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POPULARNONAUKOWY OPIS PROJEKTU

Szacuje si¢, ze okoto 50 milionéw ludzi na catym $wiecie cierpi z powodu demencji. Swiatowa populacja
starzeje sig, dlatego liczba przypadkéw wyniszczajacych i $§miertelnych chorob neurodegeneracyjnych takich
jak choroba Alzheimera wciaz ro$nie. Koszt leczenia przekroczyt juz 1% $wiatowego PKB. Pomimo ogromu
staran naukowych choroby te wciaz sg nieuleczalne. Procesy neurodegeneracyjne Scisle wiagzg si¢ z agregacja
cytotoksycznych biatek zwanych amyloidami. Nieprawidtowa agregacja tych biatek, ktéra jest Scisle zwigzana
z etiologia chordb neurodegeneracyjnych, lezy w centrum zainteresowan badawczych farmakologow,
chemikéw, fizykow biologdw i biofizykow. Niezwykle wazne jest doglebne zrozumienie szlakow agregacji
peptydow poniewaz moze ono determinowac strategie leczenia choroby.

W oparciu o wyniki wielu technik analitycznych takich jak spektrometria mas, krystalografia, dichroizm
kotowy, spektroskopia w zakresie podczerwieni i magnetyczny rezonans jadrowy mozliwe byto
monitorowanie zmian struktury drugorzedowej biatek a dokladnie wzrostu zawarto$ci struktury p-kartki
podczas procesu agregacji. Wymienione metody pozwolity réwniez na modelowanie tylko hipotetycznych
szlakow agregacji amyloidéw, bezposrednia weryfikacja nie byla mozliwa z powodu ograniczen
metodologicznych. Kazda z wymienionych technik wymaga znacznych objetosci probki i zawsze dostarcza
jedynie usrednionej (z wielu czasteczek) informacji o strukturze drugorzedowej. Ze wzgledu na
niejednorodno$¢ probek amyloidow, ktore zwykle zawierajg kuliste oligomery, niedojrzate protofibryle,
dojrzate fibryle oraz niewielkie agregaty, takie jak dimery i tetramery, a takze niezagregowane czgsteczki
peptydu, dotychczas nie byto mozliwe $ledzenie poszczegolnych krokow agregacji amyloidéw i doktadnie
opisanie zmian w strukturze drugorzedowej w poszczegdlnych agregatach.

Projekt obejmuje doglebne badanie szlakow agregacji amyloidu B - peptydu zwigzanego z chorobg
Alzheimera. Glownym zadaniem projektu bedzie mapowanie rozkladu przestrzennego struktury
drugorzedowej B-kartki w poszczegdlnych agregatach w skali nometrycznej, po raz pierwszy w warunkach
nasladujacych $rodowisko fizjologiczne (na syntetycznej btonie lipidowej, w buforze fizjologicznym). Wyniki
pomiarow pozwola na bezposrednig weryfikacje szlakow agregacji peptydu. Po dokltadnej analizie metod,
ktore mogg probkowaé strukture molekularng pojedynczych oligomerdéw, protofibryli i fibryli wybrano
spektroskopie Ramana wzmocniong na ostrzu sondy skanujgcej (ang. Tip-enhanced Raman (TER)
spectroscopy), poniewaz speinia ona wszystkie kryteria niezb¢dne do zrealizowania projektu, takie jak
mozliwos$¢ oznaczania struktury drugorzedowej biatek, wysoka czuto$¢ (siegajaca pojedynczych czasteczek
chemicznych), nanometryczna rozdzielczo$¢ przestrzenna i mozliwos¢ wykonywania pomiaréw w cieczach.
TERS faczy nanometryczng zdolnos¢ rozdzielcza mikroskopii sit atomowych, oraz selektywno$é chemiczna
spektroskopii Ramana i dlatego za pomoca TERS mozna bada¢ strukture chemiczng probek z nanometryczng
rozdzielczoscig przestrzenng. Fourierowska nanospektroskopia w zakresie podczerwieni (nanoFTIR) zostanie
zastosowana jako technika komplementarna do TERS. Dodatkowo planuje sie takze monitorowanie w czasie
rzeczywistym wplywu substancji antyagregacyjnych na konformacje amyloidow poprzez wprowadzenie
beksarotenu do buforu, w ktorym be¢da zanurzone agregujace peptydy. Niezwykle wazng czeS¢ projektu
stanowi badanie wptywu amyloidow na zywe neurony. Proponujg tutaj zastosowac spektroskopi¢ ramanowska
i spektroskopi¢ w zakresie podczerwieni, aby $ledzi¢ zmiany czasteczkowe indukowane w komorkach osobno
przez fibryle oligomery i protofibryle. Integralng czgs$cia tych badan bedzie znalezienie korelacji migdzy
cytotoksycznoscig amyloidoéw a ich strukturg drugorzedows.

Projekt wymaga wielu optymalizacji metod eksperymentalnych, w szczegélnosci techniki TERS
oraz zaimplementowania jej do pomiarow w cieczy. Zoptymalizowana metodologia w przysztosci bedzie
mogla znalez¢ zastosowanie przez chemikow, biologdéw i biofizykéw do badania wielu delikatnych uktadow
biologicznych, takich jak chemoterapeutyczne wigzanie si¢ lekow chemoterapeutycznych do DNA, tworzenie
domen w cienkich warstwach lipidowych pod biatek btonowych i wielu innych.

Przede wszystkim dzigki zrealizowaniu tego projektu znacznie poszerzymy wiedze na temat nieprawidtowe;j
agregacji peptydow Alzheimera oraz zmian molekularnych indukowanych w amyloidach przez substancie
powstrzymujace agregacje. Zrozumienie na poziomie czasteczkowym wptywu czynnikow wewnetrznych
I zewnetrznych na proces agregacji jest absolutnie kluczowe dla opracowania skutecznych strategii
terapeutycznych polegajacych na zahamowaniu procesu samoorganizacji. Wyniki proponowanego projektu
beda miaty znaczenie dla planowania nowych strategii leczenia choroby Alzheimera.



