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je najbolj invazivna od vseh testiranih variant stefina B. Ta mutanta je patoloSka oblika stefina
B, opazena v progresivni mioklonski epilepsiji tipa 1, enako kot fragment Arg68stop, ki smo ga
tudi vkljucili v del eksperimentov. Na osnovi CD spektrov smo opazili, da ta fragment ni zvit, za
razliko od mutante Gly4Arg, ki se zvije kot "wild-type" protein. Razvit fragment Arg68stop je

tudi moc¢no nagnjen k agregaciji in fibrilaciji.



Rabzelj S. Amiloidna fibrilacija in interakcija z lipidnimi membranami ¢loveskega stefina B in izbranih mutant in vitro. IV
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2006

KEY WORDS DOCUMENTATION

DN Dd

DC UDC 547.96 : 577.3 :616.8 - 092 (043) = 863

CX proteins/stefin B/variant and mutants of stefin B/progressive myoclonus
epilepsy/amyloid fibrils/prefibrillar aggregates/lipid membrane/interactions with
membranes

AU RABZELJ, Sabina

AA  ZEROVNIK, Eva (supervisor)

PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty

PY 2006

TI AMYLOID FIBRILLATION AND INTERACTION WITH LIPID MEMBRANES
OF HUMAN STEFIN B AND CHOSEN MUTANTS IN VITRO

DT Doctoral Dissertation

NO XII, 75 p., 4 tab., 32 fig., 106 ref.
LA sl

AL sl/en

AB Amyloid-induced toxicity is a well known phenomenon and it is believed that prefibrillar
species are responsible for the toxic effect on cells. To better understand the common
mechanisms, the prefibrillar states of an amyloidogenic protein human stefin B and some of it's
mutants were examined in vitro. By observing interactions with membranes we were able to
show that the lag phase species obtained at pH 4.8 (and pH 3.3) exhibit stronger binding to
model lipid membranes and monolayers than the proteins in the native states (at pH 7.3). The
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1 UvOoD

1.1 RAZISKOVALNI PROBLEM IN NAMEN RAZISKAVE

Cloveski stefin B je po svoji osnovni funkciji inhibitor cisteinskih proteinaz, a njegova
fizioloSka vloga Se ni povsem pojasnjena. Prisoten je skoraj v vseh celicah in tkivih,
vendar le v malih mozganih pride pri zmanjSani ekspresiji tega gena do bolezenskega
stanja. Nekatere mutacije v genu za stefin B, ki posledi¢no vplivajo na zmanjsanje
funkcije tega proteina, vodijo v pojav progresivne mioklonske epilepsije tipa
Unverricht-Lundborg (EPM1), ki je do sedaj edina poznana patologija tega proteina.
EPM1 je degenerativha bolezen centralnega zivénega sistema in dedna oblika
epilepsije, ki se obi¢ajno izrazi med 6. in 15. letom starosti s klini¢ni simptomi, kot so
miokloni¢ni in toni¢no-kloni¢ni kr¢i, progresivha nevroloska disfunkcija in ataksija.
Primarne spremembe na ravni celice in mehanizem toksi¢nosti te bolezni so Se precej
nepoznani. Vsem obolelim je skupno znizanje vsebnosti mMRNA stefina B, posledi¢no se
sintetizira manj proteina, kar tudi zmanjSa njegovo inhibitorno vlogo, na drugi strani

pa se poveca aktivnost katepsinov.

Vecina bolnikov z EPM1 ima v promotorski regiji gena za stefin B motnjo zaradi
ponavljajoCe se sekvence dodekamera, kar vpliva na zmanjSanje izraZanja tega gena.
V kodirajo¢em delu gena za stefin B so do sedaj poznane Stiri mutacije, ki imajo za
posledico spremenjeno aminokislinsko sestavo stefina B. Pri nekaterih bolnikih z EPM1
se pojavita Gly4Arg in zamenjava kodona za Arg68 v translacijski stop kodon, kar
prekine sintezo proteina na tem mestu. Ti dve mutanti smo vkljucili v naso raziskavo z
namenom, da bi prispevali svoj delez k ve¢jemu razumevanju vzrokov za patologijo te

bolezni.

Po drugi strani pa smo Zzeleli prispevati k raziskavam t.i. konformacijskih bolezni.
Zavedamo se pereCega svetovnega problema amiloidoz in nevrodegenerativnih
bolezni, pri katerih pride do napacnega zvitja proteinov. Ti zaradi izpostavljenih
hidrofobnih in aromatskih aminokislinskih ostankov, ki so obi¢ajno skriti v notranjosti
strukture, agregirajo, polimerizirajo in mnogi od njih tvorijo netopne amiloidne fibrile.
Fibrile obic¢ajno interagirajo s proteini in proteoglikani iz citoplazme ali
ekstracelularnega matriksa in tvorijo celi¢cne inkluzije ali izvencelicne amiloidne plake.
Plaki se nalagajo v obolelih organih, zaradi ¢esar se spremeni zgradba in funkcija

tkiva. V zadnjem casu pa vse veC Studij nakazuje, da so amiloidogeni proteini v
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prefibrilarni obliki celo bolj toksi¢ni za celice kot pa fibrilarne strukture, kar pa ni
omejeno samo na patoloske proteine. Za amiloidne agregate je znacilno, da imajo
visoko nagnjenost k interakcijam s celicnimi membranami. Ker je bilo ugotovljeno, da
se tudi in vivo neamiloidogeni proteini lahko pod dolocenimi pogoji obnasajo podobno,
so tovrstne preliminarne in vitro Studije zelo dobrodosle. To je bil tudi povod k nasi
raziskavam. Poudarek doktorskega dela je na Studijah vezave stefina B in nekaterih

njegovih mutant, v nativni in agregirani konformaciji, na lipidne membrane.

1.2 HIPOTEZI

Do sedaj Se ni poznano, kateri molekularni mehanizmi so vzrok za patoloske
spremembe na ravni celice pri Unverricht-Lundborgovi bolezni. Nasa raziskovalna
hipoteza bazira na tem, da gre morda pri nekaterih patogenih mutantah prav tako za
nepravilno zvitje in agregacijo, kot je to znacilno za druge nevrodegenerativne bolezni
(Ceru in sod., 2005). Menimo, da bi do zniZanja aktivnosti stefina B delno lahko prislo
tudi zaradi agregacije, kar bi vodilo do znakov EPM1 in celicne degeneracije v
cerebelumu. Nadejamo se, da bo proucevanje in vitro lastnosti dveh EPM1 mutant
(Gly4Arg in Arg68stop) vsaj delno pomagalo osvetliti to bolezen na molekularnem

nivoju.

Druga hipoteza je povezana s problematiko citotoksi¢nosti prefibrilarnih agregatov. V
nasem delu predpostavljamo, da je toksi¢nost amiloidnih proteinov najverjetneje
povezana s povecano prepustnostjo membran ali vsaj s spremembo potenciala ob
membranah. Predvidevamo, da se agregati mocneje vezejo na membrane kot nativni
proteini in da se bolj vezejo tisti proteini, ki imajo daljSo lag fazo fibrilacije, v kateri se
akumulirajo te prefibrilarne strukture. Preverjanje te hipoteze bo vodilo do bolj

splosnih zakljuc¢kov o naravi toksi¢nosti amiloidnih proteinov.
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3 PREGLED OBJAV
3.1 AGREGACIJA PROTEINOV IN AMILOIDNE BOLEZNI

Proteini so poleg vode najbolj pogosta molekula v biologiji. Nas organizem vsebuje vec
kot 100.000 razlicnih vrst proteinov, ki katalizirajo, opravljajo ali nadzorujejo vse
Zivljenjsko pomembne kemic¢ne procese (Dobson, 2001). Po sintezi na ribosomih se
mora vsaka molekula proteina zviti v specificno konformacijo (slika 1), da je sposobna
opravljati svojo biolosko funkcijo. Zvijanje proteinov je dolgo veljalo za eno najvecjih
ugank v biologiji. Kodo za zvitje vsebuje aminokislinsko zaporedje samega proteina,
tako so proteini v vecini sposobni zavzeti svojo pravilno 3D strukturo brez prisotnosti
drugih faktorjev (Anfinsen, 1973).

{7 /ﬁ@j |

Slika 1: Osnovni model zvitja proteinov. Sekundarne strukture so prikazane kot valj (a-heliks) in puscici (B-
trakovi). Razvita veriga — formiranje sekundarne strukture (intermediat z znacilnostmi
razrahljanega klobci¢a) — intermediat s sekundarno strukturo podobno nativnemu stanju —
nativna 3D konformacija (Ptitsyn, 1995).

Figure 1: Framework model of stepwise protein folding (Ptitsyn, 1995).

Vcasih se proteini v Zivih sistemih ne uspejo pravilno zviti ali ostati v zvitem stanju,
kar ima lahko za posledico Sirok spekter bolezni. Amiloidne bolezni (amiloidoze) so
obsezna skupina bolezni, pri katerih gre za odlaganje agregiranih proteinov v razli¢nih
organih (Dobson, 2001). Obstajajo tako sistemske kot lokalne amiloidoze, pri katerih
pride do tvorbe amiloidnih fibril kot posledica kopi¢enja napacno zvitih proteinov na
ravni celotnega organizma ali lokalno. Vzrok agregacije je lahko mutacija, sprememba
pH ali temperature, oksidacija, proteoliza ali pa kadar v celici odpovejo
posttranslacijski kontrolni mehanizmi (Stefani in Dobson, 2003). Proteini, ki so v
obic¢ajnih razmerah topni, polimerizirajo in tvorijo netopne fibrile, ki skupaj s proteini
in proteoglikani iz citoplazme ali ekstracelularnega matriksa tvorijo amiloidne skupke,

kar spremeni zgradbo in funkcijo tkiva (Gustafson, 1992).
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3.1.1 Potek in kontrola zvitja proteinov

Proteini se v celici sintetizirajo na osnovi genetske informacije, ki je zakodirana v
jedrni DNA. DNA molekula v celici sluzi kot matrica, na osnovi katere se sintetizirajo
sporocCilne mRNA molekule, ki imajo vlogo posrednika med geni in proteini.
Nukleotidno zaporedje mRNA je tako komplementarno zaporedju gena, od katerega se
prepiSe. mRNA potuje iz jedra v citoplazmo, kjer se na ribosomih sintetizirajo proteini.
Ribosomi so nespecificna komponenta procesa translacije, ki prepoznajo in se vezejo
na mRNA, nudijo strukturno oporo, hkrati pa katalizirajo kemijsko reakcijo, v kateri se
aminokisline kovalentno povezujejo druga z drugo v zaporedju, ki ga doloca
nukleotidni zapis mRNA.

Zvijanje proteinov v nekaterih primerih sovpada s translacijo in se iniciira Se pred
dokoncno sintezo, medtem ko je nastajajo¢a veriga Se vedno pritrjena na ribosom
(Hardesty in Kramer, 2001). Nekateri proteini se zvijejo v citoplazmi, drugi pa v
specificnih celi¢nih razdelkih (v mitohondriju ali endoplazmatskem retikulumu) po
razmescanju in translokaciji ez membrane (Bukau in Horwich, 1998; Hartl in Hayer-
Hartl, 2002). Ceprav veljajo splo$ni principi za proces zvitja, je zvitje v veliki meri
odvisno od specificnega okolja, v katerem se protein zvije. Pri tem velja poudariti, da
so nepopolno zviti proteini bolj izpostavljeni topilu, zlasti tisti deli strukture, ki so v
nativnem stanju obicajno skriti v notranjosti. Kot taki so nagnjeni k neugodnim
interakcijam tudi z drugimi molekulami znotraj prenapolnjenega celicnega okolja (Ellis,
2001), kjer je koncentracija makromolekul tudi do 300-400 mg/ml (Ellis in Minton,
2003).

V ta namen so Zivi sistemi razvili vrsto strategij, da bi preprecili napacno ali nepopolno
zvitje. Ena od teh so molekulski Saperoni, ki so prisotni v vseh tipih celic in celi¢nih
razdelkih. Nekateri od njih interagirajo z nastalo polipeptidno verigo, ko se le-ta
odcepi od ribosoma, medtem ko so drugi vkljueni v nadziranje kasnejsih stopenj pri
procesu zvitja. Saperoni pogosto delujejo eden za drugim, da bi zagotovili popolno
ucinkovitost vsakega od korakov zvijanja (Bukau in Horwich, 1998; Hartl in Hayer-
Hartl, 2002). Sami ne pospesujejo hitrosti zvitja, povecujejo pa ucinkovitost celotnega
procesa, tako da zascitijo nepopolno zvite polipeptidne verige in na ta nacin
zmanjsujejo moznost konkurencnih interakcij, zlasti tistih, ki imajo za posledico
agregacijo. Obstajajo tudi t.i. katalizatorji, ki pa pospesSujejo potencialno pocasne

korake zvitja. Najpomembnejsi med njimi so peptidil prolil cis-trans izomeraze, ki
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pospesSujejo hitrost cis-trans izomerizacije peptidnih vezi, ki vsebujejo prolin in pa
disulfidne izomeraze, ki povecujejo hitrost sestavljanja in reorganizacije disulfidnih
mostickov (Schiene in Fischer, 2000). Nekateri Saperoni imajo tudi sposobnost, da
napacno zvite ali celo Ze agregirane proteine delno razvijejo in jim na ta nacin dajo Se
eno moznost, da se pravilno zvijejo (Bukau in Horwich, 1998; Hartl in Hayer-Hartl,
2002). Za tako aktivno vlogo v procesu zvitja je potrebna energija v obliki ATP-ja,

prav tako tudi za molekulske Saperone da delujejo s polno ucinkovitostjo.

Ribosom
Transport iz ER Transport v ER

- ™

/ Zvijanje

Ubikvitin-
proteasomski
sistem

\

Degradirani £ {— zviti P
proteini ™\ / 4N
ERJ/
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Vezikel

\

Golgijev aparat

Slika 2: Zvitje in usmerjanje proteinov v endoplazmatskem retikulumu (Dobson, 2003).

Figure 2: Regulation of protein folding in the ER (Dobson, 2003).

V evkariontskih sistemih se mnogi proteini, ki so bili sintetizirani v celici, izlocijo v
ekstracelularni prostor (t.i. sekretorni proteini). Novo sintetizirani proteini, ki jih
oznacuje posebna N-terminalna sekretorna signalna sekvenca, se najprej translocirajo
v endoplazmatski retikulum (slika 2), kjer se zvijejo v svojo nativho strukturo s
pomocjo Saperonov in katalizatorjev zvitja, ki so v tem celichem organelu prisotni v
izobilju. Preden se proteini, ki se tu zvijejo, eksportirajo, so podvrzeni mehanizmu
kontrole kvalitete, ki vkljucuje reakcije glikozilacije in deglikozilacije, kar omogoci
loCevanje med pravilno in napacno zvitimi proteini. Poleg tega so v ER tudi

specializirani proteini, ki skrbijo za sortiranje in usmerjanje proteinov ali po sekretorni
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poti ali pa za degradacijo - v primeru napaCnega zvitja. Pravilno zviti proteini se
transportirajo v Golgijev aparat, nato pa se izloCijo v ekstracelularni prostor. Napacno
zviti proteini, ki so oznaceni za degradacijo, pa se eksportirajo iz endoplazmatskega
retikuluma v citoplazmo, kjer se najprej ubikvitinirajo, nato pa v proteasomu
degradirajo (Hammond in Helenius, 1995; Kaufman in sod. 2002). Proteasom velja za
najvecji celicni kompleks za razgradnjo proteinov. Ima obliko sod¢ka, ki ga na obeh
straneh pokrivata kapi. Razgradnja proteinov poteka v notranjosti sodcka, kjer so
razmesCena aktivha mesta encimskih podenot. Nastajajo peptidi, ki so dolgi v
povprecju od 7 do 9 aminokislinskih ostankov in se nato izlocijo iz sod¢ka. Proteasom
ragradi le tiste proteine, ki so oznaceni z vecjim Stevilom zaporedno kovalentno
vezanih molekul ubikvitina na lizin in pridejo do sodc¢ka proteasoma v razviti obliki. To
sta varnostna mehanizma, ki preprecujeta, da bi proteasom razgrajeval kar vse

proteine po vrsti (Baumeister in sod., 1998).

V zivi celici obstaja poleg potrebe po sintezi, tudi stalna potreba po degradaciji
proteinov. Degradacijski mehanizem je usmerjen na eni strani na napacno zvite
proteine, na drugi strani pa na tiste proteine, ki so v presezku. Pri procesih, ki
zahtevajo razvitje ali proteolizo polipeptidne verige, je vecja verjetnost, da pride do
agregacije. Da bi se temu izognili, so degradacijske poti, kot je ubikvitin-proteasomski
sistem, mocno regulirane (Sherman in Goldberg, 2001; Bence in sod., 2001). Tako kot
nenavadno obnasanje encimov lahko povzro¢i metabolno bolezen, lahko tudi
neobi¢ajno vedenje Saperonov in ostalega sistema za regulacijo zvitja in degradacije
pomembno prispeva k napacnemu zvitju in agregacijskim boleznim (Macario in de
Macario, 2002).

3.1.2 Motnje pri zvijanju proteinov vodijo v agregacijo

In vivo se zvitje za¢ne Ze hkrati z nastajajoCo verigo, ki se sintetizira na ribosomu, in
vitro pa iz popolno nastale polipeptidne verige, ki je bila razvita, ponavadi s pomocjo
kemi¢nega denaturanta, kot je urea. V obeh primerih je polipeptidna veriga v mocno
neurejenem stanju preden se zvitje zaCne (Shortle, 1996; Smith in sod., 1996). Da
doseze nativho stanje, mora molekula proteina najti pot do svoje edinstvene
konformacije kljub Stevilnim alternativnim moznostim (Karplus, 1997). Pri iskanju in
vzpostavljanju stabilnih, nativnemu stanju podobnih kontaktov med aminokislinskimi
ostanki, lahko pride tudi do napacnega zvitja. Z velikostjo in kompleksnostjo proteinov

se povecuje tudi kompleksnost zvitja (Ellis in Hartl, 1999).
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Zvitje in razvitje proteinov sta tesno povezana z mnogimi klju¢nimi dogodki pri
funkcioniranju bioloSkega sistema: tako pri translokaciji proteinov ¢ez membrane in
razmescanju v celici, pri sekreciji ekstracelularnih proteinov, pa tudi pri kontroli in
regulaciji celi¢nega cikla (Radford in Dobson, 1999). Ce se proteini pri fiziologkih
pogojih ne uspejo zviti oz. razviti tam, kjer je to potrebno, je to zadosten razlog za

motnjo v delovanju in posledi¢no bolezen (Thomas in sod., 1995; Dobson, 1999).

Delno ali popolnoma razviti polipeptidi so tisti, ki so mo¢no nagnjeni k agregaciji. Te
strukture so naravno prisotne pri procesu zvitja, zato so takrat molekulski Saperoni v
tistem celicnem razdelku prisotni v izobilju. V ekstracelularnem prostoru je poznan
samo en glikoprotein klusterin, ki deluje na podoben nacin (Wilson in Easterbrook-
Smith, 2000). Zato je pomembno, da so pred sekrecijo iz celice proteini pravilno zviti.
Od tu tudi potreba po visoko ucinkovitem sistemu kontrole kvalitete v
endoplazmatskemu retikulumu. Vecdina bolezni, povezanih z amiloidno formacijo,
temelji ravno na teh ekstracelularnih depozitih (Tan in Pepys, 1994, cit. po Dobson,
2004).

V zadnjem cCasu se Stevilo bolezni zaradi napacnega zvitja proteinov povecuje. Na eni
strani so to bolezni, ki se pojavijo kot posledica tega, da se proteini niso uspeli
pravilno zviti in kot taki niso sposobni opravljati svoje funkcije. Tak primer sta cisti¢na
fibroza (Thomas in sod., 1995) in nakatere oblike raka (Bullock in Fersht, 2001). V
nekaterih drugih primerih pa proteini z veliko nagnjenostjo k napacnemu zvitju ubezijo
vsem zascitnim mehanizmom in tvorijo "reaktivne" agregate znotraj celice ali, kar je
Se pogosteje, v ekstracelularnem prostoru. Vse vecje Stevilo motenj, vklju¢no z
Alzheimerjevo in Parkinsonovo boleznijo, spongiformnimi encefalopatijami in
diabetesom tipa Il, je direktno povezanih z odlaganjem agregatov napacno zvitih
proteinov (Dobson, 2001; Horwich, 2002; Kelly, 1996).

3.1.3 Agregacija proteinov in formiranje fibrilarnih struktur

Pri globularnih proteinih so glavna polipeptidna in stranske hidrofobne verige v vedji
meri skrite v notranjosti zvite strukture. Kadar pa so izpostavljene, t.j. ko je protein
vsaj delno razvit ali fragmentiran, takrat je mozen prehod v amiloidne fibrile. Fibrile, ki
se nahajajo v ex vivo depozitih, se lahko reproducirajo tudi in vitro, ¢e je dolocen
protein izpostavljen ustreznim pogojem. To kaze na sposobnost samo-asociacije

proteina, brez prisotnih drugih komponent. Vrsto let se je domnevalo, da ima
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sposobnost formiranja amiloidnih fibril le relativno majhno Stevilo proteinov, predvsem
tisti, ki so bili opazeni pri bolezenskih stanjih, in da imajo ti specificne sekvencne
motive, ki kodirajo jedro amiloidne strukture. Studije zadnjih nekaj let pa vse bolj
nakazujejo v smeri, da je sposobnost formiranja amiloidnih struktur splosna lastnost
polipeptidne verige (Chiti in sod., 1999; Dobson, 1999). Fibrile lahko tvorijo tudi
proteini, ki niso povezani z boleznijo, vklju¢no z dobro poznanim mioglobinom
(Féndrich in sod., 2001) in homopolimeri, kot sta politreonin in polilizin (Fandrich in
Dobson, 2002). Tudi peptidi s samo nekaj aminokislinami lahko tvorijo fibrile, ki
izgledajo podobno kot tiste, ki vkljuCujejo velike proteine (Lopez in sod., 2002). Res

pa je, da se v teh primerih fibrilacija zgodi le v ekstremnih okolis¢inah.

In vivo amiloidno fibrilacijo najveckrat inducira zmanjsana stabilnost proteina, ki je
posledica bodisi mutacije, lokalne spremembe pH ob membranah ali pa oksidatinega
oz. temperaturnega stresa. In vitro lahko proteine delno razvijemo z variacijo pogojev
topila - s spremembo pH ali z dodatkom organskega topila, razvite polipeptide pa
delno zvijemo z znizanjem pH ali s segrevanjem (Zerovnik, 2002d). Tudi
fragmentiranje proteinov (npr. s proteolizo) predstavlja pripraven mehanizem za
stimulacijo amiloidne formacije. Tako pri mnogih amiloidnih motnjah prihaja do
agregacije fragmentov vecjih prekurzorskih proteinov, ki se sami zase, ob odsotnem
ostalem delu molekule, niso sposobni zviti. Tako je npr. pri Alzheimerjevi bolezni, kjer
pride do cepitve amiloidnega perkurzorskega proteina z B in y sekretazo. Pri tem
nastaja amiloid-B peptid iz 40 oz. 42 aminokislinskih ostankov, ki je lahko v majhnih
koli¢inah celo nevrozasciten, pri visjih koncentracijah pa agregira in se akumulira v

amiloidnih plakih v krvnih Zilah mozganov (Walsh in Selkoe, 2004).

Podrobnosti posameznih korakov v procesu fibrilacije Se niso v celoti poznane, so pa
opazene mnoge skupne znacilnosti. Za zacetek rasti fibril je znacilna poCasna lag faza,
ki ji sledi hitra eksponentna rast. Lag faza se lahko skrajsa ob prisotnosti Ze formiranih
fibril, ki delujejo kot seme. To lahko tudi pojasni zakaj nekatere konformacijske
bolezni, kot je npr. Alzheimerjev sindrom, napredujejo zelo hitro, ko se enkrat zacetni

simptomi zac¢nejo izrazati (Harper in Lansbury, 1997).

Skupna lastnost bolezni, povezanih z agregacijo (uporabljamo tudi termin
konformacijske bolezni) je ta, da gre za odlaganje proteinov v obliki amiloidnih fibril in
plakov. Ti depoziti se kopicijo ali v vitalnih organih, kot so mozgani, srce, jetra in

vranica ali pa v skeletnem tkivu (odvisno od bolezni). Vsebnost agregatov je lahko v
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primeru nevrodegenerativnih motenj pod mejo detekcije, medtem ko so pri sistemskih
boleznih vkljuceni celo kilogrami proteina v takih depozitih. Vsaka amiloidna bolezen
temelji na agregaciji specificnega proteina, poleg tega pa je v depozite vkljucena tudi
cela vrsta drugih proteinov in proteoglikanov (Tan in Pepys, 1994, cit. po Dobson,
2003). Zanimivo je, da imajo agregirane oblike proteinov, ki se pojavljajo v
amiloidozah, mnoge skupne znacilnosti, medtem ko se osnovne znacilnosti topnih
oblik proteinov med seboj bistveno razlikujejo. To so lahko globularni proteini z dobro
definirano 3D strukturo, zelo nestrukturirane peptidne molekule, pa tudi nativno

razviti proteini (Dobson, 2003).

3.1.4 Znacdilnosti amiloidnih fibril

Vse fibrilarne strukture imajo zelo podobno morfologijo. Gre za dolge, ravne, gladke,
nerazvejane in pogosto prepletene strukture, premera nekaj nm, ki imajo znacilen
vzorec "navzkrizne-beta strukture", kot je bilo ugotovljeno z rentgensko difrakcijo
(Sunde in Blake, 1997, cit. po Dobson, 2004). Struktura je sestavljena iz vzporednih
B-plos¢ (slika 3), ki so pravokotne na os fibrile (Jimenez in sod., 1999). Vsi amiloidni
depoziti imajo tudi specificne opti¢ne lastnosti pri vezavi dolo¢enih molekul barvila, kot
sta Kongo rdece, ki se uporablja pri diagnosticiranju in pa Tioflavin T za in vitro

Studije, ter so odporni na proteolitsko razgradnjo (Johansson, 2003).
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Slika 3: (A) Molekularni model amiloidne fibrile (krioelektronska mikroskopija). Fibrila je sestavljena iz Stirih
protofilamentov, ki se prepletajo eden okoli drugega in formirajo votlo cev. Model ponazarja enega
izmed nacinov, kako se lahko deli polipeptidne verige, ki so vkljueni v formiranje B-plosc,
sestavljajo znotraj fibrile. (B) Precni prerez fibrile (Jimenez in sod., 1999).

Figure 3: (A) A molecular model of an amyloid fibril. (B) Cross-section of the fibril (Jimenez in sod., 1999).

Jedro amiloidne strukture primarno stabilizirajo vodikove vezi (med karbonilnim

kisikom in amidnim vodikom), kar vklju¢uje glavno polipeptidno verigo. Ker je le-ta
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skupna vsem proteinom, to razlozi dejstvo, zakaj so si fibrile, ki nastanejo iz
polipeptidov z razli¢nimi primarnimi strukturami, med seboj podobne. Stranske verige
se znotraj amiloidne strukture vgradijo na nacin, ki je najbolj ugoden za doloceno
zaporedje, s tem pa vplivajo le na podrobnosti v sestavljanju fibril, ne pa na njihovo
splosno strukturo (Chamberlain in sod., 2000). Delez polipeptidne verige, ki je
vgrajena v jedro amiloidne strukture, lahko znatno variira, v nekaterih primerih gre
tudi samo za nekaj aminokislin (Dobson, 1999) in so ostali deli Se vedno zviti (Nelson
in sod., 2005).

Ceprav sposobnost formiranja amiloidnih fibril velja za splo$no lastnost polipeptidne
verige, nagnjenost k temu zelo variira pri razlicnih aminokislinskih zaporedjih.
Nekatere aminokisline so bolj topne kot druge, tako da je koncentracija proteina, ki je
potrebna za zacCetek agregacije, pri enih polipeptidih lahko dosti vecja kot pri drugih.
Pri procesu agregacije se mora najprej tvoriti jedro, hitrost tega procesa pa je tudi
odvisna od mnogih dejavnikov. Celo zamenjava ene same aminokisline v proteinu
lahko mocno pospesi hitrost agregacije. To je mozno, ker ima lahko taka sprememba
pomemben vpliv na naboj, na nagnjenost k tvorbi sekundarne strukture ali na
hidrofobnost. V splosnem velja, da manjsi skupni naboj, velja hidrofobnost
polipeptidne verige in vecja nagnjenost k pretvorbi a-heliksa v B-strukturo povecujejo
nagnjenost k fibrilaciji (Chiti in sod., 2003).

3.1.5 Stopnje agregacije in toksic¢na funkcija agregatov

Prva faza agregacije vkljuCuje formiranje oligomernih struktur in se obi¢ajno pojavi
kot posledica relativno nespecifi¢nih interakcij. V nekaterih primerih gre lahko tudi za
specificne strukturne prehode, kot so npr. prepletene domene (Schlunegger in sod.,
1997), kar pospeSuje hitrost agregacije. Ti prvi agregati so relativno neorganizirane
strukture z izpostavljenimi razlicnimi segmenti proteina, ki so v globularni konformaciji
obicajno skriti (Caughey in Lansbury, 2003). Prve strukture v procesu nastajanja fibril,
ki so vidne z elektronsko mikroskopijo (EM) ali z mikroskopijo na atomsko silo (AFM),
so lahko t.i. amorfni ali granularni agregati, nekateri spominjajo na micele. Ti se nato
transformirajo v strukture z bolj razlo¢no morfologijo, kot so protofibrile ali
protofilamenti (Jimenez in sod., 2002; Caughey in Lansbury, 2003; Bitan in sod.,
2003). To so kratke, tanke, vcasih vijugaste fibrilarne strukture, ki se v nadaljevanju
medsebojno zdruzujejo z lateralno asociacijo ob doloceni stopnji strukturne

preureditve, pri cemer nastajajo fibrile (Bouchard in sod., 2000).
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Slika 4: Shematska predstavitev sploSnega mehanizma agregacije do amiloidnih fibril. Delno razviti proteini
asociirajo drug z drugim, pri ¢emer tvorijo majhne topne agregate, ki se v nadaljevanju sestavljajo
v protofibrile oz. protofilamente (a, EM) in kasneje v dozorele fibrile (b, EM). Fibrile se pogosto
akumulirajo v plakih in njim podobnih strukturah (c, EM). Nekateri od prvih agregatov so v obliki
"prstana" s premerom okoli 10 nm (d, EM) (Dobson, 2003).

Figure 4: A schematic representation of the general mechanism of aggregation to form amyloid fibrils
(Dobson, 2003).

Na kaksen nacdin agregacija proteinov vodi v patolosko stanje, Se ni povsem poznano.
Pri sistemskih boleznih moc¢no povecana masa netopnih proteinov fizicno poskoduje
funkcioniranje doloCenega organa (Pepys, 1995, cit. po Dobson, 2004). V drugih
primerih nefunkcionalnost doloCenega proteina vodi v neuspesSnost katerega od
klju¢nih celi¢nih procesov (Thomas in sod., 1995). Pri nevrodegenerativnih boleznih pa
primarni simptomi najverjetneje izhajajo iz poskodb in propada nevronov, zaradi
toksi¢no pridobljene funkcije vklju¢enih proteinov, ki so bili izpostavljeni agregaciji
(Koo in sod., 1999; Caughey in Lansbury, 2003). Zacletni prefibrilarni agregati
proteinov so opazeni kot glavni povzrocitelji poskodb celic, dozorele fibrile so relativno
benigne (Caughey in Lansbury, 2003; Walsh in sod., 2002).

Najverjetneje obstajajo specificni mehanizmi za citotoksi¢nost. Namrec, agregati, ki

imajo obliko "prstana" so podobni bakterijskim toksinom, ki delajo pore v membrane in
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s tem rusijo ravnotezje ionov v celici (Lashuel in sod., 2002). Neorganizirani prvi
agregati imajo lahko toksi¢en vpliv tudi preko manj specificnega mehanizma, npr.
izpostavljenost nenativnih hidrofobnih povrsin, kar stimulira interakcije z membranami
ali drugimi celi¢nimi komponentami (Stefani in Dobson, 2003; Polverino in sod.,
2003).

Toksi¢na narava proteinskih agregatov ni omejena samo na proteine in peptide, ki so
povezani s patoloskimi stanji. Tudi prefibrilarni agregati nekaterih drugih proteinov, ki
niso povezani z nobeno do sedaj poznano boleznijo, so lahko prav tako citotoksi¢ni kot
agregati amiloida-B (Bucciantini in sod., 2002). Koncept splosne narave agregatov in
njihov vpliv na celice je bil podprt z eksperimenti s protitelesi, ki so reagirali s temi
prvimi agregati razli¢nih peptidov in proteinov ter tako inhibirali njihov toksi¢en vpliv
na celice. Razlicne prefibrilarne agregate je prepoznalo specifi¢no protitelo, narejeno v
osnovi proti Alzheimerjevemu peptidu AB. Protitelo je prepoznalo konformacijo
agregatov, ne pa njihovih razlicnih proteinskih sekvenc in dozorelih fibril (Kayed in
sod., 2003).

S kopicenjem agregiranih proteinov, pride v celici do opaznega povecanja
oksidativnega stresa, obremenitev s strani tezkih kovin, zmanjsanja vsebnosti
antioksidantov, sprememb v permeabilnosti membran (priliv Ca-ionov), do
nefunkcionalnosti mitohondrijskega sistema in programirane celicne smrti. Vrstni red
dogodkov je precej sporen. Mozno je, da je odnos med vzrokom in posledico krozen:
oksidativni stres lahko posledi¢no vpliva na vec¢jo amiloidogenost proteinov, po drugi
strani pa proteini, ki agregirajo, povecujejo oksidativni stres. Posledica tega so
aktivacija glia celic in vnetni odziv ter nefunkcionalnost mitohondrijskega sistema, kar

vodi v programirano celicno smrt (Jenko Kokalj in sod., 2005).

3.1.6 Celicne membrane so primarne tarce citotoksicnosti prefibrilarnih

agregatov

Ena od vodilnih teorij, ki pojasnjuje molekulsko osnovo patologije pri amiloidnih
boleznih, pravi, da toksi¢ni amiloidni skupki vplivajo na viabilnost celice s tem, da
interagirajo s celi¢nimi membranami in jih destabilizirajo. To vpliva na biokemijsko
funkcijo membran in posledi¢no povzroa motnje v homeostazi ionov. Topni
prefibrilarni agregati imajo namre¢ skupno strukturno lastnost, da stremijo k

interakcijam s celicnimi membranami. Celice, ki so izpostavljene takim agregatom, so
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zato podvrzene povecanju priliva kalcijevih ionov in reaktivnih oksidacijskih delcev
(ROS). Oksidativno poskodovani in prevec fosforilirani proteini so posledicno bolj
nagnjeni k agregaciji, povecan nivo kalcijevih ionov vpliva na depolarizacijo celi¢nih
membran, agregati pa so celo sposobni preiti plazmino membrano (Bucciantini in sod.,
2004, Arispe in sod., 1994).

Prefibrilarni agregati amiloidogenih proteinov, kot so amiloid-B, a-sinuklein in
transtiretin (Koo in sod., 1999; Nilsberth in sod., 2001; Mendes Sousa, 2001) so tisti,
ki izrazajo citotoksi¢nost, medtem ko so dozorele fibrile relativno neskodljive
(Bucciantini in sod., 2002). Tudi agregati nepatoloskih proteinov imajo podoben
citotoksic¢en ucinek, kar kaze na to, da amiloidna citotoksi¢nost izhaja prej iz skupne
molekulske strukture kot pa iz specificne polipeptidne sekvence (Stefani in Dobson,
2003; Kayed in sod., 2003). Adhezija na sinteticne 0z. naravne membrane je vecja v
primeru anionskih fosfolipidov, ki se obi¢ajno nahajajo na notranji strani bioloskih
membran. Razlicne celice so razlicno prizadete s strani enakih agregatov. Odpornost
celice na toksi¢en vpliv agregatov sovpada tudi z vecjo vsebnostjo holesterola v
plazemski membrani, ker le-ta oslabi interakcije agregatov z membrano (Stefani, Se

neobjavljeno).
3.1.7 Preobremenitev zascitnega sistema s strani agregiranih proteinov

Pojavlja se vprasanje, kako lahko celi¢ni sistemi tolerirajo teznjo nepopolno zvitih
proteinov k agregaciji. V normalnih okolis¢inah so molekulski Saperoni in ostali
mehanizem izredno ucinkoviti v zagotavljanju, da se ti potencialno toksicni delci
nevtralizirajo (Hartl in Hayer-Hartl, 2002; Stefani in Dobson, 2003). éaperoni SO
sposobni Scititi izpostavljene hidrofobne regije, razviti nekatere oblike agregatov ali
spremeniti razmerje med razlicnimi tipi agregatov. Tako se toksi¢cne predstopnje
amiloidnih fibril lahko transformirajo v manj reaktivne vrste, pri ¢emer se razvijejo in
izpostavijo degradacijskemu sistemu. Taka situacija se pojavi npr. pri poliglutaminski
sekvenci, ki je povezana z motnajmi pri Huntington-ovi bolezni (Muchowski in sod.,
2000). V tem primeru izgleda, da se prekurzorji amiloidnih fibril ob pomoci Saperonov
pretvorijo v amorfno obliko. Ce ta zas¢itni proces spodleti, pa je mozno tudi, da se ti
potencialno skodljivi agregati odlagajo v relativho neskodljivih oblikah, kot so
inkluzijska telesca v bakterijah in agresomi v evkariontskih sistemih (Wileman, 2006).

Formiranje dozorelih amiloidnih fibril, katerih toksi¢nost izgleda da je mnogo nizja od
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njhovih prekurzorjev, prav tako lahko v nekaterih primerih predstavilja zascitni

mehanizem (Koo in sod. 1999; Caughey in Lansbury, 2003).

Vecina agregacijskih bolezni ni povezana z genetskimi mutacijami ali infekcijami, pac
pa se pojavlja sporadi¢no v posameznih primerih, zlasti s starostjo, pri ¢emer igra
veliko vlogo vecdja neucinkovitost mehanizmov za kontrolo kvalitete (Dobson, 2004;
Macario in de Macario, 2002; Csermely, 2001). Ta neucinkovitost sistemov za kontrolo
kvalitete je lahko delno posledica vec¢je mnozine agregiranih proteinov, ki pa so lahko
tudi posledica manjSe zmoZnosti celice za regulacijo v starejSih letih. Povecana
akumulacija napacno zvitih in poskodovanih proteinov najverjetneje vodi v
preobremenjenost zascitnega sistema. S staranjem je po drugi strani tudi bolj
verjetno, da aktivnhost Saperonskega odziva in degredacijskih mehanizmov (ubikvitin-
proteasomski sistem) upada sama po sebi in zaradi tega hitreje pride do
preobremenjenosti teh zascitnih mehanizmov, kar sprozi kaskado toksi¢nosti
(Csermely, 2001).

3.2 CLOVESKI STEFIN B - MODELNI PROTEIN ZA STUDIJ AMILOIDNE
FIBRILACIJE

3.2.1 Fizioloska vloga ¢loveskega stefina B

Clovesdki stefin B je globularni protein z molsko maso 11 kDa, katerega primarna
struktura vsebuje 98 aminokislin. Spada v IH klan inhibitorjev po Meropsovi shemi in v
druzino I25A skupaj s svojim homologom stefinom A. Po svoji osnovni funkciji je
inhibitor cisteinskih proteinaz, vendar pa njegova fizioloska viloga Se ni v celoti
poznana. V celici je stefin B lociran tako v v citoplazmi, kot tudi v lizosomih in v jedru.
Ima sploSno zascitno vlogo v organizmih sesalcev, kar potrjuje njegova stalna
prisotnost v celicah in tkivih. Sodeluje pri zasciti organizma pred nezazeljeno
proteolizo, kot posledico prekomerne aktivnosti endogenih lizosomskih cisteinskih
proteinaz, katepsinov B, H, L in S, proteinaz metastaznih rakastih celic ali proteinaz
mikroorganizmov (Riccio in sod., 2001; Pol in Bjoérk, 2001; Estrada in sod., 1998). V
malih mozganih se pojavlja tudi kot del multiproteinskega kompleksa, ki je specificen
le za ta del mozganov. V njem so proteini, ki po svoji funkciji niso proteinaze, med
drugim tudi nekateri citoplazemski proteini, ki so vklju€eni v regulacijo citoskeletnih
funkcij (Di Giamo in sod., 2002).
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3.2.2 Amiloidne fibrile stefina B

Cloveski stefin B je uveljavljen kot dober modelni sistem za merjenje stabilnosti in
proucevanje mehanizmov zvijanja proteinov (Zerovnik in sod., 1997, 1998, 1999),
prav tako pa v zadnjem casu tudi za spremljanje proteinske agregacije in razumevanje
procesa amiloidne fibrilacije (Zerovnik in sod., 2002a,b,c). Fibrile stefina B izrazajo
znadilnosti, ki so skupne vsem amiloidnim fibrilam: oblika, kinetika rasti ter specificna
vezava barvil Kongo rdece in Tioflavin T, katerima se pri vezavi na fibrile
karakteristi¢no spremeni fluorescenéni spekter (Zerovnik, 2002d). Cloveski stefin B, v
nasprotju z njegovim homologom stefinom A, zlahka tvori amiloidne fibrile (ze pri pH
malo pod 5), kot je bilo pokazano v in vitro $tudijah (Zerovnik in sod., 2002a,b).
Razli¢na nagnjenost k tvorbi fibril obeh homologov je lahko posledica solnih mostickov
pri stefinu A, kar oteZuje loCevanje elementov sekundarnih struktur (a-heliksa od B-

trakov), medtem ko pri stefinu B solni mosticki niso prisotni.

Dimere stefina B nastajajo pri sobni temperaturi, proces fibrilacije pa se zaCne iz delno
razvitih intermediatov: ali iz intermediata, podobnega nativhemu stanju pri pH 4,8 ali
pa iz konformacije razrahljanega klobci¢a pri pH 3,3 z dodanim sulfatom (slika 5).
Fibrilacija je hitrejSa in ima krajso lag fazo, Ce se zacne iz stanja pri pH 3,3, pri pH 4,8
pa fibrile rastejo pri sobni temperaturi nekaj mesecev. Dodatek pred-denaturacijskih
koncentracij organskega topila trifluoroetanola, pri katerih pride do delnega razvitja
proteina, pospesi kinetiko fibrilacije, prav tako dodatek predhodno nastalih fibril in

prisotnost mo¢nega magnetnega polja (Jenko in sod., 2004).

Proces fibrilacije stefina B ima mnoge skupne znacilnosti drugih amiloidogenih
proteinov in peptidov, kot sta amiloid-B in prionski protein. S transmisijskim
elektronskim mikroskopom (TEM) so opazovali posamezne stopnje fibrilacije in
ugotovili so, da imajo gladke fibrile stefina B svoj izvor v prefibrilarnih agregatih, ki se
s ¢asom zmanjsujejo, povecuje pa se kolicina amiloidnih fibril, ki na koncu prevladajo
(Zerovnik in sod., 2002a). Te prefibrilarne oblike, ki so prisotne med lag fazo
fibrilacije, so citotoksi¢ne, povzrocajo koncentracijsko-odvisno prepusc¢anje membran
ter prvenstveno interagirajo s kislimi fosfolipidi, ki se in vivo nahajajo predvsem na
citosolni strani plazmaleme in na notranji mitohondrijski membrani (Anderluh in sod.,
2005). Z opazovanjem teh prvih agregatov z mikroskopom na atomsko silo (AFM) so

ugotovili, da je njihova velikost v rangu od 5 do 20 nm (Ceru in sod., $e
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neobjavljeno), kar sovpada s toksi¢nimi agregati amiloida-B (1-40) (Hoshi in sod.,
2003).

Slika 5: TEM sliki prefibrilarnih oligomernih agregatov ¢loveskega stefina B. Amorfni granularni
agregati pri pH 4,8 (A) in globularni agregati ter verizici podobne strukture iz teh globul
pri pH 3,3 (B) v lag fazi fibrilacije stefina B (Anderluh in sod., 2005).

Figure 5: TEM pictures of prefibrillar oligomeric aggregates of human stefin B (Anderluh in sod., 2005).

3.3 DOSLEJ POZNANA PATOLOGIJA NA CLOVESKEM STEFINU B: MIOKLONSKA
EPILEPSIJA TIPA UNVERRICHT-LUNDBORG

Mutacije v genu stefina B, ki posledi¢no vplivajo na zmanjsanje funkcije proteina,
vodijo v pojav progresivhe mioklonske epilepsije tipa Unverricht-Lundborg. To je
degenerativha bolezen centralnega Zzivénega sistema, avtosomno recesivha dedna
oblika epilepsije, ki je vezana na 21. ¢loveski kromosom. Znadilni klini¢ni simptomi te
bolezni so: mioklonic¢ni in toni¢no-kloni¢ni krci, progresivna nevroloska disfunkcija in

ataksija (Pennacchio in sod., 1996).

Na modelu misi z izbitim genom za stefin B so ugotovili, da pride do apoptoze
cerebralnih granuloznih celic v malih mozganih, kar vodi v hitrejSe napredovanje
ataksije in miokloni¢nih kréev. V drugih tkivih odsotnost tega inhibitorja ne vodi v
patoloski fenotip, kar kaze na to, da gre za tkivnho specificno funkcijo stefina B
(Pennacchio in sod., 1998). Pri misih z izbitima genoma tako za stefin B, kot tudi za
katepsin B, je bil obseg apoptoze moc¢no zmanjsan, medtem ko so mioklonic¢ni krci in
ataksija ostali (Houseweart in sod., 2003). Torej mora imeti stefin B gotovo Se kaksno

pomembno funkcijo poleg inhibicije proteinaz, kar potrjuje tudi detekcija interakcij
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stefina B z nekaterimi proteini, ki po svoji funkciji niso proteinaze. V malih mozganih
je stefin B vklju¢en v multiproteinski kompleks, katerega funkcija Se ni poznana.
Lahko da kot inhibitor zgolj SCiti kompleks pred cisteinskimi proteinazami ali pa s tem,
ko se veze na kompleks, spremeni njegovo strukturo in tako vpliva na pravilno
formiranje kompleksa. Mutacija ali odsotnost stefina B bi lahko celo onemogocila
nastanek multiproteinskega kompleksa. S tem bi kompleks zelo verjetno izgubil svojo
specificno cerebralno funkcijo, kar bi lahko vodilo tudi do mioklonske epilepsije (Di
Giaimo in sod., 2002).

Primarni celi¢ni dogodki in mehanizem toksi¢nosti Unverricht-Lundborgove bolezni so
Se precej nepoznani. Vsem obolelim je skupno znizanje vsebnosti mRNA za stefin B,
kar posledicno zmanjsa njegovo inhibitorno vlogo, to pa korelira z opaznim
povecanjem aktivnosti katepsinov B, L in S (Rinne in sod., 2002). Pri vecini pacientov
gre za ponavljajoto sekvenco dodekamera v promotorski regiji. Normalni aleli
vsebujejo 2 ali 3 kopije teh ponovitev, medtem ko jih mutirani aleli vsebujejo vec kot
60, kar vpliva na zmanjsanje ekspresije tega gena (Lalioti in sod., 1997a). V
kodirajocem delu gena za stefin B pa so do sedaj poznane Stiri mutacije: zamenjava
gvanina v citozin v prvem eksonu ima za posledico mutacijo Gly4Arg; delecija
dinukleotida TC v kodonu 72 premakne bralni okvir in posledi¢no povzroci predc¢asno
terminacijo sinteze proteina (Lalioti in sod., 1997b); v tretjem eksonu zamenjava
adenina v citozin vodi v mutacijo G/u71Pro (Alakurtti in sod., 2004); zamenjava
kodona za Arg68 v translacijski stop kodon (Pennacchio in sod., 1996) pa prekine

translacijo na tem mestu.
2.3.1 étudije na patogenih mutantah

Narejene so bile celicne Studije z mutantami v kodirajoCem delu gena za stefin B, ki se
pojavljajo pri bolnikih s progresivho mioklonsko epilepsijo tipa 1. Nobena od mutant ni
asociirala z lizosomi, kot je to znacilno za "wild-type" protein, temvel so bile
razprSeno porazdeljene po citoplazmi in jedru. Asociacija z lizosomi sovpada z zascitno
vlogo stefina B kot citoplazemskega inhibitorja cisteinskih proteinaz, ki se sprostijo iz
lizosoma. V primeru mutante Arg68stop je bilo celo opazena hitra degradacija novo
sintetiziranega proteina, razprseno celicno porazdelitev pa je bilo mozno opaziti le v

primeru prisotnega proteasomskega inhibitorja laktacistina (Alakurtti in sod., 2004).
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In vitro Studije z mutanto Gly4Arg pa so pokazale, da ima ta mutanta v primerjavi z
"wild-type" stefinom B skoraj 4-krat daljSo lag fazo fibrilacije s prisotnimi
prefibrilarnimi agregati, Ceprav sta oba proteina pravilno zvita in enako stabilna.
PodaljSana lag faza ima lahko posledice za morebitno patologijo (Rabzelj in sod.,
2005).

Pri progresivni mioklonski epilepsiji Unverricht-Lundborgovega tipa sicer ni dokazane
amiloidne patologije in vivo, je pa stefinu B analogni protein Cloveski cistatin C dobro
poznan amiloidogen protein: mutacija L68Q je amiloidogena varianta tega proteina, ki
vodi v dedno obliko amiloidne angiopatije (Jensson in sod., 1990). Cistatin C tudi
soagregira z amiloidom-B v senilnih plakih (Maruyama in sod., 1992). Ravno tako pa
je bil tudi ¢loveski stefin B opazen skupaj z nekaterimi katepsini in stefinom A kot
komponenta jedra amiloidnih plakov razlicnega izvora (Ii in sod., 1993), vendar

njegova glavna patologija za zdaj ostaja EPM1 sindrom.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Kemikalije in osnovni material

BSA

centrikoni z membrano Y-3
DOPC

EtOH

filtri (0,2 pm)
filtri (Y3 in Y5)
glicin

Hepes

kalcein
kloroform

MeOH

NaCl

NaDS

Na,HPO4 x 2H,0
NaH,PO, x 2H,0
Na,S0,

NaOAc

NaOH
polikarbonatne membrane 100nm
POPG

steklene kroglice
TFE

ThT

Triton X-100

Merck, Nemcija
Millipore, ZDA

Avanti Polar Lipids, ZDA
Carlo Erba, Italija
Sartorius, Nemcija
Millipore, ZDA

Sigma, ZDA

Merck, Nemcija
Sigma, ZDA

Merck, Nemcija
Merck, Nemcija

Carlo Erba, Italija
Sigma, ZDA

Serva, Nemcija
Serva, Nemcija
Merck, Nemcija

Carlo Erba, Italija
Carlo Erba, Italija
Millipore, ZDA

Avanti Polar Lipids, ZDA
Sigma, ZDA

Fluka, Svica

Aldrich Chemical, ZDA

Sigma, ZDA
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3.1.2 Najpogosteje uporabljene raztopine:

Fosfatni pufer:

e Glicinski pufer:

e Na-acetatni pufer:

e PBS pufer:

e Hepes pufer za vezikle:

e Pufer s kalceinom:

3.1.3 Laboratorijska oprema

e Biacore X (Biacore, Svedska)

0,01 M NaH,P0O,4/Na,HPO,
0,15 M NaCl
pH 6,5

0,015 M glicin
0,26 M Na,SO,4
pH 3,3

0,015 M NaOAc
0,15 M NaCl
pH 4,8

0,39 g/l NaH,PO,4 x 2H,0
1,34 g/l Na,HPO,4 x 2H,0
8,5 g/l NaCl

pH 7,3

10 mM HEPES
200 mM NaCl
pH 7,5

20 mM Tris/HCI
140 mM NaCl

1 mM EDTA

60 mM kalcein
pH 8,5

e CD spektrometer 62A DS (AVIV, ZDA)
e Centrifuge: mikrocentrifuga 5402 (Eppendorf, Nemcija)
RC5C Plus (Sorvall, ZDA)

« Citalec mikrotitrnih plo§¢ MRX (Dynex Technologies, Nemdija)

e Digestorij R25 (Iskra, Slovenija)

e Ekstrudor (Avestin lipid extruder, Kanada)
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e FPLC: Akta FPLC (Amarsham Pharmacia Biotech, Svedska)
e Magnetno mesalo MM540 (Tehtnica, Slovenija)
e MicroTrough-S system (Kibron, Finska)
e pH meter (Mettler Toledo, ZDA)
e rotavapor in vodna kopel B480 (Blchi, Svica)
e Spektrofluorimetra: Jasco FP-750 (Jasco, ZDA)
LS 50B (Perkin Elmer, ZDA)
e Spektrofotometer: Lambda 11 (Perkin Elmer, ZDA)
e Tehtnice: PC2000 (Mettler, Svica)
MC 210 P (Sartorius laboratory, ZDA)
L420 (Sartorius laboratory, ZDA)
e Ultrafiltri (Amicon, ZDA)

e vibracijski stresalnik Vibromix 114 EV (Tehtnica, Slovenija)

3.2 METODE

3.2.1 Priprava rekombinantnih proteinov

Rekombinantne proteine: "wild-type" (WT) stefin B, varianto E31Y, mutanto G4R in
fragment R68stop smo ekspremirali v bakterijskih celicah Escherichia coli - sev
BL21(DE3)pLysS in izolirani po postopkih, ki so opisani v magistrskem delu (Rabzelj,
2004). Vsi proucevani proteini so imeli cistein na 3. mestu aminokislinskega zaporedja
zamenjan s serinom, da bi se izognili tezavam, ki bi nastale z oksidacijo prostega

cisteina.

Posamezne oligomerne oblike WT stefina B in mutante G4R smo v nadaljevanju
loCevali na sistemu FPLC z gelsko kromatografijo in nosilcem Superdex 75 HR
(Amersham Pharmacia Biotech, Svedska), ki se uporablja za loevanje proteinov v
obmodcju 3 - 70 kDa. Po nanosu vzorca (500 ul) smo kolono spirali z 0,01 M fosfatnim
pufrom, 0,15 M NaCl, pH 7, s katerim je bila kolona tudi predhodno uravnotezena.
Pretok je bil 0,5 ml/min.

3.2.2 Merjenje UV CD spektrov

Spektroskopske metode temeljijo na uporabi razlicnih opti¢nih lastnosti molekul v

razlicnih obmodjih elektromagnetnega spektra. Cirkularni dihroizem (CD) se uporablja
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za merjenje opti¢no aktivnih molekul v raztopini. Meri razlike v absorpciji levo- in
desnosucne krozno polarizirane svetlobe, kar predstavlja osnovo =za analizo
konformacijskih stanj. V daljnem UV obmocju (190-250nm) prevladujejo prispevki
peptidnih vezi, tako dobimo podatek o sekundarni strukturi proteinov, medtem ko v
bliznjem UV obmodju (250-320nm) svetlobo absorbirajo predvsem aromatske
aminokisline in v manjsem obsegu tudi disulfidne vezi, kar nam nekaj pove o terciarni
strukturi. CD se v bliznjem UV obmodju pojavi samo, ¢e so aromati vpeti v stacionarno
okolje, kar je merilo za nativho strukturo, zato se lahko uporablja tudi za analizo

pravilnega zvitja rekombinantnih proteinov.

Za primerjavo spektrov razlicnih proteinov smo eksperimentalne vrednosti o
elipticnosti ® (mdeg) pretvorili v povpre¢no molarno elipticnost aminokislinskega
ostanka (deg cm?/dmol):

OxM yrw

[G)]MRW: 10xcx| - (1)

kijer je Murw povprecna molska masa aminokislinskega ostanka (g/mol), c je

koncentracija proteina (mg/ml), / pa dolzina poti zarka skozi kiveto (cm).

CD spektre smo merili na CD spektrometru, opremljenim s termoelektricno enoto za
temperaturno regulacijo. Za spektre v daljnem UV obmodcju je bil interval merjenja 1
nm, Sirina reze 1 nm in ¢as integriranja 5 sekund. Uporabili smo 1- milimetrsko celico
in absorbanco proteinov A,gy = 0,1. Za spektre v bliznjem UV obmodju pa smo izbrali
interval merjenja 0,5 nm, Sirino reze 0,5 nm in Cas integriranja 3 sekunde. Pri tem
smo uporabili 1- centimetrsko mikrocelico in absorbanco proteinov A,gg = 1,2.

Temperatura je bila 25 °C.
3.2.2.1  Denaturacija z organskim topilom TFE

Za denaturacijo s trifluoretanolom (TFE) smo raztopine proteinov pripravili 2 uri pred
merjenjem pri razlicnih koncentracijah TFE (0 - 60 %) v 0,015 M acetatnem pufru z
0,15 M NaCl, pH 4,8. CD spektre smo posneli v daljnem UV obmocju, uporabili smo 1-
milimetrsko celico. Absorbanca proteinov je bila Aysy = 0,22, ostali parametri pa so bili

enaki kot pri merjenju CD spektrov nativnih proteinov.
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3.2.3 ThT fluorescenca

Barvilo Tioflavin T (ThT) smo uporabili za detektiranje prisotnosti amiloidnih fibril v
raztopini in za spremljanje kinetike fibrilacije proteinov. Pri vezavi na fibrile, se barvilu
ThT karakteristicno spremeni fluorescen¢ni spekter: maksimum emisije se premakne
iz 435 na 482 nm. Za meritev smo uporabili 5- milimetrsko celico, valovno dolzino
ekscitacije 440 nm, ThT emisijo pa smo merili v obmocju 455 - 600 nm z intervalom
merjenja 0,5 nm, pri sobni temperaturi. Sirini reze za ekscitacijo in emisijo sta bili 5 in
7 nm. Spektri so imeli maksimum pri 482 nm, zato smo spremljali kinetiko sprememb

pri tej valovni dolzini.

Raztopine proteinov smo pripravili pri 34 pM koncentraciji v 0,015 M acetatnem pufru,
0,15 M NaCl, pH 4,8. Z dodatkom nizkih koncentracij organskega topila TFE smo
pospesili hitrost fibrilacije. Proces rasti fibril smo spremljali do stacionarne faze. ThT
smo raztopili pri 15 pM koncentraciji (A416=0,6) v 25mM fosfatnem pufru z 0,1 M NacCl,
pH 7,5. Vzorce proteinov (80 pl) smo neposredno pred merjenjem razreddili v ThT
pufru (575 pl), nato pa izmerili intenziteto emitirane svetlobe. pH pufra nad 7 na eni
strani optimizira ThT signal, na drugi pa vpliva na depolimerizacijo fibril, zato je

potrebno izmeriti ThT fluorescenco v ¢im krajSem casu po razredcenju (< 1 min).
3.2.4 Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM)

Transmisijski elektronski mikroskop je instrument, analogen presevnemu opti¢nemu
mikroskopu. Sliko riSejo elektroni, ki prodrejo skozi vzorec. Na vrhu mikroskopa je
namescen elektronski top — pospesSevalne napetosti so lahko od 20 do 125 kV (odvisno
od opazovanega vzorca). Pod elektronskim topom so namescene kondenzorske lece, ki
elektronski snop usmerijo na preparat. Preparat se nahaja na nosilcu znotraj
objektivne lece. Za zaznavo slike je potrebna interakcija snopa elektronov s
preparatom, pri ¢emer se del elektronov sipa, del pa nadaljuje svojo pot sorazmerno

neovirano.

TEM smo uporabili kot tehniko za opazovanje morfoloskih sprememb ter strukture
prefibrilarnih agregatov in dozorelih fibril posameznih proteinov. Na bakreno mrezico
(premera cca 3 mm) smo nanesli 15 pl kapljico vzorca proteina 34 pM koncentracije,
pustili 5 minut, nato pa jo polozili na kontrastno sredstvo (1% uranilacetat) za 1

minuto. Vzorce smo pregledovali s presevnim elektronskim mikroskopom Philips CM



Rabzelj S. Amiloidna fibrilacija in interakcija z lipidnimi membranami ¢loveskega stefina B in izbranih mutant in vitro. 24
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2006

100 in fotografirali z digitalno kamero Bioscan CCD Gatan, fotografije pa obdelali z

racunalniskim programom Digital Micrograph. PospesSevalna napetost je bila 80 kV.

3.2.5 Priprava prefibrilarnih agregatov in nativnih proteinov za membranske
Studije

Prefibrilarne agregate smo pripravili z inkubacijo proteinov v dveh razlicnih pufrih.
Pogoje (pufer in cCas inkubacije) smo izbrali tako, da so se v raztopini proteinov
formirale oligomere/agregati v ¢asu lag faze fibrilacije. V enem primeru smo proteine
pri sobni temperaturi in 100 pM koncentraciji inkubirali 1-2 tedna v 0,015 M
natrijevem acetatu, 0,15 M NaCl, pH 4,8, v drugem primeru pa 1-2 dni v 0,015 M
glicinskem pufru, 0,26 M Na,S0O4, pH 3,3 (Zerovnik in sod., 2002a,b). Nativne oblike
proteina smo pripravili v PBS pufru, pH 7,3.

3.2.6 Insercije proteinov v lipidni monosloj

3.2.6.1  Lipidi v bioloskih membranah

Lipidi so amfipaticne molekule, ki imajo polarni (hidrofilni) in nepolarni (hidrofobni)
del. Bioloske membrane pretezno sestavljajo fosfolipidi in nevtralni lipid holesterol, z
vkljuCenimi nekaterimi proteini in ogljikovimi hidrati. Med fosfolipide spadajo
glicerofosfolipidi (zwitterionska fosfatidilholin in fosfatidiletanolamin ter anionska
fosfatidilserin in fosfatidilglicerol) in pa sfingolipidi (zwitterionski sfingomielin). Za
fosfolipide je znacilno, da imajo polarno glavo, nanjo pa je pritrjen dolg nepolarni rep,
ki ga sestavljata ena ali dve ogljikovodikovi verigi. Delez posameznih vrst lipidov se od
ene bioloSke membrane do druge razlikuje. Lipidna (tudi proteinska) sestava vecine
bioloskih membran je asimetricna, kar pomeni, da sta sestavi notranjega in zunanjega
sloja razlicni, pa tudi, da v lateralni smeri sestava ni homogena. Molekule se
zdruzujejo v domene, tako pride do lokalnega nastajanja t.i. lipidnih raftov. To so
majhna specializirana podro¢ja membran, kjer so skoncentrirani doloceni lipidi
(predvsem holesterol in sfingolipidi) ter proteini. V novejSem c¢asu mocno raziskujejo
pomen teh otockov v celicni membrani. Menijo celo, da ti predeli preferen¢no vezejo
amiloidne proteine, kjer se ti akumulirajo, agregirajo in imajo toksi¢en ucinek
(Kawarabayashi in sod., 2004).
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V naSe eksperimente smo vkljucili dva glicerofosfolipida: fosfatidilholin DOPC in
fosfatidilglicerol POPG. Za glicerofosfolipide je znacilno, da imajo glicerol zaestren s
fosfatno skupino na C-3 atomu, nanjo pa je vezan alkohol. DOPC (1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfoholin) ima fosfatno skupino zaestreno s holinom, rep pa sestavljata dve
nenasic¢eni oleinski (18:1) mascobni kislini (slika 6). Pri nevtralnem pH ima fosforjeva
kislina negativni naboj, alkohol holin pa pozitivhega, kar daje molekuli zwitterionski
znacaj. POPG (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-glicerol)]) pa ima na
fosfatno skupino vezan alkohol glicerol in rep iz nasi¢ene palmitinske (16:0) in
nenasiCene oleinske (18:1) mascobne kisline. Pri nevtralnem pH ima molekula

negativni naboj.

Slika 6: Struktura glicerofosfolipida DOPC.

Figure 6: The structure of glycerophospholipid DOPC.

3.2.6.2  Uporabnost lipidnih monoslojev

Lipidni monosloji predstavljajo uporabno orodje za proucevanje interakcij med lipidi in
proteini. Interakcije z lipidnimi membranami so lahko reverzibilne (adsorpcija) ali
ireverzibilne (insercija). Se do nedavnega se je insercija enacila z lizo membrane.
Poskodba v permeabilnosti membrane se je v preteklosti uporabljala kot dokaz, da je
priSlo do insercije doloCenega toksina v membrano. Danes je mozno opazovati vsak
korak posebej. S tehniko monoslojnega filma lipidov, ki se tvori na vmesni povrsini
med zrakom in vodo (slika 7a), lahko neposredno opazujemo insercijo, lo¢eno od
nadaljnih sprememb v strukturi membrane. S to tehniko je bilo ugotovljeno, da do
visokega nivoja insercije lahko pride tudi pri mutantah toksina, ki sicer ne povzrocajo
lize membrane tako kot sam toksin, kar potrjuje ugotovitev, da je insercija neodvisna

od lize (Sanchez-Magraner in sod., 2006).

Proucevani protein se pri tem eksperimentu vbrizga pod monosloj. Ce se del proteina
vpne med lipidne glave ali pa na kakrSenkoli drug nacin zmoti urejenost lipidov,
povrsinski pritisk naraste. Ta sprememba v pritisku je neposreden dokaz, da protein

interagira z lipidnim monoslojem. Velikost v spremembi povrsSinskega pritiska pri
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monoslojih enake gostote pakiranja lipidov, se lahko uporabi za primerjavo jakosti

interakcij med razli¢nimi proteini.

Druga preprosta aplikacija te tehnike je dolocitev kritiCnega pritiska monosloja. V tem
primeru se testni protein pri enaki koncentraciji injicira pod monosloje razlicnih
zacetnih pritiskov, t.j. pri razlicnih gostotah pakiranja lipidov. To se doseze z nanosom
razli¢nih koncentracij lipidov na vmesno povrsino med vodno fazo in zrakom. Iz grafa,
ki ima na x-osi vrednosti zacetnega povrSinskega pritiska, na y-osi pa vrednosti, ki
predstavljajo zvisanje pritiska za posamezen primer, dobimo z ekstrapolacijo na
vrednost 0 podatek o kriticnem pritisku. To je tisti zacetni povrsinski pritisk, pri
katerem se posamezen protein ne more vec insertirati v monosloj. Gostota pakiranja
lipidov v bioloskih membranah ustreza povrsinskemu pritisku od 30-35 mN/m, s ¢imer
lahko primerjamo dobljene rezultate. Dolocanje kriticnega pritiska predstavlja
preprosto metodo za karakterizacijo insercije proteinov in specificnosti lipidne sestave,
z uporabo enostavnega aparata, brez potrebne predhodne modifikacije proteina, kot je

npr. radioaktivho oznacevanje (Brockman, 1999).

B p—

Slika 7: (A) Orientacija fosfolipidov na mejni povrsini zrak-voda, kjer se polarne glave usmerijo proti vodni
raztopini, nepolarni repi proti zraku. (B) MicroTrough-S sistem (Kibron, Finska) za studij insercije
proteinskih molekul v lipidne monosloje.

Figure 7: (A) Orientation of phospholipids at the air-water interface. (B) MicroTrough-S system for the
insertion studies of protein molecules into the lipid monolayers.

3.2.6.3  Merjenje pritiska na povrsino lipidnega monosloja

Insercije nase serije proteinov smo spremljali z merjenjem sprememb povrsinskega
pritiska, pri sobni temperaturi, na MicroTrough-S sistemu (slika 7b), ki je neke vrste

tenziometer. Lipide DOPC in POPG smo najprej raztopili pri 1 mM koncentraciji v
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mesanici organskega topila iz kloroforma in metanola (2:1), nato pa jih previdno, v pl
odmerkih nanesli na povrsino vodne faze (10 mM Hepes, 200 mM NaCl, pH 7,5). Ob
nanosu razliénih koncentracij lipidov, je senzorska sonda zaznala razlicne zacetne
povrSinske pritiske. Po nekaj minutah, ko je organsko topilo izhlapelo, smo z
mikropipeto injecirali protein pod povrsino pufra preko stranske povezave (slika 8).
Konc¢na koncentracija injeciranega proteina je bila vselej 10 uM. Ko so molekule
proteina zaclele penetrirati v lipidni monosloj, je v sorazmerju s tem narascal
povrsinski pritisk, ki smo spremljali vse dokler ni dosegel stabilnega signala. Podatke
smo vnesli v graf, ki prikazuje zvisanje pritiska v odvisnosti od zacetnega
povrsinskega pritiska in z ekstrapolacijo na vrednost 0 dobili podatek o kriticnem
pritisku (slika 23).
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Slika 8: Shematski prikaz injiciranja in penetracije molekul proteina v lipidni monosloj.

Figure 8: Shematic presentation of injection and penetration of protein molecules into the lipid monolayer.

3.2.7 Permeabilnost liposomov
3.2.7.1  Orientacija lipidnih molekul v vodni fazi

V vodnih raztopinah je zelo malo lipidov v monomerni obliki. Monosloj nastane, ko se
polarne lipidne glave usmerijo proti vodni povrsini, nepolarni repki pa v zrak. Ce lipide
pomeSamo z vodno fazo, se molekule zdruzujejo tako, da se hidrofobni repki
orientirajo stran od vode. Tako lahko tvorijo micele (slika 9). To so strukture, kjer so
nepolarni repki usmerjeni v notranjost, polarne glave pa interagirajo z vodo (v
nepolarnih topilih je ravno obratno). Vendar ta formacija ni najstabilnejsa, ker pride

do steri¢nega oviranja med nepolarnimi repi. StabilnejSa struktura, ki v takem primeru
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nastane, je lipidni dvosloj, debeline 6-10 nm. Ce je plast dovolj velika, je energija, ki
je potrebna za njen upogib, manjSa od neugodnega prispevka na robu dvojne plasti,
zato se le-ta v vodni raztopini spontano upogne in zaklju¢i sama vase. Tako nastane
fosfolipidni mehurcek ali vezikel, imenovan tudi liposom. To so sfericne strukture,

nepropustne za ione in vecino polarnih molekul, razen vode (slika 9).

Liposomi so urejeni v eno ali veC znacilnih dvojnih plasti (slika 9-desno). Glede na
Stevilo dvoslojev in velikost liposomov lo¢imo:
e MLV (multilamellar vesicles): liposomi z ve¢ dvosloji v velikosti 100 - 4000 nm
e ULV (unilamellar vesicles): enoslojni liposomi, ki se glede na velikost delijo na
SUV (small unilamellar vesicles) — majhni enoslojni liposomi v rangu velikosti
od 20 do 100 nm in pa na LUV (large unilamellar vesicles) - veliki enoslojni
liposomi od 100 do 800 nm.
Liposomi lahko sluzijo za transport razlicnih molekul, ki jih imajo v svoji notranjosti ali

pa so pripete na povrsino lipidnega dvosloja.

’ multilamelarni vezikli

nepolarno

T, topilo

voda

unilamelarni vezikli

dvosloj

Slika 9: Strukturna organizacija lipidnih molekul.

Figure 9: Structural organisation of lipid molecules.

3.2.7.2  Priprava liposomov

Liposome smo pripravili iz komercialnih fosfolipidov DOPC in POPG. Po raztapljanju
posameznega fosfolipida (4 mg) v kloroformu smo topilo odstranili z rotacijskim
evaporatorjem, kjer smo lipide v vakuumu susili 3 ure. Lipidni film smo nato
resuspendirali v 750 ul Hepes pufra za vezikle. Na vibracijskem mesSalniku smo s

pomocjo steklenih kroglic lipidni film z vodno fazo mesali toliko casa, da je le-ta
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odstopil od stene steklene bucke. Na ta nacin so nastali multilamelarni vezikli, ki smo
jih prenesli v ampulo za zamrzovanje in jih izpostavili 6 ciklom zamrzovanja in
odmrzovanja v tekoCem dusSiku. Pri tem so se lipidne plasti odlepljale ena od druge.
Da smo dobili suspenzijo unilamelarnih veziklov dolo¢ene velikosti, smo jih vsaj 31x
potiskali preko ekstrudorja z dvema polikarbonatnima filtroma z velikostjo por 100

nm. S tem postopkom smo dobili vezikle s priblizno enako velikostjo < 100 nm.

Pri eksperimentih, ko smo v vezikle Zeleli ujeti Se fluorescenc¢no barvilo kalcein, smo
lipidni film resuspendirali v 600 pul 60 mM kalceina v pufru (140 mM NaCl, 20 mM
Tris/HCI, 11 mM EDTA, pH 8.5). Prosti kalcein smo po ekstruziji odstranili z gelsko
filtracijo na Sephadex G-50 gelu (Pharmacia, Svedska) na kolonci vigine 10 cm in
premera 1 cm. Vezikle smo takoj po pripravi shranili pri temperaturi 4 °C in jih

uporabili v treh dneh.

Koncentracijo fosfatidilholinov smo dolocali z encimskim testom Phospholipids B Kit po
navodilih proizvajalca (Wako Chemicals, Nemcija), koncentracijo fosfatidilglicerolov pa
smo ocenili z merjenjem intenzitete fluorescence posameznih frakcij, dobljenih po
locbi z gelsko filtracijo. V tem primeru smo najprej izmerili emisijo samega pufra, nato
dodanih veziklov, nazadnje pa smo dodali Se detergent Triton X-100, za katerega je
znacilno, da raztaplja membrane in tako povzroc¢i maksimalno sproscanje kalceina. Iz
teh treh podatkov smo dolocili razmerje med ujetim in prostim kalceinom ter ocenili
delez fosfatidilglicerola v posameznih frakcijah. Za eksperimente smo v nadaljevanju

uporabili frakcije z visokim razmerjem med ujetim in prostim kalceinom.
3.2.7.3  Sproscanje kalceina iz majhnih unilamelarnih lipidnih veziklov
HOOC\IHO (0] OHI,COOH
HOOC. N O O N.__COOH
O3

Slika 10: Strukturna formula kalceina C3oH26N2013.

O

Figure 10: Structure formula of calcein C3oH26N2013.

Kalcein je molekula premera 1,1 nm (slika 10), ki se je pri nasem eksperimentu
sproscala iz veziklov v primeru, ko je priSlo do poskodb membrane s strani toksi¢nih

proteinov. Sproscanje kalceina smo opazovali po prekonoc¢ni inkubaciji veziklov s
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posameznimi proteini, vsi pri 30 yM kon¢ni koncentraciji v 0,5 ml Hepes pufra za
vezikle. Pred merjenjem na spektrofluorimetru smo v 1- centimetrsko kvarc¢no kiveto,
dodali Se 0,5 ml pufra. Fluorescenco kalceina smo vzbujali pri 485 nm, emisijo pa
merili pri 520 nm. Sirini reZe za ekscitacijo in emisijo sta bili 5 nm, temperatura 25 °C.
Sprosc¢anje kalceina, inducirano s strani proteinov, smo izrazili kot procent
maksimalne permeabilnosti, dosezene z dodatkom detergenta Triton X-100 v 2 mM

konc¢ni koncentraciji.

Permeabilnost (P) liposomov smo izracunali po enacbi:
P (%) = (Fprot - Fmin)/(Fprot—max - Fmin) *100 (2)

kjer Fnin predstavlja najnizjo izmerjeno fluorescenco za vezikle v samem pufru (slepa
proba); F,.: predstavlja intenziteto fluorescence kalceina po prekonocni inkubaciji
veziklov s proteini, Fpor-max pa@ predstavlja intenziteto fluorescence po dodatku

detergenta.

3.2.8 Merjenje povrsinske plazmonske resonance

3.2.8.1 Osnove tehnologije Biacore

Afiniteto interakcij med proteini in dvoslojnimi lipidnimi membranami smo dolocali z
refraktometrom Biacore X na osnovi povrsinske plazmonske resonance (SPR). SPR je
relativno mlad eksperimentalni pristop, ki se uporablja za Studij interakcij bioloskih
makromolekul: protein-protein, protein-nukleinske kisline, encim-substrat, receptor-
zdravilo, protein-membrana itd. SPR ima mnogo prednosti pred drugimi tehnikami in
sicer: 1. vezava proteinov na dvosloje se spremlja neposredno, brez specifitnega
oznacCevanja proteinov ali lipidov, v realnem casu; 2. hitra in takojsnja dolocCitev
hitrosti asociacije in disociacije vezavnega procesa; 3. zaradi visoke obcutljivosti

metode so potrebne zelo majhne koli¢ine vzorca (v nM koli¢inah).

Pri obicajnem SPR ekperimentu se lipidna membrana formira na povrsini senzorskega
Cipa, raztopina proteina pa gre preko njene povrsine. Obstajata dva glavna pristopa
imobilizacije membrane na povrsino Cipa. Pri prvem pristopu membrane vsebujejo
manjse kolicine liganda, ki se na osnovi afinitete veze s protitelesom, imobiliziranim na

povrsini Cipa. V drugem pristopu pa se lipidni dvosloji oz. monosloji spontano
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formirajo na povrsini kemic¢no modificiranih Cipov (slika 11b). Razlicno zasnovani
senzorski Cipi (slika 11a) omogocajo vezavo skoraj katerekoli bioloSko pomembne

makromolekule na svojo povrsino.

Slika 11: (A) Senzorski Cip je sestavljen iz steklene ploscice, na kateri je tanka plast zlata in dodatnih
kemijskih skupin, ki omogocajo vezavo enega od vezavnih partnerjev. (B) Lipidno membrano
(dvosloj belih glav s ¢rnimi repki) na senzorski ¢ip (¢rna ¢rta) zasidrajo posebnimi lipidi (érne
glave in repek), ki se z enim delom vezejo na povrsino Cipa. Prikazan je dvostopenjski primer

vezave ekvinatoksina (Hong Q. in sod., 2002).

Figure 11: (A) Sensor chip. (B) Lipid membrane bound to the sensor chip.

Tehnologijo Biacore sestavljajo senzorski cip, detektor in mikrotekocinski sistem.
Detektorski sistem uporablja opti¢ni senzor, ki izmeri intenziteto odbite svetlobe na
meji med dvema medijema z razli¢cnima lomnima koli¢nikoma. Laser usmeri svetlobo
skozi prizmo, prvi medij, na senzorski Cip, ki predstavlja drugi medij z nizjim lomnim
kolicnikom (slika 12a). Laserski snop je usmerjen pod taksnim kotom, da pride do
popolnega odboja svetlobe. Na meji med obema medijema je tanek sloj zlata, ki lahko
pod doloCenimi pogoji privzame del energije vpadne svetlobe. To zaznamo kot mocan
upad intenzitete odbite svetlobe pri to¢no dolo¢enem vpadnem kotu in ta pojav se
imenuje povrSinska plazmonska resonanca. Odvisen je od vec faktorjev, v najvedji

meri pa od lomnega koli¢nika drugega medija.

Na senzorski ¢ip vezana molekula se imenuje ligand. Vezavni partner, ki ga s pomocjo
mikrotekocinskega sistema spus¢amo preko povrsine, pa analit. Molekule, ki se vezejo
na povrsino cipa, spremenijo lomni koli¢nik tik ob povrsini steklene ploscice, kar ima
za posledico spremembo kota resonance, pri katerem del energije laserskega zarka
privzame tanek sloj zlata. Spremembo kota izmeri opti¢ni detektor in ga prevede v
spremembo odziva. Sprememba se meri v enotah resonance in je proporcionalna
koli¢ini vezanega proteina. Krivulja vezave, ki prikazuje spremembo odziva v Casu, se

imenuje senzorgram (slika 12b). Iz senzorgrama lahko dolo¢imo ali se molekuli sploh
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vezeta, koliko analita se je vezalo, kako hitro potekata asociacija in disociacija in

kaksna je afiniteta vezave med obema partnerjema.

A B
Mikrotekocinski sistem
Povrsina
senzorskega —Sloj zlata
Eipa Caen —Steklo

. Prizma
Polarizirana
svetloba Odbita
svetloba F
lzvor Opticni
svetlobe detektor

Slika 12: (A) Tehnologija Biacore. (B) SPR eksperiment. Analit (modro) se v fazi asociacije (2) veZe na
ligand (rdece), kar se pokaze kot povelanja signala na senzorgramu. V trenutku, ko so vsa
vezavna mesta zasedena, se odziv ustali (3). Ko prenehamo injecirati vzorec se analit pocasi
odplavlja z liganda (4). Iz faze asociacije in disociacije lahko dolo¢imo, kako hitra je vezava, iz
faze ravnotezja pa lahko sklepamo na to, koliko analita je vezanega na senzorski Cip. Pri tem si
pomagamo z 1:1 Langmuir modelom in programom BIA evaluation software, proizvajalca
Biacore.

Figure 12: (A) Biacore technology. (B) SPR experiment.

3.2.8.2 Vezava stefina B in izbranih mutant na dvoslojne lipidne membrane

V nasem primeru smo za Studij interakcij protein-membrana uporabili senzorski Cip
L1, ki omogoca formiranje lipidnih dvoslojev. PovrSina tega Cipa vsebuje z lipofilnimi
snovmi modificiran matriks dekstrana, kar omogoca vezavo veziklov, ki se nato zlijejo
in oblikujejo dvosloj. L1 ¢ip smo najprej nekajkrat sprali z 0,5% NaDS in ga
ekvilibrirali v 10 mM Hepes pufru, pH 7,5. Liposome smo pripravili z ekstruzijo v pufru
za vezikle, po ze opisanem postopku. Preko mikrotekocinskega sistema smo jih v 2
mM koncentraciji nanasali na senzorski ¢ip v ¢asu 10 minut, pri pretoku 1 pl/min.
Sibko vezane vezikle smo sprali s ¢ipa s 3x injeciranjem 100 mM NaOH. Nespecifi¢na
vezavna mesta smo blokirali z 0,1 mg/ml govejega serumskega albumina. Proteine
smo injecirali 60 s pri pretoku 20 ul/min, koncentracije so bile od 5 do 80 uyM. Pri
obdelavi rezultatov smo od senzorgrama za posamezen protein odsteli signal za
njegovo slepo probo, da smo s tem odstranili vpliv pufra. Vezane lipide smo s cipa
spirali z 0,5% raztopino NaDS.
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCANJE STRUKTURE FRAGMENTA Arg68stop NA OSNOVI UV CD
SPEKTROV

Sekundarno in terciarno strukturo fragmenta do mesta 68 smo dolocali na osnovi CD
spektrov. Ta peptid stefina B se po ekspresiji v E. coli nahaja v inkluzijskih telescih, z
razliko od ostalih proucevanih proteinov, ki so bili v topni obliki. Iz bakterijskega lizata

smo ga izolirali s pomocjo hidrofobne kromatografije na HPLC koloni (Rabzelj, 2004).

Cirkularni dihroizem (CD) omogoca prepoznavanje konformacij opti¢no aktivnih snovi
v raztopini. Skoraj vse aminokisline, razen glicina, so asimetricne - torej opti¢no
aktivne. Sekundarna struktura proteinov je organizirana v a-vijaCnice in B-plosce.
Stranske verige aminokislin se nahajajo v asimetricnem okolju. Zaradi vsega tega
imajo proteini kompleksne in izrazite CD spektre. Daljni UV CD odraza okolje peptidnih
vezi, bliznji UV CD pa asimetricno okolje aromatskih aminokislinskih ostankov. CD
spektri so karakteristi¢ni za posamezne proteine, tako je opazna vsaka sprememba v
strukturi, ki nastane kot posledica mutacije oz. pri spremembi temperature, pH, topila

ipd.

Za medsebojno primerjavo CD spektrov posameznih proteinov smo vrednosti o
elipti¢nosti pretvorili v povpreCno molarno elipticnost peptidne enote (enacba 1).

Molekularni parametri, ki smo jih pri tem uporabili, so zbrani v preglednici 1.

Preglednica 1: Molske mase, ekstinkcijski koeficienti in povpre¢ne molske mase aminokislin.

Table 1: Molecular masses, extinction coefficients and mean residue molecular masses.

M (Da) E2g0 (Ml/mgcm) Mwrw (Da)
R68stop 7.437,4 0,17 111
WT 11.123,5 0,35 113,5
E31Y 11.157,5 0,46 113,9
G4R 11.222,6 0,34 114,5
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Molske mase (M) in ekstinkcijske koeficiente (E,g) smo izracunali s programom
ProtParam. Ekstinkcijske koeficiente smo potrebovali za izracun masnih koncentracij
proteinov. PovpreCne molske mase aminokislin (Mygrw) smo izracunali tako, da smo

molsko maso (M) za posamezen protein delili s Stevilom aminokislin v molekuli.
4.1.1 Bliznji UV CD spektri

Terciarno strukturo smo opazovali v bliznjem UV obmodju, ki odraza asimetricno
okolje aromatskih aminokislin in disulfidnih vezi. Fragment R68stop smo primerjali z
ostalimi proteini (WT stefin B, varianta E31Y in mutanta G4R), ki smo jih analizirali ze
v magistrskem delu (Rabzelj, 2004). Ce na kratko povzamemo: enako t.j. pravilno
zvito konformacijo kot za WT stefin B je bilo opaziti za mutanto G4R; varianta E31Y je
za malenkost odstopala na racun dodatnega Tyr v molekuli. CD se v bliznjem UV
obmocju pojavi, ¢e so aromati vpeti v rigidno okolje, do ¢esar pri fragmentu R68stop
ni prislo, kar kaze na to, da se ta peptid ni zvil v konformacijo znacilno za stefin B,

ampak je ostal v razvitem stanju (slika 13).
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Slika 13: CD spektri proteinov v bliznjem UV obmodju z Asgo=1,2 v 10 mM natrijevem fosfatnem pufru, pH7.

Figure 13: CD spectra of proteins in near UV region at A3=1.2 in 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.

4.1.2 Daljni UV CD spektri

V daljnem UV obmocju k CD spektrom v najvecji meri prispeva opticna aktivnost
razlicnih konformacij polipeptidne verige, kar nam posreduje informacijo o sekundarni

strukturi proteinov. Vsi trije Ze predhodno analizirani proteini imajo tipi¢no obliko a/B
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sekundarne strukture z minimumom okoli 225 nm. CD spekter za fragment R68stop se
od ostalih bistveno razlikuje (slika 14). Znacilen je za razvite proteine, Ccemur ustreza
minimum pri 200 nm in nizka elipticnost v obmocju od 210 do 230 nm. Ta
fragmentiran protein ostane razvit pri pH 7, prav tako pa tudi pri pH 5 in 3 (zadnja

dva spektra nista prikazana).
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Slika 14: CD spektri proteinov v daljnem UV obmod¢ju z A,3,=0,1 v 10 mM natrijevem fosfathem
pufru, pH 7.

Figure 14: CD spectra of proteins in far UV region at A,gp=0.1 in 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.

4.2 SPREMEMBA V SEKUNDARNI STRUKTURI FRAGMENTA Arg68stop POD
VPLIVOM TFE

Vpliv organskega topila trifluoroetanola (TFE) na konformacijo fragmenta R68stop smo
spremljali s snemanjem spektrov v daljnem UV obmodcju. Spektri so bili zelo podobni
pri pH 4,8 in pH 7. Kot je znano TFE stabilizira lokalne vodikove vezi, posredno vpliva
na elektrostati¢ne interakcije in zmanjsuje dielektricno konstanto. NiZje koncentracije
TFE pospesijo zvitje, visje koncentracije pa imajo denaturacijski ucinek (Zerovnik in
sod., 1999). V odsotnosti TFE je spekter za fragment R68stop znacilen za razvito
polipeptidno verigo (slika 8). S povelevanjem koncentracije TFE pride najprej do
formiranja delno zvitih intermediatov, nato se pojavijo vrste bogate z B-strukturo, kar
se vidi po minimumu blizu 218 nm, ki je tipicen za B-strukturo. Pri Se visjih
koncentracijah TFE pride do prehoda v vse-a-heli¢no obliko. To je bilo opaziti tudi za

ostale tri proteine (Rabzelj, 2004; Rabzelj in sod., 2005), pri katerih se je a/B
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sekundarna struktura pod vplivom TFE najprej transformira v delno razvito obliko,
nato pa enako kot pri fragmentu preko konformacije, bogate z B-strukturo, do

konformacijo, ki jo sestavljajo predvsem a-vijacnice.
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Slika 15: Vpliv TFE na konformacijo fragmenta R68stop z A,5=0,22 v 15 mM natrijevem
acetatnem pufru, pH 4,8. Daljni UV CD spektri so predstavljeni kot funkcija
koncentracije TFE (vol/vol).

Figure 15: Effect of TFE on the conformation of R68stop fragment at A,g=0,22 in 15 mM sodium acetate
buffer, pH 4.8. Far UV CD spectra are presented as a function of TFE concentration.

Denaturacija fragmenta R68stop s TFE vodi v vse-a-heli¢cno konformacijo, za katero
sta znacdilna dva minimuma, pri 208 in 220 nm. Iz odd¢itanih vrednosti molarne
elipti¢nosti pri spektralnih minimumih se lahko vidi potek denaturacije. V nasem
razvite in B-strukture, zato smo spremembe v sekundarni strukturi opazovali le pri
220 nm. Molarna elipti¢nost za fragment R68stop pri spektralnem minimumu 220 nm
je na sliki 16 predstavljena v odvisnosti od koncentracije TFE in kaze na potek

denaturacijske krivulje.
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Slika 16: Vpliv TFE na sekundarno strukturo fragmenta R68stop. Denaturacijska krivulja pri 220 nm.

Figure 16: Effect of TFE on secondary structure of R68stop fragment. Denaturation curve at 220 nm.
Do bistvene spremembe v konformaciji tega peptida pride Ze pri 4,5 % TFE, do

popolne denaturacije pa malo nad 30 % TFE. Za nadaljne eksperimente, t.j.
spremljanje nagnjenosti do fibrilacije, smo izhajali iz preddenaturacijskih koncentracij

TFE, pri katerih se Se ne kazejo vecje spremembe v konformaciji.

4.3 KINETIKA AMILOIDNE FIBRILACIJE

Nagnjenost proteinov do formiranja amiloidnih fibril smo Studirali z merjenjem ThT
fluorescence. Za barvilo ThT je znacilno, da se na specificen nacin veze na fibrile, pri
¢emer se mu spremeni fluorescencni spekter, ki doseze svoj maksimum pri 482 nm.
Nagnjenost k fibrilaciji smo tako dolocali z merjenjem intenzitete fluorescence pri tej
valovni dolzini v odvisnosti od ¢asa. Ob prisotnosti 9% TFE v raztopini proteinov je
lepo razvidna razlika v lag fazi med WT proteinom, varianto E31Y in mutanto G4R

(slika 17). Pri visjih koncentracijah TFE lag faze niso bile vedno opazene.
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Slika 17: Amiloidna fibrilacija WT stefina B, variante E31Y in mutante G4R pri pH 4,8 v prisotnosti 9 % TFE.
Intenziteta emisije fluorescence ThT pri 482 nm je prikazana kot funkcija ¢asa.

Figure 17: Amiloid fibrillation of WT stefin B, variant E31Y ang G4R mutant at pH 4.8 in presence of 9% of
TFE. ThT fluorescence emission intensity at 482 nm is plotted as a function of time.

Za fragment R68stop pa smo ugotovili, da izredno hitro fibrilira v vseh primerih, tako v
odsotnosti, kot tudi ob prisotnosti TFE, in Ze v nekaj urah doseZe stacionarno fazo
fibrilacije (slika 18). Tudi ni opaziti izrazite lag faze. Za primerjavo z ostalimi proteini

smo naredili tudi poskus pri 9 % TFE in kot smo pri¢akovali, je bila tudi v tem primeru
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fibrilacija takojSnja in s precej nizjim donosom koncnih fibril v primerjavi z ostalimi

proteini (rezultati niso prikazani).
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Slika 18: Amiloidna fibrilacija fragmenta R68stop pri pH 4,8 v prisotnosti 0 in 3 % TFE. Intenziteta emisije
fluorescence ThT pri 482 nm je prikazana kot funkcija Casa.

Figure 18: Amiloid fibrillation of fragment R68stop at pH 4.8 in presence of 0 and 3 % of TFE. ThT
fluorescence emission intensity at 482 nm is plotted as a function of time.
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4.4 MORFOLOSKA KARAKTERIZACIJA FIBRIL S TEM

Formiranje fibril smo vzporedno z merjenjem ThT fluorescence spremljali tudi s
transmisijsko elektronsko mikroskopijo (TEM). V analizo so bili vkljuceni trije proteini:
WT stefin B, mutanta G4R in fragment do mesta 68. Vzorce za WT stefin B in mutanto
G4R smo iz reakcijske raztopine odvzeli na tretji dan fibrilacije, ko sta bila oba
proteina v lag fazi in pa na 14 dan za WT stefin B ter na 28 dan za mutanto G4R, ko je
bila rast fibril v stacionarni fazi.

Slika 19: TEM slike struktur v lag in stacionarni fazi reakcije fibrilacije. Mutanta G4R (A) in WT stefin B (B)
na tretji dan rasti fibril, WT stefin B na 14 dan (C) in G4R mutanta na 28 dan fibrilacije (D); vsi
vzorci so bili pri pH 4,8 v prisotnosti 9 % TFE (Rabzelj in sod., 2005).

Figure 19: TEM images of species in lag and plateau phase of fibrillation reaction. G4R mutant (A) and WT
stefin B (B) on third day of fibrils growth, WT stefin B on 14th day (C) and G4R mutant on 28th
day of fibrillation (D); all samples were at pH 4.8 in presence of 9 % of TFE (Rabzelj in sod.,
2005).

Pri proucevanju odvzetih vzorcev s TEM smo opazili to razliko, da so po 3 dneh
fibrilacije pri GAR mutanti v raztopini prisotni samo prefibrilarni agregati (slika 19A),

medtem ko pri WT stefinu B Ze zaCenjajo rasti posamezne fibrile (slika 19B). Razlike
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pri teh dveh proteinih so opazene tudi v stacionarni fazi, kjer so pri WT stefinu B
prisotne le dozorele fibrile (slika 19C), medtem ko pri mutanti G4R ostane v raztopini
Se nekaj agregatov poleg nekoliko krajsih fibril (slika 19D), ki tudi niso tako gosto
prepletene kot v primeru WT stefina B. Vzorce za TEM smo odvzeli tudi za fragment
R68stop, ki ima zelo veliko nagnjenost do fibrilacije (slika 18). Fibrile fragmenta so
zrastle ze po 1 uri fibrilacije pri pH 4,8 brez dodanega TFE in so prikazane na sliki 20A.
Te fibrile so opazno krajse od tistih, ki so se formirale ob prisotnosti TFE (slike
20B,C1,C2).

Slika 20: TEM slike amiloidne formacije fragmenta R68stop pri pH 4,8. Po 1 uri brez TFE (A), po 1 uri s 3%
TFE (C1,C2) in po 8 dneh fibrilacije z 1% TFE dodanim v raztopino (B) (Rabzelj in sod., 2005).

Figure 20: TEM images of amyloid formation of R68stop fragment at pH 4.8. After 1 h without TFE (A1),
after 1 h with 3% of TFE (C1,C2) and after 8 days of fibrillation with 1% TFE added into solution
(B) (Rabzelj in sod., 2005).
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4.5 INTERAKCIJE Z LIPIDNIMI MEMBRANAMI

4.5.1 Priprava prefibrilarnih agregatov

V studij interakcij z lipidnimi membranami smo vkljucili naslednje proteine: WT stefin
B, varianto E31Y in mutanto G4R, ki smo jih pripravili v nativnem (pH 7,3) in
prefibrilarnem stanju. Amiloidne prefibrilarne agregate stefina B smo inducirali z
znizanjem pH na 4,8 ali 3,3 (Zerovnik in sod. 2002a). Tako pride do delnega razvitja
proteinskih molekul, pri ¢emer se pojavita dva razlicna, s kislim pH inducirana
intermediata (Zerovnik in sod., 1997). Lag fazi fibrilacije, kjer pride do akumulacije
prefibrilarnih agregatov, sta ¢asovno opredeljeni in sicer od 1 do 2 tedna pri pH 4,8 in
od 1 do 2 dni pri pH 3,3, pri sobni temperaturi. Pri pH 4,8 se v tej fazi pojavijo
granularni agregati (slika 5A), ki jih sestavljajo rahlo povezani osnovni oligomerni deli.
Pri pH 3,3 pa se v lag fazi pojavijo verizici podobne strukture (izgledajo kot
protofibrile), sestavljene iz osnovnih eliptoidnih delov (slika 5B). Tudi pri pH 7,3 so
prisotne nekatere oligomere stefina B: pri varianti E31Y predvsem dimere (slika 21a),
pri WT stefinu B (slika 21b) in mutanti G4R (slika 21c) pa poleg monomer in dimer
tudi tetramere in visje oligomere. V eksperimente smo vkljucili tudi te posamezne
oligomere z namenom, da bi ugotovili, katera je tista najmanjsa struktura, ki ze ima

pomemben vpliv na interakcije z membranami.
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Slika 21: Dolocanje prisotnih oligomer v raztopini proteinov z gelsko filtracijo na Superdex 75 HR koloni
(FPLC). Varianta E31Y (a), WT stefin B (b) in mutanta G4R (c); oznacene so monomere (M),
dimere (D), tetramere (T) in viSje oligomere (O).

Figure 21: Analysis of present oligomers in protein solutions by gel filtration using a Superdex 75 HR column
(FPLC). E31Y variant (a), WT stefin B (b) and G4R mutant (c); monomers (M), dimers (D),
tetramers (T) and higher oligomers (O) are indicated.
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4.5.2 Insercije v lipidne monosloje

Za merjenje insercij v lipidne monosloje smo uporabili 2 razlicna fosfolipida:
fosfatidilholin DOPC, ki je sicer najpogosteje zastopan med fosfolipidi kot gradnik
celicnih membran, in pa fosfatidilglicerol POPG, ki se predominantno nahaja na
notranji mitohondrijski membrani. Proteine smo medsebojno primerjali v dveh stanjih:
v nativni konformaciji pri pH 7,3 in pa v lag fazi fibrilacije pri pH 4,8 s prisotnimi
prefibrilarnimi agregati. Insercije proteinov v monosloje so povzrocile zviSanje

povrsinskega pritiska, ki smo ga merili na MicroTrough-S sistemom (slika 7b).
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Slika 22: Kinetike insercij v lipidne monosloje pri zatetnem povrsinskem pritisku 10 mN/m. A: monosloji
DOPC; B: monosloji POPG.

Figure 22: Kinetic traces of insertions into lipid monolayers at initial surface pressure of 10 mN/m. A: DOPC
monolayers; B: POPG monolayers.
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Pri enotno izbrani vrednosti zaCetnega povrsinskega pritiska 10 mN/m lahko vidimo,
da se kinetike insercij posameznih proteinov precej razlikujejo (slika 22). WT stefin B
se v primerjavi z varianto E31Y in mutanto G4R slabo insertira (pri obeh pH), s
pocasno kinetiko, medtem ko se druga dva proteina vkljucujeta precej bolj enostavno
(zlasti agregati pri pH 4,8). Za varianto E31Y in mutanto G4R lahko opazimo hitro
kinetiko insercije in visoke koncne pritiske. Pri obeh sestavah monoslojnih membran je
obnasanje vseh treh proteinov podobno, z nekoliko viSjimi vrednostmi za koncne
pritiske pri lipidih POPG. Zvisanje pritiska smo merili tudi pri razlicnih zaletnih
povrsinskih pritiskih lipidnega monosloja. Izvedli smo dve seriji meritev, obakrat s
petimi poljubno izbranimi zacetnimi pritiski za vsak protein. Z ekstrapolacijo na
vrednost zviSanja pritiska = 0 (t.j., ko protein z membrano teoreticno ne interagira
vec), smo dobili podatek o kriticnem pritisku, t.j. pritisk, pri katerem se protein ne

more vec insertirati v monosloj.
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Slika 23: Grafi¢ni prikaz kriti¢nih pritiskov pri inserciji proteinov v lipidne monosloje. A: monosloji DOPC /
proteini pri pH 7,3; B: monosloji DOPC / proteini pri pH 4,8; C: monosloji POPG / proteini pri pH
7,3 in D: monosloji POPG / proteini pri pH 4,8. (Ocenjene relativhe napake so se gibale med 1 in
4 %)

Figure 23: Critical pressure plots for insertions of proteins into lipid monolayers. A: DOPC monolayers /
proteins at pH 7,3; B: DOPC monolayers / proteins at pH 4,8; C: POPG monolayers / proteins at
pH 7,3 in D: POPG monolayers / proteins at pH 4,8.

Kriti¢ni pritisk se bistveno razlikuje med proteini v nativhem stanju, kjer je za varianto
E31Y in mutanto G4R pri obeh lipidnih sestavah opaziti izrazito veCjo sposobnost
insercije v monosloj kot za WT stefin B (sliki 23A,C). V prefibrilarnem stanju pri pH 4,8
pa so vrednosti kriticnega pritiska medsebojno zelo primerljive za vse tri proteine (sliki

23B,D). Stevil¢ni rezultati so zbrani v preglednici 2.
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Preglednica 2: Kriti¢ni pritiski pri inserciji proteinov v lipidne monosloje. Proteini pri pH 4,8 so prefibrilarni,
pri pH 7,3 pa nativni.

Table 2: Critical pressures for the insertion of proteins into lipid monolayers. Proteins at pH 4,8 are
prefibrillar, at pH 7.3 are native.

DOPC POPG
Protein (mN/m) (mN/m)

WT stefin B, pH 7,3 13,35 16,83
mutanta G4R, pH 7,3 20,93 25,90
varianta E31Y, pH 7,3 23,74 25,66
WT stefin B, pH 4,8 25,34 24,45
mutanta G4R, pH 4,8 26,74 26,86
varianta E31Y, pH 4,8 24,71 26,98

V nekaterih primerih izgleda, da pri inserciji v monosloje pride do precej kompleksne
kinetike. To bi lahko ralozili, kot da interakcija z monoslojem inducira preureditev
konformacije proteina ali vpliva na njegovo nadaljno oligomerizacijo na povrsini
monosloja (slika 24).
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Slika 24: Kinetike insercij v lipidne monosloje za WT stefin B, pH 7,3.

Figure 24: Kinetic traces of insertions into lipid monolayers for WT stefin B, pH 7.3.

Z merjenjem insercije v lipidni monosloj smo primerjali tudi obnasanje posameznih
oligomer, ki so prisotne v raztopini WT stefina B pri pH 7,3. Da bi dobili vecji delez
visjih oligomer smo protein veckrat zamrzovali in odmrzovali. Tako se je delez visjih

oligomer povecal za priblizno 20%. Z gelsko kromatografijo na koloni Superdex 75
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smo nato izolirali posamezne frakcije monomer, dimer, tetramer in visjih oligomer
(slika 21b). Za skupino visjih oligomer smo po nanosu na kolono Superdex 200
ugotovili, da vkljuCujejo heksamere, oktamere, najve¢ pa 12- in 16-mere. Z
merjenjem zviSanja pritiska po injiciranju posameznih oligomer WT stefina B, smo
ugotovili, da monomere, dimere in tetramere precej bolj Sibko interagirajo z lipidi kot
viSje oligomere (slika 25, pregl.3). Ta rezultat lahko primerjamo z nelo¢enimi oblikami
pri pH 7,3 (slika 23c). Pri posameznih oligomerah mutante G4R pa je zanimivo to, da
se monomere enako mocno insertirajo v monosloj kot viSje oligomere (slika 26).

Preglednica 3: Kriti¢ni pritiski pri inserciji posameznih oligomer WT stefina B pri pH 7,3 v monosloje POPG.
Table 3: Critical pressures for the insertion of separated oligomers of WT stefin B at pH 7.3 into POPG.
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Slika 25: Insercija posameznih oligomer WT stefina B v lipidne monosloje POPG, pH 7.3.
Figure 25: Insertions of separated oligomers of WT stefin B into POPG lipid monolayers, pH 7.3.

Preglednica 4: Kriti¢ni pritiski pri inserciji posameznih oligomer mutante G4R pri pH 7,3 v monosloje POPG.
Table 4: Critical pressures for the insertion of separated oligomers of G4R mutant at pH 7.3 into POPG.
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Slika 26: Insercija posameznih oligomer mutante G4R v lipidne monosloje POPG.
Figure 26: Insertions of separated oligomers of G4R mutant into POPG lipid monolayers.



Rabzelj S. Amiloidna fibrilacija in interakcija z lipidnimi membranami ¢loveskega stefina B in izbranih mutant in vitro. 47
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2006

4.5.3 Permeabilnost majhnih unilamelarnih veziklov

Permeabilizacijsko aktivnost prefibrilarnih agregatov v primerjavi z nativhimi stanji
proteinov smo dolocali na majhnih unilamelarnih veziklih z uporabo metode sproscanja
fluorescencnega barvila kalceina. Liposome razli¢ne lipidne sestave smo preko noci pri
sobni temperaturi inkubirali s posameznimi proteini. Prepuscanje kalceina iz veziklov

je bilo vec¢inoma koncentracijsko odvisno (pregl. 4).

Vezikli iz fosfolipidov DOPC z nevtralnim skupnim nabojem so bili precej odporni za
testirane variante stefina B in po vecini kalceina niso prepuscali. Velika posebnost je
bila monomera mutante G4R, v prisotnosti katere je bila dosezena 100%
permeabilnost (slika 27B). Liposomi, sestavljeni iz negativho nabitih fosfolipidov
POPG, pa so bili za permeabilizacijo mnogo bolj dovzetni, Se zlasti po inkubaciji z G4R
mutanto, ki je pri vseh proucevanih pogojih povzrocila visoko stopnjo permeabilnosti
(nad 70 %) ter popolno prepusc¢anje membrane pri pH 3,3. WT stefin B je le v obliki
prefibrilarnih agregatov pri pH 3,3 vplival nekoliko opaznejSe na prepuscanje
liposomov (~ 20 %), medtem ko je bila varianta E31Y bolj invazivna in je pri pH 4,8 in

pH 3,3 dosegla 33 %, pri pH 7,3 pa 50 % propustnost membrane (slika 27A).

Preglednica 4: Koncentracijsko odvisno prepuscanje kalceina iz veziklov POPG po 30 minutni inkubaciji s
proteini pri pH 7,3.

Table 4: Concentration dependent calcein release from POPG vesicles after 30 minutes incubation with
proteins at pH 7.3.

Protein P (%)
WT stefin B: 7,5 uyM 3,9
15 uM 3
30 uM 4,4
varianta E31Y: 7,5 uM 6
15 uM 11,8
30 uM 40,1
mutanta G4R: 7,5 uM 17,5
15 uM 26,5
30 uM 54,5
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Slika 27: Permeabilnost majhnih unilamelarnih veziklov iz DOPC oz. POPG lipidov po prekonocni inkubaciji:
(A) s proteini v prefibrilarnem (pH 3,3 in 4,8) in nativnem stanju (pH 7,3) in (B) z oligomernimi
oblikami WT stefina B in mutante G4R. Koncentracije proteinov in lipidov so bile 30 uM. Vsak
rezultat je povprec¢na vrednost dveh medsebojno neodvisnih meritev.

Figure 27: Permeabilization of small unilamellar vesicles composed of DOPC or POPG after overnight
incubation: (A) with prefibrillar (pH 3.3 and 4.8) and native state (pH 7.3) proteins and (B)
with oligomeric forms of WT stefin B and G4R mutant (B). Proteins and lipids were at 30 uM

concentration. Each result is an average value of two reciprocal independent measurements.
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4.5.4 Vezava na dvoslojne lipidne membrane

Vezavo na liposome smo merili s povrsinsko plazmonsko resonanco z uporabo Biacore
X in L1 Cipa. Liposomi so se na povrsini Cipa zadrzali s pomocjo lipofilnih skupin,
vklju¢enih v matriks dekstrana in so sluzili kot ligand za proteine, ki so se nanje
vezali. Ta tehnika omogoca direktno ocenitev konstant hitrosti asociacije in disociacije.
V nasem primeru kvaliteta podatkov sicer ni dovoljevala kvantitativne analize, smo pa
kljub temu lahko naredili nekatere primerjave med posameznimi proteini in lipidnimi

sestavami membran.

Proteine smo pri razlicnih koncentracijah (5 - 80 pM) 1 minuto injicirali preko
pripravljene povrsine, ¢emur je sledila disociacija nadaljnih 5 minut. V nativhem
stanju se testirani proteini niso prav dosti vezali na membrane DOPC in POPG, kar je
razvidno iz signala, ki se med injiciranjem proteinov skoraj da ni spremenil in je bil v
fazi disociacije popolnoma enak kot pred injiciranjem (sliki 31, 32). Vezava proteinov v
prefibrilarnem stanju pa je bila koncentracijsko odvisna, z vecanjem koncentracije
proteina je tudi signal narascal (slike 28,29,30). Prefibrilarni agregati so se vezali
predvsem na liposome POPG. NajveC se je vezalo agregatov mutante G4R, potem
variante E31Y in kot najmanj agregati WT stefina B (slika 31). Glede jakosti interakcij
pa lahko recemo, da so bile izrazito mocne zlasti za agregate variante E31Y pri visjih
koncentracijah (nad 60 uM), na kar kaze le delno zmanjsanje signala v fazi disociacije
(slika 29). To pomeni, da je velik del proteina Se ostal vezan na membrano. Velika
posebnost je tudi interakcija variante E31Y z DOPC membrano, na katero se kot edina
veze, tako v nativhem kot v agregiranem stanju. Ta vezava se zgodi v trenutku (slika
32), jakost interakcij pa je pri 60 uM koncentraciji tako mocna, da se na koncu le zelo
majhen delez proteina odplavi z membrane. Vsako meritev smo naredili v dveh

paralelkah (ali celo vec) in med njimi ni bilo ve¢jega odstopanja.
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Slika 28: Koncentracijsko odvisna vezava prefibrilarnih agregatov WT stefina B, pripravljenih pri pH 4,8, na

liposome POPG, merjeno s povrsinsko plazmonsko resonanco.

Figure 28: Concentration dependent binding of prefibrillar aggreagtes of WT stefin B prepared at pH 4.8 to
POPG liposomes measured by surface plasmon resonance.
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Slika 29: Koncentracijsko odvisna vezava prefibrilarnih agregatov variante E31Y, pripravljenih pri pH 4,8, na

liposome POPG, merjeno s povrsinsko plazmonsko resonanco.

Figure 29: Concentration dependent binding of prefibrillar aggreagtes of E31Y variant prepared at pH 4.8 to
POPG liposomes measured by surface plasmon resonance.
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Slika 30: Koncentracijsko odvisna vezava prefibrilarnih agregatov mutante G4R, pripravljenih pri pH 4,8, na

liposome POPG, merjeno s povrsinsko plazmonsko resonanco.

Figure 30: Concentration dependent binding of prefibrillar aggreagtes of G4R mutant prepared at pH 4.8 to
POPG liposomes measured by surface plasmon resonance.
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Slika 31: Vezave WT stefina B, variante E31Y in mutante G4R v nativhem in prefibrilarnem stanju pri 70 uM
koncentraciji na liposome POPG.

Figure 31: Binding of WT stefin B, E31Y variant and G4R mutant in native and prefibrillar state at
concentration 70 uM to POPG liposomes.
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Slika 32: Vezave WT stefina B, variante E31Y in mutante G4R v nativhem in prefibrilarnem stanju pri 60 uM

koncentraciji na liposome POPG in DOPC.

Figure 32: Binding of WT stefin B, E31Y variant and G4R mutant in native and prefibrillar state at
concentration 60 uM to POPG and DOPC liposomes.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Med t.i. konformacijske bolezni spadajo razlicne amiloidoze, pa tudi vse
nevrodegenerativne bolezni, med drugim Alzheimerjeva bolezen (najpogostejSa oblika
demence pri starejSi populaciji), Parkinsonova bolezen, Huntingtonova bolezen,
amiotropna lateralna skleroza. Delez teh bolezni je sorazmerno nizek, a predstavlja
veliko obremenitev in skrb pri starajoCi populaciji razvitega sveta, predvsem zahodne
Evrope in Amerike. Bolezni, kot je Alzheimerjeva, danes veljajo za neozdravljive,
lahko pa bi jih preprecevali oz. upocasnili potek. Raziskovalci, ki se ukvarjamo s tem
podro¢jem, se nadejamo, da bi razumevanje osnovnih procesov, ki so temelj teh
patologij, kot so agregacija proteinov in toksi¢nost amiloidnih (prefibrilarnih)
agregatov, lahko bistveno izboljSalo perspektivo za obvladovanje tovrstnih bolezni.
Formiranje celicnih vkljuckov bi morda lahko preprecili z uporabo inhibitorjev
agregacije ali s protitelesi. Pri tem pa je bistvenega pomena, da razumemo proces, ki

je v ozadju, da ne bi povzrodili npr. akumulacije toksi¢nih oligomer.

5.1.1 Fragment stefina B do mesta 68 vodi v razvito konformacijo proteina

Mutacija stefina B Arg68stop, ki povzroCi skrajsanje proteina za 31 aminokislin (od
skupno 98) in je bila opazena pri nekaterih bolnikih s progresivho mioklonsko
epilepsijo tipa 1 (EPM1), vodi v razvito stanje tega proteina. Na to sklepamo iz
odsotnosti CD spektra v bliznjem UV obmocju (slika 13), prav tako pa tudi iz CD
spektra v daljnem UV obmodju (slika 14), ki ima minimum blizu 200 nm in nizko
elipti¢nost v obmocju od 210 do 230 nm, kar je znacilno za razvite proteine. Proces
renaturacije tega razvitega peptida, ki ga doseZzemo z dodajanjem organskega topila
TFE, je vecfazen prehod (slika 15), podobno kot so opazili pri nativho razvitem a-
sinukleinu (Munishkina in sod., 2003). S postopnim viSanjem koncentracije TFE se
fragment najprej delno zvije, pojavi se konformacija bogata z B-strukturo in kot je bilo
ugotovljeno za nekatere druge proteine (Hamada in Goto, 1997), je tudi za peptid

Arg68stop pri visokih koncentracijah TFE opaziti pretezno a-heli¢no konformacijo.
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5.1.2 Mozni zapleti pri patologiji progresivhe mioklonske epilepsije tipa 1

Pri redki dedni obliki epilepsije tipa Unverricht-Lundborg (EPM1) je najpogostejsa
sprememba ponavljajoCa se sekvenca dodekamera CCCCGCCCCGCG v promotorski
regiji gena za stefin B, kar vodi v znizanje vsebnosti mRNA in s tem tudi vsebnosti
proteina stefina B (Lalioti in sod., 1997a). V kodirajo¢em delu gena za stefin B pa so
do sedaj ugotovljene stiri mutacije, od katerih smo v nase studije vkljucili mutanto
Gly4Arg (G4R) in pa fragment do mesta 68 (R68stop). Pri mutanti G4R pride do
zamenjave gvanina v citozin v prvem eksonu, fragment pa je posledica zamenjave

kodona za Arg68 v translacijski stop kodon, kar prekine translacijo proteina na tem
mestu. V primerjavi z "wild-type" stefinom B (WT) se ti dve mutanti obnasata

bistveno drugace v nasih in vitro Studijah agregacije in amiloidne fibrilacije, kar bi

lahko imelo patoloSke posledice.

Pri obi¢ajnem pH, ki sprozi fibrilacijo WT oblike (pH < 5), se peptid stefina B do mesta
68 zelo enostavno pretvori v amiloidne fibrile. Tako brez kot tudi v prisotnosti TFE
zacne takoj fibrilirati brez opazne lag faze (slika 18). Fibrile, ki so se tvorile brez vpliva
TFE (slika 20A) so krajSe od tistih, ki so rasle v njegovi prisotnosti (slike 20B,C1,C2),
kot je razvidno iz opazovanja preparatov s transmisijskim elektronskim mikroskopom
(TEM). Ta fragmentiran protein ima zelo visoko nagnjenost k agregaciji in fibrilaciji,
kar so potrdile tudi celicne Studije, kjer so proucevali asociacijo z lizosomi (Alakurtti in
sod., 2004). Za fragment je bilo ugotovljeno, da v celici najverjetneje pride do hitre
degradacije sintetiziranega proteina, kajti razprSeno celicno porazdelitev, ne pa tudi
asociacijo z lizosomi, so opazili le v primeru prisothega proteasomskega inhibitorja

laktacistina.

Prav tako so za mutanto G4R v isti Studiji opazili le razprSeno porazdelitev po
citoplazmi in jedru, ne pa asociacije z lizosomi, ki je bila znacilna za WT protein.
Posebnost te mutante je tudi, da ima moc¢no podaljSano lag fazo fibrilacije in niZji
izkoristek koncnih fibril v stacionarni fazi rasti fibril v primerjavi z WT stefinom B (slika
10). V lag fazi fibrilacije se akumulirajo prefibrilarni agregati, ki se s ¢asom pretvarjajo
v fibrile. S TEM smo pri WT proteinu v stacionarni fazi opazili le dozorele fibrile (slika
19C), medtem ko je pri mutanti G4R Se vedno prisotnih nekaj agregatov poleg
nekoliko krajsih, ne tako gosto prepletenih fibril (slika 19D). Razlicen izkoristek

kon¢nih fibril (slika 17) pri teh dveh proteinih (vedji za WT in manjsi za mutanto) je
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tako verjetno posledica razlicnega deleza med prisotnimi fibrilami in agregati v
raztopini. V zadnjem casu vse vec studij kaze v smeri, da so prefibrilarni agregati tista
toksi¢na vrsta, ki je glavni povzrocitelji poskodb celic in da so fibrile v primerjavi z
njimi relativno benigne (Walsh in sod., 1999,2002; Caughey in Lansbury, 2003). Ker
ima mutanta G4R bistveno daljSo lag fazo fibrilacije od WT proteina in agregati Se
vedno ostanejo v raztopini, ko fibrile prenehajo rasti, lahko sklepamo, da bi ta

mutanta potencialno znala biti bolj citotoksi¢na od WT stefina B.

Tudi za nekatere amiloidogene proteine, ki so vkljuceni v konformacijske bolezni, kot
je npr. a-sinuklein pri Parkinsonovi bolezni, je bilo opazeno, da patogene mutacije
vodijo v podaljsanje lag faze in v akumulacijo prefibrilarnih oligomer (Conway in sod.,
2000). Te oligomerne strukture so znane po tem, da delajo pore v membrano, kar
lahko povzroci njeno prepuscanje. Nekatere pore so podobne tistim, ki jih povzrocajo
bakterijski toksini. PoveCana permeabilnost membran je lahko vzrok nefunkcionalnosti
celice ali celo njene smrti (Lashuel in sod., 2002). Ta dejstva so nas vodila pri
nacrtovanju nasih nadaljnih eksperimentov in sicer smo zeleli primerjati nagnjenost k
interakcijam z lipidnimi membranami mutante G4R z WT stefinom B. Mutanta se je v
vse primerih pokazala kot precej bolj invazivna. Zanjo je bila opazena izredno hitra
kinetika insercije v lipidni monosloj, tako v nativhem kot tudi v prefibrilarnem stanju
(z visjimi kon¢nimi povrsinskimi pritiski pri agregatih), za razliko od WT proteina, ki se
je v obeh primerih precej slabo insertiral (slika 22). Tudi kriti¢ni pritisk je bil pri
mutanti mnogo visji kot za WT protein (preglednica 2). Ravno tako so bile velike
razlike pri vezavi na lipidne dvosloje (slike 28,30,31,32), predvsem pri prefibrilarnih
agregatih, kjer smo opazili bistveno vecjo in nekoliko mocnejSo vezavo mutante G4R.
Ogromne razlike pa so se pokazale tudi pri prepuscanju fluorescencnega barvila
kalceina iz liposomov, ki so po prekonocni inkubaciji z mutanto G4R mocno prepuscali

kalcein (slika 27), v nekaterih primerih celo popolnoma.

Glede na dobljene rezultate sklepamo, da bi do zmanjsanja aktivnosti oz. do izgube
funkcije inhibitorja cisteinskih proteinaz stefina B v nekaterih primerih bolnikov z EPM1
lahko priSlo tudi zaradi intracelularne agregacije mutiranega stefina B, ki bi lahko
dodatno pridobil toksi¢no funkcijo (Ceru in sod., 2005). Na osnovi dosedanjih $tudij bi
lahko akumulacijo toksi¢nih prefibrilarnih agregatov (¢e bi do agregacije prislo) in
posledi¢no interakcije z membranami pricakovali pri mutanti G4R, medtem ko bi se
fragment do mesta 68, ki hitro fibrilira, po vsej verjetnosti ujel v citoplazemske

vkljucke ali pa bi prislo do degradacije v proteasomu. To je tudi v skladu z rezultati
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skupine Melli in sod. (Se neobjavljeno), ki so opazili, da je fragment stefina B
Arg68stop v citoplazmi agregiral, kar bi lahko bilo na racun precipitacije fibril v celici.
Tudi preliminarni rezultati od Ceru in sod. so bili podobni ($e neobjavljeno). Ce
dejansko pri EPM1 bolezni pride do kakSnega od teh dveh mehanizmov, bi bilo v
nadaljevanju smiselno preveriti na vzorcih bolnikov ali vsaj na modelnih transgenih
zivalih. Lahko bi opazovali ali pride do formiranja celi¢cnih vklju¢kov, do znakov
poveCanega oksidativnega stresa (povecan nivo reaktivnih oksidacijskih delcev v
celici) oz. do zmanjSanega delovanja mitohondrijev in ubikvitin-proteasomskega
sistema (s protitelesi proti ubikvitinu), kar so vse pogosto opazeni pojavi pri

nevrodegenerativnih boleznih.

5.1.3 Lipidne membrane kot primarne tarce toksi¢ne aktivnosti prefibrilarnih

agregatov

V drugem delu doktorske teze smo namenili ve¢jo pozornost proucevanju interakcij
prefibrilarnih agregatov z lipidnimi membranami, ker je to glede na rezultate iz
literature najbolj verjeten mehanizem preko katerega pride do toksi¢nega ucinka
amiloidov na celice. Glavha hipoteza patologije pri Alzheimerjevi in drugih
nevrodegenerativnih  boleznih, ki ponazarja mozZen mehanizem toksi¢nosti
amiloidogenih proteinov, je t.i. dopolnjena amiloidna kaskadna hipoteza ("amyloid
cascade" hypothesis). Ta hipoteza pojasnjuje, da so primarni sprozilec dogodkov,
uni¢ujoCih za celice, prefibrilarne oligomere (Walsh in sod., 1999; Hartley in sod.,
1999), ki sprozijo kaskado dogodkov na osnovi interakcij z biolosSkimi membranami.
Izgleda, da oligomere z izpostavljeno hidrofobno povrsino, ki nastajajo zgodaj v
procesu agregacije in pa tiste z obliko "prstana"”, po nekaterih izsledkih celo delajo
pore v celicne membrane (Monoi in sod., 2000; Kagan in sod., 2002; Lashuel in sod.,
2002). Sledilo naj bi intracelularno povecanje vsebnosti kalcijevih ionov in prostih
radikalov, kar bi v nadaljevanju vodilo do sprememb v signalizaciji in dodatnih
modifikacij nekaterih celicnih komponent. Tudi ne smemo zanemariti, da so
oksidativno poskodovani in prevec fosforilirani proteini posledi¢no bolj nagnjeni k

agregaciji (Arispe in sod., 1994).

Druga, kanalska hipoteza ("channel hypothesis") Alzheimerjeve bolezni pa ima ze vec
kot desetletje dolgo zgodovino. Najprej so Arispe in sod, 1993 in vitro pokazali, da A-p
(1-40) tvori kanale v lipidne dvosloje. Ti kanali so bili kationsko selektivni za kalcijeve

ione, medtem ko so jih cinkovi ioni blokirali. Tako so sklepali, da bi lahko bil vdor
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kalcijevih ionov v celico tisti primarni razlog, ki bi vodil v smrt nevronov pri
Alzheimerijevi in drugih nevrodegenerativnih boleznih (Arispe in sod., 1994, 1996). Te
ugotovitve so se z nadaljnimi Studijami dopolnjevale. Dejstvo je, da Zze majhna
sprememba v potencialu plazemske membrane lahko pomembno vpliva na elektri¢ne
lastnosti nevronov, ki pa so zelo obcutljivi za ionske gradiente. Vdor kalcijevih ionov v
celice bi tako lahko sproZil apoptozo. Ce bi se amiloidni toksin usmeril na
mitohondrijske membrane, bi to ravno tako lahko vodilo do apoptoze. Predpostavljajo,
da se perforacija membran bolj verjetno pojavi v celi¢nih razdelkih z nizkim pH, kot so
lizosomi. Poleg A-B je bilo Se vsaj za Sest drugih proteinov ali peptidov ugotovljeno, da

lahko tvorijo pore v celiche membrane (Kawahara in sod., 2000).

Namen nase studije je bil prispevati k sploSnemu modelu citotoksic¢nosti, inducirane s
strani prefibrilarnih oligomer amiloidogenih proteinov. Kot je znano, toksi¢na narava
proteinskih agregatov ni omejena samo na proteine in peptide, ki so povezani s
patoloskimi stanji. Tudi prefibrilarni agregati nekaterih proteinov, ki niso povezani z
nobeno do sedaj poznano boleznijo, imajo podoben toksi¢en ucinek na celice kot npr.
agregati amiloida-B (Bucciantini in sod., 2002). Za boljSe razumevanje splosSnega
mehanizma smo proucevali interakcije z lipidnimi membranami nepatoloskega
proteina Cloveskega stefina B. V studij smo vkljucili Zze omenjeno mutanto EPM1
Gly4Arg (G4R) in pa varianto G/u31Tyr (E31Y), katere gen je bil sintetiziran (Jerala in
sod., 1988) na osnovi aminokislinske sekvence stefina B, izoliranega iz ¢loveskih jeter
(Ritonja in sod., 1985). Interakcije variante E31Y z nekaterimi membranami v

povezavi s toksi¢nostjo smo prikazali ze prej (Anderluh in sod., 2005).

5.1.3.1 Permeabilnost lipidnih veziklov

Prefibrilarni agregati testiranih proteinov so se akumulirali v lag fazi rasti fibril, ki smo
jo inducirali z znizanjem pH na 4,8 ali 3,3. Ti agregati se medsebojno razlikujejo v
morfologiji: ve¢ protofibril nastane pri pH 3,3 (slika 5B), pri pH 4,8 pa je vec rahlo
povezanih oligomer, ki jih imenujejo tudi granularni agregati (slika 5A). Te manjse
razlike v morfologiji so bile najverjetneje vzrok za dosezeno razlicno prepustnost
membran (slika 27A). Pri WT stefinu B in mutanti G4R je permeabilnost v prisotnosti
protofibril pri pH 3,3 precej visja (WT 20 % in G4R 100 %) kot pri agregatih, ki so se
formirali pri pH 4,8 (WT 6 % in G4R 70 %). Za varianto E31Y ni opazenih bistvenih
razlik pri obeh vrstah agregatov, obakrat je bila permeabilnost okoli 30%. Ti rezultati

se nanasajo na POPG membrane, ker pri DOPC lipidih ni bilo opaziti vecjih interakcij.
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Velika izjema je le monomera mutante G4R (slika 27B), ki je v stirih ponovitvah
popolnoma permeabilizirala DOPC liposome. Tudi v primeru POPG lipidov se je ta
oblika pokazala kot najbolj interagirajoca, kar sovpada s poskusi na monoslojih (slika
26). PrepusCanje membran je bilo koncentracijsko odvisno (preglednica 4) in je bilo
tudi pri pH 7,3 precejsnje v primeru variante E31Y (50%) in mutante G4R (88%). Pri
nativni obliki WT stefina B pa je do nekoliko opaznejSe permeabilnosti prislo le v
primeru visjih oligomer (slika 27B), skladno z vrednostmi za kriticne pritiske, dobljenih
pri inserciji v monosloje (pregl. 3). Ti rezultati se prav tako ujemajo z eksperimenti
toksi¢nosti posameznih oligomer, ki so pokazali, da so oligomere, viSje od tetramere

tiste, ki opazno zmanjsajo viabilnost celic (Ceru in sod., Se neobjavljeno).
5.1.3.2 Insercija v monoslojne in vezava na dvoslojne lipidne membrane

Z merjenjem insercije posameznih proteinov v lipidni monosloj, smo ugotovili, da
imajo agregirani proteini vecjo afiniteto do lipidnih membran kot nativni proteini.
Prefibrilarne agregate pri pH 4,8 smo primerjali s proteini pri pH 7,3. Agregati so se
bistveno hitreje vkljucevali v monosloj kot proteini v nativni obliki. Hitre kinetike
insercije so bile opazne zlasti za varianto E31Y in mutanto G4R (slika 22), ki so
dosegle tudi visje konc¢ne vrednosti povrSinskega pritiska kot WT protein. Kriti¢ni
pritiski za agregirane oblike pri pH 4,8 (pregl. 2) so pri vseh treh proteinih dosegli
vrednosti povrsinskega pritiska blizu 30 mN/m, ki je znacilen za gostoto pakiranja
lipidov v bioloSkih membranah (Brockman, 1999). S povrsSinsko plazmonsko resonanco
smo potrdili vezavo teh agregiranih oblik na membrane POPG (slike 28-30), Ceprav je
bila ta vezava precej manjSa v primerjavi s proteini, ki se specificno vezejo na
membrane. Sem spadajo domene za vezavo na membrane, ki so vklju¢ene v celi¢no
signaliziranje (Cho, 2001; Yu in Lemmon, 2003) ali domene, s katerimi se toksini, ki
perforirajo membrane, nanje pritrdijo (Hong in sod., 2002; Ramachandran in sod,
2002).

Pri vseh nasih eksperimentih so prefibrilarne oligomere pretezno interagirale s kislim
fosfolipidom POPG. Pri nativnih proteinih smo za varianto E31Y in mutanto G4R opazili
bistveno vecjo interakcijo kot za WT protein (sliki 23 in 27A). Moc¢nejSo vezavo za ti
dve obliki stefina B bi lahko razlozili na osnovi vecjih elektrostatskih interakcij z

negativno nabitimi lipidi, ker imata oba izoelektri¢no tocko blizu 8, WT protein pa ~7.
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5.2

SKLEPI

V prvem delu doktorske naloge smo Zzeleli okarakterizirati dve mutanti stefina B, ki se

pojavljata pri nekaterih bolnikih z EPM1. V obeh primerih pride do mutacije v

kodirajocem delu gena za stefin B. Ugotovitve za fragment stefina B do mesta 68, ki

ima v molekuli 31 aminokislin manj kot WT stefin B, so bile sledece:

mutacija, ki ima za posledico zamenjavo kodona za Arg68 v translacijski stop
kodon, vodi v razvito stanje proteina

renaturacija te mutante s postopnim dodajanjem organskega topila TFE je
vecCfazen prehod [razvita polipeptidna veriga — delno zvita konformacija —
konformacija bogata z B-strukturo — vse-a-heli¢na oblika]

zelo visoka nagnjenost k agregaciji

hitra rast fibril

fibrile, ki rastejo v odsotnosti TFE, so krajse od fibril, ki se formirajo v njegovi
prisotnosti

ta fragment bi se in vivo najverjetneje ujel v citoplazemske vkljucke ali pa bi

prislo do njegove degradacije v proteasomu.

Druga EPM1 mutanta Gly4Arg (G4R), ki smo jo vkljucili v in vitro Studije, je posledica

mutacije v prvem eksonu gena za stefin B. Zamenjava glicina v arginin mocno vpliva

na afiniteto vezave stefina B s cisteinskimi proteinazami, ker dolga in nabita stranska

veriga arginina predstavlja steri¢no oviro za vezavo. Nase ugotovitve za to mutanto so

bile naslednje:

G4R mutanta ima v primerjavi z WT proteinom mocno podaljSano lag fazo
fibrilacije s prefibrilarnimi agregati in nizji izkoristek kon¢nih fibril

v stacionarni fazi rasti fibril je Se vedno prisotnih nekaj agregatov (pri WT
stefinu B so samo fibrile)

amiloidne fibrile so nekoliko krajSe in ne tako gosto prepletene kot pri WT obliki
razliCen izkoristek koncnih fibril pri obeh proteinih je najverjetneje posledica

razlicnega deleza med fibrilami in agregati v raztopini.

V drugem delu doktorskega dela pa smo Zeleli ovrednotiti interakcije prefibrilarnih

agregatov z lipidnimi membranami, kar velja za najbolj verjeten mehanizem

citotoksi¢nosti amiloidov. Ugotovili smo (velja za vse preucevane proteine):
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e vedjo in hitrejSo insercijo agregiranih proteinov v lipidni monosloj kot pri

proteinih v nativhem stanju

e kriti¢ni pritiski prefibrilarnih agregatov so dosegli vrednosti blizu 30 mN/m, kar

je znadilno za gostoto lipidov v bioloskih membranah

e od loc¢enih oligomer najbolj z lipidi interagirajo oligomere visje od tetramer

e s povrsinsko plazmonsko resonanco smo potrdili ve¢jo nagnjenost in mocnejse

interakcije agregiranih oblik z lipidnimi dvosloji

e protofibrile v lag fazi rasti fibril, ki smo jo inducirali z znizanjem pH na 3,3,

povzrocajo veljo prepustnost POPG liposomov kot granularni agregati v lag fazi

pri pH 4,8

e pri nasih eksperimentih so prefibrilarne oligomere pretezno interagirale s kislim

fosfolipidom POPG, mnogo manj pa z nevtralnim fosfolipidom DOPC.

Najvecje razlike glede interakcij z membranami smo opazili med WT protenim in EPM1

mutanto G4R, za katero smo ugotovili:

e hitro kinetiko insercije v lipidni monosloj (tako v nativhem kot tudi

prefibrilarnem stanju)

e visok kriti¢ni pritisk pri inserciji v monosloj

\Y

e prefibrilarni agregati mutante se mocneje in v ve¢jem obsegu vezejo na lipidne

dvosloje kot agregati WT stefina B

e v prisotnosti te mutante pride po prekonocni inkubaciji z lizosomi do velike

prepustnosti, v nekaterih primerih celo popolne

e na osnovi vseh meritev sklepamo, da je mutanta G4R bolj invazivha oblika

stefina B.



Rabzelj S. Amiloidna fibrilacija in interakcija z lipidnimi membranami ¢loveskega stefina B in izbranih mutant in vitro. 61
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2006

6 POVZETEK

6.1 POVZETEK

Eden od nasih ciljev je bil pridobiti dodatne informacije o patologiji progresivne
mioklonske epilepsije tipa 1, im. tudi Unverrict-Lundborgova bolezen. V to bolezen
vodijo nekatere mutacije v genu za stefin B, ki vplivajo na zmanjsanje funkcije tega
proteina. V ta namen smo Zeleli okarakterizirati lastnosti dveh mutant, ki se pojavita
pri nekaterih bolnikih z EPM1. Ena mutanta je bila G/y4Arg, ki so jo opazili predvsem
pri bolnikih iz Svice, Francije in severne Afrike, druga pa je bila kraj$a varianta stefina
B - fragment Arg68stop. Ta fragment je posledica predCasne prekinitve sinteze
proteina na mestu 68, pojavlja pa se zlasti pri Fincih. Ker do sedaj Se ni znano, kateri
molekularni mehanizmi so vzrok za patoloske spremembe na ravni celice, se nam je
zdel to pomemben predmet proucevanja. Predpostavili smo, da gre morda pri kateri
od patogenih mutant (poleg manjse prisotnosti in/ali aktivnosti proteina) Se dodatno
za napacno zvitje in vedjo nagnjenost k agregaciji, kot je to znacilno za druge

nevrodegenerativne bolezni.

Za karakterizacijo obeh mutant smo uporabili naslednje metode: merili smo daljne in
blizje UV CD spektre, ugotavljali spremembe v sekundarni strukturi ob dodajanju
organskega topila TFE in spremljali kinetiko amiloidne fibrilacije z merjenjem ThT
fluorescence. Izkazalo se je, da je struktura fragmenta Arg68stop razvita in da ima kot
taka veliko nagnjenost k agregaciji in rasti fibril. Za mutanto G/y4Arg smo ugotovili,
da ima mocno podaljSano lag fazo fibrilacije (inducirana z znizanjem pH na 5) s
prisotnimi prefibrilarnimi agregati. Ta mutanta ima tudi niZji koncni izkoristek zrelih
fibril v primerjavi z "wild-type" proteinom, ker je v stacionarni fazi fibrilacije Se vedno
prisotnih nekaj agregatov. Ti zadnji so po rezultatih iz literature vodilna toksi¢na oblika
amiloidov, znani predvsem po interakcijah s celicnimi membranami. Da bi prispevali k
razumevanju mehanizma toksi¢nosti, smo se v drugem delu nasih raziskav lotili
Studija interakcij prefibrilarnih agregatov/oligomer stefina B, kot dobrega modelnega
sistema, z membranami. Zeleli smo opredeliti razlike pri vezavi na lipidne membrane
med nativnimi in agregiranimi proteini. Pricakovali smo, da bodo prefibrilarni agregati

mocneje interagirali in povzrocali vecjo permeabilnost membran.
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V membranske Studije smo vkljucili tri proteine: "wild-type" stefin B, varianto
Glu31Tyr in mutanto Gly4Arg. Nagnjenost k vezavi na membrane smo proucevali z
insercijo v lipidni monosloj, pri ¢emer smo merili zviSanje povrSinskega pritiska po
vkljuCevanju posameznih proteinov. V nadaljevanju smo ugotavljali prepustnost
majhnih unilamelarnih veziklov po prekonocni inkubaciji s proteini na osnovi povecanja
intenzitete fluorescence kalceina, ki je zaradi poskodb membrane (s strani toksi¢nosti
proteinov) prehajal iz veziklov v okolico. V tretjem eksperimentu smo s povrsinsko
plazmonsko resonanco spremljali afiniteto proteinov do vezave na dvoslojne
membrane. Ugotovili smo, da imajo prefibrilarni agregati vseh treh proteinov bistveno
vecjo tendenco do vezave na membrane in z njimi mocneje interagirajo kot nativne
konformacije, se bolje vklju¢ujejo v monosloje in dosezejo visje kritiCne pritiske.
Razlike se pojavijo tudi med posameznimi vrstami teh agregatov: vel prisotnih
protofibril pri pH 3,3 bolj permeabilizira membrane kot granularne oligomere pri pH
4,8. Agregati so pretezno interagirali s kislim fosfolipidom POPG. Velike razlike pri
vezavi na lipide pa smo opazili zlasti med nativnim stanjem "wild-type" stefina B in
EPM1 mutante Gly4Arg. Kinetika insercije v lipidni monosloj je za mutanto bistveno
hitrejSa in doseze visje koncne pritiske. V prisotnosti te mutante pride tudi do velike

prepustnosti liposomov, ki je v nekaterih primerih celo 100 %.

Na osnovi zbranih rezultatov lahko povzamemo, da je mutanta Gly4Arg mnogo bolj
invazivna v primerjavi z "wild-type" stefinom B, da ima fragment Arg68stop vecjo
nagnjenost k fibrilaciji zaradi razvite konformacije in da prefibrilarne oblike proteinov

bistveno bolj interagirajo z lipidi kot proteini v nativnih stanjih.
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6.2 SUMMARY

One of our goals was to gain some additional information about the pathology of
progressive myoclonus epilepsy of type 1, also called Unverricht-Lundborg disease.
This disease was shown to result from mutations in stefin B gene that lead to reduced
function of this protein. For this purpose we characterized two of the mutants
observed in some of the EPM1 patients. One of them was the Gly4Arg mutant, which
is mainly found in some of the patients from Switzerland, France and North Africa. The
second one was a shorter variant of stefin B — Arg68stop fragment, which results from
a premature termination of synthesis of the protein at position 68 and appears mainly
in the Finnish families. It is not clear yet until now, which molecular mechanisms are
the causes of pathological changes on the cell level. This seemed to us an important
issue for research. We hypothesized that some of the pathological mutants could
undergo additional misfolding and aggregation, beside lower presence and/or activity

of the protein, as this is usual for other neurodegenerative diseases.

For characterization of both EPM1 mutants the following methods were applied:
measurement of far and near UV CD spectra, observing changes in secondary
structure by adding organic solvent TFE and the kinetics of amyloid fibrillation by ThT
fluorescence measurements. We showed that the structure of the Arg68stop fragment
is unfolded one with a high propensity to aggregate and fibrillate. For the Gly4Arg
mutant we found out that this mutant has a much prolonged lag phase of fibrillation
with presence of prefibrillar aggregates that were induced by lowering pH to 5. This
mutant has also lower final yield of mature fibrils in comparison to wild type protein
and in the stationary phase of fibrils growth still some aggregates remain in solution.
These aggregates, based on the results in the literature, are the main toxic amyloid
species that interact with the cell membranes. That's why in the second part, we
studied interactions of prefibrillar aggregates/oligomers of stefin B (as a good model)
with lipid membranes. The purpose behind this was to contribute to the understanding
of the general mechanisms of cytotoxicity. We wanted to measure the differences in
lipid binding between the native and aggregated proteins. We expected that prefibrillar

aggregates will interact stronger and will cause higher leakage of lipid membranes.

In our membrane studies three proteins were included: wild type stefin B, the
Glu31Tyr variant and the Gly4Arg mutant. The tendency for membrane binding was

first measured by the insertion potential into the monolayer. In this experiment we
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measured the increment of surface pressure after the penetration of separated
proteins in the monolayer. Next, after overnight incubation with the proteins we
measured the permeability of small unilamellar vesicles based on the increment of
calcein release fluorescence. In the third experiment we observed affinity for the
binding to the supported lipid membranes by surface plasmon resonance. The results
show that prefibrillar aggregates of all three proteins have much higher tendency for
lipid binding, stronger insertions into monolayers and reach higher critical pressures.
There are differences also between the aggregated species: presence of protofibrils at
pH 3.3 permeabilizes vesicles more than the granular oligomers at pH 4.8. Both types
of the aggregates predominantly interact with anionic phospholipid POPG. We
observed big differences also between wild type stefin B and the EPM1 Gly4Arg mutant
native states. EPM1 mutant inserts much readily into lipid monolayers and to a higher
final pressures. Liposome permeability was in the presence of this mutant in some

cases even 100 %.

Based on the collected results we can summarize that the Gly4Arg mutant is more
reactive species in comparison to the wild type stefin B. The Arg68stop mutant has
higher propensity to form fibrils because of its unfolded conformation. And the
prefibrillar forms of proteins exert much stronger interactions with lipids than the

proteins in the native states.
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