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pt: Wplyw przeplywu mikrofluidycznego oraz nanoczastek metalicznych na wlasciwosci
amyloidogenne ludzkiej cystatyny C

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

Nanoczgstki CuO otrzymano syntetycznie i1 scharakteryzowano pod wzgledem
struktury, sktadu chemicznego i morfologii. Wykazano, ze sg 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 1 dimeru HCC, co wskazuje na zmniejszenie stabilnosci struktury
natywnej cystatyny.

Nastepnie przeanalizowano przebieg agregacji biatka w réznych warunkach. W pH 6
samo HCC nie tworzyto agregatow, natomiast w obecno$ci CuO pojawial si¢ sygnat ThT oraz
pierwsze struktury widkniste obserwowane w AFM, co $wiadczyto o inicjacji procesu agregacji
na powierzchni nanoczastek. W pH 4 biatko agregowalo spontanicznie, a obecnos¢ CuO
wptywata na morfologi¢ powstajacych struktur w sposéb zalezny od stezenia — od form
pierscieniowych po grube wigzki fibryli.

Spektroskopia ATR-FTIR 1 nanolR potwierdzity wzrost udziatu struktur B w
powstalych agregatach HCC (ok. 44-46%) oraz spadek zawarto$ci struktury a-helikalne;j.
Technika SAXS wykazata wzrost rozmiaru tworzonych struktur i zmian¢ ich organizacji w
kierunku form wydtuzonych. W warunkach mikroprzeptywu agregacja przebiegata szybciej,
ale miata bardziej zr6znicowany charakter — nanoIR wykazat lokalne r6znice w udziale struktur
B, co $wiadczy o obecnosci agregatow na rdznych etapach dojrzewania w obrebie tej samej
probki.

Na koncu przeprowadzono badania biologiczne z wykorzystaniem komorek
neuroblastomy SH-SYSY, aby oceni¢ potencjalny wplyw agregatéw HCC oraz nanoczastek
CuO na zywotno$¢ komorek. Referencyjne probki nanoczastek i1 biatka w zastosowanych
stezeniach nie wykazywaty dziatania cytotoksycznego, natomiast ich potaczenie prowadzito do
spadku przezywalnosci komodrek oraz wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu (ROS).
Wyniki te wskazuja, ze agregaty HCC tworzace si¢ w obecnosci nanoczastek CuO mogag
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 dzialanie
powierzchni CuO jako punktu inicjacji, na ktorym biatko zaczyna si¢ lokalnie gromadzié i
ulega¢ przemianom konformacyjnym, az po formowanie agregatow o zréoznicowanej strukturze
1 aktywnosci biologicznej. Praca stanowi spojny opis wptywu nanoczastek CuO na ludzka
cystatyne C zar6wno w warunkach inkubacji, jak 1 w warunkach mikroprzeptywu.



