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Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu nanoczastek tlenku miedzi (II)
(CuO) na strukture, stabilno$¢ konformacji oraz proces agregacji ludzkiej cystatyny C
(HCC), a takze okre$lenie, czy powstajace agregaty HCC samodzielnie wykazuja
aktywno$¢ biologiczna. Badania prowadzono w dwdch uktadach: podczas inkubacji oraz
w mikroprzeptywie, co umozliwilo poréwnanie przebiegu procesu w $rodowisku
modelujacym przeptyw ptynow ustrojowych.

Nanoczastki CuO otrzymano syntetycznie i scharakteryzowano pod wzgledem
struktury, sktadu chemicznego i morfologii. Wykazano, ze s3 monodyspersyjne, stabilne
i dobrze zdyspergowane, co umozliwito ich wykorzystanie w badaniach.

W pierwszym etapie oceniono wplyw CuO oraz jonéw Cu?*" na stabilnos¢ HCC.
Pomiary fluorescencji z uzyciem barwnika SYPRO Orange wykazaly obnizenie
temperatury topnienia monomeru i dimeru HCC, co wskazuje na zmniejszenie stabilno$ci
struktury natywnej cystatyny.

Nastepnie przeanalizowano przebieg agregacji biatka w r6znych warunkach. W
pH 6 samo HCC nie tworzylo agregatow, natomiast w obecnosci CuO pojawial si¢ sygnat
ThT oraz pierwsze struktury wtdkniste obserwowane w AFM, co §wiadczyto o inicjacji
procesu agregacji na powierzchni nanoczastek. W pH 4 biatko agregowato spontanicznie,
a obecnos¢ CuO wptywala na morfologie powstajacych struktur w sposoéb zalezny od
stezenia — od form pier§cieniowych po grube wigzki fibryli.

Spektroskopia ATR-FTIR 1 nanolR potwierdzily wzrost udzialu struktur B w
powstatych agregatach HCC (ok. 44-46%) oraz spadek zawartosci struktury a-helikalne;j.
Technika SAXS wykazata wzrost rozmiaru tworzonych struktur i zmiang ich organizacji
w kierunku form wydtuzonych. W warunkach mikroprzeptywu agregacja przebiegata
szybciej, ale miala bardziej zroznicowany charakter — nanoIR wykazal lokalne réznice w
udziale struktur B, co $wiadczy o obecnos$ci agregatow na roznych etapach dojrzewania
w obrebie tej samej probki.

Na koncu przeprowadzono badania biologiczne z wykorzystaniem komorek
neuroblastomy SH-SYSY, aby oceni¢ potencjalny wptyw agregatow HCC oraz
nanoczastek CuO na zywotno$¢ komorek. Referencyjne probki nanoczastek i1 biatka w
zastosowanych stezeniach nie wykazywaty dzialania cytotoksycznego, natomiast ich
pofaczenie prowadzito do spadku przezywalnosci komoérek oraz wzrostu poziomu
reaktywnych form tlenu (ROS). Wyniki te wskazuja, ze agregaty HCC tworzace si¢ w
obecnos$ci nanoczastek CuO moga indukowac stres oksydacyjny, co nadaje im charakter
cytotoksyczny.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze nanoczastki CuO oddziatuja na wszystkie etapy
przemiany ludzkiej cystatyny C - od destabilizacji jej struktury natywnej, poprzez
dziatanie powierzchni CuO jako punktu inicjacji, na ktorym biatko zaczyna si¢ lokalnie
gromadzi¢ 1 ulega¢ przemianom konformacyjnym, az po formowanie agregatow o
zréznicowanej strukturze i aktywnosci biologicznej. Praca stanowi spojny opis wplywu
nanoczastek CuO na ludzka cystatyng C zarowno w warunkach inkubacji, jak 1 w
warunkach mikroprzeptywu.



Abstract

The aim of this study was to investigate the influence of copper(Il) oxide (CuO)
nanoparticles on the structure, conformational stability, and aggregation process of
human cystatin C (HCC), as well as to determine whether the resulting HCC aggregates
exhibit biological activity on their own. The experiments were carried out in two systems
- under incubation conditions and in microfluidic flow - which allowed for comparison
of the aggregation process in an environment mimicking physiological fluid flow.

CuO nanoparticles were synthetically obtained and characterized in terms of
structure, chemical composition, and morphology. They were shown to be monodisperse,
stable, and well-dispersed, which enabled their use in subsequent analyses.

In the first stage, the effects of CuO nanoparticles and Cu** ions on the stability of
HCC were evaluated. Fluorescence measurements with SYPRO Orange revealed a
decrease in the melting temperature of both the monomeric and dimeric forms of HCC,
indicating reduced stability of the native cystatin structure.

Next, the aggregation behavior of HCC was analyzed under different conditions.
At pH 6, the protein alone did not form aggregates; however, in the presence of CuO
nanoparticles, a detectable ThT signal appeared along with the first fibrillar structures
observed by AFM, indicating initiation of aggregation at the nanoparticle surface. At
pH 4, HCC aggregated spontaneously, and the presence of CuO modified the morphology
of the resulting structures in a concentration-dependent manner, ranging from ring-like
forms to thick fibrillar structures.

ATR-FTIR and nanolR spectroscopy confirmed an increased contribution of
B-sheet structures in the HCC aggregates (approx. 44—46%) and a reduction in a-helical
content. SAXS analysis revealed an increase in the size of the formed structures and a
shift toward more elongated conformations. Under microfluidic conditions, aggregation
proceeded more rapidly but exhibited greater heterogeneity - nanolR revealed local
differences in P-sheet content, indicating the coexistence of aggregates at different
maturation stages within the same sample.

Finally, biological assays using SH-SY5Y neuroblastoma cells were performed to
assess the potential effects of HCC aggregates and CuO nanoparticles on cell viability.
Reference nanoparticle and protein samples at the tested concentrations were not
cytotoxic, whereas their combination led to decreased cell viability and increased levels
of reactive oxygen species (ROS). These results indicate that HCC aggregates formed in
the presence of CuO nanoparticles can induce oxidative stress and exhibit cytotoxic
effects.

Overall, the results demonstrate that CuO nanoparticles influence all stages of
human cystatin C transformation - from destabilization of its native structure, through
acting as nucleation sites that promote local protein accumulation and conformational
rearrangements, to the formation of aggregates with diverse morphology and biological
activity. This work provides a coherent description of the influence of CuO nanoparticles
on human cystatin C under both shaking incubation and microfluidic flow conditions.
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1 Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo okre$lenie, czy oraz w jaki sposob nanoczastki tlenku
miedzi (II) (CuO) oraz przeplyw mikrofluidyczny wpltywaja na wlasciwosci
amyloidogenne ludzkiej cystatyny C (HCC). Zatozono, Ze obecno$¢ nanoczastek
metalicznych oraz sity $cinajace moga zaburzaé stabilno$¢ struktury natywnej bialka,
inicjowa¢ lub przyspiesza¢ agregacj¢ oraz prowadzi¢ do powstawania agregatow o
zmienionej strukturze i morfologii.

W celu zweryfikowania tej hipotezy zaplanowano realizacj¢ nastgpujacych celi
etapowych:

1. Uzyskanie nanoczastek CuO do badan

Przewidziano otrzymanie nanoczastek tlenku miedzi (II) o malych rozmiarach i
kontrolowanych wlasciwosciach fizykochemicznych, umozliwiajacych oceng ich
oddziatywania z biatkiem HCC.

2. Okreslenie wtasciwosci fizykochemicznych nanoczastek CuO

Planowano okres$li¢ rozmiar, morfologie, stabilnos¢ 1 strukture krystaliczng nanoczastek
CuO, wykorzystujac dyfrakcje rentgenowska (XRD), spektroskopie UV-Vis,
dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS), mikroskopi¢ sil atomowych (AFM),
transmisyjng mikroskopi¢ elektronowa (TEM) oraz spektroskopi¢ absorpcji
rentgenowskiej (XAS), aby zidentyfikowaé wlasciwosci istotne dla ich interakcji z HCC.

3. Uzyskanie rekombinowanej ludzkiej cystatyny C

Zatozono uzyskanie rekombinowanej, czystej cystatyny C, stanowigcej materiat
wyjsciowy do dalszych badan.

4. Zbadanie wptywu nanoczastek CuO na stabilno$¢ i agregacje HCC

Celem bylo ustalenie, czy nanoczastki CuO wplywaja na stabilno$¢ struktury natywnej
HCC, sklad jej struktury drugorz¢dowej, przebieg procesu agregacji oraz morfologi¢
powstajacych agregatow.

Planowano zastosowa¢ komplementarny zestaw technik analitycznych: spektroskopie
UV-Vis, spektroskopie w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR),
nanospektroskopi¢ IR w oparciu o mikroskopi¢ sit atomowych (AFM-IR/nanolR),
dichroizm kotowy (CD), klasyczng mikroskopi¢ sit atomowych (AFM) oraz rozpraszanie
rentgenowskie pod matymi katami (SAXS).

5. Opracowanie systemu mikroprzeplywowego do badan agregacji HCC

Zatozono samodzielne opracowanie uktadu umozliwiajacego prowadzenie inkubacji
biatka w warunkach kontrolowanego przeptywu oraz analiz¢ wptywu sit §cinajacych na
mechanizm agregacji - zarowno w warunkach bez dodatku nanoczastek CuO, jak i w ich
obecnosci.



6. Okreslenie cytotoksycznosci powstajacych agregatoéw HCC

Celem byto zbadanie wptywu nanoczastek CuO oraz agregatéw HCC - zaréwno tych
powstajacych w obecnosci nanoczastek, jak i formowanych niezaleznie - na komorki
SH-SYSY, ze szczegdlnym uwzglednieniem przezywalnosci komorek oraz poziomu
indukowanych reaktywnych form tlenu (ROS).
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2  Motywacja do podjecia problemu badawczego

Rosngca czgstos¢ wystgpowania chordéb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba
Alzheimera, choroba Parkinsona czy stwardnienie zanikowe boczne, podkresla potrzebe
doktadniejszego zrozumienia proceséw prowadzacych do odktadania patologicznych
biatek. Coraz wigcej danych wskazuje, ze na rozwoj tych schorzen wptywaja nie tylko
czynniki genetyczne, lecz takze Srodowiskowe - w tym zanieczyszczenia powietrza
zawierajace nanoczastki metali. Ultradrobne czastki, w tym réwniez tlenki miedzi, moga
dociera¢ do mozgu, akumulowac si¢ w tkankach i sprzyjac¢ stresowi oksydacyjnemu,
stanom zapalnym oraz nieprawidlowemu faldowaniu biatek.

W konteks$cie amyloidogenezy najcze¢$ciej bada si¢ B-amyloid, biatko tau czy a-
synukleing, natomiast mniej uwagi poswigcono ludzkiej cystatynie C (HCC), mimo ze jej
ztogi wystepuja w $cianach naczyn mozgowych i prowadzg do dziedzicznej angiopatii
amyloidowej. Ludzka cystatyna C jest bialkiem o dobrze poznanej strukturze i petni
funkcje ochronne w uktadzie nerwowym, jednak w okre§lonych warunkach moze ulega¢
agregacji. Mechanizmy lezace u podstaw przejscia od formy natywnej do struktur
amyloidowych wciaz nie sg w pelni poznane.

Jednym z czynnikow, ktére moga modulowac ten proces, jest miedz. Wystepuje ona
fizjologicznie w mozgu, lecz zaburzenia jej homeostazy sprzyjaja powstawaniu
reaktywnych form tlenu i destabilizacji bialek. Nanoczastki tlenku miedzi (CuO) moga
dodatkowo uwalnia¢ jony Cu** oraz wigza¢ biatka na swojej powierzchni, wplywajac na
ich struktur¢ i1 potencjalnie inicjujgc agregacj¢. Mimo rosngcego zainteresowania
interakcjami nanomateriatéw z biatkami, wplyw nanoczastek CuO na ludzka cystatyne C
nie zostal dotad zbadany. Drugim waznym aspektem jest srodowisko fizyczne, w ktorym
zachodzi agregacja. W organizmie biatka przemieszczaja si¢ wraz z krwig lub plynem
moézgowo-rdzeniowym i podlegaja dziataniu sit §cinajacych. Moze to wptywac zarowno
na kinetyke agregacji, jak i interakcje biatka z nanoczastkami. Ludzka cystatyna C nie
byta dotychczas badana w takich warunkach, co stanowito wyrazng luk¢ badawcza. Z
tego wzgledu podjeto probe zbadania, jak obecno$¢ nanoczastek CuO oraz srodowisko
przeptywu wplywaja na strukture, stabilno$¢ i agregacje HCC, a takze czy moga
prowadzi¢ do powstawania form o znaczeniu biologicznym.
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3  Wprowadzenie

3.1 Choroby neurodegeneracyjne

Wraz z postgpujacym wzrostem dlugosci zycia, choroby neurodegeneracyjne
zyskaly status jednego z najpowazniejszych wyzwan zdrowotnych XXI wieku. Wedtug
prognoz Global Burden of Disease Study, liczba 0s6b z demencja wzro$nie z 57,4 miliona
w 2019 roku do 152,8 miliona w 2050 roku. Wzrost ten bedzie najbardziej widoczny w
Europie, gtownie z uwagi na proces starzenia si¢ populacji oraz wydtuzajacy si¢ sredni
wiek zycia w krajach rozwinigtych. Kobiety, ktore majg dtuzszg $rednig prognozowang
dlugo$¢ zycia, nadal beda stanowily wieksza czgs¢ chorych [1]. Zjawisko to stanowi
powazne wyzwanie dla systemow opieki zdrowotnej, poniewaz wzrost liczby oséb
dotknigtych demencja wiaze si¢ z pogarszajaca si¢ jakoscig zycia pacjentOw oraz
rosngcymi kosztami leczenia 1 opieki. W obliczu tego problemu, choroby
neurodegeneracyjne staja si¢ coraz bardziej istotnym elementem globalnego obcigzenia
zdrowotnego [2].

Demencja, w tym jej najczgstsza forma — choroba Alzheimera (ang. Alzheimer’s
disease, AD), a takze inne schorzenia, takie jak choroba Parkinsona (ang. Parkinson’s
disease, PD), stwardnienie zanikowe boczne (ang. amyotrophic lateral sclerosis, ALS),
czy choroba Huntingtona (ang. Huntington’s disease, HD) prowadza do stopniowej utraty
funkcji poznawczych oraz zaburzen behawioralnych, co ma istotny wptyw na codzienne
zycie pacjentow 1 ich rodzin [3—7]. Pomimo intensywnych badan nad przyczynami i
mechanizmami tych chorob, wciaz brakuje jednoznacznych odpowiedzi na pytanie, jakie
czynniki inicjujg proces neurodegeneracji. Hipotezy sugeruja, ze kluczowa role odgrywa
akumulacja patologicznych bialek, takich jak beta-amyloid (AD), tau (AD), a-synukleina
(PD), TDP-43 (ALS) czy zmutowane biatko huntingtina (mHTT; HD), ktore gromadza
si¢ w komorkach nerwowych, prowadzac do ich uszkodzenia i $mierci [8,9]. Zestawienie
charakterystycznych cech molekularnych i komorkowych wymienionych wyzej chordb
neurodegeneracyjnych przedstawiono na rysunku 1.
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Poziom narzadowy  Poziom komoérkowy  Poziom molekularny

W

Hipokamp Amyloid beta
Kora mézgu Neurony piramidowe Biatko tau
s Ugﬂ
Istota czarna srodmézgowia  Neurony dopaminergiczne a-synukleina

W%

Kora ruchowa
Boczny rdzen kregowy Neurony motoryczne Mutant TDP-43

Ciato pragzkowane Neurony $redniokolczyste prazkowia Mutant HTT

Rysunek 1. Zestawienie kluczowych cech molekularnych i komérkowych w wybranych
chorobach neurodegeneracyjnych. Przedstawiono lokalizacj¢ obrazéw zmienionych
patologicznie w mozgu, neurony dotknigte zmianami degeneracyjnymi oraz biatko
powigzane z danym schorzeniem.

Agregacja  bialek to istotny element patologiczny w  chorobach
neurodegeneracyjnych [10], a nieprawidlowe faldowanie biatek moze by¢ kluczowym
mechanizmem ich rozwoju [11]. W wyniku tego procesu biatka przyjmuja nieprawidtowa
strukture, co sprawia, Ze stajg si¢ one podatne na tworzenie agregatow. Zjawisko to wigze
si¢ z nieprawidtowymi interakcjami hydrofobowymi, prowadzacymi do powstawania
posrednich form, takich jak oligomery i protofibryle, bedacych zaawansowanymi etapami
tego mechanizmu [12]. Czgéciowe rozfaldowanie biatek ujawnia grupy chemiczne o
charakterze hydrofobowym, ktore sprzyjaja powstawaniu struktur p, kluczowych dla
formowania dojrzatych fibryli [11,13]. Podczas procesu fibrylizacji oligomeryczne formy
sa szybko tworzone, a to wlasnie one wykazuja najwicksza cytotoksycznos¢ [14,15].
Koncepcja lejka zwijania (ang. folding funnel), wywodzaca si¢ z teorii krajobrazu
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energetycznego, ilustrujacego rdézne stany energetyczne biatka w przestrzeni
konformacyjnej (rysunek 2), przedstawia proces faldowania bialek, ktéry moze
prowadzi¢ do powstawania tych patologicznych agregatow.

4 forma rozfatdowana

L W oligomery

stan przejsciowy

protofibryle

Energia swobodna (G)

forma natywna

fibryle

Rysunek 2. Schemat energetyczny faldowania biatka i tworzenia struktur amyloidowych.

Czasteczki biatka w wyniku nieprawidlowego faldowania moga przyjmowad
alternatywne konformacje, ktore sprzyjaja ich agregacji. Powstajace w ten sposob
agregaty, nazywane amyloidem, charakteryzuja si¢ specyficzng strukturg i
wlasciwo$ciami, takimi jak odpornos$¢ na degradacje proteolityczng oraz zdolno$¢ do
tworzenia wloknistych struktur. Poczatkowo termin ,amyloid” odnosit si¢ do
zewnatrzkomorkowych  depozytéw biatkowych odktadajacych si¢ w przebiegu
niektérych choréb, jak na przyklad choroba Alzheimera. Z czasem, po odkryciu
agregatow wystepujacych takze wewnatrz komorek, pojgcie to zostalo rozszerzone na
inne typy biatkowych ztogow. Wsparcie dla hipotezy zaktadajacej przyczynowy wptyw
nieprawidlowego faldowania bialek na rozwoj choréb neurodegeneracyjnych pochodzi z
badan genetycznych. Mutacje w genach kodujacych biatkowe sktadniki fibrylarnych
agregatOw sa powigzane z dziedzicznymi postaciami schorzen, takich jak choroba
Alzheimera, Huntingtona, Parkinsona czy stwardnienie zanikowe boczne. Formy
rodzinne tych chorob zazwyczaj charakteryzuja si¢ wczes$niejszym poczatkiem oraz
wigkszym nasileniem objawow w poréwnaniu do przypadkow sporadycznych [16].
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Wszystkie te choroby - zaréwno ich warianty sporadyczne jak i dziedziczne - taczy
obecno$¢ zlogow biatkowych w tkankach, przy czym bialka te w formie natywnej sa
zwykle rozpuszczalne. Depozyty mogg gromadzi¢ si¢ w modzgu, tkance mig$niowo-
szkieletowej lub innych narzadach. Zmienione chorobowo tkanki zawieraja widkna,
czasem zorganizowane w plytki, zlozone z jednego dominujgcego rodzaju biatka
charakterystycznego dla danej jednostki chorobowej (np. peptydu amyloidu beta w
chorobie Alzheimera). Cho¢ struktury natywne tych biatek r6znig si¢ od siebie, w postaci
amyloidu wykazuja uderzajace podobienstwo, co sugerowato, ze struktury molekularne
form zagregowanych sa zasadniczo takie same [17]. Wykrycie charakterystycznej
struktury ,.krzyzowej” (cross-B) w dyfrakcji rentgenowskiej oraz typowej morfologii
ztogéw w mikroskopii elektronowe;j jest obecnie uznawane za kryterium konieczne do
sklasyfikowania takich agregatow jako amyloidu [18].

Przyktadem schorzenia, w ktorym patologiczne zlogi amyloidu odgrywaja
kluczowa role, jest choroba Alzheimera. Po raz pierwszy objawy i charakterystyczne
zmiany moézgowe obecne w tej jednostce chorobowej zostaly opisane przez
neuropatologa i psychiatre Aloisa Alzheimera w 1906 roku u pacjentki cierpiacej na
postepujace zaburzenia pamigci, dezorientacje oraz zmiany osobowosci. Badania
posmiertne wykazaty obecno$¢ dwoch dominujacych typow patologicznych struktur:
zewnatrzkomoérkowych ztogéw amyloidu beta, nazywanych blaszkami starczymi, oraz
wewnatrzneuronalnych splatkoéw neurofibrylarnych, zawierajacych hiperfosforylowane
biatko tau [19]. Obecnie choroba Alzheimera jest najczgstsza forma otgpienia
wystepujaca wsrod osob starszych. Ma charakter postepujacy i zwyrodnieniowy,
prowadzac do stopniowego zaniku funkcji poznawczych i degradacji neurondw,
szczegoblnie tych zlokalizowanych w korze mézgowej, hipokampie i ciele migdalowatym.
Wraz z rozwojem schorzenia pacjenci dos§wiadczaja nie tylko utraty pamigci, ale tez
zaburzen komunikacyjnych (afazja), trudnosci w rozpoznawaniu przedmiotéw (agnozja)
czy wykonywaniu codziennych czynnosci (apraksja) [20]. W  obrazie
neuropatologicznym dominuje akumulacja peptydéw amyloidu beta, zwlaszcza jego
formy o dlugosci 42 aminokwaséw (APi-42), ktéra wykazuje sktonno$¢ do tworzenia
neurotoksycznych agregatow. Proces ten rozpoczyna si¢ na dtugo przed wystapieniem
objawow klinicznych i przebiega powoli, prowadzac do narastajacych uszkodzen synaps
oraz degradacji neurondéw. Dodatkowo obserwuje si¢ aktywacje komorek glejowych
(astrocytéw 1 mikrogleju), co moze pogltebia¢ neurodegeneracje i przyczyniac si¢ do
dysfunkcji bariery krew-moézg [21]. Cho¢ doktadne mechanizmy prowadzace do rozwoju
choroby nie s3 w petni poznane, wiadomo, ze zaawansowane zmiany w moézgu koreluja
z gromadzeniem si¢ bialek zmienionych patologicznie oraz utrata neuronow
cholinergicznych w przodomoézgowiu [20]. Dotychczasowe leczenie koncentruje si¢
gléwnie na tagodzeniu objawow i1 opdznianiu postepu choroby. Intensywne badania nad
nowymi strategiami terapeutycznymi wcigz trwaja, a ich skuteczno$¢ zalezy w duzej
mierze od lepszego zrozumienia zlozonej patogenezy tej jednostki.

Etiologia choroby Alzheimera wcigz nie jest do konca wyjasniona. Istnieje szereg
hipotez probujacych opisa¢ mechanizmy jej rozwoju, z ktérych najwazniejsza pozostaje
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tzw. hipoteza kaskady amyloidowej [22]. Zgodnie z jej zatozeniami, kluczowa role w
patogenezie odgrywa zaburzenie w procesie przetwarzania biatka prekursorowego
amyloidu (ang. amyloid protein precursor APP), prowadzace do nadmiernej produkcji
patologicznych form amyloidu beta, zwlaszcza wspomnianego wczesniej Api_4.
Rozwinig¢ciem tej koncepcji jest teoria zaktadajaca, Ze toksyczno§¢ amyloidu beta wynika
gléwnie z jego rozpuszczalnych form - dimerow i oligomeréw - ktore pojawiaja si¢ na
bardzo wczesnym etapie choroby, jeszcze przed wystagpieniem objawow klinicznych oraz
przed uformowaniem si¢ dojrzatych blaszek [23]. Wskazuje to na potrzebe opracowania
metod diagnostycznych umozliwiajacych wykrycie patologii na etapie przedklinicznym.

Alternatywne teorie sugeruja, ze akumulacja amyloidu i bialtka tau niekoniecznie stanowi
pierwotng przyczyn¢ choroby, lecz moze by¢ efektem wtornym innych zaburzen
zachodzacych w neuronach. Wéréd potencjalnych mechanizméw wymienia si¢ m.in.
nieprawidlowosci w metabolizmie glukozy [24], zaklécenia w regulacji cyklu
komorkowego i procesu apoptozy [25], a takze zwigkszony stres oksydacyjny [26].
Starzenie organizmu wigze si¢ ze spadkiem efektywnosci mechanizméw
antyoksydacyjnych organizmu, co w potaczeniu ze zwigkszong produkcja reaktywnych
form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) sprzyja powstawaniu stresu
oksydacyjnego i uszkodzeniom komérkowym [27]. Jedna z teorii, tzw. hipoteza kaskady
mitochondrialnej, zaktada, ze dziedziczne r6éznice w budowie tancucha oddechowego
determinuja poziom produkcji ROS w komorce. Stopniowa akumulacja uszkodzen
mitochondrialnych moze uruchamia¢ mechanizmy kompensacyjne, w tym reaktywacje
cyklu komodrkowego i nasilone odktadanie amyloidu beta, co w konsekwencji prowadzi
do $mierci neuronow [28]. Cho¢ wiele badah potwierdza istotng rolg dysfunkcji
mitochondriow 1 stresu oksydacyjnego w chorobie Alzheimera, brakuje jednak
jednoznacznych ustalen, czy maja one charakter przyczynowy, czy sa jedynie skutkiem
postepujacych proceséw neurodegeneracyjnych.

Nalezy jednak podkresli¢, ze nie wszystkie choroby neurodegeneracyjne opieraja
si¢ na mechanizmie odktadania amyloidu w obrebie neuronow. W zaleznosci od jednostki
chorobowej, zmiany patologiczne moga obejmowaé rozne typy biatek, struktury
komoérkowe oraz lokalizacje odkladania zlogéw. Przykladowo, w przypadku
sporadycznej mézgowe] angiopatii amyloidowej (ang. cerebral amyloid angiopathy,
CAA) zwanej tez amyloidoza typu islandzkiego, dochodzi do akumulacji amyloidu 3
glownie w $cianach naczyn krwiono$nych mozgu, co prowadzi do ich ostabienia,
zwigkszonej  przepuszczalno$ci  oraz  podwyzszonego ryzyka  krwotokow
$rédmozgowych. Niska zdolno$¢ do usuwania amyloidu sprzyja dalszemu odktadaniu si¢
tego biatka w naczyniach [29]. Odmienny mechanizm chorobowy lezy u podstaw
choroby Wilsona - genetycznego schorzenia metabolicznego, ktoére prowadzi do
neurodegeneracji wskutek patologicznego gromadzenia miedzi w hepatocytach oraz
komorkach osrodkowego uktadu nerwowego. Nadmiar tego metalu w watrobie 1 moézgu
wywoluje stres oksydacyjny oraz zakldca homeostaz¢ komorkowa, prowadzac do
uszkodzenia struktur neuronalnych. W zalezno$ci od nasilenia objawdw, choroba
Wilsona moze manifestowac si¢ postgpujacymi zaburzeniami watroby, a takze objawami
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neurologicznymi 1 psychiatrycznymi [30]. Powyzsze przyklady ilustruja znaczng
réznorodno$¢ mechanizmow prowadzacych do neurodegeneracji, co stanowi istotne
wyzwanie zarowno w konteks$cie diagnostyki, jak i opracowywania skutecznych strategii
terapeutycznych.

Wsrdd czynnikéw ryzyka rozwoju neurodegeneracji (rysunek 3) coraz wigksza
uwage poswieca sie przewlektemu stanowi zapalnemu w obrgbie osrodkowego uktadu
nerwowego. Nadmierna aktywacja mikrogleju prowadzi do uszkodzenia neuronéw oraz
nasilenia objawdéw neuropsychiatrycznych, takich jak lek, depresja czy agresja, co
obserwuje si¢ m.in. w przebiegu choroby Alzheimera. Neurozapalenie moze poprzedzaé
klasyczne zmiany neuropatologiczne, takie jak odktadanie amyloidu f i biatka tau, a takze
nasila¢ ich neurotoksyczne dziatanie [31].
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Rysunek 3. Czynniki ryzyka rozwoju procesOw neurodegeneracyjnych.

Do czynnikow sprzyjajacych rozwojowi stanu zapalnego w mozgu nalezg m.in. dysbioza
jelitowa [32], przewlekty stres [33], otytos¢ [34], palenie tytoniu oraz ekspozycja na
zanieczyszczenia srodowiskowe, w tym hatas i smog [35-37]. Badania przeprowadzone
na blizni¢tach jednojajowych wykazaty stosunkowo niski poziom zgodno$ci zachorowan
w podesztym wieku na chorob¢ Alzheimera, co sugeruje istotny udzial czynnikow
pozagenetycznych w jej etiologii. Na tej podstawie zaproponowano, ze czynniki
epigenetyczne moga odgrywaé¢ kluczowa rol¢ w inicjowaniu  procesOw
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neurodegeneracyjnych [20]. Jedng z pierwszych prob ujecia tej koncepcji byt model
LEARn (ang. latent early-life associated regulation). Zgodnie z tg hipoteza, ekspozycja
na czynniki srodowiskowe we wczesnym okresie zycia - takie jak metale ciezkie czy
przewlekty stres - moze wptywac na epigenetyczne mechanizmy regulujace ekspresje
genoéw istotnych dla patogenezy choroby Alzheimera. W kontekscie profilaktyki
podkresla si¢ znaczenie przywracania zdrowego $rodowiska jako jednego z kluczowych
dziatan prewencyjnych [20,38].

W raporcie opublikowanym przez Komisj¢ Lancet w 2020 roku [39] dotyczacym
zapobiegania, interwencji i opieki w demencji, wskazano dwanascie czynnikow ryzyka
choroby Alzheimera i innych form otgpienia, na podstawie danych pochodzacych z
metaanaliz oraz systematycznych przegladoéw literatury. Wedlug ustalen czynniki te
moga odpowiada¢ nawet za 40% przypadkow demencji na §wiecie, co sugeruje, ze niemal
potowie zachorowan mozna by potencjalnie zapobiec lub spowolni¢ ich rozwdj,
modyfikujac okreslone ekspozycje srodowiskowe i styl zycia. Wérod tych czynnikow
znalazly si¢ m.in. choroby wspolistniejace, takie jak nadci$nienie te¢tnicze, cukrzyca,
otytos¢, depresja, urazy moézgu i ubytek stuchu, a takze czynniki behawioralne i
spoteczne, m.in. brak aktywnosci fizycznej, nadmierne spozycie alkoholu, izolacja
spoteczna, palenie tytoniu, a ponadto niski poziom wyksztatcenia skutkujacy zlym
trybem zycia oraz ekspozycja na zanieczyszczenia powietrza [39].

W $wietle rosnacej liczby badan wskazujacych, ze procesy neurodegeneracyjne moga
mie¢ poczatek wiele lat przed wystgpieniem objawow klinicznych, szczegdlnego
znaczenia nabiera analiza dlugofalowego wplywu $rodowiskowych czynnikow ryzyka,
takich jak ekspozycja na obecne w powietrzu nanoczastki metaliczne.
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3.2 Nanoczastki — ich obecno$¢ w srodowisku oraz dzialanie biologiczne

Zanieczyszczenie powietrza to istotny problem $rodowiskowy i1 zdrowotny,
wynikajacy zaro6wno z naturalnych proceséw, takich jak erupcje wulkaniczne, jak i z
dziatalnosci cztowieka, w tym rozwoj przemyshu czy transportu. W jego sktad wchodza
réznorodne substancje chemiczne, czastki stale (ang. particulate matter, PM) oraz zwiazki
biologiczne, ktéore moga negatywnie wptywac na zdrowie ludzi i innych organizmoéw.
Obecnos¢ pierwiastkow takich jak miedz (Cu) i cynk (Zn) zaobserwowano w czastkach
o zr6znicowanej wielkos$ci - od nanoczastek (<100 nm) do czastek o srednicy do 10 um,
co wskazuje na ich pochodzenie z roznych zrddet [40—46].

Analiza sktadu chemicznego powietrza przeprowadzona w Warszawie w 2016 roku
potwierdzita obecno$¢ zwigzkdéw zawierajacych cynk (Zn) i miedz (Cu) w pyle
zawieszonym PM2.5 (czastki o $rednicy nie wigkszej niz 2,5 pm). Ich obecno$¢ wigze
si¢ przede wszystkim z emisjami przemystowymi oraz ruchem drogowym, co wskazuje
na wyraznie antropogeniczne pochodzenie tych zanieczyszczen [47]. Szacuje si¢ tez, ze
ekspozycja na pyt zawieszony PM2.5 przyczynia si¢ do okoto 50 000 przedwczesnych
zgonow rocznie w Polsce [48,49]. Stezenia frakcji pytow PM2.5 w wielu regionach
Europy w 2024 roku nadal przekraczaty dzienny poziom zalecany przez Swiatowa
Organizacje Zdrowia (15 pg/m?) [50], co ilustruje rysunek 4.
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Rysunek 4. Stezenia frakcji pytu PM2.5 w Europie w 2024 r. (99. percentyl $rednich
dobowych). Mapa przedstawia liczbe dni z przekroczeniem dziennego poziomu WHO
(15 pg/m?). Kolorem biatym zaznaczono panstwa uwzglednione w analizie [50].
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Plan dziatania Komisji Europejskiej na rzecz zerowego zanieczyszczenia powietrza
zaktada zmniejszenie wplywu zanieczyszczen na zdrowie o co najmniej 55% do 2030
roku, w poréwnaniu do poziomoéw zanieczyszczen z 2005 roku [51]. Mimo postgpu, w
2022 roku w Unii Europejskiej odnotowano 239 000 przedwczesnych zgonow
zwigzanych z ekspozycja na czastki state frakcji PM2.5. Zgodnie z Dyrektywa (UE)
2024/2881 dotyczaca jakosci i czystszego powietrza dla Europy, ktora weszla w zycie 10
grudnia 2024 roku, zostaty ustalone nowe standardy jako$ci powietrza, ktore majg zostaé
osiggnigte do 1 stycznia 2030 roku. Niemniej jednak zdecydowana wigkszos$¢ (94%)
populacji miejskiej UE wcigz pozostaje narazona na st¢zenia frakcji PM2.5
przekraczajace poziom wytycznych Swiatowej Organizacji Zdrowia [52].

W kontekscie powyzszych danych warto przyjrze¢ si¢ wptywowi najmniejszych
frakcji czastek statych unoszacych si¢ w powietrzu na zdrowie cztowieka. Bardzo mate
czastki (o rozmiarze <100 nm; ang. ultrafine particles, UFP) zawieszone w powietrzu
moga wpltywac¢ na o$rodkowy uktad nerwowy (OUN) poprzez osadzanie si¢ na blonie
$luzowej jamy nosowo-gardiowej, a nastepnie przenika¢ do OUN za posrednictwem
nerwu wechowego, omijajac bariere krew-mozg [53]. Szlak nosowo-wechowy jest
uwazany za jedng z glownych drog, przez ktore wdychane nanoczastki moga dotrze¢ do
struktur mozgu, w tym hipokampa - obszaru zwigzanego z pami¢cig i uczeniem si¢
[54,55].

Nanoczastki (ang. nanoparticles, NPs) ze wzgledu na swoje wlasciwosci
fizykochemiczne, takie jak znaczny stosunek powierzchni do objetosci, rozpuszczalnose,
sktad chemiczny, rozmiar, ksztalt oraz tendencj¢ do agregacji, moga wywotywaé
szkodliwe skutki na réznych poziomach, poczawszy od organéw i tkanek, a konczac na
poziomie komoérkowym 1 molekularnym [56-58]. W badaniach na myszach
laboratoryjnych wykazano, ze duza powierzchnia wtasciwa oraz wyjatkowo intensywna
reaktywno$¢ nanoczastek miedzi (Cu NPs) moga odpowiadaé za obserwowang
toksyczno$¢ tych struktur [59]. Toksyczno$¢ odnotowano réwniez w odniesieniu do
tlenkow metali cigzkich, takich jak CuO. W badaniach mikrobiologicznych
przeprowadzonych na szczepach Escherichia coli, Bacillus subtilis i Streptococcus
aureus stwierdzono, ze sposrod testowanych nanoczastek to wlasnie tlenek miedzi (CuO
NPs) wykazywat najsilniejsze dzialanie toksyczne [60]. Nanoczastki tlenku miedzi maja
zdolno$¢ uwalniania jonéw Cu?** do $rodowiska wodnego, co moze przyczyniac si¢ do
rozwoju stresu oksydacyjnego i zwigzanego z nim dziatania toksycznego. Wykazano, ze
zarowno same CuO NPs, jak i uwalniane przez nie jony Cu?', istotnie hamujg aktywno$¢
metaboliczng komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae [61]. Badania z udzialem
organizmu modelowego - nicienia Caenorhabditis elegans potwierdzity, ze nanoczastki
CuO moga ulega¢ agregacji i uwalnia¢ jony miedzi, prowadzac do zmian w morfologii
komorek nerwowych[62].

Toksyczne dzialanie miedzi wiaze si¢ przede wszystkim z wywotywaniem stresu

oksydacyjnego oraz z uruchamianiem procesow, takich jak ferroptoza [63] - $mieré
komoérkowa wywotana gldwnie przez stres oksydacyjny i peroksydacje lipidow - oraz
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apoptoza [64], czyli programowana $§mier¢ komoérki. Obserwowano rowniez, ze jony Cu?*
moga zaburza¢ funkcjonowanie enzymdéw uczestniczacych w  przemianach
metabolicznych oraz w ochronie przed stresem oksydacyjnym [65]. Jednym z lepiej
poznanych mechanizméw toksycznego dziatania miedzi jest tzw. kuproptoza (ang.
cuproptosis) - forma $mierci komérkowej, do ktoérej dochodzi w wyniku nagromadzenia
jonéw miedzi wewnatrz komorki 1 zaklocenia funkcjonowania mitochondriow.
Szczegdlnie podatny na te zaburzenia jest kompleks enzymow odpowiedzialnych za
przemiany pirogronianu, co moze prowadzi¢ do nieprawidlowego dzialania biatek 1 w
efekcie do $mierci komorki [66]. Miedz w postaci nanoczastek Cu/CuO powodowata
stres oksydacyjny w komorkach ptluc - zaré6wno zdrowych, jak i nowotworowych -
prowadzac do zmniejszenia ich zywotnos$ci oraz uszkodzen genetycznych [67]. Z kolei
nanoczastki tlenku miedzi (CuO NPs) obnizaty przezywalnos¢ komorek nowotworowych
- A549 (ludzka linia raka gruczotowego ptuca) oraz MCF-7 (ludzka linia raka piersi) - w
sposob zalezny od dawki, wykazujac jednoczesnie silne dziatanie antyproliferacyjne [68].
W komorkach nabtonka jelitowego szczura zaobserwowano wzrost poziomu nadtlenku
wodoru (H20:) oraz spadek zawartos$ci glutationu, co dodatkowo potwierdza udziat stresu
oksydacyjnego w mechanizmach toksycznosci. Co istotne, CuO NPs wykazywaty
silniejsze dziatanie toksyczne niz jony miedzi czy inne formy nanoczastek, takie jak
Cu:0-PVP [69]. Warto zaznaczy¢, ze toksyczno$¢ miedzi moze rowniez przebiegaé
niezaleznie od obecnosci reaktywnych form tlenu. W warunkach beztlenowych jony Cu*
moga bezposrednio prowadzi¢ do agregacji bialek - szczegdlnie tych zawierajacych
cysteing i histydyne - co skutkuje uszkodzeniem struktur komorkowych [70].

Toksyczne dziatanie nanoczastek tlenkow metali nie ogranicza si¢ jednak
wylacznie do uktadow zawierajacych miedz. Podobne efekty obserwowano roéwniez dla
innych metalicznych nanomaterialow, takich jak ZnO, ktoére rowniez moga wykazywaé
silne dzialanie cytotoksyczne. W badaniach na komoérkach HaCaT, modelu ludzkich
keratynocytéw, zaobserwowano ich wigksza wrazliwo$¢ na dzialanie nanoczastek ZnO
w porownaniu do zdrowej skoéry [71]. W komorkach raka piersi MCF7, ZnO NPs
powodowaty spadek przezywalnosci komorek w sposob zalezny od dawki, osiagajac
warto$¢ IC50 (stezenie, przy ktérym potowa komorek przezywa) wynoszaca 90 pg/ml.
Nanoczastki o rozmiarach od 50 do 80 nm wykazywaly silne dziatanie cytotoksyczne,
szczegollnie przy wyzszych stezeniach [72]. Podobne efekty zaobserwowano w badaniach
na komoérkach HeLa (rak szyjki macicy), gdzie ZnO NPs wykazywaly antyproliferacyjne
dziatanie zalezne od dawki [73]. Mniejsze nanoczastki ZnO (20 nm) byly bardziej
toksyczne w komorkach raka watroby HepG2, a uwolnienie jonow Zn?** odgrywato
kluczowa role w wywotywaniu stresu oksydacyjnego, co prowadzito do nekrozy - $§mierci
komorki wskutek uszkodzenia jej struktury [74]. W komdrkach GC-1 (pochodzacych z
nabtonka siatkowki) efekty cytotoksyczne byly zalezne od dawki i czasu ekspozycji -
wyzsze stezenia powodowaty uszkodzenia DNA mediowane przez ROS oraz znaczne
uszkodzenia komorek, podczas gdy mniejsze stezenia i krotszy czas ekspozycji miaty
minimalny wptyw [75]. Nanoczastki ZnO wykazywaty roéwniez selektywng toksycznos¢
wzgledem komodrek nowotworowych, takich jak Caco-2 (komorki ludzkiego nabtonka
jelitowego) 1 A549 (komorki ludzkiego raka pluc), przy znacznie mniejszej toksycznos$ci

21



dla komoérek zdrowych, takich jak WI38 (komorki fibroblastow ludzkich) [76]. W
komorkach HepG2 mniejsze czastki ZnO (~15-20 nm) indukowatly apoptoze¢ oraz stres
oksydacyjny, podczas gdy wicksze (~100 nm) miaty mniejsza cytotoksycznos¢ [77].

W ostatnich latach coraz wigcej uwagi poswieca si¢ roli metali w mechanizmach
prowadzacych do neurodegeneracji. Szczegblnie istotne wydajg si¢ jony miedzi (Cu?*),
cynku (Zn*") i zelaza (Fe*"). Miedz i zelazo zidentyfikowano jako czynniki nasilajace
patologiczne procesy agregacji bialek a-synukleiny oraz tau - kluczowych elementow
zaangazowanych odpowiednio w rozwdj choroby Parkinsona i choroby Alzheimera.
Obecnos¢ tych metali sprzyja powstawaniu cytotoksycznych form tych biatek, co
przeklada si¢ na znaczacy spadek zywotnosci komorek nerwowych SH-SYSY
potwierdzajac ich potencjalny udziat w progresji zaburzen neurodegeneracyjnych [78].
SH-SYS5Y to ludzka linia komorkowa wykorzystywana jako model neurondéw
dopaminergicznych w badaniach nad neurodegeneracjag. W przypadku biatka tau,
szczeg6lng uwage zwraca cynk (Zn?*"), ktéry nie tylko przyspiesza proces fibrylizacji-
skracajac czas potrzebny do uzyskania 50% fibryl z 15 do zaledwie 6 godzin - ale takze
promuje przejScie jego struktury w bardziej stabilng, lecz toksyczng konformacje
B-harmonijkowg. Efektem tych zmian jest wzrost produkcji reaktywnych form tlenu oraz
pogorszenie stanu morfologicznego i przezywalnosci neuronéw [79,80]. W szczegdlnosci
nanoczastki tlenku miedzi wykazuja zdolno$¢ do uszkadzania komorek SH-SYSY m.in.
poprzez aktywacj¢ odpowiedzi autofagicznej oraz wpltyw na mitochondrialne szlaki
regulacyjne, co moze odgrywac¢ rol¢ w mechanizmach neurodegeneracyjnych [81]. W
przypadku nanoczastek tlenku cynku wykazano, Ze ich toksyczno$¢ zalezy zarowno od
stezenia, jak i od rozmiaru. Niskie dawki (do 25 pg/ml) mogg dziala¢ ochronnie na
komorki nerwowe, jednak w wyzszych stgzeniach (>50 pg/ml) obserwowano wyrazny
spadek przezywalnosci komoérek oraz wzmozong produkcje ROS [82]. Co istotne,
mniejsze nanoczastki ZnO (o $rednicy okoto 18,5 nm) okazaly si¢ znacznie bardziej
toksyczne niz ich wigksze odpowiedniki (47,1 nm), co potwierdza znaczenie rozmiaru
nanoczastek w ich dziataniu cytotoksycznym [83]. Podobnie, bezposrednia ekspozycja
komorek SH-SY5Y na rosngce stgzenia jonow Cu?* (w zakresie 50400 uM) prowadzita
do stopniowego spadku ich zywotno$ci. Towarzyszyly temu intensywne procesy
apoptozy 1 nekrozy, wzrost poziomu ROS oraz depolaryzacja btony mitochondrialnej -
jeden z kluczowych sygnatow $wiadczacych o stresie oksydacyjnym i neurotoksycznos$ci
[84]. W innych badaniach wykazano, ze linie komoérkowe SH-SYS5Y reaguja na CuO NPs
w sposOb zalezny od stgzenia, co przejawia si¢ wzrostem poziomu ROS, aktywacja
szlakéw apoptotycznych oraz zwickszong produkcja B-amyloidu. Wyniki te sugeruja
mozliwy zwigzek migdzy ekspozycja na nanoczastki miedzi a ryzykiem rozwoju choroby
Alzheimera [85].

Chociaz powyzsze dane pochodza z badan in vitro, ich znaczenie nabiera
dodatkowego wymiaru w $wietle badan epidemiologicznych. Coraz wigcej dowodow
wskazuje na istnienie korelacji pomi¢dzy zanieczyszczeniem powietrza a zwigkszonym
ryzykiem wystapienia demencji. Coraz liczniejsze dane naukowe wskazuja na istotny
zwigzek migdzy ekspozycja na zanieczyszczenia powietrza a ryzykiem rozwoju choroby
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Alzheimera oraz innych form otgpienia [86—-89]. Wykazano takze dodatnig korelacje
pomiedzy narazeniem na pyt zawieszony z frakcji PM2.5 a ryzykiem wystapienia
otepienia o réoznym podtozu [90-97]. Potwierdzono statystycznie istotny zwigzek
pomiedzy ekspozycja na PM2.5 a ryzykiem rozwoju otgpienia, w tym choroby
Alzheimera oraz tagodnych zaburzen poznawczych. Co istotne, wptyw ten nie byt
znaczaco modyfikowany przez indywidualne predyspozycje genetyczne, co sugeruje, ze
zanieczyszczenia powietrza stanowig niezalezny czynnik ryzyka rozwoju otgpienia [98].
Dhugoterminowe narazenie na te zanieczyszczenia powietrza wigzato si¢ takze z
nasileniem zmian strukturalnych w moézgu charakterystycznych dla AD. Zmiany te
obejmowaly m.in. odkladanie si¢ amyloidu oraz zanik kory mozgowej, oceniane za
pomoca pozytonowej tomografii emisyjnej (ang. positron emission tomography, PET) i
rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance imaging, MRI) [99-102].

Zaobserwowano, ze dlugoterminowa ekspozycja na wyzsze st¢zenia PM2.5
wigzala si¢ ze zwigkszonym poziomem biomarkeréw patologii amyloidowej, takich jak
peptydy ABi-s0, APi-42 oraz ze wzrostem stosunku APi-42 do ABi-40, co moze §wiadczy¢ o
nasilonym odktadaniu zlogdw amyloidu B w moézgu [103]. Inne badania wykazaty, ze
dlugotrwata ekspozycja na zanieczyszczenia powietrza, zwlaszcza pyt zawieszony
PM2.5, byla istotnie zwigzana ze spadkiem stezenia Afi42 w plynie mézgowo-
rdzeniowym (ang. cerebrospinal fluid, CSF), co moze $wiadczy¢ o nasilonym odktadaniu
si¢ blaszek amyloidowych w mézgu, a tym samym - o zwigkszonym ryzyku rozwoju
choroby Alzheimera [104].

W niektérych badaniach po$miertnych odnotowano roéwniez zwigkszong obecno$¢
zmian neuropatologicznych, takich jak hiperfosforylowane biatko tau, ztogi amyloidu f3
oraz aktywacj¢ komorek glejowych w hipokampie, korze mézgowej i opuszce wechowej
- zar6wno u os6b mlodych, jak i starszych - ktore przez dluzszy czas zamieszkiwaty
tereny o wysokim stopniu zanieczyszczenia powietrza [105-107].

Doniesienia z badan przeprowadzanych w warunkach silnego zanieczyszczenia
miejskiego ujawniaja obecnos$¢ patologicznych form bialek neurodegeneracyjnych - w
tym hiperfosforylowanego biatka tau, f-amyloidu, a-synukleiny i TDP-43 - juz u dzieci
i mtodych dorostych [107,108]. W badaniach tych stwierdzono obecno$¢ nanoczastek
metali oraz zwiazkdw pochodzacych z emisji spalin w tkance nerwowej, co wskazuje na
mozliwo$¢ trwatego odkladania si¢ tych czastek w mézgu w nastgpstwie przewleklej
ekspozycji srodowiskowej [107]. Dane te budza szczegdlne zaniepokojenie w Swietle
stwierdzanych jednocze$nie objawdw neurozapalnych, zaburzen funkcji poznawczych
oraz deficytow emocjonalno-behawioralnych u dzieci narazonych na UFP [107,108].
Eksperymenty przeprowadzone na zwierzgtach z indukowanym modelem choroby
Alzheimera wskazuja, ze juz krotkotrwala ekspozycja na UFP prowadzi do zaburzen
morfologii mikrogleju, zmian ekspresji cytokin zapalnych oraz zwigkszenia poziomu
patologicznie fosforylowanego biatka tau, przy jednoczesnym zmniejszeniu liczby
blaszek amyloidowych [109]. Dane te sugeruja ztozony wptyw UFP na procesy
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neurodegeneracyjne, potencjalnie poprzez indukcje odpowiedzi zapalnej i1 stresu
oksydacyjnego oraz zaburzenia proceséw autofagii [108—110].

Kuproptoza )
Choroby neurodegeneracyjne

Ferroptoza ‘
@ @ Dysfunkqa mitochondriéw Choroby sercowo-naczyniowe
@ @ Stres oksydacyjny
APY-)

Stan zapalny Mutacje genetyczne

i ~ e Apoptoza J }’(
] ", ) \) Choroby nowotworowe

Rysunek 5. Wptyw metali cigzkich i1 zanieczyszczen powietrza na organizm czlowieka -
mechanizmy uszkodzen komoérkowych i potencjalne konsekwencje zdrowotne.

0. .0

Na poziomie populacyjnym, badanie z udziatem okoto 21 milionéw oséb starszych w
USA wykazalo, ze dlugotrwata ekspozycja na podwyzszone stezenia UFP istotnie
zwigkszata ryzyko rozwoju choroby Alzheimera i innych form otgpienia. Zalezno$¢ ta
byla silniejsza u oséb z chorobami wspotistniejacymi, takimi jak nadci$nienie czy
cukrzyca, co moze wskazywac na role UFP jako czynnika wzmacniajacego istniejace
procesy patofizjologiczne [111]. Pomimo rosngce;j liczby danych naukowych, UFP wcigz
pozostaja poza zakresem wickszo$ci norm dotyczacych jakosci powietrza. W kontekscie
postepujacego procesu urbanizacji i wzrostu liczby ludno$ci narazonej na
zanieczyszczenia komunikacyjne, naukowcy apeluja o pilne wiaczenie bardzo matych
czastek do regulacji srodowiskowych oraz wdrozenie systematycznego monitoringu ich
stezenia w atmosferze [107,108,111,112]. Obserwowane w ostatnich dekadach
zmniejszenie poziomu frakcji PM2.5 nie znajduje odzwierciedlenia w przypadku UFP,
co budzi obawy o rzeczywisty zakres ochrony zdrowia publicznego [112,113].

Podsumowujac, jak zilustrowano na rysunku 5, nanoczastki, takie jak tlenki miedzi
(CuO) i cynku (ZnO), wykazuja istotne dziatanie toksyczne, m.in. poprzez indukcje
stresu oksydacyjnego, apoptozy, ferroptozy oraz kuproptozy. Te procesy prowadza do
uszkodzen komorek, w tym neuronéw, co moze sprzyjaé rozwojowi choréb
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera czy Parkinsona. Wyniki licznych
badan in vitro wskazuja, ze toksyczno$¢ nanoczastek silnie zalezy od ich rozmiaru,
stezenia oraz wlasciwosci powierzchniowych. Szczegdlng uwage zwraca ich zdolnos¢ do
zaburzania homeostazy metali w komoérkach nerwowych, jak réwniez do promowania
patologicznej agregacji bialek, takich jak biatko tau i peptydy B-amyloidu. Obserwacje te
podkreslaja pilng potrzebe kontynuowania badan nad mechanizmami dzialania
nanoczastek w organizmach zywych oraz nad ich wplywem na zdrowie publiczne. W
konteks$cie rosngcego zanieczyszczenia powietrza i obecno$ci nanomaterialdéw w
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srodowisku, kluczowe staje si¢ zrozumienie ich roli w procesach neurotoksycznosci i
neurodegeneracji, a takze ich potencjalnego udzialu w patogenezie otgpienia. Szczegdlnie
istotne wydaje si¢ dalsze badanie interakcji nanoczastek z biatkami amyloidogennymi
oraz ich wptywu na mechanizmy komoérkowe, ktore moga prowadzi¢ do trwatych zmian
strukturalnych i funkcjonalnych w obrgbie mézgu.

Przedstawione powyzej podsumowanie wptywu nanoczastek i jonow metali pozwala
nakres$li¢ ztozong sie¢ zalezno$ci towarzyszacych procesom amyloidogenezy oraz
rozwoju chordéb neurodegeneracyjnych. W dalszej cze$ci pracy skupi¢ si¢ na
szczegblowym omowieniu biatka wybranego jako model badawczy - ludzkiej cystatyny
C, ktora rowniez odgrywa istotng role¢ w procesach amyloidogenezy.
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3.3 Ludzka cystatyna C

3.3.1 Struktura i funkcja cystatyny C

W 1961 roku Jorgen Clausen po raz pierwszy opisal biatko obecne w ludzkim
ptynie moézgowo-rdzeniowym, ktore nazwal ,bialkiem specyficznym dla plynu
moézgowo-rdzeniowego” y-CSF. Odkrycie tego biatka za pomocg immunoelektroforezy,
przy uzyciu przeciwcial skierowanych zaréwno przeciwko biatkom surowicy, jak i
specyficznym komponentom plynu moézgowo-rdzeniowego, umozliwito wskazanie
makroczasteczki, ktorg pdzniej zidentyfikowano jako cystatyng C [114].

Nazwa ,,cystatyna” zostala po raz pierwszy zaproponowana przez Alana J.
Barretta w 1981 roku w celu opisania matego biatka izolowanego z bialka jaja kurzego,
ktore wykazywato zdolno$¢ hamowania aktywnosci lizosomalnych proteaz cysteinowych
[115]. Podczas konferencji ,,First International Symposium on Cysteine Proteinases and
Their Inhibitors” (Portoroz, Croatia, 1985) uzgodniono, ze wszystkie biatka zdolne do
modulowania i inhibicji proteaz cysteinowych, majace ewolucyjne powigzania z kurza
cystatyna, beda tworzy¢ nadrodzing cystatyn [116]. Cztonkowie tej nadrodziny zostali po
raz pierwszy podzieleni na trzy rodziny, na podstawie lokalizacji komorkowej, rozmiaru
oraz ztozonosci tancucha polipeptydowego [117]. Na przestrzeni lat nadrodzina cystatyn
byta stopniowo rozszerzana [118]. Zgodnie z kryterium podobienstwa sekwencji, biatka
wykazujace wystarczajace podobienstwo w swojej strukturze, uznawane sg za cztonkow
tej samej rodziny. Rodzina cystatyn typu 2, najwigksza sposrod wszystkich, zawiera
ludzka cystatyne C [116]. Cystatyny typu 2 maja mas¢ czasteczkowg w zakresie 13—14
kDa, zazwyczaj sktadajg si¢ z okoto 120125 reszt aminokwasowych i1 zawierajg cztery
reszty cysteiny, ktore uczestnicza w tworzeniu dwoéch mostkéw dwusiarczkowych,
charakterystycznych dla tej rodziny [119,120].

Ludzka cystatyna C (ang. human cystatin C - HCC) to mate biatko o masie
czasteczkowej 13 335 Da, zbudowane z pojedynczego tancucha polipeptydowego
sktadajacego si¢ ze 120 reszt aminokwasowych. Calkowita sekwencja aminokwasowa
HCC zostata ostatecznie okreslona w 1981 roku przez Andersa Grubba i Helge Lotberga,
ktorzy wykazali rowniez obecno$¢ tego biatka w przednim ptacie przysadki mozgowej u
matp oraz ludzi [121]. Anders Grubb, jako jeden z gléwnych badaczy cystatyny C,
przyczynil si¢ nie tylko do jej szczegdlowego opisania, ale takze do glebszego
zrozumienia jej funkcji. Jego badania maja szczeg6lne znaczenie, zwlaszcza w kontekscie
roli cystatyny C jako biomarkera w diagnostyce wielu chorob.

Kolejnym istotnym elementem jest przedstawienie budowy molekularnej HCC. W czg¢$ci
C-koncowej czasteczki znajdujg si¢ cztery reszty cysteinowe, tworzace dwie pary:
Cys73—Cys83 oraz Cys97-Cys117, formujace dwa mostki dwusiarczkowe, stabilizujace
strukturg cystatyny. W warunkach fizjologicznych monomeryczna forma HCC dziala
jako silny inhibitor proteaz cysteinowych z rodzin papain i legumain [122,123]. Epitop
odpowiedzialny za hamowanie proteaz papainowych obejmuje trzy elementy
zlokalizowane na jednej z krawedzi czasteczki: N-koncowy fragment oraz dwie petle
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oznaczone jako L1 i L2 [124]. Petle te sa czgscia duzego, wygigtego arkusza 3,
sktadajacego si¢ z pigciu antyrownoleglych nici. W strukturze tej obecna jest rowniez
dluga helisa al, ustawiona niemal prostopadle do kierunku nici B. Cata struktura jest
zorganizowana w nastepujacej kolejnosci: (N)-fl1—ol—-B2-L1-B3—-AS—4-L2—B5—C),
gdzie AS (ang. appending structure) to szeroka ,,struktura dotaczona”, zawierajaca epitop
odpowiedzialny za inhibicj¢ proteaz cysteinowych z rodziny legumain [123].
Trojwymiarowa  struktura  monomeru HCC  uzyskana  dzigki  badaniom
krystalograficznym zostata przedstawiona na rysunku 6.

Rysunek 6. Struktura przestrzenna cystatyny C (PDB: 3GAX) [125], pokazujaca
kluczowe elementy strukturalne, takie jak B-arkusze i a-helisa. Wizualizacja wykonana
przy uzyciu narz¢dzi programistycznych w jezyku Python.

Pomimo, ze poczatkowo ludzka cystatyna C zostata zidentyfikowana w ptynie
moézgowo-rdzeniowym, pdzniej stwierdzono takze jej obecnos¢ we wszystkich innych
ptynach ustrojowych cztowieka [126]. Najwyzsze st¢zenie cystatyny C stwierdzono w
tkance mozgowej [127], gdzie jest produkowana przez neurony, astrocyty oraz komorki
mikrogleju [128-130]. Stezenie cystatyny C w plynie mozgowo-rdzeniowym jest
fizjologicznie podwyzszone, co sugeruje jej istotng rolg¢ ochronng w obrgbie
osrodkowego uktadu nerwowego [131]. Typowe stezenie tego biatka w ptynie mézgowo-
rdzeniowym wynosi okoto 5,8 mg/l, co stanowi warto§¢ 5—6 razy wyzsza niz w 0osoczu
[132-134].

Cystatyna C jako inhibitor proteaz wykazuje aktywno$¢ przeciwwirusowg i
przeciwbakteryjna, uczestniczy réwniez w regulacji resorpcji kosci oraz proliferacji
komorek. Jej stezenie zmienia si¢ w przebiegu licznych chordb, m.in. przewlektlej
choroby  nerek, nadci$nienia, infekcji  ukladu  moczowego, choréb
autoimmunologicznych, sercowo-naczyniowych oraz w procesach starzenia si¢
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organizmu [135]. Dzigki statej biosyntezie w komorkach jadrzastych i niezaleznos$ci od
masy migsniowej, HCC uznawana jest za wiarygodny marker przesaczania
ktgbuszkowego (GFR), z powodzeniem stosowany, niezaleznie od oznaczen poziomu
kreatyniny, w ocenie funkcji nerek i monitorowaniu zakazen uktadu moczowego
[136,137]. Coraz wigcej danych wskazuje réwniez na diagnostyczng przydatnosé
cystatyny C w innych jednostkach chorobowych, szczegdlnie w zakresie uktadu sercowo-
naczyniowego, takich jak miazdzyca, te¢tniaki naczyniowe czy hiperhomocysteinemia
[138—141], a takze w przewleklych stanach zapalnych [140,142] oraz chorobach
nowotworowych [143—146]. Badania in vitro wskazuja, ze w stanach zapalnych dochodzi
do zmniejszenia wydzielania cystatyny C przez monocyty i makrofagi. Skutkuje to
zaburzeniami w tkankach, spowodowanymi wzrostem aktywnosci proteaz cysteinowych,
ktore moga prowadzi¢ do patologicznych zmian [147]. Zmieniona ekspresja cystatyny C
zostala zaobserwowana takze w chorobach neurodegeneracyjnych, takich jak choroba
Alzheimera (AD) [148—151], stwardnienie zanikowe boczne (ALS) [151,152], choroba
Parkinsona (PD) [151,153] oraz w przypadku epilepsji [154,155]. Monitorowanie jej
poziomu jest pomocne w ocenie zaawansowania choroby oraz skuteczno$ci terapii, co
czyni ja waznym biomarkerem w medycynie.

3.3.2 Cystatyna C jako bialko amyloidogenne

W swojej fizjologicznie aktywnej formie ludzka cystatyna C funkcjonuje jako
monomer [156], cho¢ jej zdolnos¢ do oligomeryzacji poprzez zjawisko wymiany domen
zostala dobrze udokumentowana [157]. Tréjwymiarowa wymiana domen (ang. 3D
domain swapping) jako mechanizm wymaga czgSciowego rozwini¢cia monomeru, a
nastepnie rozdzielenia wymienianych domen, co prowadzi do rekombinacji i utworzenia
dimeru i dalej oligomeru [158,159].

Zaktada si¢, ze biatka zdolne do wymiany domen posiadajag wspodlne cechy
strukturalne. Przykladem sg tzw. petle zawiasowe, charakteryzujace si¢ niekorzystnymi
warto$ciami katow torsyjnymi skretu lub zawierajace okreslone reszty aminokwasowe.
W przypadku HCC petla L1 (reszty Q*IVAG>?) odgrywa kluczowg role w dimeryzacji
cystatyny C, laczac fragmenty wymieniane w procesie zamiany domen: fragment N-
koncowy Bl-a-f2 oraz cze¢§¢ C-koncowa P3-AS-B4-L2-B5. Jest to jedyny element
strukturalny, ktory ulega istotnym zmianom w trakcie wymiany domen, przechodzac z
konformacji zgietej] w rozszerzong (rysunek 7A). Takie wtasciwosci czynia z petli L1
modelowy przyktad tzw. ,,regionu zawiasowego”. Napigcia konformacyjne w tym rejonie
sa szczegblnie skoncentrowane w walinie 57, znajdujacej si¢ w poblizu wierzchotka
zakretu [157,160].

Analiza struktury ludzkiej cystatyny C metoda krystalografii rentgenowskiej
ujawnia, ze bialko to, w wyniku tréjwymiarowej wymiany domen, przeksztatca si¢ w
zwartg, symetryczng strukture dimeru, zachowujac jednoczesnie drugorzgdowa
organizacj¢ charakterystyczng dla formy monomerycznej [157,161]. Powstate dimery
moga przyjmowaé zaréwno konformacje otwarta [162], jak i czeSciowo zamknigta
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[157,163] . Zanik petli L1 w strukturze dimeru oraz zwigzane z tym zaburzenie tego
funkcjonalnego elementu biatka potwierdzaja, ze dimery HCC nie wykazuja zdolno$ci
do inhibicji proteazy typu C1 [163]. Poza strukturami dimerowymi, opracowano takze
model trimeru ludzkiej cystatyny C, ktérego formowanie zachodzi poprzez ten sam
mechanizm trojwymiarowej wymiany domen [164]. Natomiast zgodnie z naszymi
wczesniejszymi badaniami, tetrameryczne formy HCC powstaja przez potaczenie
dimerow bez udziatu tego mechanizmu [165]. Forma dimeryczna HCC z wymiang domen
zostala przedstawiona na rysunku 7B.

Rysunek 7. Dimeryczna struktura przestrzenna ludzkiej cystatyny C z wymiang domen.
A) Izolowany ze struktury dimeru pojedynczy monomer z rozciagni¢ta petla L1,
kluczowa dla procesu dimeryzacji. B) Struktura dimeru formy regularnej HCC,
powstajaca przez wymiang domen. PDB:1G96[157]. Poszczeg6lne monomery w dimerze
wyrdzniono kolorami zielonym i niebieskim. Wizualizacja wykonana przy uzyciu
narzg¢dzi programistycznych w jezyku Python.
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Struktura przestrzenna monomerycznej formy czasteczki typu dzikiego (ang. wild
type, wt) nie zostata dotad okreslona, poniewaz wszelkie proby krystalizacji tej formy
prowadzity do powstania struktury dimeru. Struktury monomeréw uzyskano natomiast
dla punktowych mutantéw w obrebie petli zawiasowej, ktore chronig czasteczke przed
wymiang domen - dla wariantu, w ktorym walina w pozycji 57 zostata zamieniona na
glicyne (V57G) [166], oraz w przypadku zamiany waliny na asparaging (V57N) [167].
Monomeryczng forme cystatyny C uzyskano rowniez w wariancie HCC stabl, ktory
dzigki podwojnej mutacji i wprowadzeniu dwoch cystein (Leud7Cys i Gly69Cys)
uformowane zostato dodatkowe wewnatrzczasteczkowe wigzanie disiarczkowe [168].

Mechanizm powstawania oligomerow i fibryli HCC pozostaje nadal nie do konca
wyjasniony. Pomimo licznych badan prowadzonych przy uzyciu podobnych metod,
rézne grupy badawcze dochodzily do odmiennych wnioskow, uznajac wymiang domen
za niezalezny czynnik w tworzeniu fibryli. Perlenfein 1 wsp. wykazali, ze mutacja V57N,
stabilizujaca HCC przeciwko wymianie domen, wcigz prowadzi do formowania fibryli.
Sugeruje to, ze wymiana domen nie jest konieczna do procesu fibrylizacji [169]. Z kolei
inna grupa badawcza uznata wymian¢ domen za kluczowy mechanizm tworzenia fibryli.
Wahlbom 1 wspotpracownicy opisali tworzenie oligomerow przez dziki typ HCC po
inkubacji monomerycznych frakcji HCC. Sugerowali, Ze tréjwymiarowa wymiana
domen odgrywa w tym procesie zasadniczg role, postulujac, ze wyzsze struktury HCC
powstaja wskutek propagowanej wymiany domen, a nie przez proste formowanie
dimerow [170].

Tsiolaki 1 wsp., wykorzystujac algorytm AMYLPRED, zidentyfikowali trzy
fragmenty HCC o wysokim potencjale agregacyjnym: ¥'LQVVR3!, S5TVAGVNYFLD®
oraz AFCSFQIYAVP!%, Zdolno$¢ tych sekwencji do samoorganizacji potwierdzono
eksperymentalnie, co wskazuje, Ze moga one petnic istotng rol¢ w inicjowaniu procesu
agregacji i tworzeniu struktur amyloidowych [171,172].

Wymiana domen sprzyja dimeryzacji cystatyny C, prowadzac do utraty jej
aktywnosci inhibitora proteaz. Ten sam mechanizm moze inicjowa¢ agregacj¢ biatka i
powstawanie struktur amyloidowych, odgrywajacych istotng role w patogenezie
mozgowej angiopatii amyloidowej zwigzanej z cystatyng C.

3.3.3 Cystatyna C i amyloidoza

Amyloidogenny charakter cystatyny C jest wynikiem mutacji punktowej L68Q, w
ktérej leucyna w pozycji 68 zostaje zastgpiona przez glutaming [173]. W warunkach in
vitro wariant L68Q wykazuje znacznie zwigkszong tendencj¢ do dimeryzacji i agregacji
[174,175], co prowadzi do masowego odkladania amyloidowych zlogow biatka w
tetnicach mozgu oraz rozwoju $miertelnej choroby - dziedzicznej angiopatii amyloidowe;j
cystatyny C (HCCAA) [176,177], ktoérej przypadki opisano niemal wylgcznie w populacji
islandzkiej. Substytucja Leu68 — GIln prowadzi do zmian w strukturze biatka, ktore
sprzyjaja jego agregacji i odkladaniu si¢ amyloidu w moézgowych naczyniach
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krwionosnych, co powoduje ich uszkodzenie i moze prowadzi¢ do krwotokow. Choroba
zazwyczaj ujawnia si¢ przed 40. rokiem zycia, najczg¢sciej w postaci krwotokow
srodmoézgowych o ciezkim przebiegu, ktére czesto konczg si¢ $miercig. Na wczesnym
etapie moga pojawi¢ si¢ objawy neurodegeneracyjne, takie jak demencja i zmiany
osobowosci [178,179] . Ztogi amyloidowe sktadaja si¢ gtownie ze skroconych form
cystatyny C, pozbawionych pierwszych 10 aminokwasoéw, co moze wynika¢ z dziatania
elastazy neutrofilowej [180]. U heterozygotycznych pacjentow z HCCAA obecne sg
zarowno dzika forma cystatyny C, jak i wariant L68Q. Analiza wykazala obecno$¢ obu
form w osoczu, ale nie stwierdzono L68Q w ptynie moézgowo-rdzeniowym [181]. W
badaniach CSF pacjentow z HCCAA zaobserwowano obecno$¢ dimerycznych i
monomerycznych form cystatyny C, przy czym dimery byly w mniejszych ilosciach.
Réznica w stezeniu L68Q miedzy osoczem a CSF moze wynikaé z wigkszej stabilnosci
dimerycznej formy L68Q w osoczu oraz obecnos$ci proteazy serynowej w CSF, ktora
skutecznie degraduje dimery L68Q, ale nie dzikg forme¢ cystatyny C [182]. Powstale
formy amyloidowe odktadaja si¢ nie tylko w obrgbie naczyn mozgowych, ale takze w
innych tkankach, takich jak skora, gruczoty slinowe, wezly chlonne, §ledziona i
pecherzyki nasienne [183].
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3.4 Rola miedzi i cynku w chorobach neurodegeneracyjnych

Miedz i cynk to pierwiastki $ladowe (mikroelementy) petnigce istotne funkcje w
utrzymaniu homeostazy organizmu, w tym prawidlowego funkcjonowania uktadu
nerwowego [184]. Jednak coraz wigcej badan wskazuje na to, ze zaburzenia ich
homeostazy moga mie¢ zwigzek z rozwojem chordb neurodegeneracyjnych [185]. W
schorzeniach takich jak choroba Alzheimera czy choroba Parkinsona wykazano obecno$¢
podwyzszonych st¢zen miedzi i cynku w obrgbie patologicznych agregatow biatkowych
- odpowiednio B-amyloidu i a-synukleiny [186—192]. Jony tych metali maja zdolno$¢
wigzania si¢ z okre§lonymi regionami tych biatek, co wplywa na ich konformacje¢ i
sprzyja tworzeniu si¢ toksycznych ztogow w mozgu.

Badania wykazaly, ze obecno$¢ jondw miedzi (Cu?**) znacznie zwigksza site wigzania
mi¢dzy czasteczkami AP, co skutkuje redukcja czasu latencji agregacji poprzez
stabilizacj¢ kompleksow AP-AP juz na poziomie pojedynczych czasteczek [186].
Dodatkowo, miedZ moze by¢ wbudowywana zaréwno na etapie formowania widkien
amyloidowych a-synukleiny, jak i po ich uformowaniu, wplywajac przy tym na ich
struktur¢ oraz wtasciwosci chemiczne, w tym zdolno$¢ do udziatu w reakcjach redoks
[189]. Zaobserwowano, ze miedZ wigze si¢ z N-koncowym regionem a-synukleiny oraz
z reszta histydynowa His50, co sprzyja nieprawidlowemu fatdowaniu biatka i
formowaniu stabilnych struktur B-kartkowych, ktéore moga inicjowaé tworzenie cial
Lewy’ego, obecnych u pacjentéw z chorobg Parkinsona [188,192].

W przypadku cynku zaobserwowano, ze jony Zn*" promuja fibrilizacj¢ a-synukleiny in
vitro, cho¢ jego powinowactwo do tego biatka jest relatywnie niskie w pordwnaniu do
innych amyloidogennych peptydow, takich jak A, co rodzi watpliwosci dotyczace jego
istotnej roli biologicznej w patogenezie PD [187]. W kontek$cie choroby Alzheimera,
cynk wigze si¢ z AP, prowadzac do formowania toksycznych, sferycznych oligomeréw o
odmiennych wiasciwosciach strukturalnych i biologicznych w pordéwnaniu do
klasycznych agregatéw A. Oligomery AP indukowane przez jony cynku wykazuja silng
cytotoksycznos$¢ oraz zdolno§¢ do wywotywania reakcji zapalnych w hipokampie, co
sugeruje ich potencjalny udzial w neurodegeneracji [190].

Zarowno miedz, jak i cynk moga rowniez uczestniczy¢ w generowaniu reaktywnych form
tlenu w wyniku interakcji z AP, co dodatkowo nasila uszkodzenia neuronalne [191]. W
tym procesie kompleksy metal-biatko, takie jak AB-Cu”, biorg udziat w reakcji Fentona,
w ktorej utlenienie miedzi prowadzi do powstawania ROS, nasilajacych stres
oksydacyjny i neurotoksycznos$¢. Generowanie wolnych rodnikéw zachodzi gltéwnie na
drodze reakcji redoks aktywnego kompleksu metal-biatko, a nie wolnego metalu [193]:

AB-Cut + H202 - AB-Cu?+ + OH- + OH-
Amyloid B wigze jony miedzi gtéwnie w N-koncowym fragmencie peptydu (reszty 1—

16), gdzie koordynacj¢ zapewniajg pierscienie imidazolowe histydyn w pozycjach 6, 13
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i 14 oraz grupa aminowa na N-koncu. Kluczowa rol¢ odgrywa His13 - jej brak w
amyloidzie szczurzym wyjasnia mniejszg zdolno§¢ do agregacji oraz brak patologii
charakterystycznych dla choroby Alzheimera, co wskazuje na niezbedna rolg¢ His13 w
procesie agregacji amyloidu 3 [193].

Ludzka cystatyna C, wykazujaca zdolno$¢ do wigzania amyloidu B oraz hamowania jego
agregacji [194], rowniez wykazuje zdolno$¢ do wigzania miedzi. Badania wykazaty, ze
fragment C-koncowy, zawierajacy reszty histydyny (His86 i His90), jest w stanie
efektywnie wigza¢ jony Cu?* [195,196]. Pokazano, ze His90 pehni role gtéwnego punktu
kotwiczenia jonu miedzi w biatku, podczas gdy His86 moze przejmowaé te funkcje w
obecno$ci innych ligandow Cu(ll), tworzac kompleksy trojsktadnikowe. Badania
sugeruja, ze jony Cu(Il) moga wspiera¢ interakcje HCC z innymi biomolekutami
zawierajacymi dostgpne miejsca wigzania Cu(Il), co moze prowadzi¢ do tworzenia
stabilnych kompleksow trojsktadnikowych, w tym z amyloidem  [197]. Na rysunku 8
przedstawiono struktur¢ przestrzenng ludzkiej cystatyny C (mutant V57G) z
uwidocznionymi resztami histydyny w pozycjach 86 i 90.

Rysunek 8. Struktura przestrzenna fragmentu ludzkiej cystatyny C okreslona metodg
spektroskopii NMR, z widocznymi resztami histydyny w pozycjach 86 1 90 (His86 i
His90) (kod PDB: 6RPV) [166]. Wizualizacja wykonana przy uzyciu narzedzi
programistycznych w jezyku Python.
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3.5 Rola przeplywu w ukladzie naczyniowym na procesy agregacji bialek

W ostatnich latach badania nad wplywem czynnikéw mechanicznych, takich jak
napre¢zenia $cinajagce oraz przeplywy mikrofluidyczne, zyskuja na znaczeniu w
konteks$cie procesOw agregacji biatek zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi.
W literaturze podkresla sig¢, ze naprezenia mechaniczne w organizmach zywych maja
znaczacy wplyw na stabilno$¢ bialek, sprzyjajac ich agregacji [198]. Wykazano, ze
zmienne warunki przeptywu w waskich kanatach pltynéw mozgowo-rdzeniowego i
$rodmigzszowego moga wpltywac na strukture amyloidu B oraz innych bialek, sprzyjajac
ich agregacji. Napr¢zenia $cinajace indukujg zmiany konformacyjne monomeréow A, co
utatwia ich agregacj¢ i inicjuje proces tworzenia fibryli. Co wigcej, lokalna zmiennos$¢
tych naprezen - wynikajgca zaréwno z fizjologicznych réznic w geometrii mikrokanatow,
jak 1zmian zachodzacych wraz z wiekiem - moze prowadzi¢ do formowania strukturalnie
odmiennych agregatow amyloidowych[199]. Inne badania réwniez wykazaly, ze zmiana
predkosci przeplywu w mikrokanatach prowadzi do zmiany struktury agregatéw AP,
przeksztalcajac je od kulistych agregatow do bardziej rozwinigtych struktur wioknistych
[200].

Podobne efekty obserwowane sa réwniez w przypadku innych biatek, takich jak
B-laktoglobulina, gdzie kontrolowany przeptyw sprzyja tworzeniu mniej wytrzymatych,
paciorkowatych fibryli w porownaniu do struktur powstajacych podczas intensywnego
mieszania [201]. W przypadku apolipoproteiny C-II, napr¢zenia §cinajace przyspieszaty
proces fibrylizacji, prowadzac do zmian strukturalnych oraz formowania oligomerdéw,
ktore stanowia prekursory fibryli [202]. Dodatkowo, badania nad agregacja amyloidu
biatka lizozymu jaja kurzego (HEWL) uwidaczniajg istotny wplyw przeptywu na proces
agregacji. Wykazano, ze przeplyw w mikrofluidycznym uktadzie przyspiesza proces
agregacji biatek amyloidowych, a odpowiednia kontrola tego procesu moze by¢ kluczowa
dla opracowywania nowych terapii [203]. Badania nad agregacja APi.4> wykazaty, ze
przeptyw w systemach mikrofluidycznych znaczaco przyspiesza proces agregacji tego
peptydu. Testy z wykorzystaniem surfaktantow typu gemini wykazaty, ze zwiazki te
moga skutecznie hamowaé proces formowania wtokien amyloidowych APi.42, oferujac
potencjalng strategi¢ terapeutyczng [204].

Mikrofluidyka, w kontek$cie badania agregacji AP, stala si¢ cennym narzedziem
umozliwiajacym analiz¢ wptywu maloczasteczkowych inhibitorow, jonow metali oraz
warunkéw przeptywu na procesy agregacyjne tego peptydu. Jak wykazano, obecno$¢
jonow takich jak Fe**, Cu?*" i Zn*' istotnie modyfikuje przebieg agregacji [205], a
mozliwo$¢ precyzyjnego sterowania przeptywem w mikrokanatach pozwala nie tylko na
odwzorowanie fizjologicznych warunkéw mikrosrodowiska, lecz takze na badanie
dynamicznych interakcji tych jondw z formujacymi si¢ strukturami agregatow. Zmiana
morfologii 1 wlasciwosci fizykochemicznych agregatow pod wptywem przeplywu
odgrywa istotng rol¢ w zrozumieniu mechanizmow tworzenia i r6znicowania si¢ struktur
amyloidowych [206].
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4  Metody badawcze

4.1 Detekcja procesu amyloidogenezy metoda fluorescencji tioflawiny T (ThT)

Tioflawina T (ang. thioflavin T, ThT) to kationowy barwnik z grupy benzotiazoli,
szeroko wykorzystywany w badaniach nad agregacja bialek amyloidogennych, ze
wzgledu na zdolno$¢ selektywnego wigzania si¢ czasteczek ThT z uporzadkowanymi
strukturami B-arkuszy, charakterystycznymi dla fibryli amyloidowych [207]. Po
zwigzaniu ze strukturami amyloidowymi ThT wykazuje istotne zmiany w widmie
fluorescencji - pojawia si¢ nowe maksimum wzbudzenia w okolicy 450 nm oraz znaczacy
wzrost intensywnosci emisji przy 482 nm. Zjawisko to nie wystgpuje w obecnosci
monomeréw biatkowych ani nieuporzadkowanych agregatow. Mechanizm wzrostu
fluorescencji ThT zwigzany jest z ograniczeniem swobodnego ruchu czasteczki barwnika
po jej zwiagzaniu z fibrylami, co stabilizuje stan wzbudzony i umozliwia efektywna emisj¢
fluorescencji [208].

A Relaksacja wibracyjna

ST
N
I\
Przejscie miedzystemowe
Fluorescencja
Absorpcja Tl
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I
Fosforescencja
So
N
8\

Rysunek 9. Diagram Jabtonskiego.

Zjawiska te, zwigzane z przejSciami energetycznymi czasteczki ThT, mozna
przedstawi¢ za pomoca diagramu Jabtonskiego (rysunek 9). Diagram Jabtonskiego
przedstawia stany energetyczne czasteczki oraz przej$cia mi¢dzy nimi, ktore zachodza w
procesach fluorescencji i fosforescencji. W diagramie tym wyrdznia si¢ stan podstawowy
(So), stany wzbudzone singletowe (S1, S2) oraz tripletowe (T1). Kazdy z tych stanéw moze
wystepowaé w roznych poziomach wibracyjnych. Po absorpcji fotonu czasteczka
wzbudza si¢ do wyzszego stanu wibracyjnego, ktoéry zazwyczaj szybko przechodzi do
najnizszego poziomu wibracyjnego stanu singletowego (S1). Fluorescencja zachodzi, gdy
czasteczka powraca z wyzszego stanu wzbudzonego (S1) do stanu podstawowego (So),
emitujgc foton. Emisja fotonu jest przesunigta w stron¢ diuzszych fal (przesunigcie
Stokesa), co wynika z cze$ciowej utraty energii na drodze migdzy stanami
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energetycznymi. Czasteczki w stanie S1 mogag rowniez przejs¢ do stanu tripletowego (T1).
Proces ten prowadzi do emisji fosforescencji [209].

Fluorescencja zachodzi znacznie szybciej niz fosforescencja. Po ustaniu dzialania zrodta
promieniowania wzbudzajacego emisja fluorescencji zanika niemal natychmiast,
poniewaz nie dochodzi do zmiany stanu spinowego. Fosforescencja trwa znacznie dtuze;j,
a kierunek spinu elektronu moze si¢ zmieni¢, gdy elektron przechodzi do stanu o nizszej
energii. Emitowane fotony w procesie fluorescencji maja mniejsza energi¢ niz fotony
promieniowania wzbudzajacego, dlatego widmo fluorescencji jest przesunigte w
kierunku fal dtuzszych w poréwnaniu do widma absorpcji. Z kolei widmo fosforescencji
jest przesunigte w kierunku fal dtuzszych nie tylko wzgledem widma absorpcji, ale takze
wzgledem widma fluorescencji.

4.2 Mikroskopia sil atomowych (AFM)

W 1986 roku Gerd Binnig i Heinrich Rohrer zostali uhonorowani Nagroda Nobla
w dziedzinie fizyki za opracowanie mikroskopu tunelowego (STM), umozliwiajacego
obrazowanie pojedynczych atomoéw na powierzchni materiatdéw. Sukces tej technologii
zapoczatkowal dynamiczny rozw6j mikroskopow sond skanujacych (SPM), wsrdd
ktérych szczegolnie istotne miejsce zajeta mikroskopia sit atomowych (ang. atomic force
microscopy, AFM).
Technika AFM pozwala na uzyskiwanie obrazoéw powierzchni z rozdzielczo$cia
atomowa, wykorzystujac oddzialywania zachodzace pomiedzy cienkim ostrzem (ang.
tip) a badang powierzchnig. Kluczowym elementem uktadu pomiarowego jest cienkie
ostrze zamocowane na sprezystej dzwigni (ang. cantilever), ktérej ugigcie pod wplywem
sit oddziatywania jest rejestrowane przez system detekcji. Najczgséciej stosowang metoda
jest detekcja optyczna, polegajaca na odbiciu wigzki lasera od powierzchni dzwigni i
rejestracji polozenia odbitego promienia na fotodetektorze. Charakter oddziatywan
pomiedzy sonda a probka dobrze opisuje wykres potencjatu Lennarda-Jonesa,
przedstawiajacy zalezno$¢ energii oddziatywania od odleglo$ci pomigdzy atomami ostrza
1 powierzchni probki [210].

Mikroskop sil atomowych moze pracowa¢ w réznych trybach obrazowania, w
zalezno$ci od rodzaju badanej probki oraz charakterystyki oddziatywan. W trybie
kontaktowym (ang. contact mode) cienkie ostrze pozostaje w bezposrednim kontakcie z
powierzchnig probki, przy bardzo matej, kontrolowanej sile docisku. W trybie
bezkontaktowym (ang. non-contact mode) dzwignia oscyluje w niewielkiej odleglosci od
powierzchni, a rejestrowane s3 zmiany czestotliwosci drgan wynikajace z
przyciagajacych sil van der Waalsa lub oddziatywan elektrostatycznych. Natomiast w
trybie przerywanego kontaktu (ang. tapping mode) dzwignia drga w poblizu swojej
czgstotliwosci rezonansowej, a cienkie ostrze okresowo styka si¢ z powierzchnig probki,
co minimalizuje ryzyko uszkodzen badanych materiatow.

Technika AFM znajduje zastosowanie nie tylko w obrazowaniu powierzchni
krystalicznych, ale rowniez w badaniu struktur biologicznych, takich jak DNA czy biatka.
Dzigki wysokiej rozdzielczosci, mikroskopia sit atomowych wykorzystywana jest
obecnie szeroko w badaniach materialowych, biologicznych, chemii powierzchni oraz
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nanotechnologii [211]. Okazata si¢ rowniez niezwykle przydatnym narzgdziem w
wizualizacji struktur amyloidowych.

4.3 Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron microscopy,
TEM) to zaawansowana technika obrazowania, umozliwiajagca badanie struktury
materialdw w skali atomowej. Dzigki niej mozliwe jest uzyskiwanie obrazéw o
rozdzielczo$ci siggajacej nawet ulamkoéw nanometrdw, co pozwala na precyzyjne
odwzorowanie budowy materiatow, ktorych szczegdlty sa niewidoczne w tradycyjnej
mikroskopii $wietlnej. Podstawg dzialania TEM jest rejestrowanie i obrazowanie
elektrondw przechodzacych przez odpowiednio przygotowana, bardzo cienka probke.
Grubos¢ takiego preparatu zwykle nie przekracza 100 nm, co zapewnia odpowiednig
transmisj¢ elektronow 1 minimalizuje ich rozpraszanie. Kluczowym elementem
mikroskopu jest kolumna prézniowa, w ktorej zainstalowane sg gtéwne komponenty
uktadu optyki elektronowej, takie jak zrodlto elektronow, system soczewek
elektromagnetycznych oraz detektory powierzchniowe. Elektrony generowane sg w
dziale elektronowym w wyniku zjawiska termoemisji lub emisji polowej. Najczesciej
stosowanym emiterem jest wtokno wolframowe lub krysztal heksaborku lantanu (LaBs).
Elektrony przyspieszane sg napi¢ciem rzedu zwykle od 60 kV do 300 kV, co pozwala
uzyska¢ odpowiednig dtugos¢ fali i przenikliwo$¢ wiazki, niezbedng do obrazowania
struktur w nanoskali. Wygenerowana wigzka elektronéw jest nast¢pnie ksztattowana i
ogniskowana za pomocg systemu apertur oraz soczewek elektromagnetycznych.
Utrzymanie wysokiej préozni w kolumnie mikroskopu jest warunkiem koniecznym -
obecno$¢ czasteczek gazu moglaby powodowaé rozpraszanie elektrondw, pogarszajac
jakos$¢ obrazu i ograniczajac osiggang rozdzielczo$¢. Podczas badania wigzka elektronow
przechodzi przez probke, ulegajac rozpraszaniu i dyfrakcji na elementach jej wewnetrzne;j
struktury. Elektrony nieodchylone tworza obraz transmitowany, a uklad soczewek
obiektywu oraz soczewek posrednich i projekcyjnych powigksza go, az do uzyskania
widocznego obrazu na ekranie. TEM umozliwia analize struktury materiatow
biologicznych (np. DNA, bialek) jak réwniez nanostruktur, takich jak nanoczastki czy
cienkowarstwowe materialy [212]. Aby opisa¢ zalezno$§¢ pomigdzy napigciem
przyspieszajacym a dtugoscia fali elektronu - kluczowa dla zrozumienia rozdzielczosci
TEM - wykorzystuje si¢ relatywistyczng posta¢ rownania de Broglie’a:

h

A=
\[Zmer(l +

eU
2mgc?

gdzie:
A — dlugos¢ fali elektronu,

U — napigcie przyspieszajace,
h — stala Plancka,
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my— masg spoczynkowg elektronu,

¢ — predkoscig $wiatla.
Zalezno$¢ ta pokazuje, ze zwigkszenie napigcia przyspieszajacego prowadzi do skrocenia
dhugosci fali, a tym samym do zwigkszenia teoretycznej rozdzielczosci mikroskopu.

4.4 Spektroskopia dichroizmu kolowego (CD)

Spektroskopia dichroizmu kotowego (ang. circular dichroism, CD) to technika
wykorzystywana do charakteryzowania struktury biopolimerdw, takich jak biatka i kwasy
nukleinowe. Fizyczng podstawa tej techniki jest zréznicowana absorpcja S$wiatta
spolaryzowanego kotowo lewoskretnie oraz prawoskretnie przez czgsteczki optycznie
czynne, czyli zawierajace centrum chiralne. Dlatego struktura drugorzgdowa biatek moze
by¢ analizowana na podstawie sygnatéw CD w zakresie dalekiego ultrafioletu (UV) w
przedziale dtugosci fal od okoto 240 do 190 nm, ktoére wynikaja z przej$¢ elektronowych
w chromoforach amidowych wigzan peptydowych. W tym zakresie dlugosci fal
wystepuja dwa typy przej$¢ elektronowych odpowiedzialnych za sygnaty CD: przejscie
n — * w okolo 222 nm oraz przej$cia 1 — n* (zardowno w orientacji rownolegtej, jak i
prostopadtej) w okolicach 208 i 190 nm. Dodatkowo, jako$ciowe informacje o strukturze
trzeciorzedowej moga zosta¢ uzyskane z widm CD zaleznych od $rodowiska dla
aromatycznych reszt biatek w zakresie bliskiego UV (250 nm do 300 nm) [213].

Dla bialek, wyniki czgsto prezentowane sa w postaci $redniej molowej
eliptyczno$ci reszty, oznaczanej jako [0]:

6 x 100 xM
C X1l Xn

6] =

gdzie:

6 — eliptyczno$¢ [mdeg],

M — masa czasteczkowa biatka [g/mol],

C — stezenie biatka [mg/ml],

1 — dhugos¢ drogi optycznej [cm],

n — to liczba reszt aminokwasowych w biatku.

Srednia molowa eliptyczno$é reszty, [0], wyrazana jest w jednostkach deg-cm?-dmol™!,
co umozliwia poréwnanie wynikow uzyskanych z réznych probek, laboratoriéw oraz
uzywanych spektrometrow.

4.5 Spektroskopia UV-Vis

Spektroskopia absorpcyjna UV-Vis (ang. Ultraviolet—Visible spectroscopy) to
technika analizy widmowej, w ktorej bada si¢ absorpcj¢ promieniowania
elektromagnetycznego z zakresu nadfioletu oraz $wiatla widzialnego przez badane
substancje. Proces ten polega na wzbudzaniu elektrondw w badanym ukladzie do
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wyzszych poziomdéw energetycznych, co prowadzi do powstania charakterystycznych
widm absorpcyjnych. W czasteczkach, oprocz przejs$¢ elektronowych, moga jednoczesnie
zachodzi¢ wzbudzenia poziomoéw oscylacyjnych 1 rotacyjnych. Catkowita energia
czasteczki jest sumg energii elektronowej, oscylacyjnej i rotacyjnej, ktorych warto$ci
r6znig si¢ o kilka rzedoéw wielkos$ci (AE. > AE, >> AE,). Polozenie pasma absorpcyjnego
zalezy glownie od zmiany energii elektronowej. Wzbudzenia elektronowe w obszarze
UV-Vis dotycza przede wszystkim elektronow wigzan nt oraz elektronéw niewigzacych
(n), ktore pod wplywem absorpcji promieniowania przechodza na wyzsze poziomy
energetyczne [214]. Warunkiem zaj$cia takiego przej$cia jest dostarczenie kwantu energii
réwnego rdznicy pomig¢dzy poziomami elektronowymi, zgodnie z zalezno$cia:

AE = hv
gdzie:

AE — réznica energii,
h — stata Plancka,
v — czgstotliwos$¢ promieniowania.

Fragment  czasteczki, ktory odpowiada za  absorpcj¢  promieniowania
elektromagnetycznego w zakresie UV-Vis, okres§la si¢ mianem chromoforu, ktorym
moga by¢ przyktadowo wigzania wielokrotne lub uktady aromatyczne. To wlasnie w
obrebie chromoforu zachodza przejsécia elektronowe, ktore znajduja odzwierciedlenie w
postaci pasm na rejestrowanym widmie absorpcyjnym.

Widmo UV-Vis najczesciej przedstawia si¢ jako wykres zaleznos$ci absorbancji (A) od
dlugosci fali (A). Absorbancja stanowi logarytm dziesigtny stosunku natezenia
promieniowania padajacego na probke (lo) do natezenia promieniowania, ktére przez nig
przenikneto (1), co opisuje zalezno$é:

I
A= logT0

Zgodnie z prawem Lamberta-Beera, absorbancja (4) jest rdwniez proporcjonalna do
stezenia badanej substancji (C) oraz do dlugosci drogi optycznej (1), jak pokazuje
ponizszy wzor:

A= ¢Cl
gdzie:
A — absorbancja,
¢ — molowy wspolczynnik ekstynkcji,

C — stgzenie substancji w roztworze,
1 — dhugos¢ drogi optyczne;j.
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4.6 Dynamiczne rozpraszanie Swiatla (DLS)

Dynamiczne Rozpraszanie Swiatta (ang. dynamic light scattering, DLS) to technika
wykorzystywana do analizy rozmiaréw czasteczek w koloidalnych zawiesinach, oparta
na zjawisku rozpraszania $wiatta przez czasteczki poruszajace si¢ w wyniku ruchow
Browna [215]. W metodzie tej probka jest o$wietlana wigzka lasera, a fluktuacje
intensywnos$ci rozproszonego $wiatta, wynikajace z nieuporzadkowanego, losowego
ruchu czasteczek, sa rejestrowane przez detektor. Fluktuacje intensywnos$ci $wiatta sg
analizowane przez autokorelator, ktory oblicza funkcj¢ opisujaca czasowe zmiany
sygnalu. Zanik tej funkcji nastgpuje wyktadniczo, a czas zaniku zalezy od szybkosci
ruchu czasteczek w zawiesinie. Szybkos¢ tego ruchu, bedacego wynikiem
przypadkowego oddziatywania czasteczek z czastkami medium, pozwala na obliczenie
wspotczynnika dyfuzji translacyjnej badanych czastek:

D. — kgT
Y 7))
gdzie:
Du — wspotczynnik dyfuzji,
T — temperatura,
ks — stala Boltzmanna,
n — lepkos¢,
D — $rednica hydrodynamiczna odpowiadajaca §rednicy czasteczki w ksztatcie
kuli.

Technika DLS umozliwia badanie probek w szerokim zakresie stezen oraz przy uzyciu
r6znych rozpuszczalnikéw. Kat rozproszenia $wiatta zalezy od ustawienia detektora, przy
czym najczesciej stosowane to 90° 1 175°. Zarejestrowane fluktuacje intensywnosci
$wiatla rozproszonego s3 przetwarzane przez system analityczny aparatu, ktory na tej
podstawie wyznacza hydrodynamiczng $rednice oraz odpowiadajacy jej rozkiad
wielkos$ci czastek. Wyniki prezentowane sg w formie wykresu zalezno$ci intensywnosci
rozproszenia od $rednicy czastek.

4.7 Spektroskopia w podczerwieni (FTIR)

Spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera (ang. Fourier transform
infrared spectroscopy, FTIR) umozliwia rejestracj¢ widm absorpcyjnych zwigzkow
chemicznych w zakresie podczerwieni. W typowym spektrometrze FTIR zrodtem
promieniowania jest rozgrzane ciato doskonale czarne (najcze¢sciej pret z weglika krzemu
- tzw. globar), emitujace promieniowanie w zakresie $redniej podczerwieni. Wigzka IR
kierowana jest nastgpnie do interferometru Michelsona, ktérego zadaniem jest modulacja
promieniowania. W interferometrze promieniowanie rozdzielane jest na dwie wiazki,
odbijane od luster o r6znej drodze optycznej, a nastepnie ponownie tgczone. Interferometr
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generuje interferogram, czyli sygnat o zmiennej intensywnosci w funkcji réznicy drog
optycznych — stanowigcy zakodowang informacj¢ o widmie Zrddta. Zmodyfikowana w
interferometrze wigzka przechodzi nastgpnie przez komor¢ z probka, gdzie
charakterystyczne dla niej czgstosci drgan ulegaja selektywnej absorpcji. Detektor
rejestruje interferogram zmodyfikowany przez probke, obejmujacy jednoczesnie caty
analizowany zakres czestotliwos$ci. Rownolegle wykonywany jest pomiar tla (bez
probki), co umozliwia pdzniejsze obliczenie widma absorbancji. Ostateczne widmo IR
uzyskuje si¢ poprzez zastosowanie transformaty Fouriera do interferogramu, co
przeksztalca go do postaci klasycznego widma intensywno$é—liczba falowa. Typowy
zakres pracy spektrometrow FTIR obejmuje $rednig podczerwien od 4000 do 666 cm™
(2,515 pm) [216].

Spektroskopia FTIR znajduje szerokie zastosowanie nie tylko w badaniach
chemicznych, ale rowniez w analizach strukturalnych zwigzkoéw biologicznych, takich
jak peptydy i biatka. Technika ta pozwala na uzyskanie informacji dotyczacych
organizacji strukturalnej czasteczek, a szczeg6lng wartos¢ wykazuje w analizie ich
struktury drugorzedowej. W tego typu badaniach kluczowa role odgrywa pasmo amidowe
I, zlokalizowane w zakresie od 1700 do 1600 cm™, ktére powstaje gldéwnie w wyniku
drgan rozciagajacych wigzan C=0 w grupach amidowych [217]. Pasmo to odpowiada za
dominujacg czes$¢ absorpcji w analizowanym zakresie widma i1 dostarcza informacji na
temat udzialu poszczeg6lnych elementoéw strukturalnych biatek, takich jak helisy a czy
struktury .

Do badan bialek adsorbowanych na powierzchniach statych szczegdlnie
przydatnym rozwigzaniem jest wykorzystanie techniki ostabionego catkowitego
wewnetrznego odbicia (ang. attenuated total reflection, ATR). W tej metodzie stosuje si¢
krysztaty wykonane z materiatéw przezroczystych dla promieniowania IR, np. z
germanu, siarczku cynku lub diamentowe. Specjalnie skonfigurowany uktad optyczny
kieruje wigzke promieniowania na powierzchni¢ krysztalu ATR. Gdy kat padania
promieniowania na granice mi¢dzy gestym medium (krysztalem) a rzadszym
srodowiskiem (powietrzem, woda lub roztworem buforowym, z biatkiem lub bez)
przekroczy warto$¢ kata granicznego, nastgpuje zjawisko catkowitego wewnetrznego
odbicia. W wyniku tego odbicia przy granicy faz powstaje tzw. fala penetrujaca (fala
zanikajgca), ktora wnika na niewielka gleboko§¢ w warstwe probki znajdujacg si¢ przy
powierzchni krysztatu i ulega czgsciowej absorpcji przez obecne w niej czasteczki. Dzigki
temu mozliwa jest rejestracja widma IR bez koniecznos$ci specjalistycznego
przygotowania probki, np. w formie pastylek czy cienkich warstw[218].

Potaczona mikroskopia AFM ze spektroskpia IR (NanoIR)

NanolR to technika, ktora laczac wysokorozdzielczy mikroskop sil atomowych z
regulowanym laserem emitujagcym promieniowanie podczerwone, oferuje zaawansowane
mozliwos$ci w zakresie pomiarow nanoskalowej absorpcji IR. Uktad ten pozwala na
wykonywanie pomiaréw absorpcji promieniowania IR w funkcji liczby falowej na
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poziomie nanoskali, co umozliwia charakteryzacj¢ badanych probek z rozdzielczoscia
przestrzenng niedostepng dla tradycyjnych technik spektroskopowych w podczerwieni.
Kluczowe znaczenie w tej metodzie odgrywa zjawisko fototermicznej rezonansowej
detekcji, znane rowniez jako AFM-IR. W wyniku lokalnej absorpcji promieniowania IR
przez badang probke dochodzi do mikroskalowych rozszerzen cieplnych, ktoére sa
rejestrowane przez czuly detektor mikroskopu sit atomowych w postaci zmian sygnatu
rezonansowego. Dzigki temu mozliwe jest uzyskiwanie informacji widmowych z
obszaréw o wymiarach rzedu kilkudziesigciu nanometrow [219].

4.8 Malokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS)

SAXS, czyli malokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (ang.
small angle X-ray scattering) jest technika umozliwiajaca badanie struktury biatek
zarowno o uporzadkowanej, jak i nieuporzadkowanej strukturze w roztworze. Metoda ta
pozwala na okreslenie ksztaltu i wymiardw makroczasteczek oraz ich kompleksow w
szerokim zakresie mas czasteczkowych - od kilku kDa do nawet GDa. Unikalne
mozliwosci oferujg pomiary SAXS realizowane przy uzyciu intensywnych zrodet
synchrotronowych, dzigki ktéorym mozliwe jest szybkie zbieranie danych oraz
prowadzenie pomiarow czasowo-rozdzielczych, dostarczajacych informacji na temat
dynamiki procesow oraz oddziatywan pomig¢dzy czasteczkami.

Schemat pomiaru w technice SAXS jest stosunkowo nieskomplikowany. Na badang
probke, zawierajaca czasteczki bialka rozproszone w roztworze, kierowana jest
skolimowana, = monochromatyczna wigzka promieniowania rentgenowskiego.
Promieniowanie rozproszone przez probke rejestrowane jest przy uzyciu detektora
promieniowania rentgenowskiego. Dla uzyskania wiarygodnych wynikow niezbedne jest
réwniez zarejestrowanie wzoru rozpraszania o$rodka, w ktérym rozpuszczone zostato
biatko (buforu), ktory nastgpnie odejmuje si¢ od widma probki. W ten sposob uzyskuje
sie sygnat pochodzacy wylacznie od badanych czasteczek. Ostateczny wzor rozpraszania
dostarcza informacji na temat ogoélnego ksztattu, rozmiaro6w oraz organizacji czasteczek
W roztworze.

W przypadku pomiarow SAXS prowadzonych na Zrédlach synchrotronowych,
intensywna wigzka promieniowania rentgenowskiego moze jednak prowadzi¢ do
uszkodzenia probki na skutek proceséw radiolizy probki. Aby temu przeciwdzialac,
najczesciej stosuje si¢ seri¢ krotkich ekspozycji tej samej probki, a nastepnie porownuje
uzyskane wzory rozpraszania, co pozwala szybko wykry¢ ewentualne zmiany wynikajace
z uszkodzenia materiatu. Dodatkowo, w celu ograniczenia wplywu promieniowania na
probke, stosuje si¢ rozne rozwigzania, takie jak przeplyw probki w komorze
ekspozycyjnej w trakcie pomiaru czy zmniejszenie intensywno$ci wigzki
promieniowania z pomocg oslabiaczy [220].
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Dane z pomiarow SAXS prezentowane s3 zazwyczaj jako zalezno$§¢
intensywnosci rozpraszania (I) od wektora rozpraszania q, definiowanego jako:

_ 41tsinf
1= 73

gdzie:

A — dhugos¢ fali promieniowania rentgenowskiego,
0 — polowa kata pomig¢dzy padajaca i rozpraszang wiagzka promieniowania.

Poniewaz dlugo$¢ fali promieniowania jest stata, a katy rozpraszania w SAXS sg
zazwyczaj mate (zwykle ponizej 3°), wykres intensywnosci rozpraszania w zalezno$ci od
q w praktyce pokazuje intensywno$¢ rozpraszania w funkcji kata.

Wysokiej jakosci profil rozpraszania w technice SAXS pozwala na wyznaczenie dwoch
kluczowych parametrow dotyczacych wielkos$ci i ksztattu czasteczek: intensywnosci
rozpraszania w kierunku zerowego kata (I(0)) oraz promienia zyracji (Rg). I(0) to
intensywno$¢ promieniowania rozproszonego pod katem zerowym (0 = 0°), ktorej
warto$¢ nie moze by¢ zmierzona bezposrednio, ale mozna ja wyznaczy¢ przez
ekstrapolacje. 1(0) jest zwigzane z liczba czasteczek na jednostke objetosci (N) oraz
objetoscia czasteczki (V) podniesiong do kwadratu.

Promien zyracji (Rg) okresla $rednig odlegtos¢ elementarnych objetosci rozpraszajacych
od ich $rodka masy, wazong przez gesto$¢ rozpraszania. Warto$¢ Ry zalezy od ksztattu
czasteczki, a rézne ksztalty rozpraszajacych czastek o tej samej objgtosci majg rdzne
warto$ci Rg. W praktyce, jedno z najprostszych narzedzi do oszacowania R 1 I(0) stanowi
przyblizenie Guiniera. Zgodnie z ta metoda, dla matych warto$ci q, zaleznos$¢
intensywnosci rozpraszania 1(q) od g? jest wyktadnicza i mozna jg przedstawi¢ jako:

—q2R2

I(q) =1(0)e 3
gdzie:

I(q) — intensywno$¢ rozpraszania przy wektorze rozpraszania q,

[(0) — intensywnos$¢ rozpraszania w kierunku zerowego kata (6 = 0°),
q — wektor rozpraszania,

Rg — promien zyracji.

Stosujac liniowe dopasowanie In[I(q)] w funkcji g mozna wyznaczy¢ R, i 1(0) na

podstawie nachylenia i punktu przecigcia wykresu. Ta metoda sprawdza si¢ najlepiej dla
biatek globularnych, dla ktorych relacja ta jest prawdziwa, gdy qRg < 1,3 [221].
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4.9 Absorpcja promieniowania rentgenowskiego (XAS)

W technice rentgenowskiej spektroskopii absorpcyjnej (ang. X-ray absorption
spectroscopy, XAS) dochodzi do absorpcji energii promieniowania rentgenowskiego w
probee, co prowadzi do wybicia elektronu z poziomu powloki wewngtrznej na wyzszy,
niezapelniony poziom energetyczny. Z tego wzgledu méwi sig, ze metoda ta umozliwia
badanie niezaj¢tych poziomow elektronowych w materiale. Cho¢ termin XAS odnosi si¢
ogblnie do zjawiska absorpcji promieniowania rentgenowskiego, w praktyce analizie
poddaje si¢ strukture subtelng w widmach absorpcyjnych (ang. X-ray absorption fine
structure, XAFS). W typowym eksperymencie XAFS probka naswietlana jest wigzka
promieniowania monochromatycznego, a energia promieniowania jest precyzyjnie
dostrajana w zakresie krawedzi absorpcyjnej badanego pierwiastka. Po przekroczeniu
energii jonizacji atomu dochodzi do wybicia elektronu z powloki wewngtrznej i emisji
fotoelektronu o okreslonej energii kinetycznej, ktory mozna traktowac jako fale materii
(falg de Broglie’a). W ciele statym lub w materialach skondensowanych fotoelektron nie
opuszcza uktadu swobodnie - jego fala ulega koherentnemu rozpraszaniu na atomach
znajdujacych si¢ w otoczeniu atomu centralnego, zwykle w kilku najblizszych sferach
koordynacyjnych. Fale rozproszone nakladaja si¢ z falg pierwotng fotoelektronu,
prowadzac do interferencji o charakterze konstruktywnym lub destruktywnym, zaleznie
od geometrii lokalnego otoczenia. Efektem tej interferencji jest okresowa modulacja
efektywnego przekroju czynnego absorpcji promieniowania rentgenowskiego,
obserwowana w widmach XAFS jako charakterystyczne oscylacje w obszarze EXAFS.
Analiza tych oscylacji umozliwia okreslenie lokalnego uporzadkowania strukturalnego
wokot badanego atomu, w tym odlegltos$ci migdzyatomowych, liczby koordynacyjnej oraz
stopnia nieuporzadkowania [222].

Widma XAFS (rysunek 10) dzieli si¢ zazwyczaj na dwa zakresy: XANES (ang. X-ray
absorption near edge structure), obejmujacy obszar od okoto 50 eV ponizej do 100 eV
powyzej gtownej krawedzi absorpcyjnej, oraz EXAFS (ang. extended X-ray absorption
fine structure), ktore zaczyna si¢ powyzej zakresu XANES i rozciaga si¢ na setki eV
powyzej krawedzi.

Widma XANES mozna dodatkowo podzieli¢ na region przedkrawedziowy oraz gléwnag
krawedz absorpcyjng. W przypadku metali przejSciowych, sygnat pre-krawedzi
odpowiada wzbudzeniu elektronu z poziomu lIs (powloka K) na poziom 3d. Cho¢ w
najprostszej wersji jest to przejécie lokalne o charakterze kwadrupolowym (1s — 3d), w
rzeczywisto$ci moze ono ulega¢ modyfikacjom na skutek mieszania orbitali metal-ligand
zarowno lokalnie, jak i nielokalnie. Dzigki temu region pre-krawedzi stanowi czuty
wskaznik zmian w elektronowej strukturze badanego uktadu.
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Rysunek 10. Przyktadowe widmo absorpcji promieniowania rentgenowskiego (XAFS),
podzielone na zakres XANES (struktura blisko krawedzi) i EXAFS (rozszerzona
struktura drobna). Widoczny jest pik przedkrawedziowy (przejscie 1s — 3d) oraz gléwna
krawedz absorpcyjna (przejscie 1s — continuum).

Chociaz XANES i EXAFS rejestrowane s3 w ramach tego samego pomiaru, dostarczajg
r6znych, komplementarnych informacji. Analiza XANES pozwala oceni¢ specjacje
(stopien utlenienia) oraz geometri¢ najblizszego otoczenia badanego atomu, natomiast
EXAFS umozliwia precyzyjne okreslenie parametrow strukturalnych, takich jak dtugosci
wigzan, liczba koordynacyjna i stopien nieuporzadkowania atomow w najblizszym
otoczeniu.

4.10 Dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego (XRD)

Dyfrakcja rentgenowska (ang. X-ray diffraction, XRD) jest jednym z
podstawowych narzedzi do badania struktur krystalicznych. Technika ta opiera si¢ na
dyfrakcji promieni rentgenowskich na sieci krystalicznej. W warunkach laboratoryjnych
promieniowanie rentgenowskie jest generowane w lampie rentgenowskiej, w ktorej
elektron jest przyspieszany i1 kierowany na materiat anody (najczg¢sciej: Cu, Mo, Ag). W
wyniku tego procesu powstaje charakterystyczne promieniowanie, ktore nastepnie jest
filtrowane, kolimowane i kierowane na probke. Promieniowanie rentgenowskie
oddziatujace z probka ulega dyfrakcji na sieci krystalicznej. Zjawisko to zachodzi jedynie
wtedy, gdy spetnione sg warunki prawa Bragga:

nA = 2dsinf
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gdzie:

n — rzad refleksu

A — dhugos¢ fali promieniowania rentgenowskiego,

d — odstep miedzy ptaszczyznami w sieci krystalicznej,
0 — kat Bragga.

Na podstawie tych pomiar6w mozliwe jest okreslenie wartosci odstepow
mi¢dzyptaszczyznowych d oraz identyfikacja probki poprzez poréwnanie uzyskanych
danych z referencyjnymi wzorcami.

4.11 Przeplyw mikrofluidyczny

Mikrofluidyka to obszar badan, ktory koncentruje si¢ na badaniu przeptywu cieczy
w mikroskali, zwykle w kanalach o wymiarach od mikrometrow do milimetrow.
Wspolczesne urzadzenia mikrofluidyczne czesto projektowane sa w taki sposodb, by
precyzyjnie dozowac i miesza¢ roztwory w mikroreaktorach lub nasladowaé warunki
przeplywow wystepujace w organizmach zywych, umozliwiajac modelowanie zjawisk
biologicznych [223,224].

W przeptywach mikrofluidycznych, ktore ze wzgledu na mate wymiary kanatow
oraz niskie liczby Reynoldsa sg z reguly laminarnie uporzadkowane, szczegdlng role
odgrywaja sity $cinajace [225,226]. Wynikaja one z gradientéw predkosci pomiedzy
sasiadujagcymi warstwami cieczy, co prowadzi do powstania naprezen lepkosciowych. W
przypadku cieczy newtonowskich naprezenie $cinajace (t) jest proporcjonalne do
gradientu predkosci (i—;) w kierunku prostopadtym do kierunku przeptywu, zgodnie ze

WZ0orcm:

T=U E
gdzie:
u —lepkos$¢ cieczy
W przypadku roztwordéw biatek, zalezno§¢ migedzy napre¢zeniem $cinajacym a gradientem
predkosci moze by¢ bardziej skomplikowana, poniewaz niektére roztwory wykazuja

cechy nienewtonowskich cieczy, gdzie lepkos$¢ zalezy od sit $cinajacych oraz innych
czynnikow, takich jak srodowisko lub stezenie bialka.

4.12 Analiza termicznej stabilnosci bialek metoda termofluorymetryczna

Analiza termicznej stabilno$ci biatek (ang. protein thermal shift assay, PTSA) to
technika wykorzystywana do oceny stabilnosci konformacyjnej bialek w warunkach
zmieniajacej si¢ temperatury. Metoda ta opiera si¢ na pomiarze zmian fluorescencji
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barwnika np. SYPRO orange, ktorego sygnal wzrasta w odpowiedzi na odstanianie
hydrofobowych fragmentow biatka podczas jego denaturacji cieplne;.

W trakcie analizy roztwor biatka miesza si¢ z fluorescencyjnym barwnikiem, a nast¢pnie
poddaje kontrolowanemu podgrzewaniu w systemie umozliwiajagcym jednoczesny
pomiar fluorescencji (np. w systemach Real-Time PCR). W miar¢ wzrostu temperatury
struktura biatka ulega rozfaldowaniu, co prowadzi do odstonigcia wewngtrznych,
hydrofobowych regionow, z ktérymi wigze si¢ barwnik, powodujac wzrost sygnatu
fluorescencyjnego.

Na podstawie rejestrowanych zmian fluorescencji w funkcji temperatury generowana jest
krzywa denaturacji biatka. Charakterystycznym parametrem tej krzywej jest temperatura
topnienia (Tm), czyli temperatura, przy ktorej potowa czasteczek biatka znajduje si¢ w
stanie natywnym, a potowa w stanie zdenaturowanym.

Dodatkowo, metoda ta umozliwia badanie wptywu ligandoéw, jonoéw, pH lub innych
czynnikdw na stabilno$¢ biatek. Zmiana temperatury topnienia w obecnos$ci liganda
(ATm) jest miarg stabilizacji lub destabilizacji kompleksu biatko—ligand. Pomiar warto$ci
Tm W serii probek zawierajacych rozne stezenia liganda pozwala takze na wyznaczenie
statej dysocjacji (Kp) dla badanego uktadu.

Technika ta znajduje szerokie zastosowanie w badaniach strukturalnych, projektowaniu
lekow, optymalizacji warunkéw buforowych oraz w analizie oddziatywan biatko—ligand
[227].

4.13 Testy przezywalnosci komorek (WST-1)

Test WST-1 (chlorek 2-(4-jodofenylo)-3-(4-nitrofenylo)-5-(2,4-disulfofenylo)-2H-
tetrazoliowy, s61 monosodowa) nalezy do grupy barwnych testow kolorymetrycznych
wykorzystywanych do oceny Zywotnosci i1 proliferacji komorek hodowanych in vitro.
Podstawa dzialania tej metody jest redukcja soli tetrazoliowej WST-1 przez
dehydrogenazy mitochondrialne do rozpuszczalnego w wodzie barwnego formazanu.
Ilo§¢ powstajacego produktu jest wprost proporcjonalna do liczby zywych,
metabolizujacych komorek w probee [228].

W odréznieniu od klasycznego testu MTT, ktory wykorzystuje dodatnio natadowang sol
tetrazoliowa zdolng do penetracji wnetrza komorki 1 ulegajaca redukcji
wewnatrzkomorkowej, WST-1 zawiera grupy sulfonowe nadajace jej tadunek ujemny. W
efekcie czasteczka ta nie przenika przez btong komérkowa, a proces redukcji zachodzi na
zewnatrz komorki - na powierzchni blony plazmatycznej, z udzialem enzymow
btonowych oraz posrednikow transportujacych elektrony.

Powstajacy w tej reakcji formazan jest rozpuszczalny w wodzie, co umozliwia
bezposredni pomiar jego stezenia w pozywce hodowlanej przy uzyciu spektrofotometru.
Maksimum absorbancji produktu redukcji przypada w zakresie 420-480 nm, co pozwala
na iloSciowg ocen¢ aktywnosci metabolicznej i tym samym liczby zywych komorek.

47



4.14 Oznaczanie reaktywnych form tlenu za pomoca sondy diacetat 2')7'-
dichlorodihydrofluorescyny (DCFH-DA)

Jedna z najcze¢$ciej wykorzystywanych metod oznaczania reaktywnych form tlenu
w komorkach ssaczych sg techniki oparte na sondach fluorescencyjnych. Wsrod nich
szczegblng popularnoscia cieszy si¢ octan dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH-DA), ze
wzgledu na wysoka czuto$¢, dobra rozdzielczo$¢ oraz fatwos¢ analizy otrzymywanych
wynikow. DCFH-DA jest zwigzkiem niewykazujacym fluorescencji, ktory swobodnie
przenika przez bton¢ komoérkowa. Wewnatrz komorki ulega hydrolizie pod wptywem
esteraz do dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH), ktora nastepnie, w obecnosci ROS,
utlenia si¢ do cechujacej si¢ silng fluorescencja czasteczki 2°,7’-dichlorofluoresceiny
(DCF). Rejestrowana intensywno$¢ fluorescencji jest proporcjonalna do ilosci
reaktywnych form tlenu w badanej probce, co umozliwia ich ilosciowe oznaczenie [229].
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5 Czes$¢ doswiadczalna — materialy i metody

5.1 Nadprodukcja ludzkiej cystyny C

Nadprodukcja ludzkiej cystatyny C zostala przeprowadzona w szczepie E. coli
SHuffle® T7 z zastosowaniem protokotu hodowli bakteryjnej [165]. Bakterie
inkubowano w standardowej pozywce LB, zawierajacej 10 g/l tryptonu, 5 g/l ekstraktu
drozdzowego oraz 10 g/l NaCl, suplementowanej kanamycyng w st¢zeniu 50 pg/ml, w
temperaturze 30°C przy cigglym wytrzasaniu z predkoscia 180 rpm.

Proces hodowli bakterii rozpoczeto od przygotowania prekultury w pozywce LB,
rozdzielonej do dwoch kolb po 100 ml. Pozywke sterylizowano przez godzing w 120°C,
a nastepnie studzono do okoto 30°C. Po ostudzeniu do kazdej kolby dodano kanamycyne
(100 pl roztworu o stezeniu 50 pg/ul na 100 ml) oraz 3 krople st¢zonej glicerolowej
zawiesiny bakteryjnej (stoku). Kultury inkubowano przez noc w 30°C z wytrzasaniem
orbitalnym (170 rpm), zapewniajac odpowiednie natlenienie, ktore jest kluczowe dla
efektywnej produkcji biatka.

Na kolejny dzien przygotowano pozywke wlasciwa w wigkszej objetosci - 4 litry medium
LB (20 g tryptonu, 10 g ekstraktu drozdzowego i 20 g NaCl na 2 1), podzielonej do
czterech kolb po 1 litrze kazda. Do kazdej kolby dodano 1 ml kanamycyny o st¢zeniu
50 pg/ul oraz 30 ml prekultury, po czym bakterie inkubowano w temperaturze 30°C przy
wytrzasaniu (170 rpm). Wzrost kultury monitorowano mierzac optyczng gestosé
(ang. optical density, OD) przy 600 nm. Po osiggnigciu wartosci ODeoo = 1,
odpowiadajacej fazie logarytmicznej wzrostu bakterii, dokonano indukcji ekspresji biatka
poprzez dodanie 400 ul 1M roztworu IPTG. Nastepnie inkubacj¢ kontynuowano przez 4
godziny w tych samych warunkach.

Po zakonczeniu indukcji komoérki zebrano przez wirowanie (15 minut, 3000 g, 4°C),
usuni¢to supernatant, a osad zawieszono w 20 ml zimnej wody, po czym ponownie
odwirowano i zamrozono do dalszych etapdéw ekstrakcji.

W kolejnym etapie, po rozmrozeniu na lodzie, probki komérkowe zawieszono w 20 ml
buforu A (20 mM Tris-HCL, pH 7.5) z dodatkiem inhibitora proteaz, 1 mM
chlorowodorku benzamidyny (BZA). Zawiesing homogenizowano mechanicznie,
przepuszczajac ja trzykrotnie przez strzykawke z igla, co poprawito rozdrobnienie
komorek. Nastgpnie poddano probki sonikacji ultradzwigkowej (55% amplitudy drgan
sondy, 15 cykli po 30 sekund z 30-sekundowymi przerwami, w 4°C) przy uzyciu
urzadzenia Vibra-Cell™ (Sonics, Newtown, Connecticut, USA), co doprowadzilo do
efektywnego rozbicia $cian komoérkowych i uwolnienia biatek.

Po sonikacji probki odwirowano przez 40 minut przy 40 000 g i 4°C, aby usungé
nierozpuszczalne fragmenty komorek 1 organelle. Supernatant, zawierajacy
rozpuszczalne biatka, w tym nadprodukowang cystatyng¢ C, przefiltrowano przez filtr o
porowatos$ci 0,45 um, eliminujac pozostatosci komodrkowe.
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5.2 Oczyszczanie ludzkiej cystatyny C

Supernatant zawierajacy rekombinowane biatko HCC przefiltrowany przez filtr
o $rednicy poréw 0,45 um, zostal nastepnie poddany oczyszczaniu metoda szybkiej
chromatografii cieczowej pod wysokim cisnieniem (ang. fast protein liquid
chromatography, FPLC) przy uzyciu systemu AKTA Pure 25 FPLC (GE Healthcare,
Barrington, Illinois, USA). System rownowazono buforem A, zawierajacym 20 mM Tris-
HCI (pH 7,5) oraz 1 mM benzamidyny (BZA).
Probke zatadowano na potaczony uktad dwoch kolumn wymiany jonowej anionowe;j
HiTrap Q FF (2 x 1 ml) (GE Healthcare, Barrington, Illinois, USA) oraz jednej kolumny
kationowymiennej HiTrap SP FF (5 ml) (GE Healthcare, Barrington, Illinois, USA). Po
zatadowaniu materialu i przeptukaniu kolumn buforem A, kolumny anionowymienne
zostaly odlaczone. Elucje¢ biatka z kolumny SP prowadzono przy zastosowaniu gradientu
stezenia NaCl w zakresie 0—1 M w buforze B (20 mM Tris-HCL, pH 7,5, 1 M NaCl,
1 mM BZA). Proces monitorowano na podstawie absorbancji przy dtugosci fali 280 nm,
a obecnos$¢ oczekiwanego biatka w kolejnych frakcjach kazdorazowo potwierdzano przy
uzyciu elektroforezy SDS-PAGE.
Frakcje zawierajace biatko o masie czasteczkowej okoto 14 kDa poddano dializie przez
noc wobec 20 mM wodoroweglanu amonu (pH 8.0) w temperaturze 4°C. Nastgpnie
probke skoncentrowano do objgtosci okoto 2 ml z zastosowaniem systemu ultrafiltracji
Amicon Ultra-15 z membrang o odcigciu 10 kDa.
Konficowy etap oczyszczania obejmowal chromatografi¢ zelowa (ang. size exclusion
chromatography, SEC) na kolumnie HiLoad® Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare,
Barrington, Illinois, USA), réwnowazonej buforem zawierajagcym 50 mM
wodoroweglanu amonu (pH 8.0). Elucj¢ prowadzono w statym przeptywie, monitorujac
absorbancj¢ przy 280 nm. Frakcje zawierajace monomeryczng posta¢ HCC taczono,
a nastgpnie liofilizowano. Czysto$¢ uzyskanego preparatu weryfikowano metoda SDS-
PAGE.

5.3 Analiza elektroforetyczna SDS-PAGE

Do prébek biatkowych dodawano bufor tadujacy zawierajacy dodecylosiarczan
sodu, B-merkaptoetanol, btgkit bromofenolowy oraz glicerol, a nastgpnie poddawano je
denaturacji w 95°C przez 5 minut. Zele poliakryloamidowe przygotowywano w ukladzie
dwoch warstw: zelu rozdzielajacego (pH 8,8) 1 zaggszczajacego (pH 6,8), zawierajacych
akrylamid, bisakrylamid, nadsiarczan amonu oraz N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiaming.
Stosunek akrylamidu do bisakrylamidu determinowat wielko$¢ poréw matrycy zelowe;.
Zel rozdzielajacy polimeryzowano miedzy szklanymi ptytkami, a na jego powierzchnie
naktadano zel zageszczajacy z formujacym studzienki grzebieniem. Elektroforeze
prowadzono w uktadzie buforowym Tris—glicyna—SDS (30 g Tris base, 144 g glicyny,
10 g SDS; pH 8,3), umozliwiajac migracj¢ denaturowanych biatek w kierunku anody. Po
zakonczeniu procesu zel rozdzielajacy barwiono bigkitem Coomassie, co pozwalatlo na
wizualizacje prazkow biatkowych oraz oszacowanie ich masy czasteczkowej wzgledem
markera referencyjnego.
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5.4 Synteza nanoczastek tlenku miedzi (IT)

Nanoczastki tlenku miedzi (II) (CuO) zostaly zsyntetyzowane na podstawie
metody opisanej przez Ahamed i wspotpracownikéw [230] z drobnymi modyfikacjami.
W tym celu jako prekursor uzyto octanu miedzi (II) [Cu(CH3COO).-H>0O] (98%), a
wodorotlenek sodu (NaOH) petnit funkcje $rodka redukujacego. Roztwor 0,2 M octanu
miedzi (450 ml) oraz 1,5 ml kwasu octowego (CH3COOH) zostat podgrzany do wrzenia
z mieszaniem magnetycznym w temperaturze okoto 240°C. Nastepnie do reakcji dodano
20 ml roztworu NaOH o stezeniu 6 M. Catos¢ refluksowano przez 2,5 godziny, co
skutkowalo przemiang koloru roztworu z niebieskiego na gleboko czarny, §wiadczaca o
powstaniu nanoczastek CuO.

Po schtodzeniu do temperatury pokojowej, osad CuO zostal wielokrotnie plukany
etanolem absolutnym i wirowany (2 000 g, 10 minut oraz 8 000 g, 10 minut, powtdrzone
czterokrotnie) w celu oczyszczenia. Otrzymany produkt suszono pod cis$nieniem przez
okoto 2 godziny, uzyskujac suchy proszek nanoczastek CuO o masie 5,4 g.

Odczynniki chemiczne potrzebne do przeprowadzenia syntezy zostaly zakupione w
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).

5.5 Synteza nanoczastek miedzi

W celu zsyntetyzowania nanoczastek miedzi zastosowano metodyke opisang
przez Sulce 1 wspotpracownikow [231]. Prekursorem w syntezie byt chlorek miedzi (II),
natomiast jako $rodek redukujacy wykorzystano kwas askorbinowy. W pierwszym etapie
0,34 g chlorku miedzi (IT) dwuwodnego rozpuszczono w 20 ml wody, uzyskujac niebieski
roztwor o stezeniu 0,2 M. Nastepnie dodano 1,76 g kwasu L-askorbinowego, co
spowodowato odbarwienie roztworu oraz wytracenie biatego osadu.
Mieszaning umieszczono w kolbie wyposazonej w chlodnice zwrotng, umozliwiajaca
podgrzewanie roztworu do 80°C przy jednoczesnym ograniczeniu jego parowania.
Reakcje prowadzono przez 16 godzin, przy mieszaniu magnetycznym (300 rpm). W
trakcie syntezy obserwowano stopniowa zmiang¢ barwy roztworu - od bezbarwnej, przez
pomaranczowa, az do ciemnobrgzowe] zawiesiny, S$wiadczace] o powstawaniu
nanoczastek miedzi.
Po zakonczeniu reakcji dyspersje nanoczastek schtodzono do temperatury pokojowej, a
nastepnie oddzielono od biatego osadu przez wirowanie (10 minut przy 4000 rpm).
Otrzymang dyspersj¢ wymieszano z rowng objetoscia cykloheksanonu, co spowodowato
transfer nanoczastek z fazy wodnej do organicznej. W celu skuteczniejszego rozdziatu
faz zastosowano szklany rozdzielacz laboratoryjny. W kolejnych etapach nanoczastki
przeniesiono ponownie do fazy wodnej, wykorzystujac roztwér wodorotlenku sodu
(NaOH). Tak przeprowadzona stabilizacja, oparta na obecno$ci grup hydroksylowych,
skutecznie zapobiegata utlenianiu nanoczastek do tlenku miedzi (II). Ostatecznie
nanoczastki miedzi byty gotowe do dalszej charakterystyki, jednak nie zostaty wiaczone
do kolejnych eksperymentéw z biatkiem ze wzgledu na trudnosci w wiarygodnym
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okresleniu ich efektywnego stezenia w roztworze. Z tego powodu w niniejszej pracy
skupiono si¢ przede wszystkim na nanoczgstkach CuO.

5.6 Spektroskopia UV-Vis

Do pomiaréw absorpcyjnych w zakresie UV-Vis wykorzystano spektrofotometr
V-650 (JASCO, Tokio, Japonia), wyposazony w dwa zrodta promieniowania: lampe¢
deuterowa (190-350 nm) oraz lampe¢ halogenowa (330-900 nm). Monochromatyzacje
wigzki zapewniata siatka dyfrakcyjna o gestosci 1200 linii/mm. Widma rejestrowano
w zakresie 400-800 nm z szybkosciag 100 nm/min, stosujac jednorazowe kuwety
plastikowe o dlugosci drogi optycznej 1 cm.

5.7 Dynamiczne rozpraszanie Swiatla (DLS)

Pomiary wielko$ci czastek w roztworze przeprowadzono metoda dynamicznego
rozpraszania §wiatta (DLS) z wykorzystaniem analizatora Litesizer™ 500 (Anton Paar,
Graz, Austria), wyposazonego w laser potprzewodnikowy o dlugosci fali 658 nm i mocy
40 mW. Pomiaréw dokonywano w trybie rozpraszania wstecznego przy kacie 175° oraz
w trybie bocznym przy kacie 90°, stosujac jednorazowe kuwety spektrofotometryczne.
Dane analizowano za pomocg oprogramowania Kalliope™ (Anton Paar, Graz, Austria),
a na podstawie wspolczynnikow dyfuzji obliczano $rednice hydrodynamiczne czastek.

5.8 Dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego (XRD)

Pomiary dyfrakcyjne materialdow proszkowych przeprowadzono za pomoca
dyfraktometru rentgenowskiego HZG-4 (Carl Zeiss, Jena, Niemcy) pracujacego w
geometrii Bragga-Brentano, wyposazonego w lampg¢ rentgenowska z anoda Cu i filtr
niklowy, generujacag promieniowanie rentgenowskie o dlugosci fali wynoszacej
1,54178 A. Lampa zasilana byta z generatora rentgenowskiego TUR M62 (Seifert,
Ahrensburg, Niemcy) pracujacego przy nat¢zeniu pradu 30 mA oraz napigciu 30 kV.
Nanoczastki mechanicznie rozgniatano w mozdzierzu agatowym w celu ujednorodnienia
proszku, a nastgpnie umieszczano w uchwycie akrylowym. Dane XRD rejestrowane byly
metoda skaningowa w temperaturze pokojowej, z krokiem 0,04° na sekund¢ w zakresie
katoéw 260 od 25° do 90°.

5.9 Absorpcja promieniowania rentgenowskiego (XAS)

Badania metoda spektroskopii absorpcji promieniowania rentgenowskiego (XAS)
przeprowadzono na linii pomiarowej P64 [232,233] w synchrotronie PETRA III w
o$rodku badawczym DESY (Hamburg, Niemcy). Linia ta jest wyposazona w 2-metrowy,
58-polowy undulator o okresie 32,8 mm, emitujacy promieniowanie synchrotronowe o
wysokiej jasno$ci spektralnej. Selekcje odpowiedniej dlugosci fali realizowano za
pomoca kriogenicznie chtodzonego monochromatora z podwéjnym uktadem krysztatlow
krzemu o orientacji (111) (ang. double-crystal monochromator, DCM), a dodatkowe
elementy optyczne (uklad luster rentgenowskich) umozliwiaty skupienie wigzki na
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probcee. Intensywnos$¢ padajacego i transmitowanego promieniowania synchrotronowego
monitorowano za pomocg dwdch komor jonizacyjnych, natomiast sygnal fluorescencji
rejestrowano detektorem polprzewodnikowym typu TFY PIPS (Canberra GmbH,
Riisselsheim, Niemcy). Probki przygotowywano zaréwno w formie pastylek w matrycy
z celulozy, jak 1 w postaci ciektej. Kontrolg temperatury podczas pomiardw zapewniat
kriostat przeplywowy chtodzony cieklym azotem, umozliwiajacy stabilizacje
temperatury na poziomie 77 K. Dzigki zaawansowanej infrastrukturze i wysokiej jasno$ci
zrédla mozliwe bylo wykonanie eksperymentow w trybach XANES oraz EXAFS,
umozliwiajacych badanie lokalnej struktury elektronowej oraz analizy koordynacyjne;j
pierwiastkéw obecnych w badanych probkach.

5.10 Malokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS)

Pomiar matokgtowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego (SAXS)
wykonano w dwodch osrodkach badawczych: na linii badawczej P12 (BioSAXS) [234]
w synchrotronie PETRA III w o$rodku synchrotronowym DESY (Hamburg, Niemcy)
oraz na linii BM29 (BioSAXS) [235] w o$rodku ESRF (Grenoble, Francja). Na linii P12
wykorzystano promieniowanie synchrotronowe generowane przez undulator U29
pracujacy w zakresie energii 4-20 keV. Wigzka byla ogniskowana za pomoca uktadu
luster w geometrii Kirkpatricka—Baez oraz kolimowana systemem szczelin, uzyskujac na
probee rozmiar wigzki okoto 120 x 200 pm (wysokos¢ x szeroko$¢). Pomiar prowadzono
w temperaturze 4°C, a detekcje sygnalu realizowano przy uzyciu detektora Pilatus 2M
(Dectris, Baden-Dittwil, Szwajcaria) w ukladzie prézniowym. Na linii BM29
zastosowano promieniowanie synchrotronowe generowane przez magnes uginajacy (ang.
bending magnet) generujacy promieniowanie synchrotronowe w zakresie energii
7—15 keV. Rozproszone na probce promieniowanie rejestrowano detektorem Pilatus3 2M
(Dectris, Baden-Dattwil, Szwajcaria) w uktadzie prézniowym. Pomiar prowadzono
w temperaturze 4°C. W obu przypadkach probki w postaci ciektej umieszczono
w probowkach PCR, z ktorych byly nastepnie automatycznie przenoszone do kuwety
pomiarowej za pomocg robota dozujagcego. Dane analizowano przy uzyciu programu
PRIMUS (ATSAS package, EMBL Hamburg, Niemcy) [236]. Pomiary SAXS wykonano
dla trzech typow probek: ludzkiej cystatyny C, nanoczastek oraz HCC
z nanoczastkami po przeptywie przez uktad mikrofluidyczny.

5.11 Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

Obrazowanie morfologii probek wykonano za pomoca transmisyjnego mikroskopu
elektronowego (JEOL Ltd., Tokio, Japonia). Zawiesiny nanoczastek rozcienczano w
wodzie ultraczystej w zakresie 1:100—1:1000, w zaleznos$ci od stezenia wyjSciowego.
Probki przed nanoszeniem poddawano krotkiej sonikacji w celu zdyspergowania
aglomeratow. Okoto 5 pl rozcienczonej zawiesiny nanoszono na miedziane siatki pokryte
warstwag wegla o grubosci 15-25 nm (Ted Pella, Inc., Redding, Kalifornia, USA; 300
oczek). Po naniesieniu siatki pozostawiano do wyschnigcia w temperaturze pokojowej
przez co najmniej 24 h. Analize rozkladu wielko$ci czastek przeprowadzono na
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podstawie co najmniej dziewigciu obrazéw, wykorzystujac oprogramowanie Imagel
(NIH, Bethesda, Maryland, USA) [237].

5.12 Spektroskopia w podczerwieni (FTIR)

Rejestracje widm w zakresie podczerwieni przeprowadzono przy uzyciu
spektrometru FTIR Tensor 27 (Bruker Optics, Ettlingen, Niemcy) wyposazonego w
przystawke¢ ATR Platinium z jednoodbiciowym diamentowym krysztalem. Na
powierzchni¢ krysztatu nanoszono po 10 ul badanej probki. Widma rejestrowano
w zakresie widmowym 4000—400 cm™, z rozdzielczoscig 4 cm™. Kazdy pomiar stanowit
transformate Fouriera z 256 zarejestrowanych interferogramow. Zarejestrowane dane
wygladzano metodg Savitzky’ego-Golaya. Do analizy danych wykorzystano
oprogramowanie Opus 7.5 (Bruker Optics, Ettlingen, Niemcy) w celu przeprowadzenia
korekty linii bazowej oraz program PeakFit v 4.12 (Systat Software, San Jose, Kalifornia,
USA) do okreslenia potozen pasm absorpcyjnych.

5.13 Spektroskopia dichroizmu kolowego (CD)

Widma dichroizmu kolowego (CD) rejestrowano za pomoca spektropolarymetru
J-815 (Jasco, Tokio, Japonia). Pomiary prowadzono w zakresie dtugosci fal 185-260 nm,
przy predkosci skanowania 100 nm/min, rozdzielczo$ci 1 nm oraz czasie integracji
wynoszacym 2 s na punkt. Kazde widmo stanowito $rednig z dziesigciu kolejnych
przebiegdw. Do pomiaréw zastosowano kuwety kwarcowe o dlugosci drogi optyczne;j
0,1 mm. Widmo buforu rejestrowano jako tlo i odejmowano od sygnatéw mierzonych
probek. Zarejestrowane dane wygladzano metoda Savitzky’ego-Golaya, a ich obrobke
ianalizg przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania Spectra Manager II (Jasco, Tokio,
Japonia).

5.14 Testy z uzyciem fluorescencyjnego czytnika plytek

Pomiary spektrofluorymetryczne przeprowadzono z wuzyciem plytek 96-
dotkowych o zmniejszonej powierzchni dna (ang. half area) oraz ptytek 384-dotkowych
typu low volume (Corning Inc., Corning, Nowy Jork, USA), obie z przezroczystym,
ptaskim dnem. Pomiaréw dokonano za pomoca fluorescencyjnego czytnika ptytek
(FLUOstar Omega microplate reader, BMG LABTECH, Offenburg, Niemcy). Dlugos$ci
fal wzbudzenia i emisji wynosily odpowiednio 448 1482 nm. Roztwor roboczy tioflawiny
T (ThT) o st¢zeniu 2 mM przygotowano w wodzie dejonizowanej (MQ), a nastepnie
przepuszczono przez filtr strzykawkowy o porach 0,22 um. Do testow z tioflawing T
probki przygotowano w buforze MES 100 mM z 200 mM NaCl (pH 6), dodajac 0,2 mM
ThT oraz state stgzenie HCC wynoszace 3 mg/ml. Probki HCC zostaty uprzednio
poddane wirowaniu przez 30 minut w temperaturze 4°C przy okoto 20 000 g, aby usung¢
agregaty. Bufor do oligomeryzacji nie jest konwencjonalnym buforem stosowanym w
tego typu badaniach, jednak ze wzgledu na stabilno$¢ nanoczastek wybrano go do
przeprowadzenia tych pomiarow W warunkach pH 6 probki zawieraly nanoczastki CuO
w stezeniach 45, 90 1 135 pg/ml, natomiast w pH 4 zastosowano stezenia 225, 90, 22,5,
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11,25 oraz 0,225 pg/ml. Wszystkie eksperymenty powtdrzono trzykrotnie w stalej
temperaturze 47°C przy ciagglym mieszaniu z predkoscig 700 rpm. Catkowita obje¢tos¢
mieszaniny reakcyjnej dla kazdego dotka wynosita 50 pl.

5.15 Mikroskopia sil atomowych (AFM)

Pomiary AFM przeprowadzono za pomocg mikroskopu NanoWizard IV
produkcji firmy JPK (Berlin, Niemcy) w trybie kontaktu przerywanego (ang. air-contact,
AC). Do analizy prébek uzyto dzwignie TAP190AL-G pochodzacej od Ted Pella Inc.
(Redding, Kalifornia, USA). Dzwignie te posiadaja powtoke¢ aluminiowag o
wiasciwosciach refleksyjnych, czestotliwos¢ rezonansowa 190 kHz oraz stalg
sprezystosci 48 N/m. Probki rozcienczano 100- lub 1000-krotnie, w zaleznosci od jakoS$ci
uzyskiwanego obrazu, a nast¢pnie nanoszono je na §wiezo oczyszczong powierzchni¢
miki i pozostawiano do wyschnigcia. Obrazy AFM rejestrowano w dwoch skalach: skany
orientacyjne wykonywano na obszarze 10 x 10 pm z rozdzielczoscig 256 x 256 pikseli,
natomiast skany powigckszone wykonywano na wybranych fragmentach o rozmiarach
rz¢du kilku mikrometréw z rozdzielczoscig 512 x 512 pikseli. Szybkos$¢ skanowania
wynosita 0,07-0,20 linii/s. Uzyskane obrazy analizowano za pomocg oprogramowania
Gwyddion w wersji 2.55 (Czech Academy of Sciences, Praga, Czechy) [238].

5.16 Nanospektroskopia w podczerwieni AFM-IR (NanoIR)

Pomiaréw dokonano przy uzyciu systemu nanolR2 (Bruker Nano Surfaces,
Billerica, Massachusetts, USA), integrujacego podczas jednego pomiaru spektroskopie w
podczerwieni z mikroskopig sit atomowych (AFM-IR). Do analiz wykorzystano probki
HCC o stgzeniu wyj$ciowym 3 mg/ml, inkubowane w obecnos$ci nanoczastek. Przed
pomiarami roztwory rozcienczano 100—1000-krotnie i naniesiono na gladkie podloza
krzemowe pokryte warstwa ztota. Widma rejestrowano w zakresie 1720-1580 cm™ w
wybranych punktach probki, co umozliwialo réwnoczesne pozyskiwanie danych
widmowych i topograficznych z rozdzielczosciag nanometryczng. Zarejestrowane dane
wygltadzano metoda Savitzky’ego-Golaya. Uzyskane dane opracowywano przy uzyciu
oprogramowania AnalysisStudio (Bruker Nano Surfaces, Billerica, Massachusetts, USA)
oraz PeakFit v 4.12 (Systat Software, San Jose, Kalifornia, USA).

5.17 Analiza termicznej stabilnosci bialek

Probki monomerycznej formy HCC przygotowano w stezeniach 30 pM
(0,4 mg/ml), 60 uM (0,8 mg/ml) oraz 90 uM (1,2 mg/ml), natomiast dimeru HCC w
stezeniach 15 uM (0,4 mg/ml), 30 uM (0,8 mg/ml) oraz 45 uM (1,2 mg/ml) w buforze
20 mM TRIS o pH 7. W probkach zawierajacych nanoczastki CuO zastosowano stezenia
odpowiednio 12 pg/ml (monomer) oraz 6 png/ml (dimer), za§ w obecnos$ci jonow CuCl. —
60 uM dla monomeru oraz 30 uM dla dimeru. Do wszystkich probek dodano barwnik
SYPRO Orange w koncowym st¢zeniu 5%, uzyskanym z roztworu 100%, po czym
inkubowano je przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie probki nanoszono
na ptytke 96-dotkowa w objetosci 25 ul na dotek. Jako kontrole zastosowano bufor z
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barwnikiem bez dodatkéw. Dane nastepnie analizowano w $rodowisku Python,
obliczajac  pierwsza pochodng sygnalu metoda gradientu numerycznego
(numpy.gradient) w celu wyznaczenia temperatury topnienia (Trm).

5.18 Testy przezywalnosci komorek (WST-1)

Wplyw nanoczastek oraz agregatéw HCC na proliferacj¢ komorek neuroblastomy
SH-SYS5Y oceniono za pomocg testu WST-1. Komorki nowotworowe hodowano w
ptytkach 96-dotkowych w liczbie 8x10° komoérek na dotek. Po 24 godzinach inkubacji
dodawano nanoczastki w stezeniach od 0,1 do 1000 pg/ml w trzech powtorzeniach. Po
kolejnych 24 godzinach dodawano 10 pl odczynnika WST-1 do kazdego dotka i
inkubowano przez 2 godziny w 37°C. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali 450 nm z
referencyjnym filtrem 620 nm za pomoca czytnika ptytek Anthos Zenyth 340rt (Anthos
Labtec Instruments GmbH, Salzburg, Austria). Wyniki przedstawiono jako procent
zywotno$ci komoérek wzgledem kontroli negatywnej, podajac $rednig oraz odchylenie
standardowe z trzech powtdrzen.

5.19 Oznaczanie reaktywnych form tlenu za pomoca sondy DCFH-DA

Produkcje reaktywnych form tlenu (ROS) w komoérkach SH-SYSY oceniono za
pomocy testu DCFH-DA. Komorki posiano na ptytkach 96-dotkowych w ilosci 6x10°
komorek na dotek i hodowano przez 24 h. Nastgpnie komorki przemyto buforem HBSS
(ang. Hank’s Balanced Salt Solution, zawierajacym m.in. NaCl, KCI, Na:HPO4, KH2PO4
i1 D-glukoze, pH 7,4) i inkubowano w 100 pM roztworze DCFH-DA w HBSS przez 30
minut w 37°C. Po ponownym przemyciu HBSS, komorki inkubowano przez kolejne 30
minut w $wiezym buforze. Nastgpnie na komorki natozono probki nanoczastek oraz HCC
w stezeniach od 0,1 pg/ml do 100 pg/ml NPs, 0,5 uM — 7 uM HCC, 1 uM HCC +
2,5 pg/ml CuO NPs, 1 uM HCC + 1 pg/ml CuO NPs, 1 uM HCC + 0,1 pg/ml CuO
NPs oraz kontrol¢ pozytywna (I mM H:0:) i negatywna (HBSS). Po 30 minutach
inkubacji w 37°C mierzono intensywnos$¢ fluorescencji (wzb/emi: 485/530 nm) za
pomoca czytnika plytek (FLUOstar Omega microplate reader, BMG LABTECH,
Offenburg, Niemcy). Wyniki wyrazono jako stosunek intensywnos$ci fluorescencji
probek wzgledem kontroli negatywnej i przedstawiono jako $rednig + odchylenie
standardowe z trzech powtdrzen.

5.20 Przeplyw mikrofluidyczny

Do przeprowadzenia cyrkulacyjnych eksperymentow mikroprzeptywowych
wykorzystano szklany chip mikrofluidyczny zakupiony w firmie Dolomite Microfluidics
(Canterbury, Wielka Brytania). Chip posiada pojedynczy kanat o dlugosci 5 metrow,
utozony w ksztalt serpentyny, z przekrojem prostokatnym o wymiarach 100 pm na 220
um z zaokraglonymi naroznikami. Catkowita obj¢tos$¢ kanatu wynosi okoto 90 pl. System
mikrofluidyczny skladatl si¢ z pompy, kontrolera cisnienia OB1 (OB1PC) firmy Elvesys
Microfluidic Innovation Centre (Paryz, Francja) oraz wspomnianego mikrochipa.
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Kontroler OBIPC, zasilany czystym azotem (99,99%), umozliwia precyzyjna
regulacje cisnienia w zakresie od 4 do 8000 mbar, ktore jest przykladane do probki
umieszczonej w probowce typu Eppendorf. Pod wplywem tego ci$nienia probka jest
transportowana przez przewody do mikrochipu. Dwukierunkowy przeptyw probki i jej
ciggla cyrkulacja przez chip mozliwe sg dzigki zastosowaniu zaworu MUX Recirculation
6/2 — mikrofluidycznego zaworu o 6 portach i 2 pozycjach, ktoéry w potaczeniu z
kontrolerem OBIPC pozwala na recyrkulacje cieczy w zamknigtym obiegu,
automatyczne wprowadzanie niewielkich objetosci probek do strumienia cieczy oraz
realizacj¢  dlugoterminowych eksperymentéw. Zawor cechuje si¢  wysoka
kompatybilnos$cia biologiczng i chemiczng. Jego konfiguracje umozliwiajg sterowanie
przeplywem poprzez taczenie odpowiednich portdéw, co zapewnia elastyczno$¢ w
sterowaniu kierunkiem przeptywu. Probka po przejsciu przez chip jest zbierana w innej
probowce Eppendorfa. Probki oraz mikrochip byly umieszczone na termoblokach
grzewczych 1 utrzymywane w kontrolowanej temperaturze 47°C przez caly czas trwania
eksperymentu. Uktad mikroprzeptywowy przedstawiono na rysunku 11, natomiast
schemat konfiguracji zaworu MUX 6/2 w trybach A i B - na rysunkach 12 i 13. Przy
przepltywie 40 pl/min $rednia predko$¢ w kanale (100 x 220 pm) wynosita ~3,0 cm/s, co
odpowiada liczbie Reynoldsa Re = 5 i potwierdza laminarny charakter przeptywu.
Obliczone napre¢zenie $cinajace wynosito ~1,45 Pa.

Rysunek 11. Uktad mikrofluidyczny zastosowany w badaniach. Lewa cze$¢: zblizenie
chipa mikroprzeplywowego umieszczonego w bloku grzewczym. Prawa czg$¢:
stanowisko eksperymentalne z kontrolerem przeptywu, zaworem oraz komputerem z
oprogramowaniem sterujacym.
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Rysunek 12. Schemat mikroprzeplywowego uktadu cyrkulacyjnego z zaworem MUX 6/2
w konfiguracji A. W trybie A czysty azot (99,99%) generuje nadci$nienie w probowce nr
2, wymuszajac przeptyw probki przez port 5 zaworu MUX do portu 6. Nastepnie ciecz
przeplywa przez mikroprzeptywowy chip szklany, utrzymywany w kontrolowanej
temperaturze, po czym — przechodzac przez pozostate porty zaworu — trafia do proboéwki
nr 1. Uklad tworzy zamkniety obieg, umozliwiajacy wielokrotng cyrkulacje tej same;j
probki przez mikrochip.
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Rysunek 13. Schemat mikroprzeplywowego uktadu cyrkulacyjnego z zaworem MUX 6/2
w konfiguracji B. W trybie B ci$nienie azotu przyktadane jest do probowki nr 1, co
skutkuje przepltywem probki przez port 1 zaworu do portu 6. Nastepnie strumien cieczy
kierowany jest ponownie przez mikrochip i przechodzac przez kolejne porty zaworu,
trafia do proboéwki nr 2. Naprzemienne przetgczanie konfiguracji zaworu umozliwia
odwracalne, zamknigte cyrkulowanie probki pomigdzy dwiema probowkami z
zachowaniem warunkow temperaturowych.
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6  Wyniki
6.1 Charakterystyka nanoczastek

6.1.1 Nanoczastki tlenku miedzi (IT)

W ramach przeprowadzonych badan dokonano syntezy oraz kompleksowej
charakterystyki nanoczastek tlenku miedzi (II) (CuO NPs). Celem tego etapu bylo
potwierdzenie skutecznosci procesu syntezy, opartej na metodzie zaproponowanej przez
Ahamed oraz wspotpracownikow [230], i okreslenie podstawowych wlasciwosci
strukturalnych, morfologicznych i fizykochemicznych otrzymanych nanoczastek.

(b) (c)

Rysunek 14. Etapy syntezy nanoczastek CuO: (a) roztwor prekursora miedzi (octanu
miedzi (II)), (b) mieszanina reakcyjna w trakcie ogrzewania i redukcji, (c) otrzymany
produkt tlenku miedzi (II) po zakonczeniu syntezy i suszeniu.

Rysunek 14 przedstawia kolejne etapy procesu syntezy nanoczastek CuO (rozdzial 5.4),
uchwycone w postaci dokumentacji fotograficznej. Obrazuje on przemiany zachodzace
podczas reakcji — od klarownego roztworu zawierajacego prekursor miedzi, poprzez
mieszaning reakcyjng poddang ogrzewaniu, az po koncowy produkt w postaci ciemnego
proszku.

Widmo absorpcyjne w zakresie UV-Vis nanoczastek CuO (rysunek 15) wykazato
pojedynczy, charakterystyczny pik przy ok. 250 nm, co jest zgodne z doniesieniami
literaturowymi dla nanoczastek CuO [239]. Na tej podstawie mozna wnioskowac o
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dominujacym udziale fazy CuO, bez istotnych ilosci innych faz miedzi. Brak piku
plazmonowego ~560 nm sugeruje brak znacznych ilosci Cu®.

—— CuO NPs
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Rysunek 15. Widmo UV-Vis roztworu wodnego zsyntetyzowanych nanoczastek tlenku
miedzi (IT).

Cho¢ spektroskopia UV-Vis pozwala na szybka identyfikacj¢ materiatu i oceng jego
wlasciwo$ci optycznych, to w celu jednoznacznej identyfikacji oraz potwierdzenia
struktury krystalicznej konieczne bylo przeprowadzenie analizy dyfrakcyjnej. Analiza
dyfraktogramu otrzymanego metoda dyfrakcji rentgenowskiej proszkowej (rysunek 16)
potwierdzita jednofazowy charakter nanomaterialu. Uktad 1 intensywnos$¢ pikow
dyfrakcyjnych odpowiadaty strukturze krystalicznej tlenku miedzi (II) krystalizujacego
w uktadzie jednosko$nym (grupa przestrzenna C2/c), co $wiadczy o poprawnym
przebiegu syntezy [230]. Analiza numeryczna metodg Rietvelda wykazala bardzo dobre
dopasowanie modelu (R, = 8,47; Rwp =9,57%; ¥* = 0,71), potwierdzajac wysoka czystos$¢
fazowg otrzymanych nanoczastek.
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Rysunek 16. Dyfraktogram proszkowy dla zsyntetyzowanych nanoczastek tlenku miedzi
(IT). Kolorem szarym oznaczono dane eksperymentalne (Iobs), czarnym dopasowanie
metoda Rietvelda  (Ioo1), a pomaranczowym roznice pomiedzy danymi
eksperymentalnymi a obliczeniowymi (Iobs-Iobi).

Analiza mikroskopii transmisyjnej pozwolita (rysunki 17—18) na bezposrednig oceng
ksztattu 1 rozkladu wielko$ci nanoczgstek CuO. Obserwowane czastki tworzyly
nieregularne aglomeraty, jednak w ich obrebie mozliwe bylo wyr6znienie pojedynczych,
dobrze zdefiniowanych nanostruktur. Ich morfologia wskazywala na nieregularny,
aczkolwiek powtarzalny ksztalt, typowy dla nanoczastek otrzymywanych metodami
osadzania chemicznego. Czastki r6znily si¢ nieznacznie rozmiarami, co moze wskazywaé
na umiarkowang monodyspersyjnos¢ probki.
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Rysunek 17. Zdjgcie TEM zsyntetyzowanych nanoczastek tlenku miedzi (IT).

Rysunek 18. Zdjecie TEM zsyntetyzowanych nanoczastek tlenku miedzi (II).

63



Rozktad wielkosSci nanoczgstek CuO
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Rysunek 19. Histogram rozkladu wielkosci nanoczastek CuO wyznaczonego na
podstawie analizy obrazéw TEM przy uzyciu oprogramowania ImagelJ [237].

W celu doktadniejszej analizy wielko$ci przeprowadzono pomiary bezposrednio na
obrazach TEM z wykorzystaniem programu ImagelJ [237]. Pomiar 80 indywidualnych
czastek pozwolit okresli¢ §rednig wielko$¢ nanoczastek CuO na poziomie 5,48 nm, przy
odchyleniu standardowym 1,65nm. Cho¢ wyniki te wskazuja na pewien stopien
zrdznicowania rozmiardéw, glowny rozktad koncentruje si¢ w przedziale 4-6 nm, co
sugeruje kontrolowany przebieg procesu syntezy. Rozklad wielko$ci czastek zostat
przedstawiony na histogramie (rysunek 19).

W celu uzyskania informacji na temat lokalnego otoczenia atomowego i1 stopnia
utlenienia miedzi, wykorzystano rentgenowska spektroskopi¢ absorpcyjng. Technika ta
pozwala na uzyskanie szczegoétowych danych strukturalnych i chemicznych,
niedostepnych w klasycznych metodach, takich jak PXRD czy UV-Vis. Widmo XAS
(rysunek 20), zarejestrowane w zakresie K-krawedzi miedzi (8980,5 eV), wykazato
obecno$¢ charakterystycznego piku przedkrawedziowego oraz przebieg krawedzi
absorpcji zgodny z danymi literaturowymi dla tlenku miedzi (IT) (CuO) [240]. Uzyskany
profil absorpcji potwierdza, ze dominujaca forma chemiczng miedzi w badanym
materiale jest tlenek Cu (II). Brak przestanek wskazujacych na obecno$¢ innych form
utlenienia sugeruje wysoka jednorodnos¢ chemiczng otrzymanych nanoczastek.
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Rysunek 20. Widmo absorpcji promieni rentgenowskich nanoczastek CuO.

Zastosowanie zestawu uzupehniajacych si¢ technik analitycznych umozliwito
kompleksowa ocene struktury, sktadu chemicznego oraz rozmiaru uzyskanych
nanoczastek CuO. Otrzymany materiat zostal jednoznacznie scharakteryzowany jako
tlenek miedzi (II) o stabilnej morfologii nanometrycznej i strukturze krystalicznej
odpowiadajacej uktadowi jednoskosnemu. Widmo XAS potwierdzito stan utlenienia Cu**
oraz brak sygnatow charakterystycznych dla innych form miedzi, co wskazuje na wysoka
czysto$¢ chemiczng i strukturalng otrzymanych nanoczastek.

6.1.2 Nanoczastki miedzi

Nanoczastki miedzi (Cu NPs) uzyskane samodzielnie poddano szczegdlowej
charakterystyce fizykochemicznej z wykorzystaniem spektroskopii UV-Vis, mikroskopii
sit atomowych (AFM), dynamicznego rozpraszania $§wiatla (DLS) oraz spektroskopii
absorpcji promieniowania rentgenowskiego (XAS). Celem analiz byto potwierdzenie
obecnosci Cu’, ocena rozmiard6w i morfologii nanoczastek, a takze weryfikacja
stabilno$ci uktadu w réznych fazach.
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Rysunek 21. Widmo UV-Vis zsyntetyzowanych samodzielnie nanoczastek miedzi w
fazie organicznej oraz w fazie wodne;j.

Widmo UV—-Vis (rysunek 21) zarejestrowane dla zsyntezowanych nanoczastek miedzi
nie wykazuje pasma powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR) w zakresie
570-580 nm, co — zgodnie z danymi literaturowymi — moze wynika¢ z ich niewielkiego
rozmiaru (<4 nm) [231]. Brak istotnych zmian po przeniesieniu do fazy wodnej wskazuje
réwniez na dobrg stabilno$¢ uktadu.

Rysunek 22 ilustruje proces stabilizacji nanoczastek miedzi poprzez ich przeniesienie z
fazy reakcyjnej do srodowiska organicznego, a nast¢pnie ich transfer z powrotem do fazy
wodnej. Widoczna zmiana barwy roztworéw odzwierciedla obecno$¢ koloidalnych
nanoczastek Cu®. Przeniesienie do fazy organicznej umozliwia skuteczng ochrong czastek
przed utlenianiem, co pozwala na zachowanie ich struktury metalicznej. Obecnos¢
intensywnej barwy brunatnej wskazuje na zachowanie dyspersji nanoczastek w
zawiesinie.
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Rysunek 22. Synteza nanoczastek miedzi, a) nanoczastki miedzi bezposrednio po
syntezie, b) nanoczastki miedzi przeniesione do fazy organicznej w celu ich stabilizacji,
¢) nanoczastki miedzi przeniesione ponownie z fazy organicznej do fazy wodne;.
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Rysunek 23. Obraz AFM nanoczastek miedzi po przeniesieniu ich z fazy organicznej do
fazy wodne;.
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Rysunek 24. Zdjgcie AFM zsyntetyzowanych nanoczastek miedzi po przeniesieniu ich z
fazy organicznej do fazy wodnej. Zaznaczone przekroje nanoczastek analizowano na
rysunku 25.
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Rysunek 25. Profile wysokosci wykonane wzdtuz przekrojow wybranych nanoczastek na
rysunku 24, przesunigte wzgledem siebie w osi pionowej w celu poprawy czytelnosci,
obrazujace ich wymiary.
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Analiza obrazéw nanoczastek miedzi uzyskanych metoda mikroskopii sit atomowych
(AFM), przedstawionych na rysunku 23, wykazata obecno$¢ obszaro6w o zréznicowanej
morfologii, z wyraznymi skupiskami czastek sugerujacymi lokalng agregacje. Z kolei
bardziej szczegotowe obrazy AFM (rysunek 24) oraz analizy profili wysokosci
(rysunek 25) wskazuja na obecnos$¢ licznych, indywidualnych nanostruktur o wysokos$ci
rzedu kilku nanometrow (ok. 2—4 nm). Warto$ci te wyznaczano jako rdznice pomiedzy
maksimum profilu a indywidualnym poziomem podtoza. Uzyskane dane potwierdzaja
niewielkie rozmiary nanoczastek, co pozostaje zgodne z wynikami spektroskopii UV—
Vis, w ktorej nie zaobserwowano charakterystycznego pasma rezonansu plazmonowego
- zgodnie z danymi literaturowymi niewystepujacego dla czastek o tak malych
rozmiarach [231].
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w

S

10° 10! 10?2 103 104
Srednica hydrodynamiczna (nm)

Rysunek 26. Rozktad wielko$ci wazony intensywnos$cig zsyntetyzowanych nanoczastek
miedzi w fazie organicznej otrzymany metoda DLS. Rozklad przedstawiono na skali
logarytmicznej.

Tabela 1. Zestawienie wynikow uzyskanych za pomoca techniki DLS dla
zsyntetyzowanych nanoczastek miedzi.

13,05 15 23,2 13,94 381,6
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Pomiar dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) wykonany dla nanoczastek miedzi
zawieszonych w cykloheksanonie (rysunek 26, tabela 1) wykazat rozktad wielkosci
czastek z glownym pikiem przy 13 nm oraz dodatkowym sygnatem w zakresie ~381 nm,
odpowiadajagcym wigkszym agregatom. Uzyskane wyniki wskazuja na czesSciowa
aglomeracje w uktadzie, przy jednoczesnej znaczacej obecnosci populacji pojedynczych
czastek. Rozktad wielkos$ci czastek przedstawiono na skali logarytmiczne;.
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Rysunek 27. Widmo absorpcji promieni rentgenowskich nanoczastek Cu w fazie
organiczne;j.

Widmo XAS zarejestrowane w zakresie K-krawedzi absorpcji (rysunek 27) wykazato
sygnat typowy dla miedzi w zerowym stopniu utlenienia Cu’, bez obecno$ci piku
przedkrawedziowego charakterystycznego dla form Cu?*'. Wynik ten potwierdza, ze
otrzymane nanoczastki zachowaty metaliczny charakter i nie ulegty utlenieniu.

Uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzaja, ze zastosowana metoda umozliwia
skuteczng syntez¢ nanoczastek miedzi w zerowym stopniu utlenienia (Cu®) w srodowisku
organicznym oraz ich stabilne przeniesienie do fazy wodnej. Warto podkresli¢, ze
uzyskanie trwatych, metalicznych nanoczastek miedzi o bardzo matych rozmiarach
stanowi istotne wyzwanie eksperymentalne, ze wzglgdu na ich wysoka podatno$¢ na
utlenianie prowadzace do powstawania tlenkéw Cu20 i CuO. Zachowanie formy Cu®
wymaga precyzyjnej kontroli warunkéw syntezy — co w tym przypadku udalo si¢
skutecznie zrealizowac.
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6.1.3 Nanoczastki komercyjne

W zwigzku z licznymi probami optymalizacji warunkéw syntezy nanoczastek

miedzi w zerowym stopniu utlenienia — procesu wymagajacego ze wzgledu na wysoka
reaktywno$¢ tego materiatu, w tym jego podatno$¢ na utlenianie — podje¢to decyzj¢ o
cz¢Sciowym wiaczeniu do analiz réwniez komercyjnie dostgpnych nanomateriatow.
Dziatanie to mialo na celu przyspieszenie realizacji kolejnych etapow projektu oraz
umozliwienie porownania wiasciwosci fizykochemicznych materiatow syntezowanych
samodzielnie z ich rynkowymi odpowiednikami.
W ramach pracy wykorzystano i testowano wstepnie osiem typow komercyjnych
nanomateriatow zakupionych w firmie Sigma-Aldrich, obejmujacych nanoczastki Cu,
CuO, Cu20, ZnO oraz Zn dostgpne w kilku wariantach rozmiarowych. Zastosowanie tak
szerokiego zestawu materialdow pozwolilo nie tylko na ocen¢ wlasciwosci nanoczastek
miedzi otrzymywanych w syntezach wlasnych na tle ich rynkowych odpowiednikow,
lecz takze na uwzglednienie roli cynku, ktory - podobnie jak miedz - petni istotng funkcje
w homeostazie neuronalnej, a jego zaburzenia s3 powigzane z procesami
neurodegeneracji (szczegdtowo omowione w Rozdziale 3.2). Wiaczenie obu metali do
analiz miato umozliwi¢ uzyskanie szerszego wgladu w mechanizmy ich oddzialywania z
biatkiem modelowym, tj. ludzka cystatyng C, oraz ocen¢ rdznic wynikajacych zar6wno z
natury danego metalu, jak i wlasciwosci fizykochemicznych zastosowanych nanoczastek.
Zestawienie rodzaju, rozmiaru, producenta oraz kodoéw produktu wszystkich
wykorzystanych materiatow przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Zestawienie komercyjnych nanomaterialow wykorzystanych w badaniach,
wraz z informacja o ich rodzaju, rozmiarze, producencie i kodzie produktu.

Cu 25 nm Sigma-Aldrich 774081
Cu 40-60 nm Sigma-Aldrich 774111
CuO 10-12 x 75-100 nm Sigma-Aldrich 792004
CuO <50 nm Sigma-Aldrich 544868
Cu20 <350 nm Sigma-Aldrich 678945
Zn0O <100 nm Sigma-Aldrich 544906
ZnO <50 nm Sigma-Aldrich 677450
Zn 40-60 nm Sigma-Aldrich 578002
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Rysunek 28. Znormalizowane widma absorpcyjne UV-Vis komercyjnych nanoczastek
miedzi, tlenku miedzi (I) oraz tlenku cynku.

Wstepna charakterystyka materiatow komercyjnych objeta pomiary spektroskopii UV—
Vis (rysunek 28) oraz analiz¢ metoda dynamicznego rozpraszania §wiatla (DLS) (rysunek
29, tabela 3). Rozktad wielkosci czastek przedstawiono na skali logarytmiczne;.
Uzyskane wyniki niestety ujawnily obecnos¢ szerokich, rozmytych pasm absorpcyjnych
oraz znaczng aglomeracj¢ czastek w roztworach - nawet po probach ich redyspersji w
r6znych rozpuszczalnikach z pomocg sonikacji. Takie obserwacje wskazuja na niskg
jakos$¢ dyspersji oraz mozliwg obecno$¢ niejednorodnych frakcji rozmiarowych. Z tego
wzgledu, na rysunku 28 przedstawiono jedynie trzy widma nanoczastek Cu, Cu.O oraz
Zn0, reprezentatywne dla najlepiej zdyspergowanych probek, w przypadku ktérych
mozliwa byla wiarygodna interpretacja uzyskanych sygnatow absorpcyjnych.
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Tabela 3. Zestawienie parametrow charakteryzujacych badane nanoczastki komercyjne
miedzi, tlenku miedzi (I), tlenku miedzi (II), cynku oraz tlenku cynku w roéznych
rozpuszczalnikach. Parametry uzyskane w oparciu o wyniki DLS przy pomocy programu
Kalliope. Dla kazdej probki przetestowano kilka rozpuszczalnikow, jednak tylko te, w
ktorych mozliwe bylo uzyskanie stabilnej dyspersji odpowiedniej do pomiaréw DLS,
zostaty uwzglednione w tabeli.

Srednica Wspétczynnik Indeks

Wartosé piku

Rozpuszczalnik | hydrodynamiczna dyfuzji polidyspersyjnosci [nm]

[nm] [um?/s] [%]

Cu Woda 483,7 1,0 23,4 465,0
Cu Etanol 551,6 0,7 25,1 542,1
Cu 1zopropanol 200,2 0,8 59,8 176,5
Cu20 Etanol 969,5 0,4 169,8 619,1
CuO Woda 241,0 2,0 21,7 261,2
CuO Izopropanol 603,9 0,3 18,4 529,7
Zn0O Woda 334,5 1,5 24,5 363,1
Zn Woda 1587,1 0,3 25,0 1302,1
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Rysunek 29. Dystrybucja rozmiar6w komercyjnych nanoczastek miedzi, tlenku miedzi
(D), tlenku miedzi (II), cynku oraz tlenku cynku, wyznaczone w oparciu o badania DLS.
Wykresy przedstawiaja wyniki dla nanoczastek zawieszonych w wodzie, z wyjatkiem
Cu20, ktore analizowano w etanolu. Rozklad przedstawiono na skali logarytmiczne;.
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Analiza  mikroskopowa  stanowila istotne uzupelnienie = wynikéw  badan
spektroskopowych, potwierdzajac niskg jako$¢ wigkszosci testowych probek
komercyjnych. Obrazy TEM (rysunek 30) ujawnily znaczng zmienno$¢ morfologiczng
pomiedzy poszczegdlnymi materiatami — od wzglednie jednorodnych nanoczastek o
wyraznie zarysowanych konturach, po gesto upakowane, nieregularne aglomeraty
utrudniajace jednoznaczng identyfikacje struktur.

Szczegdlnie niekorzystnie wypadly probki zawierajagce miedz metaliczng (Cu®), ktore
podczas schnigcia na siatkach TEM ulegaly czgSciowemu utlenieniu. Prowadzito to do
powstawania nieregularnej, skorupkowatej warstwy, co znaczaco obnizalo jakos$¢
obrazowania. Obserwowane zmiany $§wiadcza o niewystarczajacej stabilizacji
chemicznej oraz braku skutecznej ochrony powierzchni przed procesami utleniania, co
dyskwalifikuje je do dalszych badan w charakterze nanostruktur modelowych. Z kolei
nanoczastki cynku oraz tlenku cynku, mimo deklarowanych przez producentow
rozmiarbw w zakresie 50-100 nm, tworzyly skupiska znacznie przekraczajace te
warto$ci. Moze to §wiadczy¢ o ich wysokiej sktonno$ci do wtérnej aglomeracji. Rysunek
30 prezentuje zestaw obrazow TEM o$miu komercyjnych probek, obejmujacych m.in.
tlenek miedzi (II) (CuO) o réznych deklarowanych rozmiarach, nanoczastki miedzi
metalicznej (25 i 40—-60 nm), cynku oraz tlenku cynku (ZnO). Uwzglgdniono réwniez
probke CuO w postaci nanorurek (Srednica 10—12nm, dlugos¢ 75-100nm) jako
uzupehienie pozniejszych badan z udziatem biatek. Celem jej wlaczenia byta ocena

wplywu morfologii — w szczegodlnosci wydtuzonego ksztattu — na potencjalng agregacje
biatka.

Wszystkie komercyjne nanoczastki zostaty rowniez poddane analizie z wykorzystaniem
spektroskopii absorpcyjnej promieniowania rentgenowskiego (XAS). Jednak ze wzgledu
na znaczne zréznicowanie morfologiczne oraz niskg jako$¢ czesci probek — w tym
wysoka agregacje i1 niejednorodno$¢ — uzyskane dane nie zostaly przedstawione ani
uwzglednione w dalszych analizach.
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6.2 Selekcja nanoczastek do dalszych badan

Mimo poczatkowych zatozen dotyczacych mozliwosci wykorzystania materiatow
komercyjnych, przeprowadzona charakterystyka fizykochemiczna ujawnita szereg
istotnych ograniczen dyskwalifikujacych je z dalszych badan. W szczeg6lnos$ci, analiza
TEM wykazata znaczng aglomeracje¢, nieregularno$¢ rozmiardw oraz brak zgodno$ci
deklarowanych parametrow z rzeczywista morfologia nanoczastek. Dodatkowo,
nanoczastki byly czgsto zagregowane, co utrudniato ich efektywna redyspergacje oraz
zaburzato pomiary spektroskopowe i rozproszeniowe (UV-Vis, DLS). Proby rozbicia
agregatow za pomoca sonikacji nie przyniosly zadowalajacych rezultatow, a okreslenie
rzeczywistego rozktadu rozmiaréw - nawet przy zastosowaniu roznych rozpuszczalnikow
— okazato si¢ praktycznie niemozliwe.

W toku pracy przeprowadzono rowniez szereg prob syntezy innych typow
nanoczastek, w tym rdéznych form tlenku cynku oraz alternatywnych uktadow
miedziowych z wykorzystaniem réznych metod syntezy [241-247]. Ze wzgledu na
niezadowalajgce parametry fizykochemiczne (m.in. brak jednorodnosci, niska stabilno$§¢
zawiesiny lub trudno$ci w redyspergowaniu) materiaty te zostaty wykluczone z dalszych
etapow badan. Cho¢ nie s3 szczegdtowo omawiane w niniejszej rozprawie, ich analiza
stanowita istotny etap selekcji 1 potwierdzita zasadnos$¢ ostatecznego wyboru.

Rowniez nanoczastki Cu® otrzymane w ramach wlasnej syntezy, mimo korzystnych
wlasciwos$ci fizykochemicznych 1 potwierdzonej struktury metalicznej, nie zostaty
ostatecznie wlaczone do dalszych eksperymentow. Gtowng przeszkoda byty trudnosci w
jednoznacznym okresleniu ich efektywnego stezenia w fazie wodnej. Problemy z
iloSciowg analizag zawarto$ci miedzi uniemozliwialy rzetelne 1 powtarzalne
przygotowanie prob do kolejnych etapow badawczych. W zwigzku z tym, pomimo
satysfakcjonujacych wynikow syntezy i charakterystyki, uznano, ze materiat nie spetnia
warunkow niezbgdnych do dalszego zastosowania.

W rezultacie, do dalszych badan wybrano syntetyzowane samodzielnie nanoczastki CuO,
ktore jako jedyne spetniaty wszystkie kluczowe kryteria aplikacyjne. Cechowaty si¢ one
dobra dyspersyjnoscia w wodzie i roztworach buforowych, waskim rozktadem wielkos$ci
oraz niewielkimi wymiarami, co bylo szczegdlnie istotne w kontekscie planowanych
badan nad interakcjami z bialkiem HCC oraz eksperymentow z wykorzystaniem
promieniowania synchrotronowego. Ich jednorodnos¢ morfologiczna i przewidywalne
wlasciwos$ci fizykochemiczne czynily je najbardziej wiarygodnym i kontrolowalnym
materialem do dalszych analiz.
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6.3 Charakterystyka ludzkiej cystatyny C

Po ekspresji biatka w uktadzie bakteryjnym przeprowadzono dwuetapowy proces
oczyszczania, obejmujacy chromatografi¢ jonowymienng oraz filtracj¢ zelowa. Celem
byto uzyskanie monomerycznej, dobrze rozpuszczalnej i czystej formy ludzkiej cystatyny
C (HCC), niezbednej do dalszych analiz z nanoczastkami. Jakos$¢ probek biatka HCC ma
kluczowe znaczenie dla dalszych badan, dlatego przedstawiono uzyskane wyniki analiz.
Chromatogram uzyskany metodg chromatografii jonowymiennej (rysunek 31) wykazat
pojedynczy, dominujacy pik elucyjny, odpowiadajacy frakcji zawierajacej oczekiwane
biatko. Protokot zostal szczegdtowo opisany w pracy [165].
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Rysunek 31. Przyktadowy chromatogram ilustrujacy efekty rozdzialu ludzkiej cystatyny
C na kolumnie powinowactwa jonowego (ang. ion exchange chromatography, IEX).

Elektroforeza SDS-PAGE probki po chromatografii jonowymiennej (rysunek 32)
potwierdzita obecno$¢ wyraznego prazka o masie czasteczkowej ~13kDa,
odpowiadajacego masie czasteczkowej ludzkiej cystatyny C. Widoczne byly réwniez
stabsze sygnaty w wyzszym zakresie mas molekularnych, mogace odpowiada¢ §ladowym
ilo§ciom zanieczyszczeh, co wskazywalo na potrzebe dalszego oczyszczania.
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Rysunek 32. Analiza SDS-PAGE oczyszczania biatka HCC. W pierwszej linii widoczny
jest marker masy czasteczkowej (MM), w drugiej frakcja przeptywowa (ang. flow
through, FT), zawierajaca biatka, ktore nie zwigzaty si¢ z kolumng IEX. W kolejnych
liniach przedstawiono frakcje eluujace uzyskane podczas stopniowego zwigkszania
stezenia soli. W kazdej z frakcji widoczny jest wyrazny prazek o masie ok. 13 kDa,
odpowiadajacy biatkku HCC. Ramka zaznaczono frakcje wybrane do dalszego
oczyszczania.
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Rysunek 33. Przyktadowy chromatogram oczyszczonego biatka HCC uzyskany metoda
filtracji zelowej. Widoczne sg kolejno: pik odpowiadajacy wyzszym oligomerom oHCC
(~9 ml), pik dimeru dHCC (~12 ml) oraz pik monomeru mHCC (~15 ml).
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Rysunek 34. Analiza SDS-PAGE przedstawiajaca efekty koncowego etapu oczyszczania
biatka HCC. Pierwszy tor zawiera marker masy czasteczkowej, drugi probke przed
natozeniem na kolumne SEC (pSEC). Trzy kolejne tory przedstawiaja frakcje
odpowiadajace dimerowi HCC (dHCC), natomiast dalsze - zaznaczone na obrazie -
prezentuja frakcje monomeru HCC uzyskane w trakcie elucji (mHCC).

Zastosowanie chromatografii zelowej (rysunek 33) pozwolito na uzyskanie
pojedynczego, symetrycznego piku (przy objetosci elucji 14-16 ml), odpowiadajacego
obecno$ci monomerycznej frakcji HCC.

Wyniki elektroforezy po drugim etapie oczyszczania (rysunek 34) wykazaty wytacznie
jeden, intensywny prazek w zakresie masy czasteczkowej ~13 kDa, bez obecnos$ci innych
prazkow bocznych. Otrzymany preparat HCC mozna wigc uzna¢ za jednorodny pod
wzgledem masy czasteczkowej i wysokiej czystosci, co stanowito niezbg¢dny warunek do
dalszych badan z wykorzystaniem nanoczastek 1 analizy oddziatywan biatko-
nanomateriat.

Po zakonczeniu procesu oczyszczania biatko zostato poddane liofilizacji, co umozliwito
jego diugoterminowe przechowywanie bez utraty rozpuszczalnosci i jakosci. Liofilizat
(rysunek 35) dobrze rozpuszczat si¢ w roztworach buforowych wykorzystywanych w
dalszych etapach pracy, tworzac klarowne, jednorodne roztwory. Szacunkowa wydajnos¢
catego procesu wynosita ok. 8 mg oczyszczonego biatka z 1 litra hodowli bakteryjne;.
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Rysunek 35. Liofilizat oczyszczonego biatka HCC.

Proces ekspresji i oczyszczania biatka byt przeprowadzany zgodnie z wcze$niej
zoptymalizowanym protokotem [165], ktéry zapewnial wysoka powtarzalnos$¢ 1 jakosé
preparatu. Cho¢ nie napotkano istotnych trudnos$ci technicznych, nalezy podkresli¢, ze
procedura byta bardzo czasochtonna i wymagata wielokrotnego powtarzania — zarowno
na potrzeby kolejnych analiz (w tym wyjazdéw synchrotronowych), jak i przygotowania
materialu do badan prowadzonych réwnolegle. Lacznie wytworzono i oczyszczono
ponad 200 mg biatka HCC, co pozwolilo na realizacj¢ pelnego zakresu zaplanowanych
eksperymentow.
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6.4 Charakterystyka ukladow HCC z nanoczastkami CuO

6.4.1 Stabilno$¢ ukladéw HCC z Cu?" oraz CuO NPs

W celu oceny jako$ciowej wptywu nanoczgstek CuO oraz jonéw Cu?* na stabilno$¢
termiczng monomerycznej formy HCC (mHCC), przeprowadzono analiz¢ zmian
fluorescencji barwnika SYPRO Orange w funkcji temperatury. Na podstawie krzywych
pierwszej pochodnej (-dRFU/dT) okreslono temperaturg¢ topnienia biatka (Tm),
rozumiang jako temperatura odpowiadajgca maksimum wzrostu sygnatu fluorescencji,
odpowiadajagca minimum krzywej —dRFU/dT. Analizowane uktady przygotowano przy
stezeniu mHCC réwnym 0,4 mg/ml. Nanoczastki CuO dodano w stezeniu 12 pg/ml,
natomiast st¢zenie jonoéw miedzi wynosito 60 pM.

W przypadku zachowania probki mHCC w funkcji temperatury zaobserwowano wyrazny
pik topnienia w zakresie okoto 87-89°C. Dodatek nanoczastek CuO spowodowat
przesuni¢cie krzywej topnienia w stron¢ nizszych temperatur (Tm ~83-85°C), co
wskazuje na istotne obnizenie stabilnosci termicznej biatka (rysunek 36). Aby rozr6zni¢
wplyw fizycznego oddziatywania powierzchni nanoczastek od potencjalnego efektu
uwalniania jondéw, do eksperymentu wtaczono rowniez probki zawierajace CuCl.. W ich
przypadku T obnizyla si¢ jeszcze wyrazniej — do ~81-82°C — co moze wskazywac, ze
jony Cu** wywieraja silniejszy efekt destabilizujacy niz same nanoczastki CuO
(rysunek 37).
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Rysunek 36. Zmiany intensywnosci fluorescencji barwnika SYPRO Orange (gérny panel)

oraz jej pierwsza pochodna (-dRFU/dT, dolny panel) w funkcji temperatury dla
monomeru HCC (mHCC) oraz mHCC inkubowanego z nanoczastkami CuO.
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Rysunek 37. Zmiany intensywnosci fluorescencji barwnika SYPRO Orange (gérny panel)
oraz jej pierwsza pochodna (-dRFU/dT, dolny panel) w funkcji temperatury dla
monomeru HCC (mHCC) oraz roztworu mHCC inkubowanego z jonami Cu?".

Warto podkresli¢, ze bezposrednie poréwnanie wptywu nanoczastek CuO i jonow CuClz
na stabilnos¢ mHCC jest utrudnione ze wzgledu na réznice w efektywnym stezeniu
dostepnych jonéw Cu?'. Dlatego obserwowane obnizenie T W obecnosci CuClz nalezy
interpretowac jakosciowo — jako potwierdzenie, ze jony miedzi wykazuja podobng
tendencj¢ destabilizujaca jak nanoczastki CuO, cho¢ mechanizm ich dziatania moze by¢
odmienny.

Zauwazalny spadek intensywnosci fluorescencji w obu uktadach sugeruje dodatkowo, ze
obecno$¢ CuO NPs oraz jonow Cu?" wptywa nie tylko na temperature topnienia biatka,
ale rowniez na sposob jego rozfaldowywania. Nie mozna tez wykluczy¢, ze interakcje
miedzi z barwnikiem SYPRO Orange zmieniaja jego wlasciwosci fluorescencyjne, co
réwniez moze wplywac na rejestrowany sygnat.

W dalszej czgsci pracy przeanalizowano w podobny sposdb rowniez wlasciwosci
termiczne dimeru HCC (dHCC) pod wptywem nanoczastek CuO (rysunek 38) oraz jonow
Cu?* (rysunek 39). Obecnos¢ dimeru wynika z faktu, ze podczas chromatografii zelowej
(SEC) obok gtéwnej frakcji monomeru wyodrgbniono réwniez wyraznie oddzielong
frakcje o wickszej masie czasteczkowej, odpowiadajaca formie dimerowej HCC. Cho¢
glownym celem pracy byta analiza biatka w formie monomerycznej, zdecydowano si¢
takze scharakteryzowa¢ dHCC, aby poréwnac jego stabilno$¢ termiczng z monomerem
oraz oceni¢, czy obecno$¢ nanoczastek CuO lub jonéw Cu** wplywa na obie formy
biatka. Analizowane uklady dimeryczne przygotowano przy stezeniu dHCC réwnym
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0,4 mg/ml. Nanoczastki CuO dodano w st¢zeniu 6 pg/ml, natomiast st¢zenie jonow
miedzi (Cu) wynosito 30 uM. Krzywe topnienia uzyskane dla dimeru HCC (dHCC)
wykazuja wyraznie dwufazowy przebieg, z pierwszym minimum w ~44°C, a drugim przy
~85-87°C. Moze to odzwierciedla¢ rozpad dimeru na monomery (etap pierwszy), a
nastepnie denaturacj¢ pojedynczych podjednostek biatka (etap drugi). Zaréwno dodatek
nanoczastek CuOQ, jak i jonow Cu?" wpltywal na ksztatt tych krzywych. W obecnosci CuO
NPs pierwszy pik ulegl sptyceniu, a drugi przesunat si¢ w kierunku nizszych temperatur
(T ~83-84°C), co moze wskazywac na obnizenie stabilnosci zarowno struktury dimeru,
jak 1 jego monomerycznych sktadnikow. W przypadku jonéw Cu** zaobserwowano
przesunigcie drugiego piku do jeszcze nizszego zakresu temperatur (Tm ~81-83°C), co
sugeruje silniejszy efekt destabilizujacy.
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Rysunek 38. Zmiany fluorescencji barwnika SYPRO Orange (gérny panel) oraz jej
pierwsza pochodna (-dRFU/dT, dolny panel) w funkcji temperatury dla dimeru HCC
(dHCC) oraz dHCC inkubowanego z nanoczastkami CuO.

Uzyskane wyniki testu termostabilno$ci sugeruja, ze zardwno w przypadku monomeru,
jak 1 dimeru HCC, obecno$¢ CuO NPs oraz jonéw Cu*" moze prowadzi¢ do zaktocenia
stabilno$ci biatka — prawdopodobnie juz na wczesnym etapie procesu denaturacji
termicznej. Cho¢ trudno jednoznacznie wskaza¢ dominujacy mechanizm, zauwazalne
roéznice w temperaturach T, moga odzwierciedla¢ odmienne sposoby oddzialywania obu
czynnikow.

Eksperymenty spektrofluorymetryczne z udzialem barwnika SYPRO z CuCl: miaty
charakter kontrolny i zostaly przeprowadzone na etapie badan wstgpnych, w celu
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rozroznienia potencjalnych mechanizmow dziatania nanoczastek. Cho¢ jony Cu**
wykazywaty silniejszy efekt destabilizujacy, zmiany obserwowane w obecnosci CuO
NPs moga $wiadczy¢ o dodatkowym, niezaleznym mechanizmie — na przyktad
zwigzanym z bezposrednim kontaktem powierzchni nanoczastek z biatkiem.
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Rysunek 39. Zmiany fluorescencji barwnika SYPRO Orange (gérny panel) oraz jej
pierwsza pochodna (-dRFU/dT, dolny panel) w funkcji temperatury dla dimeru HCC
(dHCC) oraz dHCC inkubowanego z CuCls.

Poréwnanie efektow wywotywanych przez jony Cu?* oraz nanoczastki CuO wskazuje na
odmienny wptyw obu form miedzi na stabilno$¢ strukturalng HCC. Nalezy przy tym
zauwazy¢, ze nanoczastki CuO uznaje si¢ za stosunkowo stabilne, a udziat uwalnianych
jondw Cu?" jest prawdopodobnie niewielki. W zwigzku z tym obserwowany efekt
destabilizacji w probkach zawierajacych wytacznie nanoczastki CuO mozna traktowad
jako wynik ich wlasnego, niezaleznego oddziatywania na struktur¢ HCC.

6.4.2 Wplyw nanoczastek CuO na agregacje amyloidowa ludzkiej cystatyny C w
roznych warunkach pH

W dalszej czesci pracy podjeto probe oceny wplywu CuO NPs na agregacje HCC
w warunkach zblizonych do fizjologicznych (pH 6), sprzyjajacych wystgpowaniu biatka
w postaci monomeru[165]. Zastosowano pH 6, poniewaz w tym buforze nanoczastki CuO
tworzyly stabilng dyspersj¢ i nie obserwowano zmian ich wlasciwosci, co umozliwiato
wiarygodne przeprowadzenie pomiaréw. Pomiar prowadzono w buforze MES 100 mM z
dodatkiem 200 mM NaCl, zawierajacym 0,2 mM barwnika ThT oraz state st¢zenie biatka
HCC wynoszace 3 mg/ml. Reakcje monitorowano na czytniku plytek, rejestrujac zmiany
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fluorescencji ThT, ktora pozwala wykrywac struktury
o charakterze amyloidowym [248] (Rozdziat 4.1) W przeprowadzonym eksperymencie
monitorowano przebieg procesu oligomeryzacji HCC w obecnosci nanoczgstek CuO
o trzech r6znych stezeniach (45, 90 i 135 pg/ml) oraz w probie kontrolnej niezawierajace;j
nanoczastek (rysunek 40). W probce zawierajacej jedynie HCC nie zaobserwowano
istotnych zmian sygnatu fluorescencji, co sugeruje brak tworzenia struktur amyloidowych
w badanych warunkach. Natomiast w obecno$ci nanoczastek CuO zaobserwowano
wyrazny wzrost intensywnos$ci fluorescencji ThT, $§wiadczacy o indukcji procesu
agregacji o charakterze amyloidowym. Zmiana ta pojawiata si¢ juz po okoto godzinie
inkubacji w temperaturze 47°C, a najwigkszy przyrost sygnalu odnotowano w ciggu
kolejnych dwéch godzin.
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Rysunek 40. Zmiany intensywnosci fluorescencji tioflawiny T (ThT) podczas inkubacji
biatka HCC w obecnosci nanoczastek CuO (45, 90 i 135 pg/ml) oraz w probcee kontrolne;j
(bez CuO NPs). Pomiar przeprowadzono w pH 6.

Analize mikrostruktury rozpocze¢to od charakterystyki referencyjnych nanoczastek CuO,
inkubowanych w warunkach identycznych jak w gtéwnym eksperymencie, co pozwolito
na okreslenie ich typowego rozktadu oraz wymiardéw (rysunek 41). Widoczne na obrazie
pojedyncze obiekty osiggaty wysoko$¢ rzedu ~5 nm.

Dodatkowo, w celu ilo$ciowego potwierdzenia tych obserwacji, za pomoca AFM
wyznaczono profile wysoko$ci wybranych nanoczastek (rysunek 42). Uzyskane dane
stanowity istotny punkt odniesienia w analizie obrazéw probek zawierajacych HCC,
umozliwiajac jednoznaczng identyfikacje¢ nanoczastek na obrazach AFM oraz oceng ich
udziatu w tworzeniu wigkszych kompleksow biatkowych.
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Rysunek 41. Przyktadowy obraz topograficzny nanoczastek CuO inkubowanych w pH 6,
uzyskany metoda AFM. Na rysunku zaznaczono profile wysokosci przedstawione na
rysunku 42.
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Rysunek 42. Przekroje wysokosci wykonane wzdhuz wybranych nanoczastek CuO w
probce kontrolnej (rysunek 41), przesuniete wzgledem siebie w osi pionowej w celu
poprawy czytelnos$ci, obrazujace ich wymiary.
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W celu dalszej charakterystyki powstalych agregatow, probki po inkubacji z CuO NPs
naniesiono na podloze z miki i poddano analizie przy uzyciu mikroskopii sit atomowych
(AFM). Uzyskane obrazy potwierdzily obecnos¢ zarowno nanoczastek, jak i struktur
o charakterze wlokien (fibryli) odpowiadajacych najprawdopodobniej formom
amyloidowym HCC. Zarejestrowano takze wigksze skupiska nanoczastek pokryte

warstwa zagregowanego biatka, z powierzchni ktérych wychodzily fibryle osiagajace
dhugo$¢ do kilkuset nanometrow.
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Rysunek 43. Obraz topografii probki HCC inkubowanej z nanoczastkami CuO, uzyskany
za pomocg mikroskopii sit atomowych (AFM). Na obrazie zaznaczono profile wysokos$ci
zaprezentowane na rysunku 44.

Na obrazie AFM (rysunek 43) zaznaczono profile odpowiadajace nanoczastkom CuO,
agregatom fibrylarnym HCC oraz aglomeratom nanoczastek pokrytych biatkiem. Analiza
profili wysokosci (rysunek 44) ujawnita obecno$¢ struktur o r6znych wymiarach. Formy
o wysokosci okoto 5 nm s3 zgodne z wczesniej okreslonym parametrem otrzymanego
materiatu CuO. Nizsze elementy, rzedu 1-2 nm, moga natomiast odpowiada¢ cienkim
agregatom biatkowym o cechach fibrylarnych. Z kolei struktury osiggajace ~6—7 nm
moga reprezentowac uktady zlozone, powstajace w wyniku oddziatywania biatka z CuO,
w tym potencjalne aglomeraty lub struktury zblizone do tzw. ,korony biatkowe;j”.
Interpretacje te¢ wspiera obserwowany w tej probce wzrost fluorescencji ThT,
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charakterystyczny dla form o strukturze B. Nalezy jednak podkresli¢, ze topografia AFM
nie pozwala na jednoznaczne okreslenie sktadu analizowanych form, a uzyskane wyniki
umozliwiaja jedynie sformulowanie najbardziej prawdopodobnej interpretacji danych
morfologicznych.
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Rysunek 44. Profile wysoko$ci wykonane wzdtuz wybranych linii pomiarowych (1-10),
pokazujace roznice w wymiarach struktur: samych nanoczastek CuO (panel gorny),
agregatow biatka HCC (panel srodkowy) oraz kompleksow HCC+CuO NPs (panel
dolny).

Na tej podstawie mozna przypuszczac, ze nanoczastki CuO wptywaja na inicjacje procesu
agregacji HCC w warunkach lekko kwasnych (pH 6), sprzyjajacych utrzymywaniu si¢
biatka w formie monomerycznej [165]. Dodatkowa weryfikacje obecnos$ci agregatow
przeprowadzono z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej, ktora potwierdzita obecnos¢
skupisk HCC barwionych ThT, zgodnie z obserwacjami uzyskanymi w AFM (rysunek
45).
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Rysunek 45. Obraz mikroskopii fluorescencyjnej probki HCC inkubowanej z
nanoczastkami CuO (pH 6) i barwionej tioflawing T. Widoczne sg skupiska agregatow
biatkowych o charakterze amyloidowym. Rozmiary agregatow okreslono ilosciowo na
podstawie pomiarow AFM (rysunki 43—44).

W kolejnym etapie badan oceniono wplyw nanoczastek CuO na agregacj¢ HCC
w $rodowisku kwasnym (pH 4), typowo stosowanym w licznych eksperymentach
oceniajacych wilasciwosci amyloidogenne tego biatka [169,170,249]. W warunkach
kwasnego pH (<5) cystatyna C jest glownie dimerem i1 wykazuje wlasciwosci
amyloidogenne w stopniu duzo wigkszym niz w warunkach o wyzszym pH.
Eksperymenty przeprowadzono w buforze octanowym (50 mM octan sodu, 100 mM
NaCl, pH 4), przy st¢zeniu biatka 3 mg/ml. Inkubacj¢ prowadzono w temperaturze 47°C
z intensywnym mieszaniem (700 rpm) przez 6 dni. Na wykresie (rysunek 46)
przedstawiono przebieg przykladowych eksperymentow do 72 godzin, poniewaz w
pézniejszym czasie nie obserwowano dalszych zmian intensywnos$ci sygnatu
fluorescencji. W badaniach zastosowano trzy rdézne st¢zenia nanoczastek CuO
(22,5 pg/ml, 90 pg/ml oraz 225 ng/ml). Postgp agregacji monitorowano na podstawie
fluorescencji tioflawiny T (ThT), umozliwiajaca ocen¢ obecnosci oraz dynamiki
formowania struktur o charakterze amyloidowym.

Na podstawie krzywych zmian intensywnosci fluorescencji (rysunek 46)
stwierdzono, ze obecno$¢ nanoczastek CuO wyraznie wptywala na przebieg agregacji —
dla wszystkich analizowanych stezen (22,5; 90 i 225 pug/ml) obserwowano istotne
obnizenie sygnatu ThT wzgledem kontroli, co sugeruje hamowanie tworzenia struktur
amyloidowych. W przypadku prébki kontrolnej zawierajacej wylacznie HCC
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zaobserwowano gwattowny wzrost intensywnosci sygnatu ThT, osiggajacy maksimum w
okolicach 25 godziny, a nast¢pnie stabilizujacy si¢ na plateau. Warto zaznaczy¢, ze
obecno$¢ wyraznego piku sygnatu ThT w prébce HCC byta powtarzalna i obserwowana
w wielu niezaleznych pomiarach, co sugeruje, ze nie jest to przypadkowy artefakt
pomiarowy. Prawdopodobnie jest to efekt gwaltownej agregacji i wytracenia si¢
nierozpuszczalnych agregatéw biatka.

4000 -

3000 ~

2000 A

1000 A

Intensywnos¢ fluorescencji ThT (j.u.)

0 10 20 30 40 50 60 70

Czas (h)
e HCC 3 mg/ml HCC + 90 pg/ml CuO NPs
HCC + 225 pg/ml CuO NPs HCC + 22,5 pg/ml CuO NPs

Rysunek 46. Zmiana intensywnosci fluorescencji tioflawiny T (ThT) w czasie w trakcie
pierwszych 72 godzin agregacji HCC (3 mg/ml) w §rodowisku kwasnym (pH 4), oraz w
obecnosci réznych stezen nanoczastek CuO (22,5; 90 1 225 pg/ml).

Zaobserwowany efekt wygaszania fluorescencji ThT w obecnosci CuO NPs byt zalezny
od ich stezenia — najnizsze warto$ci intensywnosci odnotowano przy 22,5 pg/ml,
natomiast dla wyzszych stezen (90 1 225 pg/ml) sygnat ThT stopniowo wzrastat (rysunek
47), pozostajac jednak wyraznie nizszy niz w probie kontrolnej. Cho¢ redukcja sygnatu
ThT wskazuje na spowolnienie formowania struktur amyloidowych, nie mozna
wykluczy¢, ze biatko nadal ulega agregacji, jednak przybiera odmienng mikrostrukture
powstajacych agregatow.

Wyniki tych badan zostaty zaprezentowane w pracy Rucinska i wsp.[250].
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Rysunek 47. Zmiana intensywnosci fluorescencji tioflawiny T (ThT) w czasie w trakcie
pierwszych 72 godzin agregacji HCC (3 mg/ml) w $rodowisku kwasnym (pH4), w
obecnosci réznych stezen nanoczastek CuO (22,5; 901 225 pg/ml).

Widma CD zarejestrowane po 6 dniach inkubacji probek HCC, zar6wno w
warunkach kontrolnych, jak i w obecno$ci nanoczastek CuO, wykazywaly niemal
catkowite sptaszczenie sygnalu w zakresie dalekiego UV (190-260 nm) (rysunek 48).
Zanikanie charakterystycznych miniméw wskazuje na wysoki stopien agregacji bialka,
ktéry uniemozliwia przeprowadzenie wiarygodnej analizy struktury drugorzg¢dowe;.

Warto podkresli¢, ze interpretacja widm CD w obecnos$ci nanoczastek obarczona jest
istotnymi ograniczeniami metodycznymi. Nanoczastki CuO silnie rozpraszaja swiatto w
zakresie dalekiego nadfioletu, co prowadzi do splaszczenia sygnatu oraz obnizenia
stosunku sygnatu do szumu, niezaleznie od rzeczywistego stanu konformacyjnego biatka.
Dodatkowo, probki uzyte do pomiaréw CD nie mogly by¢ bardziej skoncentrowane ze
wzgledu na ograniczong dostepng objetos¢. Te same probki byly nastepnie analizowane
metoda AFM, co wymuszato kompromis miedzy jakoscig sygnalu CD a wystarczajaca
iloscig materiatu do dalszych pomiarow.

Z tego powodu widma CD w analizowanych warunkach nalezy traktowa¢ jedynie jako
metode pomocnicza, potwierdzajaca obecno$¢ zaawansowanej agregacji, natomiast nie
pozwalaja one na ilosciowa ocen¢ udziatu struktur a-helikalnych czy B-kartkowych.
Kluczowa metoda umozliwiajaca jednoznaczng oceng stopnia agregacji w tych probkach
byto obrazowanie AFM, ktore nie podlega artefaktom wynikajacym z rozpraszania
$wiatla przez nanoczastki. W zwigzku z tym dalsza analize ukierunkowano na
szczegOlowa charakterystyke zmian topografii oraz wysokosci struktur tworzonych przez
HCC pod wpltywem rdéznych stezen CuO NPs, obejmujaca analize profili wysokosci,
profili fazowych oraz statystyczng ocen¢ uzyskanych parametrow.
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Rysunek 48. Widma dichroizmu kotowego (CD) zarejestrowane dla probek HCC po 6
dniach inkubacji z nanoczastkami CuO o roéznych stezeniach w zakresie dalekiego UV
(190-260 nm), w porownaniu do probki referencyjnej (czas 0 h).
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Rysunek 49. Obraz AFM probki CuO NPs po 6 dniach inkubacji (47°C, 700 rpm).
Na obrazie przedstawiono profile wysokos$ci zestawione na rysunku 50.
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Rysunek 50. Zestawienie dziesi¢ciu profili wysokosci nanoczagstek CuO wyznaczonych
na podstawie pomiarow AFM. Kazdy profil odpowiada pojedynczej nanoczastce
zaznaczonej na obrazie topograficznym. Profile zostaly przesuniete wzgledem siebie
W osi pionowej w celu poprawy czytelnosci.

Rysunek 51. Obraz AFM probki HCC po 6 dniach inkubacji (47°C, 700 rpm).
Na obrazie zaznaczono profile wysokos$ci zestawione na rysunku 61.
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Rysunek 52. Obraz AFM probki HCC po 6 dniach inkubacji (47°C, 700 rpm).

Widoczne poprzeczne struktury fibrylarne.
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Rysunek 53. Obraz AFM probki HCC po 6 dniach inkubacji (47°C, 700 rpm).
Na obrazie przedstawiono profile wysokos$ci zestawione na rysunku 61.
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Rysunek 54. Obraz AFM probki HCC z 225 pg/ml CuO NPs po 6 dniach inkubacji

(47°C, 700 rpm).
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Rysunek 55. Obraz AFM prbki HCC z 225 pg/ml CuO NPs po 6 dniach
(47°C, 700 rpm).
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Rysunek 56. Obraz AFM probki HCC z 225 pg/ml CuO NPs po 6 dniaéh inkubacji
(47°C, 700 rpm). Na obrazie przedstawiono profile wysokosci zestawione na rysunku 61.

[ 11 nm

Rysunek 57. Obraz AFM probki HCC z 90 pg/ml CuO NPs po 6 dniach inkubacji
(47°C, 700 rpm). Na obrazie przedstawiono profile wysokosci zestawione na rysunku 61.
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Rysunek 58. Obraz AFM probki HCC z 90 pg/ml CuO NPs po 6 dniach inkubacji
(47°C, 700 rpm). Na obrazie przedstawiono profile wysokosci zestawione na rysunku 61.
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Rysunek 59. Obraz AFM probki HCC z 22,5 pg/ml CuO NPs po 6 dniach inkubacji
(47°C, 700 rpm). Na obrazie przedstawiono profile wysokosci zestawione na rysunku 61.
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Rysunek 60. Obraz AFM probki HCC z 22,5 pg/ml CuO NPs po 6 dniach inkubacji
(47°C, 700 rpm). Na obrazie przedstawiono profile wysokosci zestawione na rysunku 61.

Na obrazie topograficznym AFM przedstawionym na rysunku 49 zaznaczono linie,
wzdhuz ktérych wyznaczono profile wysokosci poszczegodlnych nanoczastek CuO.
Odpowiadajace im profile, zaprezentowane na rysunku 50, wskazuja, ze pojedyncze
czastki charakteryzuja si¢ rzeczywista wysokoscig rzedu 3—6 nm. Charakterystyka
nanoczastek byta niezb¢dna do prawidtowej interpretacji dalszych wynikow, dotyczacych
wplywu nanoczastek CuO na proces agregacji HCC. Obrazowanie AFM wykazato
wyrazne roznice w strukturze formowanych agregatow. Dotychczas w literaturze nie
przedstawiono systematycznej analizy morfologii samych fibryli HCC przy uzyciu AFM,
dlatego zdecydowalam przyjrze¢ im si¢ bardziej szczegotowo. W przypadku samego
HCC (rysunki 51-53) obserwowano cienkie, rozproszone fibrylarne agregaty.
W obecnosci 225 pg/ml CuO NPs (rysunki 54-56) powstawaly natomiast grube, zbite
struktury, sugerujace bardziej zaawansowany etap agregacji lub silniejsze oddziatywania
migdzy biatkiem a nanoczastkami. Probka zawierajaca 90 pg/ml CuO NPs (rysunki 57-
58) wykazywata mniej jednoznaczne cechy - pojawialy si¢ nieregularne agregaty, jednak
bez wyraznego wiokienkowego charakteru. Najbardziej odmienne morfologie
zaobserwowano przy najnizszym stezeniu nanoczastek (22,5 pg/ml), gdzie dominowaty
owalne struktury o pustych centrach (,,pier§cienie”), mogace sugerowac alternatywne
formy agregacji lub procesy nukleacyjne o odmiennym przebiegu (rysunki 59-60), ktore
wczesniej opisywane byly jako agregaty toroidalne, okreslane w literaturze
anglojezycznej jako struktury typu ,donut”[170,251]. Zestawienie danych
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spektroskopowych i1 obrazowania powierzchni wskazuje, ze mimo zblizonego udziatu
elementow struktury wtornej, nanoczastki CuO moga w sposob istotny wpltywaé na
morfologi¢ tworzacych si¢ agregatow HCC, co moze mie¢ znaczenie dla ich wtasciwosci
biologicznych lub toksycznosci.

HCC + 225 pg/ml CuO NPs

HCC
profil 1 22.5 4 profil 1
314 s profil 2 e profil 2
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30 A s profil 4 200
29 4 17.5 A

241 w
2.5 A
0 25 50 75 100 125 150 175 0 50 100 150 200 250 300 350
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Rysunek 61. Wybrane profile wysoko$ci na obrazach AFM prébek HCC oraz HCC
inkubowanego z nanoczastkami CuO w réznych st¢zeniach. Gorny lewy panel — HCC
(kontrola), gérny prawy — HCC + 225 pg/ml CuO NPs, dolny lewy — HCC + 90 pg/ml
CuO NPs, dolny prawy — HCC + 22,5 pg/ml CuO NPs. Profile zostaly przesuniete
wzgledem siebie w osi pionowej w celu poprawy czytelnosci.

Podstawowym parametrem strukturalnym w AFM jest wysoko$¢ badanych obiektow
(rysunek 61), dlatego przeprowadzono analize statystyczng wysokosci pojedynczych
fibryli (rysunek 62), co potwierdzito réznice pomiedzy badanymi warunkami. Fibryle
tworzone przez cystatyn¢ C osiagaly $rednio 2,9 + 0,5 nm (n=10), natomiast w obecnos$ci
225 pg/ml CuO NPs wysoko$¢ fibryli wzrastata do 5,7 + 1,8 nm (n = 14). Posrednie
stezenie CuO (90 pg/ml) dawato fibryle o wysokosci jedynie 1,6 + 0,3 nm (n = 6). W
probkach inkubowanych z 22,5 pg/ml CuO NPs obserwowano struktury pier§cieniowe o
wyraznie podwyzszonym fragmencie obwodowym 16,0 = 2,6 nm (n = 14) i obnizonym
centrum 6,0 £ 1,4 nm (n = 8).

Analiza obrazéw fazowych AFM (rysunek 63) wykazata wyrazny kontrast pomigdzy
centralng czgécig pierscieni a ich krawedzia, co wskazuje na réznice w wlasciwos$ciach
mechanicznych lub adhezyjnych. Cho¢ pomiar fazowy nie pozwala na bezposrednie
okreslenie sktadu, obserwowane réznice sugeruja obecno$¢ komponentéw o odmienne;j
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sztywnos$ci — np. twardszego jadra (nanoczastki) i bardziej migkkiej otoczki biatkowe;.
Obrazowanie AFM ujawnito niewatpliwie, ze obecnos¢ nanoczastek CuO silnie moduluje
proces agregacji cystatyny C w sposob zalezny od stezenia. Wysokie stezenie (225 pg/ml)
prowadzi do powstawania grubych fibryli, natomiast niskie (22,5 pg/ml) sprzyja
formowaniu struktur pierscieniowych o zrdéznicowanej wysokosci i wiasciwos$ciach
mechanicznych. Pomimo tego, ze metoda AFM nie pozwala na jednoznaczne okre$lenie
sktadu tych pierscieni, uzyskane profile wysokosci i fazy wskazuja na obecnos¢ co
najmniej dwoch komponentéw o odmiennych odpowiedziach fazowych, a wigc ré6znych
wlasciwo$ciach nanomechanicznych.
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HCC + 22,5 pg/ml CuO NPs -
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Rysunek 62. Poréwnanie wysokosci (AFM) pojedynczych struktur tworzonych przez
HCC 1 HCC w obecnosci CuO NPs. Wykresy pudetkowe przedstawiaja mediane (linia
pomaranczowa), $rednig (linia zielona przerywana), kwartyle oraz warto$ci indywidualne
(punkty). Dla probek HCC + 22,5 pg/ml CuO NPs zaprezentowano oddzielnie wysoko$¢
brzegu pierScieni (,,gora”, czerwone punkty) oraz centrum (,,dot”, czarne punkty).
Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazata istotne réznice wysokos$ci
mi¢dzy badanymi warunkami (F = 132,38, p <0,0001). Test post-hoc Tukeya potwierdzit
istotno$¢ wszystkich poroéwnan z wyjatkiem zestawienia HCC vs. HCC + 90 pg/ml CuO
NPs (p = 0,56). Szczegodtowe wyniki przedstawiono w tabeli 4.
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Rysunek 63. Profil fazowy AFM wyznaczony wzdtuz zaznaczonej linii na obrazie probki
HCC inkubowanej z 22,5 ng/ml CuO NPs. Wykres przedstawia zmiang kata fazowego
(y [deg]) w funkcji odleglosci (x [um]) na przekroju pojedynczej struktury
pierScieniowej, ukazujagc wyrazny kontrast pomiedzy centralng czgscia, a krawedzig
pierscienia. Profile zostaty przesunigte wzgledem siebie w osi pionowej w celu poprawy
czytelnosci.

Analiza statystyczna wysoko$ci struktur obserwowanych na obrazach AFM wykazata, ze
warunki inkubacji istotnie wptywaty na ich charakter. Jednoczynnikowa analiza wariancji
(ANOVA) potwierdzila wyrazny efekt obecnosci i stezenia nanoczastek CuO (F = 132.4,
p < 0,0001). Dalsza analiza post-hoc Tukey’a HSD wykazala istotne réznice pomig¢dzy
wszystkimi badanymi grupami z wyjatkiem poréwnania HCC + 90 pg/ml CuO NPs vs.
HCC, dla ktorego nie stwierdzono istotnej rdéznicy (tabela 4).

Tabela 4. Wyniki testu post-hoc Tukeya HSD dla porownan wysokosci struktur AFM.

Poréwnanie Roéznica srednich [nm] p (skorygowana) Istotnos¢
22,5vs 225 -9,82 < 0,001 v
22,5vs 90 -14,14 < 0,001 v
22,5 vs HCC -12,86 < 0,001 v
225 vs 90 -4,32 0,0002 v
225 vs HCC -3,04 0,0019 v
90 vs HCC 1,28 0,56 X

Zmiany morfologii agregatow HCC, mimo zblizonego udzialu elementoéw struktury
drugorzedowej biatka, moga wptywaé na wlasciwosci biologiczne i toksyczno$é, ktorg
mozna okresli¢ w badaniach komorkowych. Aby oceni¢ ten efekt dla zywych komorek,
przeprowadzono testy cytotoksycznosci z wykorzystaniem linii neuroblastoma SH-
SY5Y. Komoérki SH-SYSY sg szeroko stosowanym modelem neuronalnym, a ich fenotyp
zblizony jest do komorek uktadu nerwowego. Linia ta jest standardowo wykorzystywana
w badaniach nad neurodegeneracja, w tym do okreslenia poziomu toksyczno$ci biatek
amyloidowych oraz stresu oksydacyjnego [252,253]. Dzigki temu stanowi odpowiedni
model do oceny neurotoksycznego potencjatu agregatow HCC powstajacych w obecnosci
nanoczastek CuO.
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6.4.3 Ocena cytotoksycznosci agregatow HCC i CuO NP na modelowa lini¢
komorkowa neuroblastomy SH-SYSY

W pierwszej kolejnosci oceniono wplyw samego buforu uzytego do oligomeryzacji
biatkka HCC na przezywalno$§¢ komorek. Jak pokazano na rysunku 64, jedynie
rozcienczony 1:1 bufor wykazywal wyrazny efekt -cytotoksyczny, obnizajac
przezywalno$¢ komorek do ok. 10%. Rozcienczenie buforu w stosunku 1:4 istotnie
zwigkszato przezywalno$¢ (=85%), a przy rozcienczeniu 1:10 przezywalno$¢ byta
zblizona do kontroli (=96%). Poniewaz w dalszych eksperymentach st¢zenie buforu byto
znacznie nizsze niz 1:10, jego potencjalny wptyw na wyniki testow WST-1 mozna uznac
za pomijalny. Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) potwierdzita, ze
rozcienczenie buforu istotnie wptywa na przezywalnos$¢ komoérek SH-SYSY (F = 41,0;
p < 0,0001). Test post-hoc Tukeya wykazal, ze jedynie najwyzsze stezenie (1:1)
powodowato istotny spadek przezywalnosci wzgledem kontroli (medium; p < 0,001),
natomiast rozcienczenia 1:4 1 1:10 nie roznity si¢ istotnie od kontroli (p > 0,05).
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Rysunek 64. Przezywalno$¢ komorek SH-SYSY po 24 h inkubacji w obecnos$ci buforu
oligomeryzacyjnego HCC w réznych stopniach rozcienczenia z pozywka. Warto$ci
przedstawiono jako procentowa przezywalno$¢ w stosunku do kontroli (100%), $rednie
+ SD z trzech niezaleznych pomiaroéw. Na wykresie poziomy istotno$ci oznaczono
gwiazdkami: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.
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Rysunek 65. Przezywalno$¢ komorek SH-SYSY po 24 h inkubacji z nanoczastkami CuO.
Wartosci przedstawiono jako procentowa przezywalno$¢ wzgledem kontroli (100%),
$rednie £ SD z trzech niezaleznych pomiaréw. Na wykresie poziomy istotnosci
oznaczono gwiazdkami: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <(0,0001.

Poniewaz rozcienczony bufor nie wptywal istotnie na wynik testu, kolejnym etapem
badan byta ocena dziatania nanoczastek CuO (rysunek 65). Komorki SH-SYSY
inkubowano przez 24 h z rosngcymi stezeniami CuO, a nastgpnie mierzono ich
przezywalno$¢ testem WST-1. Wraz ze spadkiem st¢zenia CuO obserwowano stopniowy
wzrost przezywalno$ci komorek — od okoto 35% przy najwyzszym st¢zeniu (1 mg/ml)
do warto$ci zblizonych lub nieco przekraczajacych 130-140% przy najnizszych
stezeniach (0,05 pg/mli 1 ng/ml). Jak nalezato si¢ spodziewac, najbardziej wyrazny efekt
cytotoksyczny wystepowal przy najwyzszych dawkach nanoczastek, natomiast w
zakresie ponizej 0,1 pg/ml przezywalno$¢ byta poréwnywalna z kontrola, czyli
komoérkami inkubowanymi wylacznie w  pozywce. Istotno$¢ réznic migdzy
poszczegolnymi stezeniami nanoczastek CuO, a odpowiadajagcymi im probkami
kontrolnymi oceniano za pomoca testu t Welcha, ktéry jest odpowiedni przy niewielkich
liczebnosciach prob i nierownych wariancjach.

Oligomeryzacje HCC przeprowadzono przez 72 h w tych samych st¢zeniach, ktore
stosowano w analizach fluorescencyjnych. Powstate agregaty byly nastepnie
rozcienczane do st¢zen odpowiednich dla hodowli komoérkowej. Po 24 h inkubacji
przezywalno$¢ komorek oceniano testem WST-1 (rysunek 66). Poniewaz wcze$niejsze
testy wykazaty, ze rozcienczony bufor nie wplywat istotnie na przezywalnos¢ komorek,
jako kontrole¢ zastosowano standardowe warunki hodowlane, czyli komorki utrzymywane

103



wylacznie w pozywce. Roznice miedzy probkami, a kontrolg oceniano testem t-Studenta
z poprawka Welcha (dla prob niezaleznych), przyjmujac poziom istotnosci p < 0,05.
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Rysunek 66. Przezywalno$¢ komorek SH-SYSY po 24 h inkubacji z biatkiem HCC.
Warto$ci przedstawiono jako procentowa przezywalno$¢ wzgledem kontroli (100%),
$rednie £ SD z trzech niezaleznych pomiarow. Na wykresie poziomy istotno$ci
oznaczono gwiazdkami: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <(0,0001.

Wraz ze spadkiem stezenia HCC obserwowano systematyczny wzrost przezywalnosci
komorek. Najnizsza przezywalno$¢ (ok. 70%) wystepowala przy najwyzszym stezeniu
biatka (2 uM). Zmniejszenie stezenia do 1 pM skutkowalo wyraznym zwigkszeniem
przezywalnos$ci do ok. 100%, a dalsze rozcienczenie (0,1 uM i1 0,05 uM) prowadzito do
warto$ci 115-120%, czyli nieco powyzej poziomu kontroli. W ostatnim etapie badania
oceniono wplyw agregatow HCC—CuO, powstalych podczas 72-godzinnej inkubacji
biatka z nanoczastkami. Do eksperymentu wybrano stezenie HCC (1 uM) oraz seri¢
stezen CuO (1 pg/ml-1 ng/ml), ktore w poprzednich testach nie wykazywaty istotne;j
toksycznosci wobec komoérek SH-SYSY. Takie warunki umozliwity ocene efektu
produktow oligomeryzacji przy minimalnym wptywie samych komponentow na
przezywalno$¢ komorek.

Jak pokazano na rysunku 67, przezywalno$¢ komoérek SH-SYSY po 24 h inkubacji z
agregatami HCC—CuO wykazywata jedynie trend zalezny od stezenia nanoczastek CuO.
Najnizsze warto$ci (ok. 70%) obserwowano dla probki z 1 pg/ml CuO, natomiast przy
nizszych st¢zeniach (<0,1 pg/ml) przezywalno$¢ wzrastala do poziomoéw zblizonych do
kontroli. Réznice te nie byly jednak statystycznie istotne (test t-Welcha, p > 0,05).
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Rysunek 67. Przezywalno$¢ komorek SH-SYSY po 24 h inkubacji z probkami HCC
inkubowanymi przez 72 h w obecno$ci nanoczgstek CuO. Wartos$ci przedstawiono jako
procentowa przezywalno$¢ wzgledem kontroli (100%), $rednie £ SD =z trzech
niezaleznych pomiaréw. Na wykresie poziomy istotnosci oznaczono gwiazdkami:
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <0,0001.

Przeprowadzone testy cytotoksyczno$ci umozliwity rowniez oddzielng oceng wptywu
poszczego6lnych komponentow - buforu, biatka HCC, nanoczastek CuO oraz ich
mieszaniny. Jak pokazano na rysunku 68, jedynie jednoczesna obecnos¢ HCC i CuO NPs
(1 uM HCC + 1 pg/ml CuO) wigzala si¢ z wyraznym trendem obnizenia przezywalnos$ci
komorek (= 70%), podczas gdy kazdy z tych sktadnikéw osobno nie wykazywat takiego
efektu. Réznice te nie osiagnely poziomu istotnosci statystycznej (t-Welch, p > 0,05), co
wynikalo z podwyzszonej zmiennosci pomiarow, w tym pojedynczej wartosci
odbiegajacej. Mimo braku istotno$ci statystycznej obserwowany trend sugeruje, ze
zmiany zachodzace podczas wspdlnej inkubacji biatka i nanoczastek moga wplywac na
odpowiedz komorek.
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Rysunek 68. Podsumowanie testow przezywalno$ci komoérek SH-SYS5Y po 24 h inkubacji
z nanoczastkami CuO, biatkiem HCC oraz HCC + CuO NPs, wszystkie uprzednio
inkubowane przez 72 h. Warto$ci przedstawiono jako procent przezywalnosci wzgledem
kontroli (100%). Dane zaprezentowano jako $rednie + SD z trzech niezaleznych
pomiarow. Analiza statystyczna (test t Welcha vs. kontrola — pozywka) nie wykazata
istotnych roznic (p > 0,05).

Aby oceni¢, czy zaobserwowana toksyczno$¢ mieszaniny biatko HCC—
nanoczastki CuO moze by¢ zwigzana ze stresem oksydacyjnym, przeprowadzono
pomiary reaktywnych form tlenu (ROS). Probki biatka HCC oraz HCC + CuO NPs bytly
wczesniej inkubowane przez 72 h w warunkach sprzyjajacych oligomeryzacji biatka
(50 mM octan sodu, 100 mM NaCl, pH 4, 47°C, 700 rpm). Komorki SH-SY5Y
inkubowano nastgpnie przez 24 h z badanymi probkami, a intensywno$¢ fluorescencji
DCF (2’,7’-dichlorodihydrofluoresceiny) wyrazono wzgledem kontroli pozytywnej
(H202). Stezenie buforu w probkach po rozcienczeniu do warunkéw hodowlanych byto
nizsze niz 1:10, czyli w zakresie, ktory w wczesniejszych testach nie wptywat ani na
przezywalno$¢ komorek, ani na sygnat fluorescencji, dlatego nie oczekiwano jego
istotnego wptywu na pomiar ROS. Pomiary wykonywano w siedmiu punktach
czasowych, od 0,5 do 5 godzin inkubacji, a kazda probka byta analizowana w trzech
powtorzeniach biologicznych. Badanie obejmowato trzy gtéwne grupy probek: biatko
HCC w zakresie st¢zen 0,5-7 puM, nanoczastki CuO w zakresie 0,1-100 pg/ml oraz
mieszaniny 1 pM HCC z CuO NPs. Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzano
osobno dla kazdego punktu czasowego. W pierwszym etapie analizowano wplyw
stezenia HCC oraz CuO NPs na poziom generacji ROS. W tym celu, niezaleznie dla
kazdego punktu czasowego, zastosowano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA.
W przypadku biatka HCC (rysunek 69) nie zaobserwowano zalezno$ci sygnatu DCF od
zastosowanego st¢zenia w czasie trwania eksperymentu. Cho¢ wczesne punkty czasowe
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(0,5-1 h) charakteryzowatly si¢ przejSciowymi wzrostami sygnatu DCF dla niektorych
stezen, efekty te miaty charakter krotkotrwaty i nie utrzymywaty si¢ w czasie. W
kolejnych godzinach wartosci fluorescencji stabilizowaty sig, nie wykazujac zaleznosci
od dawki. Uzyskane z analizy statystycznej wartosci p (tabela 5) wskazuja jedynie na
obecno$¢ stabych trendow statystycznych (p = 0,05-0,1), natomiast nie potwierdzaja
wystepowania roznic istotnych statystycznie (p < 0,05), co interpretowano jako brak
istotnosci statystycznej (ang. not significant, ns). Otrzymane dane jednoznacznie
sugeruja, ze oligomery HCC stosowane w zakresie stezen 0,5-7 puM nie indukuja
trwalego ani jednoznacznego wzrostu poziomu generacji ROS w komoérkach SH-SYSY.

HCC
7 UM 5 uM 2 UM 1uM 0,5 uM
HBSS H20:2

200

175 A

150 A

125 A

100 A

75 A

50 A

25 A

Wzgledna intensywnos$¢ fluorescencji DCF (%)

0 T T T T T
1 2 3 4 5

Czas inkubacji (h)
Rysunek 69. Wzgledna intensywno$¢ fluorescencji DCF w komorkach SH-SYSY
inkubowanych z HCC w réznych stgzeniach w czasie do 5 h, w obecnosci buforu HBSS.
Wartosci procentowe wzgledem kontroli dodatniej (H202 = 100%).
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Tabela 5. Wyniki analizy wariancji (ANOVA) dla sygnatu fluorescencji DCF w komorkach
SH-SYSY traktowanych biatkiem HCC. Warto$¢ F to statystyka testu Fishera-Snedecora
uzywana do oceny roznic mi¢dzy grupami.

0,5h 2,66 0,096 (trend)
1h 2,36 0,124 ns
2h 2,46 0,113 ns
2,5h 3,03 0,070 (trend)
3h 2,94 0,076 (trend)
4h 3,01 0,072 (trend)
5h 3,01 0,072 (trend)

*=p<0,05 (trend)=005<p<01 ns=p=0,1

Odmienng zalezno$¢ zaobserwowano dla nanoczastek CuO (rysunek 70). W tym
przypadku analiza ANOVA (tabela 6) wykazata wyrazny wplyw st¢zenia na generacj¢
ROS, szczegodlnie w poOzniejszych punktach pomiarowych. Najwyzsze dawki (10
i 100 pg/ml) powodowaty stopniowy, utrzymujacy si¢ wzrost sygnatu fluorescencji,
przewyzszajacy wartosci kontroli dodatniej. Z kolei nizsze st¢zenia (0,1-1 pg/ml) nie
r6znity sie od kontroli negatywnej i nie prowadzity do zwigkszonej produkcji ROS, co
moze wskazywa¢ na obecno$¢ progu stezeniowego, powyzej ktérego ujawnia si¢
toksyczny charakter CuO NPs.

CuO NPs
100 pg/ml 10 pg/ml 2,5 pg/ml 1 pg/ml 0,1 pg/ml

HBSS H20:
300
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Rysunek 70. Wzgledna intensywno$¢ fluorescencji DCF w komodrkach SH-SYS5Y po
ekspozycji na nanoczastki CuO (0,1-100 pg/ml) w czasie 0,5-5 h. Warto$ci procentowe
wzgledem kontroli dodatniej (H202 = 100%).
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Tabela 6. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) dla sygnalu
fluorescencji DCF w komodrkach SH-SYSY traktowanych nanoczastkami CuO
(0,1-100 pg/ml). Warto$¢ F to statystyka testu Fishera-Snedecora uzywana do oceny
réznic mi¢dzy grupami.

0,5h 11,78 <0,001 =
1h 11,02 0,001 &
2h 11,80 <0,001 w3
2,5h 11,85 <0,001 &
3h 11,69 <0,001 &
4h 11,84 <0,001 w3
5h 11,51 <0,001 %

¥*=p<0,05 (trend) =005<p<01 ns=p=0,1

Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA zestawione w tabeli 6 potwierdzaja
istotny wplyw stezenia CuO NPs na poziom sygnatu DCF we wszystkich analizowanych
punktach czasowych (p < 0,001). Wysokie warto$ci statystyki F wskazuja, ze
zrdznicowanie mi¢dzy grupami bylo wyraznie wigksze niz zmienno$¢ wewnatrz grup, co
potwierdza silny efekt dawki. Otrzymane wyniki wskazuja, ze CuO NPs indukuja stres
oksydacyjny w sposob zalezny od stezenia.

W drugim etapie analizowano probki, w ktorych biatko HCC byto wspdlnie inkubowane
z nanoczastkami CuO. Celem bylo ustalenie czy agregaty HCC powstajace w obecnosci
CuO NPs generuja wyzszy poziom ROS niz kazdy z komponentéw osobno.

Rysunek 71 przedstawia wzgledng intensywnos$¢ fluorescencji DCF w komoérkach
SH-SYS5Y po ekspozycji na biatko HCC (1 uM) inkubowane z nanoczastkami CuO w
r6znych stezeniach (0,1-2,5 pg/ml) w przedziale czasowym 0,5-5 h. Najwyzsze stezenia
CuO NPs (11 2,5 pg/ml) powodowaly stopniowy i systematyczny wzrost intensywnosci
fluorescencji w czasie, osiggajac wartosci znaczaco przekraczajace poziom sygnatu
generowany przez samo biatko HCC. Nizsze stezenie CuO (0,1 pg/ml) nie prowadzito do
wyraznej zmiany poziomu ROS i pozostawalo zblizone do kontroli negatywnej (bufor
HBSS). Dla tej czg$ci analiz zastosowano dwustronny test t-Welcha, ktory jest
odpowiedni przy niewielkiej liczbie powtorzen oraz nierownych wariancjach.
Poréwnania wykonywano dla kazdego czasu inkubacji, zestawiajac probki HCC + CuO
NPs zaré6wno z odpowiadajagcymi im stezeniami biatka oraz nanoczastek. Analiza
wykazala, ze probki zawierajace 1 uM HCC i 1 lub 2,5 pg/ml CuO NPs wywotuja istotnie
silniejsza produkcje ROS niz same te komponenty w badanych stezeniach. Efekt ten
pojawial sie juz w pierwszych godzinach inkubacji i utrzymywat do konca pomiaréw, co
wskazuje na nasilony stres oksydacyjny zwigzany z obecnoscia agregatow.
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Rysunek 71. Wzgledna intensywno$¢ fluorescencji DCF w komodrkach SH-SYS5Y po
inkubacji z HCC (1 pM) i nanoczastkami CuO w r6znych stezeniach (2,5 pg/ml, 1 pg/ml,
0,1 pg/ml) oraz roéznych przedzialach czasowych. Warto$ci procentowe wzgledem
kontroli dodatniej (H202 = 100%).

Tabela 7 przedstawia porownanie poziomu generacji reaktywnych form tlenu w prébkach
zawierajacych 1 uM HCC inkubowane z nanoczastkami CuO (0,1-2,5 pg/ml) wzgledem
odpowiadajacych im stezen samego biatka HCC oraz samych CuO NPs. Analiza
wykazala, ze najnizsze st¢zenie nanoczastek (0,1 pg/ml) nie wpltywalo na poziom
generacji ROS w obecnosci 1 uM HCC - we wszystkich punktach czasowych réznice
wzgledem samego biatka oraz odpowiadajacych stgzen CuO NPs byty nieistotne
statystycznie (ns). Wyrazny efekt pojawia si¢ dopiero dla mieszaniny 1 uM HCC +
I pg/ml CuO NPs. W tym przypadku sygnal DCF jest istotnie wyzszy od wartosci
uzyskiwanych dla samego CuO w catym zakresie czasowym (p < 0,05), a w porOwnaniu
z samym HCC rdznice stajg si¢ istotne od 2,5 h i utrzymuja si¢ do 5 h. Dla probki 1 uM
HCC + 2,5 pg/mL CuO NPs obserwuje si¢ podobny, lecz nieco stabszy efekt - we
wczesnych punktach czasowych dominuja jedynie trendy, a petna istotnos¢ wzgledem
CuO NPs pojawia si¢ dopiero od 3 h. Oznacza to, ze najsilniejszy i najwcze$niejszy efekt
synergiczny HCC + CuO w badanym zakresie stezen wystepuje w obecnosci nanoczastek
o stezeniu 1 pg/ml.
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Tabela 7 Pordéwnanie poziomu generacji reaktywnych form tlenu (ROS) w probkach
zawierajagcych 1 uM HCC inkubowane z nanoczastkami CuO NPs (0,1-2,5 pg/ml)
wzgledem odpowiadajacych im stezen samego biatka HCC oraz samych CuO NPs.
Analiza wykonana testem t-Welcha dla kazdego punktu czasowego osobno. Symbol ,,*”
oznacza p < 0,05 (réznice istotne statystycznie), zakres 0,05-0,1 interpretowano jako
trend statystyczny (,trend”), natomiast p > 0,1 traktowano jako brak istotno$ci
statystycznej (ang. not significant, ns).

1 pM HCC

+ 0,1 ug/ml CuO NPs 1 uMHCC ns ns ns ns ns ns ns
1 uM HCC
+ 0,1 ug/ml CuO NPs 0,1 pg/ml CuO NPs ns ns ns ns ns ns ns
1 uM HCC
+ 1 ug/ml CuO NPs 1 uM HCC ns ns (trend) * * * *
1 uM HCC
+ 1 pg/ml CuO NPs 1 pg/ml CuO NPs gk * * * * * *
1 uM HCC
+ 2,5 pg/ml CuO NPs 1 uMHCC ns ns  (trend) * * * *
1 uM HCC
+ 2,5 ug/ml CuO NPs 2,5 pg/ml CuO NPs (trend) (trend) (trend) (trend) i * *
1 uM HCC 1 pg/ml CuO NPs 1 uM HCC + 1 pg/ml CuO NPs
HBSS H20:2
300 A
RS
[V
(@]
0O 250 A
)
[
]
by
@ 200 A
o
=}
g
B
o -
S 150
2
>
n
o
.E 100 A
©
C
°
W
o 50 1
N
=
O T ] T T T
1 2 3 4 5

Czas inkubacji (h)

Rysunek 72. Poréwnanie wzglednej intensywnosci fluorescencji DCF w komorkach SH-
SYS5Y po 5 h inkubacji w obecnosci biatka HCC (1 uM), nanoczastek CuO (1 pg/ml) oraz
ich kompleksu, uprzednio inkubowanych przez 72 h. Warto$ci procentowe wzgledem
kontroli dodatniej (H202 = 100%).
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Zebrane dane pozwalaja stwierdzi¢, ze samo biatko HCC nie generuje trwalego wzrostu
poziomu ROS, natomiast nanoczastki CuO wywoluja silna, zalezng od dawki odpowiedz
oksydacyjna dopiero powyzej okreslonego progu stezenia. Najsilniejsza produkcje ROS
obserwuje si¢ w uktadach, w ktorych biatko HCC byto inkubowane z nanoczastkami
CuO, co wskazuje na synergiczne oddziatywanie obu skladnikéw oraz na toksyczny
potencjal agregatow. Dla przejrzystego pordéwnania aktywno$ci poszczegoélnych
sktadnikéw oraz ich mieszaniny przedstawiono wyniki wytwarzania reaktywnych form
tlenu (ROS) dla stezen 1 pM HCC i 1 pg/ml CuO NPs (rysunek 72).

Uzyskane wyniki stanowig dodatkowy kontekst dla dalszych badan prowadzonych w
warunkach mikroprzeptywowych, w ramach ktorych - oprocz oceny wptywu przeptywu
mikrofluidycznego na proces agregacji samego biatka HCC - zdecydowano si¢ rowniez
przeanalizowac, jak przeplyw wpltywa na agregacje¢ biatka w obecnosci nanoczastek CuO.

6.4.4 Wplyw warunkoéw mikroprzeplywowych na proces agregacji HCC

W ramach realizacji pracy doktorskiej samodzielnie skonstruowano oraz
zoptymalizowano kompletny uktad mikroprzeptywowy umozliwiajacy dlugoterminowa
cyrkulacje probek biatek w kontrolowanych warunkach fizykochemicznych. Poza
integracja komercyjnych komponentéw (kontrolera ci$nienia OBI1PC, chipu
mikrofluidycznego oraz zaworu MUX 6/2), konieczne byto zaprojektowanie konfiguracji
potaczen, odpowiedniego uktadu przewoddéw oraz parametrow pracy, ktore pozwalaly na
uzyskanie stabilnego i powtarzalnego przeptywu przez pigciometrowy, serpentynowy
kanat mikrochipu.

Istotnym elementem prac konstrukcyjnych byta implementacja zaworu MUX 6/2 w trybie
recyrkulacji. Opracowana konfiguracja umozliwita stworzenie zamknig¢tego obiegu
cieczy, w ktorym probka mogla by¢ wielokrotnie kierowana przez mikrochip bez
koniecznosci jakiejkolwiek ingerencji manualnej. Pozwolito to na znaczace usprawnienie
catego procesu eksperymentalnego oraz zwickszenie mozliwosci prowadzenia
czasochlonnych badan w stabilnych warunkach.

Dzigki uzyskanej optymalizacji uklad mikroprzeptywowy stal si¢ konstrukcyjnie
stabilny, tatwy do ponownego montazu i w peli przeno$ny. Umozliwilo to jego
bezproblemowy transport do osrodka DESY w Hamburgu na potrzeby eksperymentow
synchrotronowych. Mobilno$¢ systemu byta kluczowa, poniewaz podczas sesji
pomiarowej mozliwe bylo rownolegle przygotowywanie kolejnych probek w
identycznych warunkach mikroprzeplywowych i ich bezposrednia analiza metodg SAXS.

Wykorzystujac opracowany 1 zoptymalizowany uklad przeprowadzono nastgpnie
eksperymenty oceniajace wplywu mikroprzeptywu na procesy agregacji ludzkiej
cystatyny C oraz jej oddziatywania z nanoczastkami CuO. Parametry dobrano w oparciu
o wczesniejsze obserwacje A. Grubba 1 wspolpracownikow [254], ktorzy wykazali, ze
podwyzszona temperatura znaczaco przyspiesza proces agregacji cystatyny C oraz
sprzyja przechodzeniu biatka w formy oligomeryczne. Dlatego wybrane warunki
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pozwalaja na uzyskanie mierzalnych zmian strukturalnych w rozsadnym czasie
eksperymentu.

Po 8 godzinach cyrkulacji w kontrolowanej temperaturze 47°C pobrano probki do
dalszych analiz morfologicznych. Topografi¢ powierzchni badano przy uzyciu
mikroskopii sit atomowych (AFM), co umozliwilo oceng¢ wpltywu s$rodowiska
przeplywowego na powstawanie struktur agregacyjnych w ré6znych warunkach pH oraz
w obecnosci nanoczastek CuO.

Pomimo braku wyraznych oznak agregacji amyloidogennej w eksperymentach
prowadzonych z wykorzystaniem tioflawiny T podczas wytrzasania (700 rpm) w
temperaturze 47°C na czytniku ptytek przy pH 6 (rozdz. 6.4.2), w niniejszym
eksperymencie analiza obrazow AFM wujawnila obecno$§¢ wyraznie wydhuzonych
nanostruktur o morfologii przypominajacej fibryle (rysunki 73—76).

W wielu obszarach probki struktury te tworza promieniste uktady, prowadzace do
powstawania lokalnych skupisk przypominajacych centra wzrostu agregatéw. Tego typu
organizacja moze wskazywac na inicjacj¢ procesow agregacyjnych lub uporzadkowang
samoorganizacj¢ biatka indukowana warunkami przeptywu. Analiza profili wysokoS$ci
wybranych struktur, przedstawiona na rysunku 77, umozliwia ilo§ciowg charakterystyke
ich wymiaréw oraz potwierdza ich nanometryczny charakter.
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Rysunek 73. Obraz AFM probek HCC po 8 godzinach cyrkulacji w uktadzie
mikroprzeplywowym w pH 6. Na obrazie przedstawiono profile wysokosci zestawione
na rysunku 77.
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Rysunek 74. Obraz AFM probek HCC po 8 godzinach cyrkulacji w ukladzie

mikroprzeplywowym w pH 6.
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Rysunek 75. Obraz AFM probek HCC po 8 godzinach cyrkulacji w uktadzie
mikroprzeptywowym w pH 6. Na obrazie przedstawiono profile wysokosci zestawione na
rysunku 77.
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Rysunek 76. Obrazy AFM probek HCC po 8 godzinach cyrkulacji w uktadzie
mikroprzeptywowym w pH 6.
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Rysunek 77. Zestawienie przyktadowych profili wysokosci struktur fibrylarnych
uzyskanych z obrazéw AFM probek HCC inkubowanych w pH 6 przez 8 h w przeptywie
mikrofluidycznym. Panel (a) przedstawia pie¢ profili wysoko$ci nanostruktur
wyznaczonych na rysunku 73, natomiast panel (b) pokazuje cztery profile z rysunku 75.
Profile zostaty przesuni¢te wzgledem siebie w osi pionowej w celu poprawy czytelnosci.

Natomiast w $rodowisku kwasnym (pH 4) po 8 godzinach cyrkulacji w uktadzie
mikroprzeplywowym zaobserwowano wyraznie fibrylarne struktury (rysunki 78-80). Na
obrazach AFM widoczne s3 gesto upakowane, réwnolegle ulozone wildkienkowate
formacje, tworzace zwarte 1 uporzadkowane sieci. W przeciwienstwie do probek w pH 6,
nie obserwuje si¢ promienistych uktadéw przypominajacych centra wzrostu, lecz rozleglte
struktury wtokniste, charakterystyczne dla zaawansowanych etapdw procesu agregacji.
Analiza profili wysokosci zostata przedstawionych na rysunku 81.
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Rysunek 78. Obrazy AFM probek 'HCC po 8 godzinach cyrkulacji w uktadzie
mikroprzeplywowym w pH 4.
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Rysunek 79. Obrazy AFM probek HCC po 8 godzinach cyrkulacji w ukladzie
mikroprzeplywowym w pH 4.
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Rysunek 80. Obrazy AFM probek HCC po 8 godzinach cyrkulacji w ukladzie
mikroprzeplywowym w pH 4. Na obrazie przedstawiono profile wysokosci zestawione
na rysunku 81.
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Rysunek 81. Zestawienie przyktadowych profili wysokosci struktur fibrylarnych
wyznaczonych na rysunku 80 dla prébek HCC inkubowanych w pH 4 przez 8§ h w
przeplywie mikrofluidycznym. Profile zostaly przesunigte wzgledem siebie w osi
pionowej w celu poprawy czytelnosci.
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Natomiast w §rodowisku kwasnym (pH 4), w obecnosci nanoczastek CuO, obserwuje si¢
wyraznie zmieniong morfologie¢ HCC. Na czg$ci powierzchni dominujg drobne, ziarniste
struktury 1 skupiska przypominajace agregaty nanoczastek (rysunek 82). W innych
obszarach pojawiaja si¢ dlugie wiokienkowate struktury tworzace nieregularne sieci
(rysunki 84-85). W poréwnaniu z probkami zawierajagcymi wytacznie HCC w pH 4,
uktad ten jest bardziej heterogeniczny, a widkna wydaja si¢ mniej rownolegte
1 nieregularnie rozmieszczone. Analiza profili wysoko$ci odpowiadajacych strukturom
widocznym na rysunkach 82 oraz 85 zostata przedstawiona odpowiednio na rysunkach
83 oraz 86-87.
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Rysunek 82. Obraz AFM probki HCC w obecnosci CuO NPs w pH 4 po 8 godzinach
przeplywu. Na obrazie przedstawiono profile wysokos$ci zestawione na rysunku 83.
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Rysunek 83. Zestawienie przyktadowych profili wysokosci obserwowanych struktur
wyznaczonych na rysunku 82 dla prébek HCC inkubowanych z nanoczastkami CuO w
pH 4 przez 8 h w przeplywie mikrofluidycznym. Profile zostaty przesunigte wzgledem
siebie w osi pionowej w celu poprawy czytelnosci.
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Rysunek 84. Obraz AFM probki HCC w obecnosci CuO NPs w pH 4 po 8 godzinach
przeplywu.
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Rysunek 85. Obraz AFM prébki HCC w obecnosci CuO NPs w pH 4 po 8 godzinach
przeplywu. Na obrazie przedstawiono profile wysoko$ci zestawione dla struktur
fibrylarnych (rysunek 86) oraz struktur sferycznych (rysunek 87).
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Rysunek 86. Zestawienie przyktadowych profili wysoko$ci wyznaczonych na rysunku 85
dla prébek HCC inkubowanych z nanoczastkami CuO w pH 4 przez 8 h w przeptywie
mikrofluidycznym. Profile zostaty przesuniete wzgledem siebie w osi pionowej w celu
poprawy czytelnosci.
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Rysunek 87. Zestawienie przyktadowych profili wysoko$ci wyznaczonych na rysunku 85
dla probek HCC inkubowanych z nanoczastkami CuO w pH 4 przez 8 h w przeptywie
mikrofluidycznym. Profile zostaty przesuniete wzgledem siebie w osi pionowej w celu
poprawy czytelnosci.

Aby ilo$ciowo oceni¢ rdéznice pomigdzy strukturami obserwowanymi w poszczegolnych
warunkach, dokonano analizy wysokosci, a wyniki przedstawiono na rysunku 88.
Warto$ci wysokosci struktur HCC rdznig si¢ pomigdzy badanymi warunkami. Mediana
wysokosci struktur w pH 6 wynosita 3,9 nm, natomiast w pH 4 byla nizsza i osiggata
wartos¢ 2,8 nm. W obecnosci nanoczastek CuO w pH 4 zaobserwowano wzrost mediany
wysokos$ci do 3,5 nm. Otrzymane dane wskazuja, Ze zarbwno zmiana pH, jak i obecnos$¢
CuO NPs modyfikuja wysokos$¢ formowanych struktur HCC.
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Rysunek 88. Poréwnanie wysokos$ci struktur tworzonych przez biatko HCC w réznych
warunkach. Wykresy pudetkowe przedstawiaja mediane (linia pomaranczowa), $rednig
(linia zielona przerywana), kwartyle oraz wartosci indywidualne (punkty). Dane
obejmuja probki HCC w pH 6, HCC w pH 4 oraz HCC inkubowane z nanoczastkami
CuO NPs w pH 4.
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Aby oceni¢ zmiany w strukturze drugorzg¢dowej zachodzace w wyniku dziatania sit
$cinajacych, probki inkubowane w warunkach mikroprzeptywowych w pH 4 poddano
analizie metodg dichroizmu kotowego. Widma CD (rysunek 89) wykazuja zmiany profilu
sygnatu pomigdzy probka wyjsciowa (0 h), a probkami po 2 i 8 godzinach cyrkulacji.

2_.

190 200 210 220 230 240 250 260
Dtugosc fali (nm)

= (0 h - pomiar —== 0 h - dopasowanie CDSSTR
2 h - pomiar 2 h - dopasowanie CDSSTR
8 h - pomiar 8 h - dopasowanie CDSSTR

Rysunek 89. Widma dichroizmu kotowego (CD) dla HCC w pH 4 w r6znych punktach
czasowych podczas inkubacji w warunkach mikroprzeptywowych.

Po 2 godzinach widoczne jest zmniejszenie intensywnosci minimum w zakresie 210-225
nm oraz niewielkie przesunigcie jego potozenia, co sugeruje poczatek reorganizacji
struktury drugorzgdowej biatka. W okresie od 2 do 8 godzin zmiany te ulegaja dalszemu
pogtebieniu - minimum staje si¢ ptytsze, a przebieg krzywej w zakresie 230-250 nm ulega
modyfikacji, co odzwierciedla umiarkowane réznice w strukturze drugorzgdowe;,
widoczne gtownie w ksztalcie minimum i ogélnym profilu widma. Analiza zawarto$ci
struktur drugorzedowych przeprowadzona metoda CDSSTR (rysunek 90) potwierdzita,
ze obserwowane zmiany s3 iloSciowo niewielkie. Udzial struktur helikalnych ulega
jedynie minimalnemu obnizeniu, natomiast sumaryczny udziat struktur f (Bl + B2)
pozostaje zblizony pomigdzy wszystkimi punktami czasowymi. RoOwniez zawarto$¢
struktur nieuporzadkowanych zmienia si¢ jedynie w ograniczonym zakresie. Niskie
warto§ci NRMSD (0,04-0,06) wskazuja na dobra jako$¢ dopasowania i stabilnos$¢
wynikow.
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Rysunek 90. Udzial struktur drugorzedowych w czasteczce biatka HCC w pH 4,
wyznaczony metodg CDSSTR na podstawie widm dichroizmu kotowego (CD) dla probek
pobranych przed przeplywem (0 h) oraz po 2 i 8 godzinach cyrkulacji w warunkach
mikroprzeplywowych.

Brak jednoznacznego, wyraznego sygnatu struktur f w widmach CD moze wynika¢ z
faktu, ze technika ta rejestruje sygnat usredniony z catej populacji czasteczek, podczas
gdy w strukturach amyloidowych uporzadkowanie obejmuje przede wszystkim waski
rdzen fibryli (,,cross-p core”)[255], a =znaczna czg¢$¢ pozostalych segmentow
polipeptydowych pozostaje nieuporzadkowana [256]. Proces agregacji potwierdzaja
natomiast obrazy AFM, ktore po 8 godzinach przeptywu jednoznacznie wykazuja
obecnos¢ fibryli, mimo Ze ich formowanie nie jest wyraznie odzwierciedlone w widmach
CD.
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6.4.5 Badania SAXS procesu agregacji HCC w przeplywie mikrofluidycznym

W celu oceny zmian rozmiaru i organizacji struktur powstajacych podczas
inkubacji w warunkach mikroprzeptywowych wykonano pomiary synchrotronowe SAXS
dla probek roztworéw HCC oraz HCC w obecno$ci nanoczastek CuO w pH 4. Poréwnano
krzywe rozpraszania z ro6znych punktéw czasowych z krzywa referencyjng biatka przed
przeplywem. Pomiary wykonywano z czasem akwizycji 4 sekundy, a st¢zenie biatka
HCC wynositlo 3 mg/ml. Nanoczastki CuO wprowadzano w postaci supernatantu
uzyskanego po odwirowaniu zawiesiny 1 mg/ml. Analiz¢ krzywych SAXS, w tym
dopasowania Guiniera oraz rekonstrukcj¢ funkcji p(r), przeprowadzono z
wykorzystaniem pakietu ATSAS (EMBL Hamburg) [236] oraz narze¢dzi napisanych w
jezyku programowania Python. Rekonstrukcje rozktadu odleglosci p(r) wykonano w
programie GNOM (ATSAS), ktéry przetwarza dane I(q) i na ich podstawie odtwarza
wewnetrzny rozktad odleglos$ci w czasteczce. Na tej podstawie obliczane sg kluczowe
parametry strukturalne: promien zyracji Rg, intensywno$¢ w punkcie zerowym 1(0),
maksymalny rozmiar czasteczki Dmax oraz objetos¢ Poroda. Parametr Dmax odpowiada
najwickszemu wymiarowi badanego obiektu, przy ktorym funkcja p(r) zanika - mozna
go interpretowac jako najwigcksza odleglo$§¢ wystepujaca w obrebie czasteczki lub
agregatu. Z kolei objeto$¢ Poroda stanowi oszacowanie catkowitej wielkosci badanego
uktadu, wynikajace z przebiegu krzywej rozpraszania.

W serii referencyjnej zaobserwowano systematyczng zmiang ksztattu krzywej w
kolejnych klatkach pomiarowych (rysunek 91). W poczatkowym czasie (0 ms) przebieg
krzywej jest typowy dla czasteczek wystepujacych gtownie w formie monomeréw lub
dimerow - sygnat w obszarze niskich katow jest niski, a spadek intensywnos$ci ma
regularny, charakterystyczny ksztatt. Wraz z uptywem czasu (200-3950 ms) krzywe
stopniowo zmieniajg ksztalt: pojawia si¢ charakterystyczne ,,podniesienie” sygnalu w
niskich warto$ciach wektora rozproszenia q oraz zwigkszona nieregularno$¢ przebiegu.
Zmiany te jednoznacznie wskazujg na powstawanie wigkszych czastek rozproszonych,
co odpowiada inicjacji procesOw agregacji.
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Rysunek 91. Przykladowe poréwnanie krzywych SAXS uzyskanych dla kolejnych,
wybranych klatek serii referencyjnej HCC (pH 4). Widoczna zmiana ksztaltu w niskim q
$wiadczy o efektach promieniowania synchrotronowego. Krzywe eksperymentalne
zostaly rozsunigte w celu lepszej reprezentacji obserwowanych zmian.

Podobne zjawisko opisano wczesniej dla HCC 1 wiaze si¢ ono z indukcja procesu domain
swapping pod wplywem promieniowania rentgenowskiego o  wysokiej
intensywnosci [165]. Zmiany te znajdujg odzwierciedlenie we wzroscie promienia zyracji
Rg w czasie (rysunek 92), co potwierdza wptyw promieniowania synchrotronowego na
strukturg biatka i potencjalng reorganizacje¢ czasteczek w trakcie pomiaru. Z tego powodu
do dalszej analizy ilosciowe] wykorzystano jedynie poczatkowe, stabilne krzywe,
pomijajac dane z pdzniejszych etapow pomiaru, w ktéorych obserwowano zmiany
charakterystyczne dla agregacji indukowanej promieniowaniem.
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Rysunek 92. Zmiana warto$ci promienia zyracji Ry w funkcji czasu dla kolejnych
punktow pomiarowych (frames) SAXS dla probki referencyjnej HCC w pH 4. Wartosci
R¢ podano wraz z niepewnosciag dopasowania (+sRy).
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Rysunek 93. Funkcja rozkladu odleglosci p(r) wyznaczona metoda GNOM dla probki
HCC w pH 4.

127



Dla probki referencyjnej HCC (u$rednione 5 pierwszych klatek pomiarowych)
przeprowadzono analiz¢ dystrybucji odlegtosci wewnatrzczasteczkowej p(r), na
podstawie ktérej wyznaczono promien zyracji Rg réwny 5,1 nm. Ksztalt funkcji p(r)
(rysunek 93) wskazuje na obecno$¢ pojedynczej, zwartej populacji czasteczek, co
potwierdza jednorodno$¢ probki. W tabeli 8 przedstawiono podstawowe parametry
strukturalne probki referencyjnej HCC, uzyskane z analizy Guiniera i rekonstrukcji
funkcji p(r). Otrzymane wartosci Rg, 1(0), Dmax oraz objetosci Poroda opisuja globalny
rozmiar 1 ogdlny charakter rozpraszania biatka w warunkach wyjsciowych pH 4.
Parametry te stanowig punkt odniesienia dla dalszych analiz i umozliwiajg ocen¢ zmian
zachodzacych w uktadach poddanych przeptywowi oraz w obecno$ci nanoczastek CuO.
Wysoka wartos¢ oceny jakosci dopasowania (¥~0,9) wskazuje na bardzo dobra zgodnos¢
danych eksperymentalnych z funkcja p(r), potwierdzajac wiarygodno$¢ wyznaczonych
parametréw strukturalnych. Podwyzszona warto$¢ objetosci Poroda sugeruje obecnosé
niewielkiej populacji wigkszych struktur, co odpowiada tendencji biatka do tworzenia
wigkszych struktur w niskim pH [165] oraz dodatkowym efektom promieniowania
synchrotronowego.

Tabela 8. Parametry strukturalne czasteczki HCC otrzymane z analizy Guiniera oraz
rekonstrukcji funkcji p(r) metodg GNOM.

Parametr Wartos¢
Rg Guinier [nm] 6,85 + 1,04
1(0) Guinier 26425
[j.u.] + 2550
Rg GNOM [nm] 5,10
1(0) GNOM [j.u.] 21 000
Dmax [nm] 14
Objetosc Eoroda 280 000
[nm~]
dopzsenania 0.90
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Rysunek 94. Porownanie krzywych SAXS uzyskanych dla probek HCC w rdéznych
odstepach czasu po przeptywie (0 h — 8 h). Widoczny stopniowy wzrost intensywnosci w
funkcji czasu, w zakresie niskich wartosci wektora q.

Charakterystyka SAXS probki referencyjnej dostarczyta informacji o strukturze biatka w
stanie wyjsciowym i jest kluczowym punktem odniesienia do oceny wplywu przeptywu
mikrofluidycznego. Okre$lone parametry wielkosci i ksztalt krzywej rozpraszania
pozwalaja porownaé probke referencyjna z ukladami badanymi w czasie inkubacji w
mikrochipie. Krzywe SAXS (rysunek 94) z kolejnych punktéow czasowych wskazuja na
stopniowy wzrost intensywnosci w niskich q, co jest cechg charakterystyczng pojawiania
si¢ w roztworze obiektoéw o zwigkszonych rozmiarach. Aby iloSciowo opisac te
tendencje, wyznaczono promien zyracji metoda Guiniera dla wszystkich probek
przeplywowych (rysunek 95). Zgodnie z klasycznym zatoZzeniem Guiniera, liniowos$¢
wykresu In(I) w funkcji g> wskazuje na obecno$¢ rozpraszajacej populacji, ktdrej rozmiar
miesci si¢ w zakresie pomiarowym. Warto podkresli¢, ze warunek Guiniera (q-Rg< 1,3)
byt dla probek o dtuzszym czasie przeptywu spetniony jedynie w waskim przedziale
niskich q, co wynika z rosnacej polidyspersyjnosci uktadu. Oznacza to, ze uzyskane
wartosci R, nalezy traktowaé jako parametr opisujacy ogélny wzrost rozmiaru
dominujacych obiektow, a nie jako wielko$¢ geometryczng pojedynczej czasteczki.
Mimo tego obserwowany w kolejnych probkach niemal monotoniczny wzrost Rg stanowi
jednoznaczne potwierdzenie postepujacej agregacji biatka w czasie przeptywu.
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Rysunek 95. Zalezno$¢ promienia zyracji Ry od czasu od rozpoczgcia przeptywu (0-8 h)
dla probek HCC. W metodzie GNOM nie podaje si¢ niepewnosci Rg, dlatego punkty
przedstawiono bez stupkow btedow.

Wyniki otrzymane w niniejszej pracy dobrze wpisuja si¢ rowniez w szerszy kontekst
badan nad wplywem mikroprzeplywu na agregacje biatek. Gospodarczyk i Kozak [204]
wykazali, ze przeptyw generujacy lokalne sily $cinajace prowadzi do gwalttownego
przyspieszenia amyloidogenezy peptydu Afi42, a uzyskane krzywe SAXS
charakteryzowaty si¢ stromym poczatkiem i obecnoscig duzych obiektéw o rozmiarach
niemozliwych do opisania klasycznym modelem globularnym. Autorzy podkreslali, ze
analiza promienia zyracji w takich uktadach ma charakter przyblizony i odzwierciedla
przede wszystkim polidyspersj¢ oraz rozwdj niejednorodnych populacji agregatéw, a nie
obecnos$¢ czastek o precyzyjnie zdefiniowanym R,. Podobng zalezno$¢ obserwowano w
przypadku HCC - wzrost Ry wyznaczony metoda GNOM stanowi przede wszystkim
miar¢ ogolnego postepu organizacji w wigksze struktury, a nie wskazuje na powstawanie
pojedynczych agregatow o jednoznacznym geometrycznym rozmiarze. Jest to
szczego6lnie istotne w warunkach mikroprzeptywu, w ktérych moga tworzy¢ si¢ ztozone,
amorficzne struktury o szerokim rozktadzie masy i ksztaltow. W badanych prébkach
HCC szczegolnie wyrazny jest silny wzrost Rg, ktory juz po 6 godzinach osigga wartosci
typowe dla duzych agregatow lub prekursorow wioknistych struktur biatkowych. Rg
wyznaczony metodg GNOM dla prébek przeplywowych wykazuje spojnos¢ ze wzrostem
intensywnos$ci krzywych SAXS i1 dobrze odzwierciedla postepujaca reorganizacje
czasteczek. Wartosci te wskazuja, ze zachodzace procesy nie ograniczajg si¢ do tworzenia
oligomerow o niewielkiej liczbie jednostek, lecz prowadza do powstawania obszernych
agregatow, co odrdéznia mechanizm przeptywowy od agregacji inicjowane]j jedynie
niskim pH lub promieniowaniem rentgenowskim. W przeciwienstwie jednak do peptydu
AP1-42, w przypadku HCC obserwowany przyrost R, jest wyraznie monotoniczny, co
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sugeruje bardziej uporzadkowany przebieg agregacji i brak tendencji do p6zniejszego
rozpadu struktur. Wyniki sugeruja, ze mikroprzeptyw istotnie przyczynia si¢ do
inicjowania 1 stabilizacji wigkszych agregatéw biatkowych.

Dodatkowym elementem analizy SAXS byta charakterystyka syntetyzowanych
nanoczastek CuO oraz ocena ich wplywu na przebieg agregacji HCC w warunkach
mikroprzeplywowych. Krzywa SAXS zarejestrowana dla samych nanoczastek CuO
wykazuje wysoki poziom intensywnos$ci w niskich wartosciach wektora q oraz brak
wyraznych cech strukturalnych, co wskazuje na polidyspersyjna populacje
nieregularnych agregatow metalicznych. Nastepnie porownano krzywe SAXS probek
HCC 6 godzinach inkubacji w przeptywie - zaréwno dla czystego biatka, jak i uktadow
zawierajacych nanoczastki CuO. Intensywnosci krzywych SAXS w obecnosci CuO NPs
byly wyraznie podwyzszone w stosunku do probek HCC poddanych przeplywowi bez
dodatku nanoczastek (rysunek 96).
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20.0
__17.54
S HCC + CuO NPs
= 6h po przeptywie
'§_ 15.0
£ HCC 6h po przeptywie
12.5 1
10.0 4
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5.0 - HCC Oh
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
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Rysunek 96. Poréwnanie krzywych SAXS dla prébek HCC przed i po przeptywie (6h),
CuO NPs oraz uktadu HCC—CuO NPs po 6h przeptywu.
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Zestawienie tych wynikow jednoznacznie wskazuje, ze CuO NPs istotnie moduluja
proces agregacji HCC w przeplywie. Nanoczastki moga petni¢ role zard6wno nukleatorow
przyspieszajacych inicjacj¢ agregacji, jak i powierzchni adsorpcyjnych stabilizujacych
tworzace si¢ struktury bialkowe. W efekcie obserwowane zmiany ksztaltu krzywych
SAXS odzwierciedlajg sumaryczne dzialanie dwoch proceséw: naturalnej agregacji
wywolanej przeptywem oraz dodatkowej reorganizacji wynikajacej z oddziatywania
biatka z powierzchnig CuO NPs.
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Rysunek 97. Analiza Guiniera dla prébek HCC, CuO NPs oraz uktadéw HCC + CuO NPs.
Na podstawie liniowego zakresu wykreséw Guiniera wyznaczono warto$ci promieni
R, oraz intensywnosci 1(0).

W  celu wuzupehienia analizy SAXS dla probek poddanych przeptywowi
mikrofluidycznemu wyznaczono promiefi zyracji Ry metoda Guiniera dla wszystkich
badanych uktadow: HCC przed i po przepltywie, syntetyzowanych nanoczgstek CuO oraz
mieszanin HCC + CuO NPs po 5 i 6 godzinach przeptywu (rysunek 97). Dla probki
referencyjnej HCC uzyskano liniowy fragment krzywej Guiniera, co potwierdza
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obecno$¢ zwartej, globularnej populacji czasteczek w roztworze. Wyznaczony promien
zyracji (ok. 6,8 nm) jest spojny z wynikami analizy GNOM oraz charakterystycznym
ksztattem funkcji p(r).

W probkach HCC poddanych przeptywowi (2—8 h) obserwowany jest systematyczny
wzrost nachylenia prostych Guiniera, co przektada si¢ na stopniowy wzrost obliczanego
Rg. Jest to zgodne z wezesniejsza analizg krzywych SAXS i §wiadczy o narastajgce;
agregacji. Nalezy jednak podkresli¢, Zze dla probek o dtugim czasie przeptywu zakres, w
ktérym spelniony jest warunek Guiniera, ulega znacznemu zawezeniu. Zwigkszona
krzywizna i odchylenia od liniowosci wskazuja, ze uklad nie jest jednorodny, a
rozrastajace si¢ agregaty przyczyniaja si¢ do zaburzen w obszarze niskich q. Z tego
wzglegdu wartosci Rgdla tych probek nalezy rozumie¢ nie jako Scisly parametr

geometryczny, lecz raczej jako miar¢ ogdlnego wzrostu rozmiaru dominujacych struktur.

W przypadku syntetyzowanych nanoczastek CuO analiza Guiniera rOwniez ujawnia
jedynie pozorng liniowos¢, wynikajaca z faktu, ze uklad jest silnie polidyspersyjny.
Warto$¢ Ry obliczona dla CuO NPs (ok. 36 nm) nie opisuje wige fizycznego promienia
pojedynczej nanoczastki, lecz odzwierciedla $rednig wielko$¢ dominujacych agregatow
obecnych w roztworze.

Najwigksze wartosci Rguzyskano dla uktadow mieszanych HCC + CuO NPs po 51 6
godzinach przeplywu, Zwigkszone nachylenie krzywych Guiniera wskazuje, ze w tych
probkach tworza si¢ duze, stabilne agregaty. W potaczeniu z obserwowanym w krzywych
SAXS wzrostem intensywnosci w niskich wartosciach q, §wiadczy to o powstawaniu
agregatow o ztozonej morfologii, w ktérych CuO NPs mogg utatwia¢ wzrost agregatow
biatkowych.

Podsumowanie wynikéw analizy SAXS dla wszystkich badanych probek przedstawiono
w tabeli 9, obejmujacej warto$ci promienia zyracji Rg (wyznaczonego metodami Guiniera
1 GNOM), intensywno$¢ 1(0), maksymalny wymiar czasteczki Dmax oraz objetos¢ Poroda.
Zestawienie to umozliwia bezposrednie poréwnanie zmian zachodzacych w probkach
HCC podczas inkubacji przeptywowej oraz w ukladach zawierajacych réwniez
nanoczastki CuQO. Zaréwno Rg, jak 1 I(0) wykazuja wyrazny wzrost wraz z czasem
przeplywu, co wskazuje na stopniowe powigkszanie si¢ dominujacych obiektow
rozpraszajacych. Parametry Dmax 1 objetosci Poroda rowniez rosng w czasie, co $wiadczy
o formowaniu coraz wigkszych i bardziej rozbudowanych agregatéw biatkowych.
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Tabela 9. Tabela. Parametry uzyskane z analizy Guiniera i GNOM dla probek HCC
(0—8 h), CuO NPs oraz probek mieszaniny HCC + CuO.

HCC Oh
Parametr

Rg Guinier [nm] 6,9 +1,0 28,1+1,4 335%=1,1 34,9 1,0 36,0%+1,5 36,4 +1,6 38214 392+1,4

26 425 43142 183 164 358 802 411 351 228 262 751503 758 005
1(0) Guinier [j.u.] + + + + + + + +
2 550 3763 15132 28579 50 343 30823 94 500 95011

Wspétczynnik
dopasowania 0,21 0,86 0,93 0,94 0,89 0,87 0,91 0,92
Guiniera (R?)

Rg GNOM [nm] 5,1 23,5 45,4 66,9 81,5 81,3 75,6 76,3
1(0) GNOM [j.u.] 21 460 25000 250 000 930 000 2100 000 260 000 180 000 280 000
Dmax [nm] 14 82 130 220 260 236 220 220

Objetosé
Poroda 290 000 4 500 290 000 770 000 1800 000 2 005 000 1500 000 1600 000
[nm?]

Wspétczynnik
dopasowania 0,90 0,65 0,91 0,90 0,97 0,96 0,95 0,94
GNOM

Podsumowujac, analiza Guiniera - pomimo ograniczen wynikajacych z rosngcej
polidyspersji uktadow - jednoznacznie wskazuje na systematyczny wzrost promienia
zyracji we wszystkich probkach poddanych przepltywowi. Wartosci Ry zwigkszaja si¢
wraz z czasem inkubacji, co odzwierciedla stopniowe powigkszanie si¢ dominujacych
obiektow rozpraszajacych. W probkach zawierajacych nanoczastki CuO wzrost ten jest
jeszcze bardziej wyrazny, co sugeruje, ze obecnos¢ CuO sprzyja intensyfikacji procesu
agregacji bialka. Laczna analiza parametrow zestawionych w tabeli 9 - obejmujaca
wyniki uzyskane metoda Guiniera, rekonstrukcj¢ funkcji p(r) w programie GNOM oraz
ocen¢ pelnych krzywych SAXS - prowadzi do spojnego wniosku, ze przeptyw
mikrofluidyczny oraz obecno$¢ nanoczastek CuO dzialajg synergistycznie, zwigkszajac
rozmiar i ztozono$¢ powstajacych struktur biatkowych.

6.4.6 Badanie procesow agregacji HCC metoda polaczonej spektroskopii FTIR i
AFM

W celu ustalenia, czy obserwowane w pomiarach SAXS zmiany wielko$ci
czasteczek HCC wynikaja wyltacznie z narastania stopnia agregacji, czy tez towarzysza
im modyfikacje struktury drugorzedowej biatka, zastosowano uzupelniajace techniki w
podczerwieni - ATR-FTIR oraz nanospektroskopi¢ IR (nanolR). Metody te zostaty
wybrane ze wzgledu na ich komplementarne zalety: klasyczne ATR-FTIR pozwala na
analiz¢ $redniego sktadu strukturalnego calej probki, natomiast nanolR umozliwia
badanie zmian struktury wtdrnej z rozdzielczo$cig nanometryczna, co jest kluczowe przy
heterogennych agregatach powstajacych w przeptywie.

134



Zastosowanie metod IR bylo konieczne, poniewaz dane SAXS, cho¢ dostarczaja
informacji o wielkosci i ogolnej organizacji agregatow, nie pozwalaja jednoznacznie
okresli¢, czy wzrost Ry i intensywno$ci w niskich q wynika z luznej aglomeracji
czasteczek, czy tez z powstawania struktur o zwigkszonym udziale B-arkuszy, typowych
dla agregacji amyloidowej. Dopiero analiza pasma amidowego I umozliwia rozréznienie
tych procesdw i oceng, czy obserwowane zmiany maja charakter konformacyjny, czy
wylacznie przestrzenny. W analizie IR porownano probke HCC inkubowang przez 6 dni
w pH 4 na czytniku ptytek (700 rpm) z probka HCC inkubowang przez 8 godzin w
warunkach mikroprzeptywu w tym samym pH, aby oceni¢, w jaki sposob przeplyw
wplywa na zmiany struktury drugorzedowej biatka.

Widmo ATR-FTIR probki HCC inkubowanej przez 6 dni w pH 4 (rysunek 98) wykazuje
wyrazne maksimum pasma amidowego I w zakresie nizszych liczb falowych, co
wskazuje na zwigkszony udziat struktur . Dekonwolucja widma potwierdzita dominacje
tych struktur (~44,5%) oraz réwnoczesny spadek zawartosci a-helisy (~26%), co
jednoznacznie sugeruje przebudowe struktury wtérnej biatka w kierunku bardziej
uporzadkowanych uktadow B-arkuszowych.

Aby zweryfikowad, czy strukturalne zmiany s3 homogennie rozmieszczone w agregacie,
wykorzystano nanospektroskopi¢ IR (nanolR), ktora umozliwia rejestracje lokalnych
widm dla wybranych miejsc probki z rozdzielczos$cia ponizej 100 nm. Uzyskane widma
(rysunki 99-100) potwierdzaja obecno$¢ B-struktur, jednak proporcje pomiedzy f-
arkuszem, B-zakretem oraz strukturami nieuporzadkowanymi réznig si¢ w zaleznosci od
badanego obszaru. Swiadczy to o heterogenicznym charakterze agregatow, w ktérych
obszary bardziej uporzadkowane wspotistniejg z regionami mniej ustrukturyzowanymi.
Zjawisko to jest typowe dla agregacji postgpujacej etapowo i wskazuje na lokalne réznice
w dynamice nukleacji oraz dojrzewania wtoknistych form biatkowych.
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Rysunek 98. Widmo ATR-FTIR oraz dekonwolucja pasma amidowego I (1720-1580
cm™) dla probki HCC inkubowanej przez 6 dni w pH 4. Linia czarna - widmo
eksperymentalne, linia pomaranczowa - dopasowanie modelu, linie przerywane -
komponenty Gaussa.
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Rysunek 99. Obraz nanolR probki HCC inkubowanej przez 6 dni w pH 4 (gobra).
Zaznaczony obszar wskazuje miejsce pomiaru widma nanolR przedstawionego w dolne;j
czesci. Widmo nanolR oraz dekonwolucja pasma amidowego I (1720-1580 cm™) dla tej
samej probki (dot). Linia czarna - widmo eksperymentalne, linia pomaranczowa -
dopasowanie modelu, linie przerywane - komponenty Gaussa.
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Rysunek 100. Obraz nanolR prébki HCC inkubowanej przez 6 dni w pH 4 (gobra).
Zaznaczony obszar wskazuje miejsce pomiaru widma nanolR przedstawionego w dolne;j
czesci. Widmo nanolR oraz dekonwolucja pasma amidowego I (1720-1580 cm™) dla tej
samej probki (dot). Linia czarna - widmo eksperymentalne, linia pomaranczowa -
dopasowanie modelu, linie przerywane - komponenty Gaussa.
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Z wykorzystaniem tej samej metody przeanalizowatam rowniez probki HCC inkubowane
przez 8 godzin w warunkach mikroprzeptywu (rysunki 101-102), aby oceni¢, w jaki
sposob przeplyw wplywa na lokalng organizacje struktury drugorzedowej bialka.
Uzyskane widma wykazaly wyraznie wigkszg zmiennos$¢ sygnalu w obregbie pojedyncze;j
probki niz obserwowano w materiale inkubowanym w warunkach wytrzasania. W
poszczegolnych punktach pomiarowych rejestrowano istotnie odmienne proporcje
struktur wtornych: w jednym obszarze dominowaty pasma charakterystyczne dla struktur
B (~52,5%), natomiast w innym udziat struktur B byl znacznie nizszy (~15%), przy
jednoczesnym zwigkszeniu zawartosci struktur a-helikalnych (~40%). Tak duza
rozpigtos¢ wartosci wskazuje, ze agregaty formujace si¢ w przeplywie maja wysoce
niejednorodny charakter i sktadaja si¢ z domen o ré6znym stopniu uporzadkowania.

Kontrastuje to z probkami inkubowanymi przez 6 dni, w ktérych zawarto$¢ struktur f3
byta wzglednie jednorodna w catej objetosci materiatu (44—46%). Zdecydowanie wigksze
zrdznicowanie probek mikroprzeplywowych sugeruje, ze sily $cinajace oraz lokalne
warunki hydrodynamiczne istotnie moduluja przebieg agregacji, prowadzac do
réwnoczesnego powstawania kilku typow struktur wtornych. Wskazuje to, ze agregacja
w przeplywie nie przebiega w sposéb jednorodny; przeciwnie - ma bardziej zlozony
charakter i obejmuje szereg rownoleglych proceséw, odmiennych od tych zachodzacych
podczas inkubacji z wytrzasaniem.

W przypadku nanospektroskopii IR (nanolR) liczba mozliwych punktéw pomiarowych
byta ograniczona warunkami technicznymi. Struktury HCC tworzone w pH 4 miaty
niewielkie wymiary, co utrudnialo znalezienie stabilnych miejsc, w ktorych sygnat IR byt
wystarczajagco intensywny, a kontakt termiczny migdzy dzwignia AFM a probka
pozostawat stabilny. Z tego powodu pomiary wykonano w dwéch lokalizacjach w obrebie
tego samego agregatu, ktore speiaty kryteria jakosci sygnatu i umozliwiaty wiarygodna
dekonwolucje pasma amidowego 1.
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Rysunek 101. Obraz nanolR probki HCC po 8 godzinach inkubacji w mikroprzeptywie
(pH 4) (gora). Zaznaczony obszar wskazuje miejsce pomiaru widma nanolR
przedstawionego w dolnej cze$ci. Widmo nanolR oraz dekonwolucja pasma amidowego
I (1720-1580 cm™) dla tej samej probki (dot). Linia czarna - widmo eksperymentalne,
linia pomaranczowa - dopasowanie modelu, linie przerywane - komponenty Gaussa.
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Rysunek 102. Obraz nanolR probki HCC po 8 godzinach inkubacji w mikroprzeptywie
(pH 4) (gora). Zaznaczony obszar wskazuje miejsce pomiaru widma nanolR
przedstawionego w dolnej cze$ci. Widmo nanolR oraz dekonwolucja pasma amidowego
I (1720-1580 cm™) dla tej samej probki (dot). Linia czarna - widmo eksperymentalne,
linia pomaranczowa - dopasowanie modelu, linie przerywane - komponenty Gaussa.
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Zastosowano model dekonwolucji oparty na dopasowaniu wielosktadnikowych funkcji
Gaussa, ktory dobrze odwzorowuje przebieg pasma amidowego 1. Dla wszystkich widm
(zarbwno ATR-FTIR, jak i nanolR) uzyskano wysokie warto$ci wspotczynnika
determinacji R? = 0.989-0.9995 oraz niskie btedy RMSE (<0.03 dla znormalizowanej
intensywnosci). Analiza reszt dopasowania nie wykazata systematycznych odchylen -
r6éznice pomigdzy widmem doswiadczalnym a modelem oscyluja wokot zera i nie
przekraczaja kilku procent sygnatu. Dopasowanie jest stabilne, a uzyskane udziaty
struktur drugorzgdowych mozna uzna¢ za wiarygodne. Wartos$ci te zestawiono w tabeli
10, ktora porzadkuje udzialy poszczegdlnych struktur (B-arkusz, PB-zakret, a-helisa,
struktury nieuporzadkowane) dla probek inkubowanych z wytrzasaniem oraz w
warunkach przeptywu. Warto podkresli¢, ze ATR-FTIR rejestruje usrednione widmo
calej probki, natomiast nanolR dostarcza informacji lokalnych i analizuje pojedyncze
agregaty, co naturalnie prowadzi do ro6znic pomigdzy wynikami uzyskiwanymi tymi
dwiema technikami.

Tabela 10. Udziat procentowy struktur drugorzgdowych biatka HCC po 6 dniach
inkubacji w pH 4 (ATR-FTIR oraz nanolR) oraz po 8 godzinach inkubacji w warunkach
mikroprzeplywu (nanolR). Zestawiono zawarto$¢ [-arkuszy (regularnych i
zagregowanych), B-zakretow, a-helisy oraz struktur nieuporzadkowanych dla réznych
lokalizacji pomiaru.

kusz . struktury
< B arkusz B ar| B razem a helisa B zakret
Prébka %] (zagrci:gz]wany) [%] [%] nleupor?&c;kowane %]
HCC
inkubacja 6 dni 43,5 1,0 44,5 25,9 28,8 0,8
(ATR)
HCC
inkubacja 6 dni 42,9 3,3 46,2 3,5 15,2 35,1
(pomiar 1, nanolR)
HCC
inkubacja 6 dni 41,5 2,7 44,2 3,5 11,4 40,9
(pomiar 2, nanolR)
HCC
przeptyw 8h 11,0 4,2 15,2 39,7 21,1 24,0
(pomiar 1, nanolR)
HCC
przeptyw 8h 28,9 23,6 52,5 9,3 6,8 31,4
(pomiar 2, nanolR)

Zestawienie wynikéw nanolR z pomiarami dichroizmu kolowego jednoznacznie
pokazuje, ze obie techniki opisujg ten sam kierunek zmian struktury drugorzedowe;j
biatka, cho¢ kazda rejestruje je na innym poziomie szczegdélowosci. CD odzwierciedla
zmian¢ konformacji w skali calej probki i wykazuje globalny spadek udziatu struktur
helikalnych przy rownoczesnym narastaniu komponentoéw 3. NanolIR natomiast ujawnia,
Ze proces ten nie przebiega jednorodnie - w obrebie jednej probki obecne sa rejony silnie
wzbogacone w struktury P, jak i obszary bardziej helikalne lub nieuporzadkowane. Ta
lokalna heterogeniczno$¢ nie jest widoczna w CD ze wzgledu na objeto$ciowy charakter
tej techniki, ale jest w pelni zgodna z kierunkiem zmian wskazywanym przez analize¢
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CDSSTR. Zestawienie wynikéw nanolR z widmami dichroizmu kotowego oraz danymi
literaturowymi dodatkowo potwierdza charakter zmian zachodzacych w strukturze HCC.
W pracy Gospodarczyka i Kozak [204] widma CD dla APi42 wykazywaly stopniowe
pogtebianie minimum przy ok. 215 nm wraz z czasem inkubacji, co jednoznacznie
interpretowano jako wzrost udziatu struktur B-arkuszowych i formowanie fibrylarnej
organizacji.

Podsumowujac, rownolegta analiza nanolR i dichroizmu kolowego wskazuje, ze
mikroprzeplyw prowadzi do wieloetapowej reorganizacji struktury drugorzedowej HCC
w kierunku form o podwyzszonym udziale struktur f-arkuszowych, przy czym proces ten
charakteryzuje si¢ wyrazng heterogenicznoscia lokalng. Widma CD odzwierciedlaja
globalny wzrost komponentu  w skali calej probki, natomiast nanolR ujawnia, Ze
agregaty powstajagce w przeptywie nie tworza jednorodnej populacji, lecz zbiér domen
roéznigcych si¢ stopniem uporzadkowania. Zestawienie wynikow obu metod pozwala
zatem uchwyci¢ zardwno og6lny kierunek zmian konformacyjnych, jak i ich przestrzenng
ztozonos¢ - co stanowi kluczowy element dla pelnego zrozumienia mechanizmu agregacji
HCC w warunkach mikroprzeptywu.

Podobng skalg¢ heterogenicznosci strukturalnej odnotowano takze w badaniach innych
uktadow o tendencji do formowania wtdkien amyloidowych. Ruggeri i wspolpracownicy,
analizujac agregacj¢ domeny Josephin technikg nanolR, wykazali, Zze poczatkowe etapy
tworzenia agregatow obejmuja kilka réwnolegle istniejacych populacji - od czastek
zachowujacych strukture przypominajaca stan natywny, przez formy czg¢sciowo
misfoldowane, az po dojrzalsze widkna [257]. Towarzyszg im znaczace roznice w
sktadzie struktury wtornej i w sygnaturze widmowej pasma amidowego I, co autorzy
interpretowali jako wynik etapowego dojrzewania agregatow. Ten obraz jest zgodny z
obserwacjami dla HCC w warunkach mikroprzeplywu: rowniez tutaj nanolR ujawnia
wspolistnienie regiondw o dominujacych strukturach B obok obszaréw bardziej
helikalnych lub stabo uporzadkowanych. Takie zréznicowanie lokalne wskazuje, ze
proces nie przebiega w sposob jednolity, lecz obejmuje rownolegte Sciezki strukturalne.
Banerjee 1 wspolpracownicy zastosowali AFM-IR do monitorowania przemian
konformacyjnych podczas agregacji peptydu APi42 1 wykazali, Ze juz na poziomie
najmniejszych oligomeréw pojawiajg si¢ wyraznie réznigce si¢ strukturalnie populacje
[258]. Autorzy podkreslaja, ze heterogeniczno$¢ obecna w oligomerach nie zanika w
p6zniejszych etapach - przeciwnie, zostaje ,,utrwalona” podczas tworzenia protofibryli i
dojrzatych wiokien, ktore czesto zawieraja segmenty pozbawione typowego
uporzadkowania B-arkuszowego. Wyniki te sa szczegoélnie istotne w kontekscie
obserwacji dla HCC, poniewaz wskazuja, ze wspolistnienie regionéw silnie [-
strukturalnych z obszarami bardziej helikalnymi lub nieuporzadkowanymi jest typowa
cecha systeméw agregujacych, a nie odstepstwem od klasycznego modelu
amyloidogenezy.

Heterogeniczno$¢ strukturalna amyloidow zostata potwierdzona réwniez technikami
niezwigzanymi bezposrednio z spektroskopig IR, np. metodami nanofluidycznymi.
Sasanian i wspdtpracownicy analizowali wlasciwosci pojedynczych wtokien ABi1-42 1 a-
synukleiny w nanokanatach, wykazujac, ze poszczegdlne fibryle roznig si¢ znaczaco
sztywnoscig 1 elastyczno$cig, mimo ze powstawaty w identycznych warunkach [259].
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Autorzy interpretowali te rdznice jako przejaw polimorfizmu strukturalnego witdkien i
wskazywali, ze heterogeniczne domeny w obrebie pojedynczego widkna moga byc
bezposrednim odzwierciedleniem zréznicowanego sktadu struktur wtérnych na poziomie
molekularnym. Wnioski te sg spojne z wynikami uzyskanymi metodg nanolR dla HCC,
gdzie w obrebie jednego agregatu obserwuje si¢ wspoOlistnienie segmentéw bogatych w
struktury B z obszarami dominacji konformacji helikalnych lub nieuporzadkowanych.
Zarowno prace Banerjee 1 wsp., Ruggeri 1 wsp., jak 1 Sasanian i wsp. potwierdzaja, ze
heterogenicznos¢ strukturalna jest zjawiskiem powszechnym dla uktadow amyloidowych
- niezaleznie od ich skladu biatkowego, metody obrazowania czy Srodowiska
formowania, co dodatkowo wzmacnia interpretacj¢ wynikow uzyskanych dla HCC w
warunkach mikroprzeptywu.
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7 Dyskusja wynikow

Celem przeprowadzonych badan bylo zrozumienie, w jaki sposob
wyselekcjonowane jako modelowe nanoczastki tlenku miedzi (CuO) wptywaja na
strukture ludzkiej cystatyny C (HCC), jej zdolno$¢ do agregacji oraz jak obecnos$¢ tych
agregatow oddziatuje na komorki neuronalne SH-SYSY. Analiza objeta zaréwno
stabilno$¢ formy natywnej biatka, jak i p6zniejsze etapy jego przemian - od pierwszych
zaburzen struktury, poprzez tworzenie wilokien amyloidowych, az do powstawania
zaawansowanych agregatéw obserwowanych podczas inkubacji z wytrzasaniem oraz pod
wptywem przeptywu w uktadzie mikrofluidycznym. Aby scharakteryzowaé oczekiwane
zmiany w pracy zastosowano szereg technik spektroskopowych i strukturalnych, w tym
spektrofotometri¢ UV—Vis, spektroskopi¢ w podczerwieni FTIR, nanospektroskopia
AFM-IR, dichroizm kotowy CD, matokatowe rozpraszanie rentgenowskie SAXS,
mikroskopi¢ sil atomowych AFM, testy amyloidogenezy z uzyciem fluorescencji
tioflawiny T, analizy termiczne oraz testy komorkowe. Zestawienie tych wynikow
umozliwilo zaproponowanie spdjnego modelu oddziatywan CuO-HCC oraz ich skutkow
biologicznych.

Na poczatku badan jednoznacznie potwierdzono, ze syntezowane nanoczastki CuO
charakteryzuja si¢ wysoka czystoscig chemiczng i strukturalng. Spektroskopia UV-Vis
wykazala charakterystyczne pasmo absorpcji dla CuO, brak sygnatéow dla formy
metalicznej Cu® lub Cu20. Dyfrakcja rentgenowska potwierdzita oczekiwang
jednosko$na strukture krystaliczng (C2/c), a analiza Rietvelda wskazata na dobre
dopasowanie modelu strukturalnego do danych eksperymentalnych. Zdjgcia TEM
pokazaty czastki CuO o rozmiarze ok. 5—6 nm, miejscami tworzace aglomeraty, jednak o
przewidywalnym ksztalcie 1 niewielkiej polidyspersyjnosci. Tak przygotowany materiat
byt stabilny w roztworach wodnych i buforowych, co umozliwito jego uzycie w dalszych
eksperymentach.

Na tym etapie wazne bylo réwniez zweryfikowanie przydatnosci alternatywnych
materialdéw do badan - nanoczastek Cu.O, Cu czy komercyjnych nanomaterialéw o duze;j
agregacji. Jednak tylko wlasnorgcznie zsyntetyzowane nanoczastki CuO dawaty
powtarzalne wyniki i pozwalaty na kontrole stezenia, dyspersji i sktadu chemicznego.
Dzigki temu kolejne etapy badan nie bytly obcigzone niepewnoscia co do charakterystyki
uzywanego nanomateriatu.

Pierwszym etapem badan z udziatem ludzkiej cystatyny C byto sprawdzenie, czy
nanoczastki CuO wplywaja na stabilno$¢ struktury natywnej HCC. Pomiary termicznej
stabilno$ci wykazaly, ze zar6wno CuQ, jak i jony Cu?" obnizajg temperatur¢ topnienia
(Twm) biatka. Efekt ten byl widoczny zaréwno dla monomeru, jak i dimeru HCC, co
wskazuje, ze zakldceniu ulegaja zarowno oddziatywania wewnatrzczasteczkowe, jak i
mi¢dzyczasteczkowe.

W przypadku monomeru Tn obnizato si¢ o kilka stopni po dodaniu CuO, a jeszcze
bardziej w obecnosci jonow Cu?*, co sugeruje, ze jony miedzi oddziatuja bezposrednio z
biatkiem i destabilizuja jego struktur¢. W przypadku dimeru HCC obserwowano dwa
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etapy topnienia — odpowiadajace rozpadowi dimeru i denaturacji monomeru - a oba byty
przesuni¢te w kierunku nizszych temperatur w obecnosci CuO i Cu?". Taka zmiana
profilu wskazuje, ze interakcje z miedzig zaburzajg naturalng stabilno$¢ uktadu HCC juz
na wczesnym etapie, jeszcze przed rozpoczeciem widocznej agregacii.

Te wyniki mozna interpretowac jako pierwszy krok procesu, w ktorym CuO lub miedz w
formie jonowej obniza barier¢ energetyczng przejscia do stanu czgsciowo rozwinigtego.
Stan taki jest bardziej podatny na oddziatywania miedzyczasteczkowe, co sprzyja dalszej
agregacji.

Przy pH 6, zblizonym do warunkéw fizjologicznych, samo biatko HCC nie
wykazywato tendencji do tworzenia struktur amyloidowych - obserwowano brak
znaczacych zmian fluorescencji tioflawiny T. Jednak juz po dodaniu nanoczastek CuO
wida¢ byto wyrazny wzrost intensywnosci fluorescencji ThT, co oznacza, ze CuO inicjuje
lub przyspiesza tworzenie struktur bogatych w motywy .

AFM potwierdzitlo obecno$¢ wiokien w poblizu czastek CuO. W wielu przypadkach
nanoczastki byty pokryte cienka warstwg biatka, a od tych kompleksow wyrastaty dobrze
wyksztalcone wldkniste struktury. Mozna to interpretowac jako powstawanie tzw.
,korony biatkowe;j”, gdzie biatko adsorbuje si¢ na powierzchni nanoczastki, stabilizuje
si¢ w zmienionej konformacji i staje si¢ punktem nukleacji dla dalszego wzrostu agregatu
[260].

Wyznaczone w badaniach AFM profile wysokos$ciowe pozwolit rozr6zni¢ pojedyncze
nanoczastki (~5 nm), cienkie fibryle biatkowe (~1-2 nm) oraz wigksze struktury ztozone
z nanoczastki CuO 1 otaczajacego biatka (~6—7 nm). Potwierdza to, ze CuO nie jest
biernym dodatkiem, ale aktywnie uczestniczy w inicjacji agregacji — tworzac miejsca
sprzyjajace przejéciu biatka do formy fibrylarne;.

Ludzka cystatyna C posiada potencjalne miejsca koordynacji jondw miedzi
zlokalizowane w poblizu reszt histydynowych (His86 i His90), co sugeruja wczesniejsze
analizy strukturalne [197,261]. Wigzanie Cu?**, nawet jesli jest stabe, moze sprzyjaé
powstawaniu dimeréw lub niewielkich oligomeréw HCC oraz wptywac na rGwnowage
mi¢dzy forma natywng a czg§ciowo rozwini¢ta.

Drugim istotnym czynnikiem wptywajacym na przebieg agregacji jest oddziatywanie
cystatyny C z powierzchnig nanoczastek CuO. Mozna przyja¢, ze jony Cu*" i
powierzchnia nanoczastki dziataja synergistycznie - jony modulujg strukture biatka,
natomiast CuO stanowi fizyczne podloze sprzyjajace adsorpcji, lokalnym zmianom
konformacyjnym 1 inicjacji struktur f.

Podobne zjawiska obserwowano dla innych bialek — m.in. albuminy surowicy bydlgce;j
(BSA) [261] oraz B-galaktozydazy [262], gdzie kontakt z nanoczastkami miedzi
prowadzit do zmian w strukturze drugorzedowej. W przypadku BSA wykazano, ze Cu
NPs wiazg si¢ spontanicznie, poprzez gtownie oddziatywania hydrofobowe, prowadzac
do spadku zawarto$ci o helisy. W przypadku B-galaktozydazy nanoczastki CuO
powodowaly czeSciowe rozwinigcie struktury biatka oraz spadek aktywnosci
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enzymatycznej. W obu przypadkach nanoczastki zaburzaty konformacj¢ natywna bialek,
co bezposrednio wptywalo na ich funkcje.

W $rodowisku o pH 4, ktdre sprzyja destabilizacji cystatyny C, biatko samoistnie
tworzy agregaty. Zgodnie z pomiarami fluorescencji ThT, w probce kontrolnej HCC
obserwuje si¢ wyrazny wzrost sygnatu, wskazujacy na formowanie struktur o charakterze
amyloidowym. Dodatek nanoczastek CuO modyfikuje ten proces w sposob zalezny od
stezenia. Najnizsze stezenie nanoczastek (22,5 pg/ml) prowadzi do obnizenia sygnatu
ThT wzgledem kontroli, co sugeruje powstawanie struktur o odmiennej organizacji niz
klasyczne fibryle. Natomiast wyzsze stezenia CuO (90 1 225 pg/ml) powoduja ponowny
wzrost intensywnosci fluorescencji, cho¢ nadal nie osigga on warto$ci obserwowanych
dla samego HCC.

Obrazy AFM potwierdzaja te obserwacje 1 ujawniaja wyrazne rdéznice morfologiczne
pomiedzy warunkami. Dla st¢zenia 22,5 pg/ml nanoczastek CuO dominujg struktury
pierScieniowe, charakteryzujace si¢ wyraznie podwyzszong strefa brzegowa (ok. 14-22
nm, mediana ~15—16 nm) oraz znacznie nizsza czg¢$cig centralng (2—5 nm). Przy 90 pg/ml
CuO NPs obserwuje si¢ pojedyncze wtokienkowate struktury o wysokos$ci okoto 2—3 nm.
Najwyzsze st¢zenie, 225 pg/ml nanoczastek CuO, prowadzi do powstawania grubszych
witokien (wysokos$¢ 4—-10 nm), ktore lokalnie tacza si¢ w uporzadkowane wigzki.

Spektroskopia ATR-FTIR pozwolita okresli¢ sktad struktury drugorzedowej HCC po 6
dniach inkubacji w pH 4. Dekonwolucja pasma amidowego I wykazata, Zze dominujagcym
elementem struktury sg motywy P -a ich aczny udziat wynosi ok. 44—46%. Udziat a-
helisy jest niewielki (ok. 26%), natomiast pozostatg czgs$¢ struktury stanowig segmenty
nieuporzadkowane i1 B-zakrety.

Analiza lokalna metoda nanolR potwierdzita obecno$¢ struktury z przewaga elementow
B, ale jednocze$nie ujawnita, Zze probka nie jest jednorodna. W réznych punktach
mierzonych na powierzchni agregatéw udziat B-arkusza miescit si¢ w zakresie 41-43%,
B-zakretow w zakresie 35-41%, a ilo$¢ a-helisy byta bardzo niska (3—4%). Roznice
pomiedzy poszczegbdlnymi regionami wskazuja, ze agregaty nie dojrzewaja
rébwnomiernie i poszczegodlne obszary moga reprezentowaé rozne stadia organizacji
drugorzedowe;.

Wyniki uzyskane metodami ATR-FTIR oraz nanolR wskazuja jednoznacznie, Ze
agregaty HCC tworzace si¢ w pH 4 charakteryzuja si¢ dominacjg struktur § (ok. 41-46%)
przy bardzo niskim udziale elementéw helikalnych. Taki kierunek reorganizacji
drugorzgdowej jest zgodny z danymi literaturowymi dotyczacymi ludzkiej cystatyny C.
W badaniach Grubba i wsp. [170] wykazano, ze podczas przejscia od monomeru do
oligomerow i dalej do widkien amyloidowych widmo CD ulega przesuni¢ciu minimum
eliptyczno$ci w strone ~220 nm, co odpowiada narastajacemu udziatowi struktur . Cho¢
metody r6znig si¢ zakresem informacji, zar6wno wyniki uzyskane w niniejszej pracy, jak
1 widma CD opisywane przez Grubba wskazuja na t¢ sama tendencj¢ - uporzagdkowanie
struktury wtornej cystatyny C w kierunku form bogatych w motywy . Porownanie
morfologii rOwniez ujawnia istotne podobienstwa. W pracy Grubba i wsp. na podstawie
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zdje¢ TEM opisano obecnos$¢ pierscieniowych oligomeréw o Srednicy zewnetrznej
~13-14 nm, $rednicy wewngtrznej ~2-3 nm oraz szeroko$ci pierScienia ~5—6 nm.
Struktury obserwowane w niniejszej pracy metoda AFM w uktadzie HCC + CuO (22,5
png/ml) wykazuja analogiczng morfologi¢ - podwyzszong, pierscieniowg krawedZ o
$rednicy 14-22 nm oraz obnizony $rodek o wysoko$ci 2—5 nm. Mimo ze AFM mierzy
wysoko$¢, a TEM - wymiary w plaszczyznie XY, ogolny ksztatt oligomerdéw pozostaje
poréwnywalny.

Badania w systemie mikroprzeptywowym miaty na celu sprawdzenie czy
przeplyw moze modyfikowac przebieg agregacji HCC. Juz po 8 godzinach inkubacji w
chipie mikrofluidycznym widoczne byly struktury widkniste zarowno przy pH 6, jak i
przy pH 4. Oznacza to, ze przeptyw znaczaco przyspiesza proces agregacji - w warunkach
wytrzasania podobny stopien uporzadkowania obserwowano dopiero po kilkunastu
godzinach.

Zblizony efekt opisano wczesniej dla peptydu APi-42 ktorego agregacja w mikrochipie
przeplywowym zachodzita wielokrotnie szybciej niz podczas klasycznej inkubacji -
poziom widkien obserwowany po 4 godzinach przeplywu nie pojawiat si¢ nawet po
12-96 godzinach w warunkach inkubacji z wytrzasaniem [204]. Za gltéwny czynnik
przyspieszajacy uznano dzialanie sit §cinajacych, ktore utatwiaja inicjacj¢ agregacji oraz
wptywaja na dalszy wzrost i morfologie widkien. Wnioski te sg spdjne z obserwacjami
dla HCC, gdzie przeptyw nie tylko przyspiesza proces agregacji, lecz takze prowadzi do
powstawania wigkszej liczby wldknistych struktur w poréwnaniu z warunkami inkubacji
z wytrzasaniem.

Proces agregacji biatka monitorowano za pomocg techniki SAXS. Analiza danych
wykazata, ze wraz z czasem inkubacji w ukladzie mikroprzeplywowym rosnie
intensywno$¢ rozpraszania przy matych katach, co przektada si¢ na stopniowe
zwigkszanie promienia zyracji Ry oraz intensywnos$ci 1(0). Tendencja ta wskazuje na
systematyczne powigkszanie si¢ dominujacych agregatow biatkowych[263]. W probkach
zawierajacych jedynie nanoczastki CuO, jak réwniez w uktadach HCC + CuO
analizowanych po krotkim czasie przeptywu (56 godzin), nie byto mozliwe wiarygodne
wyznaczenie Ry metoda Guiniera ani rekonstrukcja funkcji p(r) w programie GNOM.
Krzywe SAXS w tych warunkach nie spetnialy kryteriow liniowos$ci w zakresie Guiniera,
co jest charakterystyczne dla uktadéw o silnej polidyspersji, zawierajacych populacje
czastek o nieregularnym  ksztalcie[263,264]. Szczegélnie wyrazne zmiany
zaobserwowano w probkach zawierajacych CuO NPs. Obecno$¢ nanoczastek prowadzita
do szybszego wzrostu intensywnos$ci w niskich q oraz wyzszych wartosci Ry niz w
probkach z samym HCC poddanych przeptywowi. Wskazuje to, ze CuO NPs dodatkowo
moduluja przebieg agregacji - mogg peti¢ funkcj¢ lokalnych centrow adsorpcji i
reorganizacji biatka, sprzyjajac powstawaniu wigkszych agregatéw o bardziej zlozonej
morfologii. Tendencj¢ t¢ potwierdzaja takze zwigkszone warto$ci Dmax 1 objetosci
Poroda, $wiadczace o narastajacej rozbudowie przestrzennej struktur biatkowych w
obecnosci CuO.

147



Poglebienie analizy metoda nanolR probek inkubowanych w warunkach przeptywu (pH
4, 8 h) ujawnito bardzo szeroki zakres warto$ci udziatu struktur drugorzgdowych. Udziat
struktur  w analizowanych punktach wynosit od ok. 11% do ponad 52%, natomiast ilo$¢
struktur a-helikalnych miescita si¢ w przedziale 4-24%. Tak duze rozproszenie warto$ci
wskazuje, ze w warunkach mikroprzeptywu powstajg agregaty o bardzo zréznicowanym
stopniu uporzadkowania - od regionéw stabo zorganizowanych po obszary wyraznie
bogate w motywy PB. Wysoka heterogeniczno$¢ sugeruje, ze sity $cinajace dziatajace w
kanale moga prowadzi¢ do lokalnej destabilizacji wtdkien, ich fragmentacji, a nastepnie
ponownej nukleacji w innych miejscach ukladu. W efekcie struktury rozwijaja si¢
niesynchronicznie, co odréznia probki przeplywowe od bardziej jednorodnych agregatow
powstajacych w warunkach wytrzasania.

Warto$§ci  naprezen  $cinajacych  uzyskane w  zastosowanym  ukladzie
mikroprzeplywowym (ok. 1-1,5 Pa) mieszcza si¢ w zakresie uznawanym za
fizjologiczny. W literaturze [265] podaje si¢, ze naprezenia $cinajgce w naczyniach
mikrokrazenia wynosza zwykle 0,5-2 Pa, natomiast w naczyniach wlosowatych mézgu
mieszcza si¢ w przedziale 0,3-2 Pa. Szerzej, dla tkanek biologicznych warto$ci
fizjologiczne mieszcza si¢ w zakresie 0,1-6 Pa, w zaleznosci od typu naczynia i lokalnych
warunkéw hemodynamicznych[265]. Wartosci w przeprowadzonym eksperymencie
mikroprzeplywowym odpowiadaja réwniez rzeczywistym predkosciom przeptywu
obserwowanym w ukladzie krazenia. W naczyniach wlosowatych 1 tetniczkach
moézgowych przeplyw krwi wynosi zazwyczaj od kilku milimetréw do kilkudziesigciu
centymetrow na sekunde, a w niektorych tetnicach mézgu moze osigga¢ nawet ok. 50
cm/s [266]. W modelach mikroprzeplywowych stosowanych do odwzorowania
warunkow in vivo wykorzystuje si¢ przeplywy w zakresie 0,1 pul/min — 3 ml/min oraz
predkosci od 0,1 mm/s do 100 mm/s, co odzwierciedla fizjologiczne zréznicowanie sieci
naczyniowej [203,204].

Zastosowany uktad mikroprzeplywowy umozliwia odwzorowanie warunkow
mechanicznych, ktéore w S$rodowisku in vivo oddziatuja na biatka 1 komorki.
Mikroprzeplywowe systemy s szeroko stosowane do modelowania hemodynamicznego
srodowiska naczyn, poniewaz pozwalaja precyzyjnie kontrolowaé site $cinajaca,
ci$nienie i geometri¢ kanatu [267]. W literaturze podkresla si¢, ze tego typu uklady
wiernie odtwarzaja warunki mikrokrazenia, gdzie przeplyw jest laminarny, a kluczowym
czynnikiem oddziatujgcym na biatka jest naprezenie §cinajagce. Udowodniono takze, ze w
takich warunkach przeptyw moze przyspiesza¢ amyloidogenezg, co wczesniej wykazano
m.in. dla peptydu APi-42 1 insuliny [268].

Podobny efekt zaobserwowano w niniejszej pracy, gdzie przeptyw znaczaco przyspieszat
formowanie agregatow HCC oraz prowadzit do struktur bardziej wydluzonych i
heterogenicznych niz w warunkach inkubacji z wytrzasaniem. Zjawiska te, szybsza
agregacja, zmiana morfologii widkien i wigksza strukturalna niejednorodno$¢, mozna
uzna¢ za potencjalnie istotne dla zrozumienia amyloidogenezy in vivo, w tym odktadania
amyloidow w $cianach naczyn moézgowych oraz mozliwej roli sit $cinajacych w
dojrzewaniu agregatow.
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Testy cytotoksycznosci przeprowadzone na modelowej linii komodrkowej
neuroblastomy SH-SYS5Y wykazaty, Zze ani kontrolna probka zawierajaca tylko biatko
HCC, ani roztwor referencyjny nanoczastek CuO w badanych st¢zeniach nie obnizaty
istotnie przezywalno$ci komorek SH-SYSY. Wyrazny spadek zywotnosci obserwowano
dopiero po ich jednoczesnym zastosowaniu, co sugeruje, ze to forma agregujacego biatka
w obecnos$ci CuO, a nie pojedyncze komponenty, stanowi biologicznie aktywng i
potencjalnie toksyczng posta¢. W tych samych probkach zaobserwowano takze istotny
wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (ROS), szczegdlnie w obecno$ci widknistych
agregatow HCC zwigzanych z CuO, co wskazuje na indukcj¢ stresu oksydacyjnego.
Warto jednak podkresli¢, ze cho¢ zarowno HCC, jak i CuO NPs wykazuja jedynie
ograniczong aktywnos¢ biologiczng stosowane osobno, to ich jednoczesne zastosowanie
prowadzi do wyraznie nasilonej generacji ROS. Zar6wno analiza ANOVA dla CuO NPs,
jak 1 testy poréwnawcze dla mieszanin HCC + CuO wskazuja, ze dopiero
wspotwystepowanie obu komponentéw powoduje istotny, narastajacy w czasie wzrost
sygnatu DCF. Wyniki te sugeruja, ze kluczowym czynnikiem odpowiedzialnym za
obserwowany efekt jest forma agregujacego biatka powstajaca w obecnosci CuO, a nie
kazdy z elementow stosowany osobno.

Do oceny zywotnosci zastosowano test WST-1. W przeciwienstwie do klasycznej metody
MTT, barwnik WST-1 jest redukowany pozakomoérkowo, a powstajacy barwny formazan
pozostaje w roztworze. Dzigki temu metoda ta jest mniej podatna na interferencje z
nanoczastkami, ktore mogg adsorbowac lub redukowa¢ MTT niezaleznie od metabolizmu
komorkowego, prowadzac do wynikéw falszywie dodatnich. Test za pomoca WST-1
zapewnia wigkszg wiarygodnos$¢ w badaniach obejmujacych nanomateriaty lub zwigzki
o aktywnosci redoks [269,270]. Uzyskane w ramach testow komorkowych wyniki
wskazuja wiec, ze to agregaty HCC powstajace w obecno$ci CuO NPs, a nie same
nanoczastki, sg gtbwnym zrédlem stresu oksydacyjnego i cytotoksycznosci.

Przeprowadzone badania pokazuja, ze przebieg agregacji HCC zalezy zarowno od
pH, jak i obecnos$ci nanoczastek oraz warunkéw fizycznych $rodowiska. Nanoczastki
CuO destabilizuja strukture natywna biatka, inicjujg proces agregacji i wpltywaja na
morfologi¢ powstajacych struktur. Z kolei przeptyw przyspiesza ten proces oraz zwigksza
jego heterogenicznos¢, prowadzac do powstawania struktur bardziej wydluzonych i
zrdznicowanych. Agregaty HCC formowane w obecnosci CuO wykazuja aktywno$¢
biologiczna, generujg stres oksydacyjny i obnizajg przezywalno$¢ komorek, co sugeruje,
Ze mogg stanowi¢ potencjalnie toksyczng forme takze w warunkach in vivo.

Bioragc pod uwage, ze nanoczastki tlenkow metali s3 obecne w zanieczyszczonym
powietrzu 1 moga potencjalnie akumulowaé si¢ w tkankach, wyniki te wskazuja, ze
czynniki §rodowiskowe moga realnie modulowaé procesy amyloidogenezy. W takich
warunkach nanoczastki moga nie tylko inicjowa¢ agregacj¢ cystatyny C, ale takze
zwigksza¢  jej  toksyczno$¢, potencjalnie wplywajac na rozwdj chordb
neurodegeneracyjnych i naczyniowych.
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Na podstawie uzyskanych wynikow eksperymentalnych mozna zaproponowac
spojny mechanizm agregacji HCC w obecno$ci nanoczastek CuO. Na Rysunku 103
przedstawiono uproszczony schemat ilustrujacy przebieg kolejnych etapow tego procesu,
natomiast ponizej szczegétowo omowiono ich znaczenie oraz zalezno$ci wynikajace z
warunkow srodowiskowych.

Destabilizacja
r---1  struktury natywnej
biatka

|

Nukleacja na
powierzchni
nanoczastki

|

Wzrost i organizacja

biatko agreguje samoistnie,
ale nanoczastki modulujg
ksztatt powstajacych struktur
(od pierscieni po wtdkna)

- agregatow
1
>! T
1
ol =
> | < o
ol T proces inicjowany
=2 o przez CuO NPs,
o rozwija sie stopniowo
X!
E
3
>0
=
o
(o
N |
g
o
i
1

przyspiesza agregacje, zwieksza
niejednorodnos¢ i prowadzi do
powstawania wiekszej liczby
agregatow

Rysunek 103. Schemat proponowanego mechanizmu agregacji HCC modulowanej przez
nanoczastki CuO 1 przeptyw mikrofluidyczny. Proces obejmuje destabilizacje struktury
natywnej biatka, nukleacje heterogeniczng na powierzchni nanoczastek CuO oraz wzrost
1 organizacj¢ agregatow. Dolna czgs$¢ schematu przedstawia wplyw pH i warunkow
przeplywu na morfologie¢ i dynamike agregacji.
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1. Destabilizacja struktury natywnej biatka

Pierwszym etapem proponowanego mechanizmu jest obnizenie stabilnosci cystatyny
C w obecnosci nanoczastek CuO. Wykazany w badaniach spadek temperatury
topnienia monomeru i dimeru HCC wskazuje, ze kontakt z CuO NPs sprzyja
przechodzeniu biatka do form czg$ciowo rozfaldowanych. Tego typu struktury sa
bardziej podatne na oddzialywania mi¢dzyczasteczkowe oraz rearanzacje
drugorzgdowe, co tworzy warunki sprzyjajace inicjacji agregacji. Oznacza to, ze
nanoczastki dziataja jak czynnik przygotowujacy biatko do dalszych etapow
samoorganizacji.

2. Nukleacja na powierzchni nanoczastki (korona biatkowa)

Po przej$ciu w stan o obnizonej stabilnosci HCC adsorbuje si¢ na powierzchni CuO
NPs, tworzac tzw. korone biatkowa. Adsorpcja ta moze stabilizowaé okreslone
konformacje biatka, a jednocze$nie lokalnie zwigksza¢ jego stezenie, co sprzyja
nukleacji heterogenicznej. W efekcie nanoczastki petnig rolg ,,szablonu”, na ktorym
formujg si¢ pierwsze stabilne agregaty, czgsto bogate w elementy B-arkusza.

3. Wozrost i organizacja agregatow

Po etapie nukleacji nastepuje dalszy wzrost agregatow, ktorego przebieg zalezy od
pH oraz dynamiki uktadu. Analizy SAXS, AFM i nanolR potwierdzaja, ze agregaty
nie powstaja jako jednorodne formy, lecz przechodza reorganizacj¢ przestrzenng i
strukturalng. Wzrost moze prowadzi¢ do form pier§cieniowych, oligomerycznych lub
wtoknistych, a CuO modyfikuje ten proces, dzialajac jako centrum organizacji
lokalnej 1 wptywajac na dynamike oraz morfologi¢ tworzacych si¢ struktur.

3.1. pH 6 - proces inicjowany przez nanoczastki CuO

Przy pH 6 samo biatko nie wykazuje tendencji do agregacji. Dopiero obecnos¢
CuO NPs inicjuje powstawanie pierwszych struktur, ktore nastgpnie rozwijajg si¢
stopniowo. Formy widkniste sg nieliczne i stosunkowo kroétkie, co wskazuje, ze
w warunkach bliskich fizjologicznym nanoczastki petnig gtownie role inicjatora
procesu.

3.2. pH 4 - modulacja ksztattu przez nanoczastki CuO

W $rodowisku kwasnym HCC agreguje spontanicznie, jednak obecnosé¢
nanoczgstek silnie wptywa na morfologi¢ powstajacych struktur:

o niskie stezenie nanoczastek CuO (22,5 pg/ml) — dominujg pierScieniowe
oligomery
(wysokie krawedzie 14-22 nm, centralna cze$¢ 2—5 nm),
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e S$rednie st¢zenie nanoczastek CuO (90 pg/ml) — cienkie, pojedyncze wtdkna
(2-3 nm),

e wysokie stezenie nanoczastek CuO (225 pg/ml) — grube, lokalnie
uporzadkowane wigzki wiokien (4—10 nm).

Oznacza to, ze CuO nie tylko przyspiesza proces, ale rowniez kierunkuje morfologie¢
powstajacych agregatow.

3.3. Przeptyw mikrofluidyczny — agregacja zachodzi szybciej, intensywniej,
mniej jednorodnie

Warunki przeptywu prowadza do:

e przyspieszenia agregacji (wyzsze I(0) oraz wigkszy Ry w badaniach
SAXS),

o zwigkszonej liczby formujacych si¢ agregatow,

o wigkszej niejednorodnosci morfologicznej (brak liniowosci zakresu
Guiniera),

e wzrostu udziatu struktur wtdknistych.

Zjawisko to mozna interpretowac jako efekt ciaglego odslaniania $wiezych
powierzchni CuO oraz dynamicznego mieszania, co sprzyja tworzeniu wielu jader
nukleacji w kréotkim czasie.

Lacznie przedstawione wyniki wskazuja, ze nanoczastki CuO petnig wielowymiarowa
role w procesie agregacji cystatyny C - destabilizujg biatko, inicjuja nukleacje, a
nastepnie kierunkuja morfologi¢ powstajacych agregatow. Charakter tych zmian jest
silnie zalezny od pH $rodowiska oraz dynamiki ukladu, co pozwala lepiej zrozumieé
warunki sprzyjajace powstawaniu okreslonych form agregatow.

Aby uporzadkowac 1 syntetycznie przedstawi¢ zalezno$ci migdzy poszczegdlnymi
etapami procesu, na Rysunku 104 zamieszczono schemat pogladowy mechanizmu
formowania agregatow cystatyny C. Ilustracja obejmuje zaréwno $ciezke spontaniczne;j
agregacji biatka w warunkach kwasnych, jak i procesy modyfikowane przez obecno$¢
CuO NPs. Schemat ma charakter koncepcyjny - uproszczono w nim proporcje i geometri¢
struktur, aby wyeksponowac kluczowe etapy i wptyw czynnikdéw srodowiskowych, a nie
odwzorowywac¢ doktadne parametry eksperymentalne.
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Rysunek 104. Schemat proponowanego mechanizmu agregacji ludzkiej cystatyny C w
obecnosci nanoczgstek CuO. Etap I: stan poczatkowy biatka i nanoczastek. Etap II:
wplyw warunkéw srodowiska (pH, przeptyw) oraz oddzialywanie z nanoczastkami Cu0,
prowadzace do destabilizacji struktury natywnej HCC i adsorpcji biatka na powierzchni
nanoczastek. Etap III: powstawanie zro6znicowanych form agregatéw - agregatow korony
biatkowej, promienistych struktur oraz wigzek cienkich wtdkien. Rysunek ma charakter
schematyczny; proporcje, ksztalty struktur oraz geometria czasteczki HCC nie

odzwierciedlaja doktadnych parametrow eksperymentalnych i zostaty uproszczone w
celu zachowania czytelnosci.

153



Wyniki uzyskane w niniejszej pracy warto réwniez odnies¢ do obserwacji
opisanych dla innych biatek amyloidowych oraz dla cystatyny C badanej w
alternatywnych warunkach $rodowiskowych. W wielu ukladach modelowych,
obejmujacych m.in. amyloid B [271-273], a-synukleing [274,275], lizozym [203] czy
insuling [276,277], wykazano, ze obecno$¢ obcych powierzchni, zmiana pH oraz warunki
przeplywu moga znaczaco modyfikowa¢ przebieg agregacji bialek [278,279]. W
badaniach nad oddziatywaniem bialek z nanomateriatami wykazano, Zze nanoczastki
moga zaréwno przyspiesza¢, jak i hamowaé tworzenie struktur amyloidowych, w
zalezno$ci od typu oddziatywan na granicy faz [280]. Jednocze$nie udowodniono, ze
adsorpcja biatek na powierzchni nanoczastek prowadzi do formowania dynamicznej
,.korony biatkowe;j”, ktorej sktad i stabilno$¢ zaleza od wlasciwosci materiatu, a powstala
korona moze zmienia¢ konformacyjny krajobraz bialek [281]. Ponadto pokazano, zZe
wielko$¢ oraz chemia powierzchni nanoczastek determinuja sposdb wigzania biatek i
moga sprzyja¢ reorganizacji ich struktury, co wptywa na dalszy przebieg tworzenia
oligomerow i fibryli [282].

Dopehieniem tego kontekstu sg prace Ostner i wsp. [249] oraz Chrabgszczewskiej i
wsp.[251] w ktérych scharakteryzowano stabilizowane, jednorodne oligomery cystatyny
C. W obu badaniach uzyskano dobrze zdefiniowane struktury o ustalonej liczbie
podjednostek i statych wymiarach, mozliwe do szczegdtowej analizy metodami AFM,
TEM i SAXS. W przeciwienstwie do tych stabilnych oligomeréw, agregaty obserwowane
W niniejszej pracy powstaja w warunkach naturalnej, niekontrolowanej reorganizacji
biatka - pod wptywem zakwaszenia, obecnosci CuO NPs oraz mikroprzeptywu. Prowadzi
to do znacznie wigkszej heterogeniczno$ci form, obejmujacej zaréwno struktury
oligomeryczne, jak i wtdkniste, oraz do intensywnego dojrzewania agregatow w czasie.

Tym samym zaprezentowane wyniki uzupehniaja dotychczasowa wiedz¢ na temat
agregacji cystatyny C: badania stabilizowanych oligomeréw dostarczaja informacji o
precyzyjnych, wyizolowanych stanach posrednich, natomiast analiza przeprowadzona w
niniejszej pracy pokazuje, jak biatko zachowuje si¢ w bardziej ztozonych, dynamicznych
warunkach $srodowiskowych. Potaczenie tych dwoch perspektyw umozliwia petniejszy
opis etapéw agregacji - od kontrolowanych, jednorodnych oligomeréw po
heterogeniczne, dynamiczne formy powstajace w obecnosci nanomaterialow 1 w
warunkach przeptywu.

Mimo, ze zastosowany model mikroprzeplywowy, metody strukturalne i testy
komoérkowe pozwolily szczegdtowo zbada¢é mechanizmy agregacji HCC, nalezy
uwzgledni¢ pewne ograniczenia. Uktad mikroprzeptywowy nie odwzorowuje w pelni
ztozonej  architektury tkanek - brakuje komorek $rodbtonka, macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz elementow ukladu odpornosciowego, ktére in vivo moga
modulowaé¢ amyloidogeneze. Dodatkowo, testy cytotoksycznos$ci przeprowadzono na
jednej linii komoérek nerwowych (SH-SYSY), co ogranicza mozliwo$¢ uogolnienia
wynikow na inne typy komorek neuronalnych lub naczyniowych.

W przysztosci warto rozszerzy¢ badania o bardziej zaawansowane modele biologiczne,
takie jak trojwymiarowe hodowle komorkowe, uktady narzad-na-chipie (organ-on-chip)
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lub mikroprzeptywowe modele naczyn moézgowych (microvascular brain-on-chip). Takie
systemy moglyby wierniej odwzorowaé s$rodowisko tkankowe, przeptyw ptynu
mozgowo-rdzeniowego, barier¢ krew—mozg oraz interakcje pomigdzy agregatami
biatkowymi, komérkami i hemodynamikg. Cennym kierunkiem bytoby rowniez zbadanie
wptywu innych nanoczastek srodowiskowych (np. Fe20s, ZnO, TiO:) oraz sprawdzenie
czy inhibitory agregacji (mate czasteczki, peptydy, przeciwciala) mogg hamowaé
powstawanie toksycznych form HCC w obecnosci CuO.

Przedstawione wyniki pokazuja, Ze potaczenie samodzielnie zsyntetyzowanych i
dobrze scharakteryzowanych nanoczastek CuO oraz szerokiego zestawu technik
badawczych pozwolito kompleksowo przeanalizowa¢ zachowanie ludzkiej cystatyny C
w warunkach istotnych zaré6wno biologicznie, jak i $rodowiskowo. Otrzymane dane
wypetniaja kilka waznych luk badawczych: umozliwiaja bezposrednie pordéwnanie
przebiegu agregacji HCC w réznych warunkach fizykochemicznych, pokazuja wplyw
nanoczastek metali na reorganizacj¢ struktury biatka oraz konsekwencje biologiczne
potwierdzone testami komorkowymi. Zastosowanie uktadu mikroprzeplywowego -
samodzielnie ztozonego i zoptymalizowanego - pozwolilo dodatkowo uchwycié
dynamike proceséw agregacji w warunkach zblizonych do fizjologicznych. Wszystkie te
obserwacje razem tworza spojny obraz, w ktorym zar6wno wiasciwosci nanoczastek, jak
i warunki $rodowiska decyduja o przebiegu samoorganizacji HCC. Stanowi to
warto$ciowy punkt wyjscia do kolejnych badan, ktére pozwola jeszcze doktadniej
okresli¢ zaleznosci pomiedzy warunkami $rodowiska, obecnos$ciag nanomaterialow a
przebiegiem procesOw agregacyjnych.
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8  Wnioski

W oparciu o uzyskane i opracowane wyniki badan mozna wysung¢ nastgpujace wnioski:

1. Zsyntetyzowane nanoczastki CuO stanowily stabilny i powtarzalny material
do badan nad interakcja z ludzka cystatyna C.

Nanoczastki charakteryzowaty si¢ oczekiwang jednosko$ng strukture krystaliczng (C2/c),
niewielkim rozmiarem (~5—6 nm), dobrg dyspersyjnoscia w roztworach wodnych i
buforach oraz wysoka czysto$cia chemiczng, co umozliwito ich wiarygodne i
kontrolowane zastosowanie eksperymentalne.

ii.  Obecno$¢ nanoczastek CuO oraz jonéw Cu* prowadzila do obniZenia
stabilnos$ci struktury natywnej HCC jeszcze przed rozpoczeciem agregacji.

Spadek temperatury topnienia monomeru i dimeru HCC, wykazany w badaniach
termicznej stabilnos$ci biatek, $wiadczy o utatwieniu przejscia biatka do stanu podatnego
na oddziatywania miedzyczasteczkowe, co stanowi pierwszy etap procesu agregacji.

iii.  Nanoczgstki CuO inicjowaly agregacje HCC juz w pH 6, czyli w warunkach,
w ktorych samo bialko pozostaje w formie natywnej.

W obecnosci CuO pojawial si¢ wzrost intensywnosci fluorescencji ThT oraz wtokniste
struktury widoczne w AFM; nanoczastki pelily funkcje¢ miejsc nukleacji poprzez
adsorpcje biatka i tworzenie tzw. korony biatkowe;.

iv.. ' W pH 4 HCC agregowalo spontanicznie, jednak obecnos¢ CuO
modyfikowala przebieg oraz morfologi¢ powstajacych struktur.

ATR-FTIR i nanolR potwierdzity wzrost udziatu struktur B (~44-46%) 1 spadek struktur
a-helikalnych (~26%), natomiast mikroskopia AFM wykazata, ze rodzaj i ksztalt
agregatow zalezat od stgzenia CuO - od form pierscieniowych przy nizszych st¢zeniach
po grube fibryle przy wyzszych.

v. W warunkach mikroprzeplywu agregacja HCC zachodzila szybciej i
prowadzila do wi¢kszego zroznicowania strukturalnego niz w warunkach
inkubacji z wytrzasaniem.

Po 8 godzinach cyrkulacji roztworu biatka w chipie mikrofluidycznym widoczne byty juz
wtokna w pH 4 1 pH 6, a technika nanolR wykazata szeroki zakres udziatu struktur (15—
52%), co $wiadczy o roéwnoczesnym wystgpowaniu obszardw na rdznych etapach
dojrzewania agregatow.
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vi.  Analizy SAXS, AFM, ATR-FTIR i nanolR potwierdzily utrate struktury
natywnej HCC i przejscie do uporzadkowanych form bogatych w elementy

B.

Dane uzyskane metoda SAXS wykazaly wzrost promienia zyracji oraz obecno$¢
wydhuzonych populacji agregatow, natomiast obrazowanie AFM ujawnito zar6wno
fibryle, jak i kompleksy biatko—nanoczastka. Analizy IR (ATR-FTIR i nanolR)
potwierdzity dominacj¢ struktur p-arkuszowych oraz reorganizacj¢ elementow
drugorzgedowych, wskazujac na zaawansowang samoorganizacj¢ HCC.

vii.  Powstajace agregaty HCC-CuO wykazywaly dzialanie cytotoksyczne oraz
indukowaly stres oksydacyjny w komorkach.

Agregaty HCC powstale w obecnosci nanoczastek CuO prowadzity do spadku
przezywalno$ci modelowych linii komorek neuroblastomy SH-SY5Y i1 wzrostu poziomu
ROS, mimo ze kazdy komponent osobno (HCC, CuO NPs) nie wykazywatl takiego efektu
w zastosowanych st¢zeniach.

viii.  Mechanizm oddzialywania HCC z CuQO obejmuje kolejno destabilizacje
struktury bialka, adsorpcj¢ na powierzchni nanoczastki, tworzenie miejsc
nukleacji, wzrost struktur p i powstawanie agregatow o znaczeniu
biologicznym.
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znacznie obnizajg zywotnos¢ komoérek oraz
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The aim of this study was to investigate how
copper(ll) oxide nanoparticles (CuO NPs) affect the
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stable and well-dispersed. Both CuO NPs and Cu?**
ions reduced the stability of native HCC in its
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HCC aggregation depended on pH and the
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aggregate on its own, whereas CuO NPs initiated
fibril formation. At pH 4, HCC aggregated
spontaneously, and the nanoparticles modulated
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thick fibrils. Complementary techniques confirmed
increased (B-sheet content, conformational
changes, and the formation of larger, more
elongated aggregates. Under microfluidic
conditions, aggregation proceeded faster and was
more heterogeneous.
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formed after incubation of HCC with CuO NPs
decreased cell viability and elevated reactive
oxygen species levels. Overall, the results indicate
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The Influence of Microfluidic Flow and Metallic Nanoparticles on the Amyloidogenic
Properties of Human Cystatin C

mgr Karolina Rucinska

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the influence of copper(Il) oxide (CuO)
nanoparticles on the structure, conformational stability, and aggregation process of human
cystatin C (HCC), as well as to determine whether the resulting HCC aggregates exhibit
biological activity on their own. The experiments were carried out in two systems - under
incubation conditions and in microfluidic flow - which allowed for comparison of the
aggregation process in an environment mimicking physiological fluid flow.

CuO nanoparticles were synthetically obtained and characterized in terms of structure,
chemical composition, and morphology. They were shown to be monodisperse, stable, and
well-dispersed, which enabled their use in subsequent analyses.

In the first stage, the effects of CuO nanoparticles and Cu?* ions on the stability of HCC
were evaluated. Fluorescence measurements with SYPRO Orange revealed a decrease in the
melting temperature of both the monomeric and dimeric forms of HCC, indicating reduced
stability of the native cystatin structure.

Next, the aggregation behavior of HCC was analyzed under different conditions. At pH
6, the protein alone did not form aggregates; however, in the presence of CuO nanoparticles, a
detectable ThT signal appeared along with the first fibrillar structures observed by AFM,
indicating  initiation =~ of  aggregation at the  nanoparticle  surface. At
pH 4, HCC aggregated spontaneously, and the presence of CuO modified the morphology of
the resulting structures in a concentration-dependent manner, ranging from ring-like forms to
thick fibrillar structures.

ATR-FTIR and nanolR spectroscopy confirmed an increased contribution of
B-sheet structures in the HCC aggregates (approx. 44—46%) and a reduction in a-helical content.
SAXS analysis revealed an increase in the size of the formed structures and a shift toward more
elongated conformations. Under microfluidic conditions, aggregation proceeded more rapidly
but exhibited greater heterogeneity - nanolR revealed local differences in B-sheet content,
indicating the coexistence of aggregates at different maturation stages within the same sample.

Finally, biological assays using SH-SYS5Y neuroblastoma cells were performed to assess
the potential effects of HCC aggregates and CuO nanoparticles on cell viability. Reference
nanoparticle and protein samples at the tested concentrations were not cytotoxic, whereas their
combination led to decreased cell viability and increased levels of reactive oxygen species
(ROS). These results indicate that HCC aggregates formed in the presence of CuO nanoparticles
can induce oxidative stress and exhibit cytotoxic effects.

Overall, the results demonstrate that CuO nanoparticles influence all stages of human
cystatin C transformation - from destabilization of its native structure, through acting as
nucleation sites that promote local protein accumulation and conformational rearrangements,
to the formation of aggregates with diverse morphology and biological activity. This work
provides a coherent description of the influence of CuO nanoparticles on human cystatin C
under both shaking incubation and microfluidic flow conditions.



