simons in lIkonen, 1997). Obstoj lipidnih raftov in vivo je zelo vprasljiv, saj
predstavlja njihov prikaz v Zivih celicah velik izziv (Lagerholm in sod., 2005). Nasprotno so
z uporabo GUV in konfokalne laserske vrsticne mikroskopije pokazali, da se a-sinuklein
namesto na lipidne rafte veZe na anionske lipide v tekoci neurejeni fazi (Stockl in sod., 2008).
Tako ostaja prisotnost a-sinukleina v lipidnih raftih precej kontroverzna.

Tudi sposobnost a-sinukleina, da poskoduje lipidne dvosloje ali inducira agregacijo in vitro,
kar naj bi bil mehanizem njegove toksi¢nosti v PD (Jo in sod., 2000; Zhu in sod., 2003;
Bodner in sod., 2009; Volles in Lansbury, 2002; Madine in sod., 2008; Zhu in Fink, 2003;
van Rooijen in sod., 2008; van Rooijen in sod., 2009), je odvisna od sestave lipidov. a-
Sinuklein lahko inducira lateralno segregacijo lipidov v meSanih membranah (Madine in
sod., 2006). Vezava na membrano bi lahko inhibirala prileganje in fuzijo veziklov, kot tudi
povzrocila zdruzevanje veziklov zaradi nagnjenosti o-sinukleina k agregaciji in tako
pripomogla k njegovi patogenezi (Gitler in sod., 2008).

23



Pirc K. Molekulski mehanizem vezave a-sinukleina na lipidne membrane.
Doktorska disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, 2015

2.6.2.2 Vloga N-terminalnega dela pri vezavi na membrano

Kljuéno vlogo pri prepoznavanju lipidne membrane in kooperativni tvorbi a-vijacnih domen
naj bi imela N-terminalna regija a-sinukleina (Eliezer in sod., 2001; Bartels in sod., 2010;
Lorenzen in sod., 2014). To naj bi veljalo tako za monomerni kot oligomerni a-sinuklein
(Lorenzen in sod., 2014). Tudi vse tri mutacije, povezane s PD, se nahajajo v N-terminalni
regiji (slika 3), kar kaze na pomembnost te domene za normalno funkcijo a-sinukleina
(Bendor in sod., 2013). Mutacija A30P, in v nekoliko manjSem obsegu AS53T, motita a-
vija¢no strukturo a-sinukleina (Bussell in Eliezer, 2001), ¢eprav njun vpliv na konformacijo
membransko-vezanega proteina ni signifikanten (Bussell in Eliezer, 2004). Za vezavo E46K
mutanta na negativno nabite vezikle je potrebno vi§je razmerje med proteinom in lipidi kot
v primeru proteina divjega tipa (Choi in sod., 2004).

Vezava a-sinukleina na lipidne membrane bi lahko bila dvo-stopenjski proces, pri katerem
regija 3 - 25 najprej zasidra protein na membrano, nato pa AK ostanki 25 - 100 tvorijo a-
vija¢no strukturo (Bodner in sod., 2010; Bartels in sod., 2010). Do strukturne pretvorbe prvih
25 N-terminalnih AK ostankov lahko pride simultano zaradi elektrostatskega privlaka in
spremembe v urejenosti lipidov (Bartels in sod., 2010). Delecija prvih nekaj N-terminalnih
AK je v kvasovkah znizala toksi¢nost a-sinukleina, medtem ko je prislo do popolne izgube
citotoksi¢nosti po odstranitvi AK ostankov 2 - 11 (Vamvaca in sod., 2009). To kaze na
neposredno povezavo med toksi¢nostjo proteina in njegovo afiniteto do membrane.
Odstranitev ostankov 2 - 11 je preprecila vezavo proteina na izolirane mitohondrije (Robotta
in sod., 2012) ter vezavo na in permeabilizacijo negativno nabitih LUV (Lorenzen in sod.,
2014).

V nasprotju z N-terminalno membransko vezano domeno je C-terminalni del polaren, z
velikim delezem negativno nabitih AK ostankov. Pri dolo¢enih pogojih lahko C-terminalni
del vpliva na vezavo na membrano (Shvadchak in sod., 2011c; Sevcsik in sod., 2011).

2.6.3 Struktura membransko vezanega a-sinukleina

Kljub Stevilnim raziskavam je struktura membransko vezanega a-sinukleina nejasna in
kontradiktorna. Splosno je sprejeto, da vezava a-sinukleina na anionske membrane inducira
zvitje prvih ~100 N-terminalnih AK v amfipati¢no a-vijacnico, medtem ko C-terminalni del
ostane nestrukturiran (Bisaglia in sod., 2005; Bussel in Eliezer, 2003; Chandra in sod., 2003;
Davidson in sod., 1998; Eliezer in sod., 2001; Ulmer in sod., 2005). Vendar pa so natan¢na
interakcijska mesta ter ureditev a-vijacnice nejasni.

In vivo naj bi vezavno tar¢o a-sinukleina predstavljali sinapti¢ni vezikli, katerim se in vitro
s povrSinsko topologijo najbolj pribliZajo sintetic¢ni lipidni vezikli (SUV). Ker pa je dolocitev
strukture proteinov z visoko-resolucijsko NMR omejena z velikostjo molekul/molekulskih
kompleksov, Studija vezave a-sinukleina na vezikle ni mogoca (Georgieva in sod., 2008).
Primernejsi so miceli, ki imajo priblizno 10x manjs$i premer (5 nm) kot sinapti¢ni vezikli. V
prvi NMR S$tudiji so Eliezer in sod. (2001) sicer uspeli okarakterizirati konformacijo o-
sinukleina, vezanega tako na micele kot na POPA/POPC vezikle, pri ¢emer je ista N-
terminalna regija tvorila a-vijacnico (Eliezer in sod., 2001).
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NMR S$tudije so pokazale, da a-sinuklein po vezavi na micele tvori dve ukrivljeni
antiparalelni a-vijacnici (slika 8) (Bussell in Eliezer, 2003; Chandra in sod., 2003; Ulmer in
sod., 2005; Bisaglia in sod., 2005; Borbat in sod., 2006; Bussell in sod., 2005). Nasprotno
pa ostaja predmet debate struktura proteina vezanega na fiziolosko relevantnejse lipidne
vezikle. Pri dvojno frekvenéno pulzirajo¢i EPR (DEER; ang. double electron-electron
resonance) in metodi prenosa energije z resonanco fluorescence (SMFRET; ang. single-
molecule fluorescence resonance energy transfer) merimo razdalje med posameznimi
regijami membransko-vezanega proteina. Z uporabo teh dveh tehnik so pokazali, da a-
sinuklein na lipidnem veziklu zavzame podobno strukturo kot na micelu (Bortolus in sod.,
2006; Borbat in sod., 2006; Drescher in sod., 2008) ali pa eno iztegnjeno a-vijacnico (slika
8) (Ferreon in sod., 2009; Trexler in Rhoades, 2009, Georgieva in sod., 2008; Jao in sod.,
2004; Jao in sod., 2008).

a-sinuklein

Gigg VIS3
%YIS()
C

Slika 8: Strukture membransko-vezanega a-sinukleina. Sekundarna struktura a-sinukleina ob vezavi na micel
NaDS (model prekinjene vijacnice) (Ulmer in sod., 2005) in SUV (model iztegnjene vijacnice) (Jao in sod.,
2008). Pri strukturi na micel vezanega a-sinukleina sta prikazani obe ukrivljeni o-vijaénici (Val®-Val®" in Lys*-
Thr%), povezani z iztegnjeno zanko ter nestrukturiran C-terminalni del. Oznacene so pozicije Tyr ostankov.
Sliko smo pridobili v PDB (Stevilka dostopa 1XQ8).

Figure 8: Structures of membrane bound a-synuclein. Structures of SDS micelle-bound a-synuclein (bent helix
model) (Ulmer et al., 2005) and SUVs (elongated helix model) (Jao et al., 2008). Structure of a-synuclein
bound to SDS micelles consists of two curved a-helices (Val3-Val®” and Lys**>-Thr%), connected by extended
linker and the disordered C-terminus. The positions of Tyr residues are highlighted. The image was generated
from the PDB (accession number 1XQ8).

Vzrok za strukturni polimorfizem membransko-vezanega a-sinukleina bi lahko bil v uporabi
razli¢nih membranskih modelov (miceli, biceli in vezikli) in pogojev raztopine (Pfefferkorn
in sod., 2012; Trexler in Rhoades, 2009). Tudi uporaba razli¢énih molarnih razmerij med
lipidi in proteinom (R) lahko vpliva na nacin vezave (Bodner in sod., 2009; Georgieva in
sod., 2010). Glede na dinami¢no naravo a-sinukleina, ki proteinu omogoca obsezne
konformacijske preureditve (Allison in sod., 2009; Lee in sod., 2007), je mozno, da prihaja
do preklapljanja med razlicnimi membransko-vezanimi konformacijami (Georgieva in sod.,
2010). a-Sinuklein bi se lahko vezal na lipidne membrane tudi v obliki oligomerov, ki lahko
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tvorijo membranske pore z a-vija¢no (Zakharov in sod., 2007) ali B-strukturo (Kim in sod.,
2009).

2.6.3.1 11/3 periodi¢nost a-vijacnice

N-terminalna regija a-sinukleina vsebuje 7 nepopolnih 11-mernih ponovitev s konsenznim
zaporedjem KTKEGV (slika 3A), podobnem motivom pri apolipoproteinih. Te amfifilne
ponovitve bogate z Lys in Thr predstavljajo vroce tocke pri vezavi proteina na membrano
(Rao in sod., 2009). Sprva teoreti¢no predlagani model 5 amfipati¢nih a-vija¢nic (Davidson
in sod., 1998) so ovrgle strukturne $tudije a-sinukleina na micelih ali SUV, ki so pokazale
tvorbo dveh ali ene amfipati¢ne a-vijacnice. Predlagali so, da N-terminalni del ob vezavi na
membrano zavzame nekoliko razvito 11/3 a-vijacnico, ki omogoca optimizacijo
amfipati¢nosti (Bussell in Eliezer, 2003; Bussell in sod., 2005; Jao in sod., 2004; Mihajlovic
in Lazaridis, 2008). Pri 11/3 periodi¢nosti a-vija¢nice 11 AK tvori tri polne obrate (3,67 AK
na obrat), medtem ko v idealni 18/5 a-vijacnici 18 AK tvori 5 polnih obratov (3,6 AK na
obrat) (Bussel in Eliezer, 2003). V 11/3 a-vijacnici so hidrofobni ostanki in serija treoninov
v kontaktu z membrano, kisli Glu so izpostavljeni topilu, bazi¢ni Lys pa se nahajajo na
vodno-lipidni medfazi (slika 9) (Mihajlovic in Lazaridis, 2008).
1

Slika 9: Vija¢no kolo a-sinukleina. Bazi¢ni ostanki so oznac¢eni z modro barvo, kisli z rdeco, polarni nenabiti
z vijoli¢no in nepolarni s ¢rno barvo (Bendor in sod., 2013).

Figure 9: a-Synuclein’s helical wheel. Blue indicates basic, red acidic, purple polar uncharged, and black
nonpolar residues (Bendor et al., 2013).

2.6.3.2 NMR struktura a-sinukleina vezanega na micel

Ob vezavi na micele iz NaDS tvori a-sinuklein dve ukrivljeni in antiparalelni a-vija¢nici:
vija¢nico-N (Val® - Val¥') in vija¢nico-C (Lys* - Thr%) (slika 8). Vija¢nici sta povezani z
dobro urejeno 7-AK zanko, vijacnici-C pa sledi kratka podaljsana regija Gly® - Lys%. C-
terminalna regija (Asp® - Alal*°) je ve¢inoma nestrukturirana in zelo mobilna (Ulmer in
sod., 2005). Tudi druge neodvisne Studije so pokazale tvorbo dveh a-vija¢nih regij v N-
terminalnem delu, ki sta prekinjeni z zanko okoli mesta 42 (Bisaglia in sod., 2005; Bussel in
Eliezer, 2003; Chandra in sod., 2003). Do prekinitve a-vija¢nice bi lahko prislo zaradi velike
ukrivljenosti micelov, zato se dopuSca moznost, da ob vezavi na manj ukrivljene membrane
(t.j. sinapti¢ne vezikle) a-sinuklein tvori eno neprekinjeno a-vijacnico (Ulmer in sod., 2005).
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Ukrivljenost a-vijacnice je tudi manjsa kot predpostavljena ukrivljenost micela, kar bi prav
tako lahko kazalo na preferen¢no vezavo na manj ukrivljene SUV. Interakcija Lys ostankov
proteina z negativno nabitimi glavami NaDS bi lahko povzrocila deformacijo micela iz
globularne v elipsoidno strukturo. Vijacnici sta blizje idealni 18/5 a-vija¢nici kot predlagani
11/3 a-vijacnici. Dolo¢ene regije a-vija¢nice so mobilnejSe (ostanki 30 - 37, 65 - 70 in 83 -
89), kar kaze na neko stopnjo nestabilnosti (Ulmer in sod., 2005).

Preucevali so tudi strukturo patogenih a-sinukleinskih mutantov vezanih na micele NaDS.
Medtem ko se struktura mutanta A53T ni razlikovala od proteina divjega tipa (Ulmer in Bax,
2005), so strukturne razlike med WT in E46K slabo dolo¢ene (Fredenburg in sod., 2007).
Nasprotno je zamenjava A30P mocno vplivala na strukturo a-vija¢nice, vendar pa ni
preprecila vezave proteina na micele NaDS (Ulmer in Bax, 2005).

2.6.3.3 Vezava a-sinukleina na vezikle: prekinjena ali iztegnjena a-vija¢nica?

Prvi eksperimentalni dokaz za obstoj neprekinjene vijacnice a-sinukleina vezanega na SUV
so podali Jao in sod. (2004), ki so z EPR dolo¢ili sekundarno strukturo ter topologijo regije
59 - 90. Spinsko oznacen a-sinuklein naj bi tvoril iztegnjeno 11/3 vija¢nico, ki jo predvideva
AK zaporedje (Jao in sod., 2004). Z nadaljnimi DEER eksperimenti in raunalni§kim
modeliranjem so potrdili, da iztegnjeno, ukrivljeno a-vijacnico, ki se razteza paralelno na
membrano, tvorijo AK ostanki 9 - 89. Ukrivljenost vija¢nice se ujema z ukrivljenostjo
vezikla, center vijaCnice pa se nahaja tik pod fosfatnimi skupinami lipidov (slika 8). To
omogoca interakcijo Lys s fosfati, negativno nabiti ostanki se nahajajo na hrbtni strani
vija¢nice na poziciji holinskih skupin lipidov, nenabiti ostanki pa prodirajo v regijo acilnih
verig (Jao in sod., 2008).

S povecevanjem velikosti micela, na katerega je vezan a-sinuklein, pride do povecevanja
razdalje med vijacnicama. To je skladno z opazanji, da topologija micela mo¢no vpliva na
relativno razporeditev obeh vija¢nic (Borbat in sod., 2006). Vendar pa dobro urejena
konformacija zanke kaze na definirano interakcijo med proteinom in lipidnimi povrS§inami
in bi morda lahko v primeru vezave a-sinukleina na sinapti¢ne vezikle z vec¢jim premerom
delovala kot stikalo med strukturo prekinjene ter neprekinjene vijac¢nice (Ulmer in sod.,
2005). Z EPR spektroskopijo in MD simulacijo so pokazali, da regija 35 - 43 0z. 31 - 52 a-
sinukleina tako na NaDS micelih kot SUV kaze teznjo po prekinitvi vijacnice, kar izkljucuje
strukturo neprekinjene vijacnice okoli ostanka 40 (Bortolus in sod., 2008). Tudi Drescher in
sod. (2008) predlagajo, da a-sinuklein ob vezavi na vezikle tvori dve antiparalelni vija¢nici,
Ceprav bi velikost veziklov omogocala tudi strukturo ene same neprekinjene a-vijacnice. To
kaZe na preferirano konformacijo ukrivljene strukture a-sinukleina tudi na vecjih veziklih
(Drescher in sod., 2008). Prav tako z uporabo EPR so nasprotno pokazali, da a-sinuklein
tako v prisotnosti SUV kot tudi bicelov (lipidni dvosloji v obliki diska, ki jih sestavljajo
dolgoverizni fosfolipidi obkrozeni s slojem kratkoveriznih molekul detergenta) tvori eno
iztegnjeno oa-vijacnico. Regija prekinitve bi lahko omogocala preklapljanje med obema
konformacijama (Georgieva in sod., 2008; Georgieva in sod., 2010). Na tip vija¢nice naj bi
vplivalo predvsem razmerje med lipidi/detergenti in proteinom, ob ¢emer visja razmerja
inducirajo tvorbe ene vijacnice, niZja pa S00bstoj enojne in prekinjene vijacnice (Georgieva
in sod., 2010).
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Z uporabo smFRET in a-sinukleina, ozna¢enega z maleimidnimi fluorofori, so pokazali, da
protein na zelo ukrivljenih micelih tvori antiparalelni vijacnici, medtem ko ob vezavina 100-
nm LUV tvori eno iztegnjeno vija¢nico, kar zopet izpostavlja vpliv ukrivljenosti membrane
na strukturo a-sinukleina (Trexler in Rhoades, 2009). SmMFRET so uporabili tudi za dokaz
preklapljanja med strukturo prekinjene in iztegnjene oa-vijaCnice, inducirane ob vezavi
proteina na NaDS ali SUV. Do preklopa med obema vija¢nima strukturama lahko pride ob
spremembi ukrivljenosti membrane ali spremembi koncentracije vezavnih partnerjev. Ze
majhen delez negativnih lipidov v veziklih, podoben tistemu v bioloSkih membranah, je
zadosten za vezavo in zvitje a-sinukleina v iztegnjeno vijac¢nico (Ferreon in sod., 2009).

Strukturo membransko vezane N-terminalne domene (ostanki 1 - 95) so dolo¢ili tudi z
racunalnisko MD simulacijo. Na planarni membrani je fragment tvoril ukrivljeno vijac¢nico
z najvecjo ukrivljenostjo v okolici ostanka 47. Te ukrivljenosti vija¢nice niso pripisali
proteinskemu zaporedju ali interakciji med proteinom in membrano, ampak kolektivnemu
gibanju dolge vija¢nice (Mihajlovic in Lazaridis, 2008).

2.6.3.4 Raznolikost na¢inov vezave a-sinukleina z membrano

Ve studij je predlagalo, da N- in C-terminalni regiji lipidno-vezavne domene a-sinukleina
kazeta razli¢no afiniteto do membrane (Drescher in sod., 2008; Bodner in sod., 2009;
Pffeferkorn in Lee, 2010). S pomoc¢jo NMR so pokazali, da v odvisnosti od molarnega
razmerja lipidi/protein (R) obstaja ve¢ razli¢nih vezavnih stanj a-sinukleina s fosfolipidi
(Bodner in sod., 2009). Ob povecevanju R je priSlo do pomika od asociacije prvih 25
ostankov k asociaciji prvih 97 ostankov (Bodner in sod., 2009). Dokaz za obstoj vecih
membransko vezanih konformacij so pridobili tudi z uporabo Trp mutantov a-sinukleina, in
sicer je bila heterogenost povecana v blizini C-terminalnega mesta, W94, v primerjavi z N-
terminalno sondo, W4 (Pfefferkorn in Lee, 2010). Tudi Bartels in sod. (2010) so pokazali na
raznolikost vezave razlicnih N-terminalnih regij o-sinukleina na membrano. Tvorba
sekundarne strukture je za vsako regijo odvisna od lipidne sestave kot tudi drugih faktorjev,
kot je temperatura (Bartels in sod., 2010). Tudi najnovejSe Studije potrjujejo obstoj
segmentov z vecjo fleksibilnostjo in raznoliko globino insercije (Wietek in sod., 2013; Jain
in sod., 2013). V fizioloskem kontekstu bi segmenti s povec¢ano fleksibilnostjo lahko olajsali
transformacijo a-sinukleina iz iztegnjene vijaénice v prekinjeno konformacijo, kar bi lahko
imelo pomembno vlogo v njegovi predlagani funkciji v regulaciji fuzije sinapti¢nih veziklov
med prenosom nevrotransmiterja (Dikyl in Eliezer, 2012).

Strukturne Studije a-sinukleina vezanega na lipidno membrano kaZejo, da amfipati¢na
vijacnica/vijacnici lezi na povrSini in ne precka membrane (Jao in sod., 2004; Jao in sod.,
2008; Ulmer in sod., 2005; Bussell in Eliezer, 2003), vendar pa natan¢na organizacija
proteina na lipidni povrSini ostaja predmet raziskave. Trenutno velja, da bi se
vijacnica/vijacnici lahko vsaj delno vstavila v dvosloj (Jao in sod., 2008; Perlmutter in sod.,
2009; Wietek in sod., 2013). Kot periferni protein, se a-sinuklein ne vstavi globoko v jedro
membrane (Ramakrishnan in sod., 2003; Bussell in sod., 2005). Jao in sod. (2004) so ocenili,
da se ob vezavi a-sinukleina na SUV, center vija¢nice nahaja na globini ~1 - 4 A pod
fosfatnimi glavami (slika 8). Z MD simulacijo so pokazali, da sta vijacnici v celoti vstavljeni
v lipidni dvosloj do globine 3 - 5 A pod fosfatnimi skupinami lipidnih glav. Zakljucujejo, da
je interakcija mocnejsa z lipidi kot pa z detergentskimi miceli (Perlmutter in sod., 2009).
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Tako eksperimentalne kot teoreti¢ne Studije so pokazale, da je regija 63 - 79 vstavljena
najglobje (Mihajlovic in Lazaridis, 2008; Bussell in sod., 2005; Bisaglia in sod., 2005).

Od stirih Tyr ostankov a-sinukleina se Tyr39 nahaja ravno v regiji prekinitve vijacnice (slika
8) (Ulmer in sod., 2005). Bussell in Eliezer (2005) sta predlagala, da naj bi bil prav Y39
odgovoren za prekinitev vijanice. Bisaglia in sod. (2005) so pokazali, da se regija NAC
(AK ostanki 61 - 95) delno vstavi v micel iz NaDS, predlagali pa so tudi vstavitev Tyr39.
To je v nasprotju z modeli, ki predlagajo nahajanje Tyr39 na hidrofilni strani vija¢nice ali
na medfazi med membrano in vodo (Bussell in Eliezer, 2003; Chandra in sod., 2003; Jao in
sod., 2004; Mihajlovic in Lazaridis, 2008). V napovedanem vijaénem kolesu (slika 9) se Y39
nahaja na hrbtni t.j. hidrofilni strani vija¢nice, za kar bi pri¢akovali, da je v stiku z vodno
raztopino.

2.6.4 Motnje membrane

Predlagali so, da ima nevrotoksi¢ni uinek pri sinukleinopatijah in tudi drugih amiloidnih
boleznih svoj izvor v porusenju strukture lipidne membrane (Lashuel in sod., 2002;
Butterfield in Lashuel, 2010). Predvidevajo, da toksi¢no zvrst pri sinukleinopatijah
predstavljajo predvsem zgodnji oligomeri v agregacijski poti. In vitro so pokazali, da sferi¢ni
oligomeri (protofibrile) poskodujejo fosfolipidne vezikle (Volles in sod., 2001). In vivo bi
povi$ana permeabilnost celiéne membrane lahko vodila v porusenja Ca?* homeostaze in
indukcijo apoptoze (Danzer in sod., 2007). Tudi protofibrile mutantov A30P in A53T
povzroc€ijo povisano prepustnost membrane (Volles in sod., 2002). Z uporabo AFM in testa
spros¢anja fluorescentnega barvila so pokazali, da porusitev membrane sovpada z lipidno
afiniteto a-sinukleina in da tako fibrilarni kot oligomerni a-sinuklein povecata permeabilnost
membrane (Zhu in sod., 2003). WT protein ter mutanta E46K in A53T lahko inducirajo
tvorbo ionskih kanalov v anionskih SUV, medtem ko tvorbe le-teh pri A30P niso zaznali
(Zakharov in sod., 2007). Na motenjsko sposobnost proteina vpliva prisotnost anionskih
lipidov in tekoce neurejene faze (van Rooijen in sod., 2009; van Rooijen in sod., 2008).
Nadaljna Studija je pokazala, da do porusitve veziklov pride z neravnoteznimi procesi. Kljub
hitri sprostitvi barvila iz veziklov v prisotnosti oligomernega a-sinukleina, se morfologija
membrane ne spremeni (van Rooijen in sod., 2010). Z NMR in EPR so pokazali, da so pore
a-sinukleina sestavljene iz B-struktur, ki so drugacne od tistih pri amiloidnih fibrilah (Kim
in sod., 2009).

Natan¢ni mehanizem motnje v zgradbi membrane $e ni poznan. Poleg Se vedno zelo
kontrovernega mehanizma tvorbe pore, so predlagali tudi druge mehanizme, kot je na primer
tanjSanje membrane (Ouberai in sod., 2013). Ve¢ nedavnih raziskav je pokazalo, da lahko
a-sinuklein tudi spremeni membransko povrsinsko topologijo. Dodatek proteina k SUV je
induciral tvorbo tubularnih struktur kot tudi multilamelarnih in razvejanih veziklov (Bodner
in sod., 2009; Giehm in sod., 2011). Nadaljna $tudija je pokazala, da lahko a-sinuklein
poveca ukrivljenost membrane in povzro€i tvorbo manjsih veziklov in tubulov (Varkey in
sod., 2010). Tudi Studije s fluorescen¢no mikroskopijo na podprtih lipidnih dvoslojih so
pokazale tvorbo tubulov kot tudi korelacijo med povisano tubulacijo in prisotnostjo
anionskih lipidov ter mutacij povezanih z boleznijo (Pandey in sod., 2011).

29



Pirc K. Molekulski mehanizem vezave a-sinukleina na lipidne membrane.
Doktorska disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, 2015

2.6.5 Interakcija a-sinukleina z gangliozidi

Poleg interakcije z negativno nabitimi fosfolipidi, so pokazali, da a-sinuklein interagira tudi
z glikosfingolipidi (Martinez in sod., 2007; Di Pasquale in sod., 2010; Fantini in Yahi, 2011).
Gangliozidi so glikosfingolipidi sestavljeni iz nepolarnega ceramidnega ogrodja in polarne
glave, ki vsebuje eno ali ve¢ sladkornih skupin, na katere je vezana siali¢na kislina (N-
acetilneuraminska kislina; NANA). Skupaj s sfingomielinom in holesterolom se nahajajo
predvsem v mikrodomenah lipidnih raftov, pomembno funkcijo pa naj bi imeli v celicnem
prenosu signalov (Fantini in sod., 2002; Pontier in Schweisguth, 2012). Gangliozidi bi lahko
imeli pomembno vlogo v regulaciji konformacije, oligomerizacije in fibrilacije
amiloidogenih proteinov (Butterfield in Lashuel, 2010). Sinapti¢ni vezikli sicer vsebujejo le
malo gangliozidov (Takamori in sod., 2006), se pa ti nahajajo izkljucno na zunanji strani
plazemske membrane mozganskih celic (Tamai in sod., 1971). Ceprav naj bi bil a-sinuklein
predvsem citosolni protein, pa se lahko tudi izloca iz nevronskih celic in prehaja v razli¢ne
celi¢ne tipe (Lee in sod., 2005; Borghi in sod., 2000; Park in sod., 2009).

Gangliozidi bi lahko imeli pomembno vlogo v bioloski aktivnosti a-sinukleina. Porocali so
o kolokalizaciji proteina z lipidnimi rafti in kaveolami, za katere je znacilna visoka vsebnost
gangliozida GM1 (Hashimoto in sod., 2003; Parton, 1994; Fortin in sod., 2004). Trenutno ni
poznano, ali a-sinuklein preferira tekoCe urejeno okolje lipidnega rafta ali specifi¢no
komponento rafta. Porocali so predvsem o interakciji a-sinukleinaz GM1 in GM3 (slika 10),
vendar pa je bila preferenca do teh dveh gangliozidov v razli¢nih $tudijah razli¢na (Martinez
in sod., 2007; Di Pasquale in sod., 2010; Fantini in Yahi, 2011). GM1 je promoviral privzem
proteina v mikroglia (Park in sod., 2009) ter inhibiral fibrilacijo proteina (Martinez in sod.,
2007), medtem ko je GM3 vplival na funkcijo a-sinukleinskega ionskega kanalcka v
lipidnem dvosloju (Di Pasquale in sod., 2010).

Ob interakciji a-sinukleina s SUV, ki so vsebovali GM1, je priSlo do indukcije a-vijacne
strukture. Asociacijo med proteinom in gangliozidom so pripisali specifi¢ni interakciji med
a-vijacnico in obojim, siali¢no kislino in ogljikohidratnimi skupinami GM1 (Martinez in
sod., 2007). Nedavno so v a-sinukleinu identificirali 12-merno gangliozid-vezavno domeno
(AK ostanki 34 — 45, ki tvorijo zanko centrirano okoli Tyr39), ki naj bi se preferen¢no vezala
z GM3 (Fantini in Yahi, 2011). Na osnovi strukture na micel vezanega a-sinukleina (slika
8) (Ulmer in sod., 2005) so s pomo¢jo MD simulacij in eksperimentov na lipidnih
monoslojih postavili model interakcije a-sinukleina z membrano (Fantini in Yahi, 2011;
Fantini in sod., 2011). Gonilno silo insercije in tvorbe amiloidnega kanala a-sinukleina v
membrani naj bi predstavljala interakcija z gangliozidi, ki inducira zvitje proteina. Za
translokacijo proteina je verjetno potreben tudi holesterol (Fantini in sod., 2011).
Predvidevajo, da naj bi imel poleg dveh Lys ostankov (K34 in K45) klju¢no vlogo pri
interakciji a-sinukleina z gangliozidi Tyr39, ki preko aromatske skupine omogoca tvorbo
zacCasne OH—x vezi med gangliozidom in proteinom (Fantini in Yahi, 2011).
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Slika 10: Struktura gangliozidov GM1 in GM3. Oba gangliozida vsebujeta eno siali¢no kislino (NANA), ki
daje lipidu neto negativni naboj. Na ceramidno ogrodje so pri GM1 vezani sladkorji glukoza-galaktoza-
(NANA)-N-acetilglukozamin-galaktoza in pri GM3 glukoza-galaktoza-NANA.

Figure 10: Structures of GM1 and GM3 gangliosides. Both gangliosides contain one sialic acid (NANA)
providing neto negative charge to the lipid. The sequence of sugar components bound to the ceramide backbone
is in the case of GM1 glucose-galactose-(NANA)-N-acetylglucosamine-galactose and in the case of GM3
glucose-galactose-NANA.

2.7 INHIBICIJA FIBRILACIJE o-SINUKLEINA IN ZASCITA NEVRONOV
2.7.1 Problematika zdravljenja Parkinsonove bolezni

Trenutno za PD ni na voljo nobenega zdravila, ki bi upocasnilo ali preprecilo odmiranje
nevronov v substantia nigra in drugih mozganskih regijah. Razvoj u¢inkovitih terapevtikov
za preprecevanje in/ali zdravljenje bolezni omejujejo predvsem multifaktorska narava PD in
slabo poznavanje klju¢nih molekularnih dogodkov, ki vodijo v nevrodegeneracijo (Dauer in
Przedbovski, 2003; Breydo in sod., 2012). Tako je trenutno na voljo le simptomatsko
zdravljenje, ki v glavnem vkljucuje nadomesScanje dopamina z njegovim prekurzorjem
levodopa (L-dopa). Taksni terapevtski posegi pa ne preprecujejo napredovanja bolezni,
poleg tega pa imajo tudi dokaj kratkotrajni uc¢inek (Garcia-Montes in sod., 2012).

Dodaten problem pri zdravljenju PD predstavlja tudi dejstvo, da se bolezen predvidoma
pri¢ne veliko prej (tudi do 20 let) preden se pojavijo prvi simptomi. Posledi¢no se zdravljenje
zacne Sele, ko Ze pride do obSirne nevrodegeneracije in je ~70 % dopaminergi¢nih nevronov
ze odmrlih (Uversky in Eliezer, 2009).

Ker moc¢ni dokazi kaZejo, da je nevropatologija PD (in ostalih sinukleinopatij) tesno
povezana z agregacijo in tvorbo amiloidnih fibril a-sinukleina oz. s faktorji, ki pospesijo ta
proces (glej 2.5) (Fink, 2006; Lundvig in sod., 2005), bi razvoj PD morda lahko preprecili
s posegom Vv agregacijsko pot proteina. Ce a-sinuklein v celici obstaja kot multimer (Bartels
in sod., 2011; Wang in sod., 2011), kar pa Se ni bilo dokazano (glej 2.4.2.3), bi terapija lahko
vkljucevala preprecitev razpada takSnega kompleksa (Lashuel in sod., 2013). Ker pa naj bi
v vsakem primeru toksi¢na agregacija izhajala iz monomerne konformacije, bi u¢inkoviti
terapevtski  postopki  lahko  vkljucevali  stabilizacijo = monomera, inhibicijo
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oligomerizacijskega procesa ali pa preprecitev interakcij med monomeri in rastoco
protofibrilo (Lashuel in sod., 2013). Predvidevajo, da so nevrotoksi¢ni predvsem oligomerni
agregati a-sinukleina, ki bi lahko poskodovali celitne membrane (Auluck in sod., 2010;
Lashuel in sod., 2002; Butterfield in Lashuel, 2010). Vendar pa je narava taksnih toksi¢nih
agregatov nepoznana, kar Se dodatno oteZuje razvoj terapevtikov.

Prekomerno izrazanje CloveSkega a-sinukleina v razli¢nih sesalskih celicah in Zivalskih
modelih lahko vodi v apoptozo, poskodbe celi¢nih organelov in poviSano dovzetnost za
oksidativni stres (Gosavi in sod., 2002). Oksidativni stres, ki ga v splosSnem definiramo kot
poruseno ravnotezje med prostimi radikali in antioksidanti v celici, je pomemben etioloski
faktor v nastanku nevrodegenerativnih bolezni, tudi PD (Gandhi in Abramov, 2012;
Schildknecht in sod., 2013). Agregati a-Sinukleina naj bi inducirali oksidativni stres
predvsem preko poSkodb mitohondrijske membrane (Betarbet in sod., 2006), tvorba prostih
radikalov pa naj bi tudi pospesila agregacijo a-sinukleina (Xu in sod., 2002). Prekomerna
akumulacija reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) med normalnim in patoloskim staranjem
mozganov naj bi bil eden izmed razlogov za disfunkcijo in izgubo nevronov. MoZen pristop
k terapiji PD bi tako lahko predstavljalo tudi zvisanje lastne obrambe mozganov, s ¢imer bi
se morda lahko izognili ali pa vsaj zmanjSali zaletne poskodbe, ki vodijo Vv
nevrodegeneracijo.

Izjemna konformacijska plasti¢nost intrinzi¢no neurejenih proteinov onemogoca uporabo
obicajnih na strukturi-temelje¢i pristopov pri razvoju zdravil (Breydo in sod., 2012).
Terapevtske strategije dodatno otezuje tudi predviden Sirok nabor predlaganih funkcij a-
sinukleina (glej 2.3), saj naj bi protein interagiral s Stevilnimi veznimi partnerji in bil vpleten
v raznolike celi¢ne poti (Deleersnijder in sod., 2013).

2.7.2 Majhne naravne spojine kot inhibitorji patogeneze Parkinsonove bolezni

V zadnjem desetletju so veliko pozornosti pritegnili antioksidanti iz hrane, pijace in naravnih
ekstraktov, saj je ve¢ Studij porocalo o njihovem pozitivnemu ucinku na zdravje in zas¢iti
pred kroni¢nimi boleznimi kot so rak, kardiovaskularne in tudi nevrodegenerativne bolezni
(Fraga, 2007; Scalbert in sod., 2005). Flavonoidi, ki imajo znacilno strukturo molekulskega
ogrodja C6-C3-C6, predstavljajo podrazred rastlinskih sekundarnih metabolitov -
polifenolov. Flavonoidi so prisotni v rastlinski hrani in nekaterih pijacah, kot sta ¢aj in vino,
in so najpogostejSi polifenolni antioksidanti v humani prehrani. Skupni dnevni vnos
flavonoidov v obliki sadja, zelenjave in pija¢ lahko znasa med 50 in 800 mg, kar je ve¢ kot
povprecni dnevni vnos drugih antioksidantov, t.j. vitamina C in E in karotenoidov (Tapiero
in sod., 2002). V celi¢nih kulturah in Zivalskih modelih so pokazali zas¢itni u¢inek dolo¢enih
flavonoidov na zivéne celice, in sicer tako ekstraktov kot tudi posamié¢nih spojin (Youdim
in sod., 2003; Masuda in sod., 2006). Zdravilni pripravki iz Ginkgo biloba, ki vsebujejo
veliko flavonoida kvercetina, so v pacientih z Alzheimejevo in drugimi
nevrodegenerativnimi boleznimi izboljsali stanje demence (Watanabe in sod., 2001).
Polifenoli v zelenem ¢aju naj bi izboljSali zdravje ter potencialno zascitili pred PD (Pan in
sod., 2003). Trenutno ni znano na kakSen nacin polifenoli posredujejo svoje koristne
lastnosti. V nedavnih Studijah so predlagali, da je zgolj njihova klasi¢na vloga kot lovilcev
prostih radikalov (0z. donatorjev vodika) malo verjetna (Stevenson in Hurst, 2007).
Flavonoidi bi lahko ze pri nizki koncentraciji povzrocili spremembe v celi€ni membrani in
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funkciji proteinov, kar pa ima lahko velike ucinke na bioloske procese (Fraga, 2007).
Pokazali so, da lahko te polifenolne spojine vplivajo na specificne signalne poti in
interagirajo s specifi¢nimi proteini (Ramassamy, 2006; Campos-Esparza in Torres-Ramos,
2010).

Vec §tudij je porocalo, da lahko in vitro nekateri flavonoidi inhibirajo fibrilacijo a-sinukleina
in v nekaterih primerih tudi destabilizirajo Ze obstojece fibrile (Zhu in sod., 2013; Meng in
sod., 2009; Meng in sod., 2010; Bieschke in sod., 2010; Ehrnhoefer in sod., 2008; Caruana
in sod., 2011). Porocali so tudi o vplivu dolo¢enih polifenolov na citotoksi¢nost agregatov
a-sinukleina v celicnem modelu (Griffioen in sod., 2006). Majhne molekule obic¢ajno
preusmerijo agregacijsko pot proti velikim, netopnim in netoksi¢nim oligomerom (Uversky,
2007; Fink, 2006; Breydo in sod., 2012). Nekovalentna ali kovalentna vezava flavonoida z
a-sinukleinom lahko vpliva na relativno stabilnost monomera in/ali oligomera (Breydo in
sod., 2012). Molekularni mehanizem inhibicije fibrilacije ni razjasnjen. Predvidevajo, da sta
za inhibitorni ucinek potrebni vsaj dve sosednji hidroksilni skupini na kateremkoli
aromatskem obrocu flavonoida (Meng in sod., 2009; Caruana in sod., 2011). Predlagali so
tudi, da kot inhibitorji pravzaprav u¢inkujejo oksidirani produkti izvornih flavonoidov, t.j.
kinoni (Meng in sod., 2009; Zhu in sod., 2013).

Kljub predlagani splosni koristnosti polifenolov v smislu prehranskega vnosa ali razvoja
zdravil, pa ni jasno, ali se lahko te spojine ali njihovi aktivni metaboliti akumulirajo v tarénih
tkivih v zadostnih koli¢inah. Najbolj zastopani polifenoli v prehrani namre¢ niso nujno tudi
najaktivnejsi v telesu, saj lahko posedujejo nizjo lastno aktivnost, se slabo absorbirajo iz
Crevesja, se izdatno presnavljajo, ali pa se hitro izlo¢ijo (Manach in sod., 2004; D’ Archivio
in sod., 2010). Njihovi u¢inki na zdravje so tako odvisni od zauzite koli¢ine, kot tudi od
njihove biodostopnosti (Manach in sod., 2004). Polifenoli se morajo za svoje zasc¢itno
delovanje akumulirati v moZganih, kar pomeni, da morajo preckati krvno-mozgansko
pregrado (BBB; ang. blood-brain barrier). BBB je kompleksna in dinami¢na pregrada med
kapilarami in centralnim Zivénim sistemom, ki izjemno natan¢no kontrolira izmenjavo snovi
med krvjo in moZzgani in ima tako klju¢no vlogo v homeostazi mozganov, ki jih $¢iti pred
mnogimi toksi¢nimi snovmi in mikroorganizmi (Cardoso in sod., 2010). Anatomsko 0snovo
strukture predstavljajo specializirane endotelijske celice skupaj s periciti in astrociti. Za
neprepustnost pregrade so odgovorni predvsem tesni in adherentni stiki med endotelijskimi
celicami ter izloCevalni transporterji endotelija, ki skupaj omogocajo izjemno omejeno
permeabilnost BBB (Cardoso in sod., 2010). Za nekatere polifenole je bilo pokazano, da
preckajo raznolike BBB modele (Youdim in sod., 2003; Youdim in sod., 2004a; Youdim in
sod., 2004b; Janle in sod., 2010; Faria in sod., 2010; Faria in sod., 2012). Poudariti je
potrebno, da je vecina modelov s katerimi so tako in vitro kot in vivo ovrednotili
biodostopnost flavonoidov mozganom, Zivalskega izvora (govedo, podgane ali misi). Poleg
tega pa je problemati¢na tudi pridobitev zanesljivih podatkov o privzemu polifenolov v
mozgane zivali po oralni ali intravenozni dostavi, saj v mnogih Studijah niso bili uporabljeni
primerni postopki in kontrole. Dodaten problem je tudi dolo¢itev koncentracije aktivne snovi
v moZganskem tkivu, saj so te ocene pogosto pristranske zaradi prisotnost rezidualne krvi
(Ishisaka in sod., 2011).

Epidemioloske Studije so pokazale, da je PD manj pogosta pri kadilcih, kar bi lahko kazalo,
da izpostavljenost cigaretnemu dimu preprecuje poskodbe nevronov (Fratiglioni in Wang,
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2000; Quik, 2004). V cigaretnem dimu je okoli 3.800 identificiranih snovi, od katerih pa se
kot mozna za$Citna snov izpostavlja predvsem alkaloid nikotin. Nikotin lahko stimulira
dopaminergi¢ne nevrone strie, ki so selektivno poSkodovani pri PD, poleg tega pa je v
eksperimentalnih modelih zascitil nevrone (Quik, 2004; Jeyarasasingam in sod., 2002).
Pokazali so, da nikotin v ¢isti obliki, dostavljen z oblizi ali Zvecilko, blazi simptome PD
(Kelton in sod., 2000). Poleg tega so porocali, da ima nikotin poleg pro-oksidativnih tudi
antioksidativne lastnosti (Newman in sod., 2002). In nenazadnje, za nikotin sta dve
neodvisni $tudiji pokazali, da inhibira fibrilacijo a-sinukleina in stabilizira topne oligomerne
zvrsti (Hong in sod., 2009; Ono in sod., 2007). Znano je, da se pri kadilcih nikotin nahaja
tako v plazmi kot v moZzganih (Riah in sod., 1998).
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3 MATERIAL IN METODE

Slika 11 prikazuje potek eksperimentov v doktorskem delu.

;- ™

izolacija & karakterizacija | vpliv sestave
a-sinukleina INTERAKCIJE Z in faznega stanja
_ (WLY39A, Y(125.133,136)4) | MEMBRANAMI veziklov

vpliv Tyr—Ala
mutacij
FIBRILACIJA ‘
j'/h,

ane
5Pojine

vpliv Tyr—Ala inhibicija
mutacij fibrilacije

Slika 11: Shema poteka poskusov.
Figure 11: Experimental flow chart.

prehod skozi BBB
&
zaScita nevronov

3.1 MATERIAL

Kemikalije in reagente smo kupili od proizvajalcev Sigma-Aldrich (ZDA), Merck (Nemcija)
ali Roth (Nemc¢ija), razen v primerih, ko je navedeno drugace. Proizvajalci najpomembnejSih
kemikalij, reagentov in opreme ter sestava raztopin in gojiS¢ so navedeni v nadaljevanju
in/ali pri opisu posameznih metod.

Vse raztopine in gojis¢a smo pripravili v bidestilirani vodi milliQ (Millipore, ZDA), razen
pri eksperimentih fibrilacije proteinov (glej 3.5), kjer smo raztopine za raztapljanje proteinov
pripravili v vodi za injekcije Braun (Braun, Nemc¢ija). Vse raztopine smo po pripravi filtrirali
skozi 0,22 um filtre (Sartorius, Svedska). Gojis¢a smo sterilizirali z avtoklaviranjem ali s
filtracijo.

Preglednica 1: Najpomembnej$e uporabljene kemikalije z navedbo proizvajalca.
Table 1: The most important chemicals used with an indication of the manufacturer.

Proizvajalec Kemikalija

Sigma-Aldrich, ZDA kvercetin (Q), (-)-nikotin (N), NaDS, tioflavin T (ThT), 1-anilinonaftalen-8-
sulfonat (ANS), 1,6-difenil-1,3,5-heksatrien (DPH), trimetilamonij-6-fenil-
1,3,5-heksatrien (TMA-DPH), kalcein, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH),
HEPES, glutaraldehid, Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medij

Avanti Polar Lipids, ZDA  1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoholin (DPPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfoglicerol (DPPG), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoholin (POPC), 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (POPG), gangliozida GM1 in GM3

Polyphenols, Norveska cianidin-3-glukozid (C3G)

Extrasynthese, Francija (-)-epigalokatehin galat (EGCG)
Gibco, ZDA medij Neurobasal

35



Pirc K. Molekulski mehanizem vezave a-sinukleina na lipidne membrane.
Doktorska disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, 2015

Preglednica 2: Sestava raztopin in gojis¢.

Table 2: The composition of solutions and growth media.

Raztopina ali gojisce

Sestava

Delovni pufer (HEPES pufer)

(raztapljanje a-sinukleina in izvedba
vseh eksperimentov z a-sinukleinom)

150 mM NaCl (Merck, Nemcija)
20 mM HEPES (Sigma-Aldrich, ZDA)
pH 7,0

Lizirni pufer
(izolacija a-sinukleina)

50 mM NaCl (Merck, Nem¢ija)

20 mM Tris-HC1 (Merck, Neméija)

0,10 % Triton-X100 (Sigma-Aldrich, ZDA)
200 uM PMSF (Sigma-Aldrich, ZDA)

pH 7,4

Pufer A
(izolacija a-sinukleina)

50 mM NaCl (Merck, Nemcija)
20 mM Tris-HCI (Merck, Nemcija)
pH 7,4

Pufer B
(izolacija a-sinukleina)

1 M NaCl (Merck, Nemcija)
20 mM Tris-HCI (Merck, Nemcija)
pH 7,4

LB gojisce (za 11)

- 25 g LB (Roth, Nemcija)
- v trdno gojis¢e dodamo Se 15 g agarja

- v gojis¢e LB Carb po avtoklaviranju dodamo $e karbenicilin
(85 pg/ml)

RPMI gojisée (za 1 1)

6 g glukoza (Merck, Nemcija)
2 g NaHCO3 (Merck, Nemcija)
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, ZDA)

obogateno RPMI gojisce
(HBMEC-kultivacijski medij)

10 % FBS (Biochrom AG, Nemcija)

10 % NuSerum IV (BD Biosciences, Belgija)
1 % NEAA (Biochrom AG, Nemcija)

1 % MEM vitamini (Biochrom AG, Nemc¢ija)
1 mM Na piruvat (Biochrom AG, Nemcija)

2 mM L-glutamin (Biochrom AG, Nemcija)

1 % raztopina antibiotikov in antimikotikov (Sigma-Aldrich,
ZDA)

RPMI gojisce

obogateni Neurobasal medij

0,5 mM L-glutamin (Biochrom AG, Nemcija)
25 uM L-glutamat (Merck, Nemcija)

2 % B-27 Supplement (50x) (Invitrogen, ZDA)
0,12 mg/ml gentamicin (Invitrogen, ZDA)
Neurobasal medij (Gibco, ZDA)

PBS

80,06 g NaCl (Merck, Nemcija)

2,01 g KCI (Merck, Nemcija)

14,42 g Na;HPO4 -2 H,0 (Merck, Nemcija)
2,04 g KH2PO4 (Merck, Nemcija)

pH 7,4

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 2: Sestava raztopin in gojis¢.

Raztopina ali gojisce Sestava
Ringer-HEPES raztopina 150 mM NaCl (Merck, Nemcija)
(transport  izbranih  spojin  preko 5,2 mM KCI (Merck, Nem¢ija)
modela BBB) 2,2 mM CaCl; - 2H,0 (Merck, Nem¢ija)

0,2 mM MgCl; - 6H,0 (Merck, Nemcija)
6 mM NaHCO3z (Merck, Nemcija)

5 mM HEPES (Sigma-Aldrich, ZDA)
2,8 mM glukoza (Merck, Nemcija)

pH 7,4

Preglednica 3: Najpomembnej$a laboratorijska oprema.
Table 3: The most important laboratory equipment.

Aparatura Proizvajalec
CD spektropolarimeter 62A DS, AVIV Associates, ZDA
N-DSC Il kalorimeter Calorimetry Science, ZDA
mikroskop na atomsko silo Nanoscope Illa Multimode, Digital instruments, ZDA
spektrofotometer HP 8453, Hewlett-Packard, Nemcija
Cary Eclipse, Varian, Avstralija
fluorescenéni spektrofotometer Cary Eclipse, Varian, Avstralija
aparatura za HPLC Agilent Technologies, Nemcija
aparatura za FPLC AKTA FPLC, Pharmacia, Svedska
sonikator VCX 750, Sonics, ZDA
fluorescenéni mikroskop AxioScope.Al, Zeiss, Nemcija
centrifuge Sigma 3K30, Sigma, Nem¢ija

Minispin 5415C in 5810R, Eppendorf, Nemcija
Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen, Nemcija

3.2 PRIPRAVA REKOMBINANTNIH PROTEINOV

Izrazanje in ¢iS¢enje rekombinantnega a-sinukleina divjega tipa, mutantov Y39A in
Y (125,133,136)A smo izvedli po ze opisanih postopkih (Ulrih in sod., 2008) z dolo¢enimi
modifikacijami.

Za kloniranje in namnozevanje plazmidne DNA smo uporabljali kompetentne celice E. coli
seva DH5a (Subcloning Efficiency™ DH5a™, Invitrogen, ZDA) z genotipom F &80
lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk, mi") phoA supE44 thi-1
gyrA96 relAl A. Za cezmerno izrazanje rekombinantnih proteinov smo uporabili
kompetentne celice E. coli seva BL21-Gold (DE3) (Agilent Technologies, ZDA) z
genotipom B F ompT hsdS(rs", mg’) dem*Tet" gal M(DE3) endA.
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3.2.1 Priprava bakterijskega ekspresijskega sistema za WT in mutirani a-sinuklein

Kot matrico za pridobitev Tyr— Ala mutiranih variant a-sinukleina smo uporabili konstrukt,
ki je bil pripravljen z restrikcijskim kloniranjem ¢cDNA humanega WT a-sinukleina v
bakterijski ekspresijski vektor pPRK172 (Ulrih in sod., 2008). Plazmid pRK172 nosi zapis za
odpornost proti ampicilinu, kar sluzi kot selekcijski marker za rast transformiranih
bakterijskih celic v gojis¢u z dodanim ampicilinom. Za selekcijo smo namesto ampicilina
uporabili analogni stabilnejsi antibiotik karbenicilin (Carb) (Sigma-Aldrich, ZDA) z delovno
koncentracijo 85 ug/ml. Bakterijske celice smo gojili pri 37 °C ob konstantnem stresanju (v
primeru, da smo uporabili tekoce gojisce).

3.2.1.1 Transformacija kompetentnih celic

Kompetentne celice E.coli (DHSa ali BL21-Gold (DE3)) smo odmrznili in k 50 pl celic
dodali 1 pl plazmida pRK172 ter meSanico 20 min inkubirali na ledu. Nato smo izvedli
toplotni Sok (45 s pri 42 °C in nato 2 min na ledu). Dodali smo 150 pl gojisca LB in celice
inkubirali 1 uro pri 37 °C ter jih razmazali na agarne plos¢e LB Carb. Naslednji dan smo

izbrali nekaj kolonij, jih prekono¢no nagojili v tekocem LB Carb ter izolirali plazmidno
DNA (glej 3.2.1.2).

3.2.1.2 Izolacija plazmidne DNA

Plazmidno DNA smo izolirali iz prekonoéne kulture transformiranih celic E.coli (DH5a ali
BL21-Gold (DE3)) s kompletom za izolacijo plazmidne DNA GenElute™ Plasmid
Miniprep (Sigma-Aldrich, ZDA), po navodilih proizvajalca. Koncentracijo in ¢istost izolata
smo dolocili z NanoDrop 2000¢ spektrofotometrom (Thermo Scientific, ZDA).

3.2.1.3 Restrikcijsko rezanje DNA

Da bi preverili prisotnost a-sinukleinskega vkljucka v plazmidu pRK172, smo plazmid
podvrgli restrikcijskim reakcijam z encimoma Ndel in Hindlll (Fermentas, ZDA), po
navodilih proizvajalca. Rezane dele plazmidne DNA smo med seboj locili z agarozno
elektroforezo (glej 3.2.1.4).

3.2.1.4 Agarozna gelska elektroforeza

Agarozno gelsko elektroforezo smo uporabljali za preverjanje ustreznosti velikosti
fragmentov DNA po restrikciji (glej 3.2.1.3). Uporabljali smo 0,8 % (w/v) agarozni gel v
TAE pufru (Sigma-Aldrich, ZDA). Elektroforeza je potekala 45 min pri napetosti 12 V-cm
!, DNA smo po konéani elektroforezi vizualizirali z etidijevim bromidom (Sigma-Aldrich,
ZDA). Uporabili smo DNA lestvico Blue (GeneOn, Nemcija).

3.2.1.5 Usmerjena mutageneza
Za tockovno mutagenezo ustreznih aminokislinskih ostankov WT a-sinukleina smo mutirali

kodone na izbranih lokacijah (Y39A: TAT—GCT; YI125A: TAT—GCT; YI133A:
TAT—GCT; Y136A: TAC—GCC). Trojna mutacija o-sinukleinskega inserta je bila
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predhodno pripravljena (vir: prof. dr. Natasa Poklar Ulrih), medtem ko je bila mutacija
Y39A pripravljena v okviru tega doktorskega dela. Mutacije rekombinantnega a-sinukleina
vstavljenega v plazmid pRK172 smo izvedli s pomoc¢jo kompleta QuickChange II Site
Directed Mutagenesis kit (Stratagene, ZDA), po navodilih proizvajalca. Metoda temelji na
principu PCR reakcije (iCycler, BioRad, ZDA). Nacrtovani zacetni nukleotidi so bili
naroc¢eni pri podjetju Sigma-Aldrich (ZDA). Sledila je transformacija mutiranih plazmidov
v kompetentne bakterijske celice E. coli DH5a (glej 3.2.1.1). Po transformaciji smo celice
razmazali na trdno gojis§¢e LB Carb in jih prekonoc¢no inkubirali. Naslednji dan smo izbrali
nekaj kolonij, jih prekono¢no nagojili v teko¢em LB Carb ter izolirali plazmidno DNA (glej
3.2.1.2).

3.2.1.6 Preverjanje zaporedja a-sinukleinskega inserta

Uspesnost kloniranja in mutageneze smo preverili z dolo¢anjem nukleotidnega zaporedja pri
podjetju Macrogene (Nizozemska) z uporabo univerzalnih zacetnih oligonukleotidov.

3.2.1.7 Trajne kulture bakterijskih celic

Kompetentne celice E. coli BL21-Gold (DE3) smo transformirali (glej 3.2.1.1) s plazmidom
pRK172 z vstavljenim zapisom za WT, Y39A ali Y(125,133,136)A a-sinuklein ter jih
nacepili na trdno LB Carb gojis¢e. Posamezne kolonije iz agarnih plos¢ smo precepili v
tekoce LB Carb gojis¢e in celice prekonocno nagojili. Za pripravo trajnih kultur
transformiranih bakterijskih celic smo celicam v zgodnji eksponentni fazi rasti dodali
avtoklavirani 70 % glicerol (Kemika, Hrvaska) do kon¢ne 21 % koncentracije ter jih shranili
pri -80 °C.

3.2.2 Izolacija proteinov
3.2.2.1 Izrazanje proteinov

Transformirane celice E. coli BL21-Gold (DE3) (glej 3.2.1.7) smo nacepili v teko¢e LB Carb
gojisce in jih prekonocno nagojili. Naslednji dan smo 3 ml prekono¢ne kulture uporabili za
inokulacijo 300 ml LB Carb gojis¢a v 2 1 steklenicah. Bakterije smo gojili pri 37 °C in
stresanju 230 rpm do Aseo ~1,4. IzraZanje a-sinukleina smo nato sprozili z dodatkom 1 mM
IPTG (Sigma-Aldrich, ZDA) in celice gojili nadaljnih 4 do 5 ur. Celice smo po inkubaciji
centrifugirali (6.000 g, 20 min, 4 °C) ter usedlino shranili pri -20 °C.

3.2.2.2 Cis¢enje proteinov

Bakterijsko usedlino smo odtalili pri sobni temperaturi in celice na ledu resuspendirali v
lizirnem pufru (40 ml/1 | bakterijske kulture). Celice smo nato razbili z ultrazvo¢nim
sonikatorjem. Lizat smo ob konstantnem meSanju na ledu 10 min obarjali z amonijevim
sulfatom (Merck, Nemcija) do 30 % nasicenosti in centrifugirali (22.000 g, 30 min, 4 °C).
Supernatant smo ponovno obarjali z amonijevim sulfatom do 50 % nasiCenosti. Precipitat
smo odcentrifugirali (22.000 g, 30 min, 4 °C), ga resuspendirali v pufru A (30 ml/1 |
bakterijske kulture) ter prekono¢no dializirali pri 4 °C (dializna membrana Spectra/Por® z
MWCO 3,500 kDa, Spectrum Lab., ZDA) proti 5 1 pufra A. Pufer smo med dializo veckrat
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zamenjali. Po dializi smo vzorec centrifugirali (22.000 g, 30 min, 4 °C) ter ga nadalje Cistili
s FPLC-ionsko izmenjevalno kromatografijo z uporabo 4 ml kolone MonoQ™ 4.6/100 PE
(GE Healthcare Biosciences, Svedska). Lo¢ba je potekala v pufru A pri 10 °C, pretoku okoli
0,7 ml/min z linearnim gradientom 0 - 50 % pufra B, v 15 volumnih kolone. Elucijo
proteinov smo spremljali z merjenjem Azgo. a-Sinuklein je tipi¢no eluiral v Sirokem vrhu z
okoli 300 mM NaCl.

a-Sinukleinske frakcije smo preverili na NaDS-PAGE gelu (glej 3.4.3), jih zdruzili in
dializirali pri 4 °C (dializna membrana Spectra/Por® z MWCO 3,500 kDa, Spectrum Lab.,
ZDA) proti 5 | milliQ vode za minimalno 36 ur, ob veckratni menjavi dializata. Po dializi
smo s centrifugiranjem (22.000 g, 30 min, 4 °C) odstranili nastali precipitat ter z NaDS-
PAGE ponovno preverili ¢istost in velikost proteinov v supernatantu. Supernatant smo
liofilizirali (liofilizator Martin Christ, Nem¢ija) in shranili pri -20 °C.

3.2.2.3 Potrditev molekulske mase izoliranih proteinov

Konéno potrditev molekulske mase in homogenosti izoliranih proteinov so opravili z
MALDI-TOF MS (velikostno obmocje analize najman;j 5 - 20 kDa) v laboratoriju dr. Marka
Fonovica na Institutu Jozef Stefan v Ljubljani.

3.3 PRIPRAVA PROTEINOV ZA EKSPERIMENTE
3.3.1 Raztapljanje proteinov

Liofilizirane proteine smo pri sobni temperaturi 10 - 20 min raztapljali v 1 mM NaOH
(volumen dodanega NaOH je ustrezal Y4 koncnega volumna raztopine). Proteine smo
prenesli na led in dodali 2x HEPES pufer (2 kon¢nega volumna raztopine) in milliQ vodo
(4 kon¢nega volumna raztopine). Vzorce smo nato ultrafiltrirali (14.000 g, 30 min, 10 °C)
preko filtrov z MWCO 100 kDa (ultrafiltracijske mikrocentrifugirke Amicon Ultra,
Millipore, Irska), da smo se znebili morebitnih agregatov. Po doloc¢itvi koncentracije
proteinov (glej 3.3.2), smo z 1x HEPES pufrom koncentracijo proteinov uravnali na Zeljeno
vrednost. Raztopino proteinov smo porabili v enem dnevu.

3.3.2 Dolo¢anje koncentracije proteinov

Koncentracijo proteinov smo dolodili spektrofotometricno po Beer-Lambertovem zakonu,
pri 25 °C, kot je opisano v Ulrih in sod. (2008). Tirozin absorbira svetlobo pri valovni dolzini
275 nm, ekstincijski koeficient, &, za WT a-sinuklein znasa 0,404 cm™mg™ml, za Y39A
0,303 cm*mg?iml ter za Y(125,133,136)A 0,101 cm™mg?*ml. Meritve smo opravili s
spektrofotometrom Cary Eclipse (Varian, Avstralija) v 10-mm kvar¢nih kivetah (Starna,
ZDA). Posneli smo spektre proteinov od 320 do 220 nm.

3.4 KARAKTERIZACIJA PROTEINOV

Proteine v pufrski raztopini smo okarakterizirali s CD spektroskopijo (glej 3.9), fluorescenco
ANS (glej 3.8.1) in spodaj navedenimi metodami.
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3.4.1 Napoved teZnje proteinov k agregaciji

Da bi ocenili ali tockovne mutacije spremenijo teznjo a-sinukleina za tvorbo agregatov, smo
AK zaporedja vseh treh proteinov analizirali s spletnim programom TANGO
(http:/tango.crg.es/about.jsp) (Fernandez-Escamilla in sod., 2004; Rousseau in sod., 2006;
Linding in sod., 2004). Program Tango je racunalniski algoritem za napovedovanje regij s
teznjo po P-agregaciji v nezvitih peptidnih verigah. Analize smo izvedli pri pH 7,0,
temperaturi 25 °C in ionski moc¢i 150 mM.

3.4.2 Kemi¢no povezovanje proteinov

Za spremljanje monomerne ali oligomernih oblik a-sinukleina smo izvedli tehniko
povezovanja proteinov v raztopini. Kot sredstvo za povezovanje smo uporabili glutaraldehid
(Sigma-Aldrich, ZDA) (slika 12), ki preko e-amino skupin lizinskih AK ostankov
kovalentno poveze morebitne oligomerne oblike proteina (Kapoor in O’Brien, 1977).
Oligomeri posledi¢no na NaDS-PAGE gelu ne razpadejo na manjse oblike. Postopek smo
najprej optimizirali z uporabo razli¢nih koncentracij povezovalca (od 0,001 do 20 %
glutaraldehid), razli¢nih koncentracij proteina in razli¢nih inkubacijskih ¢asov mesanice.
Proteine v vzorcu smo po optimizaciji povezali tako, da smo k 10 pl vzorca dodali 1,11 pl
2,5 % glutaraldehida in mesanico 30 min inkubirali pri 37 °C. Reakcijo smo ustavili z
dodatkom 1,11 pl 1 M Tris-HCI (pH 8). Reakcijsko meSanico smo pustili stati 15 min in
nato izvedli NaDS-PAGE (glej 3.4.3).

HJ\/\/U\H

Slika 12: Struktura kemi¢nega povezovalca glutaraldehida.
Figure 12: The structure of the crosslinking agent glutaraldehyde.

3.4.3 NaDS-PAGE elektroforeza

Za ocenitev velikosti in Cistosti proteinov smo uporabljali NaDS-PAGE elektroforezo, ki
smo jo izvedli na Mini-Protean Il elektroforeznem sistemu (BioRad, ZDA). Pripravili smo
0,75 mm 15 % lo€evalni in 4 % koncentracijski gel. V vzorec kemi€no povezanih proteinov
(glej 3.4.2) smo dodali nanasalni pufer z dodanim reducentom DTT (Thermo Scientific,
ZDA) in meSanico inkubirali 5 min pri 95 °C. Ne-povezan protein smo na gel nanesli v
nereducirajo¢em pufru (Thermo Scientific, ZDA), brez predhodnega segrevanja vzorca.
Elektroforeza je potekala priblizno 1 uro pri konstantni napetosti 200 V. Gele smo obarvali
s Coomassie modrim barvilom (SimplyBlue™ SafeStain, Life Technologies, ZDA), po
navodilih proizvajalca. Uporabili smo proteinsko lestvico PageRuler™ Prestained Ladder
(Fermentas, ZDA).
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3.4.4 Ultracentrifugiranje

Z ultracentrifugiranjem smo preverili, ali bi se lahko pri dovolj velikih pospeskih znebili
agregiranih oblik o-sinukleina v raztopini. 82 pM raztopino WT a-sinukleina smo
centrifugirali 60 min pri 200.000 g na ultracentrifugi T-2070 (Kontron, Svica). Po
centrifugiranju smo zelo previdno odvzeli supernatant, proteine kovalentno povezali z
glutaraldehidom (glej 3.4.2) ter analizirali z NaDS-PAGE (glej 3.4.3).

3.5 FIBRILACIJA PROTEINOV
3.5.1 Vpliv Tyr—Ala mutacij na fibrilacijo a-sinukleina

Za dolocitev vpliva tirozinskih AK ostankov na fibrilacijo a-sinukleina smo 70 puM
raztopino WT, Y39A in Y(125,133,136)A a-sinukleina ve¢ dni inkubirali v tesno zaprtih
stekleni¢kah (Supelco, Sigma-Aldrich, ZDA), pri 37 °C. Stekleni¢ke z mikro-teflonskim
magnetnim meSalom smo namestili na magnetno mesalo in proteinsko mesanico mesali pri
700 rpm. Da bi se izognili pregrevanju plos¢e, smo magnetno mesalo menjali 2x dnevno.
Liofilizirane proteine smo raztopili, kot je opisano v 3.3.1, s to razliko, da smo namesto
milliQ vode za pripravo vseh raztopin uporabili sterilno vodo Braun (Braun, Nemcija). To
spremembo smo uvedli zaradi potreb AFM (dr. Miha Skarabot, osebni razgovor).
Eksperimente smo ponovili vsaj 3%, vsaki¢ v paralelkah.

Med inkubacijo smo v razli¢nih ¢asovnih intervalih jemali vzorce proteinske meSanice za
spremljanje:

1) nastanka fibril s ThT testom (glej 3.8.2),

ii) spremembe hidrofobnosti proteinov z ANS testom (glej 3.8.1),

iii) prisotnosti topnih proteinov v supernatantu brez/s predhodnim kemi¢nim povezovanjem
proteinov in NaDS-PAGE (glej 3.4.2 in 3.4.3)

iv) morfologije nastalih agregatov z AFM (glej 3.6).

ad iii) Pred izvedbo NaDS-PAGE smo na koncu vsake inkubacije (3 dni in 8 dni) vzorce
centrifugirali (24.000 g, 30 min, 20 °C), da smo lo¢ili topne proteine od netopnega
agregiranega materiala.

3.5.2 Inhibicija fibrilacije

Preverili smo ucinkovitost izbranih spojin (kvercetin, Q; epigalokatehin galat, EGCG;
cianidin-3-glukozid, C3G; nikotin, N; slika 13) za inhibicijo fibrilacije WT a-sinukleina.
Izbrane spojine so bile pripravljene kot zalozne raztopine v DMSO in shranjene pri -20 °C.
Eksperiment smo izvedli pri istih pogojih inkubacije, kot je opisano v 3.5.1. Kon¢na
koncentracija a-sinukleina je bila 70 uM in koncentracija testiranih spojin 300 uM (kon¢na
koncentracija DMSO 0,75 % (v/v)). Za kontrolo smo a-sinuklein inkubirali z ekvivalentnim
volumnom DMSO. Med vec¢dnevno inkubacijo smo jemali 10 pl vzorce za meritve ThT
fluorescence (glej 3.8.2). Po koncani inkubaciji smo vzorce centrifugirali (24.000 g, 30 min,
20 °C) in s kemi¢nim povezovanjem proteinov in NaDS-PAGE (glej 3.4.2 in 3.4.3)
ovrednotili koli¢ino topnega proteina v supernatantu.
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Slika 13: Strukturne formule izbranih spojin.
Figure 13: The structures of the selected compounds.

3.6 MIKROSKOPIJA NA ATOMSKO SILO

Mikroskop na atomsko silo (AFM, ang.: Atomic Force Microscope) smo uporabili za
opazovanje morfologije agregiranih oblik a-sinukleina divjega tipa, mutantov Y39A in
Y (125,133,136)A. AFM omogoca vizualizacijo topografije vzorca na nanometerski skali.
Princip delovanja temelji na medatomskih odbojnih silah med izjemno ostro konico tipala,
ki se nahaja na skrajnem robu ro¢ice mikroskopa, in povrsino vzorca (slika 14).

Ko vzorec pomikamo vzporedno glede na povrsino vzorca (X-y skeniranje), konica tipala
sledi topografskim potezam vzorca. Sila med vzorcem in tipalom povzroc¢i deformacijo oz.
upogib rocice, kar merimo z laserskim zarkom, ki sveti na zgornjo povrsino rocice in od
koder se odbije v fotodetektor (fotodioda). Signal iz fotodetektorja sporoci kontrolni enoti,
za kaks$no vrsto upogiba gre, kar se odrazi v premiku piezo elektri¢nega stojala (z regulacija)
tako, da laserski zarek spet pada tocno na sredino fotodetektorja. Procesna enota iz velikosti
premika vzorca sestavi sliko na racunalniku. Topografijo vzorca lahko snemamo na vec
razli¢nih nac¢inov, najpogostejsa sta (i) kontaktni na¢in (contact mode), kjer je konica stalno
v stiku s povrsSino vzorca in (ii) kontaktni nacin v presledkih (tapping mode), kjer je konica
v stiku s povrsino vzorca v presledkih (oscilira) (Irman, 2010; Skoog in sod., 2007).

fotodioda

ro¢ica
. tipalo
L, D
= D
piezo elektri¢no | kontrolni
‘ stojalo sistem

detektor -

Slika 14: Osnovni sestavni deli mikroskopa na atomsko silo.
Figure 14: Basic components of the atomic force microscope.
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Pogoji merjenja

Mikroskopirali smo z AFM mikroskopom Nanoscope Illa Multimode (Digital Instruments,
ZDA), v kontaktnem nacinu v presledkih. 20 - 30 pl raztopine proteina (nered¢eno za 3-dni
inkubirani mutanti ter 10x red¢eno za vse ostale vzorce) smo nanesli na sveze odklano
povrsino sljude (Electron Microscopy Sciences, ZDA) in inkubirali 20 min pri sobni
temperaturi. Po inkubaciji smo vzorce nezno sprali z deionizirano vodo (Braun, Nemcija) in
posusili z dusikom. Uporabili smo obicajne nosilce (AC160TS; Olympus, Japonska) z
radijem tipala <10 nm in resonancno frekvenco okoli 300 kHz. Slike smo posneli pri hitrosti
skeniranja 1 Hz, pri resoluciji 512 x 512 pikslov.

3.7 PRIPRAVA MODELNIH LIPIDNIH MEMBRAN

Pripravili smo lipidne vezikle razli¢nih velikosti (MLV, SUV) ter razli¢ne sestave (DPPC,
DPPG, POPC, POPG, gangliozida GM1 in GM3). Vse lipide smo kupili od proizvajalca
Avanti Polar Lipids (ZDA). Strukturne formule uporabljenih fosfolipidov so prikazane na
sliki 15 in gangliozidov na sliki 10. DPPC in POPC sta nevtralna, DPPG in POPG pa
negativno nabita fosfolipida. DPPC in DPPG vsebujeta nasicene mascobne kisline iz 16
ogljikovih atomov in pri sobni temperaturi tvorita lipidne dvosloje, ki so v tekoc¢i urejeni
fazi. POPG in POPC vsebujeta eno nasi¢eno mascobno kislino iz 16 ogljikovih atomov in
eno nenasi¢eno mascobno kislino iz 18 ogljikovih atomov. Pri sobni temperaturi je lipidni
dvosloj v tekoci neurejeni fazi.

Po koncani pripravi veziklov smo koncentracijo PC lipidov dolocali z encimskim testom
Phospholipids B po navodilih proizvajalca (Wako Chemicals GmbH, Nemcija).

0
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Slika 15: Strukturne formule uporabljenih fosfolipidov.
Figure 15: The structures of the phospholipid molecules.
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3.7.1 Priprava MLV

Zalozno raztopino lipidov v kloroformu ali mesSanici kloroform:metanol 7:3 (v/v) smo
prenesli v stekleno buc¢ko in topilo pocasi odparili na rotavaporju (Biichi, Svica). Za popolno
odstranitev vseh sledi topila je proces potekal minimalno pet ur. Na steni bucke je nastal
tanek film lipidov, ki smo ga rehidrirali v HEPES pufru, segretem na 50 ‘C. S pomocjo
vibracijskega stresalnika in dodanih steklenih kroglic smo lipidni film raztopili v pufru.
Nastali so MLV, ki smo jih prepihali z dusikom, shranili na -20 °C ter porabili v enem tednu.

3.7.2 Priprava SUV

SUV smo pripravili iz MLV veziklov z ultrazvo¢nim soniciranjem (delovni interval: 10 s,
prekinitev: 10 s; amplituda: 40 %, Cas soniciranja: 15 min). Postopek smo izvajali na ledeni
kopeli. Po soniciranju smo vezikle ~40 min inkubirali v vodni kopeli s temperaturo 50 °C in
jih nato centrifugirali (6000 g, 5 min), da smo odstranili morebitne delce sonde. Tako
pripravljene vezikle smo porabili v enem dnevu.

3.7.3 Priprava veziklov s kalceinom

Za pripravo lipidnih veziklov z vklju¢enim kalceinom smo lipidni film rehidrirali v HEPES
pufru z dodanim 80 mM kalceinom (Sigma-Aldrich, ZDA). Vezikle z vklju¢enim kalceinom
smo od prostega kalceina locili z gelsko filtracijo na Sephadex G-50 gelu (Sigma-Aldrich,
ZDA) na koloni viSine 10 cm in premera 1 cm. Gel smo veckrat centrifugirali 10 min pri
1000 rpm (centrifuga 322A, Tehtnica Zelezniki, Slovenija).

3.8 FLUORESCENCNA SPEKTROSKOPIJA

S fluorimetrijo smo spremljali agregacijo oz. fibrilacijo a-sinukleina ter vpliv a-sinukleina
na integriteto in fluidnost modelnih lipidnih membran. Fluorescenca je pojav, pri katerem se
molekula, ki absorbira svetlobo in s tem preide v vi§je vzbujeno stanje, vrne v osnovno stanje
s sevalnim prehodom. Take molekule fluorescirajo in jih imenujemo fluorofori. Za pojav
fluorescence je znacilno, da je energija oddane svetlobe manjSa od energije absorbirane
svetlobe, posledicno se maksimumi spektra pomaknejo k vi§jim valovnim dolZinam
(Stokesov premik) (Lakowicz, 1999).

Meritve smo opravili v kvarénih kivetah z opti¢no potjo 10 mm (Agilent Technologies,
ZDA), s fluorescencnim spektrofotometrom Cary Eclipse (Varian, Avstralija). Nastavitev
Sirine reZ za vzbujanje in emisijo fluorescence je bila 5 nm. Ce ni drugaée navedeno, so bile
meritve opravljene pri 25 °C.

3.8.1 Fluorescenca ANS

Fluorescencni oznacevalec 1-anilinonaftalen-8-sulfonat (ANS, slika 16) smo uporabili za
zaznavanje konformacijskih sprememb oz. izpostavitev hidrofobnih podro¢ij a-sinukleina.
Ob vezavi na hidrofobne predele proteinov se intenziteta fluorescence ANS moc¢no poveca
in maksimum emisije se premakne h krajSim valovnim dolZinam (moder premik) (Hawe in

sod., 2008).
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Pogoji merjenja

50 ul a-sinukleina s koncentracijo 70 uM smo dodali k raztopini ANS v HEPES pufru, tako
da je bilo kon¢no molarno razmerje ANS/protein enako 50. Po 5 min inkubaciji smo posneli
fluorescenco ANS v obmocju od 400 do 600 nm pri vzbujevalni svetlobi 350 nm.

3.8.2 Fluorescenca ThT

Fluorescen¢no barvilo tioflavin T (ThT, slika 16) smo uporabili za detekcijo amiloidnih fibril
Vv raztopini oz. za spremljanje kinetike fibrilacije proteinov. Po vezavi na fibrile, se barvilu
ThT mocno poveca kvantni donos emisije in karakteristicno spremeni fluorescen¢ni spekter
s premikom maksimuma emisije iz ~440 nm na ~480 nm. Mehanizem vezave ThT je Se
vedno nepojasnjen, predvideva pa se, da je za vezavo potrebna prisotnost specificne
navzkrizne [-strukture fibril (Biancalana in Koide, 2010).

Pogoji merjenja

10 pl a-sinukleina s koncentracijo 70 uM smo dodali k 1 ml 10 uM raztopine ThT v HEPES
pufru. Po 5 min inkubaciji smo posneli fluorescenco ThT v obmocju od 460 do 520 nm pri
vzbujevalni svetlobi 444 nm. Kinetiko fibrilacije smo spremljali s fluorescenco ThT pri
valovni dolzini 480 nm.

I o CHs
HN 0=8=0 N CHy
T~

ANS ThT

Slika 16: Strukturni formuli ANS in ThT.
Figure 16: Structures of ANS and ThT.

3.8.3 Sproscanje kalceina iz lipidnih veziklov

Z merjenjem spro$canja kalceina lahko dokazemo tvorbo por oz. poruSenje integritete
membrane ob vezavi proteina. Kalcein je fluorescen¢na molekula premera 1,1 nm, ki se
spros¢a iz veziklov ob permeabilizaciji membrane. Koncentracija kalceina v intaktnih
veziklih je bila 80 mM. Pri tej koncentraciji prihaja do samogaSenja fluorescence. Ko se
kalcein sprosti iz veziklov, se razred¢i, ni ve€ pojava samogasSenja in intenziteta fluorescence
se poveca.

Pogoji merjenja

Fluorescenco kalceina smo vzbujali pri 495 nm in merili emisijo pri 515 nm. V kiveto smo
dali 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pH 7,0 pufer in SUV z vklju¢enim kalceinom, ter dodali
protein. Koncentracija veziklov je bila 0,1 mg/ml (~130 uM). Koncentracijo proteina smo
prilagodili, da smo dosegli R = 10. Casovni potek spreminjanja intenzitete fluorescence smo
spremljali pri razli¢nih temperaturah (25, 40, 45 in 50 °C), ob meSanju. Permeabilnost
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veziklov inducirano s strani proteina, smo izrazili kot odstotek spro$¢enega kalceina,
dosezenega z dodatkom detergenta Triton X-100 (Sigma-Aldrich, ZDA) v kon¢ni 2 mM
koncentraciji.

Sproscanje kalceina iz liposomov smo izra¢unali po spodnji enacbi (enacba 1):
Sproééeni kalcein (%) = (F — Fmin) / (Fmax — Fmin) x 100 e (1)

pri cemer F predstavlja intenziteto fluorescence kalceina po konc¢ani inkubaciji s proteinom;
Fmin je fluorescenca prostega kalceina, ki je enaka intenziteti fluorescence veziklov pred
dodatkom proteina; Fmax pa je maksimalna fluorescenca kalceina izmerjena po dodatku
detergenta.

3.8.4 Fluorescenc¢na anizotropija DPH in TMA-DPH

Za ugotavljanje fluidnosti oz. stopnje urejenosti lipidnega dvosloja po interakciji z a-
sinukleinom, smo izvedli meritve fluorescen¢ne anizotropije fluoroforjev 1,6-difenil-1,3,5-
heksatriena (DPH) in njegovega kationskega derivata trimetilamonij-6-fenil-1,3,5-
heksatriena (TMA-DPH) (slika 17). Pri fluorescenéni anizotropiji dolo¢amo stopnjo
reorientacije fluoroforja med polarizirano vzbujevalno in emisijsko ravnino. Ker je stopnja
reorientacije fluorescenne emisije odvisna od rotacijske difuzije fluoroforja, lahko
pridobimo informacije o viskoznosti medija (Lakowicz, 1999).

Z DPH in TMA-DPH lahko zasledimo dinamiko lipidov na razli¢nih globinah lipidnega
dvosloja. DPH je hidrofoben in se inkorporira znotraj nepolarnega lipidnega dvosloja na
razli¢nih pozicijah, medtem ko polarna regija TMA-DPH ostane zasidrana na interfazi
membrane med lipidi in vodo ter tako omogoci preuc¢evanje membranskih lastnosti v regiji
lipidnih glav (Lakowicz, 1999). Anizotropija DPH in TMA-DPH je odvisna od stopnje
pakiranja membranskih verig in jo lahko povezemo z ureditvenim parametrom, S (Kuhry in
sod., 1983).

Pogoji merjenja

Meritve smo opravili na fluorescenénem spektrometru z uporabo polarizatorjev z nominalno
pasovno §irino 5 nm za ekscitacijo in emisijo. Raztopino SUV smo oznacili s fluoroforjem
DPH oz. TMA-DPH (1 mM oz. 2 mM zaloZna raztopina v DMSO). Kon¢na koncentracija
lipidov je znaSala 0,1 mg/ml (~130 uM) z 1 uM DPH oz. 2 uM TMA-DPH. 400 pl tako
pripravljene suspenzije SUV smo titrirali z zaloZno raztopino proteina do dosezenega R =
500 (dodali smo 20 pl zalozne raztopine 1), R = 100 (dodali smo 20 pl zalozne raztopine 2)
in R = 10 (dodali smo 40 pl zalozne raztopine 3). Za kontrolo smo vezikle titrirali s HEPES
pufrom. Meritve fluorescencne anizotropije smo opravili po 10 min inkubaciji ob
konstantnem mesanju pri razli¢nih temperaturah (25 °C, 40 °C in 50 °C). Anizotropijo
fluorescence DPH 0z. TMA-DPH smo merili pri ekscitacijski valovni dolzini 358 nm, z
vertikalno orientiranim ekscitacijskim polarizatorjem, medtem ko smo vertikalne in
horizontalne komponente polarizirane svetlobe detektirali pri 410 nm. Rezultate smo podali
kot fluorescen¢no anizotropijo (r) DPH oz. TMA-DPH v odsotnosti ali prisotnosti proteina.
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Anizotropija je bila izraCunana z vgrajenim programom inStrumenta po spodnji enacbi
(enacba 2),

r'=1Iun- Glav/ (Inn + 2Glhy) - (2)

kjer sta Iun in lnv intenziteti fluorescence horizontalno in vertikalno polarizirane emisije, ko
vzorec vzbujamo z vertikalno polarizirano svetlobo (Lakowicz, 1999). Pri vsaki meritvi smo
izmerili tudi vrednost G-faktorja (t.j. korekcijski faktor za meritve anizotropije), ki je
definiran kot razmerje obcutljivosti detekcijskega sistema za vertikalno in horizontalno
polarizirano svetlobo (Lakowicz, 1999). Rezultat pri vsakemu od pogojev je povprecje
najmanj dveh neodvisnih eksperimentov.

Iz vrednosti anizotropije smo izracunali ureditveni parameter (enacba 3) (Pottel in sod.,
1983):

S=[(1—-2r/ro0)+5(r/r0)®)Y2—1+r/ro]/(2r/ro) .. (3

kjer je ro vrednost fluorescen¢ne anizotropije DPH oz. TMA-DPH v odsotnosti
kakrSnegakoli rotacijskega gibanja fluoroforja. Fluidnost membrane je definirana kot
recipro¢na vrednost ureditvenega parametra. TeoretiCna vrednost za ro znasa 0,4, medtem ko
eksperimentalne vrednosti lezijo med 0,362 in 0,394 (Pottel in sod., 1983). Za izracune smo
uporabili eksperimentalno dolo¢eno vrednost za DPPC pri 5 °C, ki za DPH znasa 0,370 in
za TMA-DPH 0,3609.
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Slika 17: Strukturni formuli DPH in TMA-DPH.
Figure 17: Chemical structures of the fluorescent probes DPH and TMA-DPH.

3.9 CIRKULARNI DIHROIZEM

S pomogjo cirkularnega dihroizma (CD; ang. circular dichroism) smo dolo¢ili vsebnost
sekundarne strukture proteinom v pufrski raztopini in po vezavi na modelne membrane. CD
je spektroskopska metoda, ki jo uporabljamo za merjenje opti¢ne aktivnosti molekul v
raztopini. Ob prehodu linearno polarizirane svetlobe (ki je vsota levo in desno cirkularno
polarizirane svetlobe) skozi vzorec, pride do faznega zamika in diferencialnega zmanjSanja
amplitude levo in desno cirkularno polarizirane svetlobe. Izhodni zarek je posledi¢no
elipti¢no polariziran. To omogoca analizo konformacijskih stanj proteinov, saj polipeptidne
amidne vezi a-strukture, B-strukture in konformacije nakljuénega klop¢ica, kazejo razli¢no
absorbcijo UV svetlobe. Pri proteinih uporabljamo dve obmocji merjenja: daljno UV-
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obmocje (190 — 250 nm) in bliznje UV-obmocje (250 — 320 nm). V daljnem UV obmocju
prevladujejo prispevki peptidnih vezi in tako dobimo predvsem informacijo o sekundarni
strukturi proteinov. V bliznjem UV obmo¢ju prevladujejo prispevki aromatskih aminokislin
in v manjSem obsegu tudi disulfidnih vezi, ki nam dajo informacije o terciarni strukturi

(Greenfield, 2006).

Pogoji merjenja

CD meritve smo opravili na CD spektrometru 62A DS (AVIV, ZDA), opremljenim s
termoelektri¢no enoto za temperaturno regulacijo. Za meritve smo uporabili 1-mm kvarcno
kiveto (Starna, ZDA). Posneli smo spektre pufra, proteina in proteina s SUV v daljnem UV
obmocju (200 - 260 nm). Interval merjenja je bil 0,5 nm in ¢as integriranja 4 S, spektri so
bili posneti v temperaturnem obmocju od 25 do 70 °C. Koncentracija proteina je bila 35 uM,
koncentracijo SUV smo prilagodili, da smo dosegli R = 10. Od spektrov proteina in proteina
z vezikli smo odsteli spekter pufra posnetega pri enakih pogojih. Za primerjavo CD spektrov
razli¢nih proteinov smo eksperimentalne vrednosti o elipticnosti § (mdeg) pretvorili v
povpreéno molarno elipti¢nost AK ostanka (deg cm?/dmol). Molsko elipti¢nost pri dani A
([6]5) smo izracunali po enacbi (enacba 4):

[Aloy = By - Mo) / (100 - ¢ - 1) )]

kjer je Mo povpre¢na molska masa AK ostanka (g/mol), ¢ je koncentracija proteina (mg/ml),
1 pa dolzina poti zarka skozi vzorec (cm). Za izracun deleza a-vijaénice v sekundarni
strukturi proteinov smo uporabili program Contin. Program primerja spekter preucevanega
proteina s spektri 16 proteinov, ki jim je bila dolo¢ena sekundarna struktura s pomocjo
rentgenske kristalografije, pri ¢emer dolo¢i tudi interval napake (Provencher in Gloeckner,
1981).

3.10 DIFERENCNA DINAMICNA KALORIMETRIJA

Diferen¢na dinamic¢na kalorimetrija (DSC; ang. Differential Scanning Calorimetry) je zelo
uporabna metoda za proucevanje toplotno induciranih sprememb lipidnih struktur pri
interakciji z ostalimi spojinami ali makromolekulami. Z DSC smo merili vpliv a-sinukleina
na termi¢ne in termodinamske lastnosti membranskih veziklov (temperaturo in entalpijo
faznega prehoda lipidov).

Termicni blok instrumenta DSC vsebuje dve identi¢ni merilni celici, referencno in vzor¢no.
Metoda temelji na ohranjanju enake temperature v obeh celicah ob hkratnem segrevanju s
konstantno hitrostjo. Procesi v vzorcu, pri katerih se spro$c¢a ali porablja toplota, dq,
povrodijo spremembo v temperaturi. Ce senzor zazna niZjo temperaturo celice z vzorcem,
kot je v primeru faznega prehoda lipidov (endotermi proces), dovaja dodatno toplotni tok
(dg/dt), da se ohrani enaka temperatura v obeh celicah. Termi¢no inducirani procesi v
vzorcu, pri katerih se toplota sprosc¢a ali pa porablja, povzrocijo spremembo v toplotnem
toku, ki ga belezimo kot funkcijo temperature (termogram). Ce toplotni tok (dg/dt)
pomnozimo z recipro¢no vrednostjo hitrosti segrevanja, (dT/dt)?, in delimo z molarno
koncentracijo lipidov, dobimo presezno molarno toplotno kapaciteto (Cp) v odvisnosti od
temperature (Skoog in sod., 2007; Goiii in Alonso, 2006).
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Presezna molarna toplotna kapaciteta je definirana kot (enacba 5):
Cp:qp/AT (5)
kjer je gp toplota, AT pa razlika v temperaturi.

Koli¢ina toplote qp, ki jo sistem prejema ali oddaja pri konstantnem tlaku, je enaka
spremembi entalpije AH (enacba 6),

TZ
AH = [C,dT ... (6)

Tl
kjer sta Ty in T temperaturi, pri katerih se proces za¢ne oz. kon¢a. Sprememba entalpije,
AHcal, je enaka povrsini pod krivuljo Cp v odvisnosti od temperature (Atkins in De Paula,
2006; Goii in Alonso, 2006).

Pogoji merjenja

Prehode lipidov iz tekoCega urejenega stanja v tekoce neurejeno stanje smo spremljali z
NANO DSC serije III sistemom (Calorimetry Science, ZDA). Merili smo specificno
toplotno kapaciteto MLV, sestavljenih iz DPPC, DPPC:DPPG 1:1 ali DPPG, v prisotnosti
a-sinukleina (in tudi SUV brez proteina). Koncentracija lipidov je bila vedno 0,5 mg/ml
(~680 uM), koncentracijo proteina smo prilagodili, da je bilo doseZzeno razmerje R = 10.
Pred merjenjem smo raztopine odzracevali (vakuumska ¢rpalka Thermolyne Nuova Stirrer,
Thermo Scientific, ZDA), da smo preprecili nastanek mehur€kov med meritvami.
Referencno celico smo napolnili s HEPES pufrom. Segrevanje je potekalo od 10 - 70 °C s
hitrostjo 1 °C/min. Iz prve meritve smo dolo¢ili temperaturo (Tm) in entalpijo (AHca) faznega
prehoda. 1z naslednjih dveh meritev smo ocenili reverzibilnost faznega prehoda lipidov. 1z
DSC poskusov dobljene termograme smo analizirali z uporabo programskega orodja
OriginPro8.1 (OriginLab Corporation, ZDA). Termogrami so prikazani kot presezna
molarna toplotna kapaciteta <Cp> (kJ/molK) v odvisnosti od temperature (°C).

3.11 PREHOD SKOZI KRVNO-MOZGANSKO PREGRADO IN ZASCITA
NEVRONOV

Prehod izbranih spojin, t.j. kvercetina (Q), epigalokatehin galata (EGCG), cianidin-3-
glukozida (C3G) in nikotina (N) (slika 13) preko in vitro modela BBB (ang. blood-brain
barrier; krvno-mozganska pregrada) smo spremljali s HPLC analizo. Zascitni ucinek
izbranih spojin na Zivéne celice smo ovrednotili iz deleza apoptoti¢nih in nekroti¢nih celic
primarne kulture nevronov pri pogojih oksidativnega stresa.

Vse celiéne kulture smo gojili pri 37 °C v atmosferi s 5 % vsebnostjo CO2 (inkubator
HERAcell 150, Thermo Scientific, ZDA). Izbrane spojine smo pripravili kot zalozne
raztopine v etanolu in jih shranili pri -20 °C. Pripravili smo tak$ne zaloZne raztopine, da je
bila kon¢na koncentracija etanola (v/v) v celicnem mediju 1 % (Studij transmembranskega
transporta; glej 3.11.3) oz. 0,5 % (Studij nevroprotektivnosti; glej 3.11.4). Za kontrolo smo
celicno linijo (glej 3.11.1.1) in nevrone (glej 3.11.1.2) inkubirali z ekvivalentno koli¢ino
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etanola. Stabilnost izbranih spojin v celi¢nem inkubacijskem mediju, t.j. raztopini Ringer-
HEPES pH 7,4 in mediju Neurobasal, smo dolocili s HPLC analizo (glej 3.11.2) in s
spremljanjem antioksidativne u¢inkovitosti spojin (glej 3.12.2).

3.11.1 Celi¢na kultura in vzdrZevanje

3.11.1.1 Celi¢na linija HBMEC

Mozganske mikrovaskularne endotelijske celice tvorijo osnovo BBB in se zato pogosto
uporabljajo kot poenostavljen model te pregrade in vitro (Bernas in sod., 2010). Za
ovrednotenje transporta izbranih spojin skozi model BBB (glej 2.11.3) smo uporabili
konfluentno monoslojno celi¢no linijo HBMEC (ang. Human Brain Microvascular
Endothelial Cells), ki je mozganska endotelijska celi¢na linija ¢loveskega izvora in izhaja iz
primarne kulture HBMEC transfecirane z velikim T-antigenom virusa SV40 (Stins in sod.,
2001). Transfecirane endotelijske celice se morfolosko ne razlikujejo od nativnih
endotelijskih celic in izrazajo specificne endotelijske markerje, kot je faktor VIII-Rag.

Celice HBMEC smo gojili v HBMEC-kultivacijskem mediju (obogateni RPMI medij). Ob
dosezeni konfluentnosti smo celicne povezave ter povezave med celicami in podlago pri 37
°C prekinili s 5 min tretiranjem z raztopino tripsina (Sigma-Aldrich, ZDA). Delovanje
tripsina smo zaustavili z dodatkom 10 % FBS (Biochrom AG, Nem¢ija) v RPMI mediju.
Celice z gostoto 0,8 x 10° celic/insert smo prenesli na semipermeabilne vstavke oz. inserte
(0,4 um, Corning Costar Corp., ZDA), prekrite s kolagenom | (Biosciences BD, Belgija), i
so bili namesceni v plos¢ah z 12 jamicami.

3.11.1.2 Primarna kultura nevronov

Primarno kulturo kortikalnih nevronov smo pripravili iz mozganskega korteksa 18 dni starih
fetusov podgan Wistar. Breje podgane smo zrtvovali s CO2, mozganski korteks fetusov pa
zbrali v HBSS-1 raztopini (Gibco, ZDA). Po fragmentaciji smo tkivo 15 min pri 37 °C
inkubirali z 0,025 % tripsinom (Sigma-Aldrich, ZDA) v HBSS-2 (Gibco, ZDA). Celice smo
centrifugirali (1 min, 700 g), jih sprali v HBSS-2 z dodanim 10 % FBS (Biochrom AG,
Nemcija), resuspendirali in ponovno centrifugirali (5 min, 1.500 g). Supernatant smo
odstranili in celice resuspendirali v obogatenem Neurobasal mediju. Celice z gostoto 1 x 10°
celic/cm? smo prenesli na s poli-D-lizinom (Sigma-Aldrich, ZDA) prekrita krovna stekla,
polozena v plosce z 12 jamicami in jih vzdrZevali v celi¢nem inkubatorju pri 37 °C. Vsake
3 dni smo 500 pl starega medija zamenjali z istim volumnom sveZega obogatenega
Neurobasal medija brez glutaminske kisline. Celice smo uporabili za eksperiment po 11-
dnevni inkubaciji.

3.11.2 HPL.C analiza izbranih spojin

Vse izbrane spojine v preu¢evanem apikalnem in bazolateralnem mediju (glej 3.11.3) smo
kvalitativno in kvantitativno dolo¢ili s HPLC-DAD (Agilent Technologies, Nemcija). Prav
tako smo s HPLC analizo dolo¢ili celi¢ni privzem izbranih spojin (glej 3.11.3.2) in stabilnost
izbranih spojin v celicnem mediju (Ringer-HEPES pH 7,4 in Neurobasal medij). Uporabili
smo reverzno C18 kolono (Agilent Zorbax Eclipse Plus C18, Agilent Technologies,
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Nemcija) in analitsko zas¢itno kolono Agilent Eclipse XBD-C18. Pogoji locbe za
posamezne izbrane spojine so navedeni v preglednici 4. Posneli smo kromatograme v
obmocju valovnih dolzin od 200 do 600 nm.

Preglednica 4: Pogoji HPLC-analize vzorcev.
Table 4: The HPLC analysis conditions.

spojina mobilna faza pogoji HPLC analize
kvercetin,  A:0,1 % HCOOH Tkolone: 30 °C
EGCG B: acetonitril z 0,1 % HCOOH Vinjeksiiski: 40

pretok: 0,8 ml/min
gradient: 0 - 30 min: 5-25% B, 30 - 35 min: 25 - 40 %
B, 35 -40 min: 40 - 95 % B, 40 - 45 min: 95 % B, 45 -
45,5min: 5% B, 45,5 -55min: 5% B

C3G A: 3% HCOOH Tkolone: 40 °C,

B: acetonitril:metanol = 85:15 (V/V)  Vinjekcijski: 80 pl

pretok: 25 min 0,8 ml/min, nato 30 min 1,0 ml/min
gradient: 0 - 13 min: 5-8 % B, 13 - 25 min: 8 - 9 % B,
25-45min: 9 - 13 % B, 45 - 46 min: 13 - 100 % B, 46
- 48 min: 100 % B, 48 - 49 min: 95 - 5 % B, 49 - 55 min:

5%B
nikotin A: 10 mM amonijev acetat Tolone: 25 °C
B: 10 mM amonijev acetat v Vinjekcijski: 40 pl
metanolu pretok: 0,8 ml/min.

gradient: 0 - 3,75 min: 10 - 100 % B, 3,75 - 15 min: 100
% B, 15 - 15,5 min: 100 - 10 % B, 15,5 - 20 min: 10 %
B

3.11.3 Transport skozi model krvno-mozganske pregrade

Eksperimente transendotelijske permeabilnosti izbranih spojin smo izvedli 8 dni po
nacepitvi celic HBMEC na semipermeabilne inserte (0,4 um, Corning Costar Corp., ZDA)
(glej 3.11.1.1). Inserti imajo dva dobro definirana razdelka (slika 18): apikalni ali zgornji
razdelek (krvna stran) in bazolateralni ali spodnji razdelek (mozganska stran).

zgornji
razdelek
kel N —— HBMEC celice

spodniji razdelek mikroporna membrana

Slika 18: Prikaz ene vdolbinice posebne gojiscne plosce z 12 vdolbinicami. Vsaka vdolbinica vsebuje vstavek
z mikroporno membrano, na katero smo nacepili celice HBMEC.

Figure 18: The well of a special incubation 12-wells plate. Each well contains an insert with a microporus
membrane on which HBMEC cells were grown.
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Konfluentno monoslojno HBMEC linijo smo inkubirali z razlicnimi koncentracijami
izbranih spojin in v c¢asovnih intervalih sledili transendotelijskemu transportu. Kot
inkubacijski medij smo uporabili Ringer-HEPES pH 7,4. Na kratko, po odstranitvi HBMEC-
kultivacijskega medija smo 500 pl izbrane spojine, raztopljene v Ringer-HEPES raztopini,
dodali na apikalno stran celic. Isti medij (1.500 ul) brez dodane izbrane spojine smo dodali
v spodnji razdelek. Po konc¢ani inkubaciji in po meritvi TEER (glej 3.11.3.1.1) smo medij
(t.j. vzorce) iz zgornjega in spodnjega razdelka shranili na -80 °C do HPLC analize (glej
3.11.2). Ucinkovitost transporta smo podali v odstotkih; izra¢un je podan v enacbi 7.

Ucinkovitost transporta (%) = Cspod / Czgor X 100 .. (D

Cspod predstavlja koncentracijo izbrane spojine v spodnjem razdelku ob ¢asu X, Czgor pa
koncentracijo izbrane spojine v zgornjem razdelku ob ¢asu X.

Uporabljene inserte smo nadalje uporabili za test permeabilnosti (glej 3.11.3.1.2) ali za
dolocanje privzema izbranih spojin v celice (glej 3.11.3.2).

3.11.3.1 Ovrednotenje integritete celic HBMEC

Izbrane spojine bi lahko preckale endotelijski monosloj preko transcelularnega ali
paracelularnega mehanizma. Da bi izkljucili transport zaradi izgube integritete HBMEC
monosloja med izvedbo eksperimenta, smo merili transendotelijsko elektricno upornost
(TEER) in permeabilnost natrijevega fluoresceina (Na-F). Padec vrednosti TEER in/ali
povisana transcelularna permeabilnost za majhne molekulske poroCevalce kazejo na
povisano permeabilnost in s tem izgubo funkcije bariere.

3.11.3.1.1 Meritve TEER

TEER odraZa upornost endotelijske pregrade za prehod majhnih ionov in je zato uporaben
indikator paracelularnega ionskega toka (Cardoso in sod., 2010). Celicam, ki so rasle na
mikroporni membrani insertov, smo merili TEER z EndOhm™ komoro, sklopljeno z
EVOMX uporometrom (World Precision Instruments, Inc., ZDA). Meritve smo opravili
pred dodatkom izbranih spojin (t = 0) in ob koncu vsake inkubacijske dobe. Rezultat TEER
meritev je podan kot odstotek odstopanja od TEER vrednosti kontrolnega inserta po odsteti
TEER vrednosti praznega inserta.

3.11.3.1.2 Permeabilnost Na-F

Po koncanem eksperimentu in po odstranitvi medija (tj. vzorcev) smo izvedli test
permeabilnosti z Na-F (Mr = 376 Da), kot je opisano v Veszelka in sod. (2007). Na kratko,
inserte smo prenesli v plosce z 12 jamicami, ki so v spodnjem razdelku vsebovale raztopino
Ringer-Hepes pH 7,4. V zgornji razdelek smo dodali raztopino Na-F (10 pg/ml v Ringer-
HEPES pH 7,4). Inserte smo po 20, 40 in 60 min prenesli v nove jamice in nato doloc¢ili
koli¢ino Na-F v raztopinah iz spodnjih razdelkov (Hitachi F-2000 fluorescenéni
spektrofotometer, vzbujevalna svetloba: 440 nm, emisija: 525 nm). Merili smo tudi prehod
preko insertov brez celic. Endotelijski permeabilnostni koeficient (Pe) je izracunala dr. Inés
Palmela (iMed, Lizbona, Portugalska) po postopku, opisanem v Deli in sod. (2005).
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3.11.3.2 Privzem izbranih spojin v celice

Privzem izbranih spojin v celice HBMEC smo preucili, kot je opisano v Youdim in sod.
(2003), z dolo¢enimi modifikacijami. Inserte smo po odstranitvi medija (t.j. vzorcev) sprali
s hladnim PBS pufrom (pH 7,4). Celice smo postrgali z inserta z uporabo 100 - 150 ul
lizirnega pufra (50 % metanol, 0,1 M HCI z/brez 10 uM internim standardom). Celice smo
nato homogenizirali s sonikacijo (20 s; cikel 0,5 s, amplituda 100 %). Lizat smo centrifugirali
(10.000 g, 10 min, 4 °C) in z metodo po Bradfordu (BioRad, ZDA) dolo¢ili koli¢ino
proteinov v supernatantu. Pri metodi se barvilo Comassie briljantno modrilo veze na
proteine, pri ¢emer se mu barva spremeni iz rdece v modro, kar sledimo z merjenjem Asgs.
Umeritveno krivuljo smo pripravili z raztopino BSA (Sigma-Aldrich, ZDA). Supernatant
smo shranili pri -80 °C do HPLC analize (glej 3.11.2). Koncentracijo izbranih spojin smo
izraCunali iz razmerij povrSin vrhov glede na interni standard (HPLC analiza) in jo izrazili v
mg/g proteina.

3.11.4 Dolo¢itev zas¢itnega ucinka na nevrone

Za ovrednotenje sposobnosti zascite nevronov s strani izbranih spojin, smo primarno kulturo
11 dni starih podganjih nevronov (glej 3.11.1.2) najprej inkubirali z izbranimi spojinami in
jo nato podvrgli oksidativnim pogojem. Na kratko, obogateni Neurobasal medij smo
odstranili in ga nadomestili s 500 pl izbrane spojine (1 puM ali 50 uM), raztopljene v
Neurobasal mediju. Po 24 urni inkubaciji smo z dodatkom 150 uM H»O; (Sigma-Aldrich,
ZDA) inducirali oksidativno poskodbo ter celice gojili nadaljnjih 24 ur. Za kontrolo smo
celice gojili v odsotnosti izbranih spojin. Celice smo nato primerno obarvali (glej 3.11.4.1)
ter iz morfologije in obarvanosti celi¢nih jeder sklepali na delez nekroti¢nih in apoptoc¢nih
celic.

3.11.4.1 Dolocitev nekroze in apoptoze

Za dolocitev nekroti¢ne in apoptoti¢ne celi¢ne smrti smo nevrone obarvali s fluorescentnimi
barvili propidijevim jodidom (PJ) (Sigma-Aldrich, ZDA) in Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich,
ZDA).

Postopek smo izvedli v temi, da smo se izognili bledenju. Odstranili smo rastni medij in
dodali 400 ul 75 uM PJ barvila v PBS ter inkubirali 20 min. PJ smo odstranili in celice 30
min fiksirali s 500 pul 4 % sveze pripravljene raztopine paraformaldehida (Sigma-Aldrich,
ZDA) v PBS. Krovna stekla smo sprali s PBS in jih nato 2 min inkubirali v 500 pl barvila
Hoescht 33258 (5 pg/ml v PBS). Krovna stekla smo odstranili, oprali z metanolom in
prilepili na objektna mikroskopska stekla. Mikroskopiranje celic smo opravili s
fluorescenénim mikroskopom AxioScope.Al (Zeiss, Nemcija), ki ima vgrajeno kamero
Leica DFC 490 (Leica, Nemcija). Za vsak vzorec smo trije neodvisni raziskovalci presteli
vsaj 4 naklju¢na mikroskopska polja. S prestetjem vseh modro obarvanih (barvilo Hoescht)
jeder z uporabo ImageJ 1.29x programske opreme (N.I.LH., ZDA) smo doloc¢ili skupno $tevilo
celic. Nekroti¢no celicno smrt smo ovrednotili iz rdece PJ fluorescence celi¢nega jedra
(vzbujanje pri 493 nm, emisija pri 630 nm). PJ hitro prehaja in se veze na dsSDNA neviabilnih
celic, ne more pa preckati membrane viabilnih celic. Apoptoti¢no celicno smrt smo dolo¢ili
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iz morfologije jedra Hoescht-obarvanih celic, kot je opisano v Silva in sod. (2001).
Apoptoti¢na jedra so fragmentirana in kazejo kondenziran kromatin.

Rezultat smo izrazili kot odstotek nekroti¢nih in apoptoti¢nih celic glede na celotno Stevilo
celic.

3.11.5 Statisti¢na analiza podatkov

Vse eksperimente smo izvedli v najmanj treh ponovitvah. Rezultati so izrazeni kot
aritmeti¢na sredina + SEM. Za statisti¢no analizo rezultatov smo uporabili Studentov t-test,
s 95 % stopnjo zaupanja, ali pa ANOVA test. Razlike smo dolocili za statisti¢no znacilne,
¢e je bil p < 0,05.

3.12 DOLOCITEV ANTIOKSIDATIVNE UCINKOVITOSTI

Izbranim spojinam smo dolo¢ili antioksidativno ucinkovitost (v nadaljevanju AOU) z 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazilnim (DPPH) testom. Ko antioksidant reagira z DPPH-radikalom
(DPPH"), se tvori stabilna molekula DPPHo>, kar povro¢i zmanjs$anje absorbance pri 520 nm.

3.12.1 Antioksidativna udinkovitost v standardnih raztopinah

950 ul DPPH" (Sigma-Aldrich, ZDA) raztopine (100 uM v metanolu) smo dodali k 50 pl
testne spojine v etanolu. Koncentracijo izbrane spojine smo prilagodili tako, da je po
inkubaciji povzrocila padec DPPH" absorbance za 50 %. MeSanico smo inkubirali natanko
30 min pri 25 °C in nato izmerili Asx (HP 8453, Hewlett-Packard, Nemcija). Kot slepi
poskus smo uporabili meSanico metanol:etanol 20:1 (v/v). Kontrolne raztopine so vsebovale
950 ul DPPH' raztopine in 50 pl etanola. Sposobnost lovljenja DPPH" smo izrazili kot
TEAC (ang. Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kislina (Sigma-
Aldrich, ZDA)) equivalent antioxidant capacity). 1 TEAC je enaka spremembi Asyo, ki jo
povzroci 1 mM Trolox. Za vsako testirano spojino smo naredili tri neodvisne ponovitve.

3.12.2 Antioksidativna ucinkovitost v celicnem mediju

Stabilnost izbranih spojin v celi¢cnem inkubacijskem mediju, t.j. raztopini Ringer-HEPES pH
7,4 in mediju Neurobasal, smo dolo¢ili s spremljanjem njihove antioksidativne
ucinkovitosti. 20 pl zaloZne raztopine testiranih spojin smo dodali k 980 ul izbranega medija,
tako da je bila kon¢na koncentracija testiranih spojin 200 uM. MeSanico smo inkubirali pri
37 °C. Kontrolna raztopina medija (KRM) je vsebovala samo ekvivalentno koli¢ino etanola
v mediju. V razli¢nih ¢asovnih intervalih smo jemali vzorce in dolo¢ili sposobnost lovljenja
DPPH radikala, kot je opisano prej (glej 3.12.1), z nekaj modifikacijami. 940 ul DPPH"
raztopine smo dodali k 60 pl vzorca. Kontrola (Cnt) je vsebovala 940 pl DPPH" raztopine
in 60 pul KRM. Za slepo probo smo uporabili meSanico metanola in KRM raztopine.
Antioksidativno ucinkovitost smo izrazili kot odstotek zmanjSanja absorbance DPPH’
(enacba 8):

AOU (%) = (100 — Avs20 / Acnts20) x 100 ... (8)
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kjer je Av s20 absorbanca vzorca po 30 min inkubaciji in Acnt 520 absorbanca kontrolne
raztopine brez dodatka testirane raztopine.

56



Pirc K. Molekulski mehanizem vezave a-sinukleina na lipidne membrane.
Doktorska disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, 2015

4 REZULTATI

4.1 PRIPRAVA REKOMBINANTNEGA a-SINUKLEINA

a-Sinuklein WT ter mutanta Y39A in Y(125,133,136), smo pripravili v bakterijskem sevu
E. coli BL21-Gold (DE3). Iz bakterijske kulture smo z obarjanjem pridobili proteinski
vzorec, katerega smo nadalje loc¢ili s pomocjo ionsko-izmenjevalne kromatografije z
anionsko izmenjevalno kolono monoQ™ 4.6/100 PE (GE Healthcare Biosciences, Svedska),
kjer so se proteini loc€ili glede na njihov naboj. Program gradientne locbe smo sestavili s
spreminjanjem deleza pufra B. Vsi trije proteini so eluirali v Sirokem obmocju okoli 300
mM NaCl (slika 19). Sirina vrha je verjetno posledica razli¢nih konformacijskih stanj
proteina. Absorbanca v obmocju elucije a-sinukleina je nizja, kot bi pri¢akovali glede na
veliko koli¢ino eluiranega proteina v primerjavi z ostalimi vrhovi. To pripisujemo
zasledovanju proteina s spremljanjem Azso, kjer absorbirajo aromatske aminokisline. WT a-
sinuklein ima le 4 Tyr in 2 Phe, medtem ko ima trojna Tyr mutanta celo samo eden Tyr.
Posledi¢no detekcija a-sinukleina s spremljanjem Azgo ni najprimernejSa, vendar je bilo
merjenje pri Azso, kjer absorbirajo peptidne vezi, zaradi velikega Suma onemogocenoO.
NajoptimalnejSa bi verjetno bila detekcija proteinov z detektorjem, ki deluje na principu
sipanja svetlobe (ang. dynamic light scattering; DLS), ki se pri kromatografski lo¢bi a-
sinukleina tudi najveckrat uporablja.
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T T T T T
105 110 115 120 125
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Slika 19: Kromatogram vzorca divjega tipa a-sinukleina po ionsko-izmenjevalni kromatografiji na koloni
monoQ 4.6/100 PE. Loc¢ba je potekala v pufru A (50 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7,4) s postophim
povecevanjem deleza pufra B (1 M NaCl, 50 mM Tris, pH 7,4) od 0 — 100 % (siva ¢rta). Obarvano je podrocje
v katerem je eluiral a-sinuklein.

Figure 19: The chromatographic profile of the wild-type a-synuclein on ion-exchange monoQ 4.6/100 PE
column. Elution was performed in buffer A (50 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7.4) with gradual increase in buffer
B content (1 M NaCl, 50 mM Tris, pH 7.4) from 0 — 100 % (grey line). The coloured bracket represents a-
synuclein elution area.

a-Sinukleinske frakcije smo dolocili z NaDS-PAGE, jih zdruzili in jih nato intenzivno
dializirali proti MQ vodi (minimalno 36 ur). Pri dializi je priSlo do obarjanja vecine
proteinskih necisto¢ (slika 20). Tako smo se izognili dodatnemu ¢is¢enje proteina z gelsko
kromatografijo. Glede na analizo z NaDS-PAGE in masno spektrometrijo sklepamo, da je
bila ¢istost izoliranih proteinov ve¢ kot 95 %.
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Slika 20: Analiza proteinskega vzorca z NaDS-PAGE pred dializo in v supernatantu po dializi.
Figure 20: SDS-PAGE of the protein sample before the dialysis and in the supernatant fraction after the dialysis.

4.2 KARAKTERIZACIJA PROTEINOV

Najprej smo preverili ali zamenjava Tyr z Ala v zaporedju a-sinukleina vpliva na strukturne
lastnosti in/ali agregacijsko teznjo proteina v pufrski raztopini. a-Sinuklein WT ter mutanta
Y39A in Y(125,133,136)A smo raztopili v HEPES pufru (150 mM NaCl, 20 mM HEPES,
pH 7,0).

4.2.1 Doloditev sekundarne strukture proteinov

Sekundarno strukturo proteinov smo dolo¢ili s CD spektroskopijo. Posneli smo spektre od
200 do 260 nm, pri razli¢nih temperaturah (slika 21). Znano je, da ima f-struktura minimum
pri 217 nm, medtem ko ima a-struktura dva minimuma, pri 209 + 1 nm in 220 + 2 nm. VSsi
trije proteini kaZejo pri vseh merjenih temperaturah karakteristi¢ni spekter za preteZno
nestrukturirano sekundarno strukturo. Vrednost [f]220 pri vseh proteinih z nara$¢anjem
temperature rahlo pada. S programom Contin (Provencher in Gloeckner, 1981) smo doloc¢ili
deleze elementov sekundarne strukture. Na sliki 22 so prikazani delezi a-vijacne strukture
pri razli¢nih temperaturah. Na celotnem temperaturnem obmocju delez a-vijacnice pri
nobenem od proteinov ne preseze 10 %.

4.2.2 Analiza z algoritmom TANGO

V kompleksnem procesu fibrilacije nativno nezviti a-sinuklein pridobiva p-strukturo (Apetri
in sod., 2006). Algoritem TANGO omogoc¢a napoved proteinskih regij s teznjo po tvorbi -
agregatov (Fernandez-Escamilla in sod., 2004). Nekoliko niZjo teznjo po tvorbi agregatov
ima regija v blizini mutacije Y39A, medtem ko se za C-terminalnega mutanta
Y(125,133,136)A napoved za tvorbo agregatov ne razlikuje od napovedi za WT protein
(slika 23).
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Slika 21: CD spektri divjega tipa a-sinukleina (WT) in mutantov (Y39A in Y(125,133,136)A) pri razli¢nih
temperaturah. Spektre smo posneli v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7,0.

Figure 21: CD spectra of the wild-type (WT) and mutant (Y39A and Y (125,133,136)A) a-synuclein at different
temperatures. Spectra were recorded in 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7.0.
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Slika 22: Delez sekundarne strukture o-vija¢nice divjega tipa (WT) a-sinukleina in mutantov (Y39A in
Y(125,133,136)A) pri razliénih temperaturah. Izracuni so bili opravljeni s programom Contin.

Figure 22: The percentage of the helical structure of the wild-type (WT) and mutant (Y39A and
Y(125,133,136)A) a-synuclein at different temperatures. The calculations were performed with Contin
program.
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Slika 23: Napoved [-agregacijskih regij divjega tipa (WT) a-sinukleina in mutantov (Y39A in
Y(125,133,136)A) z algoritmom TANGO.

Figure 23: Prediction of p-aggregating regions of wild-type (WT) and mutant (Y39A and Y(125,133,136)A)
a-synuclein using the TANGO algorithm.
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4.2.3 Kemi¢no povezovanje proteinov z glutaraldehidom

Na NaDS-PAGE gelu so tako WT a-sinuklein kot oba mutanta potovali kot monomerne
oblike z velikostjo ~15 kDa (slika 24A). Pri vseh treh proteinih smo opazili zelo §ibko
proteinsko liso okoli 35 kDa, kar ustreza velikosti dimera. Znano je, da a-sinuklein na NaDS
poliakrilamidnem gelu potuje pri nekoliko visjih molekulskih masah, kot bi pricakovali
glede na teoreticno dolocene vrednosti. Neobicajno pocasno mobilnost pripisujejo slabsi
vezavi NaDS na moc¢no kisel C-terminalni konec proteina (Weinreb in sod., 1996). Ker bi
NaDS lahko porusil strukturo morebitnih oligomernih zvrsti, ki jih posledi¢no na gelu ne bi
mogli zaznati, smo proteinske vzorce kemi¢no povezali z 2,5 % glutaraldehidom (slika 24B).
Poleg prevladujo¢e monomerne oblike so bile v vzorcih povezanih proteinov na gelu vidne
Se proteinske lise pri ~35 in ~60 kDa (slika 24B), kar kaze na prisotnost manjSe koli¢ine
dimerov in tetramerov.

Da bi se izognili napacni interpretaciji rezultatov zaradi nespecifiénega kemijskega
povezovanja, smo za optimizacijo postopka uporabili razli¢ne koncentracije glutaraldehida
(slika 25A). Pri zelo nizki koncentraciji glutaraldehida je na gelu dobro vidna le monomerna
oblika WT a-sinukleina. S poviSevanjem koncentracije povezovalca se na gelu zacnejo
pojavljati oligomerne zvrsti. Ker se ob 125x povisanju koli¢ine glutaraldehida od 0,16 do 20
% (v/v), elektroforetski profil proteinov ni spremenil, sklepamo na specifiénost povezovanja.
Nadalje smo uporabljali 2,5 % raztopino glutaraldehida. Na sliki 25B je prikazano, da
razredCevanje proteina pomakne ravnotezje med proteinskimi zvrstmi v prid monomerne
oblike. Tvorba agregiranih zvrsti je torej odvisna od koncentracije a-sinukleina.
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Slika 24: NaDS-PAGE ne-povezanega (A) in povezanega a-sinukleina (B). Koncentracija proteina je bila 70
uM (~1 mg/ml) in koncentracija glutaraldehida 2,5 % (v/v).

Figure 24: SDS-PAGE of non-crosslinked (A) and the crosslinked protein (B). The protein and glutaraldehyde
concentrations were 70 uM (~1 mg/ml) and 2.5 % (v/v), respectively.
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Slika 25: Optimizacija povezovanja proteinov z glutaraldehidom. Spreminjali smo (A) koncentracijo
glutaraldehida (ob 70 pM koncentraciji proteina in 30 min inkubacijskem &asu) ter (B) koncentracijo a-
sinukleina in inkubacijski ¢as (povezovanje z 2,5 % glutaraldehidom).

Figure 25: Optimization of protein crosslinking with glutaraldehyde. (A) Glutaraldehyde concentration was
varied (at 70 uM protein concentration and 30 min incubation time). (B) Protein concentration and incubation
time were varied (at 2.5 % glutaraldehyde).

4.2.4 Ultracentrifugiranje

Pri pripravi raztopin a-sinukleina za eksperimente se v ve€ini primerov morebitnih
agregiranih zvrsti proteina znebijo z ultracentrifugiranjem. Za odstranitev visjih
molekularnih agregatov smo po raztapljanju proteina uporabili ultrafiltracijske
mikrocentrifugirke z izkljucitveno maso 100 kDa (Amicon Ultra, Millipore, Irska). Uporaba
mikrocentrifugirk z MWCO 30 kDa se je izkazala za neprimerno, saj protein filtra skorajda
ni prehajal. To lahko pripiSemo razviti strukturi a-sinukleina, ki tudi v monomerni obliki na
gelski koloni potuje kot globularni protein z molekulsko maso nad 50 kDa (Weinreb in sod.,
1996).

V nadaljevanju smo Zeleli preveriti ali bi se lahko oligomernih struktur, ki smo jih opazili
na NaDS-PAGE gelu kemijsko povezanih proteinov, znebili z ultracentrifugiranjem. 1-urno
centrifugiranje WT a-sinukleina pri pospesku 200.000 g ni vplivalo na ravnotezje med
monomernimi in oligomernimi zvrstmi (slika 26).
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Slika 26: NaDS-PAGE o-sinukleina po ultracentrifugiranju. Uporabili smo 82 uM WT a-sinuklein.
Figure 26: SDS-PAGE of a-synuclein after ultracentrifugation. The 82 pM concentration of WT a-synuclein
was used.
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4.2.5 ANS fluorescenca

Ker na agregacijsko teznjo a-sinukleina lahko vpliva povrSinska hidrofobnost, smo doloc¢ili
stopnjo izpostavljenosti hidrofobnih regij v a-sinukleinu. Fluorescentno barvilo ANS kaze
povisano intenziteto fluorescence in moder pomik (k nizjim valovnim dolzinam) emisijskega
maksimuma po interakciji z izpostavljenimi hidrofobnimi regijami proteinov (Hawe in sod.,
2008). Kot je prikazano na sliki 27, niti WT niti mutanta ne vplivajo na ANS fluorescenco,
kar kaze, da ni regij z moc¢no agregacijsko teznjo.
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Slika 27: Izpostavljenost hidrofobnih regij divjega tipa (WT) a-sinukleina in mutantov (Y39A in
Y(125,133,136)A) merjena z ANS fluorescenco. Spektre smo posneli v 150 mM NacCl, 20 mM HEPES, pH
7,0.

Figure 27. Exposure of hydrophobic protein regions of wild-type (WT) and mutant (Y39A and
Y(125,133,136)A) a-synuclein, as monitored by ANS fluorescence. Spectra were recorded in 150 mM NacCl,
20 mM HEPES, pH 7.0.

4.3 FIBRILACUA a-SINUKLEINA

Za dolocitev vpliva Tyr na fibrilacijo a-sinukleina, smo kot funkcijo ¢asa spremljali
fibrilacijo proteina WT ter mutantov Y39A in Y(125,133,136)A. Proteine s koncentracijo
70 uM (~1 mg/ml) smo nekaj dni ob mo¢nem mesanju inkubirali v 150 mM NaCl, 20 mM
HEPES pufru, pH 7,0, pri 37 °C. Iz inkubiranih proteinskih raztopin smo v dolo¢enih
¢asovnih intervalih jemali vzor¢ke in jih analizirali z dodanimi fluorescentnimi barvili (ThT
in ANS), NaDS-PAGE in AFM.

4.3.1 ThT fluorescenca

Fibrilacijo a-sinukleina WT in obeh Tyr mutantov smo spremljali s fluorescen¢nim barvilom
tioflavinom T (ThT), ki se mu po interakciji z amiloidnimi B-strukturami karakteristicno
spremeni emisijski spekter (Baicalana in Koide, 2010). Na sliki 28 lahko vidimo, da
zamenjava N-terminalnega Tyr ali pa vseh treh C-terminalnih Tyr z Ala vodi v mo¢no
inhibicijo fibrilacije a-sinukleina. V ¢asovnem obdobju potrebnem za zakljuéek fibrilacije
WT proteina (3 dni), se ThT fluorescenca mutant ni povisala, kar kaze, da ni fibrilarne
agregacije. Da bi preverili ali odsotnost Tyr v a-sinukleinu zavira predvsem tvorbo
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nukleacijskega jedra, smo podaljsali Cas inkubacije mutiranih proteinov na 8 dni. Medtem
ko ¢asovni potek fibrilacije WT a-sinukleina kaze tipi¢no sigmoidni profil z lag fazo krajso
od 20 ur, pa je pri obeh mutantih prislo do povisanja ThT-fluorescence Sele po ~100 h
inkubacije (slika 28). ThT fluorescenca obeh mutant je bila zelo majhna celo ob koncu
inkubacijske dobe (dan 8), kar kaze na odsotnost ve¢jih koli¢in fibrilarnih struktur.
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Slika 28: Fibrilacijski profili divjega tipa (WT) a-sinukleina ter mutantov Y39A in Y(125,133,136)A merjeni
s ThT fluorescenco. Proteine smo inkubirali v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufru, pH 7,0, pri 37 °C.

Figure 28: The fibrillation profiles of wild-type (WT) and mutant (Y39A and Y(125,133,136)A) a-synuclein
as monitored by ThT fluorescence. Proteins were incubated in 150 mM NacCl, 20 mM HEPES buffer, pH 7.0,

at 37 °C.
4.3.2 NaDS-PAGE elektroforeza

Ker fibrilacija poteka preko inkorporacije topnih proteinskih zvrsti v rastoco fibrilo, Smo z
NaDS-PAGE spremljali relativno koli¢ino topnega a-sinukleina. Pred tem smo inkubirane
proteinske vzorce centrifugirali, da smo se znebili netopnih agregatov. Po 3-dnevni
inkubaciji je NaDS-PAGE supernatanta a-sinukleina WT pokazal na zmanjSanje
koncentracije topnega proteina (slika 29A, primerjaj z dnevom 0, slika 24), kar potrjuje
vgradnjo a-sinukleina v netopne agregate. Nasprotno pa po 3-dnevni inkubaciji ni prislo do
zmanjSanja koli¢ine topnega proteina v supernatantu vzorcev Tyr mutant (slika 29A). To
potrjuje odsotnost makromolekularnih netopnih agregatov Y39A in Y(125,133,136)A po 3-
dnevni inkubaciji in sovpada z rezultati ThT-fluorescence (glej 4.3.1). Po 8-dnevni
inkubaciji je pri obeh mutantih prislo do znizanja koli¢ine topnega proteina (slika 29B), kar
kaze na tvorbo netopnih agregatov. Opazeno manj$o degradacijo a-sinukleinskih mutant
(slika 29B) lahko pripiSemo pogojem podaljSane inkubacije (8 dni pri temperaturi 37 °C).
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Slika 29: NaDS-PAGE kemi¢no ne-povezanega in povezanega divjega tipa (WT) a-sinukleina ter mutantov
Y39A in Y(125,133,136)A v supernatantu po 3 dnevni (A) in 8 dnevni inkubaciji (B).

Figure 29: SDS-PAGE of non-crosslinked and crosslinked wild-type (WT) and mutant (Y39A and
Y (125,133,136)A) a-synuclein in supernatant samples after 3 days (A) and 8 days (B) of incubation.

4.3.3 ANS fluorescenca

Delno zviti intermediati in tranzientni oligomeri a-sinukleina, ki so na glavni poti do
fibrilacije (ang. on-pathway), imajo na svoji povrsini izpostavljene hidrofobne predele
(Uversky in sod., 2001; Dusa in sod., 2006). Te regije lahko zasledimo s fluorescenco ANS.
V skladu s prej$njimi rezultati za amiloidne proteine (Uversky in sod., 2001; Bolognesi in
sod., 2010) je intenziteta fluorescence ANS v prisotnosti a-sinukleina WT (slika 30)
naras¢ala skladno z naras¢anjem ThT-fluorescence (slika 28) in dosegla maksimum, ko je
proces fibrilacije vstopil v stacionarno fazo (dan 2). Nasprotno pa Y39A in Y(125,133,136)A
mutanta nista reagirala z ANS vse do Cetrtega dneva inkubacije (slika 30, preglednica 5), kar
sovpada z odsotnostjo ThT-fluorescence v tem ¢asovnem obdobju (slika 28). Po 4-dnevni
inkubaciji (~100 h) za¢neta Y39A mutant, nekoliko manj pa tudi trojni Tyr mutant, kazati
spremembe v emisijskem profilu ANS (slika 30), kar korelira s simultano majhno
spremembo ThT-fluorescence (slika 28). V naslednjih dveh dneh inkubacije (dnevi 4 - 6), je
intenziteta fluorescence ANS + mutantov progresivno naraséala in prekoracila maksimalno
intenziteto ANS + a-sinukleina WT (slika 30, preglednica 5). To kaze na izpostavljenost ve¢
ANS-veznih podrocij pri Y39A in Y(125,133,136)A v primerjavi s proteinom WT. Poleg
tega se je pri obeh mutantih tudi maksimum intenzitete fluorescence ANS premaknil k nizjim
valovnim dolZinam in sicer od 525 nm (dnevi O - 4) k 488 nm (dan 6), medtem ko je bil
premik pri WT proteinu od 525 nm (dan 0) k 500 nm (dneva 2 in 3) (preglednica 5). To kaze
na prisotnost bolj hidrofobnega okolja mutantov (Campioni in sod., 2010).
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Slika 30: ANS-spektri inkubiranih proteinov (divji tip (WT) ter mutanta Y39A in Y(125,133,136)) posneti v
razli¢nih ¢asovnih obdobjih. ANS-spektri mutantov se prve 3 dni inkubacije prakti¢no niso spreminjali in na
sliki niso prikazani. Spektre smo posneli v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7,0.

Figure 30: ANS fluorescence emission spectra for the incubated protein (wild-type (WT) and mutants (Y39A,
Y (125,133,136)A) mixtures monitored over time. The ANS emission spectra of the mutant proteins over the
first 3 days of incubation showed almost superimposable profiles and were therefore omitted for clarity. Spectra
were recorded in 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7.0.

Preglednica 5: Fluorescenéni ANS-profili inkubiranih proteinov.
Table 5: The ANS binding profiles of the incubated proteins.

WT Y39A Y(125,133,136)A
Dnevi Amax (NM) I (ae.) Amax (NM) I (ae.) Amax (NM) I (ae.)

0 525 111 525 111 525 108
1 515 133 526 109 525 109
2 501 176 525 111 525 108
3 500 193 525 110 525 110
4 / / 500 166 508 116
5 / / 491 206 498 170
6 / / 488 291 488 282

4.3.4 Morfologija agregatov

Da bi primerjali morfologijo agregatov Y39A in Y (125,133,136)A s strukturami, ki jih tvori
a-sinuklein WT, smo proteinske vzorce poslikali z AFM. Po 3-dnevni inkubaciji a-sinuklein
WT tvori znacilne fibrile (slika 31), kar potrjuje visoko ThT-fluorescenco v tem ¢asovnem
obdobju (slika 28). Isto¢asno so pri obeh mutiranih proteinih prisotni raznoliki agregati. Pri
Y39A mutanti so to majhne palicaste strukture z viSinami 1,7 + 0,3 nm in pri
Y (125,133,136)A vecji, okrogli do ovalni oligomeri. Tu smo razlo¢ili dve populaciji
oligomernih zvrsti: eno v obmocju premerov od 50 - 70 nm in z viSinami 17,7 + 2,3 nm ter
drugo s premerom 35 - 45 nm in z vi§inami 10,2 + 1,2 nm (slika 31). Ker pri mutantah po 3-
dnevni inkubaciji ni pri§lo do zmanjSanja koli¢ine topnega proteina (slika 29; primerjaj z
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dnevom 0, slika 24) in nismo detektirali sprememb v ANS fluorescenci (preglednica 5),
sklepamo, da te oligomerne zvrsti predstavljajo manjsi del celokupnega proteina (tukaj smo
posneli nered¢ene vzorce). Po 8-dnevni inkubaciji pa so pri obeh mutantah prisotne fibrilam-
podobne strukture (slika 31). Te fibrile so morfolo§ko podobne fibrilam a-sinukleina WT, z
viSinami v obmo¢ju 6 - 9 nm, kar je v skladu s prejSnjimi objavami za WT a-sinuklein
(Khurana in sod., 2003).

10 nm

-10 nm

2 nm

-2 nm

20 nm

-20 nm

Slika 31: AFM slike agregiranih proteinov po 3-dnevni (A) in 8-dnevni inkubaciji (B). Crta predstavlja 300
nm.

Figure 31: AFM images of the aggregated proteins after 3 days (A) and 8 days (B) of incubation. Scale bar,
300 nm.
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4.4 INTERAKCUA a-SINUKLEINA Z LIPIDNIMI MEMBRANAMI

Interakcijo a-sinukleina z vezikli iz fosfolipidov z nevtralno glavo (1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfoholin (DPPC) in 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoholin  (POPC)),
anionsko glavo (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (DPPG) in 1-palmitoil-2-oleoil-
sn-glicero-3-fosfoglicerol (POPG)) (slika 15) in meSanico lipidov DPPC:DPPG v molskem
razmerju 1:1 in 1:2 smo preucili s CD spektroskopijo, fluorescencno anizotropijo dveh
membransko vezanih prob, diferenéno dinamic¢no kalorimetrijo (DSC) in z metodo
spros¢anja kalceina. Preucili smo, kako razli¢ni fizikalno-kemijski parametri (sestava in faza
lipidnih veziklov) vplivajo na interakcijo med a-sinukleinom in lipidi, oziroma kako vezava
a-sinukleina vpliva na lastnosti (urejenost) lipidnega dvosloja. S CD spektroskopijo in
metodo spros¢anja kalceina smo preverili tudi specifi¢nost interakcije med a-sinukleinom in
gangliozidoma GM1 ter GM3 (slika 10).

Z uporabo Y39A in Y(125,133,136)A mutant, ki smo jih uporabili v nekaterih
eksperimentih, smo Zeleli preuciti tudi vpliv Tyr ostankov na interakcijo oa-sinuklein-
membrana.

4.4.1 SUV kot modelni membranski sistem

V nasi §tudiji interakcije med a-sinukleinom in membrano smo kot modelni sistem uporabili
majhne unilamelarne vezikle (SUV), ki jih pridobimo s soniciranjem. Za to smo se odlo¢ili,
ker naj bi bila afiniteta a-sinukleina do teh veziklov ve¢ja (Davidson in sod., 1998) in ker
sluzijo kot dober model za ~40 nm sinapti¢ne vezikle (Takamori in sod., 2006). Poleg tega
tudi uporaba spektroskopskih tehnik (CD spektroskopija in fluorimetrija) zaradi sipanja
svetlobe omejuje uporabo liposomov z vegjo velikostjo. Ceprav taksen preprost membranski
model odstopa od kompleksnosti bioloSkih membran, pa omogoc¢a natancno kontrolo
dolocenih parametrov s katerimi lahko posnemamo celicne membrane. Uporabili smo SUV
iz DPPC, DPPG, POPC, POPG in meSanice DPPC:DPPG 1:1 (mol/mol). Palmitoil/oleoil
mascobne kisline smo izbrali za posnemanje asimetrije acilnih verig in mononenasi¢enosti
fizioloskih lipidov, nevtralni PC pa je najpogostejsi fosfolipid v vecini evkariontskih
membran (van Meer in sod., 2008). Ceprav je bila vsebnost anionskih lipidov vigja (50 ali
kot je PG, z izjemo mitohondrijske membrane, le malo zastopani v celi¢ni (in sinapti¢ni)
membrani (van Meer in sod., 2008; Takamori in sod., 2006), pa izbira tak$ne sestave
omogoca lazjo primerjavo s prejSnjimi Studijami, kjer so uporabili vezikle z visoko
vsebnostjo anionskih lipidov.

4.4.1.1 Temperaturno obmocje faznega prehoda SUV

Za lipidni dvosloj, sestavljen iz ene vrste lipida, je znacilen fazni prehod med stanjem nizke
(faza gela) in visoke mobilnosti lipidov (tekoCa neurejena faza). Lipidna repa POPG in
POPC sta asimetri¢na v dolZini in vsebujeta eno nenasi¢eno verigo; nasprotno pa sta repa
DPPG in DPPC simetri¢na in nasi¢ena. Medtem ko POPG in POPC pri sobni temperaturi
tvorita tekoCo neurejeno fazo (Tm teh veziklov je pod 0 “C (Avanti Polar Lipids, ZDA)),
DPPG in DPPC pri sobni temperaturi tvorita fazo gela (Jacobson in Papahadjopoulos, 1975).
MLV vezikli sestavljeni iz DPPC, DPPG in meSanice DPPC:DPPG imajo glavni fazni
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prehod pri 41 - 42 °C (glej 4.4.5). V nasprotju z MLV so fazni prehodi SUV nekooperativni
(Nuscher in sod., 2004). Do tega pride zaradi zelo ukrivljene membrane majhnih SUV, ki
povzroci nepravilnosti v pakiranju lipidov. Tako smo z DSC najprej preverili, v katerem
temperaturnem obmocju imajo SUV pripravljeni iz nasic¢enih lipidov fazni prehod. Slika 32
prikazuje, da imajo SUV pripravljeni iz treh razlicnih lipidov oziroma lipidne meSanice,
Sirok nekooperativni fazni prehod v obmocju od priblizno 33 °C do 45 °C. Tako smo za
nadaljnje raziskave izbrali temperaturo meritev T =25 °C (faza gela), T=40 °C (Tm) in T =
50 °C (tekoca neurejena faza). Tudi meritve fluorescenne anizotropije oziroma
ureditvenega parametra lipidov so potrdile obstoj treh razli¢nih faz pri teh treh razli¢nih
temperaturah (glej 4.4.3).

Temperaturo v kiveti pri merjenju elipti¢nosti v CD spektropolarimetru ter pri merjenju
anizotropizma in spro$canja kalceina v fluorimetru smo dodatno preverili z uporabo
termistorja (YSI 44004 Precision Thermistor, YSI Inc., ZDA).

3 '
| DPPC
& ¢ |——DPPG
S {l——DPPC:DPPG LI
5 47
== i
S
A 2- ‘
s 1
Voo
L B L B L L
20 25 30 35 40 45 50 55

T (°C)

Slika 32: DSC termogrami SUV pripravljenih iz DPPC, DPPG in DPPC:DPPG 1:1 v 150 mM NaCl, 20 mM
HEPES pufru, pH = 7,0. Pus¢ice oznacujejo izbrane temperature za nadaljne eksperimente.

Figure 32: DSC thermograms of SUVs composed of DPPC, DPPG and DPPC:DPPG 1:1 in 150 mM NaCl, 20
mM HEPES buffer, pH = 7.0. Arrows indicate the selected temperatures for subsequent experiments.

4.4.2 Sekundarna struktura a-sinukleina po vezavi na lipidne vezikle

Znano je, da ob vezavi a-sinukleina na dolocene lipidne vezikle pride do spremembe Vv
sekundarni strukturi proteina iz neurejene v a-vijacno strukturo (Davidson in sod., 1998).
Vezavo a-sinukleina WT ter mutantov Y39A in Y(125,133,136)A na SUV razli¢ne sestave
smo tako spremljali preko strukturnih sprememb proteinov s CD spektroskopijo. Minimum
povprecne molarne elipti¢nosti AK ostanka [#] pri 220 nm je znacilen za proteine z a-vija¢no
sekundarno strukturo (Chen in sod., 1972). Nizja ko je [f]200, vi§ji deleZ predstavlja a-
vijacnica. Ker €isti lipidi ne kaZejo CD signala v daljnem UV obmo¢ju, CD spektri odrazajo
strukturne/konformacijske znacilnosti proteinov (Poklar in sod., 1999). Na slikah 33 - 38 so
prikazani CD spektri proteinov v daljnem UV-obmocju v prisotnosti SUV pri pH = 7.,0.
Posneli smo spektre v temperaturnem obmocju 25 - 70 °C pri molarnem razmerju
lipidi/protein (R) je 10.

Vezikli (SUV) pripravljeni iz DPPC (slika 33) in POPC (slika 34) na sekundarno strukturo
proteinov nimajo znatnega vpliva pri nobeni od preiskovanih temperatur. Spektri proteinov
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v prisotnosti teh nevtralnih SUV se namre¢ ne razlikujejo bistveno od spektrov samih
proteinov brez veziklov (slika 21), kar potrjuje odsotnost interakcije proteina s temi vezikli.
Nasprotno pa imajo negativno nabiti vezikli DPPG (slika 35) in POPG (slika 36) velik vpliv
na CD spektre proteinov. Pri POPG veziklih je pri vseh izmerjenih temperaturah (25 °C, 45
°C in 70 °C) znacilen CD spekter za a-vijacno strukturo z nizko [#]220, temperatura pa na
spektre nima vec¢jega vpliva. Nasprotno pa ima temperatura velik vpliv na sekundarno
strukturo DPPG veziklov, kjer za¢ne [6]220 padati nad temperaturo 40 °C in doseZe minimum
v temperaturnem obmocju 50 - 60 °C, nato pa spet naraste. Ti rezultati kazejo, da tvorbo
maksimalne a-vijatne strukture inducirajo negativno nabiti fosfolipidi, ki se nahajajo v
tekoCi neurejeni fazi. Ker smo zeleli preveriti pomembnost anionskih lipidov za indukcijo
a-vijacnice, smo pripravili ekvimolarno mesSanico lipidov DPPC:DPPG. Pric¢akovali smo, da
bodo ti vezikli povzrodili znizanje [H]220, ki bi priblizno ustrezalo sredinskim vrednostim za
¢iste DPPC in DPPG. Vendar pa je nasprotno pri temperaturi nad 40 °C prislo le do
neznatnega znizanja [6]220 (slika 37). Tudi povisanje deleza DPPG v lipidni meSanici
(DPPC:DPPG 1:2) ne inducira znatnega znizanja vrednosti [#]220 (Slika 38). Na sliki 39 so
prikazani spektri WT proteina brez in v prisotnosti razli¢nih veziklov pri temperaturi 55 °C,
ki v povprecju inducira najveéje znizanje [#]220 (POPC in POPG pri T =45 °C).

Za lazjo primerjavo so vrednosti [#]220 pri razliénih temperaturah dodatno predstavljene na
slikah 40 in 41. Vpliv temperature na sekundarno strukturo proteinov brez veziklov ter v
prisotnosti DPPC in POPC veziklov je majhen. [#]220 v primeru proteina brez veziklov,
DPPC in POPC pri vseh treh proteinih z nara$¢anjem temperature rahlo pada. V prisotnosti
DPPG in POPG veziklov je [0]20 pri vseh temperaturah nizja kot brez veziklov ali v
prisotnosti nevtralnih veziklov. V primeru DPPG [#]220 v obmocju od 40 - 50 °C strmo pade
in doseZe najnizje vrednosti v primeru proteina WT, sledi Y(125,133,136)A in nato Y39A.
Tudi vrednosti pri POPG veziklih so najnizje pri proteinu WT in so ekvivalentne vrednostim
DPPG veziklov v obmocju 50 - 60 °C, pri obeh mutantih pa je trend ravno obraten kot pri
DPPG veziklih.

Pri DPPC:DPPG 1:1 se [#]220 v primerjavi z DPPC vezikli le malo zniza in kaze podoben
trend pri vseh treh proteinth. DPPC:DPPG 1:2 vezikli v gel stanju (oziroma do ~40 °C)
inducirajo znizanje [#]220, ki priblizno ustreza % vrednosti [6]220 med DPPC in DPPG.
Presenetljivo pa je, da prisotnost lipidov v teko¢i neurejeni fazi le malo zmanjSa [6]220 0z.
malo poveca deleZ vijacne strukture.
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Slika 33: CD spektri divjega tipa (WT) a-sinukleina ter mutantov Y39A in Y(125,133,136)A pri razli¢nih
temperaturah v prisotnosti veziklov iz DPPC. Spektre smo posneli v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7,0.

Figure 33: CD spectra of wild-type (WT) and mutant (Y39A and Y(125,133,136)A) a-synuclein at different
temperatures in presence of DPPC vesicles. Spectra were recorded in 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7.0.
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Slika 34: CD spektri divjega tipa (WT) a-sinukleina ter mutantov Y39A in Y(125,133,136)A pri razli¢nih
temperaturah v prisotnosti veziklov iz POPC. Spektre smo posneli v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7,0.

Figure 34: CD spectra of wild-type (WT) and mutant (Y39A and Y(125,133,136)A) a-synuclein at different
temperatures in presence of POPC vesicles. Spectra were recorded in 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7.0.
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Slika 35: CD spektri divjega tipa (WT) a-sinukleina ter mutantov Y39A in Y(125,133,136)A pri razli¢nih
temperaturah v prisotnosti veziklov iz DPPG. Spektre smo posneli v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7,0.

Figure 35: CD spectra of wild-type (WT) and mutant (Y39A and Y(125,133,136)A) a-synuclein at different
temperatures in presence of DPPG vesicles. Spectra were recorded in 150 mM NacCl, 20 mM HEPES, pH 7.0.
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Slika 36: CD spektri divjega tipa (WT) a-sinukleina ter mutantov Y39A in Y(125,133,136)A pri razli¢nih
temperaturah v prisotnosti veziklov iz POPG. Spektre smo posneli v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7,0.

Figure 36: CD spectra of wild-type (WT) and mutant (Y39A and Y(125,133,136)A) a-synuclein at different
temperatures in presence of POPG vesicles. Spectra were recorded in 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7.0.

71



Pirc K. Molekulski mehanizem vezave a-sinukleina na lipidne membrane.
Doktorska disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

Y39A Y(125,133,136)A
= ——25°C
s 30 °C
g ——35°C
;%0 40 °C
3 ——45°C
= 50 °C
- -84

o —55°C
2 ol il | —60°C
——70°C

- e e e s R R

§ &~ & 88§85 EFETIFISYFSTETEFS

A (nm) A (nm) A (nm)

Slika 37: CD spektri divjega tipa (WT) a-sinukleina ter mutantov Y39A in Y(125,133,136)A pri razli¢nih
temperaturah v prisotnosti veziklov iz DPPC:DPPG 1:1. Spektre smo posneli v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES,
pH 7,0.

Figure 37: CD spectra of wild-type (WT) and mutant (Y39A and Y(125,133,136)A) a-synuclein at different
temperatures in presence of DPPC:DPPG 1:1 vesicles. Spectra were recorded in 150 mM NaCl, 20 mM
HEPES, pH 7.0.
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Slika 38: CD spektri divjega tipa a-sinukleina pri razli¢nih temperaturah v prisotnosti veziklov iz DPPC:DPPG
1:2. Spektre smo posneli v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7,0.

Figure 38: CD spectra of wild-type a-synuclein at different temperatures in presence of DPPC:DPPG 1:2
vesicles. Spectra were recorded in 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7.0.
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Slika 39: CD spektri divjega tipa a-sinukleina brez veziklov in v prisotnosti veziklov (SUV) razli¢ne sestave
pri T =55 °C. Spektra POPC in POPG veziklov sta posneta pri 45 °C. Spektre smo posneli v 150 mM NaCl,
20 mM HEPES, pH 7,0.

Figure 39: CD spectra of wild-type a-synuclein withouth vesicles and in the presence of vesicles (SUV) of
different composition at T = 55 °C. Spectra of POPC and POPG vesicles were recorded at 45 °C. Spectra were
recorded in 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7.0.
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Slika 40: Povpreéna molarna elipticnost aminokislinskega ostanka proteinov pri 220 nm ([@]220) pri razli¢nih
temperaturah (T) brez veziklov in v prisotnosti veziklov (SUV) razli¢ne sestave, kot je oznaceno na sliki.
Spektre smo posneli v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7,0.

Figure 40: Average mean residue ellipticity of proteins at 220 nm ([6]220) at different temperatures (T) in the
absence and presence of vesicles (SUV) of different composition, as indicated. Spectra were recorded in 150
mM NacCl, 20 mM HEPES, pH 7.0.

73



Pirc K. Molekulski mehanizem vezave a-sinukleina na lipidne membrane.
Doktorska disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

224
WT:
~ ;. \¥. —=—DPPG
= -~ ! —=— DPPC:DPPG 1:1
_S N e \_\‘\. —=— POPG
E 5 Y39A:
e —— DPPG
= -6 \. —«— DPPC:DPPG 1:1
S
o \ ——POPG
S 4 \ /
s Y(125,133,136)A:
N g DPPG
2, - DPPC:DPPG 1:1
-9 4 POPG
']0 T T T T T

T T T
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
T (°C)

Slika 41: Povpreéna molarna elipticnost aminokislinskega ostanka proteinov pri 220 nm ([@]220) pri razli¢nih
temperaturah (T) brez veziklov in v prisotnosti veziklov (SUV) iz DPPG, DPPC:DPPG 1:1 in POPG. Spektre
smo posneli v 150 mM NacCl, 20 mM HEPES, pH 7,0.

Figure 41: Average mean residue ellipticity of proteins at 220 nm ([]220) at different temperatures (T) in the
absence and presence of vesicles (SUV) composed of DPPG, DPPC:DPPG 1:1 and POPG. Spectra were
recorded in 150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7.0.
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Slika 42: Delez (v odstotkih) a-vija¢nice divjega tipa (WT) a-sinukleina in mutantov Y39A in Y(125,133,
136)A pri razli¢nih temperaturah v prisotnosti veziklov (SUV) razli¢ne sestave, kot je oznageno na sliki.
Izracuni so bili opravljeni s programom Contin.

Figure 42: The percentage of the helical structure of the wild-type (WT) and mutant (Y39A and Y(125,133,
136)A a-synuclein at different temperatures in the presence of SUV of different composition. The calculations
were performed with Contin program.

Za izraCun deleZa a-vijacnice v sekundarni strukturi proteinov smo uporabili program Contin
(Provencher in Gloeckner, 1981), rezultati so prikazani na sliki 42. Delez a-vija¢nice pri
nobenemu od proteinov nikoli ne preseze 30 %. Pri vseh proteinih je najve¢ a-vijacnice v
prisotnosti DPPG in POPG veziklov, medtem ko je delez a-vija¢nice v prisotnosti DPPC in
POPC primerljiv s tistim pri proteinih brez prisotnosti veziklov (slika 22) in ne preseze 10
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%. Spreminjanje deleza a-vijanice S temperaturo je pri vseh treh proteinih v prisotnosti
DPPG veziklov podobno; od 25 °C do priblizno 35 - 40 °C delez vijacne strukture rahlo
upada, nato pa strmo naraste do maksimalne vrednosti pri okoli 50 °C, nakar z zviSanjem
temperature ponovno upade. Ti rezultati so skladni z ugotovitvijo, da se a-vijacnica tvori v
prisotnosti negativno nabitih lipidov v tekoc¢i neurejeni fazi. Pri niZjih temperaturah je pri
DPPG veziklih delez a-vijacnice nekoliko visji pri mutantah kot pri WT proteinu. Pri WT
proteinu je vsebnost vija¢nice pri POPG veziklih bolj temperaturno odvisna kot v primeru
mutant.

4.4.3 Vpliv a-sinukleina na ureditev lipidnega dvosloja

Z uporabo fluorescen¢ne anizotropije dveh membransko vezanih prob smo ovrednotili
urejenost oz. fluidnost lipidnega dvosloja. Anizotropija je odvisna od stopnje nasi¢enosti in
faznega stanja fosfolipidov ter narasc¢a z urejenostjo lipidov v lipidnem dvosloju. Da bi
ugotovili, kakSen vpliv ima protein na urejenost lipidnega dvosloja, smo v suspenzijo SUV
titrirali protein in merili fluorescen¢no anizotropijo fluoroforjev DPH in TMA-DPH
(vrednosti so podane v prilogah A - F). 1z fluorescen¢ne anizotropije smo izracunali (enacba
3) ureditveni parameter lipidov (S). Fluorofor DPH smo uporabili za spremljanje sprememb
anizotropije v notranjosti lipidnega dvosloja, njegov kationski derivat TMA-DPH pa za
spremljanje sprememb anizotropije v vodno-lipidni medfazi.

Na slikah 43 - 48 so prikazane odvisnosti ureditvenega parametra (S) veziklov (SUV)
razlicne sestave od molarnega razmerja lipidi/protein (R) pri razli¢nih temperaturah (25 °C,
40 °C in 50 °C). Za kontrolo smo vezikle namesto z zalozno raztopino proteina titrirali z
ekvivalentnim volumnom 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufra pH 7,0. Titracija s pufrom v
nobenem primeru ni vplivala na fluorescen¢no anizotropijo DPH in TMA-DPH oziroma se
kontrolne vrednosti niso razlikovale od zaetne vrednosti S brez dodanega proteina ali pufra
(stolpci s ¢rtkanim polnilom).

Vrednosti fluorescencne anizotropije in posledi¢no ureditvenega parametra (S) so najvi§je v
gel stanju, srednje v teko¢em urejenem stanju in najnizje v teko€em neurejenem stanju (Xu
in London, 2000). Tudi v naSem primeru so vrednosti S pri veziklih, ki vsebujejo nasi¢ene
lipide DPPC, DPPG in meSanico DPPC:DPPG, tako v notranjem delu dvosloja (detekcija z
DPH) kot v zunanjem delu (detekcija s TMA-DPH) najvisje v fazi gela (pri 25 °C), srednje
pri T faznega prehoda lipidov (pri 40 °C) in najniZje v tekoci neurejeni fazi (pri 50 °C) (slike
43, 45, 47). Pri 25 °C in 50 °C so vrednosti S nasicenih lipidov identi¢ne, pri 40 °C je
vrednost S DPPG nekoliko niZja od DPPC in DPPC:DPPG. Vrednosti S nasi¢enih lipidov
pri 50 °C (slike 43, 45, 47) so primerljive z vrednostimi S nenasicenih lipidov POPC in
POPG pri 25 °C (sliki 44, 46), kar potrjuje obstoj tekoce neurejene faze teh lipidov. Vrednosti
anizotropije fluorescentnih prob smo v primeru nenasi¢enih lipidov POPC in POPG pomerili
pri 25 °C. Mobilnost nenasicenih acilnih verig pri 25 °C je nekoliko nizja kot v primeru
nasicenih acilnih verig pri 50 °C, kljub temu da se oboji nahajajo v tekoc¢i neurejeni fazi.

Vpliv a-sinukleina WT na ureditveni parameter lipidov v DPPC liposomih je prikazan na

sliki 43. Pri nobeni temperaturi nismo niti v zgornjem delu membrane niti v regiji acilnih
verig zaznali u€inka proteina na spremembo S. Prav tako ni priSlo do sprememb v
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ureditvenem parametru lipidov ob titraciji POPC veziklov z a-sinukleinom WT (slika 44).
Na osnovi teh rezultatov lahko sklepamo, da a-sinuklein ne vpliva na ureditev acilnih verig
v lipidnem dvosloju nevtralnih lipidov ne glede na to, v katerem faznem stanju se nahajajo.

V primeru DPPG veziklov (slika 45) a-sinuklein WT ni povzro¢il sprememb v ureditvenem
parametru membrane pri 25 °C, ko se lipidi nahajajo v fazi gela. Do sprememb pa pride pri
in nad temperaturo faznega prehoda lipidov (40 °C in 50 °C). V obeh primerih smo po
dodatku proteina opazili povecanje vrednosti S na vodno-lipidni meji (doloc¢eno s TMA-
DPH) in v notranjem delu membrane (dolo¢eno z DPH). ZviSanje vrednosti S pomeni ve¢jo
urejenost v okolici fluorescentnih sond oziroma zmanjs$anje fluidnosti membrane. Vpliv a-
sinukleina na urejenost lipidnega dvosloja je pri obeh temperaturah razlicen. Pri 40 °C se
ureditveni parameter v regiji acilnih verig in v regiji lipidnih glav namre¢ poveca ze pri nizki
koncentraciji proteina (R = 500), ostane nespremenjen pri R = 100 in nato rahlo upade pri R
= 10. Dobljeni rezultati kazejo, da ima protein sposobnost ureditve lipidnega dvosloja, ko se
ta nahaja v stanju faznega prehoda. Nad temperaturo faznega prehoda lipidov, ko je
membrana v tekofem neurejenem stanju, je priSlo do poveCanja S lipidov pri visjih
koncentracijah proteina, in sicer pri R = 100 v notranjosti membrane in pri R = 10 v regiji
lipidnih glav. Ti rezultati so primerljivi z ué¢inkom a-sinukleina na ureditveni parameter
POPG lipidov v SUV (slika 46), kjer pride do rahlega zvisanja ureditvenega parametra v
notranjem delu membrane pri R = 100, rigidnost membrane pa se povisa pri R = 10.
Spremembe fluorescenéne anizotropije TMA-DPH, s katerim zaznavamo spremembe na
povrsini membrane (medfazni prostor), so bile v primeru POPG skoraj neznatne. Vrednost
S v regiji acilnih verig pri R = 10 je okoli 0,5, kar je primerljivo z vrednostjo S pri DPPG pri
50 °C. Kljub temu, da pride pri DPPG veziklih v primerjavi s POPG v notranjem in zunanjem
delu membrane do vecje spremembe S, ki se v primeru DPH pri R = 10 povisa za ~118 %
(pri POPG za ~42 %) in v primeru TMA-DPH za ~16 %, pa je potrebno upostevati, da so
vrednosti S pri POPG Ze v izhodi$¢u nekoliko vi§je in so tako kon¢ne vrednosti S dokaj
primerljive.

Sliki 47 in 48 prikazujeta vpliv WT a-sinukleina in Y39A mutante na ureditveni parameter
membrane iz ekvimolarne mesanice DPPC:DPPG. Pri 25 °C ne opazimo sprememb S v
okolici sond DPH in TMA-DPH. Do najve¢jega uinka na ureditev lipidov je prislo pri
temperaturi faznega prehoda (40 °C), kjer je dodatek proteina v suspenzijo veziklov vodil do
postopnega povecanja ureditve acilnih verig lipidov in regije na vodno-lipidni meji.
Rigidnost dvosloja se je najbolj povecala pri R = 10. Nad temperaturo faznega prehoda (50
°C) smo opazili spremembo fluorescencne anizotropije le v notranjosti membrane pri visoki
koncentraciji proteina (R = 10). U¢inek mutanta Y39A na S se ni razlikoval od uc¢inka
proteina WT (slika 48).

Povzamemo lahko, da a-sinuklein WT ne povzroci sprememb v urejenosti lipidov, ko se ti
nahajajo v fazi gela, ¢etudi so negativno nabiti. Protein povzroci urejanje membrane samo v
obmocju faznega prehoda veziklov (gel — tekoca faza) oz. samo, ko se vezikli nahajajo v
vsaj delno tekoci neurejeni fazi (40 °C in 50 °C za nasicene lipide). Vpliv na urejenost
lipidnega dvosloja je koncentracijsko odvisen.
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Slika 43: Spremembe ureditvenega parametra (S) po titraciji DPPC veziklov z divjim tipom a-sinukleina.
Vezikle smo s proteinom titrirali pri temperaturi 25 °C, 40 °C in 50 °C do doseZenega R (molarno razmerje
lipidi/protein) je 500, 100 in 10 (stolpci z enobarvnim polnilom). Za kontrolo smo suspenzijo titrirali s 150
mM NaCl, 20 mM HEPES pufrom, pH = 7,0 (stolpci s ¢rtkanim polnilom; Cnt). Vrednosti predstavljajo
povprecje in standardno napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta (za podrobnosti glej 3.8.4).

Figure 43: The changes in lipid order parameter (S) after titration of DPPC vesicles with wild-type a-synuclein.
Aliquots of a-synuclein were titrated into suspensions of SUV at different temperatures (25 °C, 40 °C and 50
°C) to obtain R (lipid/protein molar ratio) 500, 100 and 10 (solid fill). For control, vesicles were titrated with
150 mM NaCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7.0 (dashed line; Cnt). Error bars represent the standard error from
at least two independent experiments (see 3.8.4 for details).
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Slika 44: Spremembe ureditvenega parametra (S) po titraciji POPC veziklov z divjim tipom a-sinukleina.
Vezikle smo s proteinom titrirali pri temperaturi 25 °C, 40 °C in 50 °C do dosezenega R (molarno razmerje
lipidi/protein) je 500, 100 in 10 (stolpci z enobarvnim polnilom). Za kontrolo smo suspenzijo titrirali s 150
mM NaCl, 20 mM HEPES pufrom, pH = 7,0 (stolpci s ¢rtkanim polnilom; Cnt). Vrednosti predstavljajo
povprecje in standardno napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta (za podrobnosti glej 3.8.4).

Figure 44: The changes in lipid order parameter (S) after titration of POPC vesicles with wild-type a-synuclein.
Aliquots of a-synuclein were titrated into suspensions of SUV at different temperatures (25 °C, 40 °C and 50
°C) to obtain R (lipid/protein molar ratio) 500, 100 and 10 (solid fill). For control, vesicles were titrated with
150 mM NaCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7.0 (dashed line; Cnt). Error bars represent the standard error from
at least two independent experiments (see 3.8.4 for details).
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Slika 45: Spremembe ureditvenega parametra (S) po titraciji DPPG veziklov z divjim tipom a-sinukleina.
Vezikle smo s proteinom titrirali pri temperaturi 25 °C, 40 °C in 50 °C do dosezenega R (molarno razmerje
lipidi/protein) je 500, 100 in 10 (stolpci z enobarvnim polnilom). Za kontrolo smo suspenzijo titrirali s 150
mM NaCl, 20 mM HEPES pufrom, pH = 7,0 (stolpci s ¢rtkanim polnilom; Cnt). Vrednosti predstavljajo
povprecje in standardno napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta (za podrobnosti glej 3.8.4).

Figure 45: The changes in lipid order parameter (S) after titration of DPPG vesicles with wild-type a-synuclein.
Aliquots of a-synuclein were titrated into suspensions of SUV at different temperatures (25 °C, 40 °C and 50
°C) to obtain R (lipid/protein molar ratio) 500, 100 and 10 (solid fill). For control, vesicles were titrated with
150 mM NaCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7,0 (dashed line; Cnt). Error bars represent the standard error from
at least two independent experiments (see 3.8.4 for details).
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Slika 46: Spremembe ureditvenega parametra (S) po titraciji POPG veziklov z divjim tipom a-sinukleina.
Vezikle smo s proteinom titrirali pri temperaturi 25 °C, 40 °C in 50 °C do dosezenega R (molarno razmerje
lipidi/protein) je 500, 100 in 10 (stolpci z enobarvnim polnilom). Za kontrolo smo suspenzijo titrirali s 150
mM NaCl, 20 mM HEPES pufrom, pH = 7,0 (stolpci s ¢rtkanim polnilom; Cnt). Vrednosti predstavljajo
povprecje in standardno napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta (za podrobnosti glej 3.8.4).

Figure 46: The changes in lipid order parameter (S) after titration of POPG vesicles with wild-type a-synuclein.
Aliquots of a-synuclein were titrated into suspensions of SUV at different temperatures (25 °C, 40 °C and 50
°C) to obtain R (lipid/protein molar ratio) 500, 100 and 10 (solid fill). For control, vesicles were titrated with
150 mM NaCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7.0 (dashed line; Cnt). Error bars represent the standard error from
at least two independent experiments (see 3.8.4 for details).
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Slika 47: Spremembe ureditvenega parametra (S) po titraciji DPPC:DPPG 1:1 veziklov z divjim tipom a-
sinukleina. Vezikle smo s proteinom titrirali pri temperaturi 25 °C, 40 °C in 50 °C do doseZenega R (molarno
razmerije lipidi/protein) je 500, 100 in 10 (stolpci z enobarvnim polnilom). Za kontrolo smo suspenzijo titrirali
s 150 mM NacCl, 20 mM HEPES pufrom, pH = 7,0 (stolpci s ¢rtkanim polnilom; Cnt). Vrednosti predstavljajo
povprecje in standardno napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta (za podrobnosti glej 3.8.4).

Figure 47: The changes in lipid order parameter (S) after titration of DPPC:DPPG 1:1 vesicles with wild-type
a-synuclein. Aliquots of a-synuclein were titrated into suspensions of SUV at different temperatures (25 °C,
40 °C and 50 °C) to obtain R (lipid/protein molar ratio) 500, 100 and 10 (solid fill). For control, vesicles were
titrated with 150 mM NaCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7.0 (dashed line; Cnt). Error bars represent the
standard error from at least two independent experiments (see 3.8.4 for details).
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Slika 48: Spremembe ureditvenega parametra (S) po titraciji DPPC:DPPG 1:1 veziklov z a-sinukleinom Y39A.
Vezikle smo s proteinom titrirali pri temperaturi 25 °C, 40 °C in 50 °C do dosezenega R (molarno razmerje
lipidi/protein) je 500, 100 in 10 (stolpci z enobarvnim polnilom). Za kontrolo smo suspenzijo titrirali s 150
mM NaCl, 20 mM HEPES pufrom, pH = 7,0 (stolpci s ¢rtkanim polnilom; Cnt). Vrednosti predstavljajo
povprecje in standardno napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta (za podrobnosti glej 3.8.4).
Figure 48: The changes in lipid order parameter (S) after titration of DPPC:DPPG 1:1 vesicles with Y39A a-
synuclein. Aliquots of a-synuclein were titrated into suspensions of SUV at different temperatures (25 °C, 40
°C and 50 °C) to obtain R (lipid/protein molar ratio) 500, 100 and 10 (solid fill). For control, vesicles were
titrated with 150 mM NaCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7.0 (dashed line; Cnt). Error bars represent the
standard error from at least two independent experiments (see 3.8.4 for details).
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4.4.4 Permeabilizacija veziklov

Z uporabo metode sproséanja fluorescenénega barvila kalceina iz SUV smo preverili
permeabilizacijsko sposobnost WT a-sinukleina in mutant. Liposome razli¢ne lipidne
sestave smo inkubirali s proteini in spremljali spros¢anje barvila, ki se odraza v poviSanju
fluorescenéne intenzitete. Merili smo fluorescen¢no intenziteto po 20 min inkubaciji.
Sproscanje kalceina iz SUV inducirano z a-sinukleinom je relativno hitro (slika 49), v 20
min je proces zakljucen. Hitrostni profil spros¢anja barvila ima zacetno hitro fazo in nato
pocasnej$o fazo. Sprosc¢anje kalceina je tudi koncentracijsko odvisno in je najvecje pri
molarnem razmerju lipidi/protein (R) je 10, ko je koncentracija proteina 13 uM. Membrana
POPG, ki je negativno nabita, je zelo permeabilna za kalcein po dodatku a-sinukleina.
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Slika 49: Kinetika spro$¢anja kalceina iz 130 uM POPG SUV po dodatku divjega tipa a-sinukleina (R = 10,
100, 500). Meritve smo izvedli pri T =25 °C v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufru, pH = 7,0. Pus¢ica oznacuje
dodatek proteina. Vsaka krivulja predstavlja tri loene eksperimente (SD < 15 %).

Figure 49: Kinetics of calcein efflux from 130 uM POPG SUV as induced by WT a-synuclein (R = 10, 100,
500). Measurments were performed at T =25 °C in 150 mM NaCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7.0. Arrow
indicates protein addition. Each curve is representative of three separate experiments (SD < 15 %).

Na sliki 50 so prikazane permeabilnosti veziklov za kalcein po 20 min inkubaciji s proteini
pri razli¢nih temperaturah. Rezultati kazejo, da po dodatku a-sinukleina barvilo prepuscajo
le vezikli sestavljeni iz negativno nabitih fosfolipidov PG (ali ekvimolarne meSanice
DPPC:DPPG) pri temperaturi faznega prehoda ali v tekoCi neurejeni fazi. Vezikli iz
nevtralnih DPPC in POPC so bili odporni za protein WT in mutant Y39A in kalceina niso
prepuscali pri nobeni od temperatur (25 °C, 40 °C in 50 °C), torej niti v gel fazi niti v teko¢i
neurejeni fazi. Prav tako ni priSlo do znatne permeabilizacije negativno nabitih veziklov
DPPG ali mesanice DPPC:DPPG 1:1 pri temperaturi 25 °C, ko so lipidi v fazi gela. Pri
temperaturi faznega prehoda nasicenih lipidov (T =40 °C) in v tekoci neurejeni fazi (T = 50
°C) po 20 min inkubaciji z a-sinukleinom pride tako pri DPPC:DPPG 1:1 kot pri DPPG
veziklih do spros¢anja kalceina, ki je v slednjem primeru intenzivnejse (~95 % v primerjavi
z meSanico DPPC:DPPG, kjer je ~70 %). Permeabilnost veziklov je pri obeh temperaturah
priblizno enaka za obe lipidni sestavi. Permeabilnost DPPG veziklov pri 40 °C in 50 °C tudi
sovpada s permeabilnostjo POPG veziklov pri 45 °C. Permeabilnost POPG veziklov pri 25
°C je bila nekoliko nizja kot pri 45 °C. Permeabilnost veziklov za Y39A in Y(125,133,136)A
(v primeru POPG veziklov pri 25 °C) se ni razlikovala od permeabilnosti, ki jo inducira WT
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protein. Zaklju¢imo lahko, da a-sinuklein permeabilizira le negativno nabite lipide, ki se
nahajajo v obmocju faznega prehoda ali v teko¢i neurejeni fazi.
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Slika 50: Sprosc€anje kalceina iz SUV razli¢ne sestave po 20 min inkubaciji z divjim tipom (WT) a-sinukleina,
mutantom Y39A ali Y(125,133,136)A. Meritve smo izvedli v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufru, pH =7,0
pri razli¢nih temperaturah in R = 10. Vrednosti so normalizirane in predstavljajo povpre¢je in standardno
napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta.

Figure 50: Calcein efflux from SUV of different lipid compositions induced by wild-type (WT), Y39A or
(125,133,136)A a-synuclein after 20 min incubation. Measurements were performed in 150 mM NaCl, 20 mM
HEPES buffer, pH = 7.0 at different temperatures and R = 10. Values are normalized, error bars represent the
standard error from at least two independent experiments.

4.4.5 Spremljanje faznih prehodov liposomov ob dodatku a-sinukleina

Z metodo diferencéne dinamic¢ne kalorimetrije (DSC) merimo spremembe v entalpiji in
temperaturi faznih prehodov lipidov iz gel v tekoce neurejeno stanje. Ostre fazne prehode v
ozkem temperaturnem obmocju imajo samo lipidni sistemi z nasi¢enimi mascobnimi
kislinami (Budai in sod., 2003). Ker v temperaturnem obmocju 0 - 100 °C v suspenziji
veziklov sestavljenih iz nenasi¢enih lipidov z DSC metodo ne moremo dolo¢iti faznih
prehodov, smo uporabili samo liposome pripravljene iz DPPC, DPPG in DPPC:DPPG 1:1.
Kot ze omenjeno (glej 4.4.1) imajo SUV nekooperativni fazni prehod v Sirokem
temperaturnem obmocju, zato je teZko realno ovrednotiti vpliv proteina na strukturo lipidov.
Namesto SUV smo zato uporabili multilamelarne vezikle (MLV). Posneli smo termograme
veziklov in veziklov v prisotnosti a-sinukleina pri R = 10. Iz prve meritve smo dolo¢ili
temperaturo in spremembo entalpije faznega prehoda. Drugo meritev smo uporabili za oceno
reverzibilnosti faznega prehoda iz gel v tekoce neurejeno stanje. DSC termogrami so
prikazani na sliki 51, v preglednici 6 pa so podane termodinamske vrednosti faznih prehodov
v prisotnosti a-sinukleina.

Fazni prehodi samih veziklov brez proteina so ozki, temperatura glavnega prehoda je v

obmocju 41 - 42 °C. Predprehod je opazen samo pri DPPC in DPPC:DPPG 1:1 veziklih,
medtem ko pri DPPG veziklih izgine. Kooperativnost prehoda rahlo pada v vrstnem redu
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DPPC, DPPC:DPPG in DPPG. Sprememba entalpije prehoda je za DPPC =~ DPPC:DPPG
1:1, vrednosti za DPPG pa so nekoliko nizje.

Dodatek a-sinukleina k DPPC lipidom pri R = 10 ni bistveno vplival na fazni prehod lipidov,
saj tako temperatura kot entalpija faznega prehoda ostaneta nespremenjeni, prav tako
predprehod.

40+——DPPC 40 —— DPPC:DPPG 40+——DPPG
——DPPC+ WT —— DPPC:DPPG + WT ——DPPG +WT
—— DPPC:DPPG + Y39A

Q 304 E 304 9 304
= g 2
E = £

- | - 204
'?f, 20 2 20 2 20
A A =
(- [-% A

4 O 104 = 04
%I) 10 v 10 v 10

0 N J 0 0
T T T T T T T T T
30 35 40 45 50 30 35 40 45 50 30 35 40 45 50
T (°C) T (°C) T (°C)

Slika 51: DSC termogrami multilamelarnih veziklov brez in v prisotnosti a-sinukleina, posneti v 150 mM
NaCl, 20 mM HEPES pufru, pH = 7,0. Posneli smo termograme od 10 do 70 °C pri R = 10.

Figure 51: DSC thermograms of the multillamelar lipid vesicles in the absence and presence of a-synuclein in
150 mM NaCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7.0. The thermograms from 10 to 70 °C were recorded at R = 10.

Preglednica 6: Termodinamski profili faznih prehodov multilamelarnih veziklov v prisotnosti in brez o-
sinukleina. T, temperatura prehoda iz gel v tekoCe neurejeno stanje; AHca, entalpija prehoda iz gel v tekoce
neurejeno stanje.

Table 6: Thermodynamic profiles of the phase transitions of the multillamelar lipid vesicles in the presence
and absence of a-synuclein. Ty, temperature of the gel-to-liquid crystalline phase transition; AHca, enthalpy of
the gel-to-liquid crystalline phase transition.

Vzorec Tm (°C) AHcal (kJ/mol)
DPPC 41,8+0,5 29,7+3,0
DPPC + WT 41,8+ 0,5 30,3+ 3,0
DPPC:DPPG 1:1 41,9+0,5 31,2+3,0
DPPC:DPPG 1:1 + WT 44,6 + 0,5 32,8+3,0
DPPC:DPPG 1:1 + Y39A 44,5+ 0,5 319+3,0
DPPG 41,0+0,5 24,6 £3,0
DPPG + WT 42,4+0,5 21,0 £3,0

Do sprememb v termodinamskih parametrih prehoda pride, ko so v veziklih prisotni anionski
fosfolipidi. Tako pri DPPG:DPPC 1:1 kot pri DPPG veziklih je a-sinuklein WT povzrodil
termi¢no stabilizacijo lipidov ter zmanjSal kooperativnost prehoda (prehod obsega Sirse
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temperaturno obmocje). Pri DPPC:DPPG 1:1 veziklih predprehod izgine, Tm se zviSa za ~3
°C, medtem ko je vpliv na entalpijo glavnega faznega majhen. Opazimo pojav novih vrhov,
od tega najman;js$i vrh ustreza Tm samih lipidov brez proteina. U¢inek mutanta Y39A na fazni
prehod DPPC:DPPG 1:1 veziklov se ni razlikoval od u¢inka proteina WT. Pri DPPG veziklih
pa nasprotno od DPPC:DPPG 1:1 pride do znizanja entalpije faznega prehoda, prehod
postane manj kooperativen, Tm se zvisa za ~1,5 °C. Drugi DSC termogram WT a-sinukleina
se je razlikoval od prvega, ki je prikazan na sliki 51, kar kaze na to, da proces ni popolnoma
reverzibilen pri segrevanju do temperature 70 °C. Termicna stabilizacija (zvisanje Tm)
veziklov pomeni, da protein stabilizira gel stanje.

4.4.6 Interakcija a-sinukleina z gangliozidi

Porocali so, da pride ob interakciji a-sinukleina s SUV, ki vsebujejo doloCene gangliozide,
do tvorbe a-vijacne strukture (Martinez in sod., 2007). Da bi dolodili ali a-sinuklein
specificno interagira z gangliozidoma GM1 in GM3 in preverili vlogo Tyr39 pri taksni
morebitni vezavi (Di Pasquale in sod., 2010; Fantini in Yahi, 2011), smo s CD
spektroskopijo opazovali spremembe v [f]220 a-sinukleina WT in mutanta Y39A v
prisotnosti SUV sestavljenih iz 2:1 (mol:mol) meSanice DPPC ali DPPG z izbranim
gangliozidom. Meritve smo izvedli pri temperaturi 25 °C in 50 “C. Poskuse smo izvedli pri
R =10.

Slika 52 prikazuje vpliv inkubacije WT in Y39A proteina z vezikli iz mesanice nevtralnega
DPPC z GMI1 ali GM3, na tvorbo a-vijacne strukture. Kot Ze prikazano (slika 33), je CD
spekter a-sinukleina WT in Y39A v prisotnosti DPPC veziklov tako pri 25 °C kot 50 °C
tipien za neurejeno strukturo, kar potrjuje odsotnost interakcije proteinov s temi lipidi.
Inkubacija proteina z DPPC:GM3 2:1 vezikli pri 25 °C ni inducirala znatne spremembe v
vrednosti elipticnosti pri 220 nm, medtem ko je bila elipti¢nost pri isti temperaturi nekoliko
nizja v primeru DPPC:GM1 2:1 veziklov. V primeru DPPC:GM1 veziklov je inkubacija
vzorcev pri 50 °C, ko je membrana v teko¢i neurejeni fazi, vodila do majhnega povecanje
koli¢ine a-vija¢ne strukture, medtem ko vpliv poviSane temperature na DPPC:GM3 ni
signifikanten. Znizanje elipti¢nosti pri mutanti Y39A je bilo v vseh primerih primerljivo s
tistim pri proteinu WT.

Anionski DPPG vezikli so inducirali tvorbo a-vijacnice tako pri proteinu WT kot Y39A, pri
cemer je bil deleZ vijacnice signifikantno visji pri 50 °C, ko so lipidi v teko¢i neurejeni fazi
(slika 35). Kot pri¢akovano, pride v primeru DPPG:gangliozid do ve¢jega porasta a-vijacne
strukture kot v primeru meSanice gangliozidov z nevtralnimi DPPC (slika 53). Trend
znizanja vrednosti [6]220 je podoben kot pri DPPC:gangliozid. Najmanjse znizanje [d]220 je
induciral GM3 pri 25 °C, nato pa sledijo po vrsti GM1 pri 25 °C, GM3 pri 50 °C in GM1 pri
50 °C. Tudi v tem primeru se znizanje [#]220 med proteinom WT in mutantom Y39A ni
znatno razlikovalo. Ze pri 25 °C, ko je membrana v fazi gela, je prislo v primerjavi s 100 %
DPPG pri DPPG:GM1 2:1 do zniZanja [#]220, medtem ko je bil delez vijacnice pri 50 °C med
obema lipidnimi sestavama primerljiv. Ti rezultati kazejo na vecjo afiniteto proteina do GM1
kot DPPG v fazi gela, medtem ko pride v teko¢i neurejeni fazi verjetno do saturacije in
indukcije maksimalne koli¢ine a-vijacnice. Nasprotno pa meSanica DPPG:GM3 2:1 ni
vplivala na tvorbo vijaéne strukture pri 25 °C. Do znizanja elipti¢nosti pri 220 nm je priSlo
pri 50 °C, vendar pa je bil delez vijacnice niZji kot v primeru Cistth DPPG o0z. meSanice

83



Pirc K. Molekulski mehanizem vezave a-sinukleina na lipidne membrane.
Doktorska disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

DPPG:GML1. Na osnovi teh meritev lahko sklepamo, da a-sinuklein ne interagira z GM3 in
je manj$i delez inducirane vija¢ne strukture posledica zmanjsanega deleza DPPG v veziklih.
Vendar pa je zanimivo, da je znizanje []220 vecje kot v primeru DPPC:DPPG 1:2 (slika 38).
DPPG:GM3 2:1 in DPPC:DPPG 1:2 vezikli vsebujejo isti molski delez DPPG. Ce torej
prisotnost GM3 ne bi vplivala na koli¢ino inducirane vijacnice, bi pricakovali podobno
znizanje [6]220 v obeh primerih.
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Slika 52: CD spektri divjega tipa (WT) o-sinukleina in mutanta Y39A posneti v daljnem UV-obmodju v
prisotnosti DPPC:GM1 2:1 in DPPC:GM3 2:1 SUV. Spektre smo posneli pri temperaturi 25 °C in 50 °C.
Meritve smo izvedli v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufru, pH = 7,0.

Figure 52: Far-UV CD spectra of wild-type (WT) a-synuclein and Y39A mutant in the presence of DPPC:GM1
2:1 and DPPC:GM3 2:1 SUVs. Measurements were performed at 25 °C and 50 °C in 150 mM NaCl, 20 mM
HEPES buffer, pH = 7.0.
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Slika 53: CD spektri divjega tipa (WT) o-sinukleina in mutanta Y39A posneti v daljnem UV-obmodju v
prisotnosti DPPG:GM1 2:1 in DPPG:GM3 2:1 SUV. Spektre smo posneli pri temperaturi 25 °C in 50 °C.
Meritve smo izvedli v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufru, pH = 7,0.

Figure 53: Far-UV CD spectra of wild-type (WT) a-synuclein and Y39A mutant in the presence of DPPG:GM1
2:1 and DPPG:GM3 2:1 SUVs. Measurements were performed at 25 °C and 50 °C in 150 mM NaCl, 20 mM
HEPES buffer, pH = 7.0.
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Na sliki 54 so prikazane permeabilnosti DPPG:GM1 2:1 in DPPG:GM3 2:1 veziklov za
kalcein po 20 min inkubaciji z a-sinukleinom WT. Kalcein se iz veziklov spros¢a predvsem
pri 50 °C, ob ¢emer je bilo spros¢anje vecje (~100 %) v primeru veziklov, ki vsebujejo
gangliozid GML1. V primeru DPPG:GM3 veziklov je pri 50 °C prislo do sprostitve ~75 %
barvila. a-Sinuklein je povzrocil manjSo permeabilnost SUV pri 25 °C, ko je membrana v
fazi gela (~ 11 % pri DPPG:GML1 in ~7 % pri DPPG:GM3).
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Slika 54: Sprosc¢anje kalceina iz SUV sestavljenih iz DPPG:GM1 2:1 ali DPPG:GM3 2:1 po 20 min inkubaciji
z divjim tipom a-sinukleina. Meritve smo izvedli v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufru, pH = 7,0, pri
temperaturi 25 °C in 50 °C in R = 10. Vrednosti so normalizirane in predstavljajo povpre¢je in standardno
napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta.

Figure 54: Calcein efflux from SUVs composed of DPPG:GM1 2:1 or DPPG:GM3 2:1 induced by wild-type
a-synuclein after 20 min incubation. Measurements were performed at 25 °C and 50 °C in 150 mM Nacl, 20
mM HEPES buffer, pH = 7.0, and R = 10. Values are normalized, error bars represent the standard error from
at least two independent experiments.

4.5 INHIBICIJA FIBRILACHE a-SINUKLEINA

In vitro smo testirali sposobnost §tirih izbranih spojin za inhibicijo fibrilacije a-sinukleina.
Kot izbrane spojine smo izbrali tri strukturno raznolike flavonoide (kvercetin (Q),
epigalokatehin galat (EGCG), cianidin-3-glukozid (C3G)) in alkaloid nikotin (N).
Strukturne formule vseh Stirih spojin so predstavljene na sliki 13. Eksperiment smo izvedli
tako, da smo 70 uM a-sinuklein WT ve¢ dni inkubirali s 300 pM testiranimi spojinami.
Tvorbo fibril smo zasledovali s fluorescenco ThT (slika 55). Pred za¢etkom eksperimenta (t
= () in po konc¢ani 5-dnevni inkubaciji smo z NaDS-PAGE preverili tudi koli¢ino topnega
proteina v vzorcih (slika 56).

Slika 55 prikazuje spremembe v intenziteti emisijske fluorescence ThT, iz katerih lahko
sklepamo o hitrosti fibrilacije a-sinukleina. Casovni potek fibrilacije proteina brez dodane
izbrane spojine (Cnt) kaZe tipicen sigmoidni profil z zacetno lag fazo, ki ji sledi faza rasti
fibril in se konc¢a z ravnotezno fazo. Inhibitorni u¢inek testiranih spojin bi se lahko odrazal
v podaljsanju lag faze in/ali znizanju intenzitete fluorescence ThT, kar bi kazalo na tvorbo
manjSe koli¢ine fibril v primerjavi s samim proteinom brez dodanih testiranih spojin (Cnt).
Zaradi obCasnega neskladja med ThT signalom in prisotnostjo fibril (Meng in sod., 2010;
tudi nasi rezultati (primerjaj 4.3.1 in 4.3.4)), so predlagali, da se kot inhibitorni u¢inek (vsaj
v primeru flavonoidov, ki bi lahko tudi ugasnili fluorescenco ThT) upoSteva zgolj
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podaljsanje lag faze (Meng in sod., 2010). Glede na nespremenjeni ThT signal po 5-dnevni
inkubaciji proteina z izbranimi spojinami, lahko sklepamo, da vsi trije flavonoidi (Q, EGCG,
C3G) pri molarnem razmerju flavonoid/protein 4,2 popolnoma inhibirajo fibrilacijo o-
sinukleina. Nasprotno pa je ThT fluorescenca v primeru inkubacije proteina z nikotinom (N)
celo visja kot v primeru Cnt, medtem ko dolzina lag faze ostane nespremenjena.
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Slika 55: Vpliv izbranih spojin na kinetiko fibrilacije a-sinukleina. Protein (70 pM) smo brez (Cnt) ali v
prisotnosti izbranih spojin (300 uM) inkubirali v 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufru, pH =7,0. Q (kvercetin);
EGCG (epigalokatehin galat); C3G (cianidin-3-glukozid); N (nikotin).

Figure 55: Effect of selected compounds on fibrillation kinetics of a-synuclein. Protein (70 puM) without (Cnt)
or in the presence of selected compounds (300 M) was incubated in 150 mM NaCl, 20 mM HEPES buffer,
pH = 7.0. Q (quercetin); EGCG (epigallocatechin gallate); C3G (cyanidin-3-glucoside); N (nicotine).

S kemi¢nim povezovanjem (2,5 % glutaraldehid) in NaDS-PAGE (glej 3.4.2 in 3.4.3) smo
analizirali topne proteinske zvrsti v vzorcih. 1z slike 56A je razvidno, da dodatek izbranih
spojin (t = 0) ne vpliva na intrinzi¢no porazdelitev zvrsti a-sinukleina. Kot je prikazano ze
na sliki 24, so poleg monomerne oblike (~15 kDa) prisotne tudi manj$e koli¢ine na NaDS-
neodpornih dimerov (~35 kDa; te proteinske lise so vidne le pri z glutaraldehidom tretiranih
vzorcih) in neznatne koli¢ine vis§jih oligomerov. Da bi preverili inhibitorni u¢inek izbranih
spojin na fibrilacijo a-sinukleina, smo po konc¢ani 5-dnevni inkubaciji vzorce centrifugirali
(24.000 g, 30 min, 20 °C), da smo se znebili morebitnih zrelih fibril, in ovrednotili koli¢ino,
porazdelitev in stabilnost topnih proteinskih zvrsti v supernatantu. V kontrolni liniji (Cnt) je
opazna samo Sibka proteinska lisa, ki ustreza velikosti monomera. To kaze, da je vecina
proteina netopnega in skupaj s ThT signalom (slika 55) potrjuje tvorbo fibril. Prav tako je
priSlo do porabe topnega proteina v prisotnosti nikotina (N), kar kaze, da N ne zavira
fibrilacije a-sinukleina. Nasprotno pa je v prisotnosti flavonoidov (Q, EGCG, C3G), ki jih
glede na ThT profil (slika 55) lahko ozna¢imo kot mo¢ne inhibitorje, prakticno ves protein
prisoten v supernatantu. Proteinske lise, ki ustrezajo monomeru so mnogo intenzivnejse kot
pri kontroli (slika 56B) in jih lahko primerjamo z intenzivnostjo lis pred inkubacijo (slika
56A). Ti rezultati potrjujejo ucinkovito inhibicijo tvorbe fibril in/ali drugih visoko
molekularnih agregatov. Glede na porazdelitev proteinskih zvrsti lahko sklepamo, da vsi
trije flavonoidi stabilizirajo predvsem monomerno obliko proteina (slika 56B). Pri Q in
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EGCG se tvori Se nekaj visjih oligomerov (lisa na vrhu gela), medtem ko pri C3G opazimo
Sibko liso, ki ustreza dimerni obliki. Ti vi§ji oligomeri so odporni na NaDS, saj so proteinske
lise vidne tudi pri nepovezanih vzorcih (slika 56B).
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Slika 56: NaDS-PAGE kemi¢no ne-povezanega in povezanega a-sinukleina brez ali z dodanimi izbranimi
spojinami. (A) NaDS-PAGE proteinskih vzorcev pred 5-dnevno inkubacijo. (B) NaDS-PAGE supernatanta
centrifugiranih proteinskih vzorcev po koncani 5-dnevni inkubaciji. Proteine smo kemicno povezali z
glutaraldehidom. Q (kvercetin); EGCG (epigalokatehin galat); C3G (cianidin-3-glukozid); N (nikotin); Cnt
(kontrola).

Figure 56: SDS-PAGE of non-crosslinked and crosslinked protein samples without or in the presence of
selected compounds. (A) SDS-PAGE of the protein sample before the 5-day incubation. (B) SDS-PAGE of the
supernatant fraction after 5-day incubation. Glutaraldehyde was used as a chemical cross-linker. Q (quercetin);
EGCG (epigallocatechin gallate); C3G (cyanidin-3-glucoside); N (nicotine); Cnt (control).

4.6 PREHOD SKOZI KRVNO-MOZGANSKO PREGRADO IN ZASCITA NEVRONOV

Po dolocitvi sposobnosti inhibicije fibrilacije a-sinukleina (glej 4.5) smo dolocili Se
sposobnost prehajanja teh spojin preko modela BBB (t.j. krvno-mozganske pregrade) in
testirali njihov zasc¢itni ucinek na nevrone v pogojih induciranega oksidativnega stresa.
Doloc¢ili smo tudi antioksidativno u¢inkovitost izbranih spojin.
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4.6.1 Antioksidativna ucinkovitost in stabilnost izbranih spojin

V preglednici 7 so navedene antioksidativne u¢inkovitosti (AOU) izbranih spojin, ki smo jih
dolocili z DPPH testom in izrazili kot TEAC, tj. kot koncentracijo troloxa, ki ima
ekvivalentni u¢inek kot 1 mM testirana spojina. Med vsemi izbranimi spojinami se je kot
najboljsi antioksidant izkazal EGCG s 4,3x vi§jo AOU od troloxa. Tudi Q in C3G kazeta
nekoliko vi§jo AOU od troloxa, medtem ko pri nikotinu nismo zaznali antioksidativnega
ucinka.

Preglednica 7: Antioksidativna uéinkovitost (AOU) izbranih spojin. AOU smo dolo¢ili z DPPH testom in
izrazili kot ekvivalent AOU troloxa (TEAC). Q (kvercetin); EGCG (epigalokatehin galat); C3G (cianidin-3-
glukozid); N (nikotin).

Table 7: Antioxidant capacity of selected compounds. Antioxidant capacity is expressed as trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC) determined by DPPH radical scavenging assay. Q (quercetin); EGCG
(epigallocatechin gallate); C3G (cyanidin-3-glucoside); N (nicotine).

spojina TAEC (mM)
Q 1,69 + 0,20
EGCG 4,29+0,16
C3G 1,12+0,02
N nismo zaznali

Nadalje smo preverili stabilnost izbranih spojin pri pogojih uporabljenih pri testiranju
prehoda spojin preko modela BBB (glej 4.6.2) in dolo¢itvi zas¢itnega ucinka na nevrone
(glej 4.6.4). V ta namen smo vse tri flavonoide (Q, EGCG, C3G) pri 37 °C inkubirali v
Ringer-HEPES pH 7,4 ali v Neurobasal mediju ter v doloc¢enih Easovnih intervalih
dolocevali AOU (slika 57) in koncentracijo spojin (slika 58).
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Slika 57: Casovna odvisnost antioksidativne u¢inkovitosti (AOU) izbranih spojin v Ringer-HEPES pH 7,4 in
v mediju Neurobasal. Inkubacijo smo izvedli pri 37 “C. AOU smo izrazili kot odstotek znizanja absorbance
DPPH’" (glej 3.12.2). Q (kvercetin); EGCG (epigalokatehin galat); C3G (cianidin-3-glukozid); N (nikotin).
Figure 57: Time-dependent antioxidant capacity of selected compounds in Ringer-HEPES pH 7,4 and in
Neurobasal media. Incubations were performed at 37 °C and the antioxidant capacity (AOU) was expressed as
the percentage of DPPH" absorbance reduction (see 3.12.2 for details). Q (quercetin); EGCG (epigallocatechin
gallate); C3G (cyanidin-3-glucoside); N (nicotine).
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Inkubacija ima najmanjsi vpliv na AOU C3G, saj ostane le-ta prakti¢cno nespremenjena v
Ringer-HEPES pH 7,4, v mediju Neurobasal pa za¢ne po 3 h inkubaciji pocasi upadati,
vendar pa po 48 h inkubaciji Se vedno znasa ~46 % zacetne AOU. Do najhitrejSega padca
AOU je prislo v primeru EGCG, saj se je AOU spojine po 6 h inkubaciji v Ringer-HEPES
pH 7,4 znizala za 45 %, medtem ko je bilo znizanje v mediju Neurobasal se veéje (62 %).
Po 48 h inkubaciji je AOU EGCG v Neurobasal znasala le 14 % zacetne AOU. Med prvimi
6 h je bil Q v Ringer-HEPES pH 7.4 relativno stabilen (obdrzal je 90 % zacetne AOU),
medtem ko se je AOU Q hitreje znizala v mediju Neurobasal (64 % zacetne AOU). Po 48 h
inkubaciji v mediju Neurobasal je Q obdrzal 36 % zacetne AOU.
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Slika 58: Casovna odvisnost koncentracije izbranih spojin v Ringer-HEPES pH 7,4 in mediju Neurobasal.
Inkubirali smo pri 37 °C. Koncentracijo kvercetina (Q), epigalokatehin galata (EGCG) in cianidin-3-glukozida
(C3G) smo dolocili s HPLC (glej 3.11.2).

Figure 58: Time-dependent concentration of selected compounds in Ringer-HEPES pH 7.4 and in Neurobasal
media. Incubations were performed at 37 °C and the concentrations of quercetin (Q), epigallocatechin gallate
(EGCG) and cyanidin-3-glucoside (C3G) were determined by HPLC system (see 3.11.2 for details).

Med inkubacijo flavonoidov v Ringer-HEPES pH 7,4 in Neurobasal mediju pride do razpada
vseh treh spojin (slika 58). Najhitreje razpade EGCG, ki ga v Neurobasal nismo ve¢ zasledili
ze po 1 h inkubaciji in v Ringer-HEPES pH 7,4 po 2 h inkubaciji. Q se razgrajuje po€asneje
od EGCG, in sicer ga po 6 h inkubaciji v Ringer-HEPES pH 7,4 ostane 10 % zacetne
koli¢ine, v Neurobasal pa le 2 %. Podobno kot velja v primeru AOU, je tudi za degradacijo
najmanj dovzeten C3G. Po 6 h inkubaciji v Ringer-HEPES pH 7,4 smo dolo¢ili 62 % zacetne
koncentracije C3G, v Neurobasal pa smo ga zasledili tudi po 24 h inkubaciji (15 % zacetne
vrednosti).

Kot pri¢akovano, je bil nikotin stabilen v obeh medijih in se njegova koncentracija med 24
h inkubacijo ni znizala (rezultati niso prikazani).

4.6.2 Transport izbranih spojin skozi krvno-mozgansko pregrado

Ucinkovitost transporta izbranih spojin skozi BBB smo testirali z modelom HBMEC.
Predhodno so opazili, da so izbrane spojine v dolocenih rastnih medijih (RPMI, DMEM,
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HBSS) zelo nestabilne (dr. Lea Pogac¢nik, osebni razgovor), zato smo kot celi¢ni medij
izbrali raztopino Ringer-HEPES pH 7,4. 100 uM raztopino izbrane spojine v Ringer-HEPES
pH 7,4 smo dodali na apikalno stran celic in 6 h (ter v primeru EGCG 1 h in nikotina 24 h)
spremljali koncentracijo spojine v apikalnem in bazolateralnem predelku. Po inkubaciji smo
s HPLC analizirali raztopini iz obeh predelkov. Takoj po konanem eksperimentu smo z
meritvami TEER (priloga G) in dolocitvijo permeabilnosti celicnega monosloja za Na-F (Pe)
(priloga H) ovrednotili tudi integriteto HBMEC monosloja. Z izjemo Q ni nobena od
izbranih spojin poSkodovala BBB modela (TEER vrednosti po inkubaciji niso bile znacilno
nizje in Pe vrednosti niso bile znacCilno visje od kontrolnih vrednosti). Ker je 100 uM
koncentracija Q poskodovala celice (prilogi G in H), smo dodatno testirali tudi niZje
koncentracije (50, 25 in 10 uM). Samo najnizja, 10 uM koncentracija Q, s katero smo celice
tretirali 1 h, ni poSkodovala HBMEC monosloja. V primeru N smo zaradi visoke stabilnosti
spojine in predvidoma hitrega prehoda v mozganski parenhim, poleg 100 uM koncentracije
testirali tudi 50 uM raztopino.
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Slika 59: Casovna odvisnost transporta izbranih spojin skozi celice linije HBMEC. Celice, ki so rasle na
poroznih insertih smo za razli¢na ¢asovna obdobja tretirali s 100 pM epigalokatehin galatom (EGCG) ali
cianidin-3-glukozidom (C3G), ter s 50 uM in 100 uM nikotinom (N). Raztopine iz apikalnega in
bazolateralnega predelka smo analizirali s HPLC. Rezultate smo izrazili kot ucinkovitost transporta (%),

izracunano kot opisano v 3.11.3.
Figure 59: Time-dependent transport efficiency of selected compounds across HBMEC line. Cells grown in

transwell inserts were treated for several time periods with 100 uM epigallocatechin gallate (EGCG) or
cyanidin-3-glucoside (C3G), as well as with 50 uM and 100 uM nicotine (N); solutions from apical and
basolateral compartments were collected for HPLC analysis and results expressed as transport efficiency (%),
calculated as described in 3.11.3.
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Slika 59 prikazuje ucinkovitost transporta EGCG, C3G in N pri pogojih, ki ne vodijo v
poskodbo HBMEC monosloja. Vse tri testirane spojine ucinkovito preckajo BBB model,
vendar pa je kinetika prehoda med spojinami razli¢na. Najhitrej$i transport smo opazili v
primeru EGCG, kjer je ve¢ kot 40 % spojine preckalo HBMEC monosloj v 1 uri. Kinetika
prehoda je bila v primeru C3G veliko pocasnejsa, saj je v 1 h bazolateralni razdelek dosegel
le 1 % spojine, v 6 h pa 8,5 %. V primeru 50 uM N je 3,2 % spojine preckalo monosloj po
1h, 17,7 % po 6 hin 35,5 % po 24 h inkubaciji. Kinetika prehoda je bila v primeru 100 uM
N celo hitrej$a; 3 % spojine je celice preslo po 1 h, 21 % po 6 h in 63 % po 24 h inkubaciji.

Kot pri¢akovano, je Q pri koncentracijah, ki so poskodovale monosloj HBMEC, hitro
dostopal do bazolateralne strani, medtem ko ga v primeru 10 uM koncentracije po 1 h
inkubaciji nismo zaznali v bazolateralnem razdelku.

4.6.3 Celi¢ni privzem izbranih spojin

Preverili smo tudi sposobnost endotelijskih celic, da privzamejo izbrane spojine (rezultati so
v preglednici 8). 1zmed izbranih spojin smo po 1 h inkubaciji v celicah zasledili le Q in C3G.
Ne moremo pa izkljuciti moznosti, da bi lahko bila koncentracija EGCG zaradi nizke
stabilnosti spojine (glej 4.6.1) pod mejo dolocanja. Pomembno je poudariti, da smo najvisje
vrednosti zaznali v primeru Q, ki je ali poSkodoval ali pa ni prehajal BBB pri
eksperimentalnih pogojih.

Preglednica 8: Celi¢ni privzem izbranih spojin v celice HBMEC po 1 h inkubaciji. Koncentracije izbranih
spojin smo doloéili, kot je opisano v 3.11.3.2.

Table 8: Cellular uptake of selected compounds by HBMEC afterl h incubation period. Concentration of
selected compounds was evaluated as described in 3.11.3.2.

spojina mg/g protein
Q 1,33+ 0,22
EGCG nismo zaznali
C3G 0,27 £ 0,04
N nismo zaznali

4.6.4 Zascitni ucinek izbranih spojin na nevrone

Zas¢itni ucinek izbranih spojin (Q, EGCG, C3G, N) na nevrone v pogojih oksidativnega
stresa smo testirali z uporabo primarne nevronske kulture iz podganjega mozganskega
korteksa (glej 3.11.1.2). Glede na rezultate ¢asovno-odvisne u¢inkovitosti transporta preko
modela BBB (slika 59) in v skladu s koli¢inami, ki bi eventuelno lahko bile prisotne v
mozganskem parenhimu (Ishisaka in sod., 2011; Lambert in sod., 2006; Miyazawa in sod.,
1999), smo testirali 1 uM in 50 uM raztopine izbranih spojin v mediju Neurobasal. Kljub
temu, da pri Q nismo dolocili prehajanja skozi celice HBMEC (glej 4.6.2), smo testirali tudi
to spojino, saj bi Q morda lahko dosegel mozgane brez poskodovanja BBB v koncentracijah,
ki so pod mejo nase detekcije.

Viabilnost nevronov znizata samo 50 uM koncentraciji Q in EGCG (slika 60A), kjer stopnja
nekrozi-podobne celi¢ne smrti doseze ~26 % (P < 0,01). Obe spojini sta pri isti koncentraciji
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povisali tudi stopnjo apoptozi-podobne celi¢ne smrti (P < 0,01 za Q in P < 0,05 za EGCG)
(slika 60C). Apoptoti¢no smrt nevronov sta inducirali tudi obe testirani koncentraciji C3G
(P < 0,05) (slika 60C). V nasprotju z viabilnostjo nevronov (slika 60A), je bila raven
apoptozi-podobne celi¢ne smrti pri vseh izbranih spojinah nizja (maksimalno ~11 % pri 1
uM C3G) (slika 60C).
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Slika 60: U¢inek izbranih spojin na za$¢ito nevronov V pogojih oksidativno-inducirane nekrozi-podobne in
apoptozi-podobne celi¢ne smrti. Primarno kulturo nevronov podganjega mozganskega korteksa smo pred
dolo¢itvijo celi¢ne viabilnosti (A) in apoptoze (C) (glej 3.11.4.1), za 48 h izpostavili 1 pM in 50 uM
koncentracijam kvercetina (Q), epigalokatehin galata (EGCG), cianidin-3-glukozida (C3G) in nikotina (N). V
sestrski kulturi nevronov smo po prvih 24 h z dodatkom 150 uM H»0O; inducirali oksidativno poskodbo in po
48 h dolodili celicno viabilnost (B) in apoptozo (D) (glej 3.11.4.1). Rezultate smo primerjali s kontrolnimi
celicami (Cnt), ki smo jih tretirali zgolj z medijem Neurobasal (A, C) ali 150 uM H.0; (B, D). **P < 0,01,
*P < 0,05 v primerjavi s kontrolo (Cnt).

Figure 60: Neuroprotective effects of selected compounds from oxidative-induced necrotic-like and apoptotic-
like cell death. Primary neuronal cultures from rat brain cortex were exposed to 1 uM and 50 uM concentrations
of quercetin (Q), epigallocatechin gallate (EGCG), cyanidin-3-glucoside (C3G) and nicotine (N) for 48 h
before evaluation of cell viability (A) and apoptosis (C) as described in 3.11.4.1. In sister cultures, 150 uM
H»0, was further added after the first 24 h to cause oxidative damage, and cell viability (B) and apoptosis (D)
were determined at 48 h as described above. Results were compared with control cells (Cnt) treated with vehicle
alone (A, C) or 150 uM H»0; (B, D), as appropriate. **P < 0.01, *P < 0.05 vs. respective control (Cnt).

Izpostavitev 150 uM H20> zvisa delez celi¢ne smrti v primarni kulturi nevronov. Nekrozi-
podobna celi¢na smrt se je poviSala na ~36 % in apoptozi-podobna na ~15 % (slika 60B, D).
Izmed izbranih spojin samo 50 uM koncentraciji Q (kot pri¢akovano) in C3G nista znacilno
znizali stopnje nekroticne smrti, inducirane z oksidativno poskodbo (slika 60B). Obe
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koncentraciji EGCG in 1 pM koncentacija N so znizale celi¢no smrt za ~40 % (1 uM EGCG
inN, P <0,01; 50 uM EGCG, P <0,05). 1 uM C3G je nekrozi-podobno celi¢no smrt znizal
za~37 % (P <0,05) in 50 uM N za ~31 % (P < 0,05). Tudi 1 uM Q je znizal nekroti¢no smrt
(za ~26 %, P < 0,05) (slika 60B). Obe koncentraciji EGCG sta zascitili nevrone tudi pred
apoptozi-podobno celi¢no smrtjo (slika 60D), in sicer je 1 uM koncentracija zmanjsala
odmiranje nevronov za ~37 % (P < 0,01) in 50 uM za ~27 % (P < 0,05). Apoptozi-podobno
celi¢no smrt so sicer najbolj znizali (~60 %) 1 uM Q in obe koncentraciji N (P < 0,01). V
vseh treh primerih je priSlo do znizanja apoptoti¢ne smrti nevronov na raven netretirane
kontrole, t.j. na ~6 % (P = 0,841 ob primerjavi z netretirano kontrolo).

Ti rezultati kot najbolj$i nevroprotektivni flavonoid izpostavljajo EGCG, ki mu sledi Q v
nizkih koncentracijah. Najmanj u¢inkovita spojina je bila C3G, ki je v nizkih koncentracijah
zascitila nevrone le pred nekrozi-podobno celi¢no smrtjo. Nevroprotektivne sposobnosti N
so primerljive z ali pa celo presegajo ucinkovitost EGCG.
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5 RAZPRAVA

5.1 1ZOLACIA PROTEINOV

Obstaja veC postopkov za izolacijo rekombinantnega o-sinukleina. Za vse je znacilna
izolacija iz grobega celicnega ckstrakta, ki ga lahko pridobimo s sonikacijo. Vecino
citoplazemskih proteinov nato obarjamo toplotno, z amonijevim sulfatom ali s kislo
precipitacijo, sledita pa zaporedni ionsko-izmenjevalna in gelska kromatografija (Weinreb
in sod., 1996; Narhi in sod., 1999; Giasson in sod., 1999). Za izolacijo smo uporabili
nekoliko spremenjeni postopek, ki so ga za a-Sinuklein WT optimizirali v skupini prof.
Antonyja Finka na Univerzi v Kaliforniji, Santa Cruz, ZDA in so ga predhodno za izolacijo
tako WT kot mutantov Tyr—Ala uporabili tudi Ulrih in sod. (2008). Po obarjanju z
amonijevim sulfatom smo proteine locili z ionsko-izmenjevalno kromatografijo. Nadaljna
lo¢ba z gelsko kromatografijo ni bila potrebna, saj smo se z intenzivno dializo znebili vecine
proteinskih necisto¢ (slika 20).

Izolacija primerno ociSéenega rekombinantnega o-sinukleina WT je v primerjavi s
kompleksno zvitimi globularnimi proteini precej preprosta, saj je protein nativno nezvit, ne
vsebuje Cys ostankov in je odporen tako na visoko temperaturo kot na poviSano
koncentracijo soli (Weinreb in sod., 1996; Jo in sod., 2000). Vendar pa se je v naSem primeru
izolacija izkazala kot zelo zahtevna. Glavni problem so predstavljali predvsem izjemno nizki
donosi, predvidoma zaradi agregacije proteina med dolgotrajnim izolacijskim postopkom.
Tako smo v nadaljevanju vse postopke izvajali pri 4 °C, razen kromatografske lo¢be, ki je
potekala pri 10 °C. Najzahtevnejsa je bila izolacija trojne tirozinske mutante, ki smo jo v
vecih poskusih uspeli izolirati le enkrat. O tezavah pri izolaciji Y(125,133,136)A so zZe
porocali (prof. dr. Natasa Poklar Ulrih, osebni razgovor). Presenetljivo pa je bil izkoristek
mutanta Y39A celo visji kot izkoristek proteina WT. To bi lahko kazalo na druga¢no zvitje
oz. konformacije vseh treh proteinov, Cesar pa v nadaljevanju nismo potrdili (glej 5.2). 1z 1
| bakterijske kulture lahko pridobimo od 10 - 80 mg ¢istega a-sinukleina (Weinreb in sod.,
1996). V povprecju smo pridobili maksimalno okoli 10 mg proteina na liter kulture.

5.2 ZACETNO STANJE a-SINUKLEINA V RAZTOPINI

V vecini Studij porocajo, da je izolirani rekombinantni a-sinuklein v monomerni
konformaciji. Pri tem se sklicujejo predvsem na analizo z NaDS-PAGE elektroforezo in SEC
filtracijo. Monomerni a-sSinuklein je nativno nezviti protein, ki ima v raztopini razli¢na
konformacijska stanja (Weinreb in sod., 1996; Bertoncini in sod., 2005; Dedmon in sod.,
2005). Vendar pa je nedavno ve¢ raziskav pokazalo, da je in vitro, in verjetno tudi in vivo,
a-sinuklein v dinami¢nem ravnoteZju med heterogenimi monomernimi in oligomernimi
konformacijami (Wu in Baum, 2010; Frimpong in sod., 2010; Wang in sod., 2011), kar $iri
skupino razlicnih konformacijskih stanj o-sinukleina tudi proti oligomernim oblikam
(Frimpong in sod., 2010; Moriarty in sod., 2013). Tudi Ulrih in sod. (2008) so na podlagi
nativne-PAGE 210 uM proteinov porocali, da so v raztopini tako a-sinukleina WT kot Tyr
mutanta prisotni tudi oligomeri, ob ¢emer pa bliznji-UV CD spekter ni pokazal tipi¢ne
terciarne strukture (Ulrih in sod., 2008). Tako smo najprej preverili ali mutacije Tyr—Ala
vplivajo na strukturo in/ali lastno agregacijsko teznjo a-sinukleina.
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Zamenjava Tyr z Ala bi lahko vplivala na strukturo a-sinukleina, saj je Ala v primerjavi s
Tyr manjSa in manj hidrofobna AK, ki je ne najdemo pogosto v B-strukturi. CD analiza je
pokazala, da v pufrski raztopini tako a-sinuklein WT kot mutant Tyr—Ala nimajo urejene
strukture (slika 21). Analiza s programom Contin kaze, da je delez a-vijacnice pri vseh treh
proteinih majhen (slika 22). Pri 25 °C vsebuje WT protein 8 £ 1,1 %, Y39A 4 £ 2,8 % in
Y (125,133,136)A 4 = 1,1 % a-vijacne strukture, povecana temperatura pa ne vpliva na
strukturo proteinov (slika 22). Rezultati za protein WT so primerljivi z ostalimi objavami
(Narayanan in Scarlata, 2001). Sekundarno strukturo mutantov Tyr—Ala so ze predhodno
dolo¢ili (Ulrih in sod., 2008; Rojko, 2009) in pokazali, da zamenjava Tyr39 z Ala nekoliko
zniza koli¢ino a-vijacne strukture, medtem ko se koli¢ina le-te nekoliko povisa pri trojni Tyr
mutanti. V naSem primeru je bila koli¢ina a-vija¢nice manjSa pri obeh mutantih. Vpliv N-
terminalnega Tyr na strukturo a-sinukleina je pricakovan, saj ima ta regija proteina sSama po
sebi teznjo do a-vija¢ne strukture tudi ob odsotnosti negativno nabitih fosfolipidov (Eliezer
in sod., 2001). Do odstopanja pri trojnem mutantu bi lahko prislo zaradi druga¢ne sestave
pufra, saj smo za razliko od prej$njih meritev (Ulrih in sod., 2008; Rojko, 2009) uporabili
150 mM NaCl, kar bi lahko vplivalo na konformacijo a-sinukleina.

Fibrile a-sinukleina so sestavljene iz karakteristiénega [3-strukturiranega jedra, ki ga tvorijo
AK ostanki ~30 do 100 (Slika 3) (Heise in sod., 2005; Qin in sod., 2007; Vilar in sod, 2008).
Razvili so vec ra¢unalniskih algoritmov, s pomocjo katerih lahko napovemo teznjo proteinov
za tvorbo amiloidne strukture. Algoritem TANGO, ki napoveduje B-agregacijske regije v
proteinu, kaze vecji vpliv aminokislinske zamenjave na mestu 39 na -agregacijo (slika 23).
To sovpada s strukturnim modelom fibrile (Heise in sod., 2005; Qin in sod., 2007; Vilar in
sod, 2008), kjer le Tyr39 sodeluje pri tvorbi navzkrizne B-strukture. NMR je pokazala, da so
spremembe, inducirane z mutacijo Y39A, omejene le na neposredno blizino tega Tyr
(Lamberto in sod., 2009).

Agregacija proteinov je neposredno odvisna od povrSinske hidrofobnosti. Ta lastnost je pri
a-sinukleinu $e posebej pomembna, saj imajo delno zviti intermediati in zacasni oligomeri,
ki so na glavni poti do fibrilacije (ang. on-pathway), za razliko od nestrukturiranega
monomera, na povrsini izpostavljena hidrofobna podro¢ja (Uversky in sod., 2001; Dusa in
sod., 2006). Kot je prikazano na sliki 27, niti WT niti mutanti niso vzbudili fluorescence
ANS, kar kaze, da mutacije Tyr—Ala ne vplivajo na hidrofobnost proteina. Povezovanje
proteinov z glutaraldehidom je pokazalo, da v raztopini a-sinukleina prevladuje monomerna
oblika, ki obstaja v koncentracijsko odvisnem ravnoteZju z oligomernimi oblikami (slika
24). Prisotnost dimerov kot prevladujo¢ih oligomernih zvrsti so potrdili tudi ostali (Wu in
Baum, 2010; Frimpong in sod., 2010). Pomembno je poudariti, da se vzorec elektroforetske
mobilnosti proteinov ni razlikoval, kar kaze na enako agregacijsko teznjo vseh treh
proteinov.

Glede na CD spektroskopijo, in silico analizo, NaDS-PAGE ter ANS fluorescenco

sklepamo, da zamenjava Tyr z Ala ne vpliva signifikantno na strukturo in ravnoteZzje med
monomernimi in oligomernimi zvrstmi a-sinukleina.
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5.3 VLOGA TYR V FIBRILACHI o-SINUKLEINA

Molekularni mehanizem fibrilacije a-sinukleina je slabo poznan, kar predstavlja veliko oviro
pri razvoju novih terapevtikov za Parkinsonovo bolezen in sorodna nevrodegenerativna
stanja. In vitro je fibrilacija a-sinukleina kompleksen proces, ki se pri¢ne s strukturno
pretvorbo nezvitega monomera v delno zvite intermediate (Uversky in sod., 2001). Nato se
preko raznolike skupine oligomernih konformacij tvorijo zrele fibrile z znacilno navzkrizno
B-strukturo (Serpell in sod., 2000; Fink, 2006). Strukturne pretvorbe monomernih in
oligomernih zvrsti spremlja povisana izpostavljenost hidrofobnih podro¢ij (Uversky in sod.,
2001; Dusa in sod., 2006; Cremades in sod., 2012). Kljub znani promovirajoc¢i vlogi Tyr
ostankov za tvorbo fibril (Ulrih in sod., 2008; Yamin in sod., 2003; Lamberto in sod., 2009;
Izawa in sod., 2012), pa je njihova natan¢na vloga v tem procesu nepojasnjena. Da bi
pridobili podrobnejsi vpogled v prispevek N-terminalnega in C-terminalnih Tyr ostankov v
fibrilaciji, smo primerjali fibrilacijske profile Y39A in Y(125,133,136)A mutant s fibrilacijo
WT proteina. Proteine smo inkubirali pri nevtralnem pH in 37 °C ob intenzivnem meSanju
in z dodatkom 150 mM NaCl, da bi bolje posnemali fizioloske pogoje.

Odsotnost N-terminalnega Tyr ali vseh treh C-terminalnih Tyr je mo¢no inhibirala fibrilacijo
a-sinukleina, s ¢imer smo potrdili prej$nja opazanja (Izawa in sod., 2012; Ulrih in sod., 2008;
Lamberto in sod., 2009). V casu, ki je zadosten za zakljuéek fibrilacije proteina WT,
mutirana proteina ne kazeta znakov fibrilacije, kot lahko sklepamo iz nespremenjene
fluorescence ThT in ANS (slika 28, 30), nespremenjenega NaDS-PAGE profila (slika 29;
primerjaj z dnevom O; slika 24) ter odsotnosti fibrilarnih struktur v primerjavi z WT a-
sinukleinom (slika 31). Vendar pa za razliko od prej$njih raziskav nasi rezultati kazejo, da
pri podaljsanem inkubacijskem ¢asu (8 dni) obe Tyr— Ala mutanti tvorita fibrilam-podobne
strukture (slika 31). Glede na priblizno 5x daljSo lag fazo pri obeh mutantah sklepamo, da
Tyr39 in C-terminalni Tyr prispevajo predvsem k zacetnim korakom fibrilacije.

Tvorbo fibrilam-podobnih struktur pri obeh mutantih (slika 31) spremlja znatno man;jsi
porast v fluorescenci ThT kot v primeru proteina WT (slika 28). O neskladju med
fluorescenco ThT in pojavom fibril so Ze porocali (Cloe in sod., 2011; Cukalevski in sod.,
2012; Meng in sod., 2009). Molekularni mehanizem vezave ThT na fibrile je nepoznan,
vendar pa so med drugim predlagali tudi preferen¢no interakcijo barvila z aromatskimi AK
na povrsini fibrile (Biancalana in Koide, 2010; Biancalana in sod., 2009). Tako bi bilo
mozno, da je odsotnost Tyr direktno povezana z nizkim signalom ThT. Vendar pa glede na
predlagani model strukture fibrile (Heise in sod., 2005; Qin in sod., 2007; Vilar in sod, 2008),
le Tyr39 sodeluje v B-strukturiranem jedru (slika 3) in tako potencialno prispeva k vezavi
ThT. Ker obe mutanti kaZeta podobno nizko afiniteto ThT, pripisujemo neskladje v vezavi
ThT strukturnim razlikam v sestavi fibril WT in mutant, ki pa jih ne moremo detektirati z
resolucijo nasih AFM slik.

a-Sinuklein WT in oba mutanta kazejo podobno nezvito strukturo in zacetno agregacijsko
teznjo (glej 5.2). Zaradi tega bi lahko sklepali, da je opazen zamik v fibrilaciji predvsem
posledica odsotnosti obi¢ajne funkcije aromatskih AK v tem procesu. NMR struktura za
Y (125,133,136)A sicer ni dolocena, za Y39A pa so strukturne spremembe le majhne in
lokalne (Lamberto in sod., 2009). Omeniti velja, da so s FTIR-analizo, ki je primernejsa za
detekcijo B-strukture kot CD spektroskopija, sicer dolocili nekoliko man;jsi delez B-strukture
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pri obeh Tyr mutantih (Ulrih in sod., 2008), pri ¢emer poro¢ajo tudi o spremembi iz
antiparalelne B-strukture pri proteinu WT v paralelno B-strukturo pri mutantih (Ulrih in sod.,
2008). Ta strukturni premik bi potencialno lahko bil neugoden za tvorbo fibril, saj monomeri
v fibrilah zavzamejo strukturo antiparalelne -strukture (slika 6) (Vilar in sod., 2008).

Z NMR-analizo konformacijskih stanj a-sinukleina so pokazali, da N- in C-terminalni del
proteina sodelujeta v intramolekularnih (Dedmon in sod., 2005; Bertoncini in sod., 2005) in
tudi intermolekularnih (Wu in Baum, 2010) interakcijah. Se posebej opazna je bila
daljnosezna interakcija med C-terminalnimi AK ostanki 120 - 140 in osrednjo regijo, Ki
zajema AK ostanke 30 - 100 (Bertoncini in sod., 2005), ter antiparalelni N/C - C/N kontakti
med polipeptidnima verigama, in sicer med ostanki 35 - 50 in 110 - 140 (Wu in Baum, 2010).
Za vzdrzevanje teh kontaktov naj bi bile pomembne predvsem elektrostatske interakcije
(Bertoncini in sod., 2005; Wu in Baum, 2010), vendar pa te regije vsebujejo tudi Tyr ostanke,
ki bi lahko tvorili hidrofobni aromatski skupek in stabilizirali te interakcije. Predlagali so,
da C/N intramolekularne interakcije $¢itijo regijo NAC pred samoasociacijo (Bertoncini in
sod., 2005), vendar pa je ve¢ kasnejsih $tudij nasprotno pokazalo, da ti kontakti ne vplivajo
ali pa celo ojacajo agregacijsko teznjo a-sinukleina (Ulrih in sod., 2008; Ullman in sod.,
2011; Rospigliosi in sod., 2009; Sung in Eliezer, 2007). Poleg tega je nedavna ra¢unalniska
Studija eksperimentalno pridobljenih podatkov pokazala, da je v nezanemarljivem delezu a-
sinukleinskih konformacij regija NAC izpostavljena topilu in tako neposredno dostopna za
intermolekularne interakcije (Ullman in sod., 2011). To kaze, da zgolj izpostavljenost zelo
hidrofobne regije NAC ni edini predpogoj za iniciacijo amiloidogene fibrilacije. Mozno je,
da zamenjava tirozina(ov) z alaninom(ni) prekine specificne aromatske interakcije med N-
terminalno in C-terminalno regijo a-sinukleina, kar upocasni fibrilacijo. Te N/C-
medaromatske interakcije bi lahko omogocile lazjo energijsko neugodno pretvorbo
nurejenega monomernega a-sinukleina v oligomerni intermediat s teznjo agregacije. Ce teh
stabilizacijskih interakcij ni, se ¢as spontane konformacijske pretvorbe in interakcije med
NAC regijami podaljsa, oligomerne zvrsti na poti do fibrilacije so znatno manj pakirane
(slika 30), kar pa vodi do zakasnitve pri fibrilaciji in spremenjenega pakiranja fibril.

Karakterizacija fibrilacije a-sinukleina na ravni AK ostankov je pomembna pri nacrtovanju
novih terapevtskih sredstev. Antiamiloidogene spojine, ki bi se specificno vezale na Tyr
ostanke, bi lahko tako zavrle neZeljene fibrilacijo-promovirajo¢e N/C medaromatske
interakcije in zaustavile tvorbo fibril. Upocasnjena pretvorba bi lahko omogocila
uc¢inkovitejSe celi¢ne popravljalne mehanizme (Cremades in sod., 2012). V prid nasim
rezultatom so tudi raziskave, v katerih so pokazali, da vezava doloCenih spojin na Tyr
prepreci konformacijske spremembe proteina in posledi¢no inhibira fibrilacijo (Lamberto in
sod., 2009; Meng in sod., 2009). Skupaj z nasimi rezultati je torej mogoce, da takSna blokada
N- ali C-terminalnih Tyr prepre¢i medaromatske N/C-interakcije v zacetnih fazah
fibrilacijskega procesa.
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5.4 INTERAKCUA a-SINUKLEINA Z LIPIDNIMI MEMBRANAMI

Funkcija a-sinukleina ni poznana, vendar pa obstajajo nekateri dokazi, ki predlagajo vlogo
proteina v povezavi z lipidnimi membranami, Se posebej z membrano transportnih veziklov
(Auluck in sod., 2010; Bendor in sod., 2013). V nevronih se a-sinuklein nahaja v bliZini
in/ali asociiran s sinapti¢nimi vezikli (George in sod., 1995; Iwai in sod., 1995; Maroteaux
in sod., 1988; Jensen in sod., 1998; Fortin in sod., 2004). Protein bi lahko imel vliogo v
transportu veziklov ter regulaciji sinapti¢ne plasti¢nosti in velikosti zaloge presinapti¢nih
veziklov in s tem v prenosu nevrotransmiterja (Auluck in sod., 2010).

Fiziolo$ki pomen interakcije med a-sinukleinom in lipidnimi membranami je dokaj jasen,
medtem ko molekulske podrobnosti asociacije monomernega proteina z membrano niso
znane. Kljub intenzivnim raziskavam na tem podro¢ju, je veliko izsledkov povsem
nasprotujoc¢ih. Tako $e vedno ni pojasnjena selektivnost a-sinukleina za sestavo in fazo
lipidov ter ukrivljenost veziklov (Auluck in sod., 2010; Pfefferkorn in sod., 2012; Dikyl in
Eliezer, 2012; Pirc in Ulrih, 2011; Alderson in Markley, 2013; Shvadchak in sod., 2011a).
K temu najverjetneje prispeva uporaba raznolikih membranskih modelov in
eksperimentalnih pogojev, ki pogosto tudi zelo odstopajo od fizioloskih razmer. Poleg tega
so se Studije ve¢inoma osredotoc¢ale na vpliv membrane na vezavo, strukturo in agregacijsko
teznjo a-sinukleina, manj pa na ucinek proteina na lastnosti membrane.

Sinapti¢ni vezikli imajo premer okoli 40 nm (Takamori in sod., 2006), cemur se v pogojih
in vitro najbolj priblizajo majhni enoslojni vezikli (SUV) (Pffeferkorn in sod., 2012). S
sistemati¢nim preucevanjem interakcije med a-Sinukleinom in lipidnimi membranami pri
nevtralnem pH in ionski jakosti pri fizioloSkih pogojih smo Zeleli ugotoviti, katere sile
(elektrostatske in/ali hidrofobne) prispevajo k interakciji a-sinukleina z lipidno membrano
in kako vezava a-sinukleina vpliva na termotropne lastnosti in strukturo membrane.

5.4.1 Vpliv lipidne membrane na strukturo a-sinukleina

Z merjenjem spektrov v daljnjem UV obmocju valovnih dolZin s CD spektroskopijo lahko
1z karakteristicnega minimuma pri 220 nm ocenimo vsebnost a-vijacnice v proteinu. Znano
je namreé, da interakcijo a-sinukleina z membrano spremlja konformacijska pretvorba iz
neurejene v a-vijacno strukturo (Davidson in sod., 1998). Do konformacijske spremembe a-
sinukleina (tvorbe a-vijacne strukture) je prislo v prisotnosti negativno nabitih SUV, ne pa
tudi nevtralnih (slike 33 - 38).

Na osnovi trenutnih literaturnih podatkov ni jasno, ali a-sinuklein interagira z nenabitimi
membranami, saj so vezavo opisali le v nekaterih Studijah (Zhu in sod., 2003; Nusher in sod.,
2004; Narayanan in Scarlata, 2001; Kamp in Beyer, 2006; Rhoades in sod., 2006; Middelton
in Rhoades, 2010; Mihajlovic in Lazaridis, 2008). Porocali so o tvorbi o-vijacnice v
prisotnosti SUV iz DPPC v fazi gela, ne pa tudi v tekoc¢em neurejenem stanju (Nuscher in
sod., 2004; Kamp in Beyer, 2006; Bartels in sod., 2010). Predlagali so tudi vezavo o-
sinukleina na POPC vezikle (Narayanan in Scarlata, 2001). Nasi rezultati so pokazali, da se
CD spektri a-sinukleina po dodatku DPPC in POPC veziklov pri nobeni od preiskovanih
temperatur (25 - 70 °C) niso spremenili in s tem tudi ne vrednost [6]220 (Slika 33, 34). Iz tega
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sklepamo, da protein ostaja v nezviti konformaciji in ne interagira z membrano, katere neto
naboj je 0.

Zmanjsanje [0]220 a-sinukleina je bilo v primeru DPPG veziklov zelo odvisno od temperature
(slika 40). V fazi gela (oz. do ~40 °C) je bil deleZ a-vijacnice v primerjavi s proteinom brez
veziklov ali v prisotnosti nevtralnih veziklov le malo visji. Delez a-vija¢ne strukture pa je
pricel naras¢ati pri in nad temperaturo faznega prehoda lipidov (Tm). Do faznega prehoda
pride, ko se alkilne verige lipidnih molekul iz relativno rigidne in iztegnjene, v glavnem trans
konformacije v gel stanju, pretvorijo v orientacijsko bolj neurejeno stanje, za katerega je
znaCilna povecana stopnja intra- in intermolekularnega gibanja (McElhaney, 1986). Koli¢ina
a-vijacnice je bila najvisja v temperaturnem obmocju 50 - 60 °C, ko so lipidi v tekocem
neurejenem stanju, kar je potrdila tudi analiza s programom Contin (slika 42). Pri ve¢ji T
delez a-vija¢nice ponovno upade, kar bi lahko pripisali tudi denaturaciji urejene sekundarne
strukture proteina in/ali pa posledici prevelike gibljivosti acilnih verig. Membransko-
inducirano zvitje a-vijacnice je eksotermni proces, zato zviSanje temperature vodi v
denaturacijo a-vijacnice (Seelig, 2004). Od T odvisno tvorbo a-vijacnice v prisotnosti DPPG
so pokazali tudi Kjaer in sod. (2009), vendar samo za vezikle vecjih velikosti (nad 200 nm),
ne pa tudi za sonicirane vezikle. Kot kazejo rezultati, tvorbo a-vija¢nice dolocata tako
povrsinski naboj kot fazno stanje lipidne membrane. To potrjujejo tudi rezultati z
mononenasic¢enimi POPG vezikli (slika 36), saj se CD spektra DPPG pri 55 °C in POPG pri
45 °C prakti¢no ne razlikujeta (slika 39).

Mnenja o preferenéni asociaciji a-sinukleina z anionskimi lipidi v fazi gela ali v tekoci
neurejeni fazi so deljena (Davidson in sod., 1998; Jo in sod., 2000; Zhu in sod., 2003;
Chandra in sod., 2003; Ramakrishnan in sod., 2003; Middelton in Rhoades, 2010). Porocali
pa so tudi, da je za vezavo pomembna prisotnost dveh faz membrane (Rojko, 2009; Kubo in
sod., 2005). Tudi v nekaterih prej$njih raziskavah so pokazali, da se a-sinuklein veze
izkljucno na negativno nabite vezikle v teko¢i neurejeni fazi (Kjaer in sod., 2009; Stockl in
sod., 2008; Ramakrishnan in sod., 2003). Asociacijo so pripisali elektrostatskim
interakcijam med pozitivno nabitimi e-amino skupinami Lys, ki se nahajajo v nepopolnih
ponovitvah N-terminalne regije, ter anionskimi lipidi (Davidson in sod., 1998; Jao in sod.,
2008; Bartels in sod., 2010; Perlmutter in sod., 2009; Pranke in sod., 2011). Na splosno velja,
da so v tvorbo amfipati¢ne vija¢nice na vodno-lipidni medfazi membrane vpleteni vsaj trije
razli¢ni koraki (White in Wimley, 1998; 1999; Seelig, 2004); daljnosezne elektrostatske
interakcije med anionskimi lipidi in kationskim polipeptidom zvisajo koncentracijo proteina
v blizini povrSine membrane, nato pa sledita (zaporedno ali simultano) adsorbcija in zvitje
proteina (Seelig, 2004).

Vpliv povrsinskega naboja na tvorbo vijacnice smo preucili z vezikli sestavljenimi iz
meSanice nevtralnih (DPPC) in negativno nabitih (DPPG) lipidov, kjer dodatek DPPC k
DPPG lipidom zmanjSa gostoto povrSinskega naboja membrane (Schwieger in Blume,
2007). Elektrostatski ucinek je sicer odvisen od naboja proteina, membranskega
povrsinskega potenciala oz. gostote naboja membrane ter ionske jakosti raztopine (Seelig,
1997; 2004; McLaughlin, 1989). Zelo poenostavljeno, povpreéni neto naboj (naboj/lipid)
100 % DPPG veziklov je -1, DPPC:DPPG 1:2 veziklov -0,66 in DPPC:DPPG 1:1 veziklov
-0,5 (Shvadchak in sod., 2011b). Medtem ko pri DPPG veziklih poviSanje deleza a-vijacnice
sovpada s taljenjem lipidnih verig, pa teko¢a neurejena faza v primeru DPPC:DPPG veziklov
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ni inducirala znatne spremembe v [¢]220 (Slike 37, 38, 40). Iz CD analize ne moremo sklepati
o0 tem, ali s PC:PG vezikli asocira manj proteina ali pride do tvorbe krajSe vijacnice ob isti
kolicini vezanega proteina kot v primeru DPPG. Tudi Bartels in sod. (2010) niso zasledili
vec¢jih razlik v koli¢ini vijacnice med fazo gela in tekoCo neurejeno fazo, vendar pa so
dolo¢ili primerljivo koli¢ino vija¢nice tudi v prisotnosti DPPC pod Tm. EPR-analiza je
pokazala, da znizanje gostote povrSinskega naboja zmanjSa afiniteto a-sinukleina do
POPC:POPG, pri ¢emer pa tako kot v naSem primeru niso detektirali signifikantne vezave s
POPC (Robotta in sod., 2012). Nasprotno pa rezultati pridobljeni s fluorescenc¢no
korelacijsko spektroskopijo (FCS) kaZejo na vecjo afiniteto proteina za ekvimolarno
mesanico DPPC:DPPG v fazi gela kot za POPC:POPG (Middelton in Rhoades, 2010).

Kot kazejo nasi rezultati, je doloena gostota negativnega povrSinskega naboja nujna za
adsorbcijo proteina na membrano. To potrjuje klju¢no vlogo N-terminalne domene z veé
ostankov Lys pri interakciji a-sinukleina z membrano. Vendar pa so za stabilizacijo
amfipaticne vijacnice poleg elektrostatskih interakcij potrebne Se dodatne, hidrofobne
interakcije. Glavna znacilnost povrSine zelo ukrivljene membrane je povecanje Stevila in
velikosti defektov pakiranja lipidov, kar izpostavlja hidrofobna podro¢ja lipidnega dvosloja
(Cui in sod., 2011). Ti defekti so Se izrazitejsi v fazi gela, ko je membrana bolj rigidna
(Nuscher in sod., 2004). Pokazali so, da se a-sinuklein lahko veze tako na nevtralne kot
anionske lipide pod Tm (Nuscher in sod., 2004; Kamp in Beyer, 2006; Middelton in Rhoades,
2010). Do tvorbe manjse koli¢ine vijacnice je sicer prislo tudi v prisotnosti DPPG veziklov
v fazi gela, vendar pa je bila koli¢ina a-vijacne strukture signifikantno visja v primeru tekoce
neurejene faze (slika 35, 40). V teko¢em neurejenem stanju membrane so tako lipidne glave
kot acilne verige ohlapno pakirane, kar bi lahko omogocilo lazjo vstavitev proteina v
hidrofobni del membrane in zvitje vijacnice. V tekocCi neurejeni fazi je za akomodacijo
proteina potrebna tudi manjs$a reorganizacija membrane.

Vezava a-sinukleina na lipidne membrane razli¢ne sestave je zelo odvisna od molskega
razmerja lipidi/protein (R) (Zhu in sod., 2003; Shvadchak in sod., 2011c; Lokappa in sod.,
2014). Zaradi nizkega signala nismo uspeli posneti spektrov tudi pri manjsi koncentraciji
proteina. Dolo¢ili so, da pri R = 10 pride do nasi¢enja POPG SUV (Lokappa in sod., 2014).
Tako ne moremo izkljuciti moznosti, da bi pri vi§jem R lahko protein tvoril vijacno strukturo
tudi na rigidnih in/ali nevtralnih veziklih.

5.4.2 Vpliv a-sinukleina na lastnosti membrane

Da bi dobili vpogled v vpliv vezave a-sinukleina na ureditev lipidnega dvosloja, smo merili
spremembe v fluorescenéni anizotropiji dveh sond, TMA-DPH in DPH, ki se nahajata
razli¢no globoko v dvosloju. Anizotropija je odvisna od fluidnosti membrane in jo lahko
povezemo z ureditvenim parametrom lipidov, S (Kuhry in sod., 1983). a-Sinuklein WT ni
vplival na ureditveni parameter PC veziklov pri nobeni od preiskovanih temperatur, kar
skupaj z odsotnostjo vijaéne strukture potrjuje, da ni vezave z nenabitimi lipidi. Prav tako
protein ni vplival na urejenost anionskih veziklov, ko se ti nahajajo v fazi gela. Nasprotno
pa je pri in nad Tm a-sinuklein uredil lipidni dvosloj DPPC:DPPG 1:1 in DPPG veziklov
(slike 43 — 47). Kot pricakovano, je bil vpliv na ureditev lipidov manj§i v primeru
DPPC:DPPG 1:1. Stopnja ureditve lipidov je torej odvisna od naboja in faze membrane ter
tudi od koncentracije proteina (glej spodaj). Ker je u€inek na ureditev membrane na vodno-
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lipidni meji (detektirano s TMA-DPH) v obeh primerih podoben u¢inku v regiji acilnih verig
(detektirano z DPH), sklepamo na ureditev tako regije lipidnih glav kot acilnih verig.

Pri Tm pride do ureditve DPPG dvosloja pri nizji koncentraciji proteina (Ze pri R = 500, ko
je koncentracija 0,26 uM) kot v primeru, ko je membrana v teko¢em neurejenem stanju, kjer
pride do ureditve lipidov pri R = 100 (koncentracija proteina je v tem primeru 1,3 uM). Tu
je ucinek primerljiv z u¢inkom na POPG vezikle. Membrana DPPG je pri Tm v ravnoteznem
stanju med tekoco urejeno in tekoc¢o neurejeno fazo. Iz tega sledi, da je v primerjavi s teko¢o
neurejeno fazo, pri Tm v membrani manj dostopnih hidrofobnih regij. To bi lahko bil vzrok
za manjSo strukturno pretvorbo proteina, saj je na voljo manj vezavnih mest za tvorbo
amfipati¢ne vijacnice. Posledicno ima lahko manjsa koli¢ina vezanega proteina vecji vpliv
na urejenost lipidov. V teko€i neurejeni fazi je bil delez vijacnice najvecji, vendar pa
predvidevamo, da je tudi pri R = 10 koncentracija proteina premajhna za ureditev mo¢no
dinamic¢nih lipidnih verig. Predvidevamo, da bi zviSanje koncentracije proteina vodilo v
povisanje ureditvenega parametra membrane.

Presenetljivo pa je, da tudi v primeru DPPC:DPPG 1:1 pride do koncentracijsko-odvisne
ureditve lipidov. S temi vezikli namre¢ pri nobeni T (25, 40, 50 °C) ni prislo do indukcije
znatne kolicine vijacne strukture (slika 37). Tvorba vijacne strukture je nujna za vstavitev
proteina v membrano. Vpliv na ureditev lipidov kaze, da je protein adsorbiran na povrSini
membrane. Sencenje negativnega naboja PG zaradi vezave proteina zmanjSa odboj med
negativnimi PG in vodi v ureditev lipidov.

Fluorescencna anizotropija je obcutljiva na dinamiko molekul v doloceni blizini probe,
medtem ko lahko s pomocjo diferen¢ne dinami¢ne kalorimetrije (DSC) merimo spremembe
v entalpiji in temperaturi faznega prehoda lipidov in dolo¢imo termodinamske parametre
povezane s toplotno induciranimi faznimi prehodi. DSC tako nudi bolj neposreden dokaz za
interakcijo med proteinom in lipidi. Ker imajo SUV zelo nekooperativni fazni prehod v
Sirokem temperaturnem obmocju (slika 32) smo za DSC analizo interakcije med a-
sinukleinom in membrano izbrali MLV vezikle (slika 51, preglednica 6). Kot pricakovano,
dodatek a-sinukleina k DPPC lipidom pri R = 10 ni vplival na fazni prehod lipidov, je pa
protein vplival na fazni prehod negativno nabitih veziklov. To v nasprotju z nekaterimi
objavami (Davidson in sod., 1998) kaZe tudi na interakcijo proteina z ve¢jimi MLV. WT a-
sinuklein je termi¢no stabiliziral tako DPPG kot tudi DPPC:DPPG 1:1 vezikle (v obeh
primerih pride do zviSanja Tm). ZviSanje Tm kaZe na stabilizacijo faze gela po vezavi a-
sinukleina. Obenem se zmanjSa tudi kooperativnost faznega prehoda obeh veziklov. Protein
ne vpliva na entalpijo DPPC:DPPG 1:1 veziklov, pri DPPG veziklih pa se entalpija v
prisotnosti proteina nekoliko zniza. To kaze, da ucinek proteina na membrano ni zgolj
povrsinski, ampak pride do vstavitve proteina v dvosloj.

CD spektroskopija, fluorescencna anizotropija in DSC kazejo, da a-sinuklein v odvisnosti
od gostote negativnega povrSinskega naboja in faze membrane interagira z membransko
povrsino in se vstavi vanjo. Ureditev lipidnega dvosloja smo Zeleli potrditi Se s testom
permeabilizacije veziklov. Pri¢akovali smo, da a-sinuklein ne bo vplival na spros¢anje
kalceina iz veziklov, oz. bo kve¢jemu znizal spontano pusc¢anje SUV. Vendar pa je nasprotno
dodatek proteina (pri R = 10) induciral puS¢anje veziklov sestavljenih iz nenasi¢enih POPG,
ter nasi¢enih DPPG in DPPC:DPPG 1:1 pri in nad Tm (slika 50). To kaze na tvorbo por v
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membrani oz. poSkodbo dvosloja, kar pa lahko izklju¢imo na osnovi merjenja fluorescencne
anizotropije. Test spro§¢anja kalceina ne omogoca sklepanja o mehanizmu permeabilizacije
veziklov (Butterfield in Lashuel, 2010). Pokazali so, da stopnja permeabilizacije veziklov
korelira z indukcijo a-vijanice (Lorenzen in sod., 2014). Vendar pa je a-Sinuklein
permeabiliziral DPPG vezikle tudi pri temperaturi faznega prehoda (40 °C), ko je koli¢ina
a-vijacnice znatno nizja kot v tekoci neurejeni fazi (50 °C) (slika 35, 41). Poleg tega je prislo
do izhajanja kalceina tudi v primeru DPPC:DPPG 1:1, ki v primerjavi z DPPG vezikli
inducirajo signifikantno nizjo koli¢ino vijaéne strukture (slika 37, 41). Se ve¢, permeabilnost
veziklov celo sovpada z u¢inkom proteina na ureditev lipidnega dvosloja.

Za lipidni dvosloj naj bi bili $e posebej destruktivni oligomeri a-sinukleina (\Volles in sod.,
2001), ki bi se lahko prav tako preferen¢no vezali na anionsko membrano v teko¢i neurejeni
fazi (van Rooijen in sod., 2008; van Rooijen in sod., 2009). Vendar pa oligomerizacijo a-
sinukleina v raztopini izkljuCujemo, saj smo pri vseh eksperimentih uporabili nizke
koncentracije proteina (maksimalna koncentracija pri testu permeabilnosti in merjenju
anizotropije je bila 13 pM) in relativno kratke case inkubacije (iz slike 25 je razvidno, da je
pri 17,5 uM koncentraciji prisoten zgolj monomer). Tudi za monomer so pokazali indukcijo
spros¢anja kalceina iz POPG LUV, vendar pa isto¢asno protein ni permeabiliziral
POPC:POPG 1:1 veziklov (van Rooijen in sod., 2009), kar je v nasprotju s permeabilizacijo
DPPC:DPPG 1:1 v tekodi neurejeni fazi v nasem primeru. Ce bi monomerni a-sinuklein
tvoril poro, bi pri¢akovali, da bo za¢etna permeabilnost za kalcein nizka in bi nato postopoma
naras$¢ala do stopnje platoja, saj bi se moral protein najprej vezati in vstaviti v membrano.
Vendar pa je bilo koncentracijsko odvisno spro$¢anje kalceina najvecje takoj po dodatku
proteina POPG (slika 49). Poleg tega tudi ni pricakovati, da bi protein tvoril urejeno poro v
dokaj nestrukturirani konformaciji. Po drugi strani so predlagali, da je tvorba pore malo
verjetna, do puscanja veziklov bi lahko prislo zaradi lateralne ekspanzije lipidov in tanj$anja
membrane (Ouberai in sod., 2013). a-Sinuklein bi lahko induciral permeabilnost tudi z
remodulacijo dvosloja, kot je na primer tubulacija membrane (Varkey in sod., 2010). Ker je
membrana v fluidnem stanju ze per se prepustna za kalcein, je moZno, da adsorbcija proteina
na lipidne glave Se povisa sprosc¢anje. Anionski vezikli so namre¢ bolj nagnjeni k disrupciji
z mehansko silo (Shoemaker in Vanderlick, 2002). To tudi sovpada z niZjo permeabilnostjo
DPPC:DPPG veziklov glede na DPPG in POPG. Dodatna mozna razlaga bi lahko bila, da
po adsorpciji proteina na negativno povrsino lipidnih glav pride do nevtralizacije naboja
membrane, kar bi lahko olaj$alo izhajanje kalceina, ki ima pri pH = 7,0 negativni naboj.

V postopku prenosa nevrotransmiterja sinapti¢ni vezikli fuzirajo s presinapti¢éno plazemsko
membrano in se nato ponovno tvorijo z endocitozo nevrotransmiterja (Sudhof, 2004).
Sklepamo, da ima a-sinuklein ureditveno funkcijo in stabilizira lipidni dvosloj mocno
ukrivljene membrane SUV. Protein vzdrZuje integriteto veziklov, kar bi v fizioloskem
kontekstu lahko pomenilo, da stabilizira membrano sinapti¢nih veziklov, kot so ze
predhodno predlagali v nekaterih Studijah (Nuscher in sod., 2004; Kamp in Beyer, 2006; Cui
in sod., 2011; Perlmutter in sod., 2009). To bi lahko preprecilo prezgodnjo fuzijo veziklov s
presinapti¢éno membrano.
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5.4.3 Pomen tirozinskih ostankov za interakcijo a-sinukleina z membrano

Membransko vezana vijacna struktura a-sinukleina lezi paralelno na povrSini micela ali
vezikla (Jao in sod., 2008; Ulmer in sod., 2005). Pri interakciji proteina z vodno-lipidno
mejo bi lahko imela zaradi tako hidrofobnega kot polarnega znacaja pomembno vlogo
aromatska AK ostanka Tyr in Trp (Killian in von Heijne, 2000). a-Sinuklein ne vsebuje Trp,
ima pa 4 Tyr ostanke, od katerih se zdi najzanimivej$i Tyr na poziciji 39, ki se nahaja v
membransko-vezani N-terminalni regiji proteina (slika 3). Glede na EPR model vija¢nega
kolesa prvih 89 AK ostankov proteina (slika 9), se Tyr39 sicer nahaja na hidrofilni, k
vodnemu okolju izpostavljeni strani amfipati¢ne vijacnice (Jao in sod., 2008) in naj tako ne
bi imel vecje vloge pri interakciji z lipidno membrano. Vendar pa so porocali tudi o vstavitvi
Tyr39 v bolj hidrofobno okolje NaDS micela (Bisaglia in sod., 2005) in o preprecitvi dostopa
encima tirozinaze do Tyr39, ko je a-sinuklein vezan na lipidne vezikle (Tessari in sod.,
2008). Ker trenutno struktura membransko vezanega a-sinukleina ni povsem jasna, saj so
porocali o tvorbi dveh vijaénic na micelih ter o tvorbi tako prekinjene kot iztegnjene
vijacnice na veziklih (Ulmer in sod., 2005; Jao in sod., 2008; Bortolus in sod., 2008;
Drescher in sod., 2008; za podrobnosti glej 2.6.3), je tezko dejansko predvideti morebitno
vlogo Tyr39 pri interakciji. V prekinjeni vijacnici se Tyr39 namre¢ nahaja ravno v regiji
prekinitve oz. zanke (slika 8) in bi tako lahko bila njegova vloga pri interakciji drugacna kot
v primeru iztegnjene vijacnice. Predlagali so tudi, da Tyr39 prekinja predvideno 11/3
vija¢nico a-sinukleina (Bussell in Eliezer, 2003). Ker C-terminalni del ob vezavi proteina z
membrano ostane dinamicen in nestrukturiran v raztopini (Jao in sod., 2008; Ulmer in sod.,
2005), bi pricakovali, da Tyr125, 133 in 136 nimajo bistvenega vpliva na interakcijo z
membrano. Vendar pa so Sevcsik in sod. (2011) porocali, da oksidativne modifikacije C-
terminalnih Tyr preko alosteri¢nih u¢inkov vplivajo na afiniteto proteina do membrane.

Mutanti Y39A in Y(125,133,136)A v primerjavi z WT a-sinukleinom ne kazeta ve¢jih razlik
v tvorbi a-vijacnice po interakciji proteina z vezikli (slike 33 - 37). Do nekoliksne strukturne
heterogenosti je prislo pri vezavi na anionske DPPG in POPG vezikle (slika 41), kar bi lahko
pripisali spremembi intrinzi€nih konformacijskih stanj proteina v raztopini. Vendar pa se
u¢inek mutante Y39A na ureditveni parameter in termodinamske lastnosti DPPC:DPPG 1:1
(slika 48, 51) ter permeabilnost veziklov razli¢ne sestave (slika 50) ni razlikoval od u¢inka
WT proteina. Tudi vpliv trojne Tyr mutante na permeabilizacijo POPG veziklov se ne
razlikuje od ucinka ostalih dveh proteinov (slika 50). Predvidevamo, da bi lahko do
lokalnega odstopanja od vijacne strukture prislo tudi zaradi manjsih variacij v koli¢ini a-
sinukleina, saj je CD spektroskopija zelo obcutljiva na koncentracijo proteina (Corréa in
Ramos, 2009). To bi lahko potrdila tudi vice versa diskrepanca med vezavo mutant na DPPG
v teko¢i neurejeni fazi in POPG, medtem ko WT protein kaze enakovredno zniZzanje [#]220
(slika 41).

Kot kaze, C-terminalni Tyr nimajo kriticne vloge pri vezavi a-sinukleina z lipidnim
dvoslojem. To potrjuje tudi selektivna vezava a-sinukleina na negativno nabite vezikle. C-
terminalni del ima pri nevtralnem pH namre¢ mocan negativni naboj, ki izvira iz 14 Kislih
AK ostankov in C-terminalne karboksi skupine (Eliezer, 2011). Tako je interakcija C-
terminalnega dela z anionsko povr§ino membrane pri nevtralnem pH malo verjetna.
Predvidevamo pa tudi, da mutacija Tyr—Ala na poziciji 39 ne vpliva na interakcijo proteina
z vezikli. To bi lahko sovpadalo z ugotovitvami, da je za interakcijo proteina z membrano
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kljucnih le prvih 25 N-terminalnih AK, ki predstavljajo nukleacijski center za tvorbo a-
vija¢nice, nakar pride do kooperativnega zvitja preostalega 26 — 100 segmenta (Bodner in
sod., 2010; Bartels in sod., 2010). Poleg tega so v nedavnih Studijah, v katerih so z uporabo
enojnih Trp mutant pokazali razlicno vstavljenost segmentov membransko vezanega o-
sinukleina, predlagali Sibko stopnjo penetracije Tyr39, ki naj bi bil obrnjen proti vodnemu
okolju (Wietek in sod., 2013; Jain in sod., 2013).

5.4.4 Interakcija a-sinukleina z gangliozidi

Na zunanji strani plazemske membrane se gangliozidi nahajajo predvsem v podrocju lipidih
raftov (Fantini in sod., 2002). Gangliozida GM1 je veliko v nevronih (Hannson in sod.,
1977), medtem ko je GM3 minorni mozganski gangliozid, ki se nahaja v astrocitah (Asou in
sod., 1989), vendar pa njegova zastopanost narasca s starostjo (Svennerholm in sod., 1994).
Afiniteta a-sinukleina do dolo¢enega gangliozida bi lahko imela pomembno vlogo v
lokalizaciji, funkciji in/ali patogenezi proteina. Porocali so, da a-sinuklein interagira z
razlicnimi gangliozidi, vendar pa molekularni mehanizem interakcije ni pojasnjen. o-
Sinuklein je imel v primerjavi z GM3 mnogo vecjo afiniteto do GM1 (Martinez in sod.,
2007), vendar pa so z drugacnim eksperimentalnim pristopom pokazali ravno obraten trend
in izpostavili vlogo Tyr39 pri interakciji (Fantini in Yahi, 2011).

Ob interakciji a-sinukleina z gangliozidi se tvori vija¢na struktura (Martinez in sod., 2007).
Glede na rezultate CD spektroskopije (slika 52, 53) sklepamo, da a-sinuklein specifi¢no
prepozna GM1, medtem ko je afiniteta do GM3 mnogo niZja. V slednjem primeru je do
najve¢jega znizanja [#]220 prislo pri mesanici GM3 z DPPG v teko€i neurejeni fazi. Na
osnovi primerjave z ekvimolarno mesanico DPPG z DPPC (s katerimi se protein ne veze)
(slika 38) bi lahko sklepali tudi na Sibko vezavo z GM3. Tudi povisana permeabilnost
veziklov kaze na interakcijo proteina z vezikli (za razlago glej zgoraj). Oba gangliozida sta
zaradi prisotnosti siali¢ne kisline negativno nabita, razlikujeta pa se v Stevilu sladkornih
komponent (slika 10). Rezultati kazejo, da za tvorbo a-vija¢nice ne zadostuje le prisotnost
karboksilne Kkisline v gangliozidu, ampak pride tudi do interakcije s sladkornimi
komponentami. Poleg tega bi lahko prisotnost velike polarne glave GM1 zniZala gostoto
povrsinskega naboja membrane v primeru DPPG:GM1 v primerjavi s 100 % DPPG.

Kot kazejo rezultati (glej 5.4.3), Tyr39 nima signifikantne vloge pri interakciji a-sinukleina
z negativno nabito fosfolipidno membrano, lahko pa bi imel pomembno vlogo pri interakciji
a-sinukleina  z gangliozidi (Fantini in Yahi, 2011). Ker pa v prisotnosti
DPPC/DPPG:gangliozid vrednosti elipti¢nosti pri 220 nm med a-sinukleinom WT in Y39A
kazejo analogen trend, sklepamo, da Tyr39 ni kljuCen za interakcijo proteina z
gangliozidoma. To morda niti ni presenetljivo, ¢e upoStevamo pomembnost Tyr39 predvsem
pri interakciji z GM3 (Fantini in Yahi, 2011), ki pa je bila v naSem primeru zelo §ibka.
Uporabili smo tudi drugacen lipidni model (mo¢no ukrivljene SUV namesto planarnega
monosloja), kar bi prav tako lahko vplivalo na nain vezave. Ker se naSi rezultati za
preferenc¢no vezavo z GM1 skladajo z objavo, kjer so prav tako uporabili majhne vezikle
(Martinez in sod., 2007), je mozZno, da topologija membranskega modela vpliva na
konformacijo oz. dostopnost karboksilata siali¢ne kisline in sladkornih skupin gangliozida.
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5.5 INHIBICIJA FIBRILACIJE o-SINUKLEINA IN ZASCITA NEVRONOV

Trenutno za zdravljenje ali preprecevanje degeneracije dopaminergi¢nih celic pri PD in
ostalih sinukleinopatijah ni na voljo u¢inkovitega zdravila. Etiologija Parkinsonove bolezni
naj bi bila poleg fibrilacije a-sinukleina povezana tudi z oksidativnim stresom, ki ga
povzrocajo destruktivni uéinki prostih radikalov (Schildknecht in sod., 2013; Beal, 2003).
Spojine, ki inhibirajo fibrilacijo proteina in obenem kazejo antioksidativne lastnosti, SO tako
Se posebej zanimive pri razvoju novih terapevtikov. Porocali so, da lahko polifenoli, Ki
predstavljajo integralni del humane prehrane, delujejo preventivno ali pa zaustavijo
patogenezo PD (Di Giovanni, 2009). Prav tako so epidemioloske $tudije pokazale, da kajenje
zniza dovzetnost za nastanek PD (Fratiglioni in Wang, 2000; Quik, 2004), ob ¢emer se
izpostavlja predvsem potencialno pozitivna vloga nikotina.

Preverili smo, ali lahko §tiri izbrane spojine, t.]. trije strukturno razli¢ni flavonoidi in alkaloid
nikotin (slika 13), inhibirajo fibrilacijo a-sinukleina in za$¢itijo nevrone pred oksidativno
poskodbo. Izmed flavonoidov smo izbrali kvercetin (Q), ki ga uvrs¢amo med flavonole,
najpogostejSe flavonoide v nasi prehrani; epigalokatehin galat (EGCQG), ki je predstavnik
flavanolov in ga je veliko predvsem v pravem ¢aju, ter cianidin-3-glukozid (C3G), ki je
predstavnik antocianinov in se nahaja v rdeCem jagodicevju, Se posebej v borovnicah. Z
DPPH testom smo potrdili antioksidativno ucinkovitost (AOU) vseh treh flavonoidov,
medtem ko je pri N nismo zaznali (preglednica 7). Med flavonoidi se je kot najmocne;jsi
antioksidant izkazal EGCG. Glede na strukturo testiranih spojin (slika 13) so ti rezultati
pricakovani, saj k AOU, vsaj v primeru flavonoidov, prispeva predvsem Stevilo in
razporeditev hidroksilnih skupin vezanih na fenilni obro¢ (Bors in sod., 1990; Di Carlo in
sod., 1999), le-teh pa je najve¢ v EGCG, medtem ko v alkaloidu nikotinu niso prisotne. Ker
zeljeno tarco delovanja izbranih spojin predstavlja mozgansko tkivo, smo preverili tudi ali
so sposobne preckati model krvno-mozganske pregrade, BBB (ang. blood-brain barrier). Po
oralni administraciji so vse tri flavonoide v povisanih koncentracijah zaznali v krvni plazmi
(Egert in sod., 2008; Mereles in Hunstein, 2011, Kay in sod., 2005). Nasa skupina je tudi
pokazala, da se Q in EGCG vezeta na BSA, ki je strukturno homologen c¢loveskemu
serumskemu albuminu, kar bi lahko kazalo na mozen krvni transportni mehanizem teh
flavonoidov (Skrt in sod., 2009).

Vsi trije flavonoidi (Q, EGCG, C3G) so vplivali na agregacijo a-sinukleina in v Casu meritev
(5 dni) popolnoma inhibirali tvorbo fibril (slika 55). Za EGCG in Q so ze pokazali, da lahko
zavreta fibrilacijo a-sinukleina (Zhu in sod., 2013; Meng in sod., 2010; Ehrnhoefer in sod.,
2008; Caruana in sod., 2011). Iz NaDS-PAGE gela nepovezanih in kemi¢no povezanih
proteinskih vzorcev po koncani inkubaciji je razvidno, da vse tri spojine stabilizirajo
predvsem neurejeno monomerno konformacijo proteina (slika 56B). Mozno je, da taksna
stabilizacija prepreCuje konformacijske spremembe proteina, ki vodijo v nastanek delno
zvitega intermediata in posledi¢no preprecijo tvorbo fibrilacijskega nukleacijskega jedra.
Porocali so, da naj bi bila strukturna zahteva za inhibitorni u¢inek flavonoidov prisotnost
sosednjih hidroksifenilnih skupin, ne glede na katerem obrocu se nahajajo (Meng in sod.,
2009; Caruana in sod., 2011). Glede na to, da ima C3G, brez upostevanja sladkorne
komponente, podobno strukturo kot Q (slika 13), inhibitorni u¢inek ni presenetljiv. Seveda
pa je potrebno poudariti, da molekularni mehanizem inhibicije fibrilacije a-sinukleina s
flavonoidi ni pojasnjen. Tako ni znano, na katera mesta na proteinu se flavonoidi vezejo,
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poleg tega pa so porocali tudi o ucinkovitejsi inhibiciji s strani oksidiranih produktov
flavonoidov - kinonov, ki nastanejo med inkubacijo vzorcev (Meng in sod., 2009; Zhu in
sod., 2013). C3G ima v primerjavi z ostalima flavonoidoma poleg glikozidne skupine, pri
pH 7.0 tudi naboj, kar bi lahko dodatno prispevalo k drugacnemu mehanizmu stabilizacije
proteina. Tudi iz akrilamidnega gela (slika 56B) je razvidno, da je porazdelitev oligomernih
struktur med flavonoidi razli¢na, saj je C3G stabiliziral tudi dimerno obliko, medtem ko so
pri ostalih dveh flavonoidih na NaDS odporni samo visji oligomeri. Nasprotno od prej$njih
raziskav (Hong in sod., 2009; Ono in sod., 2007) pa nismo potrdili inhibitornega uc¢inka
nikotina (slika 55, 56B), in to kljub temu, da smo eksperimente izvedli pri zelo podobnih
pogojih kot Hong in sod. (2009). Do odstopanj med posameznimi Studijami bi sicer lahko
prislo zaradi heterogenega zaCetnega materiala ali moznih raznolikih agregacijskih poti
(Fink, 2006). Po drugi strani pa se inhibitorni u¢inek EGCG in Q ni razlikoval od ostalih
objav, tako da ostaja u¢inek N na fibrilacijo a-sinukleina vprasljiv.

Nadalje smo ovrednotili mozgansko dostopnost in sposobnost zas¢ite nevronov izbranih
spojin. Ker bi se zaradi antioksidativnih lastnosti flavonoidi v obeh celi¢nih medijih, t.j. v
Ringer-HEPES pH 7,4 (transport preko BBB (glej 4.6.2)) in mediju Neurobasal (zasc¢ita
nevronov (glej 4.6.4)), zlahka oksidirali, smo najprej preverili AOU in tudi stabilnost
testiranih spojin v obeh kultivacijskih medijih. Inkubacija flavonoidov pri 37 °C ni znatno
vplivala na njihovo AOU (slika 57), e posebej ne v prvih 6 h (to je v inkubacijskem Casu
BBB eksperimentov), AOU pa smo v mediju Neurobasal zasledili do t = 48 h. Vendar pa se
med inkubacijo v obeh rastnih medijih vsi trije flavonoidi zlahka razgradijo (slika 58), kar
je v skladu z rezultati za druge polifenole v vodnih raztopinah (Zhou in sod., 2003; Jun,
2012). Izmed izbranih spojin je bil k degradaciji najbolj nagnjen EGCG, saj smo ga v Ringer-
HEPES pH 7,4 zasledili samo $e po 1 h. Zato smo pri EGCG namesto t = 6 h, kot v primeru
Q in C3G, eksperimente transporta v BBB izvedli v 1 uri (glej 4.6.2). Kinetika razgradnje
flavonoidov je bila v Ringer-HEPES pH 7,4 nekoliko pocasnejsa kot v Neurobasal. Izbira
medija je pomembnejsa v primeru testa z BBB, saj je nujno, da je testirana spojina obstojna
v ¢asovnem obdobju, potrebnem za ocenitev dejanskega transporta preko BBB monosloja.
N je bil v obeh medijih zelo stabilen, zato smo v tem primeru BBB eksperiment podaljSali
na 24 ur.

Prehajanje izbranih spojin skozi model BBB smo dolo¢ili z uporabo celic HBMEC (Bernas
in sod., 2010). Ta izvira iz humanih mozganskih endotelijskih celic. Po nasih podatkih je to
prvi primer uporabe te linije za ovrednotenje transporta flavonoidov in N preko modela
BBB. Podobne raziskave se sicer ve¢inoma izvajajo na zivalskih modelih (Faria in sod.,
2010; Faria in sod., 2012) in Sele v zadnjem Casu so uporabili tudi humane celi¢ne linije
(Faria in sod., 2014). Rezultati kazejo, da lahko EGCG, C3G in N ucinkovito prehajajo
HBMEC monosloj in dosezejo mozgansko stran BBB modela (slika 59). Najhitrej$o kinetiko
prehoda je imel EGCG, sledi mu N, medtem ko je transport najpocasnejsi pri C3G. Ti
rezultati sovpadajo z ugotovitvami drugih $tudij, opravljenih na razliénih BBB modelih z
drugimi flavonoidi (Faria in sod., 2010; Faria in sod., 2014). Pomembno je poudariti, da smo
po vsakem eksperimentu preverili tudi integriteto modela BBB. Poleg meritve TEER
(transendotelijske elektri¢ne upornosti), ki se uporablja v drugih Studijah, smo dolo¢ili tudi
transendotelijsko permeabilnost (prilogi G in H). Tako smo zavrgli vse mozne lazno
pozitivne rezultate. Kvercetin je imel med vsemi spojinami najbolj citotoksi¢en ucinek in je
pri vi§jih koncentracijah (ve¢ kot 10 uM) poskodoval celice, ki tvorijo HBMEC. Hkrati smo
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po opravljenem BBB eksperimentu Q zasledili v citoplazmi HBMEC celic (preglednica 8),
kar kaze, da ta flavonoid vstopi v celice. Zato je mozno, da visoke koncentracije Q motijo
znotrajceli¢ne procese, kar vodi v izgubo celic in poskodbo BBB. V notranjosti celic
HBMEC smo zasledili tudi C3G, medtem ko EGCG in N nismo zaznali. To bi lahko bilo
povezano s kinetiko prehajanja, saj tako EGCG kot N hitro preckata monosloj in se ne
zadrzujeta v endotelijskih celicah. Fizioloske koncentracije izbranih spojin v humani plazmi
naj bi po oralni ali intravenozni administraciji variirale med 1 uM in 10 uM (Ishisaka in
sod., 2011; Lambert in sod., 2006; Miyazawa in sod., 1999). Kljub temu, da smo zaradi
obcutljivosti HPLC sistema in stabilnosti spojin (glej zgoraj) prilagodili koncentracije
spojin, pa lahko nasi rezultati predstavljajo zanesljive priblizke, saj smo v Studiji zasSCite
nevronov uporabili 1 uM koncentracije, ki bi verjetno lahko dosegle mozganski parenhim
brez poSkodovanja BBB.

V manjsih koncentracijah (1 uM) so vse izbrane spojine (Q, EGCG, C3G in N) $citile
nevrone pred oksidativnim stresom (slika 60). Oksidativno-inducirano nekrozi-podobno
nevronsko celi¢no smrt najbolj zmanjsata EGCG in N (oba za ~40 %). Obe spojini sta tudi
najbolj uéinkoviti pri zas¢iti nevronov pred apoptozi-podobno celi¢no smrtjo (EGCG jo
zmanj$a za ~30 % in N za ~60 %). Q in C3G sta manj u¢inkovita, in sicer Q ucinkoviteje
zmanj$a apoptozi-podobno celi¢no smrt (za ~60 %), C3G pa le nekrozi-podobno celi¢no
smrt (za ~37 %). Ker se je med inkubacijo v obeh medijih AOU flavonoidov spremenila
znatno manj kot njihova koncentracija (slika 57, 58), lahko sklepamo, da imajo doloceno
stopnjo AOU tudi nekateri razgradni produkti spojin. Tako znizanja stopnje s H20-
inducirane celi¢éne smrti po 48-urni inkubaciji ne moremo pripisati zgolj izbranim
flavonoidom, ampak tudi (ali pa predvsem) njihovim razgradnim produktom. Ti so v mediju
Neurobasal najverjetneje v velikih koli¢inah prisotni ze po 24-urni inkubaciji, ko smo
inducirali oksidativni stres. V nekaterih Studijah so predlagali, da so neposredni
antioksidativni u¢inki polifenolov (t.j. lovljenje prostih radikalov) v mozganih malo verjetni.
Koli¢ine teh spojin so v primerjavi z endogenimi antioksidanti namre¢ prenizke (Halliwell,
2007). V soglasju s tem so nasi rezultati za N, ki mu z DPPH testom nismo dolocili AOU
(preglednica 7), a je v primerjavi s flavonoidi kazal vecji nevroprotektivni u¢inek in mo¢no
zmanjSal apoptozi-podobno celi¢no smrt celo v pogojih oksidativno inducirane celi¢ne smrti
(slika 60). Druge Studije kazejo tudi, da so antioksidanti z u¢inkovanjem na intrinzi¢ne
apoptoticne mehanizme sposobni zascititi mitohondrijsko funkcijo (Schroeder in sod.,
2009). To bi bil lahko tudi na¢in delovanja spojin, ki nimajo AOU, kot je v nasem primeru
N.

Zaklju¢imo lahko, da bi nekatere izmed preiskovanih naravnih spojin lahko bile zanimive
kot mozni novi terapevtski agensi. Najprej pa bi bilo potrebno natan¢no pojasniti njihov
metabolizem v telesu, sposobnost in vivo doseganja mozganov preko BBB ter mehanizme,
ki so vpleteni v zascito nevronov. Najvecji potencial za zas¢ito pred nevrotoksi¢nimi
poskodbami, kot tudi za doseganje mozganskega parenhima, imata EGCG in N, saj se oba
ucinkovito transportirata preko modela BBB brez poskodovanja monosloja HBMEC,
nevrone pa zasCitita tudi pred oksidativno poskodbo. Nikotin v toba¢nih izdelkih sicer
povzroca zdravstvene tezave, vendar pa ima v Cisti obliki (administracija v obliki oblizev)
potencial za dragocen farmacevtski agens. Skupaj z rezultati inhibicije fibrilacije o-
sinukleina pa lahko kot najboljSega kandidata izpostavimo EGCG, saj pri N nismo dolocili
inhibitornega u¢inka.
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6 SKLEPI

o o-Sinuklein in Tyr—Ala mutanti spremenijo sekundarno strukturo iz nativno
nezvitega stanja v a-vijacnico ob vezavi na negativno nabite vezikle. Nevtralni
vezikli na sekundarno strukturo nimajo vpliva.

o Do najvecje indukcije a-vijacnice pri a-sinukleinu in mutantih pride, ko se lipidi
nahajajo v tekoci neurejeni fazi.

o a-Sinuklein se na negativno nabite vezikle veze z N-terminalnim delom. N-
terminalni del se ob vezavi vsaj delno vstavi v membrano. Ob vezavi se inducira
struktura a-vijacnice.

o Poleg elektrostatskih interakcij imajo pri vezavi a-sinukleina na membrano
pomembno vlogo tudi hidrofobne interakcije. Mehanizem vezave a-sinukleina na
membrano je prvenstveno odvisen od neto naboja polarnih lipidnih glav,
povrsinskega naboja lipidnega dvosloja ter faznega stanja, v katerem se lipidi
nahajajo.

o a-Sinuklein uredi lipidni dvosloj in membrano termic¢no stabilizira.

oV nasprotju s pri¢akovanji Tyr ostanki, od katerih se Y39 nahaja v N-terminalni regiji
in Y125, Y133 ter Y136 v C-terminalni regiji, nimajo pomembnejse vloge pri
interakciji a-sinukleina z membrano.

o Tyr39 in C-terminalni Tyr ostanki imajo pomembno vlogo pri zacetni stopnji
fibrilacije a-sinukleina.

o o-Sinuklein se specificno veze na gangliozid GM1. Tyr39 nima vecje vloge pri
interakciji proteina z gangliozidom.

o Ob vezavi a-sinukleina na negativno nabite vezikle v vsaj delno tekoci neurejeni fazi
pride do permeabilizacije veziklov in s tem do sproS€anja kalceina.

o Polifenolne spojine kvercetin, epigalokatehin galat in cianidin-3-glukozid inhibirajo
proces fibrilacije a-sinukleina in vitro. Alkaloid nikotin ne inhibira fibrilacije
proteina. Do inhibicije pride predvsem zaradi stabilizacije monomerne oblike
proteina.

o Epigalokatehin galat in nikotin ucinkovito prehajata modelno krvno-moZzgansko

pregrado in zaSCitita primarno nevronsko kulturo pred induciranim oksidativnim
stresom.
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7 POVZETEK (SUMMARY)

7.1 POVZETEK

a-Sinuklein je majhen nativno nezvit presinapticni protein, ki je v agregirani obliki prisoten
v mozganskih inkluzijah pri Parkinsonovi bolezni in pri Stevilnih drugih
nevrodegenerativnih stanjih. Dolo¢ene mutacije v a-sinukleinskem genu so povezane z
zgodnjim pojavom bolezni. Vzrok za patogenezo a-sinukleina ni znan, predvidevajo pa, da
je toksi¢nost proteina povezana z njegovo agregacijo in/ali fibrilacijo. Prav tako ni poznana
natan¢na fizioloska funkcija proteina, vendar pa mocni dokazi kazejo, da ima protein vlogo
v sinapti¢ni plasti¢nosti in prenosu nevrotransmiterja. Tako fizioloska kot patoloska vloga
a-sinukleina pa naj bi vkljuéevali vezavo proteina z lipidnimi membranami. Do sedaj so
Stevilne $tudije raziskovale interakcijo med a-sinukleinom in membranami, vendar pa
molekularni mehanizem vezave ostaja nepojasnjen.

Pri nasem delu smo preucevali interakcijo nativnega rekombinantnega a-sinukleina in Y39A
ter Y(125,133,136)A mutantov z modelnimi lipidimi membranami. S cirkularnim
dihroizmom smo potrdili spremembo sekundarne strukture iz nativno nezvitega stanja v
amfipati¢no a-vijacnico v prisotnosti negativno nabitih majhnih unilamelarnih veziklov. Do
indukcije najvecjega deleza vijacnice je prislo, ko se lipidi v lipidnem dvosloju nahajajo v
tekoCi neurejeni fazi. Protein se z N-terminalnim delom adsorbira le na povrSino negativno
nabitih veziklov in ne asocira z nevtralnimi lipidi. Ob vezavi a-sinukleina na negativno
nabite vezikle v vsaj delno teko¢i neurejeni fazi pride do permeabilizacije veziklov.
Sklepamo, da so za vezavo proteina z membrano pomembne tako elektrostatske kot
hidrofobne interakcije. Z merjenjem fluorescencne anizotropije in z diferenéno dinamicno
kalorimetrijo smo pokazali, da se N-terminalni del po vezavi vsaj delno vstavi v membrano
ter vpliva na ureditveni parameter lipidnega dvosloja. Sklepamo, da je mehanizem vezave
a-sinukleina na membrano prvenstveno odvisen od neto naboja polarnih lipidnih glav,
gostote povrsinskega naboja ter faznega stanja v katerem se lipidi nahajajo. Predvidevamo,
da ima a-sinuklein ureditveno funkcijo in termicno stabilizira vezikle. Sklepamo, da N-
terminalni in C-terminalni tirozinski ostanki nimajo ve¢je vloge pri interakciji proteina z
membranami. Pokazali smo, da se o-sinuklein specificno veze na gangliozid GML.
Sklepamo, da Tyr39 nima vecje vloge pri interakciji proteina z gangliozidom.

Kljub temu, da se zdi vloga tirozinskih ostankov pri interakciji a-sinukleina z membrano
manj pomembna, pa v primerjavi z nativnim proteinom Y39A in Y(125,133,136)A mutanta
kaZeta pocasnejSo kinetiko fibrilacije in poviSano hidrofobnost ob sestavljanju fibrilam-
podobnih struktur. Predvidevamo, da imajo tako N-terminalni kot C-terminalni tirozin(i)
pomembno funkcijo pri zaCetnih stopnjah fibrilacije proteina.

Trenutno za zdravljenje Parkinsonove bolezni ni na voljo u¢inkovitega zdravila. Etiologija
bolezni naj bi bila poleg fibrilacije a-sinukleina povezana tudi z oksidativnim stresom.
Spojine, ki inhibirajo fibrilacijo a-sinukleina in delujejo antioksidativno, se zdijo Se posebej
primerne za razvoj novih terapevtikov. Pokazali smo, da v nasprotju z nikotinom, flavonoidi
kvercetin, epigalokatehin galat in cianidin-3-glukozid inhibirajo fibrilacijo a-sinukleina in
vitro. Epigalokatehin galat in nikotin tudi u¢inkovito prec¢kata modelno krvno-mozgansko
pregrado in zaScitita primarno nevronsko kulturo pred induciranim oksidativnim stresom.
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7.2 SUMMARY

a-Synuclein is a small natively unfolded presynaptic protein which, in its aggregated form,
is present in the brain in Parkinson's disease and numerous other neurodegenerative
conditions. Certain mutations in the a-synuclein gene are associated with early-onset of the
disease. The cause for the a-synuclein pathogenesis is yet unknown, however, it is predicted
that the protein toxicity is associated with the aggregation and/or fibrillation. Also the exact
physiological function of the protein remains unknown; however, strong evidence indicates
that the protein has a role in synaptic plasticity and the neurotransmitter transmission. Both
physiological and pathological role of the a-synuclein seem to include binding of the protein
with the lipid membranes. So far many studies have investigated a-synuclein-membrane
interaction; however, the molecular mechanism of the binding remains unclear.

The present study investigates the interaction of native recombinant a-synuclein and Y39A
and Y(125,133,136)A mutants with model lipid membranes. The circular dichroism
measurements confirmed the change in secondary structure from the natively unfolded to
the amphipathic a-helix in the presence of negatively charged small unilamellar vesicles.
Lipids in liquid disordered phase induced the largest increase in helical structure. N-terminal
part of the protein adsorbs onto the surface of negatively charged vesicle, but does not
associates with neutral lipids. Binding of a-synuclein to negatively charged vesicles in at
least partially disordered phase induces vesicle permeabilisation. These results indicate that
in addition to electrostatic interaction, hydrophobic interactions are also important in the
association of a-synuclein with membranes. Using fluorescence anisotropy measurements
and differential scanning calorimetry, we have shown that the N-terminal part of the protein
at least partially inserts into the membrane and affects the order parameter of the lipid
bilayer. We suggest that the mechanism of a-synuclein binding to the membrane is primarily
dependent on the net charge of the polar lipid heads, the density of surface charge and the
lipid phase. We propose that a-synuclein has an ordering function and thermally stabilizes
vesicles. The N-terminal and C-terminal tyrosine residues seem not to have a greater role in
the protein-membrane interaction. We have shown that a-Synuclein interacts with
ganglioside GM1. We conclude that Tyr39 does not have a significant role in the interaction
of the protein with ganglioside.

Although it seems that the Tyr residues are not crucial for a-synuclein-lipid interaction, in
comparison to the native protein both mutants, Y39A and Y(125,133,136)A, show delayed
onset of fibrillation and exhibit increased hydrophobicity during fibril-like structures
assembly. We assume that both N-terminal and C-terminal tyrosine(s) have an important
role in the early stages of protein fibrillation.

Currently, there is no effective drug for the treatment of Parkinson's disease. Besides a-
synuclein fibrillation the etiology of the disease seem to involve oxidative stress.
Compounds that inhibit a-synuclein fibrillation and possess antioxidant properties seem
particularly suitable for the development of new therapeutics. We have shown that, in
contrast to nicotine, flavonoids quercetin, epigallocatechin gallate, and cyanidin-3-glucoside
inhibit a-synuclein fibrillation in vitro. Epigallocatechin gallate and nicotine are also
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efficient in crossing the blood-brain barrier and protect primary neuronal culture against
induced oxidative stress.
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PRILOGE

Priloga A: Vrednosti fluorescenéne anizotropije (r) DPH in TMA-DPH (TMA) po titraciji DPPC veziklov z
divjim tipom a-sinukleina. Vezikle smo s proteinom titrirali pri temperaturi 25 °C , 40 °C in 50 °C do
dosezenega R = 500, 100 in 10. Za kontrolo smo suspenzijo titrirali s 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufrom,
pH = 7,0 (Cnt). Vrednosti predstavljajo povpredje in standardno napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta
(za podrobnosti glej 3.8.4).

Appendix A: The fluorescense anisotropy values (r) of DPH and TMA-DPH (TMA) after titration of DPPC
vesicles with wild-type a-synuclein. Aliquots of a-synuclein were titrated into suspensions of SUV at different
temperatures (25 °C, 40 °C and 50 °C) to obtain R = 500, 100 and 10. For control, vesicles were titrated with
150 mM NacCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7.0 (Cnt). Error bars represent the standard error from at least two
independent experiments (see 3.8.4 for details).

SUv R =500 R =100 R=10
T (°C) r SD ‘ r SD ‘ r SD r SD

25 0,3467 0,0023 0,3450 0,0006 0,3427 0,0026 0,3409 0,0066

WT | 40 0,2769 0,0046 0,2791 0,0070 0,2784 0,0015 0,2787 0,0089

E 50 0,0826 0,0097 10,0822 0,0030 0,0861 0,0005 0,0906 0,0073
o 25 0,3452 0,0019 0,3434 0,0004 0,3424 0,0039 0,3446 0,0008
Cnt| 40 0,2741 0,0059 0,2762 0,0023 0,2818 0,0008 0,2758 0,0069

50 0,0835 0,0023 0,0832 0,0014 0,0875 0,0066 0,0870 0,0037

25 0,3538 0,0056 0,3598 0,0027 0,3571 0,0004 0,3633 0,0142

WT | 40 0,2991 0,0030 0,298 0,0044 0,3017 0,0045 0,2985 0,0011

<§f 50 0,2103 0,0048 0,2056 0,0078 0,2096 0,0008 0,2083 0,0023
= 25 0,3594 0,0025 0,3546 0,0019 0,3570 0,0007 0,3590 0,0008
Cnt| 40 0,3058 0,0142 0,2964 0,0040 0,2940 0,0021 0,2968 0,0018

50 0,2030 0,0027 0,2052 0,0036 0,2072 0,0012 0,2027 0,0008

Priloga B: Vrednosti fluorescenéne anizotropije (r) DPH in TMA-DPH (TMA) po titraciji POPC veziklov z
divjim tipom a-sinukleina. Vezikle smo s proteinom titrirali pri temperaturi 25 °C , 40 °C in 50 °C do
dosezenega R = 500, 100 in 10. Za kontrolo smo suspenzijo titrirali s 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufrom,
pH = 7,0 (Cnt). Vrednosti predstavljajo povpreéje in standardno napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta
(za podrobnosti glej 3.8.4).

Appendix B: The fluorescense anisotropy values (r) of DPH and TMA-DPH (TMA) after titration of POPC
vesicles with wild-type a-synuclein. Aliquots of a-synuclein were titrated into suspensions of SUV at different
temperatures (25 °C, 40 °C and 50 °C) to obtain R = 500, 100 and 10. For control, vesicles were titrated with
150 mM NacCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7.0 (Cnt). Error bars represent the standard error from at least two
independent experiments (see 3.8.4 for details).

SUvV R =500 R =100 R=10
T (°C) r SD ‘ r SD ‘ r SD r SD
WT | 25 0,3460 0,0079 0,3645 0,0030 0,3504 0,0030 0,3420 0,0143
Cnt| 25 0,3620 0,0063 0,3478 0,0054 0,3649 0,0179 0,3565 0,0052
WT| 25 0,2286 0,0028 0,2311 0,0028 0,2265 0,0018 0,2239 0,0014
Cnt| 25 0,2263 0,0015 0,2317 0,0019 0,2219 0,0021 0,2300 0,0053

TMA DPH




Priloga C: Vrednosti fluorescenéne anizotropije (r) DPH in TMA-DPH (TMA) po titraciji DPPG veziklov z
divjim tipom a-sinukleina. Vezikle smo s proteinom titrirali pri temperaturi 25 °C , 40 °C in 50 °C do
dosezenega R = 500, 100 in 10. Za kontrolo smo suspenzijo titrirali s 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufrom,
pH = 7,0 (Cnt). Vrednosti predstavljajo povpredje in standardno napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta
(za podrobnosti glej 3.8.4).

Appendix C: The fluorescense anisotropy values (r) of DPH and TMA-DPH (TMA) after titration of DPPG
vesicles with wild-type a-synuclein. Aliquots of a-synuclein were titrated into suspensions of SUV at different
temperatures (25 °C, 40 °C and 50 °C) to obtain R = 500, 100 and 10. For control, vesicles were titrated with
150 mM NacCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7.0 (Cnt). Error bars represent the standard error from at least two
independent experiments (see 3.8.4 for details).

SUV R =500 R =100 R=10
T (°C) r SD ‘ r SD ‘ r SD r SD

25 0,3300 0,0020 0,3312 0,0090 0,3336 0,0045 0,3350 0,0065

WT | 40 0,2347 0,0065 0,3252 0,0089 0,3296 0,0012 0,2822 0,0080

z 50 0,0745 0,0089 0,0765 0,0023 0,0964 0,0009 0,1417 0,0021
o 25 0,3279 0,0024 0,3302 0,0008 0,3341 0,0012 0,3303 0,0051
Cnt| 40 0,2355 0,0093 0,2355 0,0024 0,2342 0,0045 0,2392 0,0036

50 0,0692 0,0065 0,0758 0,0021 0,0738 0,0022 0,0745 0,0061

25 0,3238 0,0022 0,3232 0,0030 0,3200 0,0008 0,3197 0,0050

WT | 40 0,2515 0,0010 0,3050 0,0050 0,3226 0,0061 0,2950 0,0046

<§E 50 0,1848 0,0030 0,1861 0,0021 0,1890 0,0050 0,2223 0,0030
= 25 0,3191 10,0012 0,3244 0,0032 0,3246 0,0030 0,3243 0,0020
Cnt| 40 0,2460 0,0060 0,2452 0,0020 0,2472 0,0012 0,2502 0,0051

50 0,1839 10,0012 0,1861 0,0024 0,1855 0,0028 0,1910 0,0041

Priloga D: Vrednosti fluorescenéne anizotropije (r) DPH in TMA-DPH (TMA) po titraciji POPG veziklov z
divjim tipom a-sinukleina. Vezikle smo s proteinom titrirali pri temperaturi 25 °C , 40 °C in 50 °C do
dosezenega R = 500, 100 in 10. Za kontrolo smo suspenzijo titrirali s 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufrom,
pH = 7,0 (Cnt). Vrednosti predstavljajo povpre¢je in standardno napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta
(za podrobnosti glej 3.8.4).

Appendix D: The fluorescense anisotropy values (r) of DPH and TMA-DPH (TMA) after titration of POPG
vesicles with wild-type a-synuclein. Aliquots of a-synuclein were titrated into suspensions of SUV at different
temperatures (25 °C, 40 °C and 50 °C) to obtain R = 500, 100 and 10. For control, vesicles were titrated with
150 mM NacCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7.0 (Cnt). Error bars represent the standard error from at least two
independent experiments (see 3.8.4 for details).

SUvV R =500 R =100 R=10
T (°C) r SD ‘ r SD ‘ r SD r SD
WT | 25 0,1037 0,0021 0,040 0,0010 0,1114 0,0056 0,1465 0,0023
Cnt| 25 0,1010 0,0050 0,1053 0,0029 0,1049 0,0028 0,1059 0,0018
WT | 25 0,2294 0,0016 0,2274 0,0007 0,2324 0,0014 0,2387 0,0060
Cnt]| 25 0,2245 0,0018 0,2267 0,0012 0,2282 0,0030 0,2351 0,0050

TMA DPH




Priloga E: Vrednosti fluorescenéne anizotropije (r) DPH in TMA-DPH (TMA) po titraciji DPPC:DPPG 1:1
veziklov z divjim tipom a-sinukleina. Vezikle smo s proteinom titrirali pri temperaturi 25 °C , 40 °C in 50 °C
do dosezenega R =500, 100 in 10. Za kontrolo smo suspenzijo titrirali s 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufrom,
pH = 7,0 (Cnt). Vrednosti predstavljajo povprecje in standardno napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta
(za podrobnosti glej 3.8.4).

Appendix E: The fluorescense anisotropy values (r) of DPH and TMA-DPH (TMA) after titration of
DPPC:DPPG 1:1 vesicles with wild-type a-synuclein. Aliquots of a-synuclein were titrated into suspensions
of SUV at different temperatures (25 °C, 40 °C and 50 °C) to obtain R = 500, 100 and 10. For control, vesicles
were titrated with 150 mM NaCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7.0 (Cnt). Error bars represent the standard error
from at least two independent experiments (see 3.8.4 for details).

SUV R =500 R =100 R=10
T (°C) r SD ‘ r SD ‘ r SD r SD

25 0,3380 10,0023 0,3430 0,0046 0,3437 0,0031 0,3449 0,0018

WT | 40 0,2747 0,0062 0,3077 0,0100 10,3239 0,0085 0,3476 0,0093

z 50 0,0842 0,0010 10,0841 0,0020 0,0800 0,0032 0,0950 0,0045
o 25 0,3363 0,0050 0,3400 0,0021 0,3400 0,0030 0,3437 0,0032
Cnt| 40 0,2713 0,0030 0,2785 0,0020 0,2797 0,0017 0,2807 0,0019

50 0,0842 10,0008 0,0797 0,0068 0,0781 0,0023 0,0804 0,0030

25 0,3288 0,0031 0,3314 0,0020 10,3302 0,0050 0,3304 0,0092

WT | 40 0,2750 0,0024 0,2933 0,0030 0,3051 0,0050 0,3122 0,0098

<§E 50 0,1856 0,0055 0,1817 0,0073 0,1896 0,0030 0,1878 0,0073
= 25 0,3300 0,0060 0,3290 0,0020 0,3300 0,0049 0,3300 0,0030
Cnt| 40 0,2734 0,0065 0,2794 0,0020 10,2785 0,0020 0,2821 0,0063

50 0,1848 0,0047 0,1831 0,0033 0,1855 0,0077 0,1837 0,0088




Priloga F: Vrednosti fluorescenéne anizotropije (r) DPH in TMA-DPH (TMA) po titraciji DPPC:DPPG 1:1
veziklov z a-sinukleinom Y39A. Vezikle smo s proteinom titrirali pri temperaturi 25 °C , 40 °C in 50 °C do
dosezenega R = 500, 100 in 10. Za kontrolo smo suspenzijo titrirali s 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pufrom,
pH = 7,0 (Cnt). Vrednosti predstavljajo povprecje in standardno napako za vsaj dva neodvisna eksperimenta
(za podrobnosti glej 3.8.4).

Appendix F: The fluorescense anisotropy values (r) of DPH and TMA-DPH (TMA) after titration of
DPPC:DPPG 1:1 vesicles with Y39A a-synuclein. Aliquots of a-synuclein were titrated into suspensions of
SUV at different temperatures (25 °C, 40 °C and 50 °C) to obtain R = 500, 100 and 10. For control, vesicles
were titrated with 150 mM NaCl, 20 mM HEPES buffer, pH = 7.0 (Cnt). Error bars represent the standard error
from at least two independent experiments (see 3.8.4 for details).

SUV R =500 R =100 R=10
T (°C) r SD ‘ r SD ‘ r SD r SD

25 0,3364 0,0028 0,3430 0,0000 0,3437 0,0036 0,3423 0,0038

WT | 40 0,2737 0,0034 0,3084 0,0075 0,3226 0,0088 0,3449 0,0095

z 50 0,0843 0,0046 0,0837 0,0028 0,0808 0,0048 0,0945 0,0037
o 25 0,3352 0,0056 0,3378 0,0039 0,3384 0,0040 0,3442 0,0040
Cnt| 40 0,2688 0,0040 0,2757 0,0028 0,2798 0,0035 0,2791 0,0031

50 0,0848 0,0027 0,0792 0,0048 0,0785 0,0032 0,0811 0,0035

25 0,3292 10,0040 10,3324 10,0031 0,3292 10,0056 0,3292 0,0074

WT | 40 0,2766 0,0024 0,2921 0,0018 0,3052 0,0041 0,3117 0,0089

<§E 50 0,1882 0,0030 0,1818 0,0055 0,1889 0,0045 0,1874 0,0077
= 25 0,3285 0,0030 0,3297 10,0024 0,3285 0,0052 0,3291 0,0040
Cnt| 40 0,2732 0,0039 0,2788 0,0028 10,2782 0,0039 0,2811 0,0078

50 0,1836 0,0055 0,1827 0,0044 0,1852 0,0067 0,1820 0,0095
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Priloga G: Vrednosti trans-endotelijske elektri¢ne upornosti monosloja HBMEC po inkubaciji z izbranimi
spojinami v razli¢nih ¢asovnih periodah. Celice, ki so rasle na poroznih insertih, smo za dolocen ¢as tretirali s
100 uM (Q100), 50 uM (Q50), 25 uM (Q25) in 10 uM (Q10) kvercetinom, 100 uM epigalokatehin galatom
(EGCQG) in cianidin-3-glukozidom (C3G) ter 100 uM (N2100) in 50 uM (N50) nikotinom. Transendotelijsko
elektri¢no upornost (TEER) smo dolo¢ili kot opisano v 3.11.3.1.1. Rezultate smo izrazili kot % vrednosti
kontrole (Cnt), ki ima vrednost 100 %. **P < 0,01, *P < 0,05 v primerjavi s Cnt.

Appendix G: Transendothelial electrical resistance values for HBMEC monolayer after treatment with
selected compounds for variable time periods. Cells grown in transwell inserts were treated for the indicated
time periods with 100 uM (Q100), 50 uM (Q50), 25 uM (Q25) and 10 uM (Q10) quercetin, as well as with
100 uM epigallocatechin gallate (EGCG) or cyanidin-3-glucoside (C3G) and nicotine at 100 uM (N100) and
50 uM (N50). Transendothelial electrical resistance (TEER) was evaluated as described in 3.11.3.1.2. Results
are expressed as % of control (Cnt), considered as 100 %. **P < 0.01, *P < 0.05 vs. control.
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Priloga H: Vrednosti trans-endotelijske permeabilnosti monosloja HBMEC po inkubaciji z izbranimi
spojinami v razli¢nih ¢asovnih periodah. Celice, ki so rasle na poroznih insertih, smo za dolocen ¢as tretirali s
100 uM (Q100), 50 uM (Q50), 25 uM (Q25) in 10 uM (Q10) kvercetinom, 100 uM epigalokatehin galatom
(EGCQG) in cianidin-3-glukozidom (C3G) ter 100 uM (N100) in 50 uM (N50) nikotinom. Transendotelijsko
permeabilnost (Pe) natrijevega fluoresceina smo dolo¢ili kot opisano v 3.11.3.1.2. Rezultate smo izrazili kot
% vrednosti kontrole (Cnt), ki ima vrednost 100 %. **P < 0,01, *P < 0,05 v primerjavi s Cnt.

Appendix H: Transendothelial permeability values for HBMEC monolayer after treatment with selected
compounds for variable time periods. Cells grown in transwell inserts were treated for the indicated time
periods with 100 uM (Q100), 50 uM (Q50), 25 uM (Q25) and 10 uM (Q10) quercetin, as well as with 100 uM
epigallocatechin gallate (EGCG) or cyanidin-3-glucoside (C3G) and nicotine at 100 uM (N100) and 50 uM
(N50). Transendothelial permeability (Pe) to sodium fluorescein was evaluated as described in 3.11.3.1.2.
Results are expressed as % of control (Cnt), considered as 100 %. **P < 0.01, *P < 0.05 vs. control.



