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Bevezetés

A béta amiloidok filamentumszeri aggregatumok, melyek fehérjelerakddas formajaban
jelennek meg az Alzheimer korban. A vizben oldhatatlan aggregatumokat képezd amiloid
fibrillumok szerkezetének vizsgalata mai napig nagy metodikai kihivast jelent. Az atomerd-
mikroszkép (AFM) egy olyan nanométeres felbontasti képalkotdé moddszer, mely sikeresen
megfelel ennek a kihivasnak: kivaloan alkalmas az amiloid fibrillumok szerkezeti vizsgalatara
¢s a fibrillogenezis kovetésére.

Az altalunk vizsgalt amiloid béta25-35 (AP25-35) peptid az amiloid bétal-42 peptid
biologiailag aktiv szakasza. Ez a tizenegy aminosav hosszisagl peptid in vitro koriilmények
kozott gyors kinetikaval képez fibrillumokat, és neurotoxikus tulajdonsadgai megegyeznek a
teljes hossziisdgu amiloid peptidével.

A peptidbdl 1étrejovo fibrillumok szerkezete magas foku rendezettséget mutat. A fibrillum
tengelyére merdlegesen 4allo peptidek (B-szélak) hidrogén hidakkal kapcsolodnak Ossze,
létrehozva a fibrillumok szerkezeti alapegységeit, a protofilamentumokat. A fibrillumok
szamos protofilamentumbol allnak, ¢és attol fiiggben, hogy ezek a protofilamentumok
egymassal parhuzamosan vagy egymas koré csavarodva helyezkednek el, az érett fibrillumok
egyenes lefutastiak vagy csavartak, helikalisak lehetnek.

Az amiloid fibrillumok kialakuldsanak, szerkezetének és stabilitdsdnak vizsgélata egyre
jobban a tudomanyos érdeklddés homlokterébe keriil, ugyanis a neurodegenerativ
betegségben szenveddk szama az eloregedd tarsadalmak miatt rohamosan novekszik,
elérehaladésat, hatékony profilaktikus vagy gyogyitd kezelés azonban még nem létezik. Az
Alzheimer kor potencialis terapias lehetOségei kozt megemlitheté az amiloid-aggregatum
képzddésének megakadalyozasa B-lemez rombolokkal (BSB). A béta-amiloid polipeptid
lancahoz kiilonb6zd tipust vegyiiletek kapcsolddhatnak ionos vagy egyéb masodlagos
alkalmasak lehetnek az Alzheimer-kor kezelésére. Nagy remény fiizodik ahhoz, hogy a BSB
peptidek esetleg a terdpiaban is alkalmazasra keriilhetnek.

Az amiloidok nemcsak a fehérjetekeredési betegségek foszerepldi. Onszervezédd
tulajdonsagaik révén nanotechnoldgiai, nanoelektronikai alkalmazasi lehetéségeknek nyitnak

teret.



Az amiloid plakkok keletkezésének ¢€s hatasmechanizmusanak feltardsa nagyban
hozzéjarulhat az Alzheimer kér molekularis alapjainak megismeréséhez és hosszu tavon a
kezelés optimalizalasdhoz, illetve gydgyitdsahoz, vagy esetleg korai staddiumban vald
felismeréséhez. Az AP25-35 peptid csillamfelszinen epitaxialis novekedéssel orientalt
halozatot képez, ezt a szabalyos, konnyen ¢és gyorsan létrehozhatd haldzatot kisérleteinkben

modellrendszerként hasznaltuk.

Célkitiazéseink:

I. A csillamfelszinen epitaxialis novekedéssel 1étrejott, orientalt haldozat paramétereinek
pontos feltérképezése sziikséges ahhoz, hogy a haldzatot kisérleti modellrendszerként
hasznalhassuk. Célul tiiztiik ki ezért:

1. a csillamfelszinen epitaxialisan novesztett orientalt amiloid halozat
morfologidjanak és szerkezeti dinamikéjanak jellemzését atomerd-mikroszkop
segitségével.

2. az orientalt fibrillumok mechanikai stabilitasdnak, a fibrillumokat
hierarchikusan felépit és stabilizalo kolcsonhatasok természetének valamint a
fibrillaris alegységek (protofilamentumok) viselkedésének vizsgalatat molekula
manipulacids technikakkal, er6spektroszkopiai méréseken keresztiil.

Il. A kétféle modon (oldatban illetve epitaxidlisan) ndvesztett fibrillumok 6sszehasonlitd
vizsgalatat terveztiikk, arra a kérdésre keresve valaszt, hogy a csillamfelszinen
kialakul6 orientélt haldzat felfoghato-e j6 amiloid fibrillum (vagy plakk-) modellként?

1. Oldatban novesztett, csillamfelszinre adszorbealt érett amiloid fibrillumok
alaki, nanomechanikai 6sszehasonlitasa az epitaxialisan orientalt fibrillumokkal.

2. Masodlagos szerkezet-vizsgalat FTIR spektroszkopidval.

Ill. LPFFD béta-lemez rombold peptid hatdsanak vizsgalatit terveztik az amiloid
halozatra nézve. Van-e az LPFFD peptidnek altalanos béta-lemez rombold hatasa?

IV. A modositott peptid cisztein szulfhidril csoportja szamos molekula hozzakapcsolasat
teszi lehetdvé a mutdns amiloid peptidhez. A jovdbeli ,,nano-moédszer” alkalmazéasok
alapjainak lefektetése végett, célul tliztiikk ki a csillimon orientalt mutans APB25-35
peptidbdl felépiild fibrillaris héalézat vizsgalatat, a haldézat paraméteinek (feliileti

befedettség, fibrillum-hossz) finomhangolasat.



Moédszerek

1. A KISERLETEKHEZ FELHASZNALT AB-PEPTIDEK

Az 99%-o0s tisztasagi amiloid illetve LPFFD peptideket liofilizalt formédban az MTA-
SZTE Szupramolekularis és Nanoszerkezetli Anyagok Kutatocsoportjaban valamint a SZTE
AOK Orvosi Vegytani Intézetében allitottak el szilard fazisu szintézis soran. A vad tipust
AB25-35 aminosav-szekvencigja: *GSNKGAIGLM*-amid. Molekulatémege 1060,3 g/mol.
Az N27C mutans AB25-35 peptid, AB25-35 N27C szekvencigja: °?GSCKGAIGLM*-amid
Molekulatomege 1007,3 g/mol. A béta-lemez rombolo peptid szekvencidja: LPFFD.
Molekulatomege 636 g/mol.

2. AMILOID FIBRILLUMOK NOVESZTESE

Az oldatban torténé novesztéskor a liofilizalt AB25-35 mintat elsé 1épésben DMSO-ban
oldottuk fel. A DMSO oldatot 10 mM PBS pufferben higitottuk tovabb ugy, hogy a végs6
peptidkoncentracié > 0,5mg/ml legyen. A ndvesztés szobahémérsékleten (T = 24 °C) tortént
3-14 napig. Polimerizacios goécoktdl mentes mintdk eldallitdsa érdekében az AB25-35
peptidek oldasat kovetden az oldatban esetlegesen jelen 1évé magokat, amelyek a szintézis €s
tisztitasi procedura soran a liofilizalas el6tt keletkezhettek, ultracentrifugalassal iilepitettiik
(Beckman Optima, 200.000 g, 2 6ra, T = 4 °C). A feliiltiszot, mely csupan peptideket
tartalmazott, folyékony nitrogénben gyorsan lefagyasztottuk, majd a mintékat felhasznalasig -
80C’-on taroltuk. Az igy eldallitott mintdkat a csillamfelszinen végzett mérésekhez

crer

(Bicinchoninic acid assay, SIGMA).

3. ALKALMAZOTT SZUBSZTRAT FELULETEK

Az epitaxialisan novekedett fibrillumok atomerd-mikroszkdpos képalkotasahoz frissen
hasitott csilldmfelszint hasznaltunk. A frissen hasitott csillam felszinérdl vizes kozegben
gyengén kotott K* ionok diffunddlnak el, lehetévé téve ezaltal pozitiv feliileti toltésii
biomolekulak kitapadasat. A minta illetve a puffer K* tartalmanak fiiggvényében dinamikus

egyensuly alakul ki a szabad és a telitett kotéhelyek kozott.



4. MINTAK KEZELESE

A mintakat az atomerd-mikroszkopia alkalmazhatosaga céljabol a megfelelden eldkészitett
felszineken inkubaltuk. Az inkubéacios id6 leteltével, pufferrel torténd mosassal tavolitottuk el
a nem vagy csak gyengén kotodott fibrillumokat. Szaritott preparatumok esetében ultratiszta

(Milli-Q) vizzel mostuk le a felszint, majd tiszta N, gazzal szaritottuk.

5. ATOMERO-MIKROSZKOPIA
5. 1. AZ MFP3D ATOMERO-MIKROSZKOP

A képalkotashoz egy Molecular Force Probe 3D (MFP3D) tipust atomerd-mikroszkdpot
hasznaltunk (Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA) A pasztazast oszcillacios
iizemmodban végeztilk széritott mintakon, illetve fiziologids koriilményeket modellezo
korilmények mellett, nativ szerkezetli mintdkon, pufferben. Tipikusan 512x512 vagy
1024x1024 — pixel felbontast képeket rogzitettiink 0,6 — 1.5 Hz pasztazasi frekvencidval, 0,5
— 0,8 V célérték beallitasaval. A képalkotashoz Olympus AC160TS-C2 illetve Olympus
BioLever (BL-RC150VB) rugolapkakat hasznaltunk.

5.2. EROSPEKTROSZKOPIA

A feliilethez kotott, adszorbealt fibrillumokat mechanikailag manipulaltuk egy felszinhez
nyomott Olympus BioLever (BL-RC150VB) rugodlapka segitségével. A fibrillum szerkezetét
ily modon megbontottuk, a fibrillum felszinérél protofilamentumokat huztunk ki és az
erdatmenetek alakjabol, nagysdgdbdl a mechanikai hatadsra bekovetkezd szerkezeti
valtozasokra nyertiink betekintést. Az in situ eréspektroszkopia soran elébb a szamunkra
érdekes teriiletet pasztazzuk, majd ezen a teriileten levd fibrillumokon erdspektrumokat
vesziink fel, végezetiil ugyanezt a teriiletet Ujbol pasztazzuk. Az elsé és utolsd pasztazasi

képet 0sszehasonlitva, észlelhetdek az esetlegesen bekdvetkezd szerkezeti valtozasok.

5.3. ATOMERO-MIKROSZKOPOS KEPEK ANALIZISE

A felvételeken szerepld amiloid strukturdk egyes morfologiai paramétereinek (fibrillumok

magassaga, hossza, az orientalt fibrillumok szogeloszlasa, feliileti fedettség) mennyiségi



meghatarozasara az  MFP3D  atomerd-mikroszkép  sajat  szoftverét (Igor Pro

v6.03WaveMetrics Portland OR, USA) hasznaltuk.

6. FTIR SPEKTROSZKOPIA

A fibrillumok masodlagos szerkezetének meghatdrozasdra Fourier transzformacios
infravords (FTIR) spektroszkopiat hasznaltunk (Bruker Vertex80v FTIR spektrométer). A
puffer-oldatban  Osszeallt AP25-35  fibrillumokat SpeedVac  vakuum-centrifugan
oldoszermentesitettiik koncentracionovelés céljabol. A viz elparolgdsa utan a mintat 4 ul

L volt

nehézvizben (D,0) oldottuk fel. A mért FTIR spektrumok felbontasa 2 cm’
(hullamszam). A jel/zaj viszonyt 256 spektrum atlagolasaval javitottuk. A spektrumok

kiértékeléséhez ProtelR szoftvert hasznaltunk.

Eredmények

1. CSILLAMFELSZINEN ORIENTALT AMILOID 825-35 MODELL-RENDSZER
JELLEMZESE

A csillamfelszinen novesztett orientalt AB25-35 halézat morfoldgiai és nanomechanikai
jellemzése azért is fontos, mert reprodukalhatdsaga, paramétereinek homogenitdsa miatt a

késobbiekben kisérleti modell-rendszerként hasznaljuk.

1. 1. MORFOLOGIAI VIZSGALAT

Kisérleteinkben AFM  segitségével vizsgaltuk
szintetikus AP25-35 peptidekbdl ndvesztett fibrillumok
morfologiajat. A csillamfelszinre  adszorbealt
fibrillumok a  felszinen  szabdlyos  trigondlis

elrendez6désben orientalodtak (1. abra), a fibrillumok

kozti szog egyenként 60° volt. A csillam negativ toltést

hasitasi felszinére a peptidet annak pozitivan toltott 1. Abra. Csillamfelszinre

Lys28 csoportjanak g-amino csoportja elektrosztatikus adszorbeadlt AB25-35 fibrillumok

kolcsonhatassal lehorgonyozta. Az orientalt AB25-35 Jellegzetes trigonalis
elrendezodésben.



fibrillumok Iétrejotte csillamfelszin-vezérelt epitaxialis ndévekedés eredménye volt. A
peptidek rendkiviil gyors kinetikdval, méasodpercek - percek alatt felépitették az orientalt
halézatot. A fibrillumok magassdga multimodalis eloszlast mutatott, az egyes fibrillumok

magassaga 0,8 - 4 nm kozott valtozott. A fibrillumok nem mutattak felszini egyenetlenséget.

1. 2. EROSPEKTROSZKOPIA

Az erdspektroszkopia a fibrillumok belsé dinamikdjaba és szervezddésébe enged
betekintést. Az eddig vizsgalt AP fibrillumokhoz hasonléan a méréseinkben szerepld
epitaxialisan nétt AP25-35 fibrillumokra is jellemz6 az erdplatok megjelenése (2. abra). A
mechanikai manipulacionak kitett AB25-35 fibrillumok erévalasza az GOsszes B-amiloidra

nézve karakterisztikus, és a B-lemezes szerkezettel magyarazhato meg.
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2. Abra. Tipikus eré-megnyiilds gorbe.

2. OLDATBAN OSSZEALLT VALAMINT EPITAXIALISAN NOVESZTETT AMILOID
FIBRILLUMOK OSSZEHASONLITO VIZSGALATA

2. 1. MORFOLOGIA

Bar mindkét fibrillum-tipus azonos monomerekbdl épiilt fel, a
két kiilonbozd uton oOsszedllt fibrillum felszini topografidja
jelentdsen kiilonbozott egymastol. Az epitaxidlisan ndvesztett

fibrillumok szabalyos trigondlis elrendezddésével ellentétben, az

oldatban Osszedllt tobb napos fibrillumok szabélytalanul,

3. Abra.  Oldatban
névesztett A325-35 minta

rendszerteleniil tapadtak ki a csillamra. (3. abra), a fibrillumok
felszinén periodikus kiemelkedések figyelheték meg. Az
6



Gyakorisag

epitaxialisan orientalt fibrillumokkal ellentétben az oldatban Osszedllt fibrillumok atomerd-
mikroszképos felvételeinken nagyfoku polimorfizmust mutattak: egyazon mintan beliil
egyarant lathatéak lapszerl, egyenes lefutdsu fibrillumok valamint helikalis, csavarodott
fibrillumok.

Atomeré-mikroszkopos felvételek alapjan lemértiik az orientélt fibrillumok illetve az
oldatban 0Osszedllt amiloid fibrillumok topografiai magassagat, ezen érték a fibrillum
vastagsagaval egyenértékli. A fibrillum-magassag epitaxidlisan novesztett fibrillumok
esetében 0,8 - 4 nm volt. Az oldatban 6sszeallt, érett fibrillumok magassaga nagyrészt 7 és 40
nm kozott valtozott, de eléfordultak vékonyabb illetve vastagabb fibrillumok is.

A fibrillum-képz6dés szempontjabol a ndvekedési kinetikaban is jelentés kiilonbséget
mutat a két kiilonboz6 ton kialakuld fibrillum. Oldatban 6rak, napok alatt allnak Ossze a
fibrillumok, de a csillam felszinén a folyamat masodpercek-percek alatt lezajlik. A fibrillum-

képzddés ilyen mértékii felgyorsuldsaért a csillamfelszin katalizalo szerepe lehet felelds.

2.2. EROSPEKTROSZKOPIA

Epitaxialisan novesztett Oldatban dsszeallt
fibrillumok 50 fibrillumok

45

)
(=

=X
(=}

10

Gyakorisig

N
=)

35
30
40

25

30 20

20

10 .
01— h...u . 0 (R
0 30

60 20 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
Plato ero (pN) Platé ero (pN)

4. abra A plato erd eloszlasa epitaxidalisan névesztett és oldatban osszeadllt Ap25-35

fibrillumok esetén. A nyilak az elemi plato erdt jelzik.

A fibrillumok nanomechanikai vizsgalatabél kideriilt, hogy az erdvalaszok alakja
hasonlo volt az epitaxialisan novesztett és az oldatban Osszeallt AP25-35 fibrillumok
esetében: mindkét tipust fibrillum hasonld plato-szeri nanomechanikai valaszokat adott

erOspektroszkopias mérések soran. Az adatok Osszesitésébdl nyert hisztogramok is hasonlo



multimodalis eloszlast mutatnak (4. abra). A platoerémagassag-eloszlasokban diszkrét
maximumok figyelhetéek meg: a cstiicsok egész szamu tobbszordsei jelzik, hogy adott erénél
hany darab protofilamentum tapadt a tithdz. A legkisebb erénél levé maximum, azaz az elemi
platder6 azzal az erdvel egyezik meg, amely egyetlen protofilamentum lefejtéséhez

sziikséges. Az elemi platd erd 30 pN-hoz kozeli értéket vett fel.

2.3. MASODLAGOS SZERKEZET VIZSGALATA

A fibrillum maésodlagos szerkezetének jellemzésére az infravords spektroszkopiat
valasztottuk. A Fourier transzformacids infravords spektroszkopiat gyakran alkalmazzak béta
lemezes masodlagos fehérjeszerkezet kimutatasara és vizsgalatara. A fehérjék masodlagos

1 ¢s 1700 cm™ kozotti hulldmszam-

szerkezetére az amid I sdvnak megfeleld, 1600 cm’
tartomany a legérzékenyebb. Az amid I rezgés energiajanak nagy része (83%) a C=0 nyujtasi

moOdusbol szarmazik.
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5 Abra. Epitaxidlisan novesztett illetve oldatban dsszedllt AB25-35 fibrillumok
FTIR spektruma.

A FTIR  spektrumok alapjan mindkét tipust fibrillum p-lemezes masodlagos
szerkezettel rendelkezik. A spektralis csucsok eltolodasa fontos informaciot kozvetithet
arr6l a molekularis szerkezetrdl, amelyhez a spektrumvonal rendelhetd. Az amid I savban
1630 cm™ felél 1621 cm™ felé torténd eltolodas arra utal, hogy az oldatban Gsszeallé amiloid

sokkal kompaktabb szerkezettel rendelkezik (5. abra).



3. AZ LPFFD BETA-LEMEZ ROMBOLO PEPTID HATASA ORIENTALT AB25-35
HALOZATRA

A BSB peptidek koziil az LPFFD peptidet valasztottuk, kisérleteinkben a peptidnek az
hatdsat vizsgaltuk atomerd-mikroszkoppal. A fibrillumok mechanikai stabilitasat

erdspektroszkopiaval hataroztuk meg.

3. 1. AZ LPFFD PEPTIDEK HATASA A FIBRILLUMOK ORIENTACIOJARA,
SZERKEZETERE, A FIBRILLUMKEPZODES DINAMIKAJARA

Az LPFFD peptiddel kezelt mintdk esetében is orientalt halozatot kaptunk Megmértiik az
orientalt fibrillumok szdgeloszlasat és 0sszehasonlitottuk a kontroll halozat szogeloszlasaval.
Az LPFFD jelenlétében képzddott halozat orientdcids szogeinek eloszlasa a kontrolléhoz
hasonlonak bizonyult. A fibrillumok atlagos magassagaban sem volt jelentds kiilonbség, az
atlagos fibrillum magassag 2,41 nm (£0,09 nm SEM, n=513) volt a kontroll esetében ¢és 2,64
nm (£0,14 nm SEM, n = 60) az LPFFD-kezelt hal6zatnal.

Az LPFFD peptidnek AB25-35 fibrillumok novekedési kinetikajara kifejtett hatasat
idotol fiiggd (time lapse in situ AFM) kisérletek segitségével vizsgaltuk. Egyedi fibrillumok
hossznovekedését kovettiik az 1d6 fiiggvényében. A hosszakat 1d6 fliggvényében abrazolva, a
kapott gorbékre illesztett egyenesekbdl megkaptuk a fibrillumok atlagos ndvekedési
sebességét. Az atlagos fibrillum ndvekedési sebesség 0,1 nm/s illetve 0,08 nm/s volt a
kontroll illetve LPFFD-kezelt mintak esetében. A BSB peptid tehat a fibrillumok

novekedésére nem volt szignifikans hatéssal.

3.2. AZ LPFFD HATASA AB25-35 FIBRILLUMOK SZETESESERE

Az LPFFD peptid fibrillum-szétszedd hatasat egy eldzdleg 1étrehozott, ,,érett” AB25-35
héalézaton vizsgaltuk. Igaz ugyan, hogy az LPFFD hozzdadasaval 10 %-os csokkenést
tapasztaltunk a felszini befedettségben, de ugyanekkora csokkenést idézett el a szimpla
felszinlemosas is PBS pufferrel. A felszini befedettség valtozasa tehat nem az LPFFD

fellazitd hatasanak tulajdonithatd, hanem a mosas okozta mechanikai hatasnak.



3. 3. AZ LPFFD HATASA AB25-35 FIBRILLUMOK NANOMECHANIKAI
TULAJDONSAGARA

Az LPFFD peptid AB25-35 fibrillumok mechanikai stabilitasara gyakorolt hatasat a
fibrillumok ezen peptid jelenlétében térténd mechanikai manipulacidja soran vizsgaltuk.
LPFFD jelenlétében felvett erd6gdrbék globalis megjelenése (alakja) hasonld volt a
kontroll minta er6gorbéihez, de csokkent az erd-1épcsok szama €s megndtt a platohossz.
Az atlagos plato erd lecsokkent az LPFFD jelenlétében, ez feltehetden arra utal, hogy a béta-

lemez-rombol6 peptid a protofilamentumok kozotti kolesonhatasokat gyengiti.

4. N27C MUTANS AB25-35 PEPTID EPITAXIALISAN ORIENTALT HALOZATANAK
JELLEMZESE

A csillamfelszinen 1étrejovo orientalt AB25-35 amiloid haldézat mar 6nmagéban felveti a
gyakorlati, nanobiotechnolégiai alkalmazhatosag lehetdségét. De annak érdekében, hogy a
halézatot - a rendezett és szabalyozhaté szervezddésen tul -, specifikusan, a felhasznalas
igényeinek megfelelden ruhdzhassuk fel tulajdonsagokkal, létrehoztuk az AR25-35 egy
modositott valtozatat oly modon, hogy a 27. pozicidban elhelyezkedd aszparagin aminosavat
egy ciszteinre cseréltiik. Az igy létrehozott AB25-35 N27C peptidek szabad SH csoportja
reakcioképessége révén a peptidekbdl képzddo fibrillumokat kémiailag jelolhetdvé teszi. A
megfeleld keresztkotok alkalmazasaval ugyanis elvileg barmilyen fehérje hozzékapcsolhat6 a
halézat szabad -SH csoportjaihoz, melyek a csillamfelszinen nanométeres siirliség mellett
alakithatok ki. Az igy 1étrehozott nano-array lehetdségeinek tesztelése intenziv kutatés targyat
képezi jelenleg is munkacsoportunkban.

A csillamfelszinen epitaxialis novesztéssel 1étrejott AB25-35_N27C fibrillumok a vad
tipusu AB25-35 fibrillumokhoz nagyon hasonldan viselkedtek, ezt az aldbbi kisérletek
bizonyitjak.

4.1. A FIBRILLUMOK ORIENTACIOJA CSILLAMFELSZINEN
A 27-es pozicidban levd arginin ciszteinre cserélése nem okozott zavart a fibrillumok
szabalyos elrendezddésében. Ha az orientacio jelentdsen megvaltozna, a mutans fibrillumok
nem lennének tobbé alkalmasak nanotechnologiai felhaszndlasra. A fibrillumok atlagos
magassaga 0,8 — 1 nm volt, ez az érték nagy valdszinliséggel egyetlen, AB25-35 N27C
peptidekbdl 1étrejott B-lemez vastagsaganak felel meg
10



4. 2. KATIONOK HATASA A MUTANS FIBRILLUMOK EPITAXIALIS
NOVEKEDESERE

Az AB25-35 N27C peptidek csillamhoz kotddése kation-koncentracio fiiggének bizonyult.
Kisérleteinkben kétféle ionnak: a NaCl illetve a KCl jelenlétének hatasat vizsgaltuk. NaCl
hatasanak vizsgalata soran kideriilt, hogy 140 mM feletti NaCl koncentracidé csokkentette a
kotédést, 200 mM NaCl jelenlétében pedig csak néhany révid fibrillumot és oligomereket
figyeltiink meg a csillamfelszinen. A KClI jelenléte mar alacsonyabb koncentracional is képes
volt befolyasolni a fibrillum-képzddést: 3 mM KCl bizonyos foku gatld hatast fejtett ki, és 20
mM KCI jelenléte teljesen meggatolta a peptidek csillamhoz kotddését (6. abra). Ezen
eredményekkel ellentétben, a vad tipusu peptidbdl 1étrejott fibrillumok kevésbé voltak
érzékenyek a NaCl-koncentraciora, és akar 640 mM NaCl jelenlétében is képesek voltak

halézatot kialakitani a csilldmfelszinen. Az N27C mutidci6 nem modositotta ugyan a

20 mM KCI

6. dbra. A325-35_N26C fibrillumok K- fiiggd kotddese,
AFM- felvételek
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4.3. A FIBRILLUMOK NANOMECHANIKAI VIZSGALATA

A pasztazas sordn nyert atomerd-mikroszkopos felvétel alapjan, eldre meghatarozott
helyeken, a rugdlapka tiijének hegyét a fibrillumokhoz nyomtuk, majd 500 nm/s sebességgel
visszahtztuk. Ezutan a felszint 0jbol végigpasztaztuk, hogy a mechanikai manipulécio hatasat
megvizsgalhassuk. A fent leirt modszert ,,in situ” nanomechanikai manipulacionak is nevezik.
Az eredmények a 7. abran lathatok. Az AB25-35 N27C fibrillumok lokélis nanomechanikai
manipulacidja soran rovid fibrillum-részeket tavolitottunk el azokon a pontokon, ahol a tiit a

fibrillumhoz nyomtuk.

7. Abra. Atomerd-mikroszképos felvétel a nanomechanikai manipulécié elétt (a.) illetve
utan (0.). Fekete nyilhegyek - a manipuldcio célpontjai, sziirke nyilhegyek a nanomechanikai
manipulacio helyén keletkezd hézagok.

A fibrillum-részek eltavolitasaért valoszintlileg az Au-Cys27 kolcsonhatas a felelds. Az
megfigyeléseink alapjan a Cys27 csoport valoban felszint6l az oldat irdnyaba mutat, igy
hozzaférhetové valik nemcsak a rugodlapka tlije szdmara, hanem barmilyen olyan kémiai

csoport szamara, amellyel a fibrillumot jeldlni szeretnénk.
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Kovetkeztetések és uj eredmények

A béta amiloid peptidek onszervezddo fibrillaris struktardkat képeznek Alzheimer kérban. Az

AB25-35 peptid a teljes hosszusagi AB peptid bioldgiailag aktiv, toxikus toredéke.

Epitaxialis mechanizmussal AB25-35 peptidekbdl egy stabil, orientalt halézatot
hoztunk l1étre csillamfelszinen. Ugyanezen peptid egyensulyi koriilmények kozott,
oldatban is kialakit amiloid fibrillumokat. Feltérképeztilk a tovabbiakban kisérleti

modellrendszerként hasznalt orientalt haldzat alaki és nanomechanikai tulajdonsagait.

Elsoként hasonlitottuk 6ssze a két kiilonb6zo fibrillogenetikus ton 1étrejott amiloid
fibrillum szerkezetét. A fibrillumok szerkezetét ¢és dinamikéjat atomerd-

mikroszkdppal, erdspektroszkopiaval és FTIR spektroszkopiaval tanulmanyoztuk.

1. Az amiloidokra karakterisztikus fibrillaris morfologia mindkét esetben jellemzd
volt ugyan, de az oldatban Gsszeallt fibrillumok magasabb foku szerkezeti
hierarchiat mutattak, ezek a fibrillumok morfologiai polimorfizmussal
rendelkeztek és gyakran helikalisak voltak. Ezzel ellentétben az epitaxialis
fibrillumok linearis, lapszert szerkezetet hoztak 1étre.

2. Mig az epitaxidlis novekedés csillamfelszinen percek alatt lezajlott, a
fibrillumok oldatban 6rdk-napok alatt alltak 6ssze. A fibrillum-képzddés ilyen
mérteki felgyorsulasaért a csillamfelszin katalizalo szerepe felelds.

3. A fibrillumok nanomechanikajat mindkét esetben a karakterisztikus erdplatok
jellemezték. Az elemi platderd ~30 pN volt.

4. A FTIR spektrumok alapjan mindkét fibrillum béta-lemezes masodlagos
szerkezetet mutatott. Az oldatban &sszeallt fibrillumok kompaktabb szerkezettel
rendelkeztek, mint a csillamfelszinen kialakult fibrillumok.

5. Eredményeink alapjan arra kovetkeztettiink, a csillimfelszinen kialakuld
orientalt halozat jo amiloid fibrillum modellként foghato fel.

Ezen egyszerli, reprodukalhaté modell-rendszer, lehetévé teszi kiilonbozd faktorok
amiloid fibrillumokra gyakorolt hatdsanak vizsgalatat. A szakirodalomban elsdként

vizsgaltuk az LPFFD béta-lemez rombolo peptidnek az AB25-35 modellrendszer
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novekedési kinetikajara, morfologiai és mechanikai tulajdonsagaira kifejtett hatasat
atomerd-mikroszkoppal.

1. Az erGspektroszkopiai méréseink eredménye alapjan feltételezhetd, hogy az
LPFFD peptid fellazitja az amiloid protofilamentumok kozotti oldaliranya
kolesonhatdsokat.

2. Az éaltalunk hasznalt amiloid-rendszerre az LPFFD peptidnek nem sikertilt

kifejtenie jelentds béta-lemez-rombold hatast.

Létrehoztunk egy mutans AB25-35 peptidet, melynek ciszteines szulfhidril csoportja
kiilonféle biomolekuldkkal illetve nano-arannyal val6 jelolést tesz lehetové. A mutans
peptidet tehat szamos nano-arrayben felhasznalhatjuk, igy sziikségessé valt e mutans
peptidbdl  1étrehozott szabalyos halozatnak a pontos jellemzése. Atomerd-
mikroszképot hasznalva megvizsgaltuk az ARB25-35 N27C orientalt halozat
biomolekularis nanoszerkezetek 1étrehozasara valo alkalmassagat.

1. Uj eredményiink, hogy a mutans halozat a kation- illetve peptid-koncentracid
valtoztatdsaval finomhangolhato.

2. Bebizonyitottuk, hogy a mutans peptid cisztein csoportja a felszintdl az oldat
iranyaba mutat, igy hozzaférhetévé valik kémiai csoportok, jel6lé molekulak
szamara.

3. Bebizonyitottuk, hogy a mutdns AB25-35 hélozat paraméterei, tulajdonsagai

teljesitették a nano-moddszerben torténd felhasznalas feltételeit.
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