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RESUM

L’estudi de les proteines amiloides i del seu comportament en solucié ha adquirit en els
darrers anys una rellevancia especial a causa de la implicacié que tenen en una amplia va-
rietat de malalties, com la malaltia d’Alzheimer. Aquest article és una recopilacié sobre els
diferents aspectes de I'agregacio de les proteines amiloides, on es descriuen les diverses tec-
niques emprades en aquest camp per a la deteccid, quantificacié i estudi estructural de les fi-
brilles amiloides, tot aprofundint en els seus avantatges i inconvenients. També s’analitzen
alguns models rellevants proposats com a mecanisme de 'agregacié amb la utilitzacié
aquestes técniques.

SUMMARY

There is an increased interest in studying amyloid proteins and its properties due to their
implication in a variety of disorders such as Alzheimer’s disease. This article is an overview
on the different aspects of amyloid aggregation. Several techniques that are commonly used
to study amyloid fibril detection and quantification are summarised. Structural and kinetic
studies as well as some of the most relevant models proposed are discussed.
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INTRODUCCIO

Avui dia es coneixen en l'organisme
huma més de vint proteines amb capacitat
amiloidogenica (Kisilevsky, 2000). Aquestes
proteines no estan relacionades en la seva es-
tructura primaria ni en el seu origen biologic,
sind que presenten com a caracteristica co-
muna la seva capacitat d’associar-se, partint
d’unaestructurasoluble, peradonarllocadi-
posits de fibrilles insolubles amb una estruc-
tura central p creuada, com s’esquematitza a
lafigura 1 (SundeiBlake, 1997), anomenades
fibrilles amiloides. L' elevat interés en I'estudi
d’aquestes proteines esjustifica pel fetqueels
diposits amiloides estan relacionats amb ma-
lalties tan diversesirellevants com sénlama-
laltia d’Alzheimer, la diabetis de tipus Ili la
malaltia de Creuzfeldt-Jacob (incloent-hi la
variant humana de I'encefalopatia espongi-
forme bovina, popularment anomenada ma-
laltia de les «vaques boges»). A més, s’ha obser-
vat que un elevat nombre de proteines i
peptids poden donarllocafibrillesamiloides
invitro sota condicions apropiades.
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Eix de propagacio de la fibrilla

Fiura 1. L’estructura f-creuada es caracteritza perqué
presenta 1’esquelet peptidic en forma de lamines B que es
disposen perpendicularment a la direccio de creixement de
la fibra. Els enllagos d’hidrogen son parallels a la direccio
de creixement de la fibra.

Aixi doncs, l'estudi del procés de fi-
brillogenesi no solament té interes cientific
per a ampliar els coneixements sobre el ple-
gament de proteines, sin6 que també pot
donar lloc a noves aproximacions a la pre-
vencio i tractament de les malalties amiloi-
dogeniques. Un fet que cal destacar en
aquestes malalties és que encara que algu-
nes son sistemiques (generalitzades), nor-
malment els diposits es localitzen en un
Unic organ, cosa que sembla indicar I'exis-
téncia de factors desencadenants del plega-
ment anormal de les proteines amiloidoge-
niques.

En el conjunt de les proteines amiloides,
la proteina B-amiloide (BA) és una de les
més estudiades, ja que diverses dades apun-
ten que té un paper destacat en la malaltia
d’Alzheimer (Iversen et al., 1995), el tipus de
demencia senil més comt —al voltant d"un
15 % dela poblacié major de 65 anys presen-
ta algun tipus de demencia senil, i es calcula
que d’aqui a 5 anys hi haura uns 22 milions
d’afectats només als Estats Units (George-
Hyslop, 2001). La proteina BA es presenta
dipositada en forma de fibrilles en les ano-
menades plaques neuritiques. La hipotesi
amiloide sobre la malaltia d’Alzheimer sos-
té que la fibrillogenesi de la proteina BA és
la causant de la cascada de processos que
desemboquen en la mort neuronal i el dete-
riorament de les capacitats cognitives pro-
pies d’aquesta alteraci6. Per aquestarad, l'e-
lucidaci6 del mecanisme pel qual té lloc la
fibrillogenesi presenta una rellevancia espe-
cial.

El terme BA es fa servir en referencia a
una familia de proteines amb una llargada
que oscilla entre 39143 aminoacids i que, en
condicions normals, se segrega a les neuro-
nes per escissié d'una proteina transmem-
branal anomenada proteina precursora de la
proteina BA (APP) (Selkoe, 1998). Les muta-
cions que comporten tant la sobreproduccié
d’APP com un augment de l'activitat d’al-
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gunes de les proteases implicades en la for-
macié de BA poden donar lloc a I'inici pre-
matur de la malaltia i a casos aguts, com
succeeix en el cas de les persones amb sin-
drome de Down (Dumery et al., 2001; Sinha i
Lieberburg, 1999).

Malgrat que no s’ha descobert encara la
funci6 fisiologica concreta de la proteina
BA, s’ha vist que es presenta en concentra-
cions que oscillen entre 10 i 500 pM en el li-
quid cerebroespinal i en el torrent sanguini
de les persones sanes, i no es troben diferen-
cies significatives amb les concentracions
observades als malalts d’Alzheimer. Les
formes més abundants de la proteina PA
sén BA(1-40) i BA(1-42), i encara avui exis-
teix controversia sobre el desencadenant del
procés d’agregaci6 in vivo, tot i que molts
autors mantenen que és la variant de 42
aminoacids la que presenta una major capa-
citat amiloidogenica (Jarret ef al., 1993). Els
estudis in vitro apunten que només les for-
mes agregades d’estructura fibrillar de la
proteina BA sén neurotoxiques; per tant,
I'estudi del procés de fibrillogenesi (també
anomenat d’envelliment) i dels seus factors
prenen part en la comprensi6 de la malaltia
(Zagorski et al., 1999).

Tot i que molts aspectes de la malaltia
d’Alzheimer no s’han aclarit encara, sem-
bla que I'estudi i elucidaci6é del mecanisme
pel qual la proteina BA agrega i dona fi-
brilles pot ser crucial per a comprendre els
processos bioquimics i biofisics associats
amb ella i, potser, amb altres malalties cau-
sades per proteines amiloides. Aixi doncs,
avui dia trobem una gran quantitat de ma-
terial bibliografic on, basant-se en diverses
aproximacions, s’estudia tant l'estructura
de les fibrilles amiloides madures de BA,
com el procés que porta a la seva formacio,
a més de la seva citotoxicitat i interrelaci6
amb altres compostos. Malgrat aixo, gran
part de la bibliografia presenta resultats
contradictoris i I'tinic tema sobre el qual

tots els investigadors han estat sempre d’a-
cord és la dificultat que implica I'estudi de
BA.

L’inconvenient més important que es
troba a I'hora de treballar amb un peptid
amiloide és la dificultat que implica la seva
manipulaci6, proporcional a la seva capaci-
tat amiloidogenica. Un exemple clar el
constitueix la discrepancia de resultats que
es poden obtenir fent servir lots diferents de
peptid BA, atribuits, entre d’altres causes, a
la diferencia dels estats d’agregaci¢ inicial
(Howlett et al., 1995), a més de a la presencia
d’ions metallics polivalents, sals, diferen-
cies de pH, dissolvents organics i contami-
nants de naturalesa diversa (Zagorski et al.,
1999). Aixi, I’elevat nombre de factors que
influeixen en la fibrillogenesi, juntament
amb la impossibilitat d’obtenir fibrilles de
BA en forma cristallina per al seu estudi
mitjangant tecniques d’alta resolucié, com
son difraccié de raigs X o ressonancia mag-
netica nuclear (RMN), sén les principals
causes de confusi6 en els articles especialit-
zats.

Un avantatge de les proteines amiloides
que s’intenta aprofitar al maxim és'elevada
semblanca enl'estructura de les fibrilles que
formen, tot i estar constituides per una gran
varietat de proteines i peptids amb llarga-
ries i seqiiéncies molt variades. Aquesta ob-
servacio és el fonament de molts estudis on
s’extrapolen els resultats obtinguts amb
proteines amiloides de més facil manipula-
ci6, com ara la transtiretina (TTR) o frag-
ments peptidics sintetics, a proteines ami-
loides més problematiques, com la BA.
Aquest elevat grau de similitud entre les es-
tructures donades per diferents proteines
amiloides porta a pensar en la possibilitat
de trobar un mecanisme d’agregacié ge-
neral partint de l'estudi d'una d’aquestes
proteines, cosa que podria comportar una
forma de tractament universal per a les ma-
lalties amiloides.
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EL PROCES D’AGREGACIO DE BA

El procés d’agregacié, com ja hem dit,
encara no es troba aclarit. Ara per ara només
podem assegurar que BA és segregada a la
membrana cellular en forma soluble i que
mitjangant un mecanisme d’associacié no
totalment entes, déna lloc a agregats fi-
brillars, els quals desencadenen la mort
neuronal. Els experts encara es troben a I'es-
tadi de postular noves hipotesis basant-se
en observacions experimentals realitzades en
condicions cada vegada més properes a les
condicions in vivo i acotant més els factors
responsables de la variabilitat i irreprodui-
bilitat, a més de fer servir técniques amb
major sensibilitat. Perd aquests models en-
cara no estan lliures de possibles artefactes
associats al treball in vitro i la precisié dels
metodes utilitzats no permet encara una re-
soluci6 a nivell atomic ni del procés d’agre-
gacio ni dels productes d’aquest.

Generalment s’ha acceptat que el procés
d’agregaci6 de les proteines amiloides té

lloc mitjangant un mecanisme dependent de
nucleacié, com s’indica a la figura 2. En
aquest procés es postula que, partint d'una
espeécie soluble de BA, aquesta s’associa i
doéna un nucli d’agregacié al qual rapida-
ment s’'incorporen més especies solubles, i
dona lloc aixi a les fibrilles madures. Aques-
ta teoria es basa en’observacié d"una cineti-
ca d’agregacié sigmoidal i és corroborada
per la desaparici6 del temps d’inducci6
quan s’empren fibrilles madures per a sem-
brar (Jarret et al., 1993; Goldsbury et al.,
2000).

Alguns autors, anant una mica més
lluny, apunten que l’agregacié de les protei-
nes amiloides in vivo és consistent amb un
procés de nucleacié governat per factors es-
pecifics de teixit, ja que tot i que molts pep-
tids amiloidogenics es troben circulant lliu-
rement pel torrent sanguini i presenten la
mateixa concentracié en tots el organs, la
seva deposicio es fa de forma selectiva en al-
guns organs, cosa que fa pensar que el pro-
cés no solament depen de la concentracié
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Figura 2. Mecanisme hipotétic d’agregacio dependent de nucleacio.
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(com és el cas als processos dependents de
nucleacid) siné que també esta relacionat
amb altres variables del medi fisiologic on
es troben (Kisilevsky, 2000). Actualment, la
utilitzacié de noves técniques en els estudis
cinetics han donat lloc a models d’agregaci6
més complexos que els que introduim aqui.
Per a poder determinar l'interes i les limita-
cions d’aquests models és necessari intro-
duir alguns conceptes addicionals sobre les
tecniques emprades en l'estudi d’aquestes
estructures.

Les fibrilles amiloides, resultat final del
procés d’agregacio, es van descriure per pri-
mera vegada el 1959, gracies a la utilitzacié
de la microscopia electronica, i el 1967 ja es
va postular el primer model sobre la seva es-
tructura (Shiraham i Cohen, 1967), el qual és
vigent encara avui dia. Es va observar que
les fibrilles de transtiretina presenten un
diametre de 75-80 A i estan formades per
cinc protofibrilles de 25-35 A. Aquestes pro-
tofibrilles estan formades a la seva vegada
per subprotofibrilles de 10-15 A, com es
mostra a la figura 3.

75-8(1 A ) \> 25'%0 A
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FiGura 3. Fibrilla de TTR segons el model proposat per
Shiraham i Cohen (1967).

Aquestes fibrilles no presenten ramifica-
cions i, a més de caracteritzar-se per la seva
morfologia, també poden ser identificades

per les seves propietats enfront de determi-
nats colorants. Aixi l'ordenacié en forma
d’estructura B creuada fa que el roig Congo
(CR) s’orienti en presencia de fibrilles ami-
loides i doni, en ser observat sota llum pola-
ritzada, birefringencia d'un color verd
poma caracteristic, prova del caracter ami-
loide de les estructures observades (Castafio
et al., 1986). Un comportament similar s’ob-
serva amb la tioflavina T (ThT), una subs-
tancia fluorescent que presenta un augment
en la seva intensitat d’emissi6 i un desplaca-
ment en la seva longitud d’ona d’excitacié,
que passa de 415 nm a 450 nm en presencia
de fibrilles amiloides i que s’utilitza com a
metode de quantificacié del grau de fibrillo-
genesi. Tot i que son ampliament utilitzades
actualment, la critica més estesa a aques-
tes substancies és el desconeixement sobre
el tipus d’interaccié amb les fibrilles amiloi-
des.

Quan es vol comencar a estudiar "agre-
gaci6 de la proteina BA, i atesos els proble-
mes que comporta, sorgeix una pregunta
molt important: Quina ha de ser la proteina
amb la qual s’ha de treballar? Es millor tre-
ballar amb models peptidics o amb BA natu-
rals? En els estudis del procés d’agregacio6
de la proteina A es troben diverses aproxi-
macions que intenten donar soluci6 tant als
problemes generals presents en les protei-
nes amiloides, com als particulars de BA.
D’aquesta forma hi ha estudis tant amb pro-
teines BA naturals com amb diversos mo-
dels. Dins dels treballs on es fa servir la pro-
teina natural, podem observar com una
major part d’ells opten per 1'as de la variant
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Ficura 4. Estructura del roig Congo i la tioflavina T, compostos que interaccionen amb fibrilles amiloides.
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BA(1-40) i només alguns fan servir la protei-
na PA(1-42) tot i que els resultats in vitro
semblen indicar que aquesta segona és la
iniciadora del procés d’agregaci6 (Jarret et
al., 1993):

!Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-
Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-GIn-Lys-Leu-
Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-
Asn-Lys-Gly-Ala-Ile-Ile-Gly-Leu-Met-Val-
Gly-Gly-Val-Val-Ile-Ala-**Thr

Aquesta possible incongruéncia té un
origen pragmatic: la proteina BA(1-42), per
la seva elevada capacitat amiloidogenica,
resulta altament insoluble en condicions
aquoses, sobretot entre pH 417, i aix0 fa ne-
cessari 'tis d’additius per a poder iniciar
I'experiment amb el peptid en dissolucié en
les concentracions de treball habituals.
Aquests additius (normalment dissolvents
organics, com ’acetonitril, o agents deses-
tructurants, del tipus del sulfoxid de dime-
til, hexafluoroisopropanol, trifluoroetanol,
urea o clorur de guanidini) poden influir de
forma critica en la cinética d’agregaci6, a
més de fer-ho sobre les propietats de les fi-
brilles obtingudes (Zagorski et al., 1999;
Goldsbury et al., 2000). Tot i aquests incon-
venients, I'ts d’additius és també freqtient
amb el peptid BA(1-40), amb el qual es fan
servir per a facilitar la seva solubilitat o,
simplement, per a obtenir resultats més re-
produibles. Una ra6 a favor de la utilitzacié
de BA(1-40) en lloc de BA(1-42) és el fet que,
malgrat que sota un punt de vista cinetic els
dos peptids es comporten de manera molt
diferent (i aix0 fa que sigui tan dificil treba-
llar amb BA(1-42) pero també que, probable-
ment, sigui l'iniciador del procés d’agregacié
in vivo), sembla que les fibrilles a les quals
donen lloc presenten una estabilitat termodi-
namica comparable, i a més presenten una
morfologia equivalent (Jarret et al., 1993).

Una altra aproximacié comuna per a
simplificar la problematica que presenta el
treball experimental amb la proteina A, és

la utilitzacié de models peptidics. Normal-
ment es fan servir peptids que, tot contenint
part de la seqtiéncia de la proteina natural,
son capacos de donar lloc a fibrilles amiloi-
des in vitro. Aixi, podem trobar articles on es
fan servir fragments relativament grans,
com el BA(1-28) o el BA(10-35) i d’altres més
curts com el BA(12-28), el BA(12-26) o el
BA(26-42). En la majoria dels casos, tots
aquest peptids s6n molt més solubles que
les formes naturals de la proteina BA. L'e-
leccié d’aquests peptids model és complexa,
ja que és molt desitjable que presentin el
maxim nombre de propietats de la proteina
natural, i la capacitat de formacié de
fibrilles és la més important per a 'estudi
del procés d’agregacio, perd no I'inica im-
portant.

La majoria dels peptids model inclouen
el fragment BA(17-23), ja que experiments
de mutagenesi dirigida han fet palesa la im-
portancia d’aquesta seqiiencia en el procés
d’agregaci6 (Wood et al., 1995; Soto et al.,
1995), i els han identificat aixi com a residus
importants en el plegament de la proteina
nativa que déna lloc a les fibrilles amiloides.
D’altres estudis (Jarret et al., 1993) també
proven l'elevada importancia de l'extrem
C-terminal en la solubilitat cinética dels
peptids BA; és a dir, que els fragments que
no presenten aquesta regio transmembranal
sOn solubles, de forma metaestable, tot i tro-
bar-se molt per sobre del maxim de solubili-
tat a I'equilibri o solubilitat termodinamica,
la qual es molt semblant per a la majoria de
segments de BA estudiats. Per aquest motiu
els peptids com el BA(26-42) no constituei-
xen bons models de A, ja que presenten, de
forma accentuada, els mateixos problemes
de manipulacié6 dificil associats a la proteina
natural.

Un altre criteri per a 'eleccié d’un model
peptidic, sobretot si es vol estudiar la relacié
estructura fibrillar/capacitat d’agregaci6 i
resposta in vivo, és la citotoxicitat, la qual és
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caracteristica de la proteina fA natural. D’a-
questa manera, un model molt emprat per a
l'assaig d’inhibici6 de la toxicitat de BA és el
fragment BA(25-35), del qual s’ha descrit
que presenta toxicitat independentment del
seu estat d’agregacié (Forloni et al., 1997),
encara que la seva capacitat amiloidogenica
és encara motiu de controversia. D’altres
autors fan servir com a criteris d’elecci6 per
als seus models, a més dels esmentats ante-
riorment, la capacitat del peptid de diposi-
tar-se sobre plaques amiloides madures
(Lynn i Meredith, 2000), com és el cas del
fragment BA(10-35), o bé criteris de solubili-
tat cinetica en les condicions de realitzacio
de I’experiment, molt important quan volen
utilitzar-se tecniques que, com la ressonan-
cia magnetica nuclear, requereixen treballar
amb concentracions elevades de peptid.

Coneixent 'amplia varietat de models
que s’han fet servir en I'estudi del compor-
tament del peptid BA, cal no oblidar el risc
que implica treballar-hi, ja que es poden
treure conclusions no extrapolables a la pro-
teina natural, i aquesta probabilitat és major
quan més simple és el model emprat. També
és important, a 'hora de comparar resultats
de diferents investigacions, parar atenci6 al
peptid model, ja que aixo ens pot donar una
idea sobre la generalitzaci6 de les observa-
cions.

ESTUDIS CINETICS. EINES
IRESULTATS

Un metode molt emprat per a mesurar
'agregaci6 en sistemes biologics és la turbi-
dimetria. Aquesta técnica, que es basa a me-
surar la disminucié de la llum transmesa a
través d’una mostra a causa de les perdues
per dispersi6 en incidir sobre les particules
en suspensié (normalment a una A = 350-
450 nm), té I'avantatge de ser accessible a
molts laboratoris, ja que requereix, simple-

ment, un espectrofotometre d’ultraviolat vi-
sible. Un inconvenient és que, per a obtenir
una dependencia lineal entre la turbidime-
tria (T) i la concentracid, és necessari: a) que
I'agregat sigui un cilindre rigid de mono-
mers Opticament isotropics; b) que els cilin-
dres siguin monodispersos; c) que estiguin
orientats aleatoriament; d) que el diametre
del cilindre sigui molt més petit que la seva
longitud i més petit, també, que la longitud
d’ona de la radiaci6 utilitzada; ¢) que la rela-
cié entre lalongitud del cilindre i la longitud
d’ona sigui més gran que 3,5, cosa que im-
plica, fent servir condicions estandards de
mesura, unes fibrilles de longitud superior
al,2 pm.

Quan es fa servir la turbidimetria com a
metode per a quantificar el procés de
fibrillogenesi s’ha de tenir en compte que
aquesta tecnica no proporciona ni informa-
ci6 estructural ni informacié sobre els oligo-
mers més petits. A més, s’ha derecordar que
les mostres normalment no sé6n homoge-
nies, com seria desitjable per a una mesura
correcta, i poden coexistir agregats fibrillars
juntament amb estructures amorfes, les
quals també contribueixen a la dispersio to-
tal. Aixi doncs, tot i que els primers estudis
cinetics de l'agregacié de PA (Jarret et al.,
1993) es van fer mitjancant un seguiment
turbidimetric i van donar una idea aproxi-
mada sobre el procés d’agregacid, cal ser
molt critics a I'hora d’interpretar els resul-
tats que proporciona. Per aquest motiu, tot i
que avui dia encara es fa servir la turbidime-
tria per a avaluar I'estat d’agregaci6 de BA
(Goldsbury et al., 2000), cal combinar-la
sempre amb altres técniques que donin in-
formaci6 sobre la naturalesa dels agregats,
com s6n l'assaig de CR quantitatiu o bé les
mesures de fluorescencia amb ThT (Klunk
etal., 1999; LeVine, 1993).

Tant 'assaig de CR quantitatiu com el de
fluorescencia amb ThT resulten d'una gran
utilitat quan es pretén determinar el contin-
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gut, de forma quantitativa, d’estructures
amiloides. Un problema que presenten, com
ja hem dit, és la desconeixenca que es té so-
bre la seva forma d’actuacié. Per aquest mo-
tiu, i tot i la utilitat que han presentat en co-
rroborar les dades cinetiques observades
mitjangant turbidimetria, aquests assaigs
s’han de fer servir amb molta cura, ja que
s’ha observat inespecifitat de ThT en alguns
casos, on no ha estat capag de distingir fi-
brilles amiloides d’altres tipus de morfolo-
gies (Tjernberg, 1999). A més a més, hi ha
descrites incongruencies entre resultats
amb ThT i CR: Goldsbury i els seus collabo-
radors (2000) van observar en lots antics
de BA(1-40) una abséencia de resposta en
presencia de ThT, mentre que els assaigs
de CRil'observacié mitjancant microscopia
electronica de transmissié (TEM) amb tincié
negativa donaven resultats equiparables als
obtinguts amb lots nous. Aixi doncs, totila
seva utilitat, per tal com sén metodes d’as-
saig facilment aplicables i donen normal-
ment una bona estimacié del contingut ami-
loide, no hem d’oblidar que el desco-
neixement del mecanisme mitjangant el
qual interaccionen amb les fibrilles no per-
met confiar tinicament en una d’aquestes
tecniques.

D’altres tecniques que poden donar in-
formaci6 sobre la quantitat d’estructura f, i
per tant, fer una estimacié indirecta de la
formacio de fibrilles amiloides, sén el di-
croisme circular i 'espectroscopia infraroja
de transformada de Fourier -la primera uti-
litzada només amb dissolucions (Szabo et
al., 1999). Aquestes tecniques, igual que les
anteriors, no donen informacidé sobre la
morfologia de les fibrilles presents, i no as-
seguren l'absencia d’agregats d’estructura
no fibrillar si aquests presenten el peptid
amb lamines B. Aquest darrer problema,
pero, queda aparentment resolt a partir dels
estudis publicats molt recentment per Zur-
do et al. (2001) en que s’aprofita la resisten-

cia a proteases que presenten les fibrilles
amiloides per a eliminar del medi els agre-
gats amorfs que poden interferir en la detec-
ci6. D’altra banda, i sempre de manera com-
plementaria, s’han fet servir técniques com
la ultracentrifugacié analitica i la cromato-
grafia d’exclusié molecular com a eines en
I'avaluaci6 de la midaila quantitat de les es-
pécies solubles.

Les tecniques de dispersi6 de llum laser,
tant estatica com dinamica, permeten obte-
nir informacié estructural, ja que es basen
en una utilitzacié més elaborada de les pro-
pietats de dispersié de llum ja vistes en el
cas de la turbidimetria. En aquestes técni-
ques es mesura la llum laser dispersada per
les particules a un angle, normalment entre
151 150°, respecte del feix incident. L’avan-
tatge més significatiu és la possibilitat d’es-
timar la mida de les particules en suspensi6
i obtenir informacié sobre la seva morfolo-
gia mitjangant una combinacié de les tecni-
ques estatiques i dinamiques. Aquesta eina
dona la possibilitat de fer un model tenint
en compte no solament el contingut amiloi-
de, sin6 també "evolucio6 de les fibrilles for-
mades al llarg del temps. Aixi, 'aplicaci6 de
I"espectroscopia de dispersié quasi elastica
va permetre a Lomakin i als seus collabora-
dors (1996) postular un model matematic
detallat que permet descriure el comporta-
ment de BA(1-40) en un medi de HC1 0,1 M,
incloent-hi hipotesis tant per a la generaci6
de noves fibrilles com per al creixement d’a-
questes. Aquest model es basa en I'observa-
ci6 de dos comportaments diferents, segons
la concentraci6 emprada: a concentracions
superiors a 100 uM, concentracié denomi-
nada critica, la mida i la velocitat de creixe-
ment de les fibrilles és independent de la
concentracié, mentre que per sota si que
s’observa una dependeéncia entre la veloci-
tat de creixement i la concentracié de mono-
mer. A més a més, s’obtenen fibrilles més
llargues com més petita és la concentracio.
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Aquestes observacions es van explicar fent
servir la capacitat tensioactiva de BA (Soreg-
han, 1994). Aixi, Lomakin va postular que
per sobre de la concentracio critica, el peptid
BA era capag de donar lloc a micelles, les
quals donarien lloc a nuclis fibrillars que ini-
ciarien de manera irreversible la formacio
de fibrilles per addicié6 de monomers, com
s’esquematitza a la figura 4. En situacions on
no s’arribés a la concentraci6 critica, la nu-
cleacié seria un procés heterogeni, desen-
cadenat per petites particules presents en
la mostra. Aquest model estima que les mi-
celles corresponen a un radi hidrodinamic
de 7 nm, mentre que el nucli fibrillar tindria
un radi hidrodinamic de només 4 nm.

La major critica que es pot fer al model
proposat per Lomakin i els seus collabora-
dors és que es basa en assaigs realitzats en
HCI10,1 M comadissolvent. Totique és com-
prensible laseva utilitzaci6, ja que permetun
alentiment de la velocitat d’agregacid, en
principi massa elevada peral’estudi detallat
mitjancant aquesta técnica, i que es pot justi-
ficar pel fetque mitjangant TEM no es van ob-
servar diferéncies amb les fibrilles obtingu-
des respecte a les observades a plaques
amiloides, 'HCI 0,1 M es troba molt1luny de
ser el que considerem condicions fisiologiques.
Tenint en compte aquesta critica, Murphy i
Pallitto, (2000) van fer un estudi en condi-
cions més similars a les fisiologiques (PBS,
pH=7,4). L’alentiment del procés d’agrega-
cié per al seu estudi espectroscopic es va
aconseguir en aquest cas treballant amb dis-
solucions mare de peptid BA(1-40) desnatu-
ralitzatamb urea 8 M, cosa que permet partir

micella

monomers

FiGura 5.

nucli fibrillar

de monomers desestructurats, com va per-
metre corroborar la utilitzacié de cromato-
grafia d’exclusié molecular. Els resultats ob-
tinguts amb aquest assaig semblen indicar
que a concentracions elevades el creixement
de les fibrilles es déna majoritariament per
associaci6 entre els extrems de fibrilles més
petites, mentre que a concentracions més
baixes el que es formen sén fibrilles d" un dia-
metre de4,8 nm, dada que és coherentambel
que es postula que presenten les protofi-
brilles, les quals acaben entrecreuant-seifor-
mant macroagregats que precipiten. Un fet
observat, i que no estava inclos al model de
Lomakinielsseus collaboradors, ésla disso-
ciaci6 d’especies solubles, molt probable-
ment monomers, de les fibrilles formades.

En aquest resultats, tot i obtenir-se en
condicions més properes a les condicions fi-
siologiques, també es pot criticar la presen-
cia d'urea com a agent desestructurant en
una concentraci6 final de 0,4 M —cosa que
podria influir en la morfologia de les
fibrilles— i el fet de no fer servir tecniques
complementaries, com la corroboracié mit-
jancant TEM de les estructures fibrillars
descrites mitjancant la tecnica de dispersié
de llum laser estatica.

ESTRUCTURA DE LES FIBRILLES
AMILOIDES. RAIGS X

I MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE TRANSMISSIO

Una vegada analitzat el mecanisme de
formacio de les fibrilles amiloides, encara

(-

fibrilla

Mecanisme de nucleacié homogeni proposat per Lomakin per a concentracions superiors a la critica.
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FIGUrRA 6.  Micrografies: @) feix de fibrilles amiloides obtingut al nostre laboratori després d’envellir una dissoluci6 40 uM
del peptid BA(1-42) en tamp6 fosfat amb pH = 7,4 (200.000 augments); b) feix de fibrilles observat en una dissolucié aquo-
sa de BA(25-35) envellida 7 dies (150.000 augments); c) fibrilles aillades de BA(1-42) obtingudes en aigua a una concentra-
¢i6 100 uM; d) fibrilles amiloides del peptid BA(12-28) obtingudes a 600 M en tamp6 PBS i pH = 7.4; e) feix de fibrilles de
BA(25-35) obtingudes en les mateixes condicions que a I’apartat b.

queda una pregunta cabdal: quina és I'es-
tructura tridimensional d’aquest agregat?
La resposta a aquesta qiiesti6, a més, po-
dria donar també informacié sobre la cine-
tica del procés d’agregacio, sobretot si tro-
bem una resposta a nivell atomic que ens

permeti esbrinar quina és la conformaci6
que presenta el peptid a l'interior d’aquesta
estructura ordenada i, per tant, quins sén
els requeriments previs per a la incorpora-
ci6 d’aquest sobre les fibrilles en creixe-
ment.
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L’analisi mitjancant difraccié de raigs X
de diverses estructures amiloides presenta
reflexions en forma d’arcs diametralment
oposats, cosa que s’interpreta com a prova
de la disposici6é de la proteina en forma de
lamina B-creuada. El model ampliament ac-
ceptat per a aquest tipus d’estructura és el
proposat per Pauling i Corey al 1951 per a la
proteina fibroina de la seda (Pauling i Corey,

1951), on les lamines B es disposen de forma
perpendicular a I'eix fibrillar, el qual és pa-
rallel a la direcci6 dels ponts d’hidrogen de
I'esquelet. Els estudis amb TTR, la proteina
amiloide de la qual es disposa de més infor-
macié estructural i amb major resolucid,
van suggerir a Blake i Serpell (Blake i Ser-
pell, 1996) que en realitat cada lamina B es
troba empaquetada segons un gir de 15° res-
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pecte del seu vei més proper, tot formant una
«helix de lamines B» (Sunde i Blake, 1997),
el qual es correspon amb dades obtingu-
des mitjancant la RMN en estat solid (Lans-
bury et al., 1995). En aquest model cada pro-
tofibrilla esta composta per quatre lamines
B paralleles. En canvi, Inouye i els seus
collaboradors (1998) van proposar, basant-
se en resultats de difraccié de raigs X molt

similars als de Blake i Serpell, un model for-
mat per monomers de TTR apilats axial-
ment per a donar lloc a una protofibrilla, on
el monomer no patia cap canvi de confor-
maci6 i 'obtencié de fibrilles seria mitjan-
cant la interacci6 lateral entre protofibrilles.

Com ja s’ha dit anteriorment, l'estudi
mitjancant TEM de la proteina TTR va do-
nar lloc al model microscopic, encara valid,
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FIGURA 6d.

de la figura 3. L’analisi microscopica de di-
verses proteines amiloides concorda amb
aquestes dades, tot i que també es descriuen
variacions en el nombre de protofibrilles as-
sociades lateralment per a donar la fibrilla
amiloide. Goldsbury i els seus collabora-
dors van fer recentment un intent d’explicar
els diferents tipus de fibrilles observades
per agregacié de BA(1-40), tant en condi-

cions habituals com sota agitacié. La combi-
nacié de TEM, i microscopia electronica de
transmissié d’escombrat va permetre seguir
I'evoluci6 de les fibrilles amb el temps, a
més d’estudiar la seva morfologia amb de-
tall, cosa que els va permetre postular un
model de fibrillogenesi que déna lloca tres
tipus de fibrilles madures, compostes per
dues, tres o quatre protofibrilles i en que
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FiGura 6e.

fins i tot es descriu I’existéncia d’estructures
esfériques d'una grandaria corresponent a
50-200 monomers i que podrien correspon-
dre a les micelles descrites al model de Lo-
makin.

Tant els models microscopics com els ob-
tinguts a partir de raigs X no proporcionen
prou dades per a saber I'orientacié de les ca-
denes peptidiques. Per a obtenir més detalls

sobre el plegament del peptid s’han fet ser-
vir tecniques de la RMN, les quals s’han dut
a terme, en la majoria dels casos, amb pep-
tids model, o bé amb dissolvents organics o
micelles. La RMN en estat solid déna infor-
macié sobre la disposici6 relativa de les ca-
denes peptidiques. Aixi, es pot trobar a la bi-
bliografia els estudis de Lynn (Benzinger et
al., 1998; 2000), on es descriu una conforma-
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ci6 de lamina B parallela per al fragment
BA(10—35), el qual es veu corroborat per les
dades de la RMN en estat solid de multiple
quanta obtingudes amb el peptid BA(1-40)
pel grup de Tycko (Antzutkin et al., 2000).
Aquestes dades pero, estan en discrepancia
aparentamb les de Lansbury i els seus colla-
boradors (1995), que descriuen una estruc-
tura antiparallela al'organitzacié del peptid
BA(34-42), com l'estructura descrita pel
fragment PBA(16-22) també pel grup de
Tycko (Balbach et al., 2000). Aquestes dades
semblen indicar que les proteines amiloides
presenten una organitzacié supramolecular
variada, la qual depen de la seqtiéncia pri-
maria estudiada.

Finalment, una altra font de models que
proven d’explicar I'estructura amiloide és el
modelatge molecular. Aixi, podem trobar

models basats en 'homologia amb altres
proteines amb capacitat amiloidogenica
(Contreras et al., 1999), o be d’altres que
uneixen dades biofisiques de diferents in-
vestigadors i proven de trobar una estructu-
ra que s'ajusti a totes les dades, com el que
van fer Li i els seus collaboradors (1999) en
compatibilitzar el model de Blake (Blake i
Serpell, 1996) amb la informacié sobre els
possible girs presents a I’estructura (Hilbich
etal., 1991).

L’aparicié de nous estudis, que com-
binen tecniques biofisiques d’elevada re-
soluci6, juntament amb altres estudis es-
tructurals i de modelatge molecular, poden
proporcionar en el futur una explicacié més
acurada sobre el mecanisme d’agregacio de
models peptidics i proteines amiloidesil’es-
tructura tridimensional a la qual donen lloc,

Ficura 7.

Modelitzacié molecular del peptid BA(12-42) realitzat amb el programa Insight segons la proposta de Li ef al.
(1994). Les cintes en blanc representen 1’esquelet peptidic de cada una de les 48 copies de péptid. En gris hi ha les cadenes la-
terals.
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jaque, totique els models més recents expli-
quen moltes de les dades observades, no
acaba d’haver-hi un acord entre diferents
autors ni sobre quin és el model més raona-
ble ni sobre la validesa de la majoria de con-
dicions experimentals.

PERSPECTIVES FUTURES

El futur en aquest camp ve marcat per
la manca de dades experimentals prou
acurades que permetin obtenir d'una ma-
nera fiable una descripcié a nivell atomic
de la proteina B-amiloide agregada en for-
ma de fibrilles. Fa de mal predir si sera la
RMN (probablement en estat solid) o la di-
fraccié de raigs X, la técnica que permetra
tenir accés a aquesta informaci6. També es
fa dificil anticipar si caldra esperar uns
pocs mesos, alguns anys o moltes décades.
El que és, pero, indubtable, és que en el
moment en qué aquest descobriment tin-
gui lloc és produira un canvi qualitatiu
molt important amb vista a la comprensié
de les malalties causades per proteines
amiloidogeniques.

El desenvolupament d’inhibidors del
procés de fibrillogenesi és una de les aproxi-
macions terapeutiques proposades per la
malaltia d”Alzheimer, i tot i que no és l'a-
proximacié més senzilla, el seu atractiu rau
en la possibilitat d’obtenir una resposta ex-
trapolable a diverses malalties molt impor-
tants.

Aixi, en el nostre laboratori hem desco-
bert recentment que alguns péptids N-me-
tilats basats en la seqiiencia B(17-21) s6n
capacos d’interaccionar amb la proteina
BA(1-42), n’inhibeixen la toxicitat enfront de
cultius cellulars, i presenten, a més, una re-
sistéencia enfront de proteases. Encara que-
da, pero, trobar una correlaci6 fiable entre
I'activitat d’aquests peptids i la forma en
que interfereixen en el procés de fibrilloge-

nesi, encara que hi ha molts altres grups que
es troben en la mateixa situacié (Ghanta et
al., 1996; Lowe et al., 2001; Gordon et al.,
2001)

Totes les aproximacions experimentals
descrites en el present article prenen una
importancia especial en el context dels estu-
dis de la relaci6 entre I'estructura il’activitat
d’aquests inhibidors. En efecte, cal esperar
que els propers anys siguin decisius per a
veure si tots els esforcos de tants laboratoris
per entendre 'agregacié de la proteina B-
amiloide permetran finalment desenvolu-
par un primer farmac eficag per al tracta-
ment, o potser la prevencié, de malalties tan
terribles per a la qualitat de vida com la ma-
laltia d”Alzheimer.
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