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RESUM

La formacio de fibres amiloides és un tret caracteristic dels sistemes nerviosos afectats per malalties
com la d’Alzheimer o les prioniques. En els teixits, les fibres es troben associades a les membranes
cel-lulars i a elements de la matriu extracel-lular com els glicosaminoglicans. En les diferents
malalties amiloidogeniques, peptids i proteines amb una homologia seqiiencial molt baixa, donen Iloc
a la formacio d’agregats amiloides, de caracteristiques fisico-quimiques molt semblants. Aquest fet
implica la possibilitat que existeixi un mecanisme comu de formacio d’agregats amiloides i, per tant,
una possible via d’intervencio comuna a les diferents malalties. En aquest sentit, ha estat descrit
recentment un hipotetic motiu estructural d’unio a esfingolipid que seria comu al fragment 1-28 del
peptid [ amiloide, relacionat amb la malaltia d’Alzheimer, i el fragment 185-208 de la proteina
prionica humana. A més, les dues seqiiencies contenen residus d’His, involucrats en possibles motius
d’unio a heparina. El fragment 1-28 del peptid f amiloide ha estat molt estudiat pel que fa a la seva
capacitat per formar fibres amiloides, a la influéncia de [’heparina en el procés d’agregacio i, fins i
tot, en la seva capacitat d’interaccio amb membranes biologiques. Les propietats amiloidogeniques
del fragment 185-208 de la proteina prionica, en canvi, eren fins ara desconegudes. Combinant
l’espectroscopia d’IR i de fluorescéncia amb la microscopia electronica, hem procedit a la
determinacio de les caracteristiques amiloidogeniques del fragment prionic. Els resultats mostren que
aquest fragment és capag de formar fibres amiloides, seguint el caracteristic procés de polimeritzacio
nucleada, només en presencia d’heparina i de membranes biologiques amb carrega superficial
negativa. Les fibres formades mostren la tipica morfologia amiloide. A diferencia del fragment
1-28 del peptid de ['Alzheimer, el fragment prionic és citotoxic, reduint en un 25% la viabilitat
cel-lular en una linia de neuroblastoma. Un cop caracteritzat el fragment prionic, s ’han estudiat les
capacitats anti-amiloidogeniques dels dendrimers, uns polimers ramificats amb carrega superficial

positiva capagos d’interferir en el procés d’agregacio amiloide, modulant la formacio de fibres.
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I. INTRODUCCIO



Introduccio

L. 1.- Les proteines i péptids amiloides

La paraula “amiloide” va ser utilitzada per primera vegada 1’any 1854 pel metge
alemany Rudolph Virchow, qui estudiant una mostra tissular d’aparenga macroscopica
anormal va descobrir que la tipica reaccid de la cel-lulosa amb iode donava lloc a una
coloracio blavosa que es tornava de color lila amb el posterior tractament amb acid sulfuric.
R.Virchow va anomenar “amiloide” (del llati amylum 1 del grec amylon) a la substancia
causant d’aquella coloraci6. També va estudiar mostres de teixits corresponents a les
actualment conegudes com a amiloidosis sistémiques, trobant la mateixa reaccidé amb iode.
La hipotesi sobre la naturalesa dels diposits amiloides no va durar molt temps, ja que en 1859,
Nicholas Friedreich i August Kekulé van demostrar que el component majoritari d’aquella
substancia amiloide no era la cel-lulosa, sin6 que era proteina. Finalment, en 1908 Hanssen va
demostrar que els diposits amiloides es podien digerir amb pepsina i, per tant, va quedar
confirmada la seva naturalesa proteica [1].

Es pot dir que la historia moderna de les amiloidosis va comencar amb el
descobriment, per Cohen 1 Calkins, mitjangant microscopia electronica que els diposits
amiloides tenen una estructura fibril-lar [2]. Aquest descobriment es va confirmar en estudis
posteriors [3-6] i va ser el punt de partida d’un concepte d’organitzacié estructural totalment
desconegut fins aquell moment. Aquelles fibres amiloides presentaven un alt grau
d’estructuraci6 molecular quan s’observaven amb llum polaritzada: la seva anisotropia
produia birefringencia de color verd quan la mostra era tenyida amb el colorant Congo Red.
Les fibres amiloides no eren ramificades, tenien uns 10 nm de diametre i una longitud
variable. No tenien una orientacid concreta, perd apareixien properes a la membrana cel-lular
en forma de feixos més o menys paral-lels [7, 8]. Estudis de Shirahama i Cohen, mitjangant
microscopia electronica, van demostrar que les fibres estaven formades per elements més fins,
anomenats protofibril-les [8].

Estudis de difraccio6 de raigs X han fet palés el fet que la proteina que forma part de les

fibres amiloides s’estructura en forma de lamina 3 creuada, tal i com es mostra a la Figura 1:



Introduccio

Eix de propagacio de lafibra
o
j
&
::8
T
[
322:0
ZT
\.ﬂ:g
r'IZ "
L O
ZL
“D=<

Figura 1. Ordenacié antiparallela i parallela d’una lamina B-creuada. L’estructura B-creuada es
caracteritza perqué presenta 1’esquelet peptidic en forma de lamines B que es disposen perpendicularment a la
direcci6 de creixement de la fibra. Els enllagos d’hidrogen son paral-lels a la direccid de creixement de la fibra.

El cor de la fibra sembla estar estabilitzat pels ponts d’hidrogen que s’estableixen al
llarg de la cadena polipeptidica, ja que estudis fets amb polipéptids de seqiiencies molt
diferents donen lloc a fibres molt similars [9, 10].

Tot 1 que, fins ara, I’estructura atomica de les fibres no ha estat totalment resolta, s’han
proposat diversos models basats en les dades obtingudes en estudis de difraccio de raigs X
[9], criomicroscopia electronica [11] i ressonancia magnética nuclear en estat solid [12].
Estudis de microscopia electronica de transmissid i microscopia de forca atomica posen de
manifest que les fibres amiloides son estructures fibril-lars helicoidals formades per dos o més
filaments [13-16] i aquests filaments presenten un patrd de difracci6 de raigs X corresponent a

estructura f.

—CTO» —
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soluble
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Figura 2. Representacio esquematica de I’estructura de les fibres amiloides. Les proteines desplegades o
parcialment desplegades s’associen entre si per formar agregats solubles, filaments i, finalment, fibres madures
(esquema modificat de [17]).
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L.2.- Malalties relacionades amb el plegament de proteines

Les proteines adquireixen la seva estructura tridimensional mitjangant un procés de
plegament, en el qual cada seqiiencia proteica adopta una conformacié nativa o de minima
energia. Gracies a aquest procés, les proteines poden dur a terme la seva funcio correcta i per
aquest motiu, les cél-lules tenen mecanismes per tal d’evitar o desfer els plegaments erronis.
Tot 1 aixi, en els ultims anys s’han descobert una série de patologies relacionades amb el
plegament incorrecte de certes proteines, provocant la formaci6 irreversible d’uns agregats
fibril-lars insolubles, coneguts amb el nom de fibres amiloides. Actualment es coneixen més
de 20 proteines (Taula 1) involucrades en patologies relacionades amb la formacié de fibres

amiloides 1 molt probablement, aquesta llista anira creixent al llarg del temps [18].

Taula 1. Malalties relacionades amb el plegament anomal de proteines (adaptat de C.M. Dobson [18]).

Malaltia Proteina Lloc de plegament
Hipercolesterolémia Receptor de la lipoproteina de baixa densitat ER
Fibrosi quistica Regulador transmembranal de la fibrosi quistica ER
Fenilcetonuria Fenilalanina hidroxilasa Citosol
Malaltia de Huntington Huntingtina Citosol
Sindrome de Marfan Fibril-lina ER
Osteogénesi imperfecta Procolagen ER
Anemia falciforme Hemoglobina Citosol
Deficiéncia de al-Antitripsina al-Antitripsina ER
Malaltia de Tay—Sachs a-Hexosaminidasa ER
Malaltia de I’ Alzheimer Péptid B Amiloide/Proteina tau ER
Malaltia de Parkinson a-Sinucleina Citosol
Malaltia de Creutzfeldt-Jakob Proteina prionica ER
Amiloidosis Familiars Transtiretina/lisozim ER
Retinitis pigmentosa Rodopsina ER
Cataragtes Cristalins Citosol

Apart de les proteines i peptids amiloides relacionats amb patologies, també existeixen
certes proteines que semblen no estar lligades a cap malaltia, com per exemple la mioglobina
[19], el modul SH3 de la proteina quinasa P13 [18] o homopolimers com la politreonina o la
polilisina [20], que tendeixen a agregar-se. De fet, sota condicions adequades, un gran nombre

de proteines sense homologia seqiiencial son capaces de formar fibres amiloides.
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Aquesta caracteristica comuna i el fet de que les proteines 1 peptids amiloides no comparteixin
un origen comu ni tinguin seqiiencies polipeptidiques similars, fa pensar en la possibilitat
d’un mecanisme general d’agregacid, de manera que la seva elucidaci6 ajudaria a comprendre
el mecanisme d’agregaciod de qualsevol proteina o peptid amiloide. Les fibres amiloides a les
quals donen lloc presenten unes caracteristiques moleculars comunes, que serveixen per a la
seva diagnosi clinica:
e Es poden tenyir amb Congo Red, i donen lloc a una birefringéncia de color verd, si
son observades sota llum polaritzada.
e Uneixen Tioflavina T, donant lloc a complexos fluorescents.
e Tenen una morfologia fibril-lar no ramificada i un diametre de 6-10 nm, quan
s’observen per microscopia electronica.
e Les cadenes polipeptidiques adopten una estructura de fulla B creuada, on les fulles B
individuals s’orienten perpendicularment a I’eix longitudinal de la fibra.

e Son resistents a 1’acci6 de les proteases.
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1.3.- Mecanismes associats a la formacio de fibres amiloides

L’estructura covalent determina la llibertat conformacional dels atoms en les
molécules. En condicions fisiologiques, totes les proteines que tenen una determinada
estructura covalent adopten una conformacié tridimensional coneguda com “estat natiu” (N),
que ¢s la més estable 1 que determina les funcions d’aquella determinada proteina a la c¢l-lula
(Figura 3). Pero les proteines contenen multitud d’enllagos covalents que poden rotar, de tal
manera que I’estat natiu no és més que un dels possibles estats conformacionals que pot
adquirir la cadena polipeptidica. Entre els estats no natius es pot distingir “I’estat
desnaturalitzat” (U), el qual es pot obtenir mitjancant temperatures elevades, pHs extrems o
I’addici6 d’urea o clorur de guanidini. Com que aquest estat desnaturalitzat no té¢ una
estructura (secundaria, terciaria i/o quaternaria) definida, es postula que les seves propietats

son semblants a les presents en el ribosoma just després de la sintesi proteica.
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Figura 3. Representacié esquematica sobre les possibles vies de plegament d’una proteina, després de la
seva sintesi ribosomica. El nombre d’espécies de cada poblacié depén dels equilibris cinétics i termodinamics
de cada estat. En sistemes vius el procés de plegament proteic és controlat per xaperones moleculars i altres
mecanismes de control cel-lulars [17].

D’aquesta manera, per arribar al seu estat natiu, una determinada cadena polipeptidica
passa per una poblacié heterogénia d’intermediaris parcialment plegats, els quals es troben en

un equilibri fluctuant [18]. Aquestes fluctuacions provoquen diferents interaccions entre els
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residus aminoacidics, de tal manera que només les interaccions natives son les més estables 1
de minima energia, donant lloc a I’estat natiu. En el mapa energétic (“energy landscape™) que
descriu el procés de plegament (Figura 4), la formacié d’estructures agregades suposa una
ruta alternativa a la que condueix a I’estat natiu que pot tenir lloc a partir de certs

intermediaris 1 contactes intermoleculars, poc coneguts avui dia.
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Figura 4. Mapa energétic per al procés de plegament proteic. L’esquema es representa amb forma d’embut,
on multitud de conformacions desnaturalitzades condueixen a una estructura nativa Unica de minima energia
[17].

Des d’un punt de vista teoric, la formacidé d’agregats polipeptidics s’atribueix, bé a una
reduccio de I’estabilitat de ’estat plegat o natiu del polipeptid corresponent, o bé a un
increment de la tendéncia a 1’agregacid d’una poblacio accessible d’espécies desplegades
(ja siguin desestructurades, parcialment plegades, o plegades de forma no nativa); és a dir, a
I’aparicio d’un equilibri termodinamic entre 1’estat desnaturalitzat (U) i ’estat agregat (A) que
entra en competicid cinética amb 1’equilibri entre 1’estat desnaturalitzat (U) i I’estat natiu (N).
Ambdos factors assenyalats poden ser el resultat de mutacions puntuals (amiloidosi d’origen
hereditari o esporadic), de I’aparici6 d’espécies que afavoreixin la formacidé de nuclis
d’agregaci6 que incloguin la seqiiéncia nativa (encefalopaties espongiformes, Alzheimer), de

canvis en condicions locals de pH, etc.
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1.4.- La Malaltia de I’Alzheimer

En 1907, el metge alemany Alois Alzheimer, va descobrir un trastorn cerebral cognitiu
que, actualment, és una de les patologies neurodegeneratives més freqiients, la malaltia de
I’Alzheimer (MA), constituint la causa més habitual de deméncia en les persones de més de
65 anys, i possiblement, una de les malalties més estudiades des del punt de vista bioquimic i
genetic durant la darrera década.

La patologia es caracteritza per una perdua progressiva i irreversible de la memoria,
deguda a la mort neuronal, localitzada sobretot en el cortex cerebral 1 en I’hipocamp. A nivell
anatomic i macroscopic, s’observa una atrofia important del cervell acompanyada d’una

disminucié de pes, i un retall en els solcs 1 circumval-lacions del cervell (Figura 5).
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Figura 5. Seccié transversal d’un cervell normal i d’un cervell afectat per la MA. A la malaltia de
I’ Alzheimer hi ha una disminuci6 de la massa cerebral, els solcs estan més buits i els ventricles son més grans.
La degeneracié i mort neuronal, sobretot en tot el cortex cerebral i 1’hipocamp, associades a la malaltia
comporten perdua de memoria i de les funcions cognitives, com per exemple, la capacitat de parlar. [adaptat de
http://www.ahaf.org/alzdis/about/BrainAlzheimer.htm].

Com a mitjana, la seva durada és de 8-12 anys, al comengament dels quals sol haver-hi
un periode de 2 a 3 anys en que la simptomatologia és inadvertida. Existeixen protocols de
diagnosi clinica acuradament dissenyats, basats en 1’examen neurologic i en I’exclusid

d’altres causes de demencia, pero la certesa de la seva diagnosi només es confirma mitjangant

I’examen post mortem del cervell de la persona afectada.
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L’examen microscopic dels cervells de pacients afectats revela la perdua neuronal 1 la
preséncia de dues alteracions tipiques: I’acumulaci6 intracel-lular de cabdells neurofibril-lars i
la preséncia extracel-lular de plaques senils o neuritiques. Aquestes lesions es localitzen
principalment en el cortex cerebral associatiu i a I’hipocamp, pero en estadis més avangats de
la malaltia es troben en gran part del teixit cerebral.

La degeneracio6 neurofibril-lar és una lesio intracel-lular que afecta principalment a les
neurones piramidals i que apareix com un cabdell format per fibril-les entrellacades, molt
insolubles, el component principal de les quals és la proteina tau. Aquesta proteina
normalment forma part dels microtibuls del citosquelet i del sistema de transport neuronal,
pero en la MA es troba hiperfosforil-lada, alterant la seva solubilitat i, per tant, la seva
capacitat d’uni6é a microtibuls.

Les plaques neuritiques o senils son estructures esfériques, relativament grans
(10-200 pm) que es dipositen a ’espai extracel-lular (Figura 6). Presenten una zona central
més compactada rodejada de prolongacions neuronals alterades, astrocits 1 cel-lules de
microglia. El component principal de la zona compacta son les fibres amiloides, formades
principalment pel peptid AP, que també es troben associades a les parets de les arterioles,

venes i capil-lars sanguinis del cervell [21].

Figura 6. Plaques senils. (a) Plaques senils que han envait massivament el cortex cerebral (40x).
(b) Localitzacio extraneuronal de les plaques. (c) Zona compacta central d’una placa senil.
[http://www.ciencia-hoy.retina.ar/hoy4 1/proteil .htm].

1.4.1.- Proteina precursora del péptid Ap

El component principal de les plaques senils és el péptid AP, el nom del qual fa
referéncia a una familia de petits peptids de 39-43 AA, formats a partir del processament d’un
precursor proteic més gros, I’anomenada proteina precursora de I’amiloide (amyloid precursor

protein o APP) [22].



Introduccio

L’APP és una glicoproteina de membrana, de 695 AA, present en tots els tipus
neuronals 1 també en altres teixits. El seu extrem C-terminal es troba en el citoplasma de la
cel-lula, mentre que I’extrem N-terminal es localitza cap a I’exterior cel-lular o pot estar
projectat cap al lumen de vesicules intracel-lulars, com les de 1’aparell de Golgi o el reticle
endoplasmic, o bé, dels endosomes intracel-lulars. La seva funcid biologica és encara
desconeguda, tot i que es creu que pot estar relacionada amb 1’adhesi6 cel-lular, la inhibicio
de serin-proteases o bé el creixement i proteccid neuronals. Més recentment, s’han trobat
evidéncies de la participacié de I’APP en el trafic de vesicules a través 1’ax0, de tal manera
que les incidéncies donades en aquest procés de transit neuronal podrien estar relacionades
amb la patogenesi de la MA [23].

L’ APP és processada proteoliticament per uns enzims especifics anomenats secretases.
Se sap que 1’accié conjunta d’almenys tres tipus de secretases (o, B 1 y) pot alliberar diferents
peptids, que varien en la seva longitud [21]. Aixi doncs, el processament de I’APP pot tenir

lloc mitjancant dues vies (Figura 7):
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Figura 7. Processament de I’APP. El producte majoritari de la via amiloidogénica és el péptid AB(1-40) mentre
que el AB(1-42), menys abundant, té un caracter més hidrofobic i una major capacitat de formacié d’agregats.
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A la via més freqiient, I’a-secretasa talla I’APP alliberant un fragment extracel-lular
soluble, mentre que la part que queda integrada a la membrana és posteriorment processada,
alliberant-se la part C-terminal del peptid, possiblement dins de vesicules lisosomals per a la
seva posterior degradacio. Aquesta és la via no amiloidogénica, ja que 1’acci6 de I’a-secretasa
evita la formaci6 del peptid AP 1 la seva conseqilient acumulaci6 en forma de fibres amiloides
[21]. Pero una altra secretasa, la B-secretasa pot tallar I’ APP alliberant un fragment C-terminal
més llarg que, una vegada processat per la y-secretasa, allibera el peptid AP, de baixa
solubilitat. Aquesta és la via amiloidogénica, en que 1’accio de la B i1 y-secretasa produeix
diversos tipus de péptids.

La forma més comu ¢és la de 40 AA (AP40), poc soluble, mentre que també existeixen
altres formes més llargues, com la de 42 AA (AP42) o la de 43 AA (AB43), que sén més
insolubles que la forma AB40 i formen fibril-les de manera més rapida. De fet, les plaques

senils trobades in vivo solen contenir un nucli central de 1’AB42, al qual s’uneix 1’ AB40.

extracellular

Figura 8. Péptid AP(1-40). Estructura tridimensional resolta del péptid AB(1-40) en 40% (en volum) de TFE
deuterat per NMR [24].

1.4.2.- La hipotesi de la cascada amiloide

La cascada amiloide és una de les principals teories sobre els processos patologics que
succeeixen a la MA. Aquesta hipotesi postula que la produccid, agregacio 1 deposicio de 1I’AP
en les plaques amiloides ¢és el fet desencadenant de la malaltia, conduint al trencament de la
comunicacio entre cel-lules. Per tant, I’acumulacié de cabdells neurofibril-lars, la resposta
inflamatoria, la pérdua i mort neuronal, el dany vascular i la deméncia associades serien

conseqiiencia de la formacio d’aquestes plaques [25].
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L’observacio post mortem dels cervells de pacients afectats per la MA revela que les
plaques amiloides son les lesions més abundants [26]. La naturalesa citotoxica de I’AP ha
estat clarament demostrada amb la degeneracid dendritica observada en les zones
d’acumulacié de plaques amiloides. A més, les zones cerebrals afectades pels trastorns
cognitius 1 la deméncia associada a la malaltia, com 1’hipocamp 1 el cortex frontotemporal,
mostren colocalitzacid dels diposits de I’AP 1 la mort neural, tant en els pacients afectats com
en ratolins transgenics [27, 28]. Totes aquestes observacions han portat als investigadors cap a
I’estudi d’aquesta toxicitat tant en cultius cel-lulars com en models animals. Tot i que
inicialment els resultats obtinguts en aquests estudis semblaven contradictoris, donada la gran
variabilitat entre els diferents lots comercials del peptid AP [29], existeix un consens a [’hora
d’afirmar que el procés de formacid d’agregats €s necessari per tal d’obtenir un efecte
citotoxic [30-32].

La forma en que I’AP produeix citotoxicitat és encara desconeguda. S ha postulat una
possible interaccid6 amb receptors de la superficie cel-lular desencadenant una cascada de
senyalitzacio cel-lular perd existeixen molt poques evidéncies experimentals. Per altra banda
es coneix la capacitat de I’APB per generar especies reactives de 1’oxigen (ROS) a través de la
formaci6 de peroxid d’hidrogen i I’estimulacio de les cél-lules inflamatories [33-36]. De fet,
els diposits de I’ AP es troben en zones on hi ha dany i estrés oxidatiu [37]. Tant I’acumulacio
de AP com I’estreés oxidatiu son lesions que apareixen en els primers estadis de la malaltia
[38], perd0 no es coneixen amb exactitud els mecanismes moleculars concrets [39].
Les plaques amiloides es troben in vivo associades a certs metalls amb propietats
d’oxidoreduccié [40, 41], com el ferro i/o el coure, de tal manera que existeix la possibilitat
de qué, en interaccionar amb ells, es produeixin reaccions que impliquin 1’alliberament de
peroxid d’hidrogen i I’AP oxidat i que, d’aquesta manera, es desencadeni una resposta
inflamatoria i d’activacié de la microglia [42].

Potser la major evidéncia per afirmar un paper clau de I’Ap en el desenvolupament de
la malaltia sigui el fet de qué certes mutacions en els gens per a I’APP i les presenil-lines 11 2
(identificades com a component de les y-secretases involucrades en el processament de
1’APP) estan relacionades amb I’increment de produccio total de I’AP a la variant familiar de
la MA [43, 44]. A més les persones amb trisomia del cromosoma 21 o Sindrome de Down
solen desenvolupar la MA ja que tenen una copia extra del gen per a I’APP i, per tant, una
sobreproduccid i acumulacié de I’ AP.

Totes aquestes evideéncies porten a pensar que AP té un paper clau en la patogenesi de

la malaltia 1 recolzen fortament la teoria amiloide, perd en els darrers anys han sorgit
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observacions 1 fets experimentals que qiiestionen la implicacid6 de les plaques d’Ap.
Un exemple és que I’acumulacié de plaques amiloides no és un fet especific de la malaltia
sind que sembla ser un marcador normal de I’envelliment [45] de tal manera que la preséncia
de plaques en persones afectades per la MA seria només un indicador d’un envelliment
accelerat. A més, existeixen poques evidéncies que relacionin directament 1’acumulaci6é de
I’AB amb la mort neuronal i perdua cognitiva [46]. Per altra banda, ’increment de la
produccio de ’AP sembla també estar causada com a resposta a danys en el sistema nervids
central com, per exemple, la isquémia [47]. Una altra prova en contra dels efectes neurotoxics
de I’AP seria la manca de mortalitat cel-lular observada en cultius neuronals als quals se’ls ha
inoculat plaques amiloides o bé s’han incubat en preséncia de I’Af immobilitzat [48-50].
De fet, en una situaci6 d’estrés energetic causat per un dany oxidatiu, la cel-lula incrementaria
els seus nivells de ’AP com una mesura de proteccid, ja que AP podria actuar com a
antioxidant [51]. D’aquesta manera A reduiria el nombre de ROS per tal d’evitar I’apoptosi
neuronal 1 promoure la reparacio dels danys. Totes aquestes proves i el fet que les formes
oligomeriques i prefibril-lars que precedeixen a la formacio de fibres amiloides semblen ser
toxiques [52] han fet revisar la tradicional teoria amiloide, de tal manera que els investigadors
comencen a pensar que les fibres serien un mecanisme d’autoproteccioé en comptes de que AP

sigui un agent desencadenant de la malaltia [53, 54].

1.4.3.- Model d’agregacio del péptid Ap

Avui dia no es coneixen amb detall els esdeveniments moleculars que tenen lloc en el
procés d’agregacio de I’AP i de la conseqiient formacio de les plaques senils. Tot i aixi, se sap
que el peptid és secretat a 1’espai extracel-lular en forma monomeérica, on mitjangant un
procés d’associacidé dona lloc a unes fibril-les que s’ensamblen entre si per donar lloc a les
conegudes fibres amiloides, resistents a les proteases.

Alguns dels estudis realitzats in vitro sobre la caracteritzacié cinctica del procés de
fibril-logénesi del péptid AP suggereixen una conversié d’estructura desordenada a
estructura B a través d’un intermediari ric en estructura o [55]. En aquests treballs el peptid
AP40 adopta una estructura desorganitzada una vegada dissolt i els espectres de CD mostren
una transicid conformacional del tipus estructura desorganitzada — helix a— fulla B.
El contingut de fulla B creix exponencialment fins la formaci6 de fibres amiloides. En el cas
del peptid AP42 s’observa el mateix tipus de transformacid estructural perd amb una cinética

més accelerada. Tot i aixi, cal remarcar que la majoria d’aquests estudis soén duts a terme en
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presencia de trifluoroetanol (TFE) o hexafluoroisopropanol (HFIP), que sén agents que
afavoreixen 1 estabilitzen D’estructura o [56] i, per tant, poden influir en la cinética
d’agregaci6. De fet, C. Soto et col. [57] mantenen que qualsevol canvi estructural que
estabilitzi 1’estructura o podria tenir un efecte inhibitori de la formaci6 de fibres. No obstant,
aquest hipotetic intermediari o no ha estat aillat ja que, possiblement, sigui un intermediari
transitori que va desapareixent de manera exponencial 1 simultania a [’aparicid

d’estructura f [55].
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Figura 9. Model d’agregacié del péptid AP. El model depenent de la nucleaci6 esta basat en 1’observacio
experimental d’una cinética d’agregacio sigmoidal, amb una lenta fase d’induccié seguida d’una fase rapida de
nucleaci6 per donar lloc a les fibril-les.

I oligomers
anuloidogencs

TEMPS

El model d’agregacié majoritariament acceptat consisteix en un mecanisme de
polimeritzaci6é depenent de nucleaci6 (Figura 9). Aquest model comenga amb una etapa lenta
de formacié de nuclis d’agregacié (oligomers de baix i elevat pes molecular, no fibril-lars i,
per tant, que no poden unit Thioflavina T) que oligomertizarien donant lloc a protofibril-les.
En la segona etapa, I’elongacid, es formarien rapidament les fibres madures per associacio i/o
addicio de monomers als extrems de les protofibril-les. Aquesta etapa d’elongaci6 tindria un

caracter exponencial e irreversible [58, 59].
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L.5.- Les Encefalopaties Espongiformes Transmissibles

Les encefalopaties espongiformes transmissibles (EETs) son un grup de malalties
neurodegeneratives associades a un plegament aberrant de la proteina prionica (Prp©).
Ampliament estudiades durant les darreres décades, aquestes patologies tenen un gran
impacte economic i social, sobretot I’encefalopatia espongiforme bovina (BSE), coneguda
més col-loquialment com “malaltia de les vaques boges”, 1 la malaltia de Creutzfeldt-Jakob
(CJD), I’analoga en humans. La majoria dels pacients afectats presenten una demeéncia
progressiva i irreversible. L’aparenca macroscopica dels cervells €s practicament normal i,
a I’igual que en la MA, existeixen protocols de diagnosi ben estandarditzats, pero és 1I’examen
post mortem 1inica eina eficag fins ara per assegurar un bon diagnostic. Tant en humans com
en altres animals hi ha unes caracteristiques histologiques comunes (Figura 10), com sén la
mort 1 peérdua neuronal, amb la conseqlient espongiosi, hipertrofia i proliferacié de la
astroglia, 1 formacié de plaques amiloides, principalment a nivell del cerebel. Totes aquestes
lesions neurologiques condueixen a una perdua gradual de la funcié muscular i una aparicio

lenta i irreversible de deméncia, que acaben provocant inevitablement la mort del pacient.
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Figura 10. Comparacié entre un cervell huma normal i un cervell infectat per prions. (a) Tall histologic
d’un cortex huma normal, on no s’aprecien canvis patologics significants; (b) Tall histologic d’un cortex huma
afectat per CJD, on s’observa la tipica vacuolitzacio i espongiosi. [http://www.inpro.com/images/figurel.gif].

I.5.1.- Descobriment de les Encefalopaties Espongiformes Transmissibles

La primera descripcié d’una encefalopatia de tipus espongiforme prové del segle
XVIII, i fa referéncia a la tremolor de les ovelles o “scrapie”. Les ovelles i cabres afectades
per la malaltia tenien tremolors i I’analisi post mortem dels seus cervells mostrava espongiosi,
¢s a dir, presencia de grans vacuoles opticament buides en el teixit nervios.

A meitat del segle XX, el pediatre C. Gajdusek estudiava una malaltia del sistema
nervios coneguda amb el nom de “kuru” (calfred) i que afectava a una tribu de Nova Guinea.

Gajdusek va observar que el kuru no tenia una base genética coneguda i va pensar que la seva
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transmissio era deguda a les practiques de canibalisme d’aquella tribu. En 1959 el veterinari
america W.J. Hadlow va posar de manifest les similituds cliniques i neuropatologiques entre
el kuru i I’“Scrapie” (tremolors) de les ovelles. Temps més tard, Gajdusek va demostrar
similituds entre el kuru i la malaltia de Creutzfeldt-Jakob (CJD), una deméncia presenil
descrita en humans a principis del segle XX.

Des de finals dels anys 60 diferents malalties han estat agrupades sota el nom
d’encefalopaties espongiformes transmissibles (EETs), fent referéncia a 1’evolucio lenta i
irreversible 1 a la caracteristica espongiosi cerebral trobada en els individus afectats, i que
acaba amb la mort, i a la possibilitat de transmissié de la malaltia. Una vegada descobert el
caracter infeccids 1 transmissible d’aquestes malalties, els investigadors van comengar la cerca
de I’agent infeccids responsable. Concretament, T. Alper 1 J.S. Griffith, van suggerir de
manera independent la possibilitat de I’existéncia d’un agent infeccids sense naturalesa d’acid
nucleic i capag¢ de causar i transmetre malalties. Pero no va ser fins el 1982, que S.B. Prusiner
[60] va aconseguir aillar 1 purificar I’agent infeccios responsable d’aquestes patologies, 1 va
introduir el terme prid (proteinaceous infectiuos particle) per tal de diferenciar el nou agent

infeccids d’altres agents patdogens com els virus, viroids, bacteris, fongs o parasits.

1.5.2.- Prions

La proteina prionica, identificada originariament en ratolins infectats amb scrapie, esta
codificada per un gen cromosomic de copia Unica. Aquest gen esta altament conservat i s’ha
identificat en més de 13 especies de mamifers [61, 62].

El pri6 és una glicoproteina de membrana que s’expressa normalment en totes les
céllules del teixit nervids, i de la qual se’n coneixen dues isoformes: la forma cel-lular (Prp©),
que és la forma present normalment en les neurones, i la forma patogena (PrP%%), que és la
forma aberrant causant de la malaltia, anomenada aixi perque va ser descoberta en animals
afectats per la malaltia Scrapie. Prp“ i PrP°“ comparteixen la mateixa seqiiéncia polipeptidica,
només difereixen en les seves estructures secundaria i terciaria (Figura 11).

La teoria pridnica proposada per Prusiner suposa I’existéncia de 2 maneres diferents
de plegament per a una mateixa seqiiéncia polipeptidica i a més, el replegament de la Prp“ per
accio de la PrP° implica un flux d’informacié d’una proteina a una altra a nivell d’estructura
terciaria i sense la participacio d’acids nucleics, contradient clarament al Dogma Central de la

Biologia.
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Figura 11. PrP€ i PrP5C (a) Estructura tridimensional del fragment 23-230 de la PrP humana, resolta per NMR i
esquema de la seva estructura secundaria [63]. (b) Isoformes cel-lular (esquerra) i patogena de la PrP humana
(dreta). A diferéncia de la forma cel-lular, la PrP°¢ presenta una gran proporcié d’estructura P (43% de fulles B i
30% d’helix o) [64].

La funcid biologica de la proteina prionica encara roman desconeguda. Sembla ser que
la seva presencia en el sistema nervids central pot estar relacionada amb la superviveéncia de
les neurones de Purkinje [65, 66]. Per altra banda, la preséncia del tindem PrPC-PrP*¢ sembla
ser essencial per desenvolupar la malaltia [67]. També s’ha proposat un possible paper del
priod en el transport axonal i en el metabolisme del coure, donada la preséncia d’un lloc d’unié

per a aquest element [68, 69].

1.5.3.- La proteina cel-lular del pri6: PrP¢

La PrP® és una cadena polipeptidica d’uns 250 aminoacids, depenent de 1’espécie, en
la qual hi ha una seqiiéncia senyal de 22 residus a I’extrem N-terminal, una serie de
repeticions d’un octapeptid PHGGGWGQ, quatre segments molt conservats en les posicions
109-122, 129-140, 178-191 1 202-218, 1 una regid hidrofobica C-terminal d’unié a la
membrana a través d’un glicofosfatidilinsositol (GPI) [70, 71]. Aquesta cadena experimenta
un procés de maduracié covalent que comporta 1’escissid proteolitica del peptid senyal,
I’addicié d’un GPI a I’extrem C-terminal, la formacié d’un pont disulfur intramolecular i, per
ultim, una doble glicosilacié en els residus d’Asn 181 1 197 [72]. La cadena polipeptidica
també conté una seqiiencia hidrofobica a la part central de la proteina que, en moltes
isoformes transmembranals de la PrP, existiria com a domini transmembrana.

La PrPC és una forma sensible a proteases i esta formada per 4 zones d’estructura
secundaria anomenades H1, H2, H3 i H4, on s’identifiquen 3 hélices a i 2 fulles p. Es capag
d’unir especificament Cu®", de manera que podria estar implicada en 'homedstasi d’aquest

catio i els processos d’oxidoreducci6 [73, 74].
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Figura 12. Representacié esquematica de Destructura primaria de les diferents espécies de PrP
SP representa el peptid senyal, S-S és el pont disulfur que uneix les histidines 179 i 214, CHO soén els llocs de
N-glicosilacio i GPI és el lloc d’uni6 a la membrana a través d’un glicofosfatidilinsositol [75].

La PrP€ es troba principalment en les sinapsis neuronals. Respecte al metabolisme
cel-lular de PrP®, estudis de translocacié in vitro posen de manifest 1’existéncia de 3 formes
topologiques de PrP: una forma de secrecid (idéntica a la forma ancorada a la membrana a
través de GPI) i dues formes transmembrana que difereixen en la seva orientacid
(I’N-terminal luminal i el C-terminal luminal) [76]. La forma de secrecio és transportada en
vesicules de secrecio a la superficie cel-lular, on s’uneix a la membrana a través del GPI i
s’acumula preferentment en els dominis rics en colesterol o rafts lipidics [77, 78]. Una vegada
a la membrana, algunes molecules son alliberades a 1’espai extracel-lular per escissio del GPI
mentre que la majoria son internalitzades en el compartiment endocitic i passen a través d’un
sistema de reciclatge cap a la membrana plasmatica o bé son proteolitzades per 1’extrem
N-terminal 1 els posteriors fragments son expulsats cap a D’exterior cel-lular [79]. El
metabolisme de les formes trasmembranals no es coneix exactament, perd se sap que la seva

sobreacumulacio esta relacionada amb 1’aparici6 d’estats neuropatologics [76].

1.5.4.- Les formes patologiques del prié: PrP*¢ i Prp?”

A les patologies prioniques, PrP¢ és transformada post-traduccionalment en una
isoforma anomenada PrP°¢ [71, 72]. Aquesta conversio, que té lloc en caveolae i rafts, es
caracteritza per un canvi drastic en les propietats fisicoquimiques de la molécula [71, 78, 80].
PrPC és soluble en detergents mentre que PrP°C forma uns agregats insolubles. PrP¢ és
alliberada de la membrana en forma soluble per digesti6 amb fosfolipasa C especifica de
fosfatidilinositol (PIPLC), mentre que PrP* no és susceptible a I’acci6 enzimatica i necessita
d’un tractament desnaturalitzant previ per a poder eliminar el GPL. PrP® és sensible a 1’acci6
de proteases, perd PrP° experimenta una proteolisi limitada donant lloc a una forma truncada

- 27-30 .
en el seu extrem N-terminal, anomenada PrP°"™". Aquesta forma manté intacta la seva
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capacitat infecciosa [81] 1 és el nucli resistent a les proteases [60, 82]. De fet, €s el principal
component trobat en les plaques amiloides presents en els cervells dels individus afectats.

Les modificacions post-traduccionals de naturalesa covalent no semblen ser la causa
directa del procés de conversio, perd si de la seva modulaci6. Aixi, el GPI determina la
possibilitat de conversio ja que el procés té€ lloc en dominis especifics de membrana, com rafts
1 caveoloae, on les proteines unides a GPI tendeixen a ancorar-se [83]. Per altra banda, la
glicosilacié determina el trafic intracel-lular de la proteina [60].

Els estudis espectroscopics han permés establir que I’estructura secundaria de PrPS¢
solubilitzada amb detergents, a diferéncia de la PrP, presenta majoritariament fulles f
intermoleculars capaces de formar fibres amiloides [84, 85]. Aquesta dualitat conformacional
helix-o/fulla B sembla estar localitzada principalment a la regid 106-126, la qual produeix

gran neurotoxicitat en forma de peptid sintétic [86, 87].

1.5.5.- Conversio de PrP¢ en PrP5¢

El mecanisme mitjancant el qual es propaguen els prions no es coneix exactament. Tot
1 que alguns investigadors segueixen postulant la necessitat d’un acid nucleic especific de
prions, no hi ha prou evidéncies fisiques ni quimiques que demostrin la seva existéncia. En
cas d’existir, caldria esperar que 1’acid nucleic dirigis la replicacio dels prions a través d’un
mecanisme semblant al dels virus.

La multiplicacio de la infectivitat dels prions és un procés exponencial que implica
obligatoriament la conversi6 post-traduccional de PrP“>PrP%C, un canvi conformacional en
I’estructura de la proteina, que pot ser induit per canvis en el microambient cel-lular, com per
exemple, el pH o la concentraci6 de cations divalents [88]. La participacié de PrP¢ endogena
en la conversid cap a la forma aberrant ha estat clarament demostrada en treballs amb models
animals: els ratolins knock-out per al gen de PrP presenten resisténcia a la malaltia i son
incapacos de produir noves particules infeccioses [72], mentre que en els ratolins normals la
produccido de prions augmenta espectacularment durant la fase d’incubacié. El nivell
d’expressio de PrP¢ és directament proporcional a la velocitat de formacié de PrPSC i, per tant,
inversament proporcional a la durada del temps d’incubacid. Aquests resultats han portat a
pensar que PrP°C és capag de replicar-se a si mateixa a expenses de PrP®. El procés de
propagacié d’un prié comenca amb la interaccié de la PrP°C exdgena amb PrP¢ o una forma
parcialment desnaturalitzada PrP* [89, 90]. El reconeixement de PrP5¢ ¢ lloc a través de la

regid 96-167, essent necessaria perd insuficient la identitat de la seqiiéncia [67, 88, 91]. Per
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altra banda, mutacions puntuals i variacions en la longitud de la cadena polipeptidica de PrP®
1/0 alteracions metaboliques poden desencadenar situacions patologiques [71, 92, 93].

Tot i aquestes premisses experimentals, encara es desconeix com PrP5¢ és capag
d’induir un canvi conformacional a PrP®. D’aquesta manera s’han proposat dos models per al
procés de propagacié de PrP5C.

{a) Model de desnaturalitzacio-renaturalitzacio catalitzada
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Figura 13. Conversié6 de PrP¢ en PrPS¢. Models tedrics de conversié del prié per polimeritzacié de
I’heterodimer (a) i per polimeritzaci6 [94].

El model de desnaturalitzaci6-renaturalitzacié catalitzada [95] postula que el canvi
conformacional és I’etapa limitant del procés ja que implica una desnaturalitzacid i
renaturalitzacio de la cadena polipeptidica. PrP¢ és el substrat de la reaccid i PrP¢ és el
producte, de tal manera que la velocitat de reaccié depén de la concentracié de PrP® i és
inversament proporcional al temps d’incubacio. En aquesta reaccié, PrP°¢ actuaria com un
efector al‘lostéric, regulant la conversié PrP>PrP*, i qualsevol analeg de substrat, com per
exemple, una molécula de PrP® de diferent espécie, retardaria la conversié i actuaria com un
inhibidor competitiu. En aquest model, Prusiner proposa una interacci6 directa entre les dues
isoformes, (Figura 13a) de manera que es formaria un intermediari heterodimeéric PrP¢-PrPS¢

que, fins ara, no ha estat possible detectar [94].

19



Introduccio

Un segon model és 1’anomenat model de polimeritzacidé nucleada per condensacioé no
covalent [90], el qual suposa un canvi conformacional lligat a un equilibri d’associacid, de tal
manera que ambdues conformacions coexisteixen en equilibri perd 1’estabilitzacié de la
isoforma patologica té lloc a través de la formacié d’un nucli de PrP®¢, procés que constitueix
I’etapa lenta del procés. Una vegada format aquest nucli, tindria lloc un procés autocatalitic,
de manera que el nucli creixeria per addicions successives 1 rapides de noves molecules de
PrP€. Una variant d’aquesta teoria seria el model de polimeritzacio no catalitica [96], on el
canvi conformacional seria molt més rapid i no necessitaria de la uni6 de PrP® al nucli
preformat de PrP°¢ (Figura 13b).

Tots aquests models expliquen I’existéncia de les tres variants patologiques. Les
patologies infeccioses serien, doncs, resultat de la preséncia exdgena de PrP5¢, és a dir, del
catalitzador o efector o bé, del nucli. Les patologies hereditaries tindrien lloc per una
desestabilitzacié de 1’estructura de la PrP® o bé, per una estabilitzacio de 1’estructura de la
PrP5¢, afavorint la poblacié de estat patologic. Finalment, les malalties esporadiques, tot i
tenir etiologia desconeguda, podrien venir donades per alteracions metaboliques o per

mutacions espontanies que comportessin la formaci6 de PrP5¢

. Ambdos fenomens, tot i tenir
lloc a una unica cél-lula, podrien desencadenar la formaci6 de PrP°C i la seva autopropagacio,

la qual s’estendria per tot el sistema nervids central.
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1.6.- Fragments peptidics utilitzats a ’estudi de la formacio de fibres amiloides
in vitro

Una manera habitual d’estudiar els processos d’agregacid dels péptids relacionats amb
les malalties amiloidogéniques ¢€s utilitzar fragments peptidics que contenen part de la
seqiiéncia polipeptidica de la proteina natural. Aquests fragments solen tenir propietats
fibril-logéniques 1 capacitat per produir efectes citotoxics en cultius cel-lulars i/0 models
animals. Cal tenir en compte, pero, que la formacid de fibres amiloides no és un procés facil
de reproduir, ja que hi intervenen multitud de variables, i del que depenen la morfologia de les
fibres 1 agregats formats i la seva citotoxicitat. D’aquesta manera, sovint hom troba dificultat
en la reproductibilitat dels resultats experimentals duts a terme amb diferents lots d’una
mateixa proteina o peptid [59, 97].

La formacié de fibres amiloides a partir d’una forma soluble d’una proteina
amiloidogénica no té lloc de manera immediata, sind6 que és un procés lent, depenent de la
capacitat amiloidogenica de la propia seqiiéncia polipeptidica, i es veu afectat per diferents
factors externs, com per exemple la temperatura, el pH, la forca ionica del medi, 1’agitacio, la
preséncia de metalls i/o cations, etc. De fet, molts autors pensen que el procés de
fibril-logénesi in vivo esta governat per factors especifics de teixit, ja que per a certes
proteines sembla haver-hi una acumulacié especifica de diposits amiloides en determinats
teixits [98].

Tal i com s’ha explicat anteriorment (apartat 1.4.3.- Model d’agregacio del peptid Ap),
el procés d’agregacié in vitro depén de la formacio d’un nucli d’agregacio a partir d’ espécies
solubles i monomeriques, per tal de poder formar els intermediaris oligomerics que, més tard,
s’ensamblaran en forma de fibril-les i fibres amiloides. Aixi doncs, el resultat final d’aquest
procés d’agregacio dependra, a part dels factors externs anteriorment citats, de 1’estat inicial
de la mostra. Es a dir, la cinética de la reaccié sera molt depenent de si la mostra inicial ja
conté oligomers i/o fibrilles preformades, o si pel contrari, només conté especies
monomeriques capaces d’iniciar el procés. Per aquesta rad és important assegurar-se de 1’estat

dels stocks peptidics de partida (Figura 14).
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Figura 14. Influéncia de D’estat inicial de la mostra en el seguiment cinétic del procés de formacio de les
fibres. El procés d’agregacio segueix una cinctica de tipus sigmoidal, amb una fase de laténcia en que no
s’observen fibres ni agregats. Una vegada comengat el procés de formacié del nucli d’agregacio, la formacio de
fibres esdevé rapida i exponencial. La fase de laténcia pot desapareixer per addicié d’un nucli d’agregacid
preformat (esquema adaptat de [99]).

En treballs sobre la MA, la forma AB42, juntament amb la forma AP40, es troba
present en les plaques senils dels pacients afectats, bastant dificil de solubilitzar en solucions
aquoses, sobretot a pH 4-7, donat el seu gran caracter amiloidogenic. La forma AB40 ¢és
neurotoxica in vivo 1 en cultius neuronals, i també resulta poc soluble. Aixi, I’estudi
d’aquestes formes requereix 1’0s d’additius i1 dissolvents organics (TFE i/o HFIP, per
exemple), que poden influir de manera critica en el procés d’agregacid. Per tant, molts dels
estudis es porten a terme amb fragments més curts i més solubles, com per exemple el
fragment AP(25-35), que ¢és el fragment indispensable per als efectes neurotoxics, o el
fragment AP(22-35), que forma agregats fibril-lars i citotoxics molt semblants als formats pel
fragment AP(1-42). Un altre peptid ampliament utilitzat com a model d’A ¢és el fragment
APB(1-28), que correspon a I’extrem N-terminal del AP, té caracter soluble ja que no conté la
regid transmembranal del péptid natural, i és capa¢ de produir estructures fibril-lars i amb la
mateixa capacitat antigénica que les trobades in vivo. A més, conté el segment 17-23, que es
considera essencial per a la formacio de les fibres amiloides [57].

Tradicionalment la majoria de treballs sobre les EETs s’han dut a terme amb la
proteina prionica sencera, ja sigui recombinant o purificada de cervells de pacients afectats,
pero en els darrers anys s’ha comengat a treballar amb diferents fragments, com per exemple
el fragment 90-145 que és la unitat infecciosa minima [95]. Estudis recents han demostrat que

el fragment PrP(106-126) té la capacitat de transformar-se i1 induir la transformacid
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PrP“>PrP%. A més, s’ha demostrat que té propietats fisicoquimiques i patogéniques molt
semblants a les de la PrP%“ [100]. Per altra banda, el fragment PrP(179-211) conté un possible
motiu estructural d’uni6 a esfingolipids, comu al fragment 1-25 del peptid AP de la MA i a
una part de la proteina gp120 del virus HIV, amb residus que podrien estar involucrats en la
interaccid amb esfingolipids (Figura 15). Aquest fragment inclou el lloc de la mutacio E200K

associada a la variant familiar de la malaltia de Creutzfeldt-Jacob [101].

Vi/PrP V3/B-amyloid peptide

Figura 15. Hipotética homologia estructural entre la proteina prionica, la proteina gp120 del virus HIV i
el péptid AP. Superposicid del motiu estructural d’unid a esfingolipids del bucle V3 de la proteina gp120 del
virus HIV (vermell) amb el fragment 179-211 de la proteina prionica humana (blau) i el fragment 1-25 del péptid
AP (negre).
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L.7.- Amiloidogenesi i glicosaminoglicans

Els glicosaminoglicans (GAGs) son uns polisacarids lineals 1 sense ramificar, formats
a partir de la repeticidé d’un disacarid, que normalment esta format per una molécula d’acid
urdnic (acid D-glucordnic o acid L-idurdnic) i una molécula d’hexosamina (D-glucosamina o
D-galactosamina). Segons el tipus de disacarid, es coneixen 6 tipus de GAGs: acid hialuronic,
condroitin sulfat, dermatan sulfat, heparan sulfat, heparina, 1 keratan sulfat (en el cas d’aquest
ultim, el disacarid esta format per una hexosamina i una galactosa). Tots ells es caracteritzen
per estar altament carregats de grups sulfat, excepte 1’acid hialurdnic.

Els GAGs més habituals en el cervell de ratolins son el condroitin i I’heparan sulfat, la
forma hipersulfatada del qual es coneix amb el nom d’heparina, tot i que 1’heparina també¢ es
troba localitzada en les cél-lules glials. L’acid hialuronic, que és un GAG no sulfatat, també és

troba present en quantitats importants en tot el teixit cerebral.

Hialuronat Darmatan Sulfat
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Figura 16. Estructura dels diferents glicosaminoglicans. El disacarid base esta format per una glucosamina i
un acid iduronic, tots dos amb grups sulfat units. Esquema adaptat de [102].

Els GAGs es troben normalment en la matriu extracel-lular de tots els teixits, 1 poden
estar units a la bicapa externa de la membrana plasmatica a través d’una proteina, de tal
manera que es parla de proteoglicans (PG). Tant GAGs com PGs semblen tenir un paper clau
en multitud de processos cel-lulars, des de la modulacié de ’activitat de molts receptors de
membrana o I’entrada de virus a la cél-lula, fins als processos d’angiogenesi en la proliferacio

tumoral [103].
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Darrerament s’han publicat treballs que posen de manifest una possible relacio entre la
toxicitat cel-lular produida per I’AP 1 la proteina prionica amb la interaccid amb certs
elements de la matriu extracel-lular, com ara els GAGs [103]. De fet, es creu que les carregues
negatives dels GAGs interaccionarien amb els residus aminoacidics basics de les proteines
amiloidogeéniques durant el transcurs de la de formaci6 de fibres, de tal manera que els GAGs
bloquejarien de manera transitoria una conformacié que la proteina no adoptaria habitualment
1 podrien, d’aquesta manera, servir d’anclatge per a les fibres amiloides.

L’heparina i I’heparan sulfat es poden unir a diversos efectors cel-lulars, com per
exemple, factors de creixement, citoquines i quimoquines. La majoria d’estudis sobre la
interaccid dels GAGs amb proteines s’han dut a terme amb 1’heparina com a GAG model,
donada la seva facilitat d’obtencid en comparacié amb altres GAGs, 1 d’aquests estudis s’ha
proposat una seqiiéncia consens per al lloc d’unié de I’heparina en peptids i proteines.
Aquesta seqiiéncia és la segiient: XBBBXXBX o0 XBBXBX, on X ¢s un aminoacid no basic i
B ¢s un aminoacid basic (Arg, His o Lys) [104], de manera que les seqiiéncies molt basiques
poden unir heparina. Hi ha proteines que no tenen una seqiiéncia consens, perd uneixen
heparina perque¢ tenen un motiu estructural definit per la reorganitzacio dels residus
aminoacidics basics en 1’estructura tridimensional de la proteina. La manca d’una seqiiéncia
consens conservada en algunes proteines amiloidogeniques suggereix que els motius d’unio6 a
GAGs estan determinats per la reorganitzacio estructural dels residus basics a I’estructura

quaternaria de les fibres amiloides [102].

I.7.1.- Interaccio dels GAGs amb I’Ap

Avui dia, hi ha evidéncies a favor de que certs GAGs, com I’heparan, keratan,
condroitin 1 dermatan sulfats, interaccionen amb el péptid AP, tant in vitro com in vivo, de la
mateixa manera que també afavoreixen la seva polimeritzacid i estabilitzen les fibril-les
formades [105, 106]. A més, tant els GAGs com els PGs colocalitzen en els llocs on es
dipositen els agregats de I’AP en els cervells dels pacients afectats per la MA [107], de
manera que és possible que els GAGs actuin com a cofactors en la formacié de les plaques
amiloides.

L’AP conté la seqiiéncia consens d’uni6 a heparina VHHQKL. De fet, McLaurin et al.
[105, 108] han demostrat la importancia dels grups sulfats dels GAGs en la formacid de les
fibres amiloides 1 d’aquesta seqiiencia per a la interaccio ionica entre ’AB amb els GAGs.

Els GAGs s’uneixen a les fibres amiloides de manera no covalent amb elevada afinitat.
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Els complexes formats per les fibres d’AB40 1 GAGs, per exemple, son suficientment estables
com per protegir a les cadenes de glicans de la digestié amb heparanasa.

Alguns estudis fets amb linies cel-lulars en cultiu posen de manifest un possible paper
neuroprotector per part dels GAGs [109]. L’heparan i condroitin sulfat atenuen els efectes
neurotoxics de ’AB en cultius neuronals, ja que €s possible que segrestin els oligomers de
I’Ap, de tal manera que aquests oligomers 1 els intermediaris protofibril-lars, que son altament
neurotoxics [52], es podrien associar preferentment als GAGs. Aleshores, d’acord amb
aquesta hipotesi, la formacidé de les plaques neuritiques a la MA tindria un cert caracter

protector encaminat a reduir la neurotoxicitat de I’ AP.

1.7.2.- Interaccio dels GAGs amb la proteina prionica

A diferéncia de com succeeix amb el peptid I’ AP, en el cas dels prions sembla ser que
els GAGs inhibeixen o, almenys retarden, la formacié de les fibres amiloides. Es creu que la
regi6 109-122 de la proteina pridnica és essencial per al canvi conformacional PrP“> PrP*¢
[87], 1 els estudis realitzats in vitro amb el peptid sintétic 106-126 posen de manifest la seva
capacitat per polimeritzar i donar lloc a fibres que resulten toxiques en cultius neuronals
[100]. Aquest peptid conté un cor hidrofobic (AGAAAAGA) i un possible motiu d’interaccid
amb GAGs amb la seqiiéncia KTNMKH. De fet, els GAGs sulfatats s’uneixen in vitro a
aquest peptid i en disminueixen la seva capacitat per a polimeritzar, ja que les fibres formades
tenen una morfologia diferent [110], perd en canvi, 1’acid hialuronic no inhibeix la
polimeritzacié del peptid, tot i que les fibres formades també tenen diferent morfologia.
Aixi, és possible que la interaccié entre el motiu KTNMKH i les carregues negatives dels
sulfats dels GAGs facin disminuir la capacitat del péptid per a polimeritzar [110]. Tot 1 aixi,
és important remarcar que els GAGs sén capagos d’estimular la conversio PrP¢>PrP*C, pero
semblen inhibir la polimeritzacid in vitro del peptid 106-126 [110], la qual cosa indica que
probablement son processos que tenen lloc de distinta manera i amb canvis conformacionals
diferents.

Per altra banda, s’ha vist que els GAGs també poden interaccionar amb la proteina
prionica sencera [111], i certs GAGs, com I’heparan sulfat, poden estimular directament la
conversio PrP>PrP°¢ [112]. Aquestes dades i el fet de trobar heparan sulfat i altres PGs
associats a les plaques amiloides in vivo [107], suggereixen que els GAGs podrien facilitar la

., SC . . . . .
formacié de PrP”" i, per tant, podrien ser cofactors essencials a la conversio in vivo.
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De la mateixa manera que I’AB, els GAGs semblen també poder tenir un paper
neuroprotector en les malalties prioniques [113]. Heparan sulfat i altres GAGs semblen
unir-se a PrP5C i, per tant, la bloquegen i n’impedeixen la seva propagacié en cultius cel-lulars
i models animals. Per altra banda, els GAGs també¢ inhibeixen la toxicitat cel-lular induida pel
péptid 106-126 en cultius neuronals. Tot i1 aixi, és una paradoxa el fet de que els GAGs
tinguin aquest efecte neuroprotector i inhibitori de la formacié de PrP¢ in vivo [111] alhora

que resulten estimuladors de la formacio6 de PrP5C en els estudis in vitro [112, 114].
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L.8.- Amiloides i dendrimers

Els dendrimers son una nova classe de polimers globulars, molt ramificats i de gran
mida que, gracies a la seva estructura, permeten un gran ventall d’aplicacions biomédiques,
com per exemple I’encapsulament de farmacs o la terapia génica. El terme dendrimer deriva
del grec dendron, que significa “arbre”, fent referéncia a la seva forma hiperramificada i
arborescent. El primer dendrimer va ser sintetitzat per D.A. Tomalia i col-laboradors [115].
Al mateix temps 1 de manera independent, el grup de Newkome [116] va donar a con¢ixer la

sintesi 1, des d’aleshores els dendrimers han estat ampliament estudiats degut a la seva forma

unica, representada a la Figura 17.
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Figura 17. Estructura dels dendrimers. (a) Diferents representacions de 1’estructura, mostrant les seves parts:

nucli ramificacions, grups terminals i espais interns.(b) Diferents generacions de dendrimers.

Els primers dendrimers sintetitzats van ser els de tipus PAMAM (poliamidoamines),
que estan formats per un nucli central d’amoni. Actualment, existeixen diferents companyies

especialitzades en la sintesi de dendrimers a gran escala com Dendritech i també es poden

28




Introduccio

adquirir del cataleg de productes de la companyia Sigma, com qualsevol altre compost
quimic.

El procés de sintesi té lloc mitjancant una seqiiéncia de reaccions iteratives, de tal
manera que cada etapa de la reacci6é dona lloc a una nova i major generacid. La sintesi es pot
donar de manera divergent (el dendrimer creix a partir d’un nucli central, per addicié de
monomers) o convergent (el dendrimer creix per etapes, des de les branques cap al nucli
central). Al final de cada branca hi ha tres grups amino lliures, els quals poden reaccionar amb
dues molecules de metil acrilat i dues molécules d’etilendiamina. Cada seqiiéncia de reaccions
completa dona lloc a una nova generacid del dendrimer, amb unes propietats definides,
podent arribar fins a 10 generacions. El nombre de grups reactius a la superficie es duplica
amb cada generacid, mentre que la massa molecular augmenta més de dues vegades.

Els dendrimers de generacions intermedies (per exemple, 0.5, 1.5, 2.5) tenen caracter
anionic, degut a la preséncia de grups carboxilats en la seva superficie. Els dendrimers de
generacions baixes (per exemple, 0, 1 1 2) tenen una forma bastant asimétrica i contenen una
estructura molt més oberta en comparaci6 amb generacions més grans. A mida que el
dendrimer creix, esdevé més ramificat i adopta una estructura més globular, fins que s’arriba a
“I’estat ramificat critic”, on el dendrimer ja no pot créixer més per manca d’espai. En el cas
dels dendrimers PAMAM, aquesta situacid s’observa a partir de la desena generacio.

Els dendrimers son macromolécules monodisperses, a diferéncia dels polimers lineals,
ja que la seva massa i mida molecular sén controlades de manera especifica durant el seu
procés de sintesi. Degut a la seva arquitectura, els dendrimers en soluci6 presenten una certa
viscositat que augmenta a mida que augmenta la generacid. La seva solubilitat ve determinada
per la preséncia de grups terminals, de tal manera que els dendrimers amb grups terminals
hidrofilics son més solubles en dissolvents polars mentre que els que tenen grups hidrofobics
son més solubles en dissolvents organics. La seva forma globular i la preséncia de cavitats
internes confereixen als dendrimers unes propietats Uiniques, com la possibilitat d’encapsular
farmacs en el seu interior i el seu posterior redireccionament cap a organs i teixits especifics
en el cas de la terapia genica.

La recerca i caracteritzacié de molécules que interfereixin en el procés d’agregacio6 de
peptids 1 proteines amiloides resulta del maxim interés en el desenvolupament d’estratégies
per a combatre els mecanismes desencadenants de les patologies. En aquest sentit és
interessant ressaltar 1’efecte descrit dels dendrimers sobre la desagregacido de fibres de
proteina prionica [117-119]. Treballs experimentals han demostrat que els dendrimers amb

grups amino a la seva superficie, com els PAMAM (poliamidoamina) o
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el PPI (polipropilenimina) sén capacos d’eliminar les molécules de PrP*¢ de cultius neuronals
infectats per prions [118, 119] i que la capacitat d’eliminacié dels prions augmenta amb el
nombre de generacions del dendrimer. J. Solassol et al. han estudiat I’efecte de 3 generacions
(3%, 4* 1 5%) de P-dendrimers (dendrimers que contenen grups fosfats) com a agents anti
prionics [120]. Aquests dendrimers es caracteritzen per la preséncia de grups fosfats en els
seus enllacos i grups amino a la seva superficie, de tal manera que la superficie del dendrimer
¢s hidrofilica i el seu interior és hidrofobic, permentent una gran eficacia de penetracio en les
membranes. Els resultats obtinguts demostren una capacitat d’eliminacié dels prions existents
en les cel-lules infectades i1 de peérdua de la infectivitat amb el tractament amb P-dendrimers.
De fet, els P-dendrimers han estat el primer tipus de dendrimer estudiat in vivo i s’ha vist que

poden inhibir la replicacié de PrP*C a la melsa en ratolins infectats.
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L.9.- Amiloides i membranes

Les interaccions lipid/proteina tenen un paper clau en multitud de processos cel-lulars
com per exemple les vies de transduccid de senyals, el transport intracel-lular, la catalisi
enzimatica, la defensa antimicrobiana o el control de la fusi6 de membranes [121-124].
La bicapa lipidica ¢és la base estructural de les membranes biologiques, i comporta un
determinat microambient per a les proteines que s’hi troben interaccionant. Aquestes
interaccions, que afecten a I’estructura proteica, estan controlades no només per
caracteristiques fisicoquimiques de la membrana (estat de fase, curvatura i elasticitat de la
bicapa lipidica, carrega superficial o grau d’hidratacid) si no també per la seva composicio
lipidica (insaturacions de les cadenes d’acids grassos dels fosfolipids que en formen part o bé,
la conformaci6 tant dels grups dels seus caps com de les cadenes hidrocarbonades) [125].
Tots aquests factors afecten a la conformacid de les proteines i al seu estat d’oligomeritzacio,
tal i com suggereixen diferents estudis sobre 1’agregacid de peptids i proteines en preséncia de
membranes [126-128]. En el cas dels peptids 1 proteines amiloides, les membranes cel-lulars
poden influir en el procés d’agregacio i, a la vegada, els agregats amiloides semblen afectar
I’estructura i propietats de les membranes. Ambdds aspectes poden resultar capitals a I’hora
d’establir el paper dels peptids i proteines amiloides en el desenvolupament de les patologies
[129-132].

Cal destacar també el fet que els processos de formacié de fibres amiloides al teixit
cerebral semblen tenir lloc en uns dominis lipidics especifics coneguts com a rafts i caveolae
(Figura 18), rics en colesterol i esfingolipids [133]. Aquests microdominis lipidics serveixen
de plataforma o ancoratge de diverses proteines perifériques i integrals, com per exemple, les
proteines unides a la membrana a través de GPI. Donada la seva capacitat de difusio lateral,
els rafts estan implicats en ’activacid de receptors cel-lulars 1 la transduccié de senyals, aixi

com les interaccions entre hostes i patogens.
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Figura 18. Representacié esquematica d’un raft lipidic.

1.8.1.- Paper de les membranes biologiques en la fibril-logénesi de ’Ap

Diverses linies d’investigacid suggereixen que la formacié de fibres amiloides i la
citotoxicitat cel-lular a la MA sén processos associats a les membranes biologiques [134-138].
La bicapa lipidica actuaria com un lloc catalitic per al procés de fibril-logénesi, proveint d’un
entorn que facilitaria a les proteines adoptar una conformacio i orientacié apropiades per tal
d’ensamblar-se formant estructures fibril-lars [136, 138-140].

La formacio de fibres amiloides comporta una permeabilitzacié de la membrana, de tal
manera que [’estructura de la bicapa lipidica s’altera [139-143]. De fet, la capacitat
d’associacio del peptid AP a bicapes lipidiques és ben coneguda, en particular la capacitat de
formacié de canals ionics, la qual podria estar relacionada amb els efectes del péptid sobre
I’homeostasi del calci en cultius neuronals [144].

Se sap que el peptid AP és capag¢ d’experimentar un canvi conformacional des d’una
estructura desordenada cap a una estructura de fulla f mitjancant la unié a vesicules lipidiques
riques en gangliosids. De fet, aquestes zones de la membrana riques en gangliosids i/o altres
oligosacarids servirien de lloc per a I’ensamblatge 1 formacid del nucli d’oligomers 1 la
posterior formaci6 de fibres madures [145, 146].

Estudis recents apunten a una correlacié entre I’agregacio del fragment C-terminal del
peptid AP associat a bicapes lipidiques i la induccio d’apoptosi en neurones [147]. Alguns

autors proposen dos tipus d’interaccid entre el peptid AP i les membranes segons sigui la
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conformacié del peéptid i la carrega eléctrica de les mateixes [135]. En forma de fulla B, el
peptid s’associaria a la membrana. Si les membranes estan carregades negativament,
I’associaci6 comportaria I’agregacido del peptid. Quan el peptid no adopta una estructura
regular, podria inserir-se a la bicapa i1 aquesta inserci6 seria major quant més negativa fos la

superficie de la membrana.

1.8.2.- Paper de les membranes biologiques en la propagacio dels prions

Com qualsevol altra proteina unida a la membrana a través d’un GPI, PrP® té
tendéncia a acumular-se en els rafts lipidics [77]. Se sap, a més, que la interaccid amb la
membrana juga un paper clau en la conversid PrP“> PrP%¢ ja que a les extraccions de
mostres de cervells afectats per la malaltia, la PrP°¢ copurifica amb restes lipidiques [148] i el
tractament de les membranes amb PIPLC allibera PrP¢ perd no PrP°¢ [77]. Tot i que la
majoria de PrP%C d’animals infectats es troba unida a un GPI, també hi ha PrP soluble (sense
GPI) en cultius cel-lulars 1 en cervells de ratolins [77]. De fet, hi ha treballs experimentals
[149] que mostren que la conversio PrP“> PrP*¢ no és possible si la PrP no ha perdut abans
I’ancoratge de GPI, de tal manera que la PrP lliure de GPI actuaria com un iniciador en el
procés de fibril-logenesi.

Els estudis estructurals i biofisics utilitzen una PrP recombinant que careix de
I’ancoratge de GPI. Aquesta PrP es pot plegar donant lloc a 2 formes diferents: 1’a-PrP i la
B-PrP, que representen a la PrP® i la PrP°C respectivament [150]. Cadascuna d’aquestes
formes té una diferent afinitat d’uni6 a membranes 1 mostren una uni6 diferent en funcio del
pH. Totes dues s’uneixen a membranes carregades negativament i1 que contenten
fosfatidilglicerol (PG) o fosfatidilserina (PS), d’una manera depenent del pH, pero cap d’elles
s’uneix a membranes formades per fosfolipids zwitterionics com la fosfatidilcolina (PC) [130,
132, 150]. En canvi, tant a-PrP i com B-PrP s’uneixen a membranes model riques en
colesterol i esfingomielina, que mimetitzen rafts lipidics, i de manera depenent del pH: les
dues formes s’hi uneixen a pH neutre, perd B-PrP ho fa més fortament que o-PrP, i a més, la
unid a les membranes ve afavorida per pH acidic [151]. No se sap amb certesa el lloc concret
on té lloc la conversié PrP“> PrP°C a la cél'lula, perd el fet de qué tant la unié a membranes
com de que els processos de desplegament de proteines solen tenir lloc a pH baixos fa pensar
que la conversio podria tenir lloc en els endosomes .

La uni6 de PrP a les membranes provoca una série de canvis estructurals en la PrP que

depenen del pH, de la composici6 lipidica de la membrana 1 de la propia conformacié de la

33



Introduccio

PrP. Pero la uni6é de PrP també provoca canvis en la bicapa lipidica que poden desestabilitzar
la membrana. La uni6 tant de la isoforma o-PrP com de la B-PrP a membranes model

carregades negativament fa que la PrP adopti una estructura 3 [132, 152].
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Figura 19. Model il'lustratiu del paper dels rafts en la fibril-logénesi dels prions. Esquema modificat de
T.J.Pinheiro et al [150].

Donat que les dues isoformes de la PrP es troben normalment en els rafts lipidics, hom
suposa que la conversid té lloc en aquests microdominis lipidics. Hi ha evidéncies
experimentals de qué la PrP® no unida a rafts no pot actuar com a substrat de la conversi6
PrP“> PrP°C [83, 153]. Per altra banda s’ha vist que I’eliminaci6 dels esfingolipids i, per tant,
desestabilitzacio dels rafts lipidics promou la infeccié per prions en cultius neuronals i un
conseqiient augment de la formacié de PrP°“ [154], suggerint que la conversié PrP“> PrPS¢
podria tenir lloc fora dels rafts lipidics. Tenint en compte totes aquestes evidéncies els rafts
lipidics semblen tenir un doble paper en la fibril-logenesi dels prions, de manera que s’ha
proposat un model de conversié dels prions en ambients amb i sense rafts lipidics [150].
En aquest model el raft lipidic protegeix la PrP® de la conversi6. Durant el seu transit
intracel-lular, la PrP es pot unir a zones de la membrana riques en lipids amb carrega negativa,
fet que condueix cap a un estat ric en estructura B, PrP*, i que té una elevada afinitat pels rafts
lipidics 1 s’hi uneix. L’acumulacié de PrP* afavoreix les interaccions proteina-proteina donant
lloc a oligomers de PrP que formen 1’anomenat nucli d’agregacid, al qual s’uneixen més

especies oligomeriques donant lloc a fibril-les i, finalment, fibres amiloides (Figura 19).
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Objectius

Els péptids i proteines amiloidogéniques no tenen el mateix origen fil-logenétic ni
tenen una homologia seqiiencial, pero hi ha un fet comu que els caracteritza: la seva capacitat
per formar agregats amiloides, els quals presenten unes caracteristiques fisico-quimiques
semblants. Aquesta semblanca fa pensar en la possibilitat d’un mecanisme de formaci6 dels
agregats amiloides, comu als diferents peptids i proteines. Tant la MA com les EETs semblen
estar relacionades amb la formacié d’aquest tipus d’agregats fibril-lars, rics en estructura 3 i
per tant, la caracteritzacio de trets comuns en la formacié d’amiloides en un cas i altre, pot ser
important a I’hora de definir estratégies per al tractament de les malalties. En aquest context
resulta interessant la possible homologia estructural definida per R.Mathoud et al. [101] entre
peéptid AB(1-25) relacionat amb la malaltia d’Alzheimer 1 el fragment PrP(179-211) de la
proteina prionica humana. La proposta de R. Mahfoud [101] et al. implica la possibilitat de
que el fragment prionic PrP(179-211) sigui un peptid amiloide. En el moment d’iniciar
aquesta tesi, perd hi ha una manca total d’evidéncies experimentals que permetin definir-lo
com a tal.

Aixi doncs, ens plantejarem com a objectiu general d’aquest treball I’estudi de la
caracteritzacio del fragment PrP(185-208) com a péeptid amiloide, en la relacid a les propietats
amiloides de I’AB(1-28) i a més, 1’Gs dels dos fragments peptidics per determinar la influéncia
dels dendrimers en el procés de formaci6 d’agregats amiloides. L’assoliment d’aquest

objectiu general s’ha plantejat a través dels segiients objectius especifics:

e La caracteritzacio de la cinética d’agregaci6 dels dos peptids.

e L’estudi de la influéncia dels glicosaminoglicans en el procés d’agregacio.

e [’estudi de la influéncia de la diferent composicio lipidica de les membranes
biologiques en el procés d’agregacio.

e [’estudi de la interacci6 dels dendrimers amb els dos péptids amiloidogenics.

e [’estudi de I’efecte citotoxic in vitro dels diferents agregats i fibres amiloides

obtinguts en els processos d’agregacio.

En aquest treball s’han combinat diferents técniques biofisiques com I’espectroscopia
d’infraroig amb Transformada de Fourier (FTIR), ’espectroscopia de fluorescéncia i la
microscopia electronica de transmissid, les quals proporcionen una informacié altament

complementaria en 1’estudi de la formacio de les fibres amiloides.
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I11.1.- Materials utilitzats

II1.1.1.- Dissolvents i reactius

Taula 2. Dissolvents i reactius utilitzats en aquest treball

Principals dissolvents i reactius

Heparina Sigma&Aldrich
Hepes Sigma&Aldrich
D,O Merck

NaOD Sigma& Aldrich
DCI Sigma& Aldrich
Tris Melford

HCI Merck

NaOH Sigma& Aldrich
Metanol Merck

Etanol Merck
Cloroform Scharlau

NaCl Sigma& Aldrich
KCl Sigma& Aldrich
H,O destil-lada

Lipids

L-a-Fosfatidilcolina (PC) Sigma&Aldrich
L-a-Fosfatidilserina (PS) Sigma&Aldrich
Colesterol (Chol) Sigma&Aldrich
Esfingomielina (SM) Sigma&Aldrich
Galactosilceramida (GalCer) Sigma&Aldrich
Extracte lipidic de cervell Avanti Polar Lipid
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Péptids sintétics

AB(1-28)
AB(1-28)H13A
AB(1-28)H14A
AB(1-28)Y10A
PrP(185-208)
PrP(185-208)H187A

PrP(185-208)F198A

Jerini Peptide Technologies

Sondes fluorescents

Tioflavina T (ThT)

1-(3-sulfonatopropil)-4-[ B[2-(di-n-octilamino)-6-naftil]vinil
piridina (Di-8-ANEPPS)

Sigma& Aldrich

Molecular Probes

Cultius cel-lulars

Linia cel‘lular de neuroblastoma SH-SY5Y

Medi de cultiu Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(D-MEM/Ham’s F12,1:1)

L-Glutamina

Solucié de penicil-lina/estreptomicina

Aminoacids no essencials (MEM non-essential amino acids)
Seérum fetal bovi

Bromur de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT)

Dimetilsulfoxid (DMSO)

Subministrada per la Dra. Nuria Durany
(Universitat Internacional de Catalunya)

Biological Industries

Gibco
Gibco
Sigma&Aldrich
Gibco
Sigma&Aldrich

Sigma&Aldrich
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I11.1.2.- Péptids sintétics

Els diferents péptids estudiats es van adquirir de la companyia Jerini Peptide
Technologies 1 tenen una puresa superior al 90%, determinada amb HPLC 1 espectrometria de
masses. Normalment, els peptids de sintesi quimica es comercialitzen amb acid trifluoroacétic
(TFA) com a contraid, el qual té una banda d’absorci6 al voltant de 1674 cm™ a la regio de
I’espectre d’infraroig, suposant un problema per a ’estudi de la regi6 amida I, on absorbeixen
les vibracions dels enllagos corresponents a les diferents estructures secundaries. En canvi,
1’16 CI" no provoca aquest tipus d’interferéncia, rad per la qual els peptids utilitzats en aquest
treball van ser sintetitzats amb CI" com a contrai6. A la Taula 3 es detalla la seqiiencia

aminoacidica dels péptids estudiats:

Taula 3. Seqiiéncies polipeptidiques. En vermell es ressalta la mutacié introduida a cada seqiiéncia
respecte el peptid wild type.

Nom del péptid Seqiiéncia

AP(1-28) H; N-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNK-COO
APB(1-28)H13A H; N-DAEFRHDSGYEVAHQKLVFFAEDVGSNK-COO
AB(1-28)H14A H; N-DAEFRHDSGYEVHAQKLVFFAEDVGSNK-COO
APB(1-28)Y10A H; N-DAEFRHDSGAEVHHQKLVFFAEDVGSNK-COO
PrP(185-205) H;'N-KQHTVTTTTKGENFTETDVKMMER-COO
PrP(185-205)H187A H; 'N-KQATVTTTTKGENFTETDVKMMER-COO
PrP(185-205)F198A H;'N-KQHTVTTTTKGENATETDVKMMER-COO

El fragment 1-28 del péptid AP és molt hidrofilic i conté una gran proporci6 de residus
carregats (un 46%) que, molt possiblement, estan involucrats en la generacié d’interaccions
electrostatiques que es donen durant el procés d’agregacio, ja sigui promovent-la o inhibint-la
[155]. A la bibliografia es poden trobar diversos treballs en que aquest fragment peptidic
produeix estructures oligomériques agregades molt similars als trobats en els diposits
amiloides in vivo. El péptid derivat de la proteina prionica humana, PrP(185-208), les
propietats amiloidogeniques del qual son encara poc conegudes, presenta una possible
homologia estructural amb el fragment 1-25 del péptid AP [101]. Ambdds peéptids contenen

residus d’His, Tyr i/o Phe que faciliten la uni6 als anells de sucre de carbohidrats complexos.
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111.3.- Espectroscopia de fluorescencia

II1.3.1.- Fonaments teorics

La fluorescéncia €s un procés d’emissio a través del qual les molecules son excitades
per I’absorcié de radiacio electromagneética. Les especies excitades es relaxen cap al seu estat
fonamental, alliberant el seu excés d’energia en forma de fotons. Normalment, el temps de
vida mitja d’una especie excitada €s petit perque hi ha diferents maneres en qué un atom o una
molécula excitada pot alliberar el seu excés d’energia i relaxar-se cap al seu estat fonamental.
Aquestes diferents maneres son I’emissio de calor, la fosforescencia i la fluorescéncia.

La fluorescéncia ¢€s el resultat d’un procés en 3 etapes que té lloc en certes molécules
anomenades fluorofors o sondes fluorescents. El procés pel qual té lloc la fluorescéncia esta
representant a la Figura 20. A la primera etapa del procés de fluorescéncia, un fotd d’energia
hugx és absorbit pel fluordfor, els electrons del qual passen des del seu estat fonamental (S,)
fins a un nivell electronic excitat més elevat, donant lloc a un estat electronic excitat de singlet
(S1).

A la segona etapa del procés, I’estat excitat de singlet roman durant un cert temps
depenent del temps de vida mitja del fluorofor (entre 1 i 10 nanosegons). Durant aquest
temps, el fluorofor experimenta una série de canvis conformacionals perd també esta subjecte
a possibles interaccions amb el seu entorn molecular. Aquests processos tenen dues
conseqiiencies importants. La primera €s que 1’energia de 1’estat electronic excitat de singlet
(S1) es dissipa parcialment en forma de calor donant lloc a un estat electronic relaxat de
singlet (S) des del qual s’origina la fluorescéncia. La segona conseqiiéncia és que no totes les
molécules que inicialment van ser excitades per absorcid de radiacid electromagnética
(etapa 1) retornen al seu estat basal (S,) per emissio de fluoresceéncia, sind que hi poden tenir
lloc altres processos com la desactivaci6 deguda a col'lisions laterals o la transferéncia
d’energia de ressonancia cap a altres molecules presents en el medi, els quals poden fer
disminuir la poblacié de moleécules en I’estat excitat. La mesura de la quantitat relativa
d’aquests processos ¢€s el rendiment quantic que, es defineix com la relacid entre el nombre de
fotons fluorescents emesos (etapa 3) i el nombre de fotons absorbits (etapa 1).

Finalment, a la tercera etapa el fluorofor retorna al seu estat basal emetent un fotd
d’una determinada energia hvgy. L’energia emesa per aquest fotd és menor que I’energia
absorbida degut a la dissipaci6 de I’energia que s’ha produit anteriorment durant el temps de

vida mitja de I’estat excitat, de manera que té lloc el desplacament d’Stokes, és a dir, un
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desplagament de la longitud d’ona emesa respecte la longitud d’ona absorbida cap a longituds

d’ona majors.

Figura 20. Diagrama de Jablonski il-lustrant els processos implicats en la fluorescéncia. Esquema adaptat
de http://probes.invitrogen.com/handbook/figures/0664.html

La fluorescéncia és un procés ciclic, de tal manera que el mateix fluorofor pot ser
excitat i retornar al seu estat energetic fonamental repetides vegades. El fet de que un unic
fluorofor pugui donar lloc a milers de fotons detectables fa que la técnica d’espectroscopia de
fluorescéncia tingui una gran sensibilitat de deteccid. Per a molecules poliatdomiques en
solucio és freqlient parlar d’espectres d’emissio i excitacio respectivament per fer referéncia a

cascuna de les transicions electroniques representades a la Figura 21.

EX 2 EM 2

EX 3 EM 3

/X

Longitud d'ona

Excitacid de Fluorescéncia
|
|
|
|
Emizzid de Fluorescéncia

Figura 21. Espectres d’emissio i d’excitacié d’un fluorofor determinat. L’excitacio a tres longituds d’ona
diferents (EX1, EX2, EX3) no fa variar ’espectre d’emissido perd provoca variacions en la intensitat de la
fluorescéncia emesa (EM1, EM2, EM3), que correspon a I’amplitud de I’espectre d’excitaci6. Esquema adaptat
de http://probes.invitrogen.com/handbook/figures/0665.html
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L’amplada de banda d’aquests espectres son parametres importants en aplicacions en
que 2 o més fluorofors son detectats simultaniament. De manera excepcional, 1’espectre
d’excitacié d’un determinat fluorofor en solucid pot ser identic al seu espectre d’absorcio.
Normalment, I’espectre d’emissio és independent de la longitud d’ona d’excitacié degut a que
part de I’energia absorbida durant la seva excitacio és dissipada en forma de calor.

La intensitat de I’emissi6 és proporcional a I’amplitud de I’espectre (Figura 21).

I11.2.2.- Estudi de les cinétiques de formacio de fibres amiloides

En aquest treball s’ha fet servir la técnica d’espectroscopia de fluoresceéncia per a la
caracteritzacio de les cinetiques d’agregacié dels péptids amiloides mitjangant la sonda

fluorescent Tioflavina T (ThT).

1I1.2.2.1.- La sonda fluorescent Tioflavina T

La ThT és una sonda fluorescent tradicionalment utilitzada en la deteccid de plaques
amiloides en pacients afectats per malalties amiloidogéniques. Aquesta sonda presenta una
longitud d’ona d’excitacié de 350 nm i d’emissio de 438 nm aproximadament. En preséncia
de fibres amiloides, els seus espectres tant d’excitacié com d’emissioé es desplacen cap al
vermell, concretament cap a 450 1 490 nm respectivament. Una particularitat d’aquesta sonda
¢s el fet que només detecta estructura B i, per tant, només augmenta la seva fluorescéncia en

preseéncia de fibres amiloides [156].

152401 A

Ha S‘rii 1K':?HJ “q

Figura 22. Estructura de la Tioflavina T. Aquesta sonda s’intercala entre les fulles f que formen part de les
fibres amiloides

6.1 +£0.1A
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111.2.2.2.- Cinétiques d’agregacio amb Tioflavina T (ThT)

Per estudiar les cinctiques d’agregacid dels diferents peptids amiloidogénics per
espectroscopia de fluorescencia es va fer un seguiment al llarg del temps de la variaci6 de la
fluorescencia de la sonda ThT, que és una mesura indirecta de la concentracio de fibres
amiloides que es formen al llarg del temps.

Les mesures de fluorescéncia es van realitzar amb un fluorimetre SLM Aminco
Brownam i una font d’il-luminaci6 ELXE-500 (SLM instruments, inc.), fixant les longituds
d’ona d’excitaci6 1 d’emissio a 450 1 490 nm respectivament, les quals corresponen al maxim
d’absorcio i d’emissid que presenta aquesta sonda quan interacciona amb fibres amiloides.
La mostra es va mantenir en agitacié continua i a una temperatura constant de 37°C amb un
bany termostatitzador d’aigua Haake F3.

La mostra es va mesurar en cubetes de poliestire per a fluorescéncia, amb un pas optic
d’lcm, a les quals es va afegir el volum necessari per tal que les concentracions finals dels
diferents reactius fos la segiient: 50 uM de peptid, 35 uM de ThT, 0.0416mg/ml d’heparina i
300 uM de liposomes.
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I11.3.- Espectroscopia d’infraroig amb transformada de Fourier

II1.3.1.- Fonaments teorics

La radiacié d’infraroig es troba compresa entre 14000 i 200 cm™ a I’espectre
electromagnétic, tot i que la regié entre 4000 i 1000 cm™ és la que té més interés per a estudis

biologics, ja que és la zona en qué absorbeixen les macromolécules (Figura 23).

Increment d’energla
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Figura 23. L’espectre electromagnétic.

Per qué tingui lloc I’absorcié de la llum infraroja cal que 1’energia de la radiacid
incident es correspongui amb la diferéncia energetica existent entre dos nivells vibracionals
adjacents, de manera que es produeixi un canvi en el moment dipolar de I’enllag que
absorbeix la radiacio.

La posicio de les bandes que s’observen a un espectre d’infraroig s’expressa
normalment en nimeros d’ona (cm™). El nimero d’ona es relaciona amb la freqiiéncia de la
radiacio a través de la segiient expressio:

v=c-V (equaci6 1)
on c ¢s la velocitat de la llum, v la freqiiencia i V el nimero d’ona.

Per tal d’explicar I’absorci6 de Ilum infraroja per part de les molecules, el
comportament d’un enllag covalent es pot aproximar al d’un oscil-lador harmonic. Aixi doncs,

la freqiiéncia de vibracid de ’enllag vindra donada per la segiient expressio:

L= ok (equacid 2)
2\ 1
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on h és la constant de Plank, k és la constant de for¢a de 1’enllag i p és la massa reduida dels
atoms implicats en 1’enllag.

Per tant, la vibracié de I’enlla¢ depén de la massa dels atoms que formen part de
I’enllag i de la seva forga, de tal manera que cada grup quimic vibra de manera diferent i, per
tant, absorbeix en una zona diferent de I’espectre d’infraroig. D’aquesta manera si un dels
atoms de I’enllag és substituit per un isotop més pesat la freqiiencia de la vibracio sera més
petita 1 la banda de D’espectre d’infraroig apareixera a numeros d’ona més baixos.
Aquesta técnica de substitucid isotopica és normalment utilitzada en ’estudi estructural de
macromolécules, sobretot per I’estudi de I’estructura secundaria de proteines mitjancant FTIR
com s’explicara més endavant.

Els enllagos tenen diferents modes de vibracio, podent-se donar combinacions dels
diferents modes de vibraci6 en un mateix enllag, tal i com es veu a la Figura 24. En el cas de
les proteines, hi ha multiples enllacos i vibracions diferents, la freqiiéncia de vibracié dels
quals pot variar en funcié de la interaccié del grup quimic amb I’entorn i en funcié de

I’acoblament amb els modes de vibraci6 d’altres enllagos

TENSIO FLEXIO

A .
F Ll B}

SIMETRICA < ? \ e\ i
Deformacio Deformacio
Tensio simetrica simétrica en &l pla simetrica fora del pla
{tissores) (torsia)

O'H,.; - » % X

3 ) : Deformacio assimetrica  Deformacio assimétrica
Tensio assimeatrica &n &l pla fora del pla
{balanceig) {aleteig)

ASSIMETRICA <

Figura 24. Modes vibracionals: els de tensio o “stretching”, en que els atoms vibren en la direccio de 1’enllag, i
els de flexio o “bending”, que impliquen canvis en els angles entre 2 0 més atoms.
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La posicio exacta de les bandes a les diferents regions de I'I[R depén de les
interaccions entre el grup quimic que absorbeix la radiacid i1 el seu entorn. Aquestes
interaccions causen desplagcaments de les bandes que poden donar informacié valuosa en
sistemes biologics. Un altre factor influent en la posicié de les bandes és I’acoblament de
vibracions i, per tant, acoblament de moments dipolars de la transicié entre dos nivells
energétics vibracionals diferents. Aquests acoblaments provoquen també desplacaments de les
bandes, que en aquest cas poden donar informacié sobre la conformaciéo de les

macromolécules biologiques.

I11.3.2.- Estudi de ’estructura de proteines mitjancant FTIR

El grup quimic més abundant en les proteines ¢és I’enllag amida (Figura 25), en el qual
les 2 formes de vibraci6 més rellevants soén 1’Amida-I i I’Amida-II. L’ Amida-I es correspon
en un 80% a la vibraci6 d’stretching de 1’enllag C=0 1 un 20% a la vibraci6 de 1’enllag N-H, i
dona una banda caracteristica en I’espectre d’infraroig entre 1700 i 1600 cm™. Per altra banda,
I’ Amida-II es correspon a un 60% a la vibraci6 de bending de 1’enllag N-H i en un 40% a la
d’stretching de I’enlla¢ C-H, donant una banda entre 1500 i 1600 cm™. Apart d’aquestes dues
bandes, hi trobem una altra molt intensa al voltant de 3300 cm™, que correspon a la vibracid

d’stretching de 1’enllag N-H, i que s’anomena Amida A.
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Figura 25. Representacié esquematica de I’enlla¢c amida i espectre d’absorcié d’IR, amb les bandes
corresponents a cada forma de vibracié.
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En funcié del tipus d’estructura secundaria [157], les bandes corresponents a les
diferents vibracions esmentades apareixen en diferents posicions de I’espectre d’IR, tal i com

es pot veure a la Taula 4:

Taula 4. Assignacié de bandes per a les diferents vibracions de I’enlla¢ amida en D,O (cm")

Estructura Secundaria Amida A Amida I Amida II
Estructura no regular 3250 1645-1650 1520-1545
Helix a 3290 1650-1660 1545-1550
Estructures 3 3290-3260 1620-1640 1 1680-1690 1520-1530

I11.3.3.- Funcionament d’un espectrometre d’infraroig

Existeixen dos tipus d’espectrometres que permeten 1’obtencidé d’espectres d’IR: els
dispersius 1 els espectrometres amb Transformada de Fourier (FTIR). Els espectrometres
dispersius consisteixen en un prisma o reixeta de difraccié que descomposa la llum
policromatica en les diferents freqiiéncies que la formen. Després de passar per una escletxa
estreta, que determina la resolucid espacial del feix, cada freqliéncia passa de manera
seqiiencial per la mostra, degut a un canvi continu de 1’angle que forma la reixeta de difraccio
amb I’angle incident, fins arribar al detector. En canvi, els espectrometres d’IR amb
transformada de Fourier es basen en l’interferometre de Michelson (Figura 26), en lloc
d’utilitzar un monocromador.

L’interferometre consta de dos miralls situats perpendicularment, un dels quals es mou
a una velocitat constant (mirall mobil) mentre que I’altre és un mirall fix. Entre aquests
miralls hi ha un beamsplitter o mirall divisor que reflecteix la meitat de la radiacio incident i
en deixa passar 1’altra meitat. La meitat de la radiacié provinent de la font d’IR és reflectida i
dirigida cap al mirall fix, mentre que 1’altra meitat arriba fins al mirall mobil. Un cop els dos
feixos son reflectits en els dos miralls, viatgen novament fins al beamsplitter o mirall divisor,
on es recombinen. La recombinacio dels dos feixos provinents dels miralls produira un senyal
en el detector que dependra del nombre d’ones que estiguin en fase (interferéncia
constructiva) o en oposicio de fase (interferéncia destructiva). Després de la recombinacio, la
meitat anira a parar a la font d’IR i D’altre meitat passa per la mostra fins arribar finalment al
detector.

El senyal recollit és un interferograma, en el qual la intensitat que arriba al detector és

funci6 de la diferéncia de cami optic recorregut pel feix de llum. Es a dir, com més gran és el
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recorregut del mirall mobil, més resolucid tindra 1’espectre, perd més temps trigara en

adquirir-se.
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Figura 26. Funcionament de ’interferometre de Michelson. El feix d’IR que prové de la font de radiacid es
divideix en dos feixos mitjancant un mirall divisor del feix o “beamsplitter”. El cami Optic d’un dels feixos es
varia gracies al mirall mobil. Després, el feix provinent del mirall mobil i el que prové del mirall fix es
recombinen en el beamsplitter i el feix resultant passa a través de la mostra i arriba al detector.

Finalment, aplicant la Transformada de Fourier, s’obté un espectre de la intensitat
d’absorci6 de la mostra en funci6 del numero d’ona (Figura 27). Si el mirall mobil es pogués
moure fins a una distancia infinita, la transformada de Fourier de I’interferograma resultant
donaria lloc a un espectre on cada nimero d’ona estaria ben definit. Degut a que el mirall
mobil només es pot moure una certa distancia finita, I’espectre resultant correspon a
I’aplicacid sobre I’interferometre d’una funci6 boxcar. Aixo dona lloc a un espectre amb una
banda central flanquejada pels dos costats per uns Iobuls. Per tal de minimitzar aquests lobuls
laterals de I’espectre s’aplica una funci6 d’apoditzaci6é a I’interferograma que, en el nostre
cas, ¢s la funcio triangle que ¢és la més utilitzada per I’espectroscopia de FTIR per a mostres
biologiques. La transformada de Fourier d’aquest interferograma ja apoditzat ens dona

I’espectre d’absorcio (Figura 27).
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Figura 27. Adquisicié d’espectres de FTIR. La interferéncia dels dos feixos depén de la posicioé del mirall
mobil. Com més gran sigui el recorregut del mirall mobil més resolucio tindra I’espectre, perd més temps trigara
en adquirir-se. D’aquesta manera s’obté un interferograma que dona una relacio6 entre la intensitat del senyal i la
distancia del mirall mobil. En una situaci6 ideal en la qual el mirall mobil es pogués moure fins a una distancia
infinita, la transformada de Fourier de I’interferograma resultant donaria lloc a un espectre on cada ntimero d’ona
estaria ben definit (a). Per obtenir una relacié entre la intensitat i cada nimero d’ona s’aplica la transformada de
Fourier (b). Degut a que el mirall mobil només es pot moure una certa distancia, I’espectre resultant correspon a
I’aplicacio sobre I’interferograma d’una funcio boxcar (c). Aixo doéna lloc a un espectre amb una banda central
flanquejada pels dos costats per uns 10buls (d). Per tal de minimitzar aquests lobuls laterals de I’espectre s’aplica
una funci6 d’apoditzacié a I’interferograma anomenada funcid triangle (e), que és la més utilitzada per
I’espectroscopia de FTIR per a mostres biologiques. La transformada de Fourier d’aquest interferograma ja
apoditzat dona lloc a I’espectre d’absorcio (f).

I11.3.4.- Adquisicio d’espectres d’infraroig al llarg del temps

111.3.4.1.- Tria del tampo

Una qliestié important a 1’hora de treballar amb espectroscopia d’IR, és la tria d’un
tamp6 adequat. Es freqiient la utilitzacié de tampons deuterats, ja que I’H,O, degut a la
vibraci6 de ’enllag O-H, déna lloc a una banda caracteristica a 3400 cm™ i una altra, bastant
intensa, al voltant de 1650 cm™. Aquesta segona banda és molt més intensa que la banda de
I’Amida-I, la qual pot quedar emmascarada, impossibilitant la obtencié d’informacié sobre

I’estructura secundaria del péptid o la proteina d’estudi.
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En dissolucions deuterades aquestes dues bandes queden desplagades cap a un nimero
d’ona menor, prop de 2400 cm™ i 1200 cm™ respectivament, ja que I’atom de deuteri és més
pesat que el d’hidrogen i, per tant, ’enllag vibra amb una freqiiéncia menor, quedant
desemmascarada la banda corresponent a 1’enlla¢g Amida-I.

En el present treball es va fer servir un tampd Hepes (Sigma&Aldrich) 10 mM en
D;,0. Es va ajustar el pD corresponent amb solucions de NaOD i/o DCI (Sigma&Aldrich),
mitjan¢ant un pHmetre Metrohm, tenint en compte que la relacié entre pD i pH ve donada per
la segiient expressio [158]:

pD = lectura del pHmetre + 0.4 (equacid6 3)

111.3.4.2.- Preparacio de les mostres de péptids amiloidogeénics

A la segiient taula estan resumides les condicions experimentals en que es van estudiar

els diferents peptids d’aquest treball:

Taula 5. Condicions experimentals per a I’estudi dels péptids amiloidogénics

AB(1-28)

AB(1-28)H13A En abséncia d’heparina

Experiments sobre GAGs AB(1-28)H14A

PrP(185-205) En preséncia d’heparina

PrP(185-205)H187A

APB(1-28) . .
En abséncia de liposomes
AB(1-28)Y10A
PrP(185-205)

PrP(185-205) F198A

Experiments amb liposomes*

En preseéncia de liposomes

*La composici6 exacta dels diferents tipus de liposomes utilitzats s’especifica a la Taula 7.

Les diferents mostres es van preparar a partir dels stocks peptidics liofilitzats i tampd
Hepes 10 mM en D,O pD7.5. Cada mostra contenia una concentracio peptidica d’1.2 mM, en
un volum de 40 pl. Per aconseguir aquesta concentracié en un volum tan petit, la quantitat de
péptid era tan petita que no es va poder pesar a la balanca de precisio. El problema es va
solucionar preparant una solucié stock de major volum, aliquotant volums de 40 pl i

liofilitzant-los després. D’aquesta manera, en afegir 40 ul de tampd a I’aliquota liofilitzada, es
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va obtenir la concentracid peptidica desitjada. Aixi doncs, es va partir d’una aliquota de 40 pl
de peptid liofilitzat, a la qual se li va afegir el tampd corresponent i1 se li va ajustar el pD,
considerant aquest moment com el temps d’inici de la cinética.

Per analitzar la mostra, aquesta es va dipositar entre 2 finestres de CaF, separades per
un espaiador de 50 um. Aquest “sandvitx” de finestres amb mostra i el corresponent
espaiador, es va posar en un portamostres, i aquest era introduit en 1’espectrometre d’infraroig
Polaris (Mattson) amb transformada de Fourier, equipat amb un detector MCT (mercuri-
cadmi-tel-luri). El portamostres de 1’aparell estava muntat sobre una llangadora que permetia
obtenir alternativament interferogrames de la referéncia (aire) i de la mostra sense necessitat
d’obrir el compartiment, ja que I’interior de 1’espectrofotometre estava sotmeés a una purga
continua d’aire sec. La temperatura de la mostra era de 37°C gracies a una cella

termostetitzada per un bany Julabo Fp 50.

111.3.4.3.- Adquisicio d’espectres

Per a cadascuna de les condicions estudiades, es van adquirir espectres al llarg del
temps amb una resolucié nominal de 2 cm™, amb el programa informatic WinFirst. També es
va adquirir un espectre de referéncia, és a dir, un espectre del tamp6 Hepes 10 mM en D,0O
sense peptid, 1 es va restar a cadascun dels espectres de la mostra adquirits al llarg del temps,
tenint en compte I’obtencidé d’una linia base recta en la zona compresa entre
1900 i 1750 cm™. Gracies a aquesta resta es va poder eliminar la contribucié del tampé a
I’absorbancia total observada. Per tal d’eliminar les petites traces de vapor d’H,O que hi
pogués haver, també es va restar un espectre de vapor. Finalment, es va aplicar una funcio

d’arrodoniment a tots els espectres d’absorbancia (Figura 28).
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Figura 28. Adquisicio d’espectres en FTIR. En negre es representa 1’espectre de la referéncia i en vermell
I’espectre corresponent a una mostra amb péptid. La diferéncia entre els dos dona com a resultat un espectre final
on s’observen les bandes corresponents a la vibracié de 1’enllag Amida-I, representat a I’insert

111.3.4.4.- Estudi de les cinétiques d’agregacio

Per estudiar la cinctica d’agregacio dels peptids, es va fer el seguiment al llarg del
temps de 1’absorbancia maxima al voltant de 1620-1610 cm™', una banda que és caracteristica
d’estructures B-agregades, i de I’absorbancia maxima a 1645-1650 cm™, corresponent a
estructures o 1 no regulars [157]. La representacid grafica de la intensitat maxima de la banda
corresponent a I’estructura B-agregada al llarg del temps permet caracteritzar cinéticament el
procés d’agregacio que té lloc. Donat que a cada experiment les intensitats maximes tenien
diferent magnitud degut a les petites variacions de la concentracid peptidica originades a
I’hora del reajustament del pD, no es podia fer comparacions entre els 2 peptids ni entre les
diferents condicions estudiades. Aquest problema es va solucionar representant, al llarg del
temps, la relacid entre la intensitat de la banda corresponent a les estructures o i no regulars i

la intensitat corresponent a la banda de I’estructura -agregada.
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I11.4.- Obtencio d’imatges per microscopia electronica de transmissio

La microscopia electronica es basa en la irradiacié de la mostra prima amb un feix
lineal d’electrons de voltatge uniforme de 100 a 200 keV. Part d’aquests electrons es
transmeten, una altra part son dispersats i una altra part dona lloc a interaccions que
produeixen diferents fenomens com 1’emissié de llum, de raigs X o d’electrons secundaris.
Totes aquestes senyals s’utilitzen per obtenir informacid sobre la naturalesa de la mostra
(morfologia, composicid, estructura cristal-lina, estructura electronica, etc.). EI microscopi
electronic de transmissid utilitza la transmissio/dispersié d’electrons per formar imatges,
la difraccid dels electrons per obtenir informacid sobre 1’estructura cristal-lina 1 I’emissié de
raigs X per tal de con¢ixer la composicié elemental de la mostra.

Per a que es produeixi la transmissio d’electrons a través de la mostra és necessari que
sigui prima, €s a dir, transparent als electrons. Es recomana fer servir mostres de menys de
100 nm de gruixidesa ja que mostres més denses donen lloc a una pitjor qualitat en imatge.
A més, les mostres han de tenir un diametre de 3 mm o estar suportades sobre una reixeta
recoberta de carbo 1 d’aquestes dimensions.

Per tal d’accentuar ’estructura de la mostra, aquesta es tenyeix amb metalls pesants,
els quals no deixen passar els electrons degut a la seva elevada densitat, donant contrast a la
mostra. La resolucié maxima d’aquesta técnica ve determinada per la longitud d’ona dels
electrons amb els quals s’irradia la mostra. Segons la dualitat ona-particula descrita per
DeBroglie, els electrons presenten també propietats d’ona i de particula. Aixi doncs, un feix
d’electrons pot, en determinades circumstancies, comportar-se com una particula o com una
ona, la longitud d’ona de la qual dependra de la seva energia, segons:

E=hv (equacio 4)
on E és la energia, h ¢és la constant de Planck i v és la freqiiencia. La freqiiencia és la inversa a
la longitud d’ona segons:

v=1/% (equacid 5)
on A ¢és la longitud d’ona. D’aquesta manera, es pot modular la longitud d’ona dels electrons
variant la seva energia. Aquesta modulaci6 de ’energia dels electrons es realitza aplicant un

camp eléctric a aquest feix d’electrons ja que son particules amb carrega negativa.
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I11.4.1.- Condicions Experimentals

La técnica de tincio utilitzada per a 1’obtencié d’imatges per MET va ser la tincid
negativa. Les diferents mostres es van dipositar sobre reixetes de coure recobertes amb una
capa de carboni. Aproximadament 10 pl de cada mostra es van dipositar sobre les reixetes de
coure, cada mostra es va deixar 10 minuts a temperatura ambient i es va eliminar ’excés de
mostra per capil-laritat amb paper de filtre. A continuaci6 es va tenyir cada mostra amb 10 pl
d’una solucié d’acetat d’uranil al 2% durant 90 segons i transcorregut aquest temps es va
eliminar 1’excés per capil-laritat amb un paper de filtre.

Les mostres van ser visualitzades amb un microscopi electronic de transmissié Hitachi

H-7000 aplicant un voltatge constant de 75kV.

58



Materials i Métodes

I11.5.- Cultius cel-lulars

En aquest treball s’ha fet servir la linia cel-lular de neuroblastoma SH-SYSY, la qual
s’ha mantingut en creixement en el segiient medi complet: D-MEM/Ham’s F12, 10% FBS,
2 mM glutamina, 100U/ml de penicil-lina, 100 pg/ml d’estreptomicina i aminoacids no
essencials, en un incubador a 37°C 1 atmosfera humida amb un 5% de CO,. Es va canviar el
medi de cultiu 3 vegades a la setmana, fins arribar a la confluéncia de la placa. Una vegada

confluents, les cel-lules es van tripsinitzar

I1L.5.1.- Tripsinitzacio de les cel-lules

Per tal de fer un subcultiu a partir d’una placa confluent es van tripsinitzar les cél-lules,
desenganxant-les i permetent, doncs, el seu sembratge en una altra placa i a una densitat
menor.

Per dur a terme aquesta tripsinitzacio, es va aspirar el medi de la placa i es va fer
2 rentats amb PBS 1x per tal d’eliminar les restes de medi. Seguidament es va afegir la
tripsina-EDTA 1x (1 o 2 ml en funcié de la confluéncia de la placa), es va repartir
uniformement per tota la placa i es va deixar incubant a 37°C durant 2 minuts. Una vegada
transcorregut aquest temps, es va aturar I’acci6 de la tripsina amb medi de cultiu préviament
atemperat i es va pipetejar amunt i avall per tal de recollir totes les cel-lules en un tub falcon
esteril. Finalment es va procedir al comptatge de c¢l-lules amb Blau de Tripa en una cambra

de Neubauer.

I11.6.2.- Comptatge de les cél-lules

Per poder fer el comptatge es van agafar 20 pl de la suspensio de cel-lules i es va
afegir 10 ul de Blau de Tripa. Aquest colorant permet distingir les cél-lules viables de les
inviables perque quan la cel-lula té la membrana plasmatica trencada i, per tant, €s inviable, el
seu citoplasma queda tenyit d’un color blau molt fosc. La mescla de c¢l-lules amb el colorant
va ser introduida a la cambra de Neubauer per capil-laritat i es van contar les cel-lules viables
a cadascun dels quadrats de la cambra. L’area de cada quadrant és de 1mm? i 1’algada entre el
cubreobjectes 1 la cambra ¢és de 0.1 mm, de tal manera que el volum a cada quadrant és de
0.1 pl. Per tant, el nombre de cel-lules/ml ve donat per la mitjana aritmética de cél-lules

contades als 4 quadrants de la cambra multiplicada per 10*. Tenint en compte la dilucié
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realitzada inicialment amb el colorant i el volum de la suspensié inicial, es pot obtenir el

nombre de cél-lules/ml de la mostra i el nombre total de ce¢l-lules obtingudes.

II1.5.3.- Crioconservacio de les cel-lules

La conservacio de les cél-lules s’aconsegueix congelant-les a -80°C o en nitrogen
liquid i en preséncia d’un agent crioprotector que eviti els danys fisics a la cél-lula causats per
la formaci6 de cristalls i de I’alteracié osmotica causada per I’augment de la concentracid de
sals a I’exterior cel-lular. Aquesta congelacio ha de ser progressiva 1 paulatina per tal d’evitar
la formaci6 de cristalls de gel a I’interior cel-lular. En canvi la descongelaci6 de cél-lules ha

de ser un procés molt rapid per tal de garantir la maxima supervivencia cel-lular.

111.5.3.1.- Congelacio de les cél-lules

Una vegada es va trispsinitzar i contar les cél-lules, la suspensié obtinguda es va
centrifugar durant 5 minuts a temperatura ambient 1 a 1000 rpm en una centrifuga Sorvall de
sobretaula. Seguidament es va aspirar el medi de cultiu i es va ressuspendre el pellet obtingut
en un volum apropiat de medi de cultiu nou per obtenir 4-10° cél-lules/ml. Finalment es van
afegir 900 pl de cel-lules en un criotub estéril i s’hi van afegir 100 pl de DMSO que,
préviament s’havia mantingut en gel. D’aquesta manera les cél-lules van quedar en un medi
que contenia un 10% de DMSO. Es va barrejar bé el contingut del criotub en gel i es va deixar
el criotub en preséncia d’isopropanol i a -80°C, aconseguint una disminucié gradual de
temperatura d’1-3°C/minut. Aquest criotub es podia mantenir a temperatura de -80°C durant
un temps maxim de 3 mesos 1 un minim de 24 hores. Normalment, després d’una setmana es

guardava el criotub en el tanc de nitrogen liquid.

111.5.3.2.- Descongelacio de les cél-lules

Per dur a terme el procés de descongelacio, es va treure el criotub del tanc de nitrogen
liquid i es va introduir rapidament en un bany a 37°C sense submergir-hi totalment el tub.
Sense que estigués totalment descongelat (és a dir, s’hi podia observar una petita bola de gel
en el seu interior) es va abocar el contingut del criotub en un tub de centrifuga estéril amb
6 ml de medi de cultiu, per tal de diluir el DMSO present en les cél-lules congelades i evitar-

ne el seu efecte toxic. Es va barrejar bé i es va centrifugar en una centrifuga Sorvall de
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sobretaula durant 5 minuts a 1000 rpm. Seguidament, es va eliminar el sobrenedant per
decantacid6 i es va ressupendre el pellet obtingut en 10 ml de medi de cultiu. Finalment, es va
abocar la suspensi6 de cel-lules en una placa de 100 mm de diametre. A partir d’aquest punt,

el cultiu de cél-lules es va mantenir de manera normal.

II1.5.4.- Assaig de viabilitat cel-lular: tractaments amb peéptids amiloidogénics

En aquest treball es va assajar I’activitat citotoxica dels diferents péptids
amiloidogenics pel metode del MTT descrit per M.B.Hansen et al.[159]. Aquest assaig
implica la conversio del MTT (bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazol) en sals
de formaza per part de les deshidrogenases presents en els mitocondris de les cel-lules.
Aquestes sals donen lloc a la formacié d’un precipitat insoluble i colorejat, que té un maxim
d’absorbancia a 595 nm aproximadament. Per tant, la lectura d’absorbancia a aquesta longitud
d’ona és una mesura indirecta de la taxa de proliferacio/mort cel-lular, ja que una major

intensitat d’absorbancia indica un major nombre de cél-lules vives.

111.5.4.1.- Procediment experimental

L’assaig es va dur a terme en plaques d’ELISA (IWAKI) esteérils i de 96 pous. A cada
pou es van sembrar 12000 c¢l-lules amb medi complet (conté 10% de sérum) i es va deixar
incubar durant 24 hores. Una vegada transcorregut aquest temps es va aspirar el medi i s’hi va
afegir medi de cultiu amb 0.5% de sérum. Aquesta quantitat de sérum assegura la
supervivéncia del cultiu perd no la divisi6 de les cél-lules, de tal manera que durant tot
I’assaig el nombre de cel-lules a cada pou es manté constant. Després es va afegir a cada pou
el tractament corresponent i es va deixar incubant a 37°C durant 48 hores. Passat aquest temps
es va afegir el volum necessari de MTT per a que la seva concentracié a cada pou fos de
0.5mg/ml i es va deixar incubat a 37°C durant 90 minuts.

Finalment es va aspirar el medi, es va dissoldre el precipitat format amb 50 ul DMSO i
es va mesurar 1’absorbancia del producte format a la longitud d’ona de 595 nm. La soluci6 de
MTT es va preparar en H,O destil-lada a una concentracié de Smg/ml i es va conservar

protegida de la llum i a 4°C fins el moment de la seva utilitzacid
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111.5.4.2- Mostres estudiades

A partir de les cinétiques d’agregacio obtingudes amb la técnica de fluoresceéncia amb
ThT (apartat 111.2.2.2.- Cinétiques d’agregacio amb Tioflavina T (ThT)) es van preparar les
mostres per a 1’assaig de MTT, corresponents a diferents temps d’incubaci6 i, per tant, a

diferents estats d’agregacio de la mostra, tal i com s’esquematitza a la Figura 29.
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Figura 29. Mostres assajades pel métode del MTT. Es van preparar mostres peptidiques a diferents temps
d’incubacio, tenint en compte les corbes d’agregaci6 per ThT obtingudes préviament, enlloc d’agafar
directament aliquotes als temps corresponents perque la sonda ThT resulta toxica per a les cel-lules.

La concentraci6 peptidica a cada pou era de 50 uM i es van fer duplicats per a totes les
mostres assajades. Es van estudiar mostres preincubades durant els temps indicats a la
Figura 29, tant en abséncia com en preséncia d’heparina, dels péptids AP(1-28) i

PrP(185-208) 1 dels seus respectius mutants.
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II1.6.- Experiments amb dendrimers

En aquest treball es va estudiar 1’efecte dels dendrimers en les cinétiques d’agregacid
dels peptids AP(1-28) 1 PrP(185-208) realitzades per fluorescéncia i FTIR (apartats 111.2.2.-
Estudi de les cinetiques de formacio de fibres amiloides 1 111.3.4.4.- Estudi de les cinétiques
d’agregacio, respectivament). A la Taula 6 es detalla la composicié dels diferents dendrimers

utilitzats:

Taula 6. Composicié dels dendrimers

Nom Grups terminals N° de grups terminals Pes molecular [Da]
PAMAM, Generaci6 3 —-NH, 32 6909
PAMAM, Generaci6 4 -NH, 64 14215
PAMAM, Generaci6 5 —NH, 128 28826

P-DENDRIMER ~NH(EY), 96 33702
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II1.7.- Preparacio de membranes model

I11.7.1.- Preparacio de Liposomes Unilamel‘lars Grans (LUVs) de 100 nm

La preparacio6 dels LUVs es va realitzar seguint el protocol de L.D. Mayer et al. [160].
En un bal6 es va afegir el volum necessari del lipid desitjat que, préviament estava dissolt en
cloroform i conservat a 4°C, per tal d’obtenir una concentracié final de 10 mg/ml. Es va
evaporar el cloroform amb un corrent de N, gas, quedant, aixi, una pel-licula lipidica
homogenia adherida a la superficie del balo. Aquesta pel-licula va ser ressuspesa en un tampd
aquoés (10 mM Tris pH 7.5 per als experiments de fluorescéncia o 10 mM Hepes pD 7.5 per
als experiments d’espectroscopia d’IR, tal i com s’explicara mes endavant) i vortejada fins
que el lipid estava totalment dissolt, aconseguint una suspensié opaca que contenia liposomes
multilamel-lars grans (MLVs). Després es van realitzar 5 cicles de congelacié amb N; liquid 1
descongelaci6 amb aigua calenta. Un cop realitzats aquests cicles de congelacié i
descongelaciéo la suspensid encara opaca va ser extrusionada 10 vegades a través de
2 membranes de policarbonat (Armatis), amb un diametre de porus de 100 nm mitjancant un
extrusionador (Liposofast, Avestin). La suspensio lipidica després de I’extrusié presentava un
aspecte translucid, ja que els liposomes unilamel-lars formats tenien un diametre menor, de
100 nm aproximadament. Els LUVs es van passar per una corrent de N, gas per tal d’eliminar

I’oxigen present 1 evitar aixi la seva oxidacio, 1 es van guardar a 4°C fins a la seva utilitzacio .

I11.7.2.- Determinacio de la mida dels LUVs

La mida dels LUVs obtinguts es va comprovar amb un analitzador de particules
Microtrack UPA 150. Es va fer una diluci6 dels LUVs en tamp6 10 mM Tris pH 7.5 per tal
d’aconseguir una concentracié que permetés obtenir un nivell de senyal adient per al detector
de I’aparell. El temps de lectura va ser de 10 minuts. La resta de parametres van ser fixats
segons R. Barnadas [161]. La Figura 30 mostra la distribucié de mida dels liposomes

unilamel-lars en funci6 del volum i del nombre.
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Figura 30. Liposomes unilamel-lars grans: distribucié de la mida dels LUVs en funcié del volum (a), i en
funcié del nombre (b), i imatge de microscopia electronica per transmissio (c).Els LUVs presenten un diametre
aproximat de 100 nm.

I11.7.4.- Composicio dels LUVs

Es van preparar LUVs de diferents composicions lipidiques i que contenien els
principals elements que in vivo es troben formant part dels microdominis lipidics coneguts
amb el nom de rafts lipidics. També es van preparar membranes model a partir d’un extracte
lipidic de cervell, amb el qual s’aconsegueix una ratio, molt similar a la fisiologica, dels
principals components de la membrana (fosfolipids, gangliosids, colesterol i esfingomielina).

A la Taula 7 es detalla la composicio lipidica dels diferents tipus de LUV estudiats:
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Taula 7. Composicio lipidica dels LUVs

Tipus de liposomes Composicio6

PC Fosfatidilcolina

PC:Chol (9:1) v:v Fosfatidilcolina + Colesterol

PC:PS (9:1) viv Fosfatidilcolina + Fosfatidilserina

PC:SM (1:1) viv Fosfatidilcolina + Esfingomielina

PC:GalCer (3:1) viv Fosfatidilcolina + Galactosilceramida

PC:GalCer:SM (2:1:1) viv Fosfatidilcolina + Galactosilceramida + Esfingomielina

PC:Chol:SM:GalCer (2:1:0.5:0.5) viv  Fosfatidilcolina + Galactosilceramida + Esfingomielina +
Colesterol

Extracte de cervell Fosfatidiletanolamina + Fosfatidilserina + Fosfatidilcolina + Acid
fosfatidic + Fosfatidilinositol + altres*

* La companyia Avanti Polar Lipid no especifica la composicio exacta.
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I11.7.5.- Mesura del potencial dipolar de membrana

Les membranes biologiques estan formades per diferents lipids i proteines que
contenen carregues eleéctriques i1 grups amb moments dipolars. Donada la naturalesa
amfipatica dels elements que formen part de les membranes, els diferents grups polars tenen
una orientacid i una distancia des del centre de la membrana fixes. Aquestes restriccions son
compensades per les molécules d’aigua i electrolits presents en el medi. Tot aixo fa que les
membranes biologiques tinguin associats 3 tipus de potencials: potencial transmembrana,
potencial de superficie i potencial dipolar. Aquest ultim (yp) és la diferéncia de potencial
entre el centre de la bicapa lipidica i la interficie aigua-lipid, i s’origina gracies a les
polaritzacions associades a les molecules de lipid i proteina presents en la membrana.
Els principals dipols que es troben a les molécules de lipid son:

e cls dipols associats als enllagos carbonils de 1’enllag ester del cap polar dels fosfolipids

e cls enllacos dipolars fosfor-oxigen i fosfor-nitrogen del grup fosfat del cap polar dels
fosfolipids

e determinats grups dels cap polar dels fosfolipids

e ecls moments dipolars de les molécules d’aigua orientades a la interficie aigua-lipid

El resultat vectorial de tots el moments dipolars d’una meitat de la membrana €s un
vector positiu orientat cap al centre de la membrana. Aquest tipus de potencial pot tenir un
efecte en els grups polars de peptids i1 proteines que hi puguin interaccionar [162], de manera
que pot modular diferents processos cel-lulars com la conductivitat de canals de membrana
[163], dirigir el plegament de proteines de membrana [164], variar la difusio de substancies a
través de la pell [165] o modificar la unié de péptids senyals [166] o de fusid virics amb la

membrana [167, 168].

I11.7.5.1.- La sonda fluorescent di-8-ANEPPS

La betaina 1-(3-sulfonatopropil)-4-[B[2-(di-n-octilamino)-6-naftil]vinil] piridina és
sonda fluorescent, més coneguda amb el nom de di-8-ANEPPS, que s’utilitza per mesurar el
potencial dipolar de membrana, ja que la seva fluorescéncia varia en funcié del camp eléctric,
independentment de les possibles variacions del potencials de superficie. El desplagament del
maxim d’excitacié d’aquesta sonda (al voltant de 470 nm) és sensible Uinicament a variacions
del camp electric. Per poder seguir aquest desplagcament s’ha de calcular I’espectre de

diferéncia després de normalitzar la intensitat dels espectres d’excitacio (abans i després de la
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pertorbacié que causa la variacié del camp eléctric). En el cas de compostos que provoquen
un augment del potencial dipolar de membrana, com el cas del 6-KC o el colesterol, I’espectre
de diferencia reflecteix un desplacament cap al blau amb un maxim al voltant de 430 nm i un

minim cap a 510 nm.
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Figura 31. Estructura molecular de la sonda di-8-ANEPPS i els seus espectres d’excitacio i emissié.
Aquesta sonda té un maxim d’excitacié a 470 nm i un maxim d’emissi6 a 580 nm.

I11.7.5.2.- Marcatge dels LUVs amb la sonda fluorescent di-8-ANEPPS

Es van preparar LUVs seguint el procediment anteriorment explicat i es van marcar
amb la sonda fluorescent di-8-ANEPPS, tal i com es descriu al treball de J. Cladera i O’Shea
[169]. En una cubeta que contenia LUVs a una concentracio final de 300 uM, es va afegir la
sonda (d’una soluci6 mare que estava dissolta en etanol) a una concentracio final de 8 UM 1 es
va incubar durant 24 hores a les fosques i a 37°C per tal d’assegurar la maxima incorporacio

de la sonda als liposomes.

111.7.5.3.- Mesura experimental del potencial dipolar amb la sonda di-8-ANEPPS

Les mesures de fluorescéncia per poder determinar la magnitud del potencial dipolar
de membrana es van realitzar amb un fluorimetre SLM Aminco Brownam i una font

d’il'luminaci6 ELXE-500 (SLM instruments, inc.), fixant les longituds d’ona d’excitacid i
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d’emissié a 470 i 580 nm respectivament, les quals corresponen al maxim d’absorcid i
d’emissio de la sonda di-8-ANEPPS. La mostra es va mantenir en agitacio continua i a una
temperatura constant de 37°C amb un bany termostatitzador d’aigua Haake F3.

La mostra es va mesurar en cubetes de poliestire per a fluorescéncia, amb un pas Optic
d’lcm, a les quals es va afegir diferents concentracions de peptid. Per a cada concentracio, es
va adquirir un espectre d’excitaci6é de la mostra abans i després d’afegir el péptid a la cubeta,
es van normalitzar les seves intensitats i es van restar per tal d’obtenir un espectre de

diferéncia.
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Resultats

1V.1.- Caracteritzacio de la cinética d’agregacio del PrP(185-208) en
comparacio a la del peptid Ap(1-28)
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IV.1.1.- Cinétiques d’agregacio a baixa concentracio de péptid

L’estructura secundaria del peptid AB(1-28) en medi aquds €és molt depenent del pH
del medi en que s’estudia, de manera que a pH entre 1 1 4 o entre 7 1 10 el peptid presenta
majoritariament una estructura no regular, la qual tendeix a adoptar una estructura 3 agregada
a pH entre 4 1 7 [97], que a més es veu afavorida amb la temperatura. Tenint en compte aixo i
el fet de que I’estat inicial de les mostres peptidiques afecta a la cinctica d’agregacio (apartat
1.6.- Fragments peptidics utilitzats a [’estudi de la formacio de fibres amiloides in vitro)
I’stock peptidic utilitzat per als experiments de fluorescéncia es va preparar en un tamp6 amb
el pH ajustat a 7.5 per tal de garantir un estat monomeric.

Com s’ha explicat anteriorment (apartat //1.2.2.1.- La sonda fluorescent Tioflavina T),
la sonda ThT s’utilitza per a la deteccio de fibres amiloides. En aquest treball s’ha estudiat la
cinetica d’agregacio dels péptids AB(1-28) i PrP(185-208) en preséncia d’aquesta sonda i
mitjangant espectroscopia de fluoresceéncia. A la Figura 32a es mostra la cinética d’agregacid

del peptid AB(1-28) apH 5.51 pH 7.5.
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Figura 32. Cinética d’agregacié dels péptid AB(1-28) i PrP(185-208) al llarg del temps. La concentracio
final de péptid va ser 50 uM i la temperatura de 37°C. La concentraci6é final de ThT va ser de 35 puM.
(a) AB(1-28) a pH 5.5 (negre) i pH 7.5 (blanc).(b) PrP(185-208).

Durant el temps estudiat i a pH 5.5, aquest peptid presenta la tipica cinética sigmoidal
de formaci6 de fibres amiloides, caracteristica d’un mecanisme de polimeritzacid depenent de
la nucleacié. En canvi, a pH 7.5 1’agregacio del péptid és negligible. El fragment prionic
PrP(185-208) no mostra agregacido en cap dels pH estudiats i durant I’escala de temps

utilitzada (Figura 32b).
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IV.1.2.- Cinétiques d’agregacio a elevada concentracio de peéptid

Per tal de determinar si 1’abséncia d’agregaci6 detectada en els experiments de
fluorescencia amb ThT per al peptid AB(1-28) a pH 5.5 1 per al péptid PrP(185-208) a pH 5.5
1 7.5 implicava una inhibicié del procés de formacio de fibres o tan sols un alentiment de la
fase de nucleacio, es va procedir a la realitzaci6 de mesures a elevada concentracid peptidica
(~1.2 mM). Aixi doncs, el procés d’agregacidé es va seguir mitjangcant espectroscopia

d’infraroig (FTIR).
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Figura 33. Canvis en I’estructura secundaria dels péptids amiloidogénics en tampé Hepes/D,O 10 mM al
llarg del temps, mesurats per FTIR. Es van adquirir espectres seqiiencials cada minut i durant un temps total
aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en I’estructura secundaria. Es va restar
la contribucié del tampd a tots els espectres. La temperatura va ser 37°C. La concentracio final va ser 1.2 mM.
Les fletxes indiquen regions de I’espectre on la intensitat augmenta (1) o disminueix (|)
(a) AB(1-28) apD 5.5, (b) AB(1-28) a pD 7.5, (c) PrP(185-208) a pD 5.5, (d) PrP(185-208) a pD 7.5.

A la Figura 33 es mostren els espectres d’IR en funcié del temps dels dos peptids
amiloidogenics en tampo6 deuterat, tant a pD 5.5 com pD 7.5. En els espectres d’IR adquirits

al llarg del temps per al peptid AP(1-28) a pD 7.5 (Figura 33b) es pot observar un maxim a
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1648 cm™ a I’espectre inicial, que es pot assignar a una barreja d’estructures o i no regulars, i
una petita espatlla amb un maxim a 1616 cm’, caracteristica d’agregats proteics [157].
Aquesta espatlla no varia significativament la seva intensitat al llarg del temps. Segons els
espectres es pot concloure, doncs, que 1’agregacid del peptid AB(1-28) a pD 7.5 és molt poc
important. En canvi, a pD 5.5 aquest peptid (Figura 33a) presenta una banda intensa a
1648 cm™', la qual disminueix progressiva i gradualment la seva intensitat al mateix temps que
comencen a apareixer les bandes corresponents a estructures B agregades intermoleculars:
1616 i 1685 cm™. Tot plegat indica que el pD 5.5 és un element inductor de 1’agregacié del
peptid AB(1-28), d’acord amb el que s’havia descrit anteriorment [97]. En canvi, el fragment
prionic PrP(185-208) no mostra cap indici d’agregacié a pD 7.5 ni a pD 5.5, ja que els
espectres d’IR mostren una banda majoritaria amb un maxim a 1647 cm™ i que no varia la
seva intensitat al llarg del temps (Figura 33b).

Per tal de fer una comparaci6 de les cinétiques de formaci6 d’estructures agregades es
va representar graficament la relacié d’absorbancies entre la banda corresponent a les
estructures o i no regulars (1648 o 1647 cm™) i la de la banda corresponent a ’estructura {8
agregada (1616 o 1613 cm™) en funcié del temps. A la Figura 34 es mostren els resultats
obtinguts. La relacié d’intensitats a 1616 cm™ i 1648 cm™ per al péptid AP(1-28) a pD 7.5 es
manté gairebé constant, mentre que augmenta de manera exponencial quan el pD és ajustat a
5.5, la qual cosa indica una formacié d’estructura 3 agregada intermolecular en favor de
I’estructura oo 1 no ordenada. En el cas del fragment prionic PrP(185-208) la relacio
d’intensitats a 1613 cm™ i 1647 cm™ no experimenta cap canvi significatiu, de tal manera que

la seva estructura secundaria no varia al llarg del temps estudiat.
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Figura 34. Representacio de la relacié d’intensitats a 1616 (o 1613) em™ i 1648 (0 1647) cm™ obtingudes a
partir de ’adquisicié d’espectres de FTIR per a cadascun dels peptids amiloidogénics en funcié del temps.
(a) peptid AB(1-28) apD 5.5 (-m-)ipD 7.5 (-@-), (b) péptid PrP(185-208) apD 5.5 (-m-)i pD 7.5 (-@-).
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IV.1.3.- Comparacio del procés d’agregacio a baixa i elevada concentracio del
peptid AP(1-28)

Per tal de poder comparar, des d’un punt de vista estrictament cinétic, els processos
d’agregacid que tenen lloc a baixa i a elevada concentracid peptidica es va normalitzar els
valors d’intensitat de les cinétiques obtingudes per al péptid AB(1-28) a pH 5.5 mitjangant
espectroscopia de fluorescéncia (Figura 32a) i espectroscopia d’IR (Figura 34a) i es van
representar conjuntament. El resultat obtingut es mostra a la Figura 35.

Com es pot observar, la velocitat d’agregacid del peptid varia en funci6 de la seva
concentracio. A elevada concentracio, és a dir, 1.2 mM de peptid, aquest s’agrega en la seva
totalitat en 75 minuts aproximadament. En canvi, quan la concentracié ¢€s baixa, és a dir,
50 uM, transcorregut aquest temps la cinetica encara es troba en la seva fase de nucleacio.
En aquestes condicions, la cinética d’agregacié finalitza aproximadament als 400 minuts
d’incubaci6. Aquests resultats indiquen que quan el peptid és incubat a elevada concentracid

es formen estructures oligomériques molt rapidament, de manera que s’accelera 1’agregacio.
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Figura 35. Comparacio de la velocitat d’agregacio del péptid AB(1-28) a pH 5.5. Baixa concentracio (negre)
i elevada concentraci6 (blanc) de peptid.
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IV.1.4.- Morfologia dels agregats i fibres formats durant les cinétiques
d’agregacio dels peptids amiloidogenics

La morfologia dels agregats formats durant les processos d’agregacié de cadascun dels
peptids amiloidogenics es va estudiar per microscopia electronica de transmissio. Per a les
mostres procedents dels experiments de fluorescéncia amb ThT, es va prendre una aliquota a
I’estat final de la cinética mostrada a la Figura 32, directament de la cubeta de fluorescéncia.
Cadascuna de les mostres observades corresponen a un temps de 500 minuts de la cinética

d’agregaci6. Les micrografies obtingudes per al peptid AB(1-28) es mostren a la Figura 36.

500 nm

Figura 36. Micrografies electroniques dels péptids amiloidogénics a baixa concentraci6 de péptid.
Les mostres corresponen al temps final de la cinctica d’agregacié per fluorescéncia amb ThT mostrada a la
Figura 32 i van ser presses directament de la cubeta de fluorescencia. La concentracio de péptid va ser 50 uM i
la temperatura 37°C. (a) Péptid AB(1-28 a pH 5.5 1 (b) pH 7.5, (c) Péptid PrP(185-208) a pH 5.5.

Tal 1 com suggereix la cinética de tipus sigmoidal (Figura 32a), en un temps aproximat
de 400 minuts i pH 5.5 el peptid AP(1-28) forma fibres amiloides no ramificades i d’un
diametre aproximat de 5-10 nm. Aquestes fibres també coexisteixen amb especies

oligomeriques similars a les trobades en altres estudis sobre el peptid AB [59, 170, 171], tal i
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com indiquen les fletxes (Figura 36a). A pH 7.5 tnicament s’observen oligomers no fibril-lars
(Figura 36b). Per altra banda, el fragment derivat de la proteina prionica humana no forma cap
mena d’agregat peptidic observable mitjangant microscopia electronica de transmissio (Figura
36¢), ja que el peptid s’estructura de manera desordenada i/o en hélix a, tal i com indica la
senyal constant en la mesura de la fluorescéncia de 1’estudi cinétic mitjancant la sonda ThT
(Figura 32b).

Finalment, també es va comprovar la morfologia que presentaven els dos fragments
peptidics a elevada concentracio, és a dir, quan van ser estudiats mitjancant FTIR. Aixi doncs,
es van preparar mostres equivalents a les dels experiments mostrats a la Figura 33a i Figura
33c 1 es van incubar durant 24 hores a 37°C. Transcorregut aquest temps es van adquirir les
micrografies electroniques mostrades a la Figura 37a (péptid AB(1-28)) 1 Figura 37b (peptid
PrP(185-208)). Tal i com es pot veure, a elevada concentracid, només el peptid AB(1-28)

dona lloc a fibres amiloides, de manera similar al que succeeix a baixa concentracio peptidica.

Figura 37. Micrografies electroniques dels péptids amiloidogénics a elevada concentracié de péptid i
pD 5.5. Les mostres corresponen a ’estat final de les mostres estudiades per FTIR i mostrades a la Figura 33a,c.
La concentraci6 de péptid va ser 1.2 mM i la temperatura 37°C. (a) péptid AB(1-28) i (b) peptid PrP(185-208).

Els resultats obtinguts a partir dels estudis de fluorescencia, de FTIR i de microscopia
electronica demostren que, d’acord amb estudis que hom pot trobar a la bibliografia [108], la
protonacid de les histidines és un factor inductor de 1’agregacio del peptid AB(1-28), perd no

ho és en el cas del fragment prionic péptid PrP(185-208).
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1V.2.- Estudi de la influéncia de I’heparina en el procés d’agregacio
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Tal i com s’ha vist anteriorment (apartat 1. 7.- Amiloidogenesi i glicosaminoglicans), se
sap que la formacio de les fibres amiloides pot ser modulada pels glicosaminoglicans que es
troben presents en la matriu extracel-lular de les cel-lules neuronals. Per tal d’estudiar 1’efecte
dels GAGs en l’agregaci6 dels dos péptids amiloidogenics d’aquest treball, es va escollir
I’heparina com a GAG model.

Primer de tot es va voler determinar la concentracié optima de treball. Aixi doncs es
va caracteritzar la cinctica d’agregacid del peptid AP(1-28) en preseéncia d’heparina a
diferents concentracions. Els resultats obtinguts es mostren a la Figura 38. Per a aquesta
escala de temps, s’obté una cinetica de tipus sigmoidal quan la relacié heparina/peptid és 0.25,
¢s a dir quan la concentracié d’heparina és de 0.0416 mg/ml. Per a concentracions d’heparina
majors, la cinética esta notablement més alentida, possiblement per la repulsio electrostatica

entre complexos péptid-heparina a causa de la gran concentracié de carregues negatives.
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Figura 38. Efecte de la concentracio d’heparina en la cinética d’agregacio del péptid AP(1-28).
La concentraci6 final de peptid va ser 50 pM i la temperatura de 37°C. La concentraci6 final de ThT va ser de
35 uM. (-@-) 0.0416 mg/ml, (-0-) 0.0083 mg/ml, (-[1-) 0.208 mg/ml, (-A-) 0.416 mg/ml.

En el cas del peptid PrP(185-208) es va veure que en aquesta mateixa relacid
heparina/péptid s’obtenia també una cinética sigmoidal i durant el mateix interval de temps.
Per tant, per caracteritzar les cinétiques d’agregacio en presencia de GAGs a baixa i a elevada
concentracio peptidica, 1 per a les dues seqiiéncies peptidiques, es va mantenir la mateixa

relacié heparina/péptid (0.25).

&3



Resultats

Com es va explicar a la Introducci6 (apartat 1. 7.- Amiloidogenesi i glicosaminoglicans)
s’ha descrit una seqiiencia consens per a la unié de GAGs a peptids i proteines, la qual es pot
identificar en la seqiiéncia polipeptidica tant del peptid AB(1-28) com del fragment prionic
PrP(185-205). Aixi doncs, en el present treball es va plantejar I’estudi, a més de les
seqiiéncies wild type, de les seqiiéncies mutants corresponents a la substitucié de les His per
Ala, per als dos péptids, ja que hom troba a la literatura [108] que aquests residus
aminoacidics son de vital importancia en la uni6 de GAGs al péptid AB. Els mutants escollits

es mostren a la Taula 8:

Taula 8. Seqiiéncies polipeptidiques utilitzades per als estudis d’agregacio en preséncia d’heparina.

AB(1-28) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNK
AB(1-28)H13A DAEFRHDSGYEVAHQKLVFFAEDVGSNK

AB(1-28)H14A DAEFRHDSGYEVHAQKLVFFAEDVGSNK

PrP(185-205) KQHTVTTTTKGENFTETDVKMMER

PrP(185-205)H187A KQATVTTTTKGENFTETDVKMMER

La seqiiencia d’uni6 a I’heparina esta assenyalada en negreta i els residus aminoacidics mutats a Alanina es
mostren en color vermell

IV.2.1.- Cinética d’agregacio a baixa concentracio del peptid Ap(1-28)

L’efecte de I’heparina sobre el procés d’agregacié del peptid AP(1-28) ha estat
estudiat anteriorment per J. McLaurin 1 P.E. Fraser [108] utilitzant discroisme circular i
microscopia electronica. En el present treball, s’han utilitzat altres teécniques, com
I’espectroscopia d’IR, i s’ha fet servir el peptid AB(1-28) com a referéncia per tal de poder-hi
comparar 1’agregacio del peptid prionic PrP(185-208).

Per tal d’estudiar 1’efecte d’aquest glicosaminoglica, primerament es van realitzar les
cinetiques d’agregacio per espectroscopia de fluorescéncia amb la sonda ThT i pH 5.5 del
peptid AP(1-28) i dels mutants Hisl13A 1 His14A, en abséncia d’heparina. Els resultats
obtinguts es mostren a la Figura 39a. Com es pot observar, cap dels dos mutants formen fibres
detectables amb ThT durant ’escala de temps estudiada. En canvi, el peptid AB(1-28) déna
lloc a la tipica cinética sigmoidal caracteristica de la formacio de fibres amiloides.

En preséncia d’heparina, el peptid AB(1-28) presenta una cinctica d’agregacié més
rapida i sense fase de nucleacié que quan I’heparina no és present en el medi. A més, la

intensitat final assolida en el plateau de la corba és major, la qual cosa indica una major
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quantitat de fibres formades (Figura 39b). La mutacié de la His14A doéna lloc a una cinética
de formacié d’una menor quantitat de fibres, mentre que la mutacié de la His13A provoca la

total inhibici6 de I’agregaci6 del peptid en ’escala de temps estudiada (Figura 39b).
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Figura 39. Cinetica d’agregacio a pH 5.5 del péptid Ap(1-28) al llarg del temps. La concentracio final de
peptid va ser 50 uM i la temperatura de 37°C. La concentraciéo final de ThT va ser de 35 pM.

En abséncia d’heparina (a): (-W-) AB(1-28), (-@-) AB(1-28)HI13A, (-A-) AB(1-28) H14A;
En preseéncia d’heparina (b): (-U-) AB(1-28), (-O-) AB(1-28)H13A, (-A-) AB(1-28)H14A.

IV.2.2.- Canvis estructurals en el peéptid AP(1-28) induits per la presencia
d’heparina

Per estudiar els canvis estructurals induits per la preséncia d’heparina en el péptid
APB(1-28) 1 els seus mutants, i determinar aixi si I’efecte de la substituci6 de les His per Ala
representa una inhibicié o un alentiment de la formacid de fibres, es van adquirir espectres
seqiiencials d’IR al llarg del temps, tant a pD 5.5 com pD 7.5. La concentracié d’heparina
estudiada va ser d’lmg/ml, de tal manera que es va mantenir la mateixa relacio
heparina/péptid que en els experiments de fluorescéncia. Els resultats obtinguts es mostren a
les Figures 401 41.

En els espectres d’IR adquirits al llarg del temps a pD 5.5 i abséncia d’heparina, tant el
peptid AP(1-28) (Figura 40a) com els mutants His13Ala (Figura 40b) i His14Ala (Figura 40c)
mostren una banda a 1648 cm™ a I’espectre inicial, caracteristica d’una barreja d’estructures a
1 desordenada. A mida que avancga el temps, aquesta banda disminueix la seva intensitat 1 de

. < . . 1 . . .
manera simultania apareix una banda a 1616 cm™, indicativa d’estructures  agregades. Quan
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el medi conté heparina, els espectres adquirits son ben semblants, amb la unica diferéncia que
la banda corresponent a estructura B agregada és més intensa i la banda a 1648 cm™ és
practicament inexistent, fet indicatiu de que I’estructura secundaria present en els 3 fragments
peptidics és majoritariament i que I’heparina actua com un intensificador del procés de

formacid d’agregats amiloides (Figura 40e-f).
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Figura 40. Canvis en ’estructura secundaria del péptid peptid A en tampé Hepes/D,O 10 mM pD 5.5 al
llarg del temps, mesurats per FTIR. Es van adquirir espectres seqiiencials cada minut i durant un temps total
aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en I’estructura secundaria. Es va restar
la contribucié del tampd a tots els espectres. La temperatura va ser 37°C. La concentracio final va ser 1.2 mM.
Les fletxes indiquen regions de ’espectre on la intensitat augmenta (1) o disminueix (]).

En abséncia d’heparina, (a) AB(1-28), (b) AB(1-28)H13A, (c) AB(1-28)H14A.

En preséncia d’heparina, (e) AB(1-28), (f) AB(1-28)H13A, (g) AP(1-28)H14A.
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En general, a pD 7.5 i tant en abséncia com en preséncia d’heparina, 1’agregacio del
peéptid AP(1-28) és inexistent o molt incipient durant I’interval de temps estudiat, no
experimenta un procés d’agregacié ja que la banda majoritaria present en els espectres d’IR té
un maxim a 1648 cm™ (Figura 41). Aquest resultat fa pensar que I’estat de protonacié de les

His presents en la seqiiéncia polipeptidica €s essencial per a la interaccié amb 1’heparina.
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Figura 41. Canvis en ’estructura secundaria del péptid peptid A en tampé Hepes/D,O 10 mM pD 7.5 al
llarg del temps, mesurats per FTIR. Es van adquirir espectres seqiiencials cada minut i durant un temps total
aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en I’estructura secundaria. Es va restar
la contribucié del tampd a tots els espectres. La temperatura va ser 37°C. La concentracio final va ser 1.2 mM.
Les fletxes indiquen regions de I’espectre on la intensitat augmenta (1) o disminueix ({).

En abséncia d’heparina, (a) AB(1-28), (b) AB(1-28)H13A, (c) AB(1-28)H14A.

En preséncia d’heparina, (e) AB(1-28), (f) AB(1-28)H13A, (g) AP(1-28)H14A.

La representacio grafica de la relacio d’absorbancies entre la banda corresponent a les
estructures a i no regulars (1648 cm™) i la de la banda corresponent a I’estructura p agregada
(1616 cm™) en funci6 del temps va permetre fer una comparacio de les cinétiques d’agregacid

a elevada concentracié peptidica, obtingudes en cadascuna de les condicions experimentals

estudiades. Els resultats es mostren a la Figura 42.
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Figura 42. Representacié de la relacié d’intensitats a 1616 cm™ i 1648 cm™ obtingudes a partir de
I’adquisicié d’espectres de FTIR per al péptid AP en funcié del temps.

En abséncia d’heparina, AB(1-28) (- W -), AB(1-28)HI3A (-@-), AB(1-28)H14A (-A-).

En preséncia d’heparina, AB(1-28) (-0J-), AB(1-28)H13A (-O-), AB(1-28)H14A (-A-).

Quan el pD del medi és ajustat a 5.5, tant per al péptid AB(1-28) com per als mutants
His13A com Hisl4A, la relaci¢ d’intensitats a 1616 cm™ i 1648 cm™ augmenta de manera
exponencial, la qual cosa indica una formaci6 d’estructura [ agregada intermolecular
simultania a la desaparici6 de ’estructura a i no ordenada. El pendent inicial de la corba és
lleugerament diferent per a cada peptid, indicant petites diferéncies en la velocitat de formacio
dels agregats. També s’observa que per a cada peptid el valor de la relacié d’intensitats en el
plateau de la corba és diferent, la qual cosa significa que la quantitat d’agregats formats també
varia. Aixi doncs, es pot dir que, tant per la velocitat com per la quantitat d’agregats formats:

AB(1-28) > AB(1-28)HI3A > AB(1-28)H14A

Quan el medi conté heparina, aquesta provoca una major formacié d’estructura 3 i un
augment, també de la velocitat de formacid d’aquesta, respecte les cinetiques obtingudes en
absencia d’heparina. A pD 5.5, les mutacions de les His13 i His14 no semblen tenir cap mena
d’efecte inhibitori del procés de formacié d’agregats. La mutacié HisI3A sembla no tenir
efecte sobre la uni6 d’heparina, ja que la corba obtinguda és gairebé idéntica a la obtinguda en
el cas del peptid AB(1-28). En canvi, la mutacio His14A provoca una petita disminucio de la

intensitat 1, per tant, en el nombre d’agregats formats, del plateau assolit en la cinética.
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A pD 7.5 la relacié d’intensitats a 1616 cm™ i 1648 cm™ practicament no varia, la qual cosa
confirma que no hi ha canvis estructurals significatius en aquestes condicions.

Aquests resultats demostren que, d’acord amb els estudis de Fraser i McLaurin [108],
la substituci6 de les His13 i His14 per Ala provoca un alentiment del procés de nucleacio del

péptid AB(1-28).

IV.2.3.- Cinética d’agregacio a baixa concentracio del peptid PrP(185-208)

Per estudiar el possible efecte de I’heparina en el procés d’agregacié del fragment
prionic PrP(185-208) ¢€s va identificar un possible motiu d’unié d’aquest GAG a la seqiiéncia
polipeptidica, per analogia a la seqiiencia d’uni6 present en el peptid AP(1-28). A la Taula 8
s’assenyala la possible seqiiéncia d’uni6 en color groc. De la mateixa manera que es va
plantejar amb el peptid AP(1-28), també es va escollir un mutant d’His d’aquesta seqiiéncia
per al fragment prionic.

Tal 1 com es va comprovar anteriorment (apartat IV.1.1.- Cineétiques d’agregacio a
baixa concentracio de peptid), el fragment prionic €s incapa¢ d’agregar i formar fibres
amiloides a pH 5.5 durant I’escala de temps estudiada. El mutant His187A presenta el mateix
comportament (Figura 43a). En preséncia d’heparina, pero, el peptid prionic PrP(185-208) si
que forma agregats amiloides (Figura 43b), observant-se una cin¢tica sigmoidal a la mateixa
relacié heparina/péptid utilitzada per al péptid AP(1-28). En preséncia d’heparina, la

seqiiéncia mutant presenta una cinética d’agregacié més lenta.
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Figura 43. Cinética d’agregaci6é a pH 5.5 del peptid PrP(185-208) al llarg del temps. La concentracio final
de peptid va ser 50 uM i la temperatura de 37°C. La concentracio final de ThT va ser de 35 pM.

En abséncia d’heparina (a): (- ®-) PrP(185-208), (-@-)PrP(185-208)H187A.

En preseéncia d’heparina (b): (-U-)PrP(185-208), (-O-)PrP(185-208)H187A.
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IV.2.4.- Canvis estructurals en el péptid PrP(185-208) induits per la preséncia
d’heparina

Els canvis estructurals experimentats pel fragment peptidic derivat de la proteina
prionica humana es van estudiar mitjangant espectroscopia d’IR. Es van adquirir espectres
seqiiencials al llarg del temps, tant a pD 5.5 com pD 7.5. La concentracié d’heparina
estudiada va ser d’Ilmg/ml, de tal manera que es va mantenir la mateixa relacid
heparina/péptid que en els experiments de fluorescencia. Els resultats obtinguts es mostren a

la Figura 44.
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Figura 44. Canvis en I’estructura secundaria del péptid péptid PrP en tamp6 Hepes/D,O 10 mM al llarg
del temps, mesurats per FTIR. Es van adquirir espectres seqiiencials cada minut i durant un temps total
aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en I’estructura secundaria. A tots els
espectres es va restar la contribucié del tampd. La temperatura va ser 37°C. La concentracio final va ser 1.2 mM.
Les fletxes indiquen regions de 1’espectre on la intensitat augmenta (1) o disminueix ().

En abséncia d’heparina, (a) pD 5.5, (b) pD 7.5.

En preséncia d’heparina, (c) pD 5.5, (d) pD 7.5.

A pD 5.5 i durant el temps total d’adquisicié d’espectres d’IR (unes 20 hores) el
fragment prionic mostra una banda majoritaria amb un maxim a 1647 cm™ i una petita
espatlla a 1613 cm™, la qual cosa indica que aquest péptid presenta una barreja d’estructures a
1 desordenada i una petita proporcid de fulla B (Figura 44a). Per altra banda, a pD 7.5 la banda

a 1647 cm™' no varia la seva intensitat indicant que I’estructura secundaria en forma d’hélix o
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i desordenada es manté constant (Figura 44b). Quan hi ha heparina en el medi la seqiliéncia
d’espectres d’IR posa de manifest la disminucié d’intensitat de la banda a 1647 cm™ gradual i
simultania a I’augment d’intensitat de la banda a 1613 cm™, la qual cosa indica que el

glicosaminoglica indueix la formaci6 d’estructura § agregada (Figura 44c,d).

Per estudiar amb més detall els resultats obtinguts, es va representar graficament la
relaci6 d’absorbancies entre la banda corresponent a les estructures o i no regulars
(1647 cm™) i la de la banda corresponent a I’estructura B agregada (1613 cm™) en funcié del

temps obtinguda per a cada experiment sobre el fragment peptidic prionic PrP(185-208).
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Figura 45. Representacié de la relacié d’intensitats a 1613 cm™ i 1647 cm™ obtingudes a partir de
P’adquisicié d’espectres de FTIR per al péptid PrP en funcio del temps.
(-m-) PrP(185-208) en abséncia d’heparina, (-L1-) PrP(185-208) en preséncia d’heparina.

Com ja es despren de les seqiiencies d’espectres d’IR mostrades a la Figura 44,
I’agregacidé és més important a pD 5.5 i en preséncia d’heparina. Aquests resultats es
corroboren amb les cinctiques d’agregacid representades a la Figura 45. El péptid
PrP(185-208) no forma agregats rics en estructura 3, pero a pD 5.5 i en preséncia d’heparina,
presenta una cinetica de tipus sigmoidal, amb una petita “lag-phase” d’uns 20 minuts, tipica
dels processos de formacio de fibres amiloides. Quan el pD del medi augmenta (és a dir, pD
7.5) tinicament s’observa formacié d’estructura f si el medi conté heparina. El valor, pero, del
plateau final assolit a la cinctica d’agregacid és molt menor que quan el pD del medi esta

ajustat a 5.5 indicant, doncs, la formacié d’un menor nombre d’agregats rics en estructura f3.
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IV.2.5.- Morfologia dels agregats i fibres formades a la cinética d’agregacio del
peptid AP(1-28)

Els agregats peptidics i fibres amiloides obtinguts en els diferents experiments a baixa
concentracio de peptid van ser observats mitjangant microscopia electronica per estudiar-ne la
seva morfologia. A la Figura 46, es mostren les micrografies obtingudes a partir de les
mostres del temps final de les cinétiques d’agregacio realitzades per fluorescéncia de la ThT i
mostrades a la Figura 39.

El péptid AB(1-28) a pH 5.5 forma fibres amiloides en un temps d’incubacid
aproximat de 500 minuts i a 37°C, com ja s’intuia amb la cinética de tipus sigmoidal
observada i que caracteritza la formacido de fibres amiloides. Aquestes fibres no estan
ramificades 1 tenen un diametre aproximat d’uns 5 nm (Figura 46a). Pels mutants His13A 1
His14A, pels quals no hi ha un augment de la fluorescéncia de la ThT durant aquesta escala
temporal, no s’observa formaci6 de fibres. Pero en el cas del mutant His14A s’observen
formes oligomériques que precedeixen a la formacid d’agregats amiloides, que no sén
sensibles a la sonda ThT, ja que a la corresponent cinetica d’agregaci6 en presencia d’aquesta
sonda no es va observar un augment de la seva fluorescéncia (Figura 39a).

La preséncia d’heparina en el medi accelera la formacié de fibres per part del péptid
APB(1-28) 1 indueix la formacié d’agregats rics en estructura  per part del mutant His14A,
perd no produeix cap efecte d’agregacio en el mutant His13A, tal i com es va veure en la
Figura 39b. Aquests resultats queden corroborats amb les micrografies electroniques
mostrades als panells d, e i f de la Figura 46. En preséncia d’heparina el peptid AP(1-28)
forma fibres, de manera semblant a quan no hi ha heparina en el medi. Per altra banda, la
presencia del glicosaminoglica indueix la formacié d’agregats per part del mutant His14A 1,
en menor nombre, del mutant His13A. Els agregats del mutant His14A son rics en estructura
B agregada, ja que son detectables mitjangant la fluoresceéncia de la ThT, en canvi, els
agregats als quals dona lloc el mutant His13A no uneixen la sonda ThT i, per tant, la seva

estructura secundaria no ¢€s fulla B agregada (Figura 39b).
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Figura 46. Micrografies electroniques del péptid AP(1-28) i els seus mutants a pH S5.5.
Les mostres (a-f) corresponen al temps final de la cinética d’agregacio per fluorescéncia amb ThT mostrada a la
Figura 39 i van ser presses directament de la cubeta de fluorescéncia. La concentracio de péptid va ser 50 pM i la
temperatura 37°C.

Les mostres dels panells (g-i) corresponen a 1’estat final de les mostres estudiades per FTIR i mostrades a la
Figura 45. La concentraci6 de peéptid va ser 1.2 mM i la temperatura 37°C.

En abséncia d’heparina, (a) AB(1-28), (b) AB(1-28)H13A, (c) AB(1-28)H14A,

En preséncia d’heparina, (d,g) AB(1-28), (e,h) AB(1-28)H13A, (f,i)) AB(1-28)HI14A.

Finalment, els panells g, h, i de la Figura 46 mostren ’estat final de les mostres de
peéptid AP(1-28) 1 els seus dos mutants, en preseéncia d’heparina i a elevada concentracid
peptidica, estudiades per espectroscopia d’IR (Figura 40e,d,f). Tal i com posa de manifest el
canvi en I’estructura secundaria de cada fragment peptidic (des d’estructura o i desordenada a
estructura 3 agregada), després d’unes 20 hores d’incubacié a 37°C es formen fibres amiloides
sense ramificar i en major nombre que les mostres analogues estudiades a baixa concentraciod

peptidica.
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IV.2.6.- Morfologia dels agregats i fibres formades a la cinética d’agregacio del
peptid PrP(185-208)

La Figura 47 mostra les micrografies obtingudes sobre els experiments d’agregacio en
presencia 1 absencia d’heparina del peptid PrP(185-208) a pH 5.5. Les corresponents
cinetiques d’agregacio realitzades amb el peptid PrP(185-208) i el seu mutant His187A en
preseéncia de la sonda ThT no mostren augment en la seva fluorescéncia quan el medi no conté
heparina, indicant que no hi ha formacié de fibres amiloides en un periode d’uns 400 minuts
aproximadament. Aquest fet queda confirmat amb [’abseéncia d’agregats amorfs o fibres
amiloides en les micrografies mostrades als panells a i b de la Figura 47. En canvi, quan hi ha
heparina en el medi, tant el fragment prionic PrP(185-208) com el seu mutant His187A
formen fibres amiloides sense ramificar i amb una aparenga “entortolligada”, tal i com es veu

en els panells ¢ 1 d de la Figura 47.

200 nm
T ——

Figura 47. Micrografies electroniques del péptid PrP(185-208) i el seu mutant a pH S5.5.
Les mostres (a-d) corresponen a al temps final de la cinética d’agregacio per fluorescéncia amb ThT mostrada a
la Figura 43 i van ser presses directament de la cubeta de fluorescéncia. La concentracié de péptid va ser 50
pM i la temperatura 37°C.

En abséncia d’heparina, (a) PrP(185-208), (b) PrP(185-208)H187A,

En presencia d’heparina, (c) PrP(185-208), (d) PrP(185-208)H187A
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IV.2.6.- Viabilitat cel-lular

Es va estudiar el possible efecte citotoxic en cultius neuronals de mostres peptidiques
de diferents temps d’incubacio a baixa concentracio de péptid (50 uM), tant en preséncia com
en absencia d’heparina. Aixi doncs, a la Figura 48 es representa el % de cellules vives
després del tractament amb cadascuna de les mostres assajades del peptid AB(1-28) i els seus
dos mutants. La incubacid del peptid AB(1-28) no t€ un efecte citotoxic significatiu, ni quan
els agregats contenen heparina o no. L’estat d’agregaci6 de la mostra, és a dir, si el péptid és
monomeric, es troba en forma d’agregats amorfs o bé, forma part de les fibres amiloides
(temps 0, 75 1 400 minuts, respectivament) tampoc influeix en el % de cel-lules que
sobreviuen al tractament. Els mutants His13A i1 His14A tampoc presenten un efecte toxic
important, ja que per a totes les seves mostres assajades el % de superviveéncia després del

tractament supera el 90%.
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Figura 48. Viabilitat cel'lular en cultius neuronals SH-SYSY tractats amb el péptid AB(1-28).
Els diferents temps corresponen a diferents temps d’incubacid de cada péptid a 37°C per tal de simular els
diferents estadis d’agregacid assolits durant la cinética de formacié de fibres estudiada per fluorescéncia amb
ThT per al péptid AB(1-28) i els seus mutants (Figura 39). La concentracié de peéptid va ser 50 uM.
Control 1: cel-lules sense tractar; control 2: cel-lules tractades amb tampo Tris; control 3: cél-lules tractades amb
tampo Tris 1 heparina.
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En canvi, totes les mostres de PrP(185-208) estudiades provoquen aproximadament un
20% de mortalitat cel-lular (Figura 49). El mutant His187A tamb¢ té un efecte citotoxic, tot 1
que ¢és menor que el del fragment prionic wild type. L’efecte citotoxic que presenten les dues
seqiiéncies polipeptidiques €s independentment de la preseéncia o abséncia d’heparina i de
I’estat d’agregacioé que presenti la mostra, ja que per a totes les mostres s’observa un % de

superviveéncia molt similar.

abséncia d'heparina  preséncia d'heparina
E controls Prif{185-208) HIBTA PrP(185-208) HI87A
=
= 1004 .} 9‘[_][
S . pEE oo FEE
e ok
2
5 90
2
& 40
v
% 20
A2
Sy
= ﬂ T T I 17T 17T 1T 1T 1 T 1T T I T 1T 1T 1T 1 I T
NN SFF FEFF FFEF FFF
FESL .:.E::.F & i._;;:':“‘H-::u & Bﬁ“h:- & BQPQ- &
§&$ vE SEF v SES

Figura 49. Supervivéncia cellular en cultius neuronals SH-SYSY tractats amb el péptid PrP(187-208).
Els diferents temps corresponen a diferents temps d’incubacié de cada peptid a 37°C per tal de simular els
diferents estadis d’agregacid assolits durant la cinética de formacié de fibres estudiada per fluorescéncia amb
ThT per al peptid PrP(187-208) i el seu mutant (Figura 43). La concentracié de peptid va ser de 50 puM.
Control 1: cél-lules sense tractar; control 2: cél-lules tractades amb tampo Tris; control 3: cél-lules tractades amb
tampo Tris 1 heparina.
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1V.3.- L’estudi de la influéncia dels dendrimers en el procés d’agregacio
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Els resultats mostrats fins aqui posen de manifest una série de caracteristiques
comunes per als dos fragments peptidics estudiats com poden ser la formacidé d’agregats i
fibres amiloides rics en estructura B i la uni6 de la sonda fluorescent ThT. A més, els dos
péptids presenten una cinetica d’agregacio sigmoidal, la qual cosa indica que el procés de
formacié de les fibres segueix un mecanisme de polimeritzacié nucleada. El fet de que
ambdos peptids presentin mecanismes comuns d’agregacid €s important ja que pot permetre
el desenvolupament i el disseny de farmacs que puguin actuar en diferents punts del procés
d’agregaci6. En aquest sentit, es va plantejar avaluar 1’efecte dels dendrimers en la cinetica
d’agregaci6 del peptid AB(1-28) 1 el fragment prionic PrP(185-208), ja que a la literatura es
descriu la capacitat d’aquestes substancies per interferir en I’agregacié de la proteina prionica

1 d’infectar les cél-lules [60, 117-120].
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Figura 50. Estructura de la tercera generacié del dendrimer PAMAM.
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IV.3.1.- Efecte dels dendrimers de poliamidoamina (PAMAM) en I’agregacio dels
peéptids amiloidogénics AB(1-28) i PrP(185-208)

1V.3.1.1- Cinétiques d’agregacio en presencia dels dendrimers PAMAM i efecte de la seva
concentracio

Per tal de comprovar si la preséncia de dendrimers interfereix en el procés de formacio
de fibres, es va escollir la tercera generacid de dendrimers de tipus PAMAM, els qual tenen
32 grups amino a la seva superficie (Figura 50).

La Figura 51a mostra la variacié de fluorescencia de la ThT per al peptid AB(1-28) a
pH 5.5. Tal i com es va veure a ’apartat IV.2.1.- Cinetica d’agregacio a baixa concentracio
del peptid AP(1-28), aquest péptid presenta una cinética d’agregacid sigmoidal, caracteristica
d’un procés de polimeritzacido nucleada. En preséncia d’heparina, aquesta cinctica és més
rapida, escurcant la seva fase de nucleacid. Per altra banda, la preseéncia del dendrimer

PAMAM (5 uM) impedeix la formacio de fibres amiloides en aquesta escala de temps.
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Figura 51. Cinética d’agregacio a pH 5.5 del péptid AB(1-28) al llarg del temps. La concentracio final de
péptid va ser 50 pM i la temperatura de 37°C. La concentracié final de ThT va ser de 35 pM.
(a) Capacitat amiloidogénica del péptid AB(1-28): (-7-) en tampd Tris 10 mM, (-@-) en preséncia d’heparina,
(-0-) en preséncia de 5 uM de dendrimer.

(b) Efecte de la concentracio de dendrimer a la cinética d’agregacio del peptid AB(1-28) en preséncia d’heparina:
(-0-) 0.001uM, (-@-) 0 uM (control), (-¢-) 0.1 uM, (-A-) 1 uM, (-V-) 5 uM.
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Per tal de poder comprovar I’efecte de la concentracio dels dendrimers sobre el procés
d’agregacié dels peptids AP(1-28) i PrP(185-208), els experiments es van dur a terme en
preséncia d’heparina, ja que aquest ultim fragment peptidic només agrega en preseéncia
d’aquest GAG. Els resultats obtinguts es mostren a la Figura 51b. La variacio de la
fluorescencia observada revela que la cinctica d’agregacio esta accelerada a concentracions
baixes de dendrimer (0.001 uM), mentre que concentracions elevades de dendrimer en el
medi (0.1, 1 1 5 uM) tenen un efecte alentidor del procés. Per altra banda, la intensitat final en
el plateau assolit a la corba és gairebé la mateixa per a totes les concentracions de dendrimer
estudiades, la qual cosa indica que la concentracio de fibres formades al final del procés no és
afectada per la preséncia de dendrimers en el medi.

De la mateixa manera que es va fer amb el peptid AB(1-28), es va comprovar la
capacitat amiloidogenica del peptid PrP(185-208) en preséncia d’heparina (Figura 52a). Tal i
com es va veure a ’apartat /V.2.3.- Cinética d’agregacié a baixa concentracio del peptid
PrP(185-208), aquest péptid en aquesta escala de temps només agrega si hi ha heparina en el
medi. En aquestes condicions, doncs, es va estudiar 1’efecte del dendrimer en la cinética

d’agregacio6. Els resultats es mostren a la Figura 52b.

74 a # b
=
= 01 .o [ av*
— - "
£ 5- » [P
= ,'J . -
= | -
z 4 ‘
-+ r :_. v e
Z 3 # ldd s
5 / -
-E 2_ __.-"' ;.'_:'I, .-
7 . |*
= o
= - -
= [} suscma® o . ! 4|
0 50 100 150 0 100 200 300 400
Temps (min) Temps (min)

Figura 52. Cinética d’agregaci6é a pH 5.5 del péptid PrP(185-208) al llarg del temps. La concentracio final
de péptid va ser 50 uM i la temperatura de 37°C. La concentracié final de ThT va ser de 35 pM.
(a) Capacitat amiloidogénica del péptid PrP(185-208): (-7-) en tampd Tris 10 mM, (-@-) en preséncia
d’heparina.

(b) Efecte de la concentracié de dendrimer a la cinética d’agregacié del peptid PrP(185-208) en preséncia
d’heparina: (-[0-) 0.01uM, (-@-) 0 uM (control), (-A-) 0.15 uM, (-V-) 0.25 uM, (-0-) 1 uM.
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De la mateixa manera que passa amb el péptid AB(1-28), la concentracié baixa de
dendrimer (0.01 uM) accelera la cinética d’agregacid mentre que les concentracions més
elevades de dendrimer (0.15, 0.25 1 1 uM) tenen un efecte alentidor del procés. En aquest cas,
pero, la preséncia del dendrimer en el medi afecta a la concentraci6 final de fibres formades,
ja que a mida que augmenta la concentracié de dendrimer en el medi, disminueix el valor de

la intensitat en el plateau assolit al final de cada cinética d’agregacio.

1V.3.1.2- Ajustament matematic de les cinétiques d’agregacio realitzades en preséncia dels

dendrimers PAMAM

Per tal d’analitzar les dades cinetiques en termes d’un mecanisme de polimeritzacid
depenent de nucleacio, es va fer servir un model matematic descrit per R. Sabaté et al. [172].
Aquest model considera la formacié de fibres amiloides com un procés autocatalitic amb una
etapa de nucleacido seguida d’una segona etapa d’elongacidé, amb les seves respectives

constants cinetiques, k&, 1 k, (Figura 53).
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Figura 53. Esquema del model autocatalitic proposat per R. Sabaté et el. [172] per al procés d’agregacié
del péptid AB. El model considera dues etapes: la nucleaci6 i 1’elongacio, cadascuna amb les seves respectives
constants cinétiques. M indica péptid monomeéric i P, indica peptid poliméric. Modificat de [172].

Els punts experimentals representats a les cinétiques d’agregacio de les Figura 51b i
Figura 52b es van ajustar a aquest model seguint la segiient equacio:
f= (p{exp[(l + pkt]-1)/(1+ pexp[(1+ p)kt] (equacio 6)
on f'és la fracci¢ fibril-lar, k = k. a, essent a la concentraci¢ inicial de peéptid, i p = k,/ k.
Per fer aquest ajustament matematic, els punts experimentals de fluorescéncia van ser

transformades en fraccio fibril-lar, considerant /=0 quant =01 f= 1 en el plateau de cada

corba sigmoidal.
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A la Figura 54 es mostra I’ajustament matematic fet amb els punts experimentals de la
cinética d’agregaci6 del peptid AP(1-28) en preséncia d’heparina. Es va fer aquest mateix
ajustament amb les cinétiques d’agregacid estudiades a diferents concentracid de dendrimer.

Les constants cinétiques que es deriven d’aquest ajustament es mostren a la Taula 9.
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Figura 54. Analisi cinétic del procés d’agregacio del peéptid AP(1-28) en preséncia d’heparina.
La linia continua correspon a 1’ajustament matematic amb I’equacio 6, dels punts experimentals de la variaci6 de
fluorescéncia de la ThT al llarg del temps per al péptid AB(1-28) a 50 uM i heparina 0.0416 mg/ml, a pH 5.5
(Figura 51a). Els punts experimentals de la variacio de fluorescéncia van ser transformats en fraccio fibril-lar.

Taula 9. Constants de nucleacié i elongacié calculades amb I’ajustament matematic dels punts
experimentals mostrats a les Figura 51b i Figura 52b.

Dendrimer (uM) k, (s k, (L mol* s
0 5.7-10° 222
0.001 2.510° 222
0.01 1.1-10° 22.6
PrP(185-211) 0.05 1-107 23.4
0.15 5.3:10° 17.2
0.25 5.4-10° 11
1 5.2:10° 5.6
0 2.1-10‘§ 97
0.001 2.2:10° 98
ABU-28) 0.01 7.3-10710 80
1 6.5:107"° 70

Els parametres p1i k, derivats de I'equacié f = (p{exp [(1 + p et |- 1)/(1 + p exp [(1 + p ke | es van utilitzar
per calcular les constants cinétiques de tal manera que k,=p k 1 k.= k/a (a = concentracié inicial de péptid).
Les unitats de les constants es mostren segons R. Sabaté et al. [172].
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D’acord amb aquesta taula, les concentracions baixes de dendrimer afecten a la
constant de nucleacio. Aquest efecte €s clarament significatiu per al péptid AB(1-28): la
presencia del dendrimer a 0.001 uM augmenta la constant de nucleacié en dos ordres de
magnitud. En el cas del péptid PrP(185-208), tot i que I’efecte sobre la k, és menor, la
concentracio de 0.001 puM de dendrimer augmenta la k, 4 vegades. Per altra banda,
concentracions per sobre de 0.1 uM de dendrimer fan disminuir la constant d’elongacio, k..

Aquest efecte és major per al fragment prionic que per al fragment derivat del peptid AP.

IV.3.2.- Efecte dels dendrimers PAMAM en [’agregaciéo dels péptids
amiloidogénics AB(1-28) i PrP(185-208), segons la generacié de dendrimer

Com ja s’ha comentat anteriorment, els dendrimers han estat identificats com a
possibles agents anti-prions [60, 117, 119, 120]. En aquest sentit, es va voler estudiar com
I’estructura 1 el tamany del dendrimer poden afectar al procés d’agregaciod dels dos péptids
amiloidogenics d’aquest treball. Els dendrimers es sintetitzen de manera ciclica des d’un nucli
o cor central que és rodejat per capes ramificades. Cadascuna d’aquestes capes s’anomena
generacio, de manera que a mesura que augmenta el nimero de generacions, augmenta també
el tamany del dendrimer i el nimero de grups carregats a la seva superficie.

En aquest treball es va estudiar 1’efecte de les generacions 37, 4* i 5* dels dendrimers
de tipus PAMAM (Taula 6) en les cinctiques d’agregacié dels peptids AP(1-28) i
PrP(185-208), realitzades per fluorescéncia amb la sonda ThT. La Figura 55 mostra les
cinétiques d’agregacio, estudiades en preséncia de la sonda fluorescent ThT, dels péptids
APB(1-28) 1 PrP(185-208) i de concentracions creixents de les tres generacions de dendrimers.
Aquestes corbes van ser ajustades al model autocatalitic proposat per R. Sabaté et al. [172] i
explicat a 1’apartat anterior. Les constants cinetiques que es deriven d’aquest ajustament

matematic es presenten a la Taula 10.

104



Resultats

AB(1-28) PrP(185-208)
. a 200 a

e i ™ L ] -
: e ;2
4 o 3 N
=g o7 = a0088
g . =
= . S
T 9 " 00000 =
T ] = o el g 1-
= of o o = /
:é .-'-. {"o L - ":‘ {sj
I'.j 1 1 i o"{} A A “ =
o e OF oA ] z'g A Ayl
'E oy _J_.- A E ’5./5 il ,_-" Ay
g -1 Ry = P o A
= 0 %es®id Z 0 messen®l

= s 2

= 44 = i }
— —- - B ool
E = A0 J.H . T._:A_ -0
[= = i ,- 5

S 7 5 d MK

= = J

= : = L

-] =] #

E = E 3 L] _;lh

T T :' '-" Fat

Z 1 @ P i 4

] = =i

E = H g P
0 = 0] sessdslicococoooe

2

¥,
14 ir.*'
i i
{77
=

Ze O
0 PEHBL00000000000Y

o.

Oo® O
Om , &

0 ;iiﬁiﬁﬁaﬁ¢¢¢¢¢¢¢¢g¢ﬁ

Fluorescéncia a 490 nm (u.a.)
- )
LN,
h
=4
Fluorescencia a 490 nm (u.a. )
]

- T T LT —

0 20 40 60 80 100 0 30 60 90 120 150
Temps (min) Temps (min)

Figura 55. Cinética d’agregaci6 en preséncia de dendrimers de tipus PAMAM-G3 (a), PAMAM-G4 (b),
PAMAM-GS (c). La concentraci6 final de péptid va ser 50 uM i la temperatura de 37°C. La concentraci6 final
de ThT va ser de 35 uM. (-@-) 0 uM (control), (-C1-) 0.01pM, (-A-) 0.1 uM, (-¢-) 1 pM.

105



Resultats

Taula 10. Constants de nucleaciéo i elongaciéo calculades amb I’ajustament matematic dels punts
experimentals mostrats a la Figura 55.

Generacio Dendrimer (uM) k, (s k, (L mol s

0 1.6:10°° 26.2
0.01 1.410°° 25.1
G3 0.1 8.6:107 27.8

1 - -
0.01 3.3:10° 31.2

Prp(185-208

rp( ) G4 0.1 1.2:10° 22.8

1 - -
0.01 3.3:10° 25.9
G5 0.1 1.0-10°¢ 22.5

1 - -
0 3.9-10° 23.3
0.01 5.6'10° 20.7
G3 0.1 1.3-10° 24.9
1 1.7-10° 29.9
0.01 1.0-10™ 18.6

AB(1-28

p(1-28) G4 0.1 2.1-10™ 20.8

1 - -
0.01 7.8:107 23.8
G5 0.1 5.9:10° 22.5

1 - -

Els parametres p1i k, derivats de I'equacié 1 = (p{exp [(1 + p et |- 1)/(1 + pexp [(1 + p )kt ] s van utilitzar
per calcular les constants cinétiques de tal manera que k,=p k 1 k.= k/a (a = concentraci6 inicial de péptid).
Les unitats de les constants es mostren segons R. Sabaté et al. [172].

En el cas del péptid AP(1-28) la preséncia dels dendrimers PAMAM gairebé no afecta
a la constant de nucleacid, k,, i, per tant, no fa variar significativament la durada d’aquesta.
La concentracio baixa de dendrimer (0.01 M) gairebé no afecta a la velocitat d’agregacio, ja
que el pendent de la part exponencial de la corba és practicament igual que el del control en
absencia de dendrimer. Per altra banda, la preséncia de PAMAM-G3 disminueix la constant
d’elongacid, k., quan és present en el medi a concentracié 0.1 uM o 1 puM i redueix
significativament la quantitat final de fibres formades (Figura 55a). Per aquestes mateixes
concentracions de dendrimer, ’efecte de PAMAM-G4 1 PAMAM-GS en la fase d’elongacio
¢s molt més evident que en el cas del dendrimer PAMAM-G3, tot i que la concentracid
d’l M de PAMAM-G4 i de PAMAM-GS5 inhibeix completament la formacié de fibres
amiloides durant I’interval de temps estudiat (Figura 55b,c). A mida que disminueix la
generacid del dendrimer, major és la influéncia d’aquest en la k. i, per tant, en la fase
d’elongacié de la cinética d’agregacié del peptid AP(1-28). Aquest efecte, pero, €s menys
pronunciat per a generacions majors (G4 i G5). En general, per a les tres generacions
estudiades, hi ha una disminucio en la quantitat final de fibres formades a mida que augmenta

la concentracié de dendrimer en el medi.
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En el cas del fragment prionic PrP(185-208) la fase de nucleacio dura gairebé el doble
que en el cas del peptid AB(1-28). La concentraci6é de 0.01 uM i de 0.1 uM de PAMAM-G3
no té cap efecte sobre la velocitat d’agregacid del péptid ni sobre la quantitat de fibres
formades al final del temps mesurat. Quan el medi cont¢ 0.01 uM de PAMAM-G4 o
PAMAM-GS, la k, disminueix i el procés d’agregacid sembla estar accelerat respecte el
control, tot i que la variacié en el pendent de la corba és petit. Per altra banda, la concentracio
de 0.1 uM de PAMAM-G4 o PAMAM-GS alenteix el procés. En general i per a les tres
generacions estudiades, quan la concentraci6 de PAMAM ¢és d’1 uM, I’agregacié del peptid
Prp(185-208) esta totalment inhibida durant 1’interval de temps estudiat (Figura 55).

Per tal de completar els resultats dels experiments de fluorescéncia amb la sonda ThT,
es va analitzar la morfologia de les mostres al final de la cinética per microscopia electronica.
La Figura 56 mostra les tipiques fibres amiloides sense ramificar observades en la mostra
control del fragment prionic PrP(185-208). En preséncia de PAMAM-G3 les fibres no tenen
una forma tan recta com el control, sind que sén més amorfes, i a més, s’organitzen en grups.

En preseéncia de PAMAM-GS s’observa una menor quantitat de fibres.

Figura 56. Micrografies electroniques del péptid PrP(185-208). Les mostres corresponen al temps final de la
cinética d’agregacio per fluorescéncia amb ThT mostrada a Figura 55 i van ser presses directament de la cubeta
de fluorescencia. La concentracio de peptid va ser 50 pM i la temperatura 37°C.

(a) absencia de dendrimer (control), (b) 1uM de PAMAM-G3, (¢) 1uM de PAMAM-GS.
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Finalment, es va avaluar la possible capacitat dels dendrimers per desagregar les fibres
amiloides formades durant la cinética. Es van afegir concentracions creixents de dendrimers a
les mostres agregades i es va mesurar el canvi de fluorescéncia després de cada addicio.
Els resultats es mostren a la Figura 57. Els tres tipus de dendrimers estudiats (G3, G4 1 G5)
son capagos de disminuir la fluorescéncia a 490 nm, la qual cosa indica una desagregacio de
les fibres i1 agregats amiloides. A mida que augmenta la generacio del dendrimer, menor és la
concentracid necessaria del dendrimer per tal d’aconseguir la desagregacido de les fibres.
La concentracié que correspon a una disminucié del 50% de la fluorescéncia i, per tant, de la
quantitat de fibres amiloides (Csp) és de 0.2, 0.5 1 1.1 uM de PAMAM-G5, PAMAM-G4 i
PAMAM-G3, respectivament.
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Figura 57. Canvi de fluorescéncia de la ThT durant el procés de desagregacié del péptid PrP(185-208) en
preséncia de dendrimers. Es van afegir concentracions creixents de dendrimer directament a la cubeta de
fluorescéncia de mostres que havien arribat al plateau de la seva corba d’agregacié i es va mesurar la
fluorescéncia després de cada addicié. (-[1-) G3, (-O-) G4, (-A-) G5.

IV.3.3.- Influéncia dels P-dendrimers en I’agregacio del peptid PrP(185-208)

Els dendrimers que contenen fosfor (P-dendrimers, Figura 58) inhibeixen la formacio
de PrP° en cultius cellulars, eliminen la PrP*C preexistent en cél-lules infectades per prions, i
la seva preséncia en el medi fa que les cel-lules perdin la seva infectivitat [120]. De fet, aquest

tipus de dendrimer ha estat el primer que s’ha estudiat en models animals.
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Figura 58. Estructura quimica del P-dendrimer. Els P-dendrimers es caracteritzen per la preséncia d’enllagos
amb aminotiofosfats en la seva estructura i per tenir una superficie rica en amines terciaries protonades [173].

Continuant amb 1’estudi de les propietats antiprioniques dels dendrimers, en el present
treball es va plantejar estudiar el procés d’agregacio del peptid PrP(185-208) en preséncia de
la quarta generacid6 de P-dendrimer. Aixi doncs, a la Figura 59 es mostra la cinética
d’agregaci6 d’aquest peptid prionic en presencia d’heparina i diferents concentracions de
P-dendrimer. La cinética va ser estudiada mitjancant la variacio de la fluorescéncia de la

sonda ThT al llarg del temps.
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Figura 59. Cinética d’agregacié del péptid prionic PrP(185-208) en preséncia de P-dendrimer.
La concentraci6 final de péptid va ser 50 uM i la temperatura de 37°C. La concentraci6 final de ThT va ser de
35 uM. (-@-) 0 uM (control), (-CJ-) 1uM, (-A-) 0.1 uM, (-¢-) 0.01 uM.

Tal i com es va veure en experiments anteriorment mostrats (apartat /V.2.3.- Cinetica
d’agregacio a baixa concentracio del peéptid PrP(185-208)), el fragment prionic PrP(185-
208) presenta una cinética de formacio de fibres amiloides de tipus sigmoidal, que pot ser
interpretada com un procés de polimeritzacido nucleada. La preséncia de P-dendrimer en el
medi origina una disminuci6 en la quantitat final de fibres formades, ja que el plateau assolit

al final de la corba presenta una menor intensitat respecte al control. La concentracio d’1 uM
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de dendrimer és la que més eficagment redueix a la meitat la quantitat final de fibres
formades, €s a dir, quan la relacié dendrimer/peptid és de 0.02. Quan aquesta relacio és 10
vegades major o 10 vegades menor, la quantitat final de fibres formades també es redueix

considerablement, perd a una velocitat més lenta.

Aquests resultats sobre les cinétiques de formacid de fibres es van analitzar en termes
del model de polimeritzacié nucleada explicat anteriorment a 1’apartat IV.3.1.2- Ajustament
matematic de les cinetiques d’agregacio realitzades en presencia dels dendrimers PAMAM.
A partir de I’ajustament matematic de les dades experimentals mostrades a la Figura 59 es van
deduir les constants cinetiques &, i k., corresponents als processos de nucleaci6 i elongacio

respectivament. Aquestes constants estan resumides a la Taula 11.

Taula 11. Constants de nucleacié i elongacié calculades amb I’ajustament matematic dels punts
experimentals mostrats a la Figura 59.

Dendrimer (uM) k, (s k, (L mol* s
0 (control) 95-10° 8.8
0.01 35-10° 8.8
0.1 19-10°¢ 6.6
1 3.0-10° 6.4

Els parametres p1i k, derivats de I’equaci6 1 = (p {exp [(1 + p )kt ]_ 1)/(1+ pexp [(1 +p )kt] es van utilitzar

per calcular les constants cinétiques de tal manera que k,=p k 1 k.= k/a (a = concentraci6 inicial de peptid).
Les unitats de les constants es mostren segons R. Sabaté et al. [172].

L’addici6 de P-dendrimer al medi provoca una disminucié en les constants de
nucleacio i d’elongacid. Aquest efecte, pero, €s major en el procés de nucleacid, aconseguint
la maxima disminuci6 quan la relacié6 dendrimer/peéptid és de 0.02, és a dir, que quan la
concentracio de dendrimer és 0.1 uM la constant de nucleaci6 disminueix 5 vegades respecte
el control. Per altra banda, la disminucié en la constant d’elongaci6 depenent de la

concentracid de dendrimer en el medi.

Per estudiar els canvis estructurals del fragment prionic PrP(185-208) induits per la
presencia de P-dendrimer en el medi es van adquirir espectres d’IR al llarg del temps i en
preséncia d’heparina. Per a cada concentracié de P-dendrimer estudiada (2 i 20 pM) es va
mantenir la mateixa relacid dendrimer/peéptid que en els experiments realitzats per
fluorescencia de la sonda ThT (Figura 59) i es va seguir el procés d’agregacidé en aquestes
condicions a través de la relaci6 d’absorbancies de les bandes a 1613 cm™ (estructura B

agregada) i a 1648 cm™ (mescla d’estructures desordenada i o-hélix). La seqiiéncia
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d’espectres d’IR per a cada concentracid de P-dendrimer es mostra a la Figura 60. Tal i com
es pot observar, aquestes dues bandes son presents tant en abséncia com en presencia de
P-dendrimer, amb la diferéncia que la banda caracteristica a estructures § agregades augmenta
a diferent velocitat, depenent de la concentraci6 de dendrimer present.
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Figura 60. Canvis en P’estructura secundaria del péptid PrP en tamp6 Hepes/D,O 10 mM i heparina
1mg/ml al llarg del temps, mesurats per FTIR. Es van adquirir espectres seqiiencials cada minut i durant un
temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en 1’estructura secundaria.
A tots els espectres es va restar la contribucié del tamp6. La temperatura va ser 37°C. La concentracié final va
ser 1.2 mM. Les fletxes indiquen regions de I’espectre on la intensitat augmenta (1) o disminueix (|).

(a) 0 uM de dendrimer (control), (b) 20 uM de dendrimer (relacié dendrimer/peptid 0.02),

(¢) 2 uM de dendrimer (relacié dendrimer/péptid 0.002).
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Aquest fet queda palés a la Figura 61, on es mostra la representacié grafica de la
relacié d’intensitats a 1613 cm™ 1 1648 cm™ obtingudes a partir de I’adquisicié d’espectres de
FTIR per al peptid PrP(185-208) en funcio del temps. D’aquesta figura es despren el fet de
que per espectroscopia d’IR no ha estat possible mesurar una fase de nucleacio, a diferéncia
dels experiments realitzats per fluorescéncia, on la concentracid de péptid és molt menor
(50 uM). Tot 1 aixi, s’observa que quan la relacié dendrimer/péptid és de 0.002, el procés
d’agregaci6 s’alenteix notablement. Per altra banda, una relacié dendrimer/péptid 10 vegades
major (relaci6 dendrimer/peptid 0.02) 1’accelera, tot i que el plateau assolit t¢é menor
intensitat, indicant la formacié d’una menor quantitat de fibres i agregats amiloides, en
comparacio al control en abséncia de P-dendrimer. Aquests resultats estan en concordancia

amb els obtinguts per espectroscopia de fluorescencia.

A1613/A1648

T T T T J T

Temps (min)
Figura 61. Representacié de la relacié6 d’intensitats a 1613 cm™ i 1648 cm™ obtingudes a partir de
P’adquisicié d’espectres de FTIR per al péptid PrP(185-208) en funcié del temps.

(-®@-) 0 uM de dendrimer (control), (-O-) 20 pM de dendrimer (relacié6 dendrimer/péptid 0.02),
(-00-) 2 uM de dendrimer (relacié dendrimer/péptid 0.002).
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Finalment, la morfologia dels agregats i fibres formades al final de les cinétiques
d’agregaci6 estudiades per fluoresceéncia de la sonda ThT es va analitzar per microscopia
electronica de transmissio. Com es pot comprovar a la Figura 62 en tots els casos s’observen
les tipiques fibres amiloides sense ramificar, la qual cosa significa que la preséncia de
P-dendrimer en el medi no afecta a la morfologia de les fibres formades, sind que només
afecta a la quantitat final formada. Les micrografies electroniques no revelen preséncia

d’altres tipus d’agregats proteics, com per exemple agregats amorfs.

Figura 62. Micrografies electroniques del peptid PrP(185-208). Les mostres corresponen al temps final de la
cinética d’agregacio per fluorescéncia amb ThT mostrada a la Figura 59 i van ser presses directament de la
cubeta de fluoresceéncia. La concentracié de peptid va ser 50 uM i la temperatura 37°C.

(a) abseéncia de dendrimer (control), (b) 0.01 uM de dendrimer.
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1V.4.- L’estudi de la influéncia de la composicio lipidica de membranes model

en el procés d’agregacio
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Com ja es va comentar a la Introduccid, a la literatura cientifica hom pot trobar treballs
en que s’il-lustra el fet que les membranes biologiques afecten la cinética d’agregacid de les
proteines i peptids amiloidogénics, depenent de la seva composici6 lipidica [174, 175] i de la
seva carrega eléctrica neta [135]. Per altra banda, també¢ hi ha evidéncies de qué els processos
de formacio de fibres es localitzen en els microdominis especifics de membrana, rics en
esfingolipids 1 colesterol, coneguts amb el nom de rafts lipidics, de tal manera que aquests
elements en poden resultar moduladors de ’agregacié [133].

En aquest sentit 1’elucidaci6 de la relacio existent entre els mecanismes d’agregacio i
diposit de les proteines i peptids amiloidogenics en els dominis lipidics de les membranes
cel-lulars 1 el possible efecte inductiu d’aquestes interaccions pot donar noves pistes sobre els
mecanismes que desencadenen les patologies. Aixi doncs, en el present treball s’ha estudiat la
cinética d’agregacio6 del peptid AP(1-28) i del fragment prionic PrP(185-208) en preséncia de
membranes model de diferent composicio lipidica i de diferent carrega electrica.

Per altra banda, i com ja s’ha comentat anteriorment, R. Mahfoud et al [101] proposen
un motiu d’unié a esfingolipids, comu al péptid AP i la proteina prionica humana PrP i que
conté residus de Tyr i/o Phe, els quals participen en la uni6 als anells de sucre de carbohidrats
complexes. A més, aquests residus poden ser essencials per al reconeixement de la
galactosilceramida. En el present treball es van fer servir seqliencies mutades en aquestes
posicions per tal d’estudiar el seu efecte en les cinétiques d’agregacid en preséncia de

membranes model.
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IV.4.1.- Efecte dels lipids sense carrega neta en la cinética d’agregacio del peptid

AB(1-28)

1V.4.1.1.- Cinética d’agregacio del peptid AB(1-28) a baixa concentracio peptidica

Seguint el mateix procediment que a ’apartat //1.2.2.2.- Cinetiques d’agregacio amb
Tioflavina T (ThT), es va estudiar la cinctica d’agregacio del peptid AP(1-28) mitjancant
I’augment de fluorescéncia d’aquesta sonda al llarg del temps, a baixa concentracié de peptid
(és a dir, 50 uM) 1 en preséncia 1 abséncia de membranes model (liposomes) de diferent
composicid lipidica. La concentracié de liposomes estudiada va ser 300 uM, de tal manera

que la relacio péptid/lipid va ser 0.16.
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Figura 63. Cinética d’agregaci6 del péptid AP(1-28) en preséncia de membranes model.
La concentraci6 final de péptid va ser 50 uM i la concentraci6 final de ThT va ser de 35 pM. La temperatura va
ser de 37°C. La concentracio final de liposomes va ser de 300 uM i la seva composicid exacta s’especifica a la
Taula 7. AP(1-28) wild type a pH 5.5 (a) i pH 7.5 (b), AP(1-28)Y10A a pH 55 (c) i pH 7.5 (d).
(-@-) control (abséncia de liposomes), (--) extracte de cervell, (-O-) PC, (-<l-) PCChol,
(-P>-) PCGalCer, (-0-) PCSM, (-A-) PCCholSMGalCer, (-V-) PCGalCerSM.
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Tenint constancia de que els rafts lipidics semblen tenir un paper modulador dels
processos de formacio6 de fibres, es van preparar membranes model amb fosfatidilcolina (PC)
com a fosfolipid base i amb diferents elements dels rafts lipidics, com 1’esfingomielina (SM),
la galactosilceramida (GalCer) i el colesterol (Chol). També es van preparar liposomes amb
extracte lipidic de cervell. La composici6 exacta d’aquests liposomes es detalla a la Taula 7.
A la Figura 63 es mostra la cinetica d’agregacio del peptid AP(1-28) en presencia dels
diferents tipus de liposomes.

A pH 5.5 (Figura 63a) i durant I’interval de temps estudiat, la cinética d’agregacio del
peptid es veu accelerada en preséncia de liposomes d’extracte lipidic de cervell i de liposomes
PC:GalCer:SM (2:1:1) v:v 1 PC:Chol:SM:GalCer (2:1:0.5:0.5) v:v, que simulen un raft
lipidic, 1 a més, la quantitat final de fibres formades és major que en el control. Per altra
banda, la preséncia de només PC, SM o GalCer no afecten ni a la velocitat d’agregacio ni a la
quantitat de fibres formades, ja que el plateau assolit t¢ la mateixa intensitat que el control.
La preséncia de Chol sol disminueix la quantitat de fibres formades. Quan el medi t¢ pH 7.5
(Figura 63b) gairebé no s’observen canvis en la fluorescéncia de la sonda ThT durant el temps
estudiat. Finalment, la substituci6 del residu de Tyr10 per Ala provoca un alentiment de la
cinética d’agregacio en totes les condicions estudiades, independentment del pH del medi, tal
i com posa de manifest la Figura 63c,d, on la intensitat de fluorescéncia de la ThT

practicament no varia durant el temps estudiat.

1V.4.1.2.- Morfologia dels agregats i fibres formades pel péptid AB(1-28) en presencia de

membranes model

Tal i com es va procedir en els capitols anteriors, es van guardar aliquotes de les
mostres estudiades per fluorescéncia, per a la seva posterior observacié mitjancant
microscopia electronica de transmissio 1 estudi de la morfologia dels agregats i1 fibres
formades en preséncia de membranes model. A la Figura 64 es mostren les micrografies
adquirides, procedents de mostres de peptid AP(1-28) agregades (final de la cinética) en
presencia de liposomes d’extracte de cervell. Com es va veure en les corresponents cinetiques
d’agregacié de la Figura 63, en preséncia de membranes model la seqiiencia wild type del
peptid AB(1-28) forma fibres amiloides en un temps d’incubacié aproximat de 400 minuts. En
tots els casos estudiats, és a dir, per als diferents tipus de liposomes, la morfologia de les
fibres és ben similar a la mostrada a la Figura 64. Quan el pH del medi és 7.5 Gnicament

s’observen especies oligomeriques (Figura 64b). La mutacid Y10A del peptid AB(1-28)
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alenteix el procés de formaci6 de fibres, de tal manera que durant I’interval de temps estudiat
només s’observen agretats no fibril-lars (Figura 64c,d) semblants als que forma la seqiiéncia

wild type a pH 7.5.

200 nm

Figura 64. Micrografies electroniques del péptid AB(1-28) i el seu mutant AB(1-28)Y10A en preséncia de
membranes model d’extracte de cervell. Les mostres corresponen al temps final de la cinética d’agregacié per
fluorescéncia amb ThT mostrada a la Figura 63, i van ser presses directament de la cubeta de fluorescéncia.
La concentraci6 de péptid va ser 50 uM i la de liposomes de 10 mM. La temperatura va ser de 37°C. AB(1-28) a
pH 5.5 (a) ipH 7.5 (b). AB(1-28)Y10A apH 5.5 (¢) i pH 7.5 (d)

1V.4.1.3.- Canvis estructurals en el péptid AB(1-28) induits per la preséncia de lipid

Mitjangant espectroscopia d’IR es van estudiar els canvis estructurals induits per la
preseéncia dels diferents elements que formen part dels rafts lipidics, com Chol, SM 1 GalCer.
També es van estudiar els canvis induits en preséncia de membranes model preparades a
partir d’extracte de cervell. Aixi doncs, es van adquirir espectres d’IR al llarg del temps fins
que ja no es van observar canvis significatius en la estructura secundaria del peptid AP(1-28).
La concentracié de péptid va ser 1.2 mM 1 es va mantenir la mateixa relacié péptid/lipid que

en els experiments a baixa concentracio de peptid.
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A la Figura 65 es mostren aquests canvis estructurals. A pD 5.5 s’observa un augment
gradual de la banda a 1615 cm™, corresponent a ’estructura B-agregada, i simultani a la
desaparicié de la banda a 1646 cm™, corresponent a una mescla d’estructures desordenada i
a-hélix, tant en el control (en abséncia de liposomes) com en les diferents composicions
lipidiques de membranes model estudiades, la qual cosa indica un procés de formacid
d’agregats. En canvi, quan el pD del medi és 7.5, només s’observa aquest canvi estructural
quan el peptid és incubat en preséncia de membranes que contenen Chol o SM.

Els canvis estructurals induits per la preséncia de lipid en el medi també van ser
estudiats en el cas del peptid AP(1-28)Y10A. Els espectres d’IR obtinguts es mostren a la
Figura 66. A pD 7.5, el peptid AP(1-28)Y 10A no experimenta canvis estructurals significatius
ja que la banda corresponent a estructures desordenada i hélix a (1648 cm™) no varia la seva
intensitat durant el temps estudiat. Per altra banda, a pD 5.5 el péptid experimenta un procés

d’agregaci6 tant en abseéncia com en preséncia dels diferents tipus de liposomes estudiats.
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Figura 65. Canvis en D’estructura secundaria del péptid péptid AB(1-28) al llarg del temps, mesurats per
FTIR, en preséncia de membranes model de diferent composicié lipidica. Es van adquirir espectres
seqiiencials cada minut i durant un temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis
significatius en I’estructura secundaria. A tots els espectres es va restar la contribuci6 del tampd. La temperatura
va ser 37°C. Les concentracions finals de péptid i de lipid van ser 1.2 mM i 10 mM, respectivament. Les fletxes
indiquen regions de 1’espectre on la intensitat augmenta (1) o disminueix (). La composicio exacta de cada tipus
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Figura 66. Canvis en ’estructura secundaria del péptid péptid AB(1-28)Y10A al llarg del temps, mesurats
per FTIR, en preséncia de membranes model de diferent composicié lipidica. Es van adquirir espectres
seqiiencials cada minut i durant un temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis
significatius en I’estructura secundaria. A tots els espectres es va restar la contribuci6 del tampd. La temperatura
va ser 37°C. Les concentracions finals de péptid i de lipid van ser 1.2 mM i 10 mM, respectivament. Les fletxes
indiquen regions de 1’espectre on la intensitat augmenta (1) o disminueix (|). La composicio exacta de cada tipus
de liposoma es detalla a la Taula 7.
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Finalment, per tal de comparar les cinétiques d’agregacidé obtingudes per al péptid
APB(1-28) 1 el seu mutant, a elevada concentraci6 peptidica i en preseéncia dels diferents tipus
de liposomes, es va representar graficament la relacié d’absorbancies a 1615 i 1646 cm™ en

funci6 del temps. Els resultats obtinguts es detallen a la Figura 67.
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Figura 67. Representacié de la relacié d’intensitats a 1615 cm™ i 1646 cm™ obtingudes a partir de
P’adquisicié6 d’espectres de FTIR per al peéptid AB(1-28) en preséncia de membranes model.
La composicio exacta de cada tipus de liposoma es detalla a la Taula 7.

AB(1-28) wild type a pH 55 (a) i pH 7.5 (b), AP(1-28)YIOA a pH 55 (¢) i pH 7.5 (d).
(-@-) control (abséncia de liposomes), (-[-) extracte de cervell, (-O-) PC, (-<]-) PCChol, (->>-) PCGalCer,
(-0-) PCSM.

En general, totes les cinetiques del peptid AB(1-28) a pD 5.5 (Figura 67a) tenen un
pendent similar i, per tant, la mateixa velocitat d’agregacio. La intensitat del plateau assolit té
un valor similar en cadascuna de les corbes, indicant la formaci6 d’una quantitat final de
fibres aproximadament igual en tots els casos. Tot i aixi, la preséncia de liposomes amb Chol
fa disminuir la quantitat final de fibres formades, tal i com succeeix en la cinética a baixa

concentracio peptidica (Figura 63a). Per altra banda, a pD 7.5 (Figura 63b) la cinética
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d’agregacié només es manté si el péptid €s incubat en preséncia de membranes model amb
SM o Chol, mentre que la resta de liposomes no indueixen la formaci6 d’agregats.

Respecte la seqiiencia mutada en la posicié Y10, I’agregacié només té lloc a pD 5.5
(Figura 63c,d). Tant en el control com en preséncia dels diferents tipus de liposomes, la
velocitat d’agregacid i la quantitat final de fibres formades és ben similar, excepte quan el
medi conté liposomes amb Chol (Figura 63c), en que la velocitat és menor i es forma una
menor quantitat de fibres i/0 agregats rics en estructura B, tal i com succeeix amb la seqiiencia

no mutada (Figura 63a).

IV.4.2.- Efecte de la composicio lipidica sense carrega neta en la cinética
d’agregacio del péptid PrP(185-208)

Tal i com es va fer amb el peptid AP(1-28), es va estudiar la cinética d’agregacié del
peptid PrP(185-208) en preséncia de membranes model, tant a baixa concentraci6 peptidica i
mitjangant el seguiment de I’augment de fluorescéncia de la sonda ThT al llarg del temps,
com a elevada concentracio peptidica 1 mitjangant I’adquisicio seqiiencial d’espectres d’IR.
De manera analoga, també es va analitzar I’efecte de la mutaci6 Phe198Ala, considerat un

residu especific i essencial per a la uni6 del lipid [101].

1V.4.2.1.- Cinética d’agregacio del péptid PrP(185-208) a baixa concentracio peptidica

La Figura 68 mostra el seguiment de la fluorescéncia de la sonda ThT al llarg del
temps per al fragment prionic PrP(185-208) i per al seu mutant PrP(185-208)F198A.
En general, el peptid PrP(185-208) ¢és incapag¢ de formar fibres tant en abséncia com en
presencia de membranes model de diferent composicid lipidica, independentment del pH del
medi, durant el temps total estudiat. La mutacié F198A tampoc té cap mena d’efecte inductor
de I’agregaci6 en aquesta escala de temps.

Cal remarcar, perd que aquests experiments es van realitzar amb una concentracid
lipidica de 300 uM, de tal manera que la relacido molar lipid:péptid va ser d’1:6, de manera
que es podia pensar que 1’abséncia d’agregacio per part d’aquesta seqiiéncia peptidica podria
ser deguda a una concentracié lipidica baixa. Per descartar aquesta possibilitat, es van
realitzar experiments de fluorescéncia amb la sonda ThT en preséncia d’una major
concentracio, concretament, en presencia d’ImM de liposomes d’extracte de cervell (relacid

molar lipid:péptid 1:20). En aquestes condicions i durant I’interval de temps mesurat (uns 500
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minuts) no es va observar augment de la fluorescéncia. Per tant, es pot afirmar que la

presencia de lipid no indueix 1’agregacio del fragment PrP(185-208).
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Figura 68. Cinética d’agregacié del péptid PrP(185-208) a pH 5.5 i en preséncia de membranes model.
La concentraci6 final de peptid va ser 50 pM i la de ThT va ser de 35 uM. La temperatura de 37°C.
La concentracio final de liposomes va ser de 300 uM i la seva composici6 exacta s’especifica a la Taula 7.
PrP(185-208) wild type (a) i PrP(185-208) F198A (b).

(-@-) control (abséncia de liposomes), (-[-) extracte de cervell, (-O-) PC, (-<]-) PCChol, (->>-) PCGalCer,
(-¢-) PCSM.

1V.4.2.2.- Canvis estructurals en el péptid PrP(185-208) induits per la preséncia de lipid

Els espectres d’IR del fragment prionic en preséncia de membranes model adquirits al
llarg del temps es mostren a la (Figura 69). Tal i com es pot observar, aquest fragment
peptidic presenta una mescla d’estructures secundaries desordenada i d’helix a, que no varia
al llarg de [Dinterval de temps estudiat. El fragment mutat, és a dir, el peptid
PrP(185-208)F198 A tampoc varia significativament la seva estructura secundaria (Figura 70),
excepte si el peptid s’incuba en preseéncia de membranes model d’extracte de cervell, en que
s’observa un lleuger augment de la banda a 1611 cm™, corresponent a estructures B agregades.
En general, ni la seqiiéncia wild type del fragment prionic ni la seqiiéncia mutada formen

fibres ni agregats peptidics rics en estructura 3 durant el temps estudiat.
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Figura 69. Canvis en P’estructura secundaria del péptid péptid PrP(185-208) al llarg del temps, mesurats
per FTIR, en preséncia de membranes model de diferent composicié lipidica. Es van adquirir espectres
seqiiencials cada minut i durant un temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis
significatius en I’estructura secundaria. A tots els espectres es va restar la contribucié del tampd. La temperatura
va ser 37°C. Les concentracions finals de péptid i de lipid van ser 1.2 mM i 10 mM, respectivament.
La composicio exacta de cada tipus de liposoma es detalla a la Taula 7.

127



Resultats

Absorbancia (u.a.)

Figura 70. Canvis en D’estructura secundaria del peptid péptid PrP(185-208)F198A al llarg del temps,
mesurats per FTIR, en preséncia de membranes model de diferent composicio lipidica. Es van adquirir
espectres seqiiencials cada minut i durant un temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar
canvis significatius en I’estructura secundaria. A tots els espectres es va restar la contribucio del tampd. La
temperatura va ser 37°C. Les concentracions finals de péptid i de lipid van ser 1.2 mM i 10 mM, respectivament.
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La composici6 exacta de cada tipus de liposoma es detalla a la Taula 7.
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IV.4.3.- Efecte de les membranes model amb carrega negativa neta en la cinética
d’agregacio del péptid Ap(1-28)

Per tal d’avaluar I’efecte del lipid amb carrega es va escollir la fosfatidilserina per
confeccionar membranes model amb un 10% de carrega neta negativa (liposomes PC:PS (9:1)
v:v.). Es van realitzar les cinctiques d’agregaci6é del peéptid AP(1-28) a baixa i elevada
concentracio peptidica en preséncia d’aquest tipus de membranes model, mitjancant el

seguiment de la fluorescéncia de la sonda ThT 1 I’adquisicié d’espectres d’IR, respectivament.

1V.4.3.1.- Cinética d’agregacio del péeptid AB(1-28) a baixa concentracio peptidica

A la Figura 71 es mostra la cinctica d’agregacié a baixa concentracié peptidica.
A pH 5.5. s’observa la tipica cinética sigmoidal de formaci6 de fibres amiloides. En preséncia
de liposomes carregats negativament, aquesta cinctica és més rapida, tal i com indica el seu
pendent, 1 es forma una major quantitat de fibres durant el temps estudiat. Per altra banda, a
pH 7.5 la fluorescéncia de la sonda gairebé no varia, indicant que el procés d’agregacid és

notablement més lent.
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Figura 71. Cinética d’agregacié del péptid AB(1-28) en preséncia de membranes de PC:PS (9:1) v:v,
a pH 5.5 (a) i pH 7.5 (b). La concentraci6 final de péptid va ser 50 uM i la temperatura de 37°C.
La concentracié final de ThT va ser de 35 pM. La concentracié final de liposomes va ser de 300 pM.
(-@-) control (abséncia de liposomes), (-O-) PC:PS.
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La naturalesa amiloide de les fibres formades al final de la cinética a pH 5.5 queda
palesa a la Figura 72, on s’observen feixos de fibres sense ramificar. En aquest interval de
temps 1 a pH 7.5 només s’observen agregats amorfs i de baix pes molecular, que no son

sensibles a la unid de ThT.

200 nm

Figura 72. Micrografies electroniques del péptid AB(1-28) en preséncia de membranes de PC:PS (9:1) v:v,
a pH 5.5 (a) i pH 7.5 (b). Les mostres corresponen al temps final de la cinética d’agregacio6 per fluorescéncia
amb ThT mostrada a la Figura 63, i van ser presses directament de la cubeta de fluorescéncia. La concentracio de
péptid va ser 50 uM i la de liposomes de 10 mM. La temperatura va ser de 37°C.

1V.4.3.2.- Canvis estructurals en el péptid AB(1-28) induits per la preséncia de membranes

model amb carrega negativa neta

Els espectres d’IR adquirits al llarg del temps (Figura 73) posen de manifest una
disminuci6 de les estructures desordenada i helix a a expenses de 1’augment de la formacio
d’estructures 3 agregades durant I’interval de temps estudiat, quan el medi té pD 5.5, indicant
I’existéncia d’un procés d’agregacio. A pD 7.5, ’estructura del peptid AB(1-28) practicament
no experimenta canvis significatius.

Finalment, per avaluar les diferéncies entre aquestes cinetiques d’agregacid es va
representar graficament la relacié d’absorbancies a 1615 cm™ i 1646 cm™. El resultat apareix
a la Figura 74, on s’observa gairebé la mateixa velocitat de formacid d’estructura f§ a pD 5.5,
independentment de la preséncia de les membranes model carregades negativament. Aquest

tipus de liposoma Unicament afecta a la quantitat final de fibres formades.
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Figura 73. Canvis en I’estructura secundaria del péptid péptid AB(1-28) al llarg del temps, mesurats per
FTIR, en preséncia de membranes de PC:PS (9:1) v:v. Es van adquirir espectres seqiiencials cada minut i
durant un temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en I’estructura
secundaria. A tots els espectres es va restar la contribucido del tampd. La temperatura va ser 37°C.
Les concentracions finals de péptid i de lipid van ser 1.2 mM i 10 mM, respectivament. Les fletxes indiquen
regions de I’espectre on la intensitat augmenta (1) o disminueix ().
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Figura 74. Representacié de la relacié d’intensitats a 1615 cm™ i 1646 cm™ obtingudes a partir de
I’adquisicié d’espectres de FTIR per al péptid Ap(1-28) en preséncia de membranes de PC:PS (9:1) v:v,
pH 5.5 (a) i pH 7.5 (b). (-@-) control (abséncia de liposomes), (-O-) PC:PS.
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IV.4.4.- Efecte de les membranes model amb carrega negativa neta en la cinética

d’agregacio del peptid PrP(185-208)

1V.4.4.1.- Cinética d’agregacio del peptid PrP(185-208) a baixa concentracio peptidica

De la mateixa manera que amb el peptid AB(1-28), en aquest treball es va avaluar si la
presencia de membranes lipidiques amb carrega neta negativa indueix 1’agregacio del
fragment prionic PrP(185-208). Aixi doncs, es va estudiar la seva cinética d’agregacio per
fluorescencia de la sonda ThT en presencia de membranes de PC:PS (9:1) v:v. A la Figura 75

es mostra el resultat obtingut.
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Figura 75. Cinética d’agregacié del péptid PrP(185-208) en preséncia de membranes de PC:PS.
La concentraci6 final de péptid va ser 50 uM i la de ThT va ser de 35 uM. La temperatura va ser de de 37°C.
(a) membranes de PC:PS (9:1) v:v. (-@-) control (abséncia de liposomes), (-[1-) pH 5.5, (-A-) pH 7.5.
En ambdos casos la concentracid final de liposomes va ser de 300 uM.

(b) membranes de PC:PS (3:1) v:v. (-@-) control (abséncia de liposomes); (-[J-) pH 5.5, (-A-) pH 7.5, a una
concentraci6 final de liposomes de 300 uM, i (-<>-) pH 5.5 a una concentraci6 final de liposomes d’1mM.

A la Figura 75 es mostra el seguiment de la fluorescéncia de la sonda ThT al llarg del
temps per al fragment prionic PrP(185-208) en preséncia de liposomes PC:PS. Quan els
liposomes contenen un 10% de carrega negativa e independentment del pH del medi, la
intensitat de la fluorescéncia practicament no varia, de tal manera que no s’indueix la
formacié d’agregats i fibres amiloides. S’obté un resultat ben similar quan el péptid s’incuba
en preséncia de liposomes amb un 25% de carrega negativa. Unicament hi ha formacié de
fibres amiloides quan s’augmenta la concentracié lipidica i1 la proporcié de carrega negativa
conjuntament, tal i com mostra I’augment de la fluorescéncia de la ThT respecte el control en

absencia de liposomes. Cal remarcar, pero, que tal i com s’ha comentat anteriorment (apartat
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1V.4.2.1.- Cinetica d’agregacio del peptid PrP(185-208) a baixa concentracio peptidica) la
concentracio elevada (ImM) de liposomes d’extracte de cervell no indueix 1’agregaci6 del
fragment prionic. Segons el fabricant Avanti Polar Lipid, Inc., aquest extracte de cervell conté
aproximadament un 10% en pes de fosfatidilserina. Aixi doncs, es pot afirmar que 1’augment
de fluorescencia observat per al peptid PrP(185-208) en preséncia d’ImM de PC:PS (3:1) viv
esta degut a un augment conjunt tant de la concentracio lipidica com de la proporcid de
carrega negativa.

Per tal de demostrar aquests resultats es van adquirir micrografies electroniques

corresponents al final de les cinétiques a pH 5.5 mostrades a la Figura 75.

S00 nm

Figura 76. Micrografies electroniques del péptid PrP(185-208) a pH 5.5 i en preséncia de membranes
PC:PS. Les mostres corresponen al temps final de la cinética d’agregacio per fluorescéncia amb ThT mostrada a
la Figura 75, i van ser presses directament de la cubeta de fluorescéncia. La concentraci6 de peptid va ser 50 pM
i la temperatura va ser de 37°C.

(a) PrP(185-208) en preséncia d’ImM PC:PS (3:1) v:v

(b) PrP(185-208) en preséncia de 300 uM PC:PS (3:1) viv

(c) PrP(185-208) en preséncia de 300 uM PC:PS (9:1) v:v.

En preséncia d’una major concentracié lipidica i una major proporcié de carrega
negativa (Figura 75a) s’observen feixos amb les tipiques fibres amiloides sense ramificar.

Per altra banda, quan disminueix la proporci6 de carrega negativa s’observen formes
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oligomeériques que precedeixen a la formaci6é d’agregats amiloides i que no son sensibles a la
sonda ThT (Figura 75b). Aquestes espécies estan indicades a la Figura 76b amb fletxes.
Finalment, quan tant la concentraci6 de lipid i1 de carrega negativa disminueixen
conjuntament, no hi ha preséncia de cap mena d’oligomer o agregat (Figura 75¢).

Aixi doncs, en preséncia de membranes model amb un 25% de carrega eléctrica
negativa el péptid PrP(185-208) forma petits oligomers, mentre que l’augment de la

concentracio d’aquest tipus de liposomes accelera la formaci6 de fibres amiloides.

1V.4.4.2.- Canvis estructurals en el peptid PrP(185-208) induits per la preséncia de

membranes model amb carrega negativa neta

La Figura 77 mostra els espectres d’IR adquirits al llarg del temps de mostres de

péptid PrP(185-208) en preseéncia de membranes model de PC:PS (9:1) v:v.
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Figura 77. Canvis en I’estructura secundaria del péptid péptid PrP(185-208) al llarg del temps, mesurats
per FTIR, en preséncia de membranes de PC:PS (9:1) v:v. Es van adquirir espectres seqiiencials cada minut i
durant un temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en 1’estructura
secundaria. A tots els espectres es va restar la contribucid del tampd. La temperatura va ser 37°C.
Les concentracions finals de péptid i de lipid van ser 1.2 mM i 10 mM, respectivament. Les fletxes indiquen
regions de I’espectre on la intensitat augmenta (1) o disminueix ().

Durant I’interval de temps estudiat, aquest péptid no presenta indicis d’agregacio en
cap de les condicions estudiades. Tant en preséncia com en abséncia de liposomes carregats

negativament, el fragment prionic presenta una banda majoritdria amb un maxim
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d’absorbancia a 1647 cm™, que no varia la seva intensitat al llarg del temps i que correspon a
una mescla d’estructures desordenada i helix o. Només quan el pD del medi és ajustat a 5.5
s’observa una petita espatlla amb un maxim a 1614 cm’, corresponent a estructura P

agregada, I’intensitat de la qual és menyspreable en comparacié amb la banda majoritaria a
1647 cm™.

IV.4.5.- Canvis en el potencial dipolar de membrana induits per la presencia de
peptid.

Tal i com s’ha explicat a Materials i Métodes, es van adquirir els espectres d’emissid
de fluorescencia de liposomes marcats amb la sonda di-8-ANEPPS abans 1 després de
I’addici6 de peptid. Es van fer servir liposomes de PC, com a model de fosfolipid sense
carrega eléctrica, 1 liposomes de PC:PS (9:1 viv). A més, es va fer servir un control intern de
I’experiment amb un peptid de fusié derivat del virus de I’HIV huma, per al qual ha estat
préviament descrit el seu efecte en el potencial dipolar [168]. A la Figura 78 es mostren els

resultats obtinguts:
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Figura 78. Espectres de diferéncia, obtinguts a partir de la diferéncia entre els espectres normalitzats
d’excitacié de LUVs marcats amb di-8-ANEPPS abans i després de I’addicié de péptid. Es van normalitzar
les arees dels espectres d’excitacio adquirits abans de calcular I’espectre diferéncia. La temperatura va ser 37°C.
Les concentracions finals de péptid i de lipid van ser 10 uM i 300 puM, respectivament. Es va fer servir com a
control, el peptid de fusio de la proteina gp4l del virus HIV huma, per al qual s’ha descrit el seu efecte
disminuidor del potencial dipolar [168].
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Tal i com es pot veure a la Figura 78, 1’addicié del péptid AB(1-28) a la suspensio de
liposomes de PC déna lloc a un espectre de diferéncia amb un minim al voltant de 430 nm 1
un maxim al voltant de 500 nm, indicatiu d’una disminucidé en el potencial dipolar de
membrana. El fragment prionic PrP(185-208) exerceix el mateix efecte sobre les membranes
de PC. Aixi doncs, es pot dir que les dues seqiiencies peptidiques poden interaccionar amb les
membranes lipidiques.

Per tal de comprovar si aquesta interaccid també té lloc en membranes carregades
negativament, es van adquirir espectres de diferéncia en suspensions de liposomes amb un
10% de carrega negativa (PC:PS 9:1 v:v). Els resultats es mostren a la Figura 78, on 1’addici6
tant dels fragments AB(1-28) com del fragment PrP(185-208) esdevenen en una disminucio
del potencial dipolar de membrana, demostrant també una interaccié amb aquest tipus de

membranes lipidiques.
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Quan hom examina la bibliografia sobre les anomenades malalties conformacionals, se
n’adona de que les proteines i péptids relacionats amb aquestes patologies, tot i que no tenen
un origen comu ni presenten gaire homologia seqiiencial, donen lloc a agregats proteics
amiloides de caracteristiques fisico-quimiques semblants. Aquesta semblanca, permet pensar
en la possibilitat de 1’existéncia de mecanismes d’agregacié comuns. La caracteritzacio
d’aquests mecanismes hauria de contribuir al disseny d’estratégies terapeutiques utils en el

tractaments de moltes d’aquests patologies.

Aixi doncs, i considerant com a punt de partida el treball publicat per R. Mahfoud et
al. [101] en aquesta tesi es volgueren avaluar les possibles caracteristiques amiloides del
fragment peptidic derivat de la proteina prionica humana, PrP(185-208), donada la seva
possible homologia estructural amb el péptid AB(1-28). El citat treball posa de manifest que
aquests dos fragments peptidics presenten un motiu semblant al bucle V3 de la proteina gp120
del virus HIV, el qual és un domini d’uni6 a esfingolipids que intervé en la fusi6 de
membranes durant el reconeixement cél-lula-virus. Aquest motiu conté residus His, Tyr i/o
Phe que poden facilitar la unio6 a esfingolipids mitjangant interaccions amb els anells de sucre
dels glicoesfingolipids presents a les membranes biologiques. Concretament, el residu Tyr21
de la proteina gp120 i la Phel98 de la proteina prionica humana, que tenen la mateixa posicid
i orientacio espacial, intervenen en el reconeixement i unié de galactosilceramida (GalCer),
un dels elements constitutius dels rafts lipidics, mentre que la Tyr10 del peptid A i la Phe20
de la proteina gp120 també son residus superposables. De fet, tant AB(1-28) com 1’esmentat
fragment prionic interaccionen amb monocapes de galactosilceramida i esfingomielina [176].
A més, el mateix grup de recerca ha trobat un domini d’uni6 a glicolipids present en el
fragment 20-29 del polipeptid amiloide de I’illot huma, hIAPP, en el qual també existeix un
residu aromatic, Phe21, essencial per a la interaccié amb la GalCer [177]. En aquest sentit i
segons J. Fantini et al.[178, 179], les interaccions d’stacking m-m entre aquests residus
aromatics 1 els anells dels carbohidrats tindrien un paper clau en el procés de formacio de
fibres amiloides. Tot i aixi, les propietats amiloidogeniques difereixen segons la proteina o
peptid involucrat. En el cas de la proteina prionica humana, els rafts lipidics actuarien com
una mena d’ancoratge on s uneix PrP® impedint el canvi conformacional a— B que condueix
a la formaci6 de fibres amiloides [178, 179]. En canvi, la interacci6 del fragment 20-29 del

peptid hIAPP amb la GalCer no impedeix la formacié de fibres amiloides [177].
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A la Figura 79 s’assenyalen les cadenes laterals d’algunes proteines amiloides, implicades en

la unié a glicoesfingolipids en la membrana plasmatica:
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Figura 79. Domini d’uni6 a esfingolipids comi a la proteina gp120 del virus HIV-1 i altres péptids

amiloidogénics.

(a) Comparacio del loop V3 de la proteina gp120 del virus HIV-1 amb el péptid AP de la malaltia d’Alzheimer i
la proteina prionica humana. En tots ells, els residus aminoacidics implicats son His, Phe o Tyr.

(b) Superposicid estructural del fragment 20-29 del polipeptid amiloide de I’illot amb el loop V3 de la proteina
gp120 del virus HIV-1 i interaccié amb la GalCer.
(c) Alineament de seqiiencies del loop V3 de la proteina gpl120 del virus HIV-1, el peptid AP, la proteina
prionica humana (PrP) i el polipéptid amiloide de I’illot huma (hIAPP).
Esquema adaptat de J.Fantini et al. [178] i M.Levy et al. [177].

En qualsevol cas, el treball de R. Mahfoud et al. [101] permet considerar la possibilitat

de que el fragment prionic PrP(185-208) pugui tenir caracteristiques amiloidogéniques, €s a

dir que, més enlla de la possible homologia estructural amb el peptid AB(1-28), pogués

formar fibres amiloides i1 respongués a la preseéncia de elements moduladors com els

glicosaminoglicans o les membranes biologiques.
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Les caracteristiques amiloides del fragment 1-28 del peptid AP de la Malaltia
d’Alzheimer han estat ampliament estudiades [105, 106, 108] i, per tant, aquest peptid s ha
utilitzat com a control en I’estudi de les propietats amiloidogeniques del peptid PrP(185-208).

Els resultats presentats en aquesta tesi demostren precisament, per comparacié amb el
peptid amiloide AB(1-28), que el peptid prionic PrP(185-208) és capag de seguir processos de
formacié d’agregats peptidics amb caracteristiques fisicoquimiques tipiques dels amiloides
(capacitat d’unié de la sonda fluorescent ThT, deteccid d’estructures fibril-lars per
microscopia electronica, sigmoidaliat de la corba experimental de la cinética d’agregacio,
estructures agregades riques en estructura [3). Tal i com succeeix en el cas del peptid AB(1-28)
i d’altres péptids amiloides, aquests processos depenen, en el seu detall molecular, de la
presencia de glicosaminoglicans, 1 es veuen afectats per la preséncia de membranes
biologiques. En aquest tltim cas, i en relacio al peptid PrP(185-208), la carrega superficial
negativa d’aquestes membranes resulta de vital importancia per la formacio de fibres en
preséncia de membranes model. Aquest fet es pot posar en relacié amb la capacitat del péptid
per formar agregats amiloides en preséncia d’heparina, un polimer lineal carregat
negativament. Els dos fets posen de manifest, la importancia de les interaccions
electrostatiques entre el peptid i1 els elements moduladors presents en el medi. Aquestes
interaccions semblen explicar els efectes observats en el cas del péptid pridonic, molt per sobre
d’altres possibles influéncies com poden ser la composicio lipidica. Aquesta tltima, en canvi,
sembla ser, juntament amb les interaccions electrostatiques, un factor molt important en la
modulacié del procés d’agregacio del peptid AB(1-28). Tots aquests aspectes es discuteixen

de manera més detallada en els apartats que segueixen.
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V.1.- Caracteritzacio de la cinética d’agregacio del PrP(185-208) en
comparacio a la del peptid Ap(1-28)

L’estructura secundaria del péptid AB(1-28) en medi aquoés depen del pH del medi en
que s’estudia, de manera que a pH entre 1 1 4 o entre 7 1 10 el péptid no esta agregat i presenta
majoritariament una estructura no regular. En canvi, tendeix a adoptar una estructura f
agregada a pH entre 4 1 7, que a més es veu afavorida per la temperatura [97, 180]. Aixi
doncs, per dur a terme els experiments exposats en aquesta tesi, es va treballar amb stocks
peptidics amb un pH ajustat a 7.5, per tal de garantir un estat monomeric com estat de partida
en els experiments d’agregacio.

La dependéncia del pH que exhibeix el peéptid AP(1-28) posa de manifest la
importancia de 1’estat de protonacié de les cadenes laterals dels aminoacids que formen part
de la seva seqiiencia (DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNK). Els residus
aminoacidics que presenten un pK, en la franja de pH en la qual el peptid agrega son les His
(pKa~6), Asp 1 Glu (pKs~3), Lys (pKa~9) 1 Arg (pK.~10), de tal manera que quan el pH del
medi esta ajustat a pH 5.5, els Asp con els Glu estan desprotonats i, per tant, carregats
negativament, mentre que els residus His es troben protonats i1 carregats positivament.
En aquestes condicions, el péptid AB(1-28) presenta la tipica cinética d’agregacié de tipus
sigmoidal (Figura 32), caracteristica de peptids 1 proteines amiloidogeénics. La formacio
d’estructura J estaria afavorida per 1’establiment intermolecular de ponts salins entre parells
aminoacidics His-Asp/Glu, Lys-Asp/Glu, tal i com suggereixen alguns treballs [55, 155, 181,
182]. Per altra banda, aquesta estructura  quedaria estabilitzada per les interaccions
hidrofobiques e intermoleculars establertes en el claster hidrofobic LVFFV (residus 17-21)
[155] (veure, més endavant, apartat V.6.- Fibres amiloides dels peptids Ap(1-28) i Prp(185-
208): un model estructural.).

El fragment prionic PrP(185-208) estudiat en aquest treball es troba formant part del
loop comprés entre I’hélix o2 i I’hélix o3 de la PrP® humana i part d’aquestes dues hélices.
A la bibliografia no existeixen treballs sobre 1’estructura del fragment peptidic PrP(185-208)
o que tractin de les seves possibles caracteristiques amiloidogeniques, pero a I’estudi fet per
W.Q. Zou et al.[183], el fragment prionic 195-213 exhibeix la tipica cinética sigmoidal de
formacié de fibres amiloides amb una fase de nucleacié inicial. A més la seva agregacio es
veu afavorida quan el pH del medi ¢és baix. Aquestes condicions mimetitzen 1’ambient del

sistema endosoma/lisosoma, on es suposa que té lloc in vivo la transformacié PrP“>PrP5C.
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A diferéncia d’aquest estudi i de la cinética d’agregacié del peptid AP(1-28), els resultats
d’aquesta tesi mostren que el fragment prionic PrP(185-208) és incapa¢ d’agregar durant
I’interval de temps estudiat, independentment del pH del medi d’incubacié (Figura 32).
Tal i com mostren els espectres d’IR a elevada concentracié de peptid (Figures 33 134) 1 a
diferéncia del peptid control AB(1-28), el fragment prionic PrP(185-208) presenta al principi
de la cinetica una mescla d’estructures desordenada 1 helix a, que no es transformen al llarg
del temps en estructures B (Figura 33 i 34). Aquest resultat demostra que la incapacitat del
peptid prionic d’agregar en els experiments de fluorescéncia no és tan sols degut a una
diferéncia en la cinética d’agregacioé entre el peptid AB(1-28) i1 el péptid prionic a les
concentracions a que s’han portat a terme el experiments amb ThT, sin6 que el fragment
prionic és incapag d’agregar en aquestes condicions experimentals. En el fragment prionic
també és possible 1’establiment d’interaccions electrostatiques entre residus His i residus
carregats negativament, aixi com interaccions entre residus negatius i Arg i Lys, de manera
semblant a com poden tenir lloc en el peptid AP(1-28), tot i que, aquesta possibilitat no
resulta suficient per a la formacié de fibres amiloides (veure, més endavant, apartat V.6.-

Fibres amiloides dels péptids Af(1-28) i Prp(185-208): un model estructural.).
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V.3.- Estudi de la influéncia de I’heparina en el procés d’agregacio

V.3.1.- Cinétiques d’agregacio i efecte de la substitucio de les His per Ala.

Els glicosaminoglicans es troben associats als diposits amiloides formats in vivo per
peptids 1 proteines tan diversos com el peptid AP, la proteina tau, 1’a-sinucleina, la
B2-microglobulina o la proteina prionica [102]. Com ja s’ha comentat a la Introduccio,
aquests elements de la matriu extracel-lular poden actuar com a moduladors del procés de
formacié de fibres, ja que es poden unir al motiu consens d’unié a GAGs presents en la
seqiiéncia aminoacidica.

D’aquesta manera i continuant en la linia de la caracteritzacié amiloide del fragment
prionic PrP(185-208), en aquesta tesi es va plantejar I’estudi comparatiu de la influéncia dels
GAG:s en el procés d’agregacio. Es va escollir I’heparina com a GAG model ja que és un dels
més freqiient i facilment utilitzats.

D’acord amb els treballs publicats per McLaurin 1 Fraser [106, 108], la preséncia
d’heparina en el medi d’incubacié provoca una acceleracid de la cinética d’agregacid del
peptid control AB(1-28) (Figura 39b), a través de la seva interaccié amb la seqiiencia consens
VHHQKL. La substitucio per Ala tant de la His14 com de la His13 provoca un alentiment de
la mateixa. Tal i com s’ha mencionat anteriorment, quan el medi té pH 5.5 es poden establir
facilment ponts salins entre diferents residus aminoacidics de carrega eléctrica contraria.
A més, aquestes condicions també afavoreixen I’establiment de ponts salins entre les
carregues positives del peptid i les negatives de I’heparina, de tal manera que el
glicosaminoglica actuaria com una mena de lloc d’anclatge que facilitaria la formacid
d’estructura .

En el present treball s’han portat a terme mesures del procés d’agregacié del peptid
AB(1-28) en preseéncia d’heparina, equivalents a les realitzades en els treballs de McLaurin 1
Fraser [106, 108], pero utilitzant dues técniques que els autors no havien utilitzat: la mesura
de la formacio6 de fibres amiloides amb la sonda ThT i amb espectroscopia d’IR. Els resultats
obtinguts en el nostre cas, son totalment consistents amb els obtinguts per McLaurin i
col-laboradors [106, 108] i reafirmen la importancia de les His13 i1 Hisl4 per al procés
d’agregaci6 1 per ’efecte de I’heparina en aquest procés, en el sentit de produir I’efecte
d’alentiment tot just comentat anteriorment.

En el cas del fragment prionic PrP(185-208), el qual no forma agregats amiloides a

pH 5.5 (apartat V.1.- Caracteritzacio de la cinética d’agregacio del PrP(185-208) en
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comparacio a la del peptid AP(1-28)), en preséncia d’heparina presenta una cingtica
d’agregaci6 (mesurada amb la sonda ThT) tipica d’un procés de polimeritzacié nucleada
(forma sigmoidal), semblant a la del peptid AB(1-28) en preséncia del mateix GAG.
El fragment prionic es comporta, per tant, com un peptid amiloide en preséncia d’heparina.
Les micrografies electroniques obtingudes a partir de les mostres estudiades amb ThT al final
del procés, han confirmat la formacié de fibres equivalents, en quant a la seva morfologia, a
les fibres que formen altres péptids i proteines amiloides.

L’observacio de la seqliencia d’aminoacids del fragment prionic PrP(185-208) posa de
manifest ’existéncia d’una histidina (His187), que forma part d’un motiu (KQHTV), prou
coincident amb el motiu VHHQKL d’uni6 a GAGs de I’AB(1-28). De fet, el resultats del
present treball sobre 1’efecte de la substituci6 de la His187 per Ala en la seqiiéncia del
fragment prionic, mostren que es produeix un efecte d’alentiment del procés d’agregacio, tal i
com s’ha observat en el cas del peptid AB(1-28), tot i que en el cas del péptid prionic I’efecte

¢s menys accentuat (Figura 39 i1 Figura 43).

V.3.2.- Disminuciéo de la poblaciéo cel'lular en cultius neuronals tractats amb

PrP(185-208)

D’acord amb treballs ja publicats [184], el peptid AP(1-28), tot i ser capag de formar
agregats amiloides morfologicament equivalents als que formen altres péptids amiloides
citotoxics, no indueix citotoxicitat en cultius cel-lulars (Figura 48). En canvi el péptid pridonic
PrP(185-208), tal com s’exposa en aquesta tesi, disminueix en un 20-25% la poblaci6 cel-lular
en cultius de neuroblastoma (Figura 49). Aquest efecte sembla ser independent de la preséncia
d’heparina o del temps d’incubacié del péptid en el moment d’afegir-lo en el cultiu. Tot i aixi,
aquest fet no significa que la interaccido del GAG amb el fragment prionic no sigui important
per produir un efecte toxic o que I’especie toxica sigui el peptid monoméric. D’una banda, és
possible que, un cop afegit en el medi el peptid interaccioni amb els GAGs i/o proteoglicans
presents en la superficie cel-lular, i de 1’altra, que durant el procés d’incubacid del péptid amb

les cel-lules experimenti un procés d’agregacio.

145



Discussio

V.4.- Influéncia dels dendrimers en el procés d’agregacio i el seu possible us

en el disseny d’estratégies anti-amiloidogéniques.

V.4.1.- Efecte dels dendrimers PAMAM en ’agregacio dels péptids AP(1-28) i
PrP(185-208)

Com ja s’ha mostrat préviament, la preséncia d’heparina, un polimer amb una elevada
densitat de carrega negativa, en el medi incrementa i accelera el procés d’agregacié tant del
peptid AB(1-28) com del peéptid PrP(185-208). Considerant els resultats obtinguts amb
heparina, es va plantejar la possibilitat de que polimers amb carrega eléctrica positiva puguin
afectar el procés d’agregacié i, per tant, va sorgir la possibilitat d’estudiar I’efecte dels
anomenats dendrimers. Aquests polimers ramificats son petites esferes que poden tenir una
carrega superficial positiva, negativa o neutra, i s’estudien en una varietat de processos
biologics 1 d’interés biomedic. En aquest sentit, a la bibliografia es descriu la seva capacitat
d’interferir en la produccio d’agregats amiloides prionics en cultius cel-lulars infectats [117-
119].

Els dendrimers PAMAM, so6n estructures amb grups amino a la seva superficie i, per
tant, carregades positivament a pH neutre. Com s’ha vist en els resultats presentats en aquest
treball, son capacos de modular el procés d’agregacid tant del peptid AP(1-28) com del
PrP(185-208). En ambdods casos, a més, ho fan de manera molt semblant i la interaccié depén
de la relaci6 peptid/dendrimer.

Tenint en compte que I’heparina té carrega electrica negativa 1 els dendrimers
PAMAM estan carregats positivament, €s facil pensar en una possible interacci6 directa entre
dendrimers i heparina, de manera que la influéncia del glicosaminoglica en el procés
d’agregacié es veiés bloquejada. Els resultats obtinguts sobre I’efecte dels dendrimers
PAMAM, demostren perod que la possible neutralitzacié de I’heparina no és I’tunic efecte en
joc en la influéncia d’aquests polimers en la capacitat del peptid per formar agregats
amiloides. Per una banda, en els experiments sobre I’efecte dels dendrimers en 1’agregacio del
peptid AP(1-28) en abséncia d’heparina, es constata que els dendrimers son capagos
d’interaccionar amb el peptid (inhibint I’agregacid en el temps mesurat, Figura 51). Per altra
banda, examinant els resultats de les Figura 51 i Figura 51 (pags 1001 101) es pot veure que si
I’tnic efecte dels dendrimers fos el de la neutralitzacié de 1’heparina, a baixes relacions
dendrimer/péptid, en que la neutralitzacié de I’heparina en el medi seria minima, la durada de

la fase de laténcia podria aproximar-se a la del control (abséncia de dendrimer), pero mai seria
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més curta. Es evident pero, que a relacions dendrimer/péptid prou baixes es donen fases de
laténcia més curtes que les del control. Aquest fet implica que el dendrimer esta
interaccionant també¢ amb el péptid.

Els dendrimers PAMAM afecten les propietats amiloidogéniques d’ambdues
seqiiéncies polipeptidiques. L’ajust matematic realitzat per a cada cinética d’agregaciod
(Taula 9) posa de manifest que la preséncia del dendrimer afecta principalment la constant de
nucleacio en el cas del peptid AP(1-28), 1 la constant d’elongacio en el cas del fragment
prionic PrP(185-208). Per altra banda, la baixa concentraci6 de PAMAM en el medi
(0.01 uM) augmenta la constant de nucleacid per als dos peptids estudiats, de tal manera que
la formacio del nucli d’agregaci6 té lloc de manera més rapida (fase de laténcia més curta).
En canvi, ’elevada concentracié de dendrimer afecta preferentment a la constant d’elongacio,
fent que aquesta etapa del procés d’agregacio sigui més lenta. Aquests resultats fan pensar que
quan la concentraci6 de PAMAM ¢és baixa, les molecules de dendrimer podrien actuar com un
centre de nucleacid, facilitant la interaccié entre molécules de peptid i, per tant, facilitant la
formacio del nucli d’agregacié que precedeix a la formacio6 de fibres. Per altra banda, quan la
concentracio de PAMAM ¢és més alta, els dendrimers crearien una mena de capa al voltant del
nucli d’agregacié format pel péptid, de manera similar a la descrita en treballs sobre la
interaccio del dendrimers amb I’albimina [185], i que dificultaria I’addici6 de més monomers
peptidics, alentint la fase d’elongacid.

Aquest efecte modulador dels dendrimers pot ser interessant en la recerca de farmacs,
la diana dels quals sigui la formacié d’agregats amiloides i, en concret els intermediaris
estructurals de baix pes molecular que podrien ser responsables de la toxicitat cel-lular.
En aquest sentit, les baixes concentracions de PAMAM podrien accelerar la formacio de
fibres amiloides 1, per tant, disminuir el temps de vida mitja dels agregats formats abans de les
fibres (efecte neuroprotector). Aquest efecte seria més important en el cas del péptid AP(1-28)
que en el peptid PrP(185-208), per al qual la preséncia del dendrimer té un menor impacte en
la fase de nucleacid. Contrariament, 1’elevada concentracio de PAMAM alentiria la formacio
de fibres 1 augmentaria el temps de vida mitja de les especies oligomériques, de manera que
contribuiria a I’augment de la citotoxicitat. Aixi doncs, les dades exposades en aquest estudi
poden ajudar en I’estudi dels dendrimers com a possibles agents anti-amiloidogénics.

Pel que fa al disseny i1 desenvolupament de farmacs que actuin sobre la formaci6 de
fibres, recentment s’han identificat diversos agents inhibidors (porfirines, ftalocianines i
policicles aromatics) [186-188]. Es poden distingir dos tipus d’inhibidors: cinétics o

termodinamics. [189] segons la forma de la corba d’agregacié en comparacié amb la corba
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control, de tal manera que els inhibidors cinétics serien aquells que no afectarien al plateau
assolit al final de la corba (quantitat final de fibres formades) sin6 que afectarien a la durada
de la fase de nucleacio i, per tant, a la velocitat de formacio de les fibres. Per altra banda, els
inhibidors termodinamics no afecten a la velocitat d’agregaci6 sind que redueixen la quantitat
final de fibres formades.

A partir dels experiments portats a terme en aquesta tesi per tal d’avaluar la influéncia
de la generacio de dendrimer PAMAM, es pot dir que es podria donar una inhibicid cinética
en el cas del fragment pridonic PrP(185-208) en preséncia de 0.01 i1 0.1 uyM PAMAM-G4 i de
0.0110.1 uM PAMAM-GS5 (s’observa clarament un allargament de la fase de nucleacié, pero
s’assoleix el mateix nivell de fluoresceéncia al final de les sigmoides, Figura 55b,c). Per altra
banda, en el cas del peptid AB(1-28) en presencia de PAMAM-G4 1 PAMAM-GS5 es pot
observar un efecte d’inhibicié termodinamica, els quals tenen un efecte molt petit en les
constants de nucleaci6 i elongacio (Taula 10) perd que clarament disminueixen el valor del
plateau final de la corba (Figura 55a,b).

Prenent en consideracio els diferents mecanismes de formacio de fibres amiloides 1 els
diferents tipus d’inhibidors, a la bibliografia es poden trobar diferents models per a aquesta
inhibici6: per inhibicié de la concentraci6 efectiva de peptid, per bloqueig dels extrems de
creixement de les fibril-les, o per augment de la velocitat de trencament de les fibril-les. [189],

tal com s’esquematitza a la Figura 80.

Figura 80. Possibles vies d’inhibicié de la formacié d’agregats amiloides: (a) per unié a les molécules de
peptid, (b) per trencament de les fibril-les, (c) per bloqueig dels extrems de creixement de les fibril les.
L’inhibidor de la formaci6 d’agregats esta representat per un cercle gris.

Els inhibidors, com per exemple els dendrimers, es poden unir a les molecules de
péptid 1 disminuir la concentracié de péptid capa¢ d’autoensamblar-se per formar fibres

(Figura 81a). En aquest sentit, I’afinitat dels dendrimers per les proteines ha estat ampliament
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descrita a la bibliografia [185, 190]. Poden crear una mena de capa a la superficie de proteines
com I’albumina 1 modificar, aixi, la seva conformacio, o afectar I’activitat enzimatica. Aquest
mecanisme d’inhibicid es pot donar en els experiments en preséncia dels dendrimers
presentats en aquesta tesi. A baixa concentracid de dendrimer pero (baixa relacid
dendrimer/péptid) I’efecte del bloqueig de monomers no seria gaire eficag (disminuiria poc la
concentracio efectiva de peéptid monomeric) i, de fet, en aquestes condicions encara
s’observen clares agregacions sigmoidals, aixo si, amb les cinétiques afectades.

Un fet comt a ambdos peptids és 1’acceleracid de la cinetica d’agregacioé quan el medi
conté una concentraci6 baixa de PAMAM (0.01 uM), independentment de la seva generacio.
Aquest efecte €s tipic d’inhibidors que afecten a la velocitat de trencament de les fibril-les
[191]. Un nivell de trencament moderat durant el transcurs del procés amiloidogenic pot
augmentar la velocitat de formaci6 de nous agregats peptidics ja que els fragments resultants
dels trencaments poden actuar com a llocs de nucleaci6 per donar lloc a fibres madures. Si la
velocitat d’aquest trencament és massa elevada es pot donar el cas que disminueixi
progressivament la poblacié fibril-lar fins que en el medi només restin monomers peptidics.
D’aquesta manera si el mecanisme inhibitori de la fibril-logeénsi té lloc per acceleracid
d’aquest procés de trencament, una baixa dosi d’inhibidor podria accelerar la fibril-logénesi,
subministrant nous agregats que serveixin com a centres d’agregacio (de nucleacid). Aquest
efecte ha estat demostrat en el cas del Congo Red [192].

La capacitat dels dendrimers per desagregar fibril-les pre-existents es mostra a la
Figura 57. A mida que disminueix el tamany del dendrimer, major és la concentracio
necessaria per desagregar les fibril-les, d’acord amb 1’efecte descrit de la poli-L-lisina sobre
els agregats amiloides [191]. Aquest polipeptid té una gran capacitat per dissoldre els agregats
amiloides, a diferéncia dels monomers de L-lisina, de petit tamany en comparacié6 amb el
polipeptid.

Finalment, la formacié de fibres amiloides pot ser inhibida per bloqueig dels extrems
de creixement de les fibril-les. Sovint, els inhibidors que produeixen aquest efecte sén
semblants a les proteines i peptids amiloides [193], de tal manera que es poden unir facilment
als extrems de les fibril-les 1 en bloquejen la seva elongacio degut a la seva diferent estructura.
Tot i que, els dendrimers han estat considerats com a proteines artificials i que en alguns casos
poden mimetitzar certes funcions [194], Obviament no mantenen una gran similitud amb les
proteines, pero de tota manera, €s possible que puguin unir-se inespecificament a les fibril-les
amiloides afectant, aixi, a la seva elongaci6. Aquesta hipotesi es recolza en les micrografies

electroniques mostrades per al fragment prionic PrP(185-208) a la Figura 56. En preséncia de
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dendrimers de generacid petita (PAMAM-G3) les fibril-les tenen una aparenga més curvada i
tendeixen a organitzar-se en grups, potser degut a la forma estrellada del dendrimer i el fet de
que la superficie d’aquest conté un gran nombre de grups amb els que pot interaccionar amb
els péptids o les fibrilles, tal i com mostra el model proposat a la Figura 80a. El dendrimer
PAMAM-GS, donat el seu major tamany i major nombre de grups a la seva superficie, sembla
ser més efectiu per interaccionar amb els monomers peptidics /o per trencar de manera més
eficient (i rapida) les fibril-les pre-formades, ja que és menor la quantitat de fibres que
s’observen per microscopia electronica (Figura 56¢). Aixi, i tal com s’indica a la Figura 81b
els PAMAM-GS5 podrien acabar bloquejant els monomers peptidics.

En general, com més gran ¢és el tamany de la molécula de dendrimer, major és
’activitat observada contra la formaci6 de fibril-les, fet que concorda amb estudis ja publicats
sobre la capacitat de disrupcid d’agregats prionics en cultiu cel-lular [118] i que mostren que
els dendrimers de poliamidoamina i polipropileneimina soén una eina eficag per a I’eliminacié
de PrP°¢ degut a la seva gran ramificacio. En els estudis presentats en aquesta tesi, | uM de
PAMAM-GS ¢és suficient per inhibir completament la formacié de fibres (en I'interval de
temps mesurat). Aquesta concentracié de dendrimer correspon a una relacié péptid:dendrimer
50:1 1 a una relacié de peptid:grups positius de la superficie de 2.56. Aixo il-lustra com
concentracions molars relativament baixes de dendrimer poden ser eficients gracies a 1’elevat
nombre de carregues superficials.

Per altra banda, la naturalesa quimica d’aquests grups (-NH;) i, per tant, les
interaccions electrostatiques que puguin tenir lloc entre el péptid i el dendrimer, sén de gran
importancia, com posa de manifest 1’ineficient efecte inhibitori dels dendrimers amb grups

—OH en el treball de S. Supattapone et al. [118].
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Figura 81. Model d’interaccié entre els péptids i les fibril-les en preséncia de
(a) generacio petita (PAMAM-G3), (b) generacidé gran (PAMAM-GS)

dendrimers PAMAM.
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V.4.2.- Efecte dels P-dendrimers en I’agregacio del péptid PrP(185-208)

Els dendrimers que contenen fosfor han estat descrits com a agents capagos d’interferir
en la replicacid dels prions en models animals [120]. De fet, els resultats exposats en aquesta
tesi posen de manifest que aquest tipus de dendrimer és capag també d’inhibir I’agregacié del
fragment prionic PrP(185-208). Concretament, la preséncia de P-dendrimers en el medi
disminueix el nombre de fibres formades i augmenta la durada de la fase de nucleacio, fent el
procés de fibril-logénesi notablement més lent. Els resultats de fluorescéncia (Figura 59)
semblen indicar que els P-dendrimers podrien interferir en les interaccions entre els
monomers 1 oligomers peptidics que solen tenir lloc durant la fase de nucleacidé i que
permeten la formaci6 de fibres. Aquests resultats estan d’acord amb el treball de J.Solassol et
al. [120] en que es descriu la capacitat dels P-dendrimers per unir-se a la proteina prionica.

Els espectres de FTIR mostren una mescla inicial d’estructures o i desordenada, a
mida que avanga el temps d’incubaci6é apareix la banda caracteristica d’agregats rics en
estructura . L’efecte del dendrimer en la cinctica d’agregacié per FTIR és comparable a
I’obtingut per fluorescéncia, mantenint les mateixes relacions dendrimer:peptid. En tots dos
casos existeix una concentracio optima de dendrimer amb la qual s’obté el maxim efecte en la
fase de nucleacio. En aquestes condicions, la relacido dendrimer:péptid és de 0.02 (1 uM de
dendrimer). Una relacid dendrimer:peptid 10 vegades menor o 10 vegades major suposa una
fase de nucleacid més rapida, tot i que la concentracié de fibres al final del procés sempre €s
menor que en el control.

L’activitat del dendrimer depen dels grups cationics que conté a la seva superficie, de
tal manera que, molt probablement, les interaccions entre aquest i el peptid i tinguin lloc
mitjangant interaccions electrostatiques. Les condicions de treball a pH 5.5 mimetitzen certs
compartiments cel-lularars acidics, com els lisosomes, on tindria lloc la interaccid entre els
dendrimers i PrP°¢ [119]. A pH 5.5, aproximadament un 70% de les amines terminals
presents a la superficie del dendrimer estan protonades. Es possible que els 6 grups cationics
individuals de la superficie del dendrimer s’uneixin als mondomers i/o oligdomers formats
durant la fase de nucleacio, impedint que es puguin unir més molécules de peptid o bé que els
oligomers es combinin per donar lloc a les fibres. Aixi doncs, tenint en consideracié 1’elevat
nombre de grups cationics i el seu elevat grau de protonacid, es pot explicar que relacions
relativament baixes dendrimer:péptid puguin interferir de manera eficag en el procés

d’agregacio.
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Finalment, cal remarcar que els P-dendrimers son capagos d’eliminar rapidament les
molécules de PrP5¢ del medi d’incubacié en un temps aproximat de 4 hores [120]. Aquesta
activitat no solament suposa una uni6 als monomers i la inhibici6 de la sintesi de novo sind
que, de manera semblant als dendrimers PAMAM, també pot tenir lloc un trencament dels

oligomers i/o fibril-les formades.

V.4.3.- Els dendrimers com a agents terapeéutics anti amiloidogénics

La influéncia dels dendrimers en [’agregacié dels prions ja ha estat estudiada
previament [117-119], encara de manera molt limitada, perd quan hom examina la
bibliografia referent al peptid AP no troba cap treball experimental. Aquesta tesi exposa el
primer estudi en que es descriu un efecte dels dendrimers sobre péptids relacionats amb la
malaltia d’Alzheimer i, a més, estén i detalla I’estudi de la influéncia dels dendrimers en els
processos d’agregacié dels peptids i proteines prioniques. La gran semblanca entre els efectes
dels dendrimers en ’agregacié dels peptids estudiats (I’AP(1-28) i el PrP(185-208)), suposa,
afegida a la hipotetica homologia estructural proposada per R. Mahfoud et al. [101], una nova
caracteristica comuna entre aquests dos peptids.

Aixi doncs, 1 segons el que hem discutit en els paragrafs anteriors, els dendrimers
semblen interferir en la formacié de fibres amiloides de dues maneres diferents: per bloqueig
del creixement fibril-lar i per trencament de les fibril-les formades, tot i que la seva eficiéncia
¢és limitada i pot esdevenir en la formaci6é d’agregats amorfs i no fibril-lars. Cal remarcar que
les fibres amiloides, gracies a la seva estructura, son resistents a les proteases. S. Supattapone
et al. [119] han demostrat que en preséncia de dendrimers, els agregats resistents tornen a ser
sensibles a [’atac per proteases. Aquest fet pot ser de gran utilitat en el disseny i
desenvolupament de nous farmacs antriprionics. Tot i aixi, cal tenir en consideracio el
problema que suposa la barrera hematoencefalica. En el cas dels P-dendrimers no existeix cap
evidencia experimental de que molécules tan grans puguin creuar aquesta barrera i entrar en el
sistema nervids central. En aquest cas, els dendrimers haurien d’ésser subministrats
directament a través del fuid cerebrospinal o ésser sintetitzats com a pro-farmac amb capacitat
per creuar la barrera hematoencefalica [120]. Alternativament, resulta interessant seguir
investigant les propietats del dendrimers per trobar estructures que no tinguin efectes
indesitjables. Els dendrimers PAMAM poden resultar toxics i d’altra banda, també caldria
minimitzar la grandaria, amb 1’objectiu d’aconseguir subtancies que fossin capaces de

travessar la barrera hematoencefalica.
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V.5.- Efecte dels membranes biologiques

V.5.1.- Efecte dels lipids sense carrega neta en la cinetica d’agregacio del péptid
APB(1-28)

Tal i com s’ha comentat a la Introduccid, les proteines i péptids amiloidogénics poden
interaccionar amb les membranes bioldgiques 1 aquestes interaccions poden tenir un paper
clau en els mecanismes de toxicitat. El peptid AP té un fragment C-terminal transmembrana,
gracies al qual podria pertorbar I’estructura de la bicapa lipidica, formar canals i0nics o fins 1
tot afectar a la fluidesa de la membrana [131, 144, 195-204]. En alguns d’aquests estudis pero,
s’ha vist que la interaccid de la part hidrofilica del peptid (segment 1-28) amb la superfice de
la membrana també pot ser important, quan aquesta presenta una certa carrega eléctrica.
A més, la hipotética afinitat tant del péptid AB(1-28) com del PrP(185-208) per esfingolipids,
obre la porta a possibles interaccions d’aquests péptids amb membranes que continguin
aquests tipus de lipids.

En el present treball s’ha utilitzat un extracte lipidic de cervell, amb el qual
s’aconsegueix una ratio molt similar a la fisiologica, dels principals components de la
membrana (fosfolipids, gangliosids, colesterol i esfingomielina). Tot i que el fragment del
peptid de I’Alzheimer estudiat no conté el segment transmembrana, s’ha vist que hi ha
agregacio 1 formacio de fibres en preseéncia d’aquestes membranes lipidiques (Figura 63).
La preséncia de liposomes d’extracte de cervell accelera la cinética d’agregacié del peptid
APB(1-28) a pH 5.5 i es forma un major nombre de fibres. A pH 7.5 la preséncia de membranes
¢€s necessaria per a la formacié de fibres a alta concentracid de peptid. A pH 7.5 i baixa
concentracio, en canvi, el peptid no agrega independentment de la preséncia o abséncia de
membranes. Aquest fet seria consistent amb els resultats presentats per C.M.Yip 1 J.McLaurin
[174], en els que es va treballar a pH neutre i1 baixa concentracio de peptid (inferior a 50 pM).
Aquests autors concloien que, tot i associar-se amb els caps polars dels fosfolipids de les
membranes, el peptid no podria formar estructures riques en fulla . El mateix efecte
accelerador 1 intensificador de la formacio6 de fibres s’ha observat en preseéncia de membranes,
la composici6 lipidica de les quals simula la dels microdominis lipidics coneguts com a rafts
(PC:GalCer:SM (2:1:1) v:v 1 PC:Chol:SM:GalCer (2:1:0.5:0.5) v:v). De fet, a la bibliografia
hom troba diverses evidéncies de la influéncia dels rafts lipidics en el canvi estructural que ha
d’experimentar el peptid abans de formar fibres i en la seva oligomeritzaci6 [178, 205-208].

Per altra banda, a baixa concentracié de peptid, membranes de PC:SM o de PC:GalCer, no
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tenen cap influéncia en ’agregacio del peéptid, mentre que les membranes de PC:Chol
alenteixen el procés d’agregacio 1 disminueixen el nombre final de fibres. Els estudis d’IR en
canvi, efectuats mantenint la relacid lipid/peptid constant, perd amb una concentracié de
peptid 20 vegades més alta (1.2 mM), donen resultats diferents. Les diferents composicions
lipidiques tendeixen a disminuir la formacié d’estructura 3.

En els cas de les mesures d’IR, s’ha de considerar que 1’estructura 3 que es detecta no
¢s només la de les fibres. Alguns dels oligdmers d’alt pes molecular que es formen durant la
fase de laténcia i que al final del procés coexisteixen amb les fibres (Figura 36a) també
contenen estructura 3 [209], que en els espectres d’infraroig sera detectada juntament amb la
de les fibres. Per altra banda, en els estudis de fluorescéncia a baixa concentracié de péptid, la
sonda ThT només detecta formacido de fibres. D’aquesta manera, els resultats obtinguts
(Figura 63a) mostren que les membranes d’extracte de lipid de cervell o amb composicid
lipidica tipica de raft incrementen la formaci6é de fibres. En aquest sentit, cal destacar que
T.J.Pinehiro et al. [150] (Figura 19), han proposat un efecte semblant per a la proteina
prionica en preséncia de rafts lipidics. D’altra banda, els nostres resultats indiquen que les
membranes fetes de PC i colesterol, disminueixen la formacio de fibres.

Examinant els resultats obtinguts en I’estudi de la influéncia de les membranes
d’extracte de cervell en el procés d’agregacid a elevada concentracié de peptid (Figura 67a,
mesures de FTIR), s’observa una menor formacié d’estructura B en preséncia d’aquest tipus
de membranes model. Com que s’ha mantingut la relacio lipid/peptid, la concentracié del
péptid en les membranes pot ser la mateixa que la dels experiments amb ThT. Tenint aquest
fet present, si les membranes d’extracte de cervell incrementen les fibres formades pero
disminueixen la quantitat total d’estructura [, és raonable pensar que la disminucio
d’estructura 3 és deguda a una disminucié d’especies B no fibril-lars (oligomers d’alt pes
molecular). Possiblement les membranes tenen una alta afinitat per les espécies no fibril-lars,
formades durant la fase de nucleacid, que contenen estructura 3 i les transformen en fibres
més del que ho farien en abséncia de membranes. D’aquesta manera, en el medi quedarien
especies no-fibril-lars sense estructura P, possiblement en més abundancia de les que hi
queden quan no hi ha membranes. En resum, les membranes de lipid de cervell i les que
simulen rafts augmenten la quantitat de fibres formades, respecte el control en abséncia de
membranes, perod disminueixen la quantitat d’espécies B no fibril-lars presents en el medi.

L’efecte del colesterol, que implica tant una disminuci6 del nombre de fibres formades

(experiments de ThT) com del total d’estructura B (experiments d’IR), podria ser degut a una
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elevada afinitat per part de les especies no-fibril-lars i sense estructura 3 per les membranes de
PC:Chol. Aquesta interaccio faria que aquestes espécies no-fibril-lars no progressessin ni cap
a especies fibril-lars amb estructura 3 ni cap a fibres.

Un altre aspecte interessant, €s 1’efecte de les membranes a pH 7.5 (Figura 63b i
Figura 67b). En aquest cas, els experiments amb ThT conclouen que no es formen fibres
durant D’interval de temps mesurat. Els experiments d’IR, perd, ens indiquen que les
membranes (unes composicions lipidiques més que altres) afavoreixen la formacio
d’estructura . Aquesta estructura 3 correspondria en part a les fibres que s’han detectat per
microscopia electronica i, en altra part, a oliogomers 3 d’alt pes molecular (no fibril-lars).
Per tant, quan les His del peptid estan desprotonades i sense carrega (pH 7.5) les membranes,
afavoreixen la formacio d’estructures P. Es interessant observar que aquest efecte depén de la
preséncia de la Tyrl0 en la seqiiencia del peptid, ja que I’efecte no es produeix si es
substitueix aquest residu per Ala. D’aquesta manera, la formacié d’una major quantitat
d’estructura B, dependria d’una interaccid de la Tyrl0 amb les membranes. Aquesta
interaccio, pero, no sembla dependre de la preséncia de GalCer a les membranes.

La Tyr 10 és necessaria també per a 1’agregacio6 del peptid en abséncia de membranes.
A pH 5.5 i baixa concentracid de peptid no s’observa formacié de fibres (Figura 63c), pero si
que s’observa formaci6 d’estructura 3 en els experiments d’IR (Figura 67c), la qual correspon
almenys en part a les fibres detectades per microscopia electronica. D’aquesta manera, s’entén
que I’abséncia de la Tyr 10 alenteixi el procés d’agregaci6 a pH 5.5 (His protonades i
carregades) 1 que no s’observi agregacio a pH 7.5 (Figura 67d).

Pel que fa a la interaccié amb esfigolipids en general, tal i com suggereixen els treballs
del grup de recerca de J. Fantini [101, 177-179], es podrien establir interaccions d’stacking
n-n entre els anells de sucre presents en esfingolipids com la GalCer i I’anell de la Tyr present
en la seqliencia del peptid AB(1-28). Els estudis realitzats en la present tesis amb una
seqiiéncia peptidica en la qual la Tyrl10 del péptid AB(1-28) ha estat substituida per Ala,
demostren que aquest residu resulta de vital importancia ja per I’agregacio del péptid en
abséncia de membranes lipidiques, de manera que la seqliéncia mutant no agrega. De totes
maneres, el resultats dels processos d’agregacid de la seqiiencia wild type estudiats en
presencia de membranes que contenien GalCer, indiquen que no es produeixen interaccions
especifiques amb aquest esfingolipid que puguin influir en el procés d’agregacid. Els efectes
inductors de ’agregacié depenen de la preseéncia conjunta de GalCer i SM, 1 probablement

depenguin d’altres tipus d’interaccions entre el peptid i aquest lipids [101]
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V.5.2.- Efecte dels lipids sense carrega neta en la cinética d’agregacio del péptid

PrP(185-208)

En examinar la bibliografia sobre prions, hom se n’adona de I’abséncia de treballs
sobre fragments peptidics derivats de la proteina prionica humana, ja que la major part de la
recerca esta centrada en la proteina sencera, ja sigui recombinant o purificada. Unicament es
poden trobar treballs sobre el fragment 106-126, I’anomenat “miniprié” donat el seu
comportament citotoxic 1 amiloide, comparable al de la proteina sencera. En tots dos casos, se
sap que les membranes biologiques poden modular el seu procés d’agregaci6. Tenint com a
punt de partida el treball en que R. Mahfoud et al. [101] proposen un motiu d’unié a
esfingolipids present en el fragment prionic PrP(185-208), un dels objectius en aquesta tesi va
ser comprovar si la composicid lipidica influeix en el procés d’agregacid del citat peptid.

Tal 1 com mostren els resultats, el fragment prionic PrP(185-208) pero, no agrega ni
forma fibres en preséncia de cap de les membranes electroneutres model estudiades, ni en
preseéncia ni en abséncia de GalCer (el lipid que podria interaccionar especificament amb la
Phel187 del fragment prionic). Aquest resultat es dona tant a concentracio peptidica baixa com
elevada, de tal manera que es pot dir que la incapacitat de formar fibres en preséncia de lipid
¢és una caracteristica intrinseca d’aquesta seqiiencia peptidica. No es tracta, perd, de que el
peptid no interaccioni amb les membranes. De fet els resultats obtinguts d’estudiar la
interaccid del péptid amb les mateixes membranes model electroneutres marcades amb la
sonda di-8-ANEPPS, demostren que hi ha una certa interacci6 del peptid amb les bicapes
lipidiques, suficient com per produir una alteracido del valor del potencial dipolar de
membrana. En qualsevol cas, aquesta interaccid no és rellevant per al procés de formacid
d’agregats amiloides i, certament, no sembla dependre de la preseéncia de GalCer a les
membranes. En aquest sentit, la hipotesi de J. Fantini [101, 177-179], que implicaria
I’existéncia d’una relacid entre el procés d’agregacio i la possible unié de anells aromatics al

sucre de la galactosilceramida, no és aplicable al cas del peptid PrP(185-208).

V.5.3.- Efecte dels lipids amb carrega neta negativa en la cinética d’agregacio dels
peptids AP(1-28) i PrP(185-208)

Hi ha treballs que posen de manifest la capacitat del peptid AP per interaccionar amb
les membranes lipidiques i, en particular, amb les que contenen fosfolipids carregats

negativament [129], els quals induirien el canvi conformacional amb que s’inicia el procés de
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fibril-logénesi. En aquest sentit, cal remarcar el treball d’A.Chauhan et al. [129] en que es
posa de manifest una relaci6 directa entre els fosfolipids anionics (PS, PA, PI, PIP. PIP,) i la
fibril-logénesi d’AP, i que aquesta augmenta amb el grau de fosforil-lacio de PI (és a dir,
PIP,>PIP>PI). En preséncia d’aquest tipus de fosfolipid es promou la fibril-logenesi d’Ap,
mentre que quan s’incuba AP en preséncia de gangliosids o de fosfolipids anionics sense
grups fosfat, no hi ha indicis d’agregacid. Aixi doncs, aquests autors suggereixen que els
grups fosfat son necessaris per a que tingui lloc la interaccid AB-lipid, mitjancant la unié als
residus aminoacidics carregats positivament. En el cas dels peptid AB(1-40) i AP(1-42) es
produiria la interacci6 del fragment C-terminal dels péptids amb la part hidrofobica de la
membrana. En aquest mateix treball, es conclou que el fragment peptidic AB(1-28) no
interaccionaria amb membranes carregades negativament amb acid fosfatidic. En canvi, en els
resultats exposats en aquesta tesi queda demostrada la interaccid del fragment AB(1-28) amb
membranes de PC:PS i el seu procés de formaci6é de fibres amiloides, tant a baixa com a
elevada concentracié peptidica. En preséncia de membranes model que contenen un 10% de
carrega negativa neta s’observa una cinetica d’agregacido que dona lloc a fibres amiloides,
amb la tipica morfologia microscopica. Aquesta cinética, a més, es veu accelerada si el pH del
medi esta ajustat a 5.5. Aquests resultats no contradiuen necessariament els d’A.Chauhan et
al. [129], ja que si hom examina i compara les condicions experimentals pot veure que el pH
del medi esta ajustat a pH 7.4. En aquestes condicions de pH, nosaltres hem trobat que es
formen agregats i formes oligomériques d’una manera molt més lenta que a pH 5.5 i,
probablement, no foren detectats en el treball d’A.Chauhan et al. A més, també hem
comprovat, mitjangant mesures amb la sonda di-8-ANEPPS, que el peptid AP(1-28)
interacciona amb les membranes model, modificant la magnitud del potencial dipolar de
membrana.

En el cas de la proteina prionica se sap que es localitza en els caveolae, regions de la
membrana que contenen colesterol i esfingolipids principalment, perd també una quantitat
significativa de glanglidosids amb carrega negativa [130, 210]. Estudis fets amb membranes
model posen de manifest la capacitat de PrP® per unir-se a membranes amb glicerofosfolipids
carregats negativament i experimentar un canvi conformacional cap a la forma PrP5¢ [151,
152]. Aquesta uni6 pot tenir rellevancia en el procés de conversié PrP“> PrP*¢ que té lloc en
caveolae. Estudis recents mostren com el fragment prionic PrP(106-126) adopta estructura 3
en preséncia de membranes model amb carrega negativa [211]. Els resultats obtinguts en
aquesta tesi sobre el peptid prionic PrP(185-208) demostren clarament que el peptid és capag

de seguir una cinctica d’agregacié amiloide amb formacié de fibres en preséncia de
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membranes carregades negativament amb PS. L’agregaci6 d’aquest péptid, que no forma
agregats quan es troba sol en el medi, per tant, depén de la preséncia d’una certa densitat de
carrega negativa, ja sigui associada a un polimer com I’heparina o a la superficie de les
membranes biologiques.

La capacitat dels peptids d’interaccionar amb la superficie de membranes carregades
negativament 1 la influéncia que aquesta interaccid pugui tenir en el procés d’interaccio, €s
rellevant en relacid a alguns processos biologics relacionats amb 1’aparicié de carregues
negatives a la superficie de les membranes. Els fosfolipids es distribueixen de manera
asimeétrica en la membrana plasmatica: els fosfolipids acids es troben orientats cap a la part
citoplasmatica de la membrana, mentre que els fosfolipids sense carrega es troben orientats
cap a Dexterior cellular. En situacions de dany cel-lular, com processos d’oxidacid i
d’apoptosi, la membrana perd la seva asimetria i els fosfolipids anionics com la PS es
transloquen des de la monocapa interna cap a la monocapa externa de la membrana.
D’aquesta manera, la PS quedaria exposada cap a la superficie extracel-lular i aixi podria
interaccionar amb el péptid AP. De fet, a la bibliografia existeixen diverses evidéncies que co-
relacionen la deposicid d’AB en la malaltia d’Alzheimer 1 I’estrés oxidatiu, de manera que la
la perdua d’asimetria i, per tant, la translocacid de PS, generada amb I’estrés oxidatiu que
acompanya a la malaltia, podria acabar provocant una major acumulacié de péptid amiloide

en les membranes de les céel-lules afectades.
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V.6.- Fibres amiloides dels péptids AP(1-28) i Prp(185-208): un model
estructural.

Els resultats obtinguts en 1’estudi del peptid AB(1-28) permeten, considerats en el seu
conjunt i en relacié a d’altres treballs, proposar un model d’estructura que explicaria la

formacié de fibres. Aquest model es presenta de manera esquematica a la Figura 82.
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Figura 82. Model estructural de les fibres amiloides formades pel péptid AB(1-28), (a) amb fulla § paral-lela
o (b) amb fulla B antiparal-lela. En ambdos casos es podrien establir interaccions salines entre His-Glu/Asp i1
Asp-Lys 1 interaccions d’stacking n-m a través de 1’apilament intermolecular del residu de Tyr10. Les Phel9 i
Phe20 també podrien apilar-se i establir interaccions d’stacking n-m intermoleculars principalment en el cas de la
fulla B paral-lela.

La cadena polipeptidica en forma d’estructura B es tancaria sobre ella mateixa,
formant una forquilla estabilitzada per la interacci6 entre residus His i residus Asp i Glu.
La formaci6 d’una forquilla d’aquesta mena, ha estat proposada per A.Baumketner i J.E. Shea

[182] en una simulaci6 per dinamica molecular (Figura 83) per al fragment 12-28 del peptid.
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Figura 83. Models estructurals proposats per al péptid Ap12-28. Extret d’A.Baumketner i J.E. Shea [182].

La formaci6 de la forquilla vindria possibilitada per la formaci6 de ponts salins entre
les His13 1 His14 i els Glu22 i Asp23. Aquesta estructuracid, permetria que 1’apilament de
forquilles donés lloc a un alineament dels anells aromatics de la Tyr10, de tal manera que
s’establirien interaccions d’apilament n-m. Aixi doncs, a I’estructura de la fibra hi hauria una
franja longitudinal de residus His que dibuixaria un possible lloc d’uni6 d’heparina i una altra
franja longitudinal d’anells aromatics dels residus de Tyr que interaccionarien entre ells,
contribuint a estabilitzar ’estructura. Aquest model comporta, a més, 1’apilament dels residus
Phel9 i1 Phe20, que podrien contribuir també, a través d’interaccions entre els anells
aromatics, a 1’estabilitzacio de I’estructura.

El model permet explicar els efectes de la substitucio dels residus His per Ala, 1 també,
els resultats observats en els experiments en que les Tyr han estat substituides per Ala.
La substituci6 del residu Hisl3 o Hisl4 per Ala impedeix la formacio d’interaccions
electrostatiques que estabilitzin la forquilla. En aquestes condicions, perd, les fibres es poden
formar, tot i que més lentament, ja que encara es poden donar les interaccions per apilament
n-1t dels residus de Tyr10 i els residus de Phel9 1 Phe20. Per altra banda, 1’apilament de les
Tyrl0 permet explicar I’alentiment de la cinetica d’agregacid, quan es substitueix aquest
residu per Ala a pH 5.5 (His carregades positivament) i inhibidor de la formacio de fibres a

pH 7.5 (His no carregades).
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En el cas del péptid prionic, la Figura 84 mostra la possible formacié d’una forquilla
similar a la del peptid AB(1-28). Fins i tot, amb un parell ionic prop del gir de la forquilla i
amb un alineament de residus d’His i també de residus Phe, que podrien establir interaccions
d’stacking m-n a través de 1’apilament de les cadenes aromatiques. Tot i aixi, els resultats
mostren clarament que el péptid prionic per si mateix no forma agregats amiloides. Examinant
I’estructura esquematitzada a la Figura 84, sembla que aquest fet podria ser degut a
I’existéncia de carregues eléctriques no compensades que introduirien efectes repulsius, més
importants que els atractius. La preseéncia d’heparina o de membranes carregades
negativament podria, perd, contribuir a véncer aquestes repulsions interaccionant amb la

franja d’His 1 Lys, 1 afavorir aixi la formacio de fibres, tal com s’ha vist en els resultats

presentats.
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Figura 84. Model estructural de les fibres amiloides formades pel péptid PrP(185-208), (a) amb fulla B
paral-lela o (b) amb fulla B antiparal-lela.En ambdods casos es podrien establir interaccions salines entre His/Lys-
Glu, pero les interaccions d’stacking n-m a través de I’apilament intermolecular del residu de Phe198 només es
podria establir en el cas de la fulla B paral-lela.
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A partir dels resultats sobre el fragment peptidic 185-208 derivat de la proteina

prionica humana i del fragment 1-28 del péptid AP se’n deriven les segiients conclusions:

1.- El fragment 185-208 de la proteina prionica humana, PrP(185-208), forma agregats
amiloides en preséncia d’heparina (polimer carregat negativament) o en preséncia de
membranes biologiques amb carrega superficial negativa. L’agregacio del peptid segueix la

tipica cinética sigmoidal, interpretable com a un procés de polimeritzaci6é nucleada.

2.- A diferéncia del fragment AP(1-28) del péptid B amiloide relacionat amb la
malaltia d’Alzheimer, amb el que comparteix una hipotética homologia estructural, el
fragment prionic no forma agregats amiloides en abséncia d’heparina o de membranes amb

carrega negativa.

3.- L’efecte de I’heparina sobre 1’estat d’agregacio del péptid, es produeix en part a
través de la His187, la qual formaria part d’un possible domini d’uni6 a glicosaminoglicans,
KQHTV, per comparacid6 amb el domini present en la seqiiéncia del peptid AP(1-28),
KQHHYV. La substitucié de la His187 per Ala, en la seqiiéncia del fragment prionic, produeix
un alentiment del procés d’agregacid, de la mateixa manera que la substitucio de les His13 o
His14 en la seqliencia de I’AP(1-28), alenteix el seu procés d’agregacio. En el cas del
fragment prionic pero, 1’alentiment del procés €s menys pronunciat que en el cas de

I’ AB(1-28).

4.- Tal i com indiquen les mesures de variacid del potencial dipolar de membrana, el
peptid PrP(185-208) interacciona amb membranes model. Tot i aixd, aquesta interaccio no té
cap repercussio en I’estat d’agregacid del peptid si les membranes estan formades per lipids
electroneutres. En aquest sentit la hipotesi de J.Fantini 1 col-laboradors segons la qual, una
hipotética interaccid dels anells aromatics del péptid amb el sucre de la galactosilceramida de
les membranes podria determinar 1’estat d’agregacid, resulta irrellevant en aquest cas.
L’agregacio del peptid PrP(185-208) si que es veu afavorida per la preséncia de membranes
amb carrega superficial negativa. Aquest fet, juntament amb I’efecte inductor observat per a
I’heparina, posa de manifest la necessitat d’un substrat amb una determinada densitat de

carrega electrica negativa perque el peptid formi agregats amiloides.
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5.- Contrariament al que estava descrit fins ara, la preséncia de membranes afecta
clarament el procés d’agregacid del peéptid amiloide AP(1-28). L’efecte depén de la
composicid lipidica i sembla produir-se a partir de la interaccid de certes especies agregades
(no fibril-lars) que es formen durant la fase de nucleaci6 amb les membranes.
Les composicions lipidiques que simulen els rafts o microdominis de les membranes cel-lulars
acceleren la formacid i augmenten la quantitat de fibres amiloides. La preséncia de només
colesterol en membranes de fosfatidilcolina, en canvi, alenteix el procés i fa que es formin
menys fibres. La preséncia de galactosilceramida en les membranes (possibles interaccions
amb els anells aromatics del péptid) no sembla tenir cap efecte especific sobre el procés

d’agregacio.

6.- La Tyrl0 del peéptid AB(1-28) és important per a la formacié d’estructures
amiloides. Quan les His13 1 His14 estan carregades positivament, I’abséncia de la Tyr10
alenteix la formaci6 de fibres. Si les His13 i Hisl4 no estan carregades positivament,

I’abséncia de la Tyr10 inhibeix la formaci6 de fibres.

7.- Els polimers ramificats anomenats dendrimers, amb carregues positives a la
superficie tenen la capacitat d’interferir en el procés d’agregacid dels peptids amiloides
AB(1-28) 1 PrP(185-208). Ens els dos casos ’efecte observat sobre les cinétiques d’agregacio
depén de la relacié dendrimer/péptid: a relacions elevades es produeix un alentiment de la
fase de laténcia, mentre que a relacions prou baixes s’observa una acceleracié d’aquesta fase.
En el cas del fragment prionic la preséncia de dendrimers sembla afectar més la fase
d’elongaci6 i la quantitat final de fibres, mentre que en el cas del péptid AP(1-28), afecta

principalment el procés de nucleacio.
8.- El fragment PrP(185-208) de la proteina prionica humana ¢és citotoxic.

S’ha demostrat que disminueix fins a un 25% la viabilitat d’una linia cel-lular de

neuroblastoma en cultiu cel-lular.
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Amylodd plagues composed of profemiaceous aggregates are commonly found m brains nfected by Alehermers disease and spongi-
form encephalopaties. A structumal homology has been recenily desenbed for the Alzheimer's peptsde ARL-28 and the segmeni of the
prion protein Prpl85- 208, In the present paper, furiher elements in common are reporied: the aggregation processes are in both cuses
enhaneed by the madel glucosaminoglycan heparin and dendrimers can modulale the aggregation process by affecting the nucleation rate
i bow concentrations and the elongation rate ot high concentrations. Mucleation and elongation mie constanis are denived from fittings

to o mucleation dependent polymerisation model.
© 208 Elsevier Ine. All rights reserved.

Keywondy: Amykoid: Alhamer, Prion; Demdrimer; Hepamn

The formation of amyload plagues 1= o typical feamre of
the so-called conformational discases, such as Aldheimers
disease and spongiform éncephalopaties among others [1
4] In these pathologics, structural changes affedting pro-
feins or pepisdes otherwise pormally expressed in the
organism {amyloid peplide precursor protein. prion prolein
Pepf) bead 1o the formation of proteinase resistant filbrils
compoesed of the aggregated abnormal forms of the pro-
tems (AP pepiides, abnormal form of the prion protem
Prp™). These aggregates are rich in [Fsheet structure, and
they ane the main component of the amyloid plaques m
the aifected central nervous svstems [3-8B Proteinaceous
fibnls are normally found assecuted 1o other clements,
stich as ocll membrancs and glycosaminoglyveans (GAGs),
The mportance of the Lier in the aggregation prooesses
of both AR peptides and prions has been established [9
12]. The aggregaiion of the Alzhemmers AR peplide has
been shown 1o be enhanced by GAGs such as heparm, hep-

" Comaponding author, Fax: =34 971935811907,
E-rvinid el pwsepuclaileraisuabes 1. Cladera)

NN 291 XS - s Trond matier © XS Elevier Ine. All iights reservad.
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arn sulfate, and others, whereis in the case of prion aggre-
cation, imhibitme and stimulating conditions have baen
described i the presence of GAGs. As Tor the effects of
these polymers on the development of the pathologics,
s0Me coniroversy exisis al present smoe both possible pros-
tective amd enhancing effects have been described.

Recently, Mahfoud et al, [13] have klentified o possible
sphimgolipyd binding domaim,. dructurally homologous. in
ihe segment [-28 of the ARL-40 peptide and the segment
185 208 of the human pricn protein.

The above-mentioned characteristics related 1o amyloid
peptides could be part of a common aggregation mecha-
mism, which detaled Knowledge would be of paramount
importance for the design of drugs that coukd act on the
(ormation of the aggregates. In this respoct, the branched
pobymers known as dendrimens have been reponed to affect
the capacity of the prion profein Wo aggreeate and to infect
cells [14-16]

Dendrimers are a new class of polymers which are syn-
thesized g stepwize manmer with branched monomer
units [17 240 In the fiese siep, branched monomers react
with @ polvlunctional core, leaving the reactive end groups

185
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Fig 1. Seructore of 8 gemeration theee (GX) PAMAM denifrimer.

om the surface. The mone Livers of monomers are atiached,
the higher the gencration of the dendrmer synthesieed,
Polyamidoamine { PAMAM) dendnmers of the third gener-
atdon, G3, for example, possess 32 amino groups on the
surface (Fig. 1L

In the presemt work, we have compared the aggregation
properties of the Alshemmer’s amyloid peptide ARL-28 with
ihose of the human prion protein frogment Prpl85 204,
which share the above-mentioned  sphingolipid-binding
motil’ [13]1 Aggregation kinctics have been amalyaed in
terms of a nucleation dependeni polymenzation model,
from which the nuclkeation and clongation apparent rafe
constants have been caleulated. The effesct of PAMAM-
G dendrimers on the Kinetic  parameters has  been
determimed.

Materiak and methods

Synibthe peplades ARI-IE [DARFEHDAGTEVHHQELVFFARDVGENE]
and Prpl83- 208 [EGHTVT TT TRORNFTETTVEMMER | were perchased froam
JPT Poptiddes Technologies (Gomany . Stock poptide solutions were kept
in aqueous buffer at newtral pEl. Thiollavin T was purchased from Sigma
Chemical. PAMAM-G} | gencratson 3 desdrimens were purchased from
Deendritic Manotechnologies (1754

Flioneonoe wanroments, The aggegation Linetis of the amyload
peptides were moaitored esing the dyve Thioflavin T i ThTL whose Sus-
rescence b dependent om the formation of amybold aggregates [25.26]
Fleorescenee messuremsents were carmad owl in g SLAM-Aming SNN
spectroflucrnimeicr. Excitation and emnsion wuvelengihs were sot ag 480
and 49 nm, respectively. Temperature was conbroliod wath a thermoskatx

186

bath ar 370 The peplsde concmnlation in the semples was alaays
S phl, and hepanm was added ad 0,041 mp/md.

Kimers amirtivine Data were anahyend in ferms of & msleatbon dopen-
dent polymerzation mechamism, as peeviously described [27.28] The
approsch considers amylokl fbnl fomation & an autocatalytic prooess
with a nucleation reaction Tollowed by am clongateon one with s
respective kinetg cosstants, &y end L, Experimental dats can be fied 1o
such a mode] using the following equation

f = {plexpli} & phlr]

where [is the fmetson of the Gibeillar form; &
tide concentmtion; and g = &S,

Im orded w0 1 the expermental data o Bq. (1), Buoresconoe was
converted to facion of fbnl formation, consalermg = (0 ai ¢ = 0 and
f=1 il the plateau of cach sgmosdal carve

RN & pexpll] & pide]h, (11

L, beimg o ihe initial pep-

Resulis

The time-dependent Muorescence vanation of Thioflavin
TiThT), reflecting the formation of amylokd aggregates, is
showmn in Fag. 2 for APL-258 and Prpl 35 205 mthe absence
and presence of heparm at pH 3.5 No aggregation was
observed for A28 ot pH 7.5 whereas at pH 5.5 the typ-
ical symowdal trace was observed (Fig. ZA). in agrecmem
with previous studies [29] The presence of hepann in the
medium (0.04] mg/ml) at pH 3.5 clearly shortened the kg
time of the aggregation process and increased the slope
ol the sygmoid. However, the presence of the PAMAM-
G dendnimer (5 pM) completely mhibited aggregation n
the monttored fme imnterval.
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Fig. L Thieflavin T feorescence variation during the aggregabion
processes of the amyloidogenic pepiades in MhmM Tris buller, pH 5.5
IA) A28 (8 ART-28 s e presence of heparin 001 mg/ml (B
A -2E i the presence of 3 pM PAMAM-GI (AL (B) Prpl®5-208 (H),
Prpl85- 2% i the presense of heparinm 0041 mg'mi (@) Peplide conoen-
tration was 50 pMh. Temperafure was sel al 37790, The sampls were
wontinuously stimred during fuorescenor measurcments. ThT concontra-
Hon was 35 phl.

In the case of Prpl85-208 (Fig. 2B), no aggregation
occirred independenily of the pH of the suspension (5.5
of 7.5} The peptide did however ageregate in the presence
of heparin and dendrimers inhibited the aggregation.

The effect of dendnmer concentration was then checked
for both peptides in the presence of hepann. The resulis ane
shown in Fig. 3. The observed Auorescence changes reveal
that at certain low concentrations of dendrimers the agere-
gation process is acockermied whereas higher concentrations
do slow in down. Although the final concenration | luores-
cene plateauy of APRL-2E aperegates does not scem 1o be
significamtly affected by the presence of dendrimiers, they
clearly lower it the case of Pri® 185208,

In arder to further analyze the kinetie data, oxperimen-
tal curves shown i Fig. 3 were fitted 1w Eq. (1) These

A

ThT Fluorescance

T {min)

ThT Fluorescence

Fig. 3 Thaoflavm T Muoressence vanabion durng the aggregation
processes of the amylosdogenic peptides m 10mM Tos bulfer, pH 5.5,
and ] mg'ml beparm, a8 a function of dendrmer PAMAN-(G3
eonoentration. (A ARL-IE: ]k ). O {contral) (@) 0.0 (O 1iMlp,and §
100 b PAMAM-GE, () Prop D ES- 208 (ki S, O deombeal i@, 0 g9,
025 dkh, and | Byl PAMAM-GS, Expenmental conditions were set as
in Fag. 1.

implicd analyzing the aggregation processes as an auiocal-
abytic resction, according to the following kinetic schome,
desenibed in Sabaie et al. [27]

oM — P(nuclention process, k.,
M4 Py — Poyylelongation process, k),

where M stands for monomenc peptide and Py, for paly-
meric peptide.

Fig. 4 shows the mathematical fit of the Afl- 28
agoregation kinetis i the presence of heparin 1o Eg,
(1 Nucleation and clomgation rate constants derived
from thie fitting and the rest of experimental curves in
Fig. * are summarized in Table 1. According to the table,
low concentrations of dendrimers affect the nuchkeation

187
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Fig 4. Kinctic amalysas of Afll-28 aggregation m the presence of heparin.
The continsos line cormesponsds 0 the mathematical 18 of the ThT
Neorcsoonce vamation of 50 pM APL-28in 10mM Trs bulfer aml
0041 mg/ml beparin, pH 5.5 (data Trom Fig 2A% o Eg. (1L Pror e
il finmp, data were tramsformed imio (mciions of iotal Bhel formation
The mucleation and clongation censtamis derived Trom the fifting are given
in Table |,

Tabile 1
Muclcataon amd dongation mle conslanis cakulated by Bllimg experimen-
inl dsts in Fig 2 to Eg. i)

Diendrmmer | pM) l:.l!."l i..il.rul.-]"-:"l
Prpe | 85205
] 57w 10* 13
1.0l 5= 10t 3
0, R nE
00,05 I = 107" a4
i, 15 LED | I7.2
024 S4m |0 I
1 2 0 56
AN -2
0l N [ a7
0,00 2= 10 b
0.l 3= 10-"* Ri¥
1 6.5x lo-= m

The parameters o and &, dermed from Eq. (1) have been used 1o caloalate
el constamte: &y, o pdand Kokl G o mmBial peplide concemtration)
Rate constanls unsls are gren accordmg Lo [27].

rate constant, This effect is particularly cear for AL 28
the presence of dendrimer UM M increases the nucle-
ation rale constant by two onders of magnitude. For
Prpl B5-208, the efect on k, is smaller bul nevertheless,
the result of the calculations shows that i the presence
of 0000 M dendrimer &, is four times larger, With
respect 1o the clongation rate consunt., dendrimer con-
cemrations above (L1 pM do mainly affect the clongation
process by decreasing the clongation raie constang, The
elfect on &, 15 more pronounced for Prpl85 208 than
for APL-2E,

188
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Amy loid peptides relaied 10 Aldheimers discase and pri-
on proteins ane the main companents of the so-called amy-
loid plagues found m brains aifected by these pathologkes.
The aggregation process. which leads to the formation of
the amybond fibrils and plagques, has been shown to depend
in both cases on the presence of other macromolecules such
as glycosuminoglycans and lipids from the cell membrane
[3-12] Mahfoud et al. [13] have shown that AfL-28 (the
hydrophilic par of ARL 42, the main component of amy-
loid fibrils m Alzheimer's discase) and Prpl85-208 a frag-
ment af the hwman prion protein) may share a siructhural
homalogy (4 sphingolipid binding mouf). Having this m
mmd we s¢i up the present work in order 1o explore other
possible common  features between  the two peptidic
sequences m relation o therr interaction with glycosamine-
glycans and dendnmers, The results show that heparn
cnhances the aggregation capacity of bath ALl 28 and
Prp &5 208, and that this ageregation can be modulaied
by the presence of dendrimers in the medium,

Contrary (o what has been observed for AP35 [290
Prpl85-208 docs not aggregate al pH 5.5, In the case of
ARL-28, this effect of pH on the ageregation properties
of the peplide s related (o the presence of several His res-
idues in s sequence, Prpl85 208 dogs also possess a His
residue in its seguence, although as the results show, the
ageregation capaciny of the peptide does not depend on
the protomation stite of this reskdue.

Baoth peptides, on the other hand, aggregate in the pres-
ence of hepann. The effect of beparn can be aguin related
1o the His residues in the peptide sequences. AJ1-28 con-
tains a heparin binding conscasus sequence | VHHOKL)
[11,300] and the sequence YTHOK is present, an the N-ter
of Prpl&F 208, The cfiect of heparin could be therelore
related to the existence of these binding motves. When
hepanin is present it s obvious that dendrimers can inieract
clectrostatically with bath heparm and the pepudes. The
observed effect of a low dendnmer concentration (Fig. 3)
helps proving that an interaction of dendrnmers with both
the peptides and hepann takes place. Low concentrations
of dendrimers shorten the lag time (the nucleation process),
I the efect of dendrimers were only through s interaction
with heparin (impeding the imeraction of the GAG with
the peptides). lowenng the dendnmer concentration would
move the Muorescence curves from Fig. 3 in the presence of
dendrimers towards the control trace (absence ol hepann)
but curves would not be found o the left of the control
in the graph. Since this is not the case and we gen curves
with shorter lag tmes than the contrals, i is chear that den-
drimers also interact with the peptide molecules,

Dendrimers are shown to clearly affect the aggregation
propertics of both peptides. I the cose of AJL-28, o direot
intersction of dendrimers with the peptide can be deduced
from the data presented in Fig. 2. 1 is clear that the pres-
ence of the dendrimer inhibits pepride aggregation. In the
presence of hepann, the analvas of the duta by freatmg
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the nucleation polymerstion process as an auloctalyie
reaction (Eq. (11} kads to the conclusion that dendrimers
dov affect mamly the nucleation rate constant in the case
of AP 28 and the elongation rate constant in the case of
Prpl 85 N& (Tablke 1), On the other hand, for both Al
I8 amd Prpl83 208, low dendnmer concenirations do
mminly affect the nucleation rate constant (Table 1) by
mereasing it (nucker form faster). High dendrimer concen-
trotions do mainly have an effect on the clongation rle
constant, Al low concentration dendrnimers scem (o a0t a8
nucheation centers whereas at high concentration they aa
on the mteraction of monomers with the already formied
agpregates. I coulkd be that when the ratio of dendmmier/
peptide 15 kow, dendrimers facilitate the contacts between
peptide moleculles faccelerating the fommation of the nucle-
us), Om the other hand, ar high dendrimer/peptde ratios
there could be enough dendrimer 1 create a sort of Lyer
surrounding ihe nucleus, in a similar way o what has been
desenibed for the mteraction of dendrmers with albumin
(311 whech in this case could make diffcult ihe clongaiion
ProCess.

The influence of dendrnimiers on prion-rebied aggregates
has been previously shown [14-16] but it s reporied here
frr the firse time i relation o the Aleheimer's peptides.

I conclusion i cin be said that the resulls presented
chearly show that APL-28 and Prpl83 N8 aggregation
proesses are i both cases enhanced by heparn and that
dendrimers modulare the aggreganion progess by aflecting
the necleation rate ot low concentrations and the elonga-
v rate al high concentrations, These newly defined com-
mien characteristics can be added 1o the already described
ability of these seguences 1o adopt a homologous sphingo-
ipid-binding maotif.

The mieresi i ihe reporied effect of dendrmmers has to be
considered within the ongoing seurch for compounds that
can affect amyloid fommtion and in refation o the struciar-
al intermediates in this provess which are responsible for the
evtotonic cfficets. Mowadays the idea that low molecular
weight ageregntes, mther than fibrils, would be the eviotos-
ic agents has gained considerable ground [32] Low dendri-
mer concentratsons could m this sese contribule o
deerease the lifetime of bow moleculir weight mtermed iantes
and contribute to decrease the potential cytotoxic effects of
the peplides. This would be panticularly significant in the
case of APRI-28 (larger effect on &, than for Prpl 85-208).
High dendrmmer concemtrations on e other hamd could
cofitnbute 1o merease the eyviotoxicaly, snce by decreasing
the elongation rate constant and therefore decelerating the
formution of fibrik, they could incrcase the lifetone of low
mislecular werght aggregates, Data reported m the present
work can therefore be wseful to evaluate any potential use
of dendrimers as anti-amy loidogeme agents.
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Alslrmit

Inkabition of fibril assembly 15 a potential therapeutic strutegy in neurodegenenative disorders such as prion and Aldhermer's diseases
Highly branched, globular polymers dendnmers —are novel promisng inhabitors of fibnl formation. In this study, the effect of polvam-
idoamine (PAMAM) denddrmers (generations 3rd, 40h, and 5h) on amyloid aggregation of the pron peptide Pri®* 185208 and the AlL:-
hemmer’s peptide AR 128 was examiped. Amyloid fibrls were produced in vitro and their formation was monitored using the dve
thiofavin T (ThT . Fluorescence studies were complemented with electron mecrascopy. The resulis show that the higher the dendrimer
generation, the larger the degree of inhabition of the umylos aggrepation process and the more effective are dendnmers in disrupting the
aleeady existing fibrils. A hypoihesis on dendrimer-peptide mieraciion mechanism is presented based on the dendrimers” molecular

Slructune.
© 2006 Eleevier Ine. All nghts reserved.

Keywonde Demdrimer; Prion; Alzheimer; Amylosd peptide; Aggregation

Amyloid fibrils are aggregates of normally soluble pep-
tiddes or proteins. There is a group of diseases that are char-
acterized by the deposition of amyloid fibrils, Among them
there are newralogical disorders such as Alzheimer’s and
prion discases. Thus, mhibition of fibril assembly = o
potential strategy for therapeutic mtervention. [t has been
recently shown that polyamdoamine and polypropylenei-
mine dendrmers are promising candidates for the treat-
ment of prnon diseases [1.2L These relatively novel
macromolecules are globular and are charactereed by a
densely packed surface, Due to their specific structure they
are suitihle For a variety of biomedical applications, Den-
drimers promote the clearance of pre-existing PrP™ (the
abnormally folded priom protemn. which forms amybkad
fibrils). Dendrimers also prevem the conversion of the nor-
mal ecllular PePY into PrP5e [1,2] These branched poly-
amines are the first class of compounds that have been

® Comespondmg puthor, Fax; +48 43 635 44 74
Eauivall avdres aklaminbiod uni.bodzpd (B, KLijnen i

(NHG-29] M5 - soc froml mallcr © 20806 Elsevier Inc. All rights reserved.
ok 10, 1016, bbpe, 2006, (404 1

shown 1o be able to cure a prion infection in lving cells,
Ths fact recerved considerable interest and other tvpes of
dendrimers were Wested as possible anti-pricn agents [3.4]

Amyloid fibrls can be produced in viiro by cxposing
discasc-associated  peptides 1o destabilizing  conditions,
We have chosen this approach with the aim of contributing
1 the molecular characierization of the inlcractions
between dendrimers and peptides.

We have used the third, fourth, and fifth peneration of
polvamidoamine  dendrimers  (PAMAM G PAMAM
Cid, il PAMAM G5)in order 1o study how dendrimers”
structure and stee determing their effect on amyloid forma-
tion, Dencdrimers ane built in a cyclic manner from a central
cone malecule that i1s surrounded by layvers of branched
monomers. The more Livers are attached, the higher the
so=called generation. As gencration increases, the amoun
of surface groups mereases oo, =0 the shape of the dendn-
mier chunges from flat and cllipsoidal o globular [51 In
case of polvamidosmine dendrmers ethyvlenediomine s
the core mokeeule and branched unis are constrscted from
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Tabde |

Chamcienztion of used dendnimers [13]

Mame, pemerabion Termunal groups Muamber of termmnal groups Molecular weighi [Dal Dazmeter [mm)|
PAMANM, G3 MNH: 1 L) Ib

PAMANM, (G4 MHy L] 14215 4.5

FAMAM, GF NH; {2 26 5 54

both methyl acrvlate and cthylencdiamine [6] A sunmimary
of the characteristics of the dendrimers used m the present
study is given in Tahle 1.

Az a continusition of our previcus studies we have cho-
sen Alzhaamer’s peptide AP 1-28 and a segment of prion
protein PrP 183308 [71 A structural homology has been
recently described for these two sequences and a recent
computational study has shown tha residucs 18502193 are
one of the fibrilization sites in PrP [5.9],

Dendnmers were studied 1n a system contaimng hepann
as a medel glucosuminoglvan, It has been Found that amy-
leigd fibnls in vive are normally assocuined with GAGs, and
bah PrP 135208 and AR 1-285 have been previously
shown o agegregate m the presence of heparim [10011]

Materink and methods

Mrieriafs, Symbetic peplides AR 1-28 [DAEFRHDSGYEVHHOQ
KLVFPAEDVGENK] and Pre IB5-208 [KOHTYTTTTEGENFTET
DVEMMER] were purchased from JPT Peptide Technologies GmbH
[Chormany ). Stock peptide solutioms were kopl m agueous buffer at pH 7.5
Thealtavie T (T-3516) nmd heparin-sodian sl (H-4784) were purchused
from Sigma Chemsca] Company. Dendrimsars PAMAM G3, PAMAM G4,
nml PAMAM G5 were obamed from Dendntie NaroTechnologies Inc.
(USA) amd dissobioad in aqueows budler. All odher chemicaks were of ana-
bvtical grade. Water wed 1o prepane solutions was double-disilled.

Forirartion of mapleld s —ThiE avay, The process of aggregaiion
wis monifored using the dye thioflavia T (THT) whose flooreaence
depenids on the prosence of amyboid stractares [1213] A stock salution ol
peplide | 0.2 mmaolfl) in Teis bofer, pH 7.5 was diluted 10 o fnal
concenlration of 50 pmolfl. Then ThT and heparin were added j Gnal
comcentralions of 35 pmall and D1 mgfml, respectivelyl and pHl was
adjusted 100 5.5 wnh abguots of HUL Fluorcsemoe  measunomenis
were performed 5 17 °C upon cominoous shaking using a microplate
readder (Wallse 1440 ¥WICTOR' ¥ Mubibbel Counter from Perkin-
Elnser). Agpregation kineiics were monilorsd by messaring the Mucnes-
cence infensity every 3785 using 450-nm excitation and 49knm emission
fllers,

Elevreon miraseopy, Ten microliters of semple from the
caxpermmenl (soe proviows paragraph) was placed on o carbon 400 mesh
prid. It was dried and the of solution was 1 with a fher
paper. The sample was wamad with 26 wranyl scetnte for 2 min. dried.
umdl then viewed usang o Hlitachi H-7000 cleairon microscope.

Resulis

The flworescence of thioflavin T 15 normally used 1o
moniter the formation of amyloid fibrikk, Figs, 1 and 2
show the fuorcscence varigtion of ThT for AP 1-28 and
PrP 185208 in the absence and presence of incrcamng con-
centritions of dendrimers. The time-dependent increase in
ThT Auorcscence lollows o sigmosdal curve typical of a
nucleated  polymerization  reaction,  Peptide  monomers
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Fig. 1. Changes in fluorescence of ThT dusmg the aggregation proccsses
of Af 1-28 peplide in the prosoce of PAMAM G (AL PAMAM G BL
aedd PAMAM GE1C)

dlowly combine o form non-fibnlar structures known as
nuclel (lag phase), Addition of peplide monomers 1o these
nuclel and combination of nuclka, wogether with a confor-
mational transition which implics the formation of fibrilar
[-sheet structures, results m the so-called elongation phise
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Fig. 2. Champes in Buorescence of ThT during the aggrogatson prooosses
of Pri* 183-208 pepiide in the preseace of PAMAM G3 (AL PAMAM G4
B, @nd PAMANM G (C)

(the fster, exponential part of the sigmoid), In vhis later
process, breakage of long fibnls giving shoner siructures
that can act a5 seeds may be an impoectant part of the mech-
ansmi [14]. From the graphs, the duration of the nuckation
phiase can be estmaied by determining the point where the
profongation of e exponential parl of the sigmoid culs
the tume axis [15]. Fig | shows that in the case of Af
1-28 the duration of the nucleatimn reaction (lag phase)
does not change much, compared 1o the control, m the
presence of PAMAM dendrimers. AL low dendrimer con-
centration (001 pmal/1) there is no effect on the clongation
rate imeasured as the slope of the exponential part of the
sigmoidh or at mest a slight increase (im agreement with
previous reports [7]. PAMAM G dendrimers, however,

clearly slow down the clongation reaction when present
at U1 and | pmolfl, significantly reducing as well, the
amount of final fibrls formed, The eéffea of PAMAM
Gl PAMAM G5 at 0.1 pmolf] on the clongation rate
is much less evidemt than for PAMAM G3, although m
| pmaol PAMAM G4 and PAMAM G5 completely inhibat
ithe formation of fibers in the monitored tme inierval. Low
gencration PAMAM dendrimers have theretore a ¢lear

Fig. 3 BElecron micrographs of PP snocturss in the absence of
dendrimers (AL i the presomce of | pmoll FAMAM G3 (I and
1 ol PAMAM G5 (C)
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influence on the clongation rate of A 1 28 aggregition, an
effect which 15 kess pronounced for higher generations (dth
and Sthj, In general (Tor all PAMAM G3, PAMAM G4,
and PAMAM G5 there is a clear effeer on the final concen-
trution of fibrils: the higher the dendrimer concentration

and the higher the gencration, the smaller the amouwn of

fibrils formed.

For PeP |85 208, the duration of the nucleation phase is
in general slighily more than double that of AR 128
(Fig. 20 PAMAM G @ 0,00 and 0.0 pamel/] has no effea
on the aggregation rale or i the finnd amount of Obrils.
0,01 prmelf] of PAMAM G4 or PAMAM G5 seems 1o
aceelerate the whole process whereas 001 pmalf/l does slow
it down, In both cases the final amoum of fibrils does
not change. In all cases however { PAMAM G3, PAMAM
Gd, und PAMAM G35) 1 pmolfl dendrimer completely
mbibits fibnl formaton m the monitored tmme interval,

In order o complement the ThT results, we analvied the
finil products by clectron microscopy (Fig. 3). The charc-
terstic long. interweaved fibrils were observed for the con-
trol simple. In the presence of PAMAM G3 dendnmers.,
fibrils were not as straight and they were organized in
clumps. Among the fbril amorphous structumes  were
noticeable. A clearly smaller amount of fibrils was visible
m the presence of PAMAM G5, where amorphous stric-
tures predominged,

Finally, m order to check the dendnmers” ability 1o dis-
aggregate amyvlowd fibrls we added dendrimers at increas-
ing concentrations into samples where ageregates had
already boen formed and we monitored the changes in
ThT fucresecnce { Fig. 45, It terned out that all dendrimers
were able 1o disrupt aggregates. The higher the genermeon,
the lower the concentration necded 0 achieve the disagene-
gating effect, The concentration that corresponds 1o 5005
decrease in the content of amyloid fibrils (csp) was 0.2,
0.5, and 1.1 pmaolfl for PAMAM G5, PAMAM G4, and
PAMAM G3, respectively.

100 -
oo ! H"“\.‘ e PAMAM G
1 e Paklal G4

ThT fucrescence [%]
g B
_:—'—'_'_'_'-

s 8 B8B s8¢ 8

o

\
N

dendrimer concentration [umol]

Fig. 4, Changes in fluorescence of ThT dunng the dissggregation process
fiar Pri* 185208 pepisde upon dendrimers.
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The presence of abnommal aggregates, so-called amyboid
fibrils, is observed in several neurodegenerative disorders
such as prion discascs and Aleheimer's discase, The scarch
for an effective treament for these disorders is an up-to-
date issue. Alebcimer’s dementia is a discase that threatens
to overwhelm o health care systam in the developed world,
In comirast to Alzheimer’s discase, prion discases can be
transmitied from one organism to another, 1was belicved
that the progess cannol oocur between specics, Unloriu-
pately a new varian of Creuteleldt Jakab discise (nCIIY
showed that this barrser was crossed. Several lines ol evi-
dence prove that a link between the nvCID outbreak and
a preceding eprdamic of bovine spongiform enceplulopa-
thy (| BSE) exists [16], Although it s 100 early 1o predict
the number of pvCID cases that maght eventually arse, 10
is chear that effective therapeutics for prion discases are
urgently needed. [t seems thiat mhubition of fibril assembly
can be a potentiol strategy For therapeutic intervention.

Several inlabators je.g. porphyrines, phthalocyanines,
and polveyclic aromatics) hoave been recently identified
[17-19] Among these two main types can be distinguished:
kinetic and thermodynamic inhibators [141 They can be
wdentiied by analyvang the shape of the Kinetics curve m
comparison (o g control curve, In the case of kmetic mhib-
itors the final amount of Gbals s wnchanged, the Lag time
however varies, but the control and inhibitor curves cannot
be superimposed. We observed this type of Kinetic inhibi-
tion for PrP 183 208 in the presence of 0.1 pmal/l
PAMAM G4 and 0.1 pmol/l PAMAM G35 (1 pmolfl com-
pletely inhibied amylowd formation in the monitored 1ime
interval). Thermodynamic inhibitors on the other hand do
not affect amyloid Formation rate but the final amount of
fibrils is reduced. We observed this effect in the case of
AL 28 aggregation in the presence of PAMAM G4 and
PAMAM G5 which had only a small effect on both the
nuckation and clongation rates but clearly decreased the
sigmoid plateaus. PAMAM G3 did not affect the nucle-
ation rate (lag phase duration) but significantdy lowered
the clongation rate (strmght bne slopes o Fig XA
PAMAM G2 reduced as well the final amount of fibrils,
although 1o a lesser extent, compared with PAMAM G4
and PAMAM GE Compary 1o some specilic inhibitors
as, e, aplidine that blocks fibnl Tformation for Pri® 106
126 bewer than for AR 2533 [20] dendrimers at higher
concentrations | pmol/1}) behaved simalarly i the presence
of both prion and Alzheimer's peptides.

Considering the differemt mechanisms that have been
proposed For amyloid fibal fomation, three different ways
of mhabitmg amylowdogencsis cin be envisaged: by lower-
ing the effective peplide concentration, by blocking the
ends of growing fibrils, and by increisimg the fibnl break-
age rate [14] In order to mierpret the effect of dendnimers,
all these strategies should be considered {Fig. 5).

Dendrimers could lower the concentration of pepiades
that are capable of growing into fibrils by binding 10 the
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Fig. 5. Possibde strategics of mbubition of anylosdogeness by dendrimers: by bindmg ko peplides (AL breaking Gbnls {B), and blocking froe ends of a

filsril {C

peptide monomers, [ has been previously shown that den-
drimers have an affininy for prowcins, e.g., they create i
layer om the surface of albumin and change its conforma-
ton [21]. Dendrmers can also affect proteins” functions,
g, chamge an eneyme activity [221 However, this inlubi-
iion mechanism i less likely o be observed under our
expenmental conditions since it is belicved that this group
of imhibitors & not effective i fibrls grow exponentially
according 1o a second Kinetic stage [141

It can be observed i Figs, | and 2 thar ot low dendrimer
concentration (00 pmol/1) fibal formation s accelerited.
This behavior is iypical of inhibitors that increase the fibnl
brcikage mic. A moderated fibal breakage level in wmiyloi-
dogenic processes may be responsible lor speeding up the
formation of aggregates by creating new free ends that
can expand upon an attachment of new peptides. However,
if breakage is very fast it can progressively break down all
fibrils until only monomers are leli. Therelore, if fibal
breakage 15 the predominamt mechanism of mlnbition. then
inhibitors administered in low doses can in fact socclemie
fibrilogencsis by provading a larger amount of ends that
serve as sates of replication. In higher doses however thess
mhibators can be elfective. Such a mechanism was previous-
Iy Foumd for Congo red [23], Dendnmers” ability 1o dismp
already exasting fibkrils i illustrated in Fig, 4. The smaller
the dendrimers. the higher the concentration needed 1o dis-
rupt the aggregates, This 15 i a good agrecment with the
reported offect of poly-v-lysine on amyloid aggregines

[24]. Poly-Ldysine s a potent dissobver but its monomer
L=lysine is not effective due o its smull size,

Finally, amyloid formmion can be inhibited by bloacking
the fibrl ends. Usually effective end-blocking mhibitors are
viery stmliar 1o amylowd proweins [25] This guarantees that
they can bimd 1o the Gbril end, and the subile differences in
their structure prevent further fbril clongation. Although
dendrimers have been called “artificusl protens’ amd they
can mimic some prodein functions [261 115 obviows that
they do pot bear miuch resemblance 1o proteins. Neverthe-
less. s possible that they bind unzpecifically to fibnls
affecting ther growth. This hypothesis 15 supported by elec-
iron microscopy observations (Fig. 21 In the presence of
lowe generations of dendrimers {PAMAM G3) fibrils scem
1 be more curved and they seem o tend 0 be organized
in clumps. Fibnl organization may have been somehow
changed by the presence of dendrimers. Dendrimers pos-
sess many end groups on the surface, Each of them can
interact with peptides or fibnls, The star structure of a den-
drimer could be responsible for the formation of cumps
(Fig. &), Higher gencrations (PAMAM GS) seem 1o hive
been more effective in their interactions with monomenc
peptides anddor breaking fbrils, ance less fibnls were
detected by eleciron microscopy (Fig. 300 A schematic
deseription of the way in which big dendrimers could ham-
per the Tormaton of long fibnls s presented im0 Fig. 7.
Besides a reduced amount of fibrils, peptides formed amor-
phous aggregites in the presence of PAMAM G5
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Frg. &, The moded of micraction between pepdides ana low gencrations of PAMAM dendrimers,

Amarphous random coil aggregates from Alzheimer pep-
tides have been deseribed at acidic pH ol 56 [27,28]
ThT docs not fuoresce in the presemoe of amorphous
aggregates [13,.29]

In our studies, hepann was added o all samples. Hepsi-
rin s a mixiure of unbranched antomie mucopolysaccha-
rides joined by glyeosidic lnkages, It wias  previously
shown that the presence of hepann i the medium at pH
5.5 shortencd the lag time and mereased the slope of the
sigmoid [T] 1 has been cstablished that GAGs promaole
fibeal Formation and stabilize existing fibals [30] Siee hep-
arin is negatively charged and dendnmers possess cationie
groups on e surface, it s obvious that clecirosiatic inter-
actions between hepann and dendrimens can oeour. How-
ever, i1z important to nediee that the role of dendnmers
cannot be limited to the clearmnee of hepann from the sys
tem. 10 1 were so, then we would not observe the accelera-
tien the fibrl formation proces i the presence of low
concentrations of dendrimers, Besides, it has been shown
that AR 128 forms Gbrils in the absence of heparin,
although the process is considerably shower, and PAMANM
G2 oat high concentration was able 1o completely mhibit
this process [7].

Cenerally, the bigger the dendrimer molecule. the higher
the activity against fibrils wos observed, It has been previ-
ously shown that polyvamd camine and polypropylencimine
dendrimers become more polent ol climinating PeP™ as
they are more branched [1], Thus, the inlabiting proceses
are correlated with the number of amino groups on the sur-
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face. However, it has been found tha there is an aptimum
halance between the size of dendrimens and the number of
emd groups on their surface. The cificiency of phosphorus-

contaiming dendrimers (which possess protomited terminal
tertinry amines) against Pri® increased according 1o the
order; generation 3rd < generation Sth < generation 4th
[31]. In our studies. | pmolfl PAMAM G35 was enough 1o
completely mbibit the formation of fibrls This concentm-
tirn corresponds 1o a rate of peptide:dendrmer of 51,
and o a ratio of peplidesdendrimer’s surface groups of
256, This illustrates how relatively bow malar concentri-
tiens of dendrimers can be clficient due (o the karge number
of surface groups. It s belicved that the presence of amino
groups B orucial, since it has been proven that hydroxy-
termumated dendnmiers are melfective [11 This means that
clectrostatic mteractions between dendrimers and peptides
Gre very important.

To summuarize, it seems that dendrimers can interfere
with amyloid Tormation by combining at least two inhibit-
ing strategics: blocking fibrl growth and breaking existing
fibrils. However, their efficicncy is limited and their action
can resull in the Formation of amorphous, non-fibrillar
aggregates. It s worth reminding that amyboid fibnls are
only one type of agerepiates that s very specific due 1o itz
highly orgamieed ‘mosfolded” structune, This structure 15
responsible Tor the protease K resistance. Previous studies
have shown that in the presence of demdrimers the resistant
forms begame sensitive Lo protease K [2]. The Get that den-
drimers can render  omorphous aggregates in amyboid
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Fig. 7. The model of imeraction between peptides and high generations of PAMAM dendrimers,

peplide suspensions s therelfore worth considering in the
path which kads to the design of successiul pharmacolog-
wal strategies.

Acknow ledgments

This study was sponsored by Grant Mo, 121V 2005
from POLPHARMA Foundation for Development of Pol-
ish Pharmacy and Medicine and by Granis EET20602-
05139 and BIO2003-0284K from the Spanish Ministry of
Science and Education we 1.C.

Helferences

[1]5. Supattapone, HA0B. Npuyen, FE. Cohen, 5 B. Prusiner, MR
Seort, Elimimation of prions by branched polvansines and implica-
tions Tor therapeutics, Proc, Matl. Acad, S USA 96 (1999) 14529
14334,

[2] 5. Supatiapone, H, Wille, L, Uyechi, J. Safar, P Tremblay, F.C. Szoka,
F.E. Cohen. 5.B. Prosiner, M_R. Scon, Branched polyamines cure
prion-infected neuroblustoma cells, J. Virol 75 (3000 ) 0533461,

[3] ). Solassol, C. Crozd, V. Permer, ). Leclame, F. Boranger, AJM.
Caminade, B, Moumicr, 1), Dosmond, 1-F, Majoral, 5, Lehmann,

Cationic phosphomnus-contaming dendnmers reduce pricn replication
bodh im el culture amd in mooe infecled with scrapie, ). Gen. Yirol. 85
(2004 17911794,

[4] PALH. Hecgaard, HG. Pedersen, ). Flink, U, Boas, Amykoid
aggregates of the prion peptide Pri WW-126 are destabilised by
onidation and by action of dendnmers, FERS Lean, 577 (2004) 127-
133,

[&] G, Caminati, N.), Tummo, LA, Tomalia, Photophysical investigation
of siarbursi demdnimers and their ineractions with amonic amd
cationic seriacianis, J. Am, Chem, S 102 (1990) 8315 8523,

[6] DA Tomale, AM. Naylor, WAL Goddard 111, Starburst dendrie
mers: molomlar-level control of size, shape, surface chemisiry,
topology, amd fexibility Mrom atoms o macroscopic matter, Angow.
Chem. Int, Ed, 29 (19660 138173,

[7] B, Klajnert, M. Cortijp, M. Brysewska, ). Cladera, Influence of
heparin and dendrimers on the aggregaiion of two amyloid pepiades
related s Alzheimer’s amd prion diseases, Baochem, Biophys, Res,
Conmun, 339 (006) 577353,

[8] LB Kumetsov, 5, Rackovsky, Comparative computational analysis
of prion proteins reveals two fragmenis with unusual structwral
propertics and a patier of increases in hydrophobicny associated with
liseases ting mulations, Proten Sa. 13 (300:) 312303244,

[%] B. Mahioud, X, Gammy, M. Maresca, N. Yahi A Puigserver, 1.
Fantini, ldmtifction of a common sphmgaolipid-binding domain in
Alzheimer, priom, and HIV-l prosans, ) Baol, Chem, 277 | 20002)
112921 1T%4,

197



Publicacions

18 B Kgnerr e ol [ Biochesnou! aed Biopinsdcal Research Commuimiortions 745 [ 2061 2128

[10] J. McLawrim, T. Frankhn, X. £hang, J. Deng, PLE. Fraser, Interac-
tions of Aldhcimer amykoid-beta peptides with glyoosaminoglycans
ellects on fibn] nuclkeation and grvail, Ear, ), Hiochem, 266 (1959)
1100 T ik

(1] ), Daaz-Ndo, F, Wandosell, ). Avilla, Glyeosmmogheans aml beia-
ampdoil, prion and e pepides in neurcdepenerative discases,
Peptides 23 (2002) 15231532

[12] 1. LeVine Jed, Thioflaviee T inieraction with synibetic Alzheimer’s
iscase betp-pmadond peptides: detection of amylowd aggregation in
sadution, Prodeim Scw 20 1993 44410

(I3 M.EH Krebs, EHC. Brombey, AM. Donokd, The banding of
thiedlavin T 1o amylesd fibnls: bcalmation and imphcitons, 1. Sinect
ial P40 (3idd) 30-17.

[E4] 8. Masel, VoAA Jansen, Designing dmgs 1o stop the fommatson of
prion aggregates and other amiyloids, Biophys. Chem. &5 (3000§ 47
5,

[15] R, Sahatd, M, Gollasdo, ), Esielrich,. An autocatalytic reaction as a
mended For the kinetics of the aggregation of flramylond, Biopohmen
T 1303 19194,

(18] WL, Pasterson, M., Painter, Boving spongiform encephalopaiby aed
mew varani Creutefehdt Jakob discase: an overview, Commum. Dis.
Pablic Healih 0 1R 5-135,

[17] B Cagghey. D Ermst, BLE. Rage, Congo mod mbiubsison of scrapic
apent rephcatson, J. Virol &7 (1991} 637046273,

[18] WA Caughey, LD Raymond, M. Honuchi, B Caughey. Inhibition
ol profcasc-resistant pnon proban formatson by porphymins asd
phiadocianmes, Froc, Natl, Acud, 5o, USA 95 01998) 12117-12122

[1%] F. Tagliavini, &G. Fodoni. L. Colembo, G Rossi, L. Gieol, B
Cancianl, N Angeretis, L. Giampacks, B, Perewsini, T, Awan, L. D¢
Giole, E. Ragg, O, Bugian, M. Salmona, Teiracycling affecis
abtoormal propenics of mniketc PP peptides and PrPiSch in vitmo,
L Mol Biol. 300 {000 13091322

[300] M, Féres, M. Sadgi, V. Musice, J. Avila, Inhibition by aplidineg of ibe
aggregution of the pron peplide Prl® 1061236 inlo fleshect fibnls,
Biochim. Biophys. Acta 1630 | 2005 135130,

198

[21] B. Klyjment, L. Stanislawska, M. Bryseewska, B Palece, Intersc o
between PAMAM dendnmers and bosane serum albomin, Boscham.
Hiophiys, Acta (648 i 2003) 115126

[22] B Klsjnent, ML Sadowska, M. Bryseewska, The effect of polvamido.
amine dendrimers on human envihrocyie memboane acetylcholines-
terase activity, Bloclecirochem 65 (J04) 131-36,

[23] WP, Esler, ER. Stimson, J R, Gihkilands, AN, Felix, ¥ A La, HY,
Vinters, P.W. Mantyh, 1. E. Mapgio, A | depasitson inhibaor screen
using synthetic amylobd, Mat, Baotechnol, 15 (1907) 238263,

[24] KW, MNpuvem, L-L. Gendrawlt, C-M. Walll, Poly-t-lyane dissalves
fibeillar aggregation of the Altheimer feamylobl pepiide i viteo,
Biochem. Biophys. Fes. Commun. 291 ( 302§ T -THE

[25] 1. Ghamta, C. L. Shen, LL. Kiesslimg, BA. Murphy, A samtegy for
diesipning imhibitors of framylosd woxicity. 1. Biol Chom. 271 {1996
QRIS INEDN,

[26] B Eafand, DA, Tomaka, Pobwamudoansne | TPAMAM) dendrimers:
from biemimicry o dmug delivery and biomedical appScaiions, Doag
Discovery Today 6 M6 427436,

[27] 51, Wood, B, Maleell T. Hart, K. Wewel, Physical, morphological
amd functional diferences beiwesn pH 35 and 7.4 aggregaies of ihe
Alsheimer’s amyloid peptide Abeta. J. Mol Baol. 256 ¢ 1906 870 877,

[38] B, Bobrmann, M. Adrias, ). Dubocher, P Kumer, F. Miller, W,
Huber, ©. mordstedt, H Dobeh, Sclf-ascmbly of framylod 42 &
relanded by small moloolar hgands at the stage of structiral
imlermedintes, J. Struce Bsol. 130 (W0 2322446,

[29] ES Voropal, M.P. Sambsny, KN Kaplevskn, A, Maskevich, VL
Siepura, (U1, Povarma, LM, Kumetsown, KK, Turoverov, AL
Fink, V.M, Uverskin Speciral properiies of thioflavin T and its
compleses with amybosd Bbrils, J. Appl Spectoose, T § 30K} 868554,

[30] 1, Wiellawnn, D5 Yang, CM. Yip, PE Fraser, Review. moslulating
factors i amyloid- fibril formadion, 1, Strect, Biol. 130 | ) 259
m.

[31] A-Mt, Caminade, J.-P. Majoral, Woaier-solabde phosphomns-coniin-
ing demilnimers, Prog. Polyme Sci. 30 §20465) 491505,

[32] pwwnw dendritech com/pamam. homi.



Publicacions

AB1-28 Amyloid Formation Depends on a
Specific Membrane Lipid Composition
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Summary

Lipids are essential components of biological membranes, in which they
can be organized in different domains such as the so called lipid rafis. Rafis
are rich in cholesterol and sphingohipids. Experimental evidence exists sup-
porting the fact that the lipid membrane composition can influence the forma-
tnon of amyloid fibrils. [1]. Lipad raft domains are thought to provide an
appropriate environment for accumulation of AP peptide in Alzheimer’s dis-
ease. Our study on the interaction between liposomes of different hpid com-
puxitimn with AR1-28 peptide suggest that the presence of cholesterol, sphin-
gosine or galactosyleceramide i model membranes (hiposomes) favours the
conversion of o-helical structures into b-amyloid aggregates at neutral pH.

Introduction

Alzheimer’s disease 15 a brain pathology characterized by memory loss
and impairment of cognitive functions (speech and motor skills). A major
pathological feature 1s the formation of extracellular amyloid plaques in the
grey matter. These plaques are formed by fibrils in which the main compo-
nent 1s the so called P-amyloid peptide [2]. This pepude is derived from the
amyloid precursor protein [A]‘-‘P} by proteclytic cleavage. This cleavage ap-
pears to occur preferentially in cholesterol-rich Ilpld rafts, Extensive evidence
for lipid membrane being an important factor in neurodegeneration and for
the fact that 1t may mfluence the formation of fibrils exists in the hterature
[1]. Recently a specific region has been described i the P-amvyloid peptide
as a sphingolipid-binding mouf [3]. The aggregation capacity of amyloid
peptides depends on a conformational change which implhes the conversion
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of ct-helical structures into PB-structures. This change 1s accepted to trigger the
aggregation process. with sygmoidal kinetics, usually interpreted as describ-
ing a nucleation dependent polymerization.

Materials and Methods

Marerials. Synthetic peptide ABI1-28 [DAEFRHDSGYEVHHQKL
VFFAEDVGSNK] was purchased from JPT (Germany). Stock AB(1-28) pep-
tide solution were kept in 10 mM Hepes/D O buffer at neutral pD. Final
peptide concentration were 1.2 mM and pD were adjusted with NaOD and
DC1 solutions (Sigmad& Aldrich). Phosphatidylcholine (PC), Cholesterol (Chol).
Sphingomyelin (SM) and Galactosylceramide (GalCer)were purchased from
Sigma Chemical Company (St. Lowms, MO, USA).

Membrane preparations. Liposomes were made up by the extrusion method
described mm Mayer et al. [4]. The appropriate amount of lhipids dissolved m
chloroform were mixed in a round-bottom flask, and the soluthon was dned
under a stream of mitrogen until a thin film was obtamned. The film was
resuspended in 10 mM Hepes/D20 pD 7.5 buffer. Finally the vesicle suspen-
sion was extruded 20 times through 2 polycarbonate filters of pore size 100
nm using an Avestin Liposofast Extruder (Ottawa, Ontano, Canada). Final
hpid concentration were 10 mM.

Fouyrier Transform Infrared Specirascopy (FTTR) Measurements. FTIR spectra
were recordered with a Mattson Polaris Fourter Transform spectrometer (Madison.
WL, USA) at 37°C with a resolution of 2 cm™. Samples were inserted between
2 CaF, windows using a 50 nm Tetlon spacer. The sample chamber was
purged continuously with N | to remove water vapour. A corresponding deuterated
buffer spectrum was subtracted from the spectrum of each sample. FTIR
spectra were acquired every 5 minutes. The aggregation process was followed
by monitoring the increasing intensity of PB-sheet band around 1615 em™.

Results

In order to get mformation on the conformational changes taking place
during aggregation process of the AB1-28 peptide, we analysed the spectral
changes in the amide I region of the infrared spectrum as a function of time
in the absence and presence of model membranes at pD 7.5, using FTIR.
Bands at 1616 ecm™ are characteristic of aggregated [B-sheet structure and
bands at 1647 cm™ can be assigned to a mixture of a-hehices and unordered
structures [5, 6]. No aggregation was observed for AB1-28 in buffer (Figure
1A) and for 31-28 in the presence of PC liposomes (Figure 1B). However, the
presence of cholesterol, galactosylceramide and sphingomyelin in the PC
liposomes did induce the formaton of aggregated [f-sheet structure (Figures
1C, D and E).

The ume evolution of the aggregation process 1s presented in Figure 2 as

the time variation of the absorbance ration A /A . It 1s clearly apparent
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Figure 1. Fourier-transform infrared (FTIR) spectra of the anvioid ABI-28 peptide: (A} m
the absence of liposomes; (Bl in the presence of PC liposomes; (C) in .‘Lm resence of
PC:Chol liposanes; (D) in the presence of PC:SM liposomes; (E) in the presence of PC:GalCer
liposomes. Spectra corresponding to the absence of aggregates is shown as a dotted line.
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Fignre 2. Time evolution of the formarion of aggregared siructures. The formation of aggre-
gated B-structure from o-helical and wnordered strnctures has been represenced as the ratio
afl absorbances at 1616 and 1647 enr™ versis tinie.
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FC. Phosphatidylcholine
g Chol: Cholesterol

SM: Sphingomyelin
PC Chol SM GalCer GalCer: Galactosylceramide

Figure 3. Scheme of ABI-28 vaft-like membrane interactions. Af1-28 interaction with raft
components implies a conformational c—3 transition.

from the figure that cholesterol and sphingomyelin have a specially signifi-
cant effect on the pepude aggregation.

Figure 3 schematically summanzes the experimental observations described
above: raft elements, such as sphingomyelin, galactosylceramude or choles-
terol would promote the a—3 conformational change and the aggregated J3-
structure formation.

Conclusions

Using model membranes (liposomes) and the Alzheimer’s amyloid peptide
AB1-28 we have shown that hpid bilayers may act as enhancers in the forma-
tion of B-sheet amyloid aggregates when raft components such as
galactosylceramide, cholesterol and sphingomyelin are present.

Abreviations

PC: Phosphatidylcholine; Chol: Cholesterol: SM: Sphingomyelin: GalCer:
Galactosylceramide.
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Absiract

Inhibition of fibril assembly is a potential therapeate simlegy in prion discases. The elfect of catonic phosphorous dendrimers on the
aggregation process of the prion peptade Pri® 155 208 was studied wsing a spectrofluorometnic assay with thioflavin T i ThT) and Founer
transformed infraned spectroscopy in order 1o monitor the kinetics of the process and the changes in the peplade secondary structure. The
results show that phesphorows dendnimers are able 1o clearly mterfere with Pri® 155208 aggregation process by both slowmg down the
formation of aggregates (by causing a decrease of the nucleation rale) and by lowering the finnl amount of amyled fbnls, a common

bullmeark of conlormational d The dendm
mers and oligomers dunng the nucleation phase
© NH7 Elsevier Inc, All nghis reserved

Kevwords: Amndoid; Fibril; Dendrimer; Polymer, Prion discase; A ggregation

s elfect on the aggregation process would imply their iniemaciion with peplide mono-

Pron diseases are [atal neurcdegenerabive disorders ihat
occur in hereditary and sporadic forms or can be transmit-
ted from one organism 1o another (1] Prion discises result
Irom conformational transformation from the normal cel-
lulir Torm of pricn proteins {PrPT ) o the infectious serapie
salorm (PrP=). The mfectious form has s changed secomd-
ary structure from 2-helical into feshects. PrP™ spontanc-
ously  fomm fibrib o amylod-like  struciuencs.  The
sccumuliation of amyloids m the central nervous system
precedes neurcdogical dvslunction accompanied by neuro-
nal vacuclation and astrocyiie ghosis, kadmg eventually
1o death. Currently cxsting antiprion agents such os poly-
ene antibiotics. andonie dyves. sulfated dextrans, anthracy-
clings, porphynins,  phiholocvanings,  dapsonc,  and
svnthetic [i-breaker peptides demonstrate only weak ability
o stop prion propagation and none of them shows the

* Comesponding auihor, Fax: +488 42 633 4 74,
Eamoi] galeess aklajnia biol uni lode pl (B, Klajnent ).

(=291 X5 = s fromt matier © 20T Ehevier Ing. All rights neserved,
doal: MR D06 b 2ONFD, CF0L 0D

ability 1o remove the pre-cssting prnons from an mibected
organism, 20 they would need 1o be admimisiered prophy-
Ipctically [2-10] The first publication, which described that
dendrimers have their own polentaally therapeutic sciivity
against prion diseases were published m 1999 (111 Dendri-
miers are svithetic palvmers characterized by a specific
structure. These macromolecules consist of a core to which
branched monamers are ridially antached. When a Liver of
monomers i3 aitached, the socalled “generation’’ of den-
drmers ancreases. Such a synthesss results inoa globular
shape and many end groups on the sufface. I was proved
that polyvamidoamine {PAMAM) and polypropylenimine
(PPl} dendnmers possessing callionic aming groups on
the surface were able to climinaie PrP™ from scrapic-
infected neuroblastoma cells (ScX2a) [12]. The potency of
hoth PAMAM and PPl dendnimers im purging PrP™ from
S5cM2a cclls enhancad as the generntion imcreased. 1t sug-
gosted that the presence of amino surface groups that
increases with generaiwon was crucial for anfiprion actwviiy.
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These promising results encouraged 1o study other types ol
dendrimers. Solassol ot al. tested thinee generations of phios-
phorus — contaiming catiomic dendrimers { 3rd, dih, and 3th)
lor anti-pron activity [13] These dendnmers are character-
ted by the presence motheir backbone of aminothiophos-
phates and they possess protonated tertiory suminge groups
on the surface [14], Therefore, they huve a hydrophilic sur-
face and a hydrophobic backbone which allows very elli-
el membrane penctration. They are nontoxic i o
brogd concentrution range and the presence of phosphorus
atoms provides that dendrimers are stable agaimst both
nucleophilic attack and soid-catalyeed hydrolysis, 0 was
shown it phosphoras dendrimers were able 10 inhibin
the formation of PrP% in SeN2i cells and remove the
pre-existing PrP™ from infecied colls as it was detected
by Western blot alter proiease K digestion. Morcover,
ScN2a cells lost their infectivity afler the ireatment with
dendrimers, Even alter up 1o cight passages PrP™ could
nost be detected in the cells moculated witl dend rimer-tres-
ted eells, whike cells inoculated with contral SeN2a secu-
mulsted a significant level of Pre™ alter only  three
passages, The ability of dendrimers o purge pre-cxisting
PrP® was confirmed by incubating them with brain
homogenates infected with different prion strains. Phos-
phorus dendrmers were the first ones that were tested
i eien. They imhibited PrP™ replication in the spleen of
mice that had been imraperitoneally imoculmed with scra-
pae. This is an important feature because i is known thay
a spleen sccumulites PrP™ long before the agent reaches
o central nervous svatem [151

There is an alermtive method to animal- and cell-hased
sy Lo screen potentild antiprion drugs. U is possible (o
use truncated prion peptides amd in the absence of cellular
factors expose them (o duﬁluhili.r.lng fwctors o mimie the
conditions that lead to ereation of fibrk, The accomuk-
tion of amyloids can be ¢.g. monitored by clunges in the
fuorcscence of thisflavim T (ThHT), which is sensitive o
the presence of amyload fibrils [16.17]. Addiionally, n =
possible 1o use circular dichrowsm (CD) or Founer irans-
formed infrared spectroscopy (FTIR) (o follow transior-
mation of secondary strectire mto felorms charactenstic
for aggregmes (18191 These structural echnigues allow
momitering the kmetics of the process and give additional
mnformation about the nhibitors [20]. Such an approach
has been previously applicd several limes 10 investigate
the antiprion properties of PAMAM and PPL dendrimers
[21-24]

In this work, we have studied the AgLICEALI0n Provess of
the prion peptide PriP 185 - 208 in the presence of the fourth
generation of phosphorous desdnmers. This fragment of
prion profein s cspecinlly interesting for several repsons,
Firstly, 11 has been demonstrated that it eastly [orms fibrils
[22] Secondly. o computational study hos shown that resi-
ducs 180-193 are one of the fibrilization sites in the prion
protein [23] Fmally, Muhfoud o1 al. wdentified o possible
splingalipd bindmg domom, strecturally homologous m
the Alzhermer's peptide 128 and i the fragment of pricn
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protein 185208 [26]. It gives hopes (o translite some
results when searching for eficient drugs agninst Alzhei-
mer's disgase, since this disorder 5 also assegaied with
the formation of amyloid aggregates, The resulis show that
phosphorous dendrimers are able o clearly mterfere with
Pri* 185 208 sgoregation process by both slowing down
the Tormubion of ageregates amd by lowenng the final
amount of wmylowd fibals o common hallmark of confor-
mvatioaal diseases.

Manerinls and methods

Misferiale Synthetic Fri® [RS8 [KOHTVTTTTRGENFTETD
VEMMER] was purchasd from JFT Peptide Technologies GmbH
i Berlim, Germmany | Stock peplide solutions were Kept in agqueous baller at
LA Thaoflavin T (T-33060 and hepann-sodivim sl (H-4784) were
perchased from Sigma Chensead Company, The fourth pescration of
phosphiorous dendrmers was synthesized in the Laboratoire de Chimie de
Coondination de CNES as desenbed previously [14] Molkcular weight of
1the \WF\‘I.I.I‘H] iL’.;..JI;;mNn,l'.h..lJ..,l‘uSqﬂr I'.!.|I.I.lh b 3RT02 D, Ths
dendnmer possesses ¥ cations end groups, The chemical structure was
ahown previously [13] Dendrimers were dissolved m sgueows bufler. All
other chemcah wene of analytical grade. Water used to prepare solutions
s alonhle-dlistilial

Fovmation of aalmid fiwlly— THT aoury, The process off aggregation
wan momitored wang thioflavin T (ThT)-a dye. wheh fleorescence
depends on the presence of amadosd structieres, A stock solution of peptide
112 el 1) i Tris butler, pH 7 5, was diluted 10 a final concemiraison of
&0 pmal . Then THT was added ifinal concemtratimns of 3% pmalfl) and
i was adpsied to 5.5 with aliquots of HCL The aggregation progcss was
trggerad by the addivion ol 0041 mgfml of beparin, Fluorsoina mea-
serements were carrsed oul with o SLM-Aminco S0 spectrofuanmeter,
Excitation and cmbsion wavikngihs were s at 480 snd 4% e,
respoctnely. Temperatare was comtrolled with a thormostatic bath a1
e

Kieeriv analiais, Specirofluonmetre data were analyzed in onder o
caukulage the kinetic constamis, It was assumed that the aggregation pro-
cosd procooded poconding o a nulcation dependant polymsriation
iigchimisen [ 27,201 The approdch conadders amybosd Fhil formation s an
wutocatabiie process with & nodation resction followed by an clongation
ome with ils respective kimetic constants, &, amd &, Experimental dats can
be fitled o such a model wmg the following equalbion:

|

i .'I_,rll-..lllr ()

!

where i the Meaction of the fibnl fomm: & = & o, being o @ the initial
peplids conatitratom and =i

Im order 1o 1 the experimeontal dats o Eg. 1), fleorcscemor was
converted 1o fraction of fibrll fsrmation, comsidermg =0 ot ¢ =0 and
Fe 1t the placau of sach sagmsoidal curve,

Chrges I the spcomdary sreneniee— Foorier fransfors fafraned apec-
frascipy ( FTIR ) experimenis. The peplide was lyophalized ansd thon dn-
salved in Fleapey D0 baffer | 10 mmolf1) o a Bnal concemration | mmalfl
M was pdjusted 10 5.5, Then heparin was added (0 22 mg'mlL The sample
was ploced beiween fwo Cals windows sepamied wath a 30 pm spacer.
FTIR spectra were recorded at 37 °C with an FTIR Matison Polaris
spectiometer, equppad with o cooked Tguid figtrogen mercury-<adisium
teiiuride (MOT) detecion, at a nominal resalution of 2em ™', The spe-
tromeler was conlingoasly punged with dry air {dew point kower than
-6 UL AR spectra were correcled [or almospheric walkr  vapor
coninbaion Two-humdrald sans were averaged per spectnam using the
shurile device. Spectra were colleciod av o Tumction of time as imsdicaied in
Fig. 4. Salvent conbribatbons were always subtracied from the specira,

Eleern nvkcmscapy. Ten mietaliters of sample from the lluomscence
cuvette (see ThT assay) were placed on & carbon 400 mesh grid. I was
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dried and the exces of solutiom was removed wink o Bher paper. The
sample was slained with 2% wranyl scetane for 2mim, deed and then
viewed using o Hitschid H-7000 electron microscope

Resuilis

Changes i the fuorescence of ThT were wsed 1o moni-
tor the formation of amyloid fibrils i Fag. 1L ThT is a highly
selective dye which Nuorescence depends on the formstion
of amyload aggregates (fibnls). In agreement with previous
resulis [22, 23] P 185 formed amyloid fibnls following the
characteristic sigmoid which cin be imerpreted as o nuche-
ation-dependent  pobymenstion.  Adding  demdnmers
cansed o decrense of the final concentration of fibrls, The
dendrimer was mosi ellicient ai reducing the final fibrils
concentrution when present at o dendomer/peptide ratio
of 0,02, Both, 10 tmes lower, and oo tincs higher ritios
also reduced the amount of fibrils, but not 1w the sime
extend.

Results were analvsed m terms ol o nucleation deépen-
dem polymernzation model [27] from which the nuckanion
and elengation rate constants were caloulated (Table 1)
The process of fibrilization can be divided into o nuckation
phase (known also as a Lyg phase) and an elongation phase.
During the g phase, peptide monomers shawly combine 1o
form nuclel. Addition of more peptide monomers 1o those
nulel cin, acconding 1o the model, result in the exponential

ThT thonescencs [a.u.]

Time (min)

Fig. 1. Changes in ThT fluorescence dunng il aggregation peocess of
Pri* 185 28 in the presemoc of phosphoroos. dendnmens.

Takle |
Nacleation (A and chengation (L) mle constants culeulated by faring
experimental data

Dendrimer concentration Dendrmmer/peptide &, &,
{pmalfT) bk i1fsl ilfmads)
1 {condralj ] S5 Mt ER
LT (i 15507 =M
i (UYL 1 19 W0* &6
1 o2 LR [

clongation (ibrl formation) phase, which s much fister
than the lag phase. Adding dendrmers decreased both
the nucleation and the clongation rate constints bul the
elfect on the nuckation process was bigger and achweved
musimum for a dendnmer/peptade ratio of 0.02 {dendrimer
concentratson 0.1 pmod/1) when the constant decreased five
tmes. In the case of the clongition process the decrease
wits dendrimer concentration-dependent.

FTIR spectroscopy provides mformation on the second-
ary structure of profeins or peptides, Proteins known 1o be
predominantly 2-helical exhibit amide 1 absorprions in the
speciral range 16851655 cm ™", while proteins with [-sheet
structure absorb between 1610 and lisd0em™" [29,30]
Changes n the secondary structure of peplides mcubsied
with bepirin along time are shown in Fig. 2. Bands at
1613 em ™" are characieristic of aggregated P-sheet strue-
ture and bands m 1648 cm™" can be assigned 10 2 mixture
of a-helices and random structures. These two bands were
the man spectral charactensties of the different experimental

A oo : T T T T T
005
0.0

oo3

Absortanca

oo

Qe

oo

1700 VERD a0 1640 1630 R L]
Warvenumbad {cm')

oo 3 -

g
:
2

‘I'.|:|:I'.l 16.‘.:' I!:ED Iildﬂ Il:ﬂﬂ 1&3}
Waveshumibad (e ')

Fig. 1 Changes of Founser-traniform inframd specira of Prl® 185208
dependang on the tee of incehation an pi> 5.5 in the presence of hepars:
i A} withoul dendrimer; | B} in the presence of dendrimer at a dendirimerf
pepiade matw of (LT

207
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Tine (rmin)

Fig. 3. Kinetis of the changes of the secondary structure. The limation
of aggregated [Rstructure froin a-hdical and unorderad srsiumes s
been represonted as the mtio of absorbances a1 1613 and 1645 e~ veran
time. Full eimcles: contral { FrP | mmal T holkow squares: Pri* | mmalf] in
e presemce of dendrimer (dendrimeefpeptide ratio = 00021 bollow
cingles: PP | mmolf] in the presende of dendrimer | dendrimen/peplide
ratio = 002

conditions checked (without amd wib dendrimers a1
different dendrimer/peptide ratios). although the agerega-
tion band at 1613 cm ™" appeared with time at a different
rate, depending on the dendnmer concentration. This fict
i illustrated i Fig. 3, where the absorbance rbio 4./
Ajse versus ume 15 showne 1115 apparent from the curves
i Fig. 3 that no lag phatse was measured, as one would
expect since in the FTIR experimenis peplide concenira-
taoi is higher than in THT cxpenments and morcover with
this technigue we detect not only the [-sheet fibrils but also
other [hsheet aggregated (non fibalar) structires present
maybe in the high molecular weight aligomens (ypical of
the nucleation phase [31]. Clearly, the presence of dendr-
mier al a dendamer/peptide ratio of 0,002 slows dramati-
cally down the aggregation process, A fen fold increase in
dendrmer concentration however [dendnmer/peptide mtio
of 1,02} did again sccclerate the process although it reached
a lower placan, compared 1o the control (absence of
dendrimmer), Both these Dcts are o agroement with the
observations m the ThT expenments ( Fig. 1)

The elfect of dendnmers on the morphology of PrP
185 208 amyvioid nggregates was analyveed under ehectron
microscope (Fig. 4). In all cases the characierstic long.
interweaved fibrils were observed ot the end of the sigm-
oids as reported in Fig. 1. This means that although
decreasing in number i the presence of dendrimers,
typical amyloid Wbrils are present at the sigmosd platcau.
The ekectron micrographs do not reveal the presence of
any other ivpe of ageregated species (amorphous aggre-
gates [or example) as a consequence of the presence of
dendrimers,

208

Fip. 4 Flctron micrographs of Pl stnectores im0 the abseace off
dendrimers (A} and in the presence of phesphorows demdriners at
concenbration (L0] mmeld (Bi. The length of the har equals to 10 mm

I¥rsciass b

The charmctenzation of the malecukbir mechansms by
which differemt peptides and prodemns rebated (o conformur-
tional diseases form amylok aggregites and the possibality
of interfering with such a process are part of the strategies
directed 1o find ways of preventing and healing these
pathologies. Many proteing related or not w0 different
pathologics, with no scquencial homology and frogments
of these protans have been shown 1o be able 1o form amy-
load fibrils in vitro, PrP 85208, a fragment of the human
pron profem, & known (o form amyloid  aggregatcs
in vitro, in the presence of hepann ol pH 5.5, following
the typical nucleation-dependent polymenization kinetics
[22-24]. We have previously reported that the aggregation
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of PriP 185-208 can be affected by PAMAM dendrimers. In
the present work, we have used this peptide s a model sys-
tem i order 1o check the capaciny of phosphors-contain-
mg dendrimers o mterfere with the ageregation process.
The kinetic analysis of the ThT Auorcscence expermenis
clearly show that: { 1) whe presence of phosphorous dendn-
mers decreases the final amount of amyloid libols (inhibi-
tory effect) and (2) dendrimers decreise the nucleation
rate, that is. they have an effect on the nucleation plise
of the polvmerizition process, The ThT reaulis, seem there-
fore 1o indicate thal, when prcsent during the peptide
agpregation process, phosphorus dendrimers do interfers
with the malecular imeractions between peptice monsmers
andfor oligomers, charseteristic of the nucleation phase,
thail give eventually fibrils, This is in dagreement witli previe
ous expenments. Solissol et al. demonstrated the rétention
of prion protcin on phosphorus dendrimer-coated amber-
Iine beads, therefore they postulated than these dendrimers
con bind W prion protemn mokcules [131

Until now ne experimental structural data exasted on Pr
[3- 208, Infrared spectra show that at pH 7.5 the pepude
has s spectrum which denotes o mixiure of helical and unor-
dered structure, comparable to the mitared spectra of other
amiyloid peptides in non-aggregating conditions [32] Upon
aggregation il pH 3.5, the appearance of characieristic bumnd
at 1612 em ™" reveals an effeat of dendrimers on the apgreza-
tion kinetics, compatible wath what it is observed in the ThT
experiments, at the same dendrimer/peplide mnios, In both
cases the existence of an optimum dendnmer concentration,
corresponding 1o o maximal dendrimer effect on the rate of
the nucleation phase, becomes apparent: the maximal cffco
15 observed ot a dendmenpeptde rotio of 0002, A wnlold
lower or tenfold higher ratio grves a faster nucleation phase,
although i all coses the wmount of fimal Obrils formed s
lower than for the control.

When we consider the mteractions between peptides and
dendrimers, the fact that dendrimer activity s dependent
on cationic surface groups leuds us o the conclusion t
clectrostatic interactions are probably predominant. Cur
experiments were conductad at pH 5.5 that mimicked con-
ditions that occur in acidic cell compariments like lyso-
somes, which are presumably the plice where dendrimers
interact with PeP* [13L Av pH 5.5 approximatcly 700 of
termuinal tertiary amines on the surface of dendnmers are
protonated. It as possible that indivadual citionic groups
on the surface of dendrmers might bind to menomers or
oligomers dunng the lag phase. Moreover the dendrimer
might paell away bound peptide molecules from the aggre-
gated structures andfor prevent such molecules Trom reag-
gregating. The Lirge number of surface groups and a high
level of ther protonation explam why relatvely  low
concentrations of dendrmers were active against bigger
conceniration of the peplide.

Time-course expermments demonstrated thai |:I|.'IH.‘|E:_|.'IUI.'I.I5
dendrimers are able 1w remove quickly existing PrlP™ mal-
eciibes and the clerance occurned within 4 h ol weatment
[13] Becouse phosphorus dendrimiers are able 1o clear

preexisting Pri*™, their mechanism of action cannot simply
involve bmdimg 1o monomers and inlabiting de novo syn-
ilecsis, Similarly as i the case of e.g. PAMAM dendnmers
[23]. the breakage of oligomers or whole fibrls cuused by
dendrimers canmot be excluded.

IF dendrimers are going to be considered as therapeutic
agents for prion discases, some difficuliies must be over-
come first, e the problem of crossing the blood-brain
barmer. In the case of phosphorus dendrmers, there 15 ne
data reporting their entry into the central nervous sysiem
through the Blood- briin barrier and for such big molecules
it may turn oul 1o be impossible. 1t seems hkely that den-
drmers would need to be admimstered directly 1o cerchrio-
spanial Muad or perhaps synthesized as prodougs capable of
crossing Blood brain barrier [12]. However this does not
cxclude the possibality of usmg them in the treatment ias
post-cxposure prion prophylaxiz in the way proposed for
other molecules [33],
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Amylosd fibrils are a hallmark of Alzheimer’s amd prien diseases. [y both pathologies fikrils are found associaied (o ghoosaminogly-
cans, modulators of the aggregation process. Amylowd peplides and profeins with very poor sequence homaologees orginale very smilar
nggregates. This imphies the possable existence of o common formation mechantsm. A homologous structural melil has recently been
described for the Aleheimser's peptide AS1-28) and the prion profein (agmemt Priy 1852085 We have studied the influence histsdine
residues and heparin on the aggregation process. of hoth peplides and determined the posable wmylod charnclenistics of PrlY 153
208}, still wnkpown. The results show thay PeP185-208) forms amylosd aggregates in the presence of hepann, Histidies influence
the aggregation kimetics, as in AR 128} although 1o g lesser extent. Other spectroscopic properiies of the Prif 185 208) fragment are
shown 1o be equivalent to ihose of other amyloid pepudes and Prify [ 85-2068) is shoam o be cyrotonic using a neurobasioma ozl line.

0 308 Elseveer Ing. All rights reserved.
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Amyloid discases are related 10 ancmalies in the Tolding
processes of cortain proteans invalved in the formation of
the s calbod amylold fibrils, rich in feshect secondary
structure [1]. The aggregation copacity of amylowd peptides
and protens depends on a conformational change which
implics the conversion of unordered and s-belical strue-
tures imte [Estructures, This change 15 accepted o ingper
e aggrepation process, which shows tvpically sipmaoidal
kinetics, wsunlly interpreted as desenbing o nucleation-
dependent  polvomsenzation. Fibrillar  agpgregates are o
hallmark of central nervous svstems alfecied by different
neurodegeneraive discases, such as Alzheimer’s and prion
diseases, Both are bram pathologies chiracterzed by mem-
ory fesss and impsirment of cognitive Rencaions (speech and
mistor skills). In both cases, fibrls are found in the afected

* Comesponding author, Fax +M 93551 1907,
Lol andees josep claders i mabes 11, Cladera).

(- 20 3% - e Tromi matier © 08 Elevier Ine. All nghis reerved,
e 11, P06 g, 20008 01 D49

tissues associnbed with some elements of the extracellular
matax, such as glveosiminoglyeans (GAGs) [21 I seems
that GAGS would be able 1o modulite amylosd ageregi-
tion and a cluster of basie residues (VHHOK) has been
propesed as a GAG bandmg moul [34] Alehamer's A
peplide apgregation has been shown to be enhanced by
GAGs such as heparm, heparan sulfate, and others
[2.356] whereas in the case of pnon aggregation, inhibii-
ing. and stmmulating conditions have been described in the
presence of GAGs [7.8] As Tor the effects of these macro-
melecules on the development of the pathologics some con-
troversy exisis al prosent since both possible protective and
enhancing effeas have been deseribed [9000

The Faet that protems amd peptides with no sequence
homology mve place o prowinaceous aggregaies with
very similir physkochenucal properties implies the exis-
fence of a possihle common agpgregaiion mechanism.
Recenily, a specific regon has been sdeniified as a possible
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a sphingohpid-binding motif, structurally homolegous.
the Mragment 128 of the Aldhcimer™s A peptide and 1he
fragment 185 2308 of the human prion protein (1] Since
bath sequences contain His residucs and possible hepanin
binding motils, we kave used in the present work a combi-
mation of spectroscopie technigques | Founer-Transform
Infrared Spectroscopy and  Fluorescence  Spectroscopy
complemented with clectron microscopy in order 1o com-
pare the mifuence of hepann on the aggregation process
of both peptides and (uriher charactenze Prify 185 208) as
an amyloidogenic peptide.

The resulis show that Priy 185 N8) s able 1o form amy-
boid aggregates following a nucleation-dependent polymer-
izntion only in ithe presence of heparin. Protonation of ihe
His residues or thair substitution by Al s shown to slow
down the aggregation process, as il happens for the Alzhe-
mier's A1 28) pepride, although the effect in the case of
the prion pepiske 15 kess pronounced. PriyIES- 208) =
shown 1o be cytotoxie using o neuronal cell lne.

Alateriaks and meilods

Symthell  peplhdes  AMNI-IE). AR -ZEHIIA,  APNI-2EHIAA,
PP RS- 205), and PrPI8S 205 HIRTA wene purchased From JPT Pep-
tides Technolopes (Genmumy)l Polypeptidic sequences are detailed
Table 1.

FI-I8 memuresenis. Lyophiliead peptihes were dissolved n 10mM
deuterated Hepes baffer and p was sdjusted with MaOD and D1
wolutsoni (Sagmia-AMchL The peptils comdem|mton i Hhe wampkes was
abwavs 1.2 mM, and beparsn | Sagnas- Aklnch) was sddad a1 | mgiml. FT-
IR spevira were pecordad wilh & Matmon Polane Fourer transifon
spectrometer al 37 °C af a neselution of 2em” ", Samples were mscried
between Cal’ s windows using a 50 am Teflon spacer. The sample chamber
wai parped continuously with Ny i onder 1o remane waler vapour, A
correspamafing deuteratad buller spectrem was subbractod (rom the spoc-
trum of each sample.

i The aggregason kinstas of the smyload
peptides were monitored wing the dye Thioflovin T (ThT), which Buo-
rescomie i dependent on the formation of amylok] aggregates. Fh
e measwimEnt woe caried oul ooa SLM-Amdnge K000
spoctrofiuonmeter. Ewitatson and emmsion wavekngihs were st ag 450
and 490 nm, pespectively. Temy was gominolled wink a ih
bath at 378 °C. The pepride concentration in the samples was abways
50 pM, and heparin was adided ab Dkl

MTT aviy puing SH-SYEF nvwrablesong colfe, Cells were plaial at
370 on Wewell plates (Iwakid al o sty of 12,000 qfls por well 1o
confbusney, with 30 OOy in o bumidified stmosphere with Delhecon’s

dified Eaphe's medium i DMEMMam’s F1L 111} with phenod red
iSigmah L-Cilutamine i4mM: Gibeol, pemicilim (160 Liml Chiboak,
skrepaoamycin | 100 pgfml; Gibool, MEM non-essential sming acids i 100 ;
Cinbon p amid 0595 macinvannd feral bovane serum | FBS: Gaboop wene added
1o the medium, The cefls wene incubated wilh pept e samples durimg 45 b,
A L0 dibsteon of squeous MTT solution (& mg'mi) was then added s
cach well {1l ), oned the miviere s mcobaied at 3750 for Womim

Tabie 1

Adber that time, medivm cebiune was remoned from the well-plaie snd 1he
MTT reduction reaciaon was sloppd adding 30 . of DMS0 in esch well.
The amssunt of formozan prodect was determined by measuring \he
absorbamce in & Sewell ELISA plate reader at 395 pm. Al MITT assays
wore duphcatod

Elereron piroscopy, Appregmed and son-aggregaied samples from the
Buorescence asay were laken at three dillerent tmnes and then were used in
arder 1o obtain dlectron mécrographs. Ten micraliters of these suspensssns
wore placed on grids covered by a carbon film. Froes fluid was withibrawn
after 1 min sl vhe grids wore nogatively staina] with % sranyl soctale,
The stained grafs were then examined and photographed im a Hitachs H-
T gloctiom macroseope 51 70 LY,

Rosalis

Effect of fistidine subsiituions on the aggregation of
AP 1-28)

Fig 1A and B illustrates how the substitution of cither
Hisl 3 or Hisld in the AR 28 sequence, allects pepride
aggregation at pH 5.5, Formation of fbnk was monitored
wang 1he foorcseem dyve Theoflavin T, i the absence
i panel Aj and preseince of heparin | panel B). Measuremenis
of wild-type AR L2580 m 00 mM Tris ot pH 7.5 did not give
any fluorescence increase within the monored time imter-
val (approsimately & b, data not shown). At pH 5.5 and
in_agreement with previous reports [12] wild-type AN
28) readily agpregates, following, as clearly seen in the fig-
une, the tpical sigmoid-shaped amyload formation kinel-
s, which 1 sceckemied m the presence of heparin. In
agreement as well with previous works [3] both m the
absenoe amd the presence of heparin, the HIXA mutant Guls
to show any aggregation during 1he monitored time inter-
val. HI4A however does stll aggregate, although mone
slowly, m the presence of hepann,

Fig 2A F shows the Fourier-iransform imfrared specira
of AL 28) and the His mutant sequences in the presence
and awhsence of heparin at pl» 5.5 For the infrared expen-
ments the peplide concentrtion was 24 times higher than
for the THT experimems and an that peptide concenirmtion
(1.2 My ahe peprade i shown 1o aggregate very similarly
under any of the wested experimental conditions: increase
ol the band at 1616 cm ", corresponding (o the formation
of aggreguted fstructures [13] whereas the broad bamd
centered ot 1648 em ™" (unordered and helical structures)
decreascs, The indrarned datn show therelore, that substitut-
ing cither His 13 or His 14 for Ali docs not preciude the
formation of amylod aggregates (they form when the con-
centration B moneased 24 times), i just slows down the
Kinetics. as seen at kow peptide concentration | ThT exper-
iments). The électron micrographs shown in Fig. 3A-C,

Adchermed’s AR 1-28) and pron Pro ]85 20 soguesccs med in the pesent shsldy

AR (125

AR (1A

A 1-Z5IH A
Prfy 183205

Py 185 20 HIETA

H " M-DAEFRHDSGYEVHHOK LYVFEAEDVGSNE 00

B S-DAEFRN DSGYEY ANQELYIFA EDVOSNK-O00-
H " M-DAEFRHDSGYEVHAUK LYIFF A EDVGSMNE- OO0
MK TV TTT TRGENFTETINWE MM ER-CO0-

" S-KOATVTTTTRGENFTETRV KM MER OO0
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Fig. 1. Thiaflavin T flucescesee varation. AlI-28) 50 s, pH 5.5, F
ITAC. UA) m the absence of heparm, iBi in the presmes of hepanin Iﬂﬂ‘ltl-l
1001 mgfmll wild-type (squans), HI4A mutant itnasgles), and HI3A
mitant icircles, (£ Prify 155 206), 50 @M, pH 5.5, 37 “C: wikd-type in the
presence of 0041 m'md of heparm |squares). HISTA mutanl = ihe
presence of IO mg/mld of heparin (cindles) and wild-type and HIETA in
the absence af hepann (up and down inangkes). E - g E E
- : - -
Wirvenaimbsss {om)

ilustrane thit the aggregation detected by anfrared spec-
troscopy does cormespond 10 all Gises 1o the formaton of
amyloid fibrils, squivalent 1o those detected w the fluores-
CONCC CXPETIMICLS,

The AH 128} resulis are in agrecment with and comple-
ment (with the THT and infrared studies) the work by
MeLaurin and Fraser (electron microscopy and circular
dichroism studies) [3], They serve in our case as a conbrel
against which to compare the aggregation and amyloido-
genie properics of the prion peptide PriPy 185 208),

Effect af histidine subvitniions on the aggregation of
PrP{ 185208

Fig. 1C shows that Priy 1E5-208) readily forms ThT
reaciive aggregates i the presence al heparin at pH 5.5,
As i the case of AL 28} substiution of His187 for
Aln slows down the aggregntion prooess, although in this

cise, the effect is smaller and the final amount of fbrils

Fig. 1, Fourieraransdorm infrared spectrs of A= 28 1.2 mMd, wildaype
i @nd Wy and Mis mutangs W3A C and D, and H14A (E amd F),
acqpeired as & fusction of dme, in the absence | A C, and E) asd presence of
heparin (B0, asd I} pHl 5.5, 37 °C. Fouries-tramform infrared spectra of
Pricg 1552085 1.2 mdl, wild-tvpe (G and | and His mesant HIETA (H asad
). acpuired as a function of time, im the presence of heparin at pl 5.5 and
pl 7.5, Temperature = 37 °C.

seems o be higher, Mo aggregation was observed i any
case at pH 7.5,

Regarding  the  Fourier-transform  imfrored  specira
(Fig, 260, PrPy 185 208) shows the same speciral features
thun A 1285 im the infrared region. That s, ihe appear-
ance of an intense band around 1613 cm ™" (formation of
aggregated -structures [13]) as the spectra are soguired
as o lunction ol ame, and the decrease ol a broad band cen-
tered at 1647 em ™', which can be assigned 1o a mixiure of
unordered plus belscal structwres, The infrared data show
Vi a1 high concentration (1L.2mM) e Priy 183 205)

213



Publicacions

Fig. 3. Ek<tron mrographs Mrom sample aliguols comapomding 1o the
e of the AN |1-I8) aggregation provosses shown in P 1A WT {A) and

m Fig. 2A (WT) and © (H12A) (B and C). Electron micrographs (rom
mample aliguots cormesponding to the end of the Prif 185208 aggregation
processes shown b Fig. 1€, WT (A and s Fig. 2 G oand L 'WT and
HIETA pld 25 (B andd ).

peptide does aggregate m the presence of heparn at both
pl» 35 and 7.5, The mdicates that i contrast fo AL
2H), Prif 185 208) aggregation kinctics are not so strongly
affected by the protonation state of Hi: for Afl-23) no
aggregation was messwred by FT-1R at pl> 7.5 under any
experimental condition;  PrPilE5 208 (both WT and
HISTA) however, does clearly aggregate at ply 73 It &
therefore clear that His187 has an influence on the aggrega-
thon kinetics but not as Lirge as in the case of His 13 and |4
e APL-28) and than the effect of hepann would greatly
depend i this case of its interaction with other residues
in the sequence.

The chextron micrographs (Fig. 3D-F) show that imy-
loid fibils, ore detected at the end of the PrPpI85 208)
aggregation process monitored either by ThT Auorescence
or FT-1R.

AP(1-28) emd PrPI185-208 cell toxicity

Fig. 4 shows the effect of Pri 185 208) on cell viabality.
Peptide (WT and His mutants) wis added 10 the cultured
neurohliston cells having been préancubeited at differem
times o the presence and absenee of hepann, The MTT
resulis show that the wild-type sequence of PrPi 185 208)
couses the mortalny of around N 25% of the cells, com-
pared 1o the conrol, Cell death does not depend on the
premcubation tme. nor i the absence or presence ol hep-

% Cell smrvaval

T e

Fig. 4. Percentage of cell survival afler addition of either AN 1-28) or
Prifi 1K5-208). The peptides (50 phj were pre-incubated Tor aggregation
belfoge addition 1o the cell culiure dunng the mdicated temes, in ihe
abaence omd peesence of heparin, Controle (1] cells, (2) cells + tns bufer,
130 celle + hepanii b s bulfer

arin during premoubation. The addition of the HisI37A
sequence has as well an effect on eell viabality, although
slightly smaller than the effect caused by the wild-type. In
contrast, A -28) i shown not to have any effect on ol
viabality, i agreement with previous works,

Discussion

An important number of peplides and proteins with
very poor sequential homology have been shown 1o have
the capacity to form amyviowd aggregates. The physico-
chemical similarty of such profemaceous sggregites and
their importance in relation o the so called ‘conform-
tional discases”, implies the possibality of o common molee-
ular mechanism that could help explaining the onset and
development of different pathologies. In this sense. the
work by Muahfoud et al [1] pomts out the interesting paos-
sibility thai the Alzheimer’s AJ1-28) pepuide and the
prion protein Prif 185 208 fragment share a structuradly
homologows sphingolipid binding domain. Allbough the
amyloid formation cipaciy of AR L-28) has been thor-
oughly studsed [34.12] Pri% 185-208) can be considered o
neweomer to the Gamaly of amylowd peptides. 1t was there-
fore worthwhile, in our opimion, to explore i more detail
the amyvlowd properties of this peptade. In previows works
[0, 15] we have shown thay PrP{ 185 208) does react with
Thioflavin T in the presence of heparin, following the typ-
ical nucleation-dependent polymerization. It 1s well known
thist the presence of GAGS has an enhancing effect on the
amyloid formation capacity of Alehcimer’s amyloid pep-
tides [2-10] which 1= strongly related 16 the presence of
His resdues im the peptide sequence. There 13 a motill of
three residues in the PrP1ES 208) (VIHOQK) seguence,
similar to the AR 281 beparn binding motd (VHHOK ).

In the present work, we have undenaken the study of
amyloid propertics of PrPy 155-208) in compurison 1o those
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of Al 1281 We hove (ocused on the determmation of the
possible miluence of the His resdue o the Prif) 185208
sequence on the interaction of the peptide with hepann
andd on the determunation of the cell tosiciny of the prion
peptide, two aspects which are mmpartant in order 1o fur-
ther define the amylond character of Priy 185 X8 The
resulis show thae PrPUIES 208), not only reacts with
ThT, as previowsly described, but o also gves plisce (o
the same speciroscopic variations in the infraned negion,
as those tvpially descnbed by other amylond peplide
and proteins: a charactensie aggregation band between
16101630 cm~", which mtensity grows as the mtensity of
a broad band centered around 1645 1648 am ™" (unordered
plus helical structures) deoreases.

In the case of AL 25) the combanation of Muoresoenoe
ardd infrared techniues, confirms what had boom previ-
ously reporied by Melaurin and Fraser [3] usang different
techmigues, that is, that the effeat of heparmn, used as a
model GAG, has o kinetic cffect (it acockrates) on the
aggregation provess. I our case this 15 confirmed by the
et that the substitution of His by Ala docs not preclude
aggregation al high conceniration (FT-IR esperiments).
That is. the effect observed ot low concentration (ThT
experiments) has 1o be interpreted as a slowing down of
the aggregation process. Such on infucnce of His-heparin
interachion on the rte of aggregation is measured as well
for PrPI85 2085, akihough the cffect is seon 1o be less pro-
nounced than in the case of AR1-28L PrPy 185 -208) His-
Adn mutants do even aggregate at pH 7.5 o high comcen-
tration | FT-IR experiments), i contrast o AJ1-25).
When Priy 185 208) forms amylodd Gbrils, those are shown
10 be morphologically equivitlent o A% 1-28) fibnls, wwder
the electron microscope,

Priv 183-208) 15 therefore a peptidic fragmeni of ihe
huwn prion protein et undergocs a nucleation-depen-
dent process which ends up in the formation of fibnks, nch
in b-shoct structure, The process rate 15 dependent on the
interaction with heparin, and at least partially on the inter-
activs of heparin witlh His187, The resubts therefore Turther
contribute to characterize the pepide as an amyloid
peplide,

Finally. we considercd anteresting (o check whether
PrP 185 208) has any eviotoxic effect. The results of the
MTT iests with o neuroblastoma cell line show that,
whereas A28 is nol toak, 02 already known, between
200 i 2595 of the cell population died in the presence of
Prifi185-208), under the conditions sudied. Although the
effect has been shown o be independent of the presence
of heparn in the pre-moubation solution (belore adding
the peptide to the cell culture), this does not mean that
the interaction of the pepiide with hepann is not important
for cell toxiaty. Ivcould be that the added peptide, inter-
acts with the proteoglycans present ol the cell surface,
before they cxent their toxic effect, This would be an inter-
esting point o follow up in (uiure siodies.

The present paper. makes a contribution 1o the charac-
teriztion of the PriPi 185 208) prion peptide as an amyloid

peplide 1o be token info account when designing experi-
mients directed 1o clucidate the molecubar nature of amy lowd
formaiion.

Acknowledgmients

This work was funded by Grams ETTH205139 and
BIOXMMRA2EAE from the Spamish Mimstry of Soenmce and
Education 1o 1.C,

Relerances

[1] B Boaih, M. Susde, V. Bellond, OV, Robigson, WL Hutchin-
son. PLE. Fraser, PN, Hawkmi, C.M. Dobson, 5.E. Radford, C.C.
Hlake. M.B. Popys. Instability. enfokling and ageregation of human
brozyme vanands umderlymg amyboid fibnllogenesis, Nature 185
11997) T&T- M1,

121 ), Dhae-Mido, T Wandosell, ), Avila, Ghoosaminoghycans and bets.
amykoid, prion and tau peptides m mewrodegenomtine discaes,
Pepaides 23 (2002) 11231352,

[3] ) Mclaurm, P.E Fraser, Effect of amineacid substiutions on
Alrbeinir’s amyloil-beta  peptide- glyoosaminoglyon | ime ractions,
Eur. J. Biochem. 267 (3000 6355 a6l

[4] ). McLaurin, T. Frankin, X. fhang, |. Deng. PE. Fraser, Interac.
tions of Alzheimer amylokl-bews peplides wah glhycosaminophvans
effects on fibel nuclestion amd growth, Fur, 1. Biochem. 266 | 199)
LIUTRS R L]

[HGM. Caslla, © MNpo, J. Commings, T.M. Wight, AD. Snow,
Ferlocan hinds 10 the beta-amylond protems (A beta) of Alrheimsss
diseass, acelerates A beta fibeil formation, and maleains A beta
libanl stabulity, ). Mearochom. &F ( 1997) 2452- 2465,

[6] AR Snow, MG Kinsclla, E. Parks, B.T. Schigecha, LI Miller, K.
Kimaa, TN Wighs, Differential binding of vascular cell-desved
pritooghycans ipariecan. ighcan, decorm, and versican) G the bhetar
amy boid profein of Alchaimer’s digase. Arch, Biocheimn, Bophys. 320
[19%5) B4-95.

[7] 5.A. Prioka. B. Canghey, Inhibitin ol scrapic-assoczitod Prp acos-
mulatian-—probing the role of glhyoosaminaghoam in amyloidogen.
exin, Mol Meurobiol. 8 {19945 113120

(8] M. Ledesma, Al Perer, ©. Colaco, 1, Awla, Taw glycation s
mvohved in aggregation of the prodan bst nod in the formation of
fillamsemis, Cell, Mal. Biol | Noisy-le-grand) 44 (1998) 11111108,

(%) B, Casghey, Scrapie-asociated Prp scoumulation amd s prevens
tican- insights from cellculture, Bt Med. Ball. 4% (1993 ) £60 872

(] 51, Paollack, Smiler 1, SR, Hawiin, VI, Taikw, M5 (
Shearman, Ssllded ghoosuminoglcans and dyes atienuate the
neurotons: offects of bew-amslokl §m mr POT2 celly, Meurosch
Legt, 184 (1985 113106

V] K. Mahfomd, M. Ciammy, M. Marcga, N, Yabki, A, Puigserver, J.
Fantisl, Ldentifcanion of o common sphingolphd-banding domsin in
Alshcimer, prion. and HIV-1 proteins, J. Baol. Chem, 277 (3002}
132112,

[12] K. Ma, EL. Clincy, Y. Zhang, DG, Ray, K. WoBsmborg, MG,
Faponki, Resdue-specific pha nscassrements of the Saf0iB: -
peplide and mechanism of pll-induced amylokl formaton, J. Am
Chem. Soc, 121 (1509 B658 -8 706,

[13] BM. Byler, H. Susi, Examsmation of the scoondary sirsctuse of
proteins by o § FTIR spectra, Biopalymers 25 | 1986§ 469
45T,

{14] B, Klajnert, M. Cortijo-Arcllano, M. Hrysewska, J Clader,
Influence of beparin and dendrmers oo the sgeregation of two
amiy bid pepiides relaied 10 Alrbeimer’s and prion dinesses, Biochem.
Biophys. Res, Comman. 330 (2006} 577552,

[I5] B, Kisnern, M. Congo-Arellano, 1. Cladera, M. Brvsewska,
Imiluence of dendrmner's arocture oa its activity agaisd amykoid
fibwi| Formaaibon, Biochem, Biophss, Bes Comemien, 245 2006) 21-28.

215



Publicacions

216





