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Objetivo General: Establecer una relacion molecular racional en la interaccién
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VI-

Correlacionar el tipo de hidrofobicidad de los péptidos bioactivos ensayados con la
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Correlacionar el tipo de conformacion interfacial y su capacidad de interaccidn con
lipidos en estado liquido-expandido y liquido-condensado y su efecto inductor de

estructuras de tipo amiloides.

Establecer diferencias topogréaficas debido al arreglo molecular en la interfaz agua/aire
de péptidos anfipaticos amiloidogénicos en mezclas con lipidos (liquido expandido y

liquido condensado) a diferentes proporciones péptido/lipido.

Caracterizar/describir estructuras formadas tipo amiloides en la interfase agua/aire
de mezclas lipidos/péptido bioactivo. Establecer su significancia bioldgica
(concepto de transicion cooperativa de amiloides inducida por lipidos en arreglos

bidimensionales.

Describir como influye la reversion de la secuencia en péptidos bioactivos en su

interaccidn con lipidos en la formacidn de estructuras en la interfase agua/aire.

Estudiar el efecto de glicoesfingolipidos complejos (gangliésidos) en la dinamica de

fibrilacion de B-amiloides.
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Capitulo I: INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de Alzheimer: Papel de los lipidos en la fibrilacidn del A amiloide

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa mas comdn en las
personas adultas constituyendo alrededor de un 60% a un 80% de los casos de demencia,
afectando a un estimado de 24 millones de personas en el mundo [1, 2]. Aunque el factor de
riesgo preponderante es la edad, la etiopatogenia y los mecanismos neurodegenerativos no son
aun bien conocidos y puede desarrollarse en el cerebro incluso dos o tres décadas antes de que
los primeros sintomas se vuelvan perceptibles [3]. Sin embargo, en muestras de tejido post
mortem, la EA se caracteriza por dos lesiones neuropatoldgicas encontradas en el cerebro,
placas neuriticas acompafiadas de un ndcleo extracelular insoluble de péptidos amiloides
(péptidos AP) y agregados filamentosos intracelulares de proteinas tau fosforiladas
denominados ovillos neurofibrilares [3, 4].

Se conoce que los péptidos Ap amiloides (de 1-40 y 1-42 residuos de aminoacidos) se generan
a partir de un probadamente mal procesamiento proteolitico de la proteina precursora de
amiloide (por sus siglas en ingles “APP”) por dos modos diferentes: las vias no
amiloidogénicas y amiloidogenicas [3, 5]. En la via no amiloidogénica, la APP se escinde
secuencialmente por la enzima secretasa o y la secretasa y y se somete a endocitosis, lo que da
como resultado una produccién endosomal del péptido P3 no amiloidogénico. La via
amiloidogénica se caracteriza por una “sobre produccion” de fragmentos de péptidos Ap
insolubles y neurotoxicos (1-40 y 1-42) a partir de la escision de APP por las secretasa B y
secretasa vy, lo que resulta en la formacion de los péptidos AB (dominios hidrofobicos
transmembrana de APP) que son los precursores de las placas agregadas [6]. Esta vision se
conoce como la hipotesis del AB amiloide, defendida por décadas [3].

Por estudios previos se ha propuesto que el proceso proteolitico de APP para generar péptidos
AP esta necesariamente asociado con el entorno de la membrana; sin embargo, se ha descuidado
la implicacién de los lipidos de membrana en los eventos tempranos de agregados patoldgicos
0, mejor dicho, se les ha dado un rol mas pasivo a los lipidos de membrana en dichos eventos.
En este sentido, las “balsas lipidicas de membrana” (o su definicion mas precisa como nano-
dominios lipidicos transitorios) [7] se ha implicado en la acumulacion de péptidos AB vy la

posterior participacion en la patogénesis molecular de la EA [8-10].
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La abundancia relativa de los lipidos varia en las membranas bioldgicas de diferentes tipos
celulares. Por ejemplo, la 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina (POPC) es un lipido fundamental
en las membranas naturales por su importancia en la estructura y funcion de las membranas
celulares [9]. Por otro lado se ha reportado que el POPC (&cidos grasos de cadena saturada) es
el fosfolipido méas abundante en el cerebro humano representando ~ 54% en comparacién con
el resto de fosfolipidos, por lo que su homeostasis tiene un rol fundamental en la funcion normal
neuronal [11]. De alli el interés en conocer su abundancia relativa. En este sentido se ha
informado que el nivel de fosfolipidos en el cerebro disminuye con la edad en casi un 50% entre
los 40y los 100 afios [12]. Este aparente cambio “fisiologico” con la edad ha inducido a algunos
investigadores a sugerir que la disminucion de los niveles de fosfolipidos en el cerebro podria
estar relacionada con EA [9], especificamente el fosfolipido POPC [13, 14]. Siguiendo esta
linea de analisis se han realizado estudios en el liquido cefalorraquideo humano (LCR) -que es
la muestra bioldgica més informativa para monitorear los procesos patoldgicos en el cerebro-;
los resultados han sugerido que un aumento en la hidrdlisis del POPC podria estar asociado con
EA [15].

Segun la hipétesis del amiloide AB (comentada anteriormente), la “acumulacién no fisioldgica”
de los péptidos AP desencadenaria una oligomerizacion temprana asi como dafios neuronales
que llevarian a una mayor diseminacion de la EA [3]. Ahora bien; ¢Hay una relacion entre
POPC con la “acumulacion no fisiolégica” de A amiloide? Dado que se conoce que la APP
es una proteina transmembrana, y que la interaccién adecuada con los fosfolipidos de la
membrana o el procesamiento asociado a ella sin la liberacién de péptidos AP contribuye a la
dis-homeostasis en el cerebro [3, 16], se puede plantear que esa “acumulacion no fisioldgica”
puede ser resultado directo de la modificacion relativa en el contenido o la variacién en el
balance del contenido lipido/proteina en la membrana neuronal.

Se propone entonces que los fosfolipidos proporcionan un entorno 6ptimo para la funcién de
las proteinas de membrana contribuyendo a su normalidad funcional, de alli que muchos autores
han centrado sus estudios en la interaccion de péptidos AP amiloides y derivados con lipidos
utilizando sistemas modelo de membrana. En particular, se ha estudiado la interaccion
electrostatica de segmentos 25-35 del péptido AP con vesiculas de fosfolipidos cargados
negativamente [17] y la secuencia completa de AP(1-40) con monocapas lipidicas anidnicas
[18].
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Los sistemas modelo de membranas son muy Utiles para este tipo de estudios; un ejemplo
concreto son las monocapas de Langmuir, una técnica adecuada para investigar el
comportamiento interfacial de péptidos, lipidos y mezclas de ambos. Leblanc y colaboradores
[19] han destacado el potencial de esta técnica para estudiar las propiedades superficiales de los
péptidos AP amiloides. Por otra parte, permite estudiar la influencia del estado fisico de lipidos
y el grado de empaquetamiento lateral, asi como propiedades superficiales de mezclas
lipidos/péptidos imitando una interfase de membrana biologica.

Como antecedentes de estudios del grupo se ha descrito que AP(1—42) forma monocapas
insolubles en la interfase aire/agua con una estabilidad lateral de alrededor de 30 mN-m™y un
area molecular a un empaquetamiento maximo de 2,5 nm?molécula [20]. Ademas, se ha
investigado interacciones de AB(1-42) con vesiculas unilamelares gigantes (“GUVS” por sus
siglas en inglés) donde se reportaron dos efectos importantes: (i) la reduccién de las fuerzas
cohesivas de la membrana lateral y (ii) ruptura del gradiente de transbicapa (GUV) que causa
una liberacién dependiente del tiempo de solutos encapsulados dentro de las GUVs [20].
Otros estudios recientes mostraron que los péptidos AP puros forman capas monomoleculares
de hoja P estables y estructuradas en la interfase aire/agua y presentan un maédulo de
cizallamiento de alta reologia particularmente alto en comparacion con la toxina peptidica a-
hélice melittin puro [21]. Recientemente se informd un comportamiento similar para la
adsorcion del C-terminal intrinsecamente desordenado de la nucleoproteina del virus Hendra
(NTAIL) en la interfase aire/agua [22].

El concepto de Proporcion de Area de Péptido (PAP) (que hace referencia a la contribucion del
area superficial del péptido relativa al lipido) es importante cuando las moléculas formadoras
de monocapas tienen areas moleculares individuales muy diferentes [23]. El porcentaje de PAP
se puede calcular a partir de la siguiente formula: PAP = 100(npAp/(NLAL + NpAp)), donde np y
nL son los moles de péptidos y lipidos en la mezcla y Ap y AL son las areas moleculares
individuales de péptidos y lipidos, respectivamente.

Como parte de este trabajo de tesis se muestra que el péptido amiloide AB(1—40) forma
estructuras fibrilares a bajas proporciones en sistemas mezcla con el lipido POPC. Estas
proporciones, estan entre 2,5% y 10% de AP amiloide respecto a lipido, estas estructuras
fibrilares fueron evidenciadas mediante fluorescencia usando la sonda Thioflavina T (ThT),
microscopia de angulo de Brewster (BAM) y microscopia de fuerza atomica (AFM).
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Ademas, también se demuestra que el efecto de fibrilogénesis inducido por POPC en la interfase
aire/agua es sensible al estado fisico de los fosfolipidos puesto que el comportamiento de
mezcla del péptido AP con 1,2-disteraoil-fosfatidilcolina (DSPC), un lipido en el estado
liquido-condensado a temperatura ambiente, muestra inmiscibilidad lateral sin formacion de
estructuras fibrilares. De manera general las condiciones interfaciales en las que la mezcla de
péptido AP amiloide/POPC inducen estructuras fibrilares dependen del estado fisico del lipido

(liquido-expandido) y de la proporcion de Ap amiloide.

1.2 Concepto de transicion de fase bidimensional en la formacion-disolucion de fibras de
Ap amiloide en interfases organizadas.

Pese a la gran cantidad de informacion acumulada sobre los eventos moleculares asociados a la
enfermedad de Alzheimer, aln existe gran desconocimiento que impide llegar a una
comprension mas profunda y especifica del mecanismo molecular por el cual los amiloides
inducen disfuncion celular y finalmente la muerte neuronal [24, 25]; tampoco esta claro si la
mera presencia de las estructuras fibrilares de AP amiloides son los causantes de los eventos
iniciales en la patogenia de la enfermedad, aunque este hecho es ampliamente debatido y nos
puede llevar a hacernos la siguiente pregunta: ¢Qué pasaria si se disuelven las estructuras
fibrilares usando moléculas del ambiente natural de membrana? Para contestar esta pregunta
importante introducir un concepto recientemente conocido como: “transicion de fase
estructural” que caracteriza las rupturas bruscas de la asimetria de una disposicion molecular
acompafiada de una disfuncion celular. Esta definicion incluye la transicién de fase
(patologicas) de los amiloides, cuando la separacion en una o mas fases coexistentes puede
ocurrir en el citosol [24]. En el campo de la biofisica de bio-membranas, la coexistencia de
fases es bien conocida desde hace mucho tiempo [7, 26], y un cambio en el dinamismo de la
membrana puede causar “salud” o “enfermedad” en relacion a la homeostasis de la célula [27].
Teniendo en cuanta lo anterior, podemos extender los conceptos de Mathieu et al. [24] a
biomembranas. Por lo tanto, si la generacion de los AP amiloides tiene lugar en la superficie de
la membrana (como se explicé anteriormente), estos pueden indicarse como “eventos
tempranos™” que alteran la homeostasis de la membrana y conducen a la muerte celular vy,
lentamente, a la patogénesis irreversible de la EA. Por otro lado, existen evidencias de defectos

en la transicion de fase de proteinas individuales a condensados de multiples componentes que
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forman estructuras fibrilares en citosol que pueden conducir a la neurodegeneracion [24]. En
este sentido, si aplicamos el mismo concepto en las membranas que presentan biomoléculas
como los lipidos POPC (en estado liquido-expandido), que junto con los péptidos Ap son
capaces de formar estructuras fibrilares a baja proporcion peptidica [28]; podriamos
comprender mejor la formacion de fibras de Ap amiloide a nivel molecular.

Por lo tanto, conociendo la importancia de la proporcion de péptido amiloide en la
estructuracion fibrilar de AP, es importante destacar que el procesamiento proteolitico
enzimatico de la proteina precursora de amiloide (APP) para producir péptidos AP tiene lugar
en el entorno de la membrana neuronal con su diversidad adecuada [3] lo que también puede
depender del largo de la cadena hidrofobica de lipidos de igual estado fisico (liquido expandido
como: DMPC y POPC). POPC es uno de los principales fosfolipidos constituyentes de las
membranas de neuronas [11]. Fisicamente, el POPC tiene un caracter liquido expandido en la
interfase aire/agua y una temperatura de transicion de -3,7 'C [29].

En la comunidad cientifica ha sido muy debatido el papel de los ganglidsidos en el proceso de
formacion de estructuras fibrilares de tipo amiloides, los ganglidsidos son glicoesfingolipidos
complejos gque contienen acido sialico en su grupo polar, estan presentes de forma natural en la
membrana plasmatica de la mayoria de las células de los vertebrados, son particularmente
abundantes en el sistema nervioso, donde constituyen hasta el 10 % de la masa lipidica total del
cerebro [30]. Los ganglidsidos tienen un resto de ceramida como porcion hidréfoba unida a una
cadena de oligosacarido que sobresale como grupo polar hidréfilo (Figura 1.1); estos
glicolipidos anfifilicos complejos tienen un caracter liquido-expandido en la interfase aire-agua
[31, 32] y un rango de temperatura de transicion que oscila entre 19y 35T [31, 33, 34]. Ademas,
se insertan en la hemicapa externa de los dominios de la membrana y su fuerte caracter anfifilico
juega un papel en la estabilizacion de las bicapas lipidicas [35, 36]. Los dominios de membrana
que contienen gangliosidos también estan enriquecidos en colesterol y tienen un bajo contenido
de proteinas [37].

Teniendo en cuenta la heterogeneidad y las cargas negativas involucradas en la fraccion
oligosacéarido dadas por el acido sialico, pueden ocurrir algunas interacciones especificas con

proteinas en la superficie neuronal [33, 38-40].
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Figura 1.1: Representacion estructural de los lipidos POPC, DPPC, DMPC y DSPC asi
como del glicoesfingolipido gangliésido GM:.

Por estudios teodricos y experimentales de membranas artificiales, se sugirié que la interaccién
gangliosido-lipido puede inducir la formacion de un dominio de membrana debido a: i) la red
de enlaces de hidrogeno en la interfase lipido-agua; ii) interacciéon carbohidrato-agua; iii) la
geometria de los grupos de cabeza hidrofilicos de los gangliosidos, asi como su capacidad para
interactuar con el agua y iv) el contenido especifico de cadenas alquilicas saturadas [37]. Con
respecto a la interaccion gangliosido-lipido, mediante estudios de resonancia paramagnética de
electrones, puede ocurrir un evento especial de separacion de fase en el lipido POPC inducido
por gangliosidos, debido a una interaccién cooperativa lateral entre las moléculas de
gangliosido que reducen la fluidez en las bicapas de POPC [36, 41]. Ademas, se informé que
el resto hidrofobico del gangliosido tiene un papel en la separacion de la fase lipidica que
depende de la longitud de la cadena hidrofobica, asi como del grado de insaturacion [41-43].

En esta tesis se muestra evidencia experimental que busca una comprension directa sobre los
mecanismos moleculares biofisicos involucrados en la dinamica de disolucion (“transicion de
fase estructural”) en la interfase agua/aire, de las estructuras fibrilares que puede transformar
de oligbmeros a mondmeros y viceversa en un entorno de membrana, lo que puede ser regulado

por el contenido relativo de ganglidsidos. Nuestro estudio intenta trazar una guia de futuros
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disefios experimentales para precisar cual es realmente la estructura o arreglo protéico que
puede dafiar la membrana neuronal provocando finalmente la muerte celular.

Dependiendo de la entidad molecular del amiloide (oligdmeros o estructura similar a fibrillas)
que es dafina para las células neurales, los gangliosidos pueden ser vistos como beneficiosos o
promotores del dafio de la membrana. En vista de nuestros resultados y teniendo en cuenta que
la hipotesis de la toxicidad de los oligomeros es muy discutida [44]; si los gangliosidos
disuelven y facilitan la transicion del estado fibrilar al estado de oligdbmeros, puede ser
perjudicial si las especies toxicas son los oligdmeros en la membrana. De lo contrario, si la
estructura toxica que estd preformandose en la membrana neural es una estructura de tipo

fibrilar entonces, los gangliosidos pueden ser beneficiosos para la homeostasis de la membrana.
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Figura 1.2: Isotermas de compresion lateral los lipidos y gangli6sidos totales. Estructuras de péptidos
estudiados. A: Isotermas de los lipidos POPC, DMPC, DPPC (25 C), DSPC y Gangli¢sidos Totales (Gr)
estudiados en mezclas con péptidos. B: Estructuras 3D de los péptidos melittin y AB(1-40). En color azul se
marcan los aminoacidos polares cargados, en verde los polares neutros y en color trigo los aminoacidos
hidrofobicos. Las puntas de flechas rojas sefialan: 1- Como el aminoéacido Pro en el péptido Melittin quiebra la
a-hélice. 2- El aminoécido Phe que forma parte de la region hidrofobica en el péptido AB(1-40); esta region es
importante para la fibrilacion y el marcaje con ThT. Las representaciones de los péptidos se realizaron usando
el visualizador PyMol.

1.3 Péptidos amiloides truncados Ap(1-37/38/39)

Los péptidos Ap truncados de 37, 38 y 39 aminoacidos son variantes obtenidas a partir de los
APB(1-40) y AP(1-42), los mismos han sido encontrados en el LCR [45, 46] y en el plasma
sanguineo [47] de manera que en estos fluidos hay una importante heterogeneidad en cuanto al

contenido de AP amiloides [48]. Sin embargo, estan en mucho menor proporcion que los A de
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40 y 42 aminoéacidos [46]. Es importante destacar que estas variantes truncadas pueden dafar
la vasculatura del cerebro produciendo angiopatias amiloidogénicas de cerebro [49, 50] y
particularmente la variante AB(1-38) se ha visto incrementada en un tipo de EA como es la EA-
familiar [50]. Pese a todas estas evidencias se ha planteado estas variantes no estan asociadas
con la demencia en la EA pero si con un declive de la capacidad cognitiva [51]. Recientemente
se ha estudiado que el AP(1-38) experimenta interaccion con el AB(1-42) teniendo un

importante rol en la formacion de agregados [48].

1.4 Interaccidn de la toxina Melittin con fosfolipidos

Algunos péptidos antimicrobianos (AMP, siglas en inglés) anfifilicos y cationicos han sido bien
estudiados por sus propiedades amiloidogénicas ya que pueden ser estructurados en forma de
fibras, entre estos estan dermaseptin S9, longipin y protegrin-1 que es un péptido procedente de
leucocitos humanos. Teniendo en cuenta esta relacion AMP-Amiloide, nos podrian sugerir que
los péptidos amiloides humanos tienen un rol fisioldgico que va mas all4 de ser agentes
patoldgicos lo cual incluye efectos desestabilizantes especificos sobre la membrana neuronal
[52-54]. De acuerdo a lo anteriormente planteado los AMP han sido usados para estudiar su
actividad toxica y amiloidogénica [55] lo que muestra una clara conexion entre AMP y la
formacion de amiloides revelando la existencia de una nueva clase de péptidos bioactivos.
Dichos péptidos pueden adoptar conformacién en hoja 8 al unirse a membranas de acuerdo a
resultados de FT-IR y fluorescencia usando la sonda ThT [53, 56]. Por otra parte, otros
investigadores resaltan que los eventos de separacion de fase basados en una interaccion
lipido/péptido especifica [57, 58] podrian guiar el ensamblaje de pequefios oligdbmeros para
favorecer la formacion de canales en la membrana (esto ha sido planteado para péptidos
amiloides [59]), este efecto ha sido observado en protegrin-1 mediante AFM y simulaciones de
dindmica molecular [56]. Estudios en interfase agua/aire para evaluar interacciones
lipido/proteinas han mostrado la importancia de los procesos de oligomerizacion-fibrilacion.
Sin embargo, los datos publicados son divergentes ya que algunos investigadores destacan la
dependencia de la carga y la insaturacion de fosfolipidos como (POPG) en el proceso de
interaccion como ha ocurrido en el caso de PrP una proteina prionica estudiada en modelos de

membrana de monocapas lipidicas [60]. Sin embargo, de acurdo a Caillon et, al. [54], el péptido
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dermaseptin S9 se inserta mas eficientemente en monocapas de POPC que en monocapas de
POPG, lo que demuestra que las interfases anionicas no determinan la especificidad del péptido.
De manera que la idea principal es tratar de encontrar alguna conexion entre el mecanismo de
accion de las proteinas amiloidogénicas y los péptidos antimicrobianos, dejando claro que
ambos péptidos son capaces de producir muerte celular a través de una interaccion
lipido/peéptido especifica. Aunque la union de los péptidos puede no estar asociada a ruptura de
la membrana y el dafio a la membrana puede depender de una particular mezcla de lipidos [61]
se deduce que ciertas propiedades interfaciales deben juntarse para llevar a un dafio de la
membrana.

Uno de los péptidos bioactivos de membrana mas estudiados es el melittin que como la mayoria
de los AMPs (ver base de datos en [62]) es cationico y anfifilico con un espectro de accion
contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas [63]. EI melittin fue descubierto en el 1970
y es un importante componente del veneno de abejas (también es Ilamado apitoxina) europeas
Apis mellisfera [64, 65]. Este péptido tiene 26 aminoacidos es su estructura lineal: Glyi-lle-
Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-lle-Ser-Trp-lle-Lys-Arg-Lys-
Arg-GIn-Glnzs-NH2 con una carga neta de 6+ a pH fisioldgico [63, 66]. Melittin tiene dos a-
hélices conectadas mediante un residuo de Pro en el aminoacido 14 y con un residuo
hidrofobico y otro hidrofilico en las regiones N-terminal y C-terminal respectivamente [64]
(Figura 1.2B). Los efectos citotoxicos de melittin fueron también explorados contra células
cancerosas, como han mostrado recientemente varios autores [67-69] debido a sus rapidos y
directos efectos en membrana de células de cultivo [70]. Sin embargo, el desarrollo de
estrategias de direccionamiento (delivery systems) es de gran importancia debido a sus efectos
liticos inespecificos a nivel celular [71]. Pese a todos estos estudios, el mecanismo de accion
de melittin no estd bien claro y es algo controversial. Algunos autores afirman que actla
mediante la formacion de poros mientras que otros sostienen que la ruptura de la membrana
ocurre a través de un mecanismo tipo detergente [72, 73]. Este pobre entendimiento del
mecanismo de accién de melittin con membranas celulares es debido a su pequefio tamafio, a
la formacion de oligomeros dado por efectos cooperativos de interaccion lipido/peptido en la
interfase asi como a la composicion lipidica de la membrana [66, 74], ademas de diversos
factores experimentales tales como temperatura, fuerza ionica concentracion de péptidos en
solucion entre otros [72, 75, 76]. Otra variable no menos importante es la relacion lipido/péptido

empleada. En el mecanismo propuesto en dos etapas para la insercion en membrana (desde un
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estado isotrépico y soluble a uno donde el péptido esta insertado y organizado en la membrana)
se destaca que la transicion toma lugar cuando la relacion lipido/péptido sobrepasa un umbral
[77, 78], este umbral es sensible a la composicién lipidica [79]. En este sentido, estudios de
simulaciones moleculares por grano grueso plantean que dependiendo de la relacién lipido-
(POPC)/melittin el sistema puede adoptar diferentes arreglos que describen interacciones
lipido/péptido. Particularmente relaciones altas lipido/melittin donde se manifiesta un “efecto
de extraccion de lipidos” se plantea como un re-arreglo micelar en 3D [80].

Por otra parte, el estado fisico del lipido también puede afectar la interaccién del péptido en la
membrana [81] como lo hace la diferencia de composicion lipidica entre las dos hemicapas de
bicapas, impactando en la asimetria de la membrana dado por interacciones de melittin con
cadenas de &cidos grasos de los lipidos [82, 83]. Un estudio computacional donde se usaron
varios lipidos de diferentes estados fisicos desde un estado liquido-expandido a un estado
liquido-condensado tales como DHPC, DLPC, DPPC y DSPC, mostr6 una mayor fortaleza de
unién en la interaccion DSPC/melittin [81]. En este sentido se mostrd una reduccion
significativa de la energia libre en procesos de difusidén transmembrana (flip-flop) para el lipido
DSPC en presencia de melittin. En este estudio los autores proponen una asociacion de la regién
polar del lipido con los residuos hidrofébicos del péptido facilitando la insercion de una mitad
de lamembrana a la otra mitad, lo que resulta en una disminucion en el espesor de la membrana
inducido por los procesos de flip-flop favoreciendo la insercion del péptido [84].

En este trabajo de tesis pretendemos demostrar que el estado fisico del lipido (liquido-
expandido vs. liquido-condensado) y la proporcion de la mezcla lipido/péptido son altamente
determinantes para inducir fibrilacion en péptidos amiloides como los AB(1-40/42) y también
en AMP como la toxina melittin. Nuestros resultados muestran un estudio completo en
monocapas de Langmuir de film mezclas de estos péptidos (AP(1-40/42), AP(1-37/38/39) y
melittin con cuatro fosfolipidos zwitterionicos que difieren en su estado fisico a temperatura
ambiente: en estado liquido-expandido POPC y DMPC y en estado liquido-condensado DSPC.
Ademas, utilizamos el DPPC que muestra transicion de fase de LC a LE. Por otra parte,
probamos el efecto de ganglidsidos totales en la inhibicidn de la formacion de fibras, asi como
la disolucidn de fibras previamente formadas.

Para verificar la formacion de estructuras fibrilares se utilizd la sonda fluorescente ThT que
permite mostrar un arreglo estructural similar a péptidos amiloides. Se utiliz6 condiciones

experimentales en termino de fuerza ionica equivalentes a condiciones fisiologicas (145mM de
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NaCl) y la formacidn de estructuras fibrilares en la interfase agua/aire se realizé a temperatura
ambiente (~ 23°C). De manera que la induccidn de las fibras en la interfase agua/aire no requiri6
la presencia de solventes orgénicos que pueden generar condiciones de microambiente

drésticas.

CAPITULO Il. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 Interaccion del péptido amiloide A con lipidos en capas
monomoleculares de Langmuir

2.1.1 Implicaciones del estado de fase lipidico en la interaccién con amiloides y su papel
en la formacion de fibras amiloides

2.1.1.1 Propiedades de superficies de AB(1-40) en monocapas de Langmuir mezcla con POPC
y DSPC. II-Area Isotermas y andlisis de Imagenes de BAM

Las monocapas insolubles de moléculas anfifilicas pueden formarse en la interfase agua aire
[85]. Con el empleo de una cuba de Langmuir dichas monocapas insolubles pueden ser
sometidas a procesos de compresion-descompresion usando barreras moviles para generar
cambios proporcionales en la presion de superficie y el area molecular media permitiendo
construir las Isotermas de compresion Langmuir. La presion de superficie definida como 7 =
Yo— Y es ladiferencia entre la tension superficial de la subfase pura (Yo) y la tension superficial
de la superficie cubierta de moléculas anfifilicas (Y") que depende del empaquetamiento lateral,
concentracion de moléculas en la superficie y del comportamiento de miscibilidad de los
componentes de la monocapa [85-88]. Una visién mas moderna sobre el origen de los valores
de la presidn superficial esta relacionada con los cambios en la actividad del agua superficial
en la interfase [89]. De acuerdo con resultados previos publicados por el grupo, ambos péptidos
AP(1-42) y AB(1-40) tienen idénticos comportamientos en monocapas en la interfase agua/aire
[20, 21]. Las monocapas puras formadas en la interfase agua/aire por estos péptidos amiloideos
AP tienen una estabilidad lateral de aproximadamente de 30 mN/m = 1.5 mN/m y un area
molecular a maximo empaquetamiento de 2.5 nm?#molécula + 1.5% nm?/molécula (Figura
2.1). Es importante destacar que la estabilidad maxima de AP puro esta entre el valor de
estabilidad del peptido melittin (ver punto 2.2) que muestra ~19 mN/m y la estabilidad de
fosfolipidos puros en estado liquido expandido de alrededor de ~40 mN/m [90], pese a que los
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péptidos AP puros muestran un comportamiento tipico de estado s6lido en monocapas y con
propiedades reologicas muy peculiares [21]. Las imagenes de BAM obtenidas a partir de
monocapas de péptidos AP puro son homogéneas sin formacion de estructuras fibrilares
(Figura 2.1). Los componentes amiloides puros mostraron un comportamiento ThT negativo

(ver Figura 2.4).
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Figura 2.1: Comportamiento superficial del péptido Ap(1-40) en monocapas de Langmuir mezclas.
Isotermas II-area correspondientes a mezclas de (A) POPC/AB(1—40) o (C) DSPC/AB(1-40) y sus respectivas
imagenes de BAM (B,D) obtenidas a 10 mN-m™ en monocapas puras y mezcla a los porcentajes indicados de
PAP. La fraccion molar de lipido/péptido en la mezcla POPC/AB(1—40) para cada isoterma fueron de 1:0;
0,995:0,005; 0,952:0,047; 0,835:0,164; 0,558:0,441 y 0:1, respectivamente. Mientras que para la mezcla
DSPC/AB(1-40) fueron de 1:0; 0,997:0,003; 0,971:0,029; 0,892:0,108; 0,674:0,326 y 0:1 respectivamente. En
la mezcla POPC/AB(1-40) a 97,5:2,5 de proporcion area péptido, la mezcla muestra estructuras similares a
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fibras (imagen B-2), sin embargo la imagen B-3 en 80:20 de PAP muestra dominios, lo que es indicativo de un
comportamiento de inmiscibilidad diferente a la proporcion de 97,5:2,5. Por el contrario en las mezcla de
DSPC/AB(1-40) se apreciaron comportamientos diferentes con homogeneidad a las mismas proporciones
(inmiscibilidad sélido-s6lido). AMM: Area Molecular Medio, la barra solida en las imagenes representa 20pm.

En este trabajo de tesis estudiamos el comportamiento en interfase agua/aire de mezclas del
péptido amiloide AB(1-40) con tres fosfolipidos que difieren en su estado fisico en monocapa
atemperatura ambiente en interfase aire/NaCl 145 mM de subfase. El primero es el POPC cuyas
isotermas muestran un comportamiento liquido expandido (Figura 2.1A y S1), el segundo es
DSPC que cuyas isotermas informan de su estado liquido condensado (Figura 2.1C) mientras
que el tercero es el DPPC que experimenta transiciones de fases desde la fase fluida hasta fase
gel a temperatura ambiente, en este caso estudiamos la formacidon de fibras desde la fase fluida
hasta el inicio de la fase gel a diferentes temperaturas.

Para apreciar con mas detalle el eje X de las isotermas de la figura 2.1 ver Figura S1. Con el
fin de evaluar la influencia de las proporciones de AB(1-40) en la mezcla se utilizé las siguientes
PAP en la mezcla con ambos lipidos 97.5:2.5, 80:20, 50:50 y 20:80 calculadas de acuerdo a lo
indicado anteriormente. A cada valor de proporcién de area de péptido le corresponde un valor
de fraccion molar para POPC de 0.995; 0.952; 0.835 and 0.558 respectivamente (ver Figura
2.1). El concepto de proporcion de area de péptido adquiere gran significado cuando se mezclan
proteinas con lipidos, debido a que existe una gran diferencia en sus areas moleculares
individuales por lo que una pequefia fraccién molar de proteinas puede corresponder con una
gran superficie ocupada en la monocapa, teniendo asi una gran influencia en el comportamiento
interfacial de la mezcla [23, 90].

Contrariamente a lo que ocurre con el POPC y de acuerdo a lo observado en las imagenes de
BAM, la mezcla de DSPC/AB(1-40) no evidencié la formacion de estructuras fibrilares
independientemente de la proporcion de péptido amiloide en la mezcla (Figura 2.1D). Como
consecuencia todas las mezclas de DSPC/amiloide mostraron inmiscibilidad solido-sélido y su
punto de colapso mostro valores similares al del péptido puro (Figura 2.1C, 2.2 y S1). Para un

mayor detalle en la Figura 2.1D se muestran las isotermas n—A de la mezcla DSPC/AB(1-40)
con las correspondientes iméagenes de BAM tomadas a 10 mN/m. A este empaquetamiento
lateral (10 mN/m) el area molecular del péptido AB(1-40) es de 3.92 nm?-molec?, el area
molecular de POPC es de 0.94 nm?-molec y la de DSPC de 0.52 nm?-molec, de manera que
las isotermas mezclas se mueven hacia mayores valores de areas moleculares a medida que la
fraccion molar del péptido AB(1-40) se incrementa.
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Figura 2.2. Diagrama de fase y de miscibilidad del péptido Ap(1—40)/fosfolipido.

Parte superior: diagrama de fase para mezclas DSPC/AB(1—40) que muestra la inmiscibilidad
lateral; a la izquierda: AMM vs. la fraccion molar tomada a 10 mN-m™2; a la derecha: primer
punto de colapso en la isoterma n-area. Parte inferior: Diagrama de fase para las mezclas
POPC/AB(1-40). Izquierda: AMM vs. fraccion molar tomada a 10 mN-m™; derecha: primer
punto de colapso en la isoterma m-area. La mezcla POPC/AB(1-40) muestra un
comportamiento de miscibilidad complejo. Aqui, incluimos una mezcla adicional (90:10) para
una descripcion mas completa del analisis de miscibilidad. En las mezclas POPC/AB(1-40) a
(80:20) y (50:50) de Proporcion de Area de Péptido (PAP), la mezcla muestra un
comportamiento de inmiscibilidad lateral. A una proporcién més baja de péptido AP, la mezcla
muestra un comportamiento de miscibilidad parcial en el que el primer punto de colapso
corresponderia a la fase enriquecida con proteina en un valor superior al observado para el
amiloide puro (consulte las Figuras 2.1 y S1 para obtener méas detalles). La presion de
transicion (ITr) significa el primer punto de discontinuidad calculado por la segunda derivada
de la isoterma m-area con respecto al area. En proporciones de péptido intermedias, también
observamos una segunda presion de transicion (punto de colapso) relacionada con la fase
enriquecida con lipidos (Seccion experimental y la Figura S2). La linea negra recta en las
partes superior e inferior izquierdas corresponde al area molecular de mezcla ideal (ver la
Seccion Experimental para mas detalles). Las barras de error hacen referencia a la desviacion
estandar de entre 3 y 5 experimentos.

En cambio, el comportamiento de miscibilidad con POPC es completamente diferente
apreciandose en las imagenes de BAM estructuras fibrilares a la proporcion de 2.5 % de PAP

(Figura 2.1B y 2.2). A esta PAP la fraccion molar de amiloide corresponde a 0.005. Dichas
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estructuras fibrilares también se observaron hasta un 10 % de PAP donde las fibras formadas
mostraron un comportamiento ThT positivo (Figura 2.4). Si la proporcion de Ap(1-40)
incrementa por encima de un 10 % de PAP desaparecen las estructuras fibrilares y el analisis
de ThT se torna negativo.

A partir de las isotermas, tanto de las mezclas como de los componentes puros, se pueden
construir diagramas de fases [91] como el mostrado en la Figura 2.2. En al caso de la mezcla
DSPC/AB(1-40) el primer punto de colapso (primer punto de discontinuidad en la isoterma I1—
area, ver Figura S2) es compatible con la fase de proteina y aparece independiente de la
proporcién de AB(1-40), indicando una inmiscibilidad solido-solido a todas las proporciones de
péptido AP usadas (ver Figura 2.2 parte superior).

Sin embargo, para la mezcla POPC/AB(1-40) el comportamiento de miscibilidad es més
complejo. A bajas proporciones de AB(1-40) (por debajo del 10% de PAP o0 menos del 0.03 de
fraccion molar de péptido amiloide), el analisis de miscibilidad sugiere que las mezclas son
miscibles o tienen miscibilidad parcial porque el primer punto de colapso tiene un valor
intermedio entre POPC puro y el péptido AB(1-40) puro, lo que coincide con la formacion de
estructuras fibrilares, que también fueron observadas por AFM y marcadas fluorescentemente
con ThT (Figura 2.4). A mayores a mayores proporciones de AB(1-40) el comportamiento de
la mezcla fue ideal (Figura 2.2 parte inferior).

Debido a que el comportamiento de la mezcla POPC/AB(1-40) es mas complejo realizamos un
andlisis de mayor precision a partir de las imagenes de BAM. En este andlisis determinamos la
variacion de reflectividad con la compresion de la monocapa mezcla de modo que podemos
discriminar tres grupos de valores bien definidos de reflectividad (Figura 2.3A resaltado con
diferentes colores). En la Figura 2.3A los valores mayores de reflectividad corresponderian
al péptido AB(1-40) puro, mientras que los menores valores de reflectividad son similares a los
calculados para POPC puro (fase de lipido puro), el tercer conjunto de valores calculados
mostrd reflectividades intermedias, lo que es atribuible a una mezcla mas enriquecida en
proteinas que incluyen las estructuras fibrilares. A las proporciones 80:20 y 20:80 la monocapa
mezcla también mostro valores de reflectividades intermedios (Figura 2.3A) similar a lo que
ocurre a la proporcion 97.5:2.5 de PAP (fraccion molar de AB(1-40) de 0.005) donde se
apreciaron estructuras fibrilares (Figura 2.3B).
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Figura 2.3: Analisis de reflectividad BAM de monocapas mixtas de POPC/AB(1-40).

A: Valores de reflectividad que indican los tres regiones apreciables en intensidad de imagenes BAM
de mezclas POPC/AB(1—-40) indicadas con tres colores diferentes. Los valores mas bajos estan cerca
de los valores del lipido POPC puro (negro); los valores del rango de alta reflectividad fueron similares
a los péptidos AB(1—40) puros (magenta); y los valores intermedios de reflectividad corresponden a
estructuras fibrilares o fases enriquecidas con proteinas (verde claro). El recuadro muestra el origen de
los datos indicando la Proporcion de Area de Péptido (PAP) y la zona en las imagenes donde se tomaron
los valores de reflectividad graficados.

B: Incremento Relativo del Contenido de Fibras a medida que aumenta la presion superficial en la
mezcla POPC/AB(1-40) a la PAP de 97,5:2,5; recuadro izquierdo: imagen de estructuras fibrilares
tomadas a baja presion superficial, recuadro derecho: imagen de estructuras fibrilares tomadas a alta
presion superficial. EI porcentaje de contenido relativo de fibrillas en B se calcul6 digitalmente para
cada imagen, entre un estado totalmente negro (0 %) y otro estado donde todo era brillante en la escala
de grises (100 %) utilizando el software Fiji ImageJ. C: Valores de reflectividad de las imagenes de
BAM de POPC puro, AB(1—40) puro y de las diferentes proporciones de POPC/AB(1-40) tomados en
los dominios apreciables a 15 mN-m™™. Las barras de error hacen referencia a la desviacion estandar de
entre 3 y 5 experimentos.

Es importante destacar que a esta proporcion critica de amiloides, las estructuras fibrilares
muestran un incremento relativo que es proporcional al incremento de la presion superficial
(Figura 2.3B). Por otra parte a la proporcion de 20% de AB(1-40) mostrd valores intermedios
de reflectividad sin la aparicion de fibras, pero se detectaron dominios con valores altos de
reflectividad. Mientras que a la proporcién de 50% de AP (0.047 de fraccion molar de amiloide)

la mezcla se comporto similar Ap puro (Figura 2.3C).

2.1.1.2 Imégenes de AFM y anélisis por fluorescencia usando la sonda ThT en monocapas de
POPC/Ap(1—40) transferidas a un soporte de mica

Es bien conocido que el fluoréforo ThT tiene propiedades fluorescentes particulares cuando
interactGa con fibras amiloides en solucion [92, 93] o en superficies cuando se usa microscopia
de fluorescencia (FM, siglas en inglés) de reflexion interna total [94]. Para este trabajo de tesis
hemos adaptado un método para transferir monocapas mezcla a un soporte de mica, seguido de
una incubacién con una gota de solucién acuosa de ThT por 10 min, para luego observar por
FM (ver Seccién Experimental). Dicha metodologia la hemos utilizado rutinariamente para
chequear si las estructuras fibrilares se forman en la mezcla POPC/AB(1-40) a 97.5:2.5 de PAP
y observadas por BAM son ThT positivas. En este sentido la monocapa transferida a esta
proporcién muestra un patron de fluorescencia similar a estructuras fibrilares de tipo amiloides,
mientras que las monocapas de los componentes puros (controles negativos) mostraron un
comportamiento ThT negativo (Figura 2.4B) al cuantificar la intensidad de fluorescencia tanto

de la mezcla como de sus componentes. Por otra parte, usamos fibras de a-sinucleina formadas
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en solucion como control positivo para chequear la técnica de transferencia y la interaccion de
ThT con las fibras amiloides y comparar con los valores obtenidos para la mezcla transferida al
soporte de mica (Figura 2.4B).
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Figura 2.4. Confirmacion ThT y observacion por AFM de fibrillas amiloide AB(1-40) inducidas
por POPC en la interfase aire-agua.

(A) Valores de intensidad de fluorescencia de monocapas transferidas desde la cuba de Langmuir
(comprimidas a 20 mN-m—1) al soporte de mica después de la incubacion con ThT. Controles ThT:
monocapa de péptidos AB(1—40) pura transferida, monocapa de POPC pura transferida; intensidad de
fluorescencia. Se muestran sefiales sin procesamiento de imégenes. (B) Imégenes de fluorescencia de
controles negativos y la estructura tipo fibrilla de POPC/AB(1-40) mezclada a 97,5:2,5 de PAP
comprimida hasta 20 mN-m—1 y luego transferida al soporte de mica. El control positivo de a-
sinucleina se formo a granel y se transfirié a un soporte solido y se incubé con ThT para la observacion
de FM. En la esquina inferior derecha, la barra blanca representa 20 um. (C) Imagenes de topografia
(obtenidas en modo contacto) AFM de POPC/AB(1-40) mixtos en una proporcion de PAP de 97,5:2,5,
comprimidas hasta 20 mN/m y luego transferidas al soporte de mica; en el recuadro, se muestra la
periodicidad de la estructura similar a la fibrilla a lo largo de 2 um de longitud (ver la barra blanca
grande). Vale la pena sefialar que la imagen de AFM es de 4 x 4 um, mientras que la imagen de BAM
es de 200 x 250 um (consulte la Seccion Experimental para obtener mas detalles).

2.1.1.3 Significancia bioldgica e implicaciones en el entendimiento de la formacion de fibras
amiloides in vitro en presencia de lipidos con diferentes caracteristicas interfaciales

Cualquier hipdtesis que trate de explicar la formacién de fibras amiloides in vivo debe tener en
cuenta las condiciones fisioldgicas. El efecto de co-solventes, altas temperaturas, largos
periodos de tiempos de incubacion con agitacién o combinaciones de ellos no son condiciones
normales “fisiologicas” para desencadenar la formacion de fibras amiloides en el cerebro,
debido a que la mayoria de los autores coinciden en que la formacion y acumulacion de péptidos
AP es iniciada en un ambiente de membrana [3].

Recientemente se ha resaltado una fuerte interrelacion de los lipidos de membranas y los
péptidos AP en el proceso de formacion de agregados o auto-ensamblaje de fibras amiloides
que puede llevar a la pérdida de la homeostasis celular [95]. Tanto el AB(1-40) como el AB(1-
42) son fuertemente hidrofobicos ya que forman parte del segmento transmembrana de la
proteina APP [3], de manera que ambos péptidos pueden formar capas monomoleculares en la
interfase agua/aire similar a lipidos de membrana y con una alta estabilidad lateral [20, 21].

En resultados anteriores de nuestro grupo se demostrd que el péptido AP amiloide es capaz de
romper las bicapas lipidicas de liposomas gigantes en solucion. Ademas, el comportamiento de
miscibilidad de lipido/Ap amiloide es complejo con una tendencia a la immiscibilidad lateral
[20], lo que puede estar relacionado con el hecho de que los péptidos AP amiloides muestran
un predominio de estructuras en hoja f en la interfase agua aire [96-98]. Aunque dependiendo
del sistema experimental usado la estructuracion de la conformacion en hoja B puede sufrir

ciertos cambios con intermediarios distinguibles al comparar con la interfase agua/aire, pasando
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por estructuras en forma de monomeros desordenados (solucion) — a-hélice (subcapa) — hoja
B (interfase) [99] o en condiciones de solucion pasaria por monémeros amorfos (solucion) —
agregados similares a coloides (solucion) — oligomeros de hoja p ordenados (solucién) —
fibras (solucion) [100]. La miscibilidad de los péptidos Ap/lipidos en monocapas de Langmuir
parece no seguir las mismas reglas de otros péptidos hidrofébicos con estructura de hoja 8. Por
ejemplo, los péptidos hidrofébicos con propiedades de secuencia sefial se mezclan muy bien
con lipidos independientemente de la fase lipidica [101]. Otra caracteristica de monocapas de
péptido AP amiloide puro es su gran fuerza de cizalla dado por su alta reologia de superficie
gue se comporta con una red sélida bidimensional con un coeficiente de difusion interfacial
muy bajo (D ~ 0.005 um2-s™1) similar o menor a un lipido en fase liquido condensado [21]. En
la primera parte de este capitulo confirmamos que las monocapas del péptido Ap amiloide puro
no forman estructuras fibrilares [21] ni fueron sensibles al marcaje con ThT (Figura 2.4). Por
otra parte, la presencia en la monocapa mezcla (lipido/péptido) de un lipido en estado liquido-
condensado, como es el caso del DSPC (un fosfolipido saturado que a la temperatura de trabajo
de la monocapa (23 °C) esta por debajo de su temperatura de transicion critica (54,9 °C) [102].
No promueve la fibrilacion manteniendo el estado sélido del péptido Ap amiloide y mostrando
un comportamiento de inmiscibilidad solido-solido a todas las proporciones de DSPC/AB
(Figura 2.1).

Es bien conocido que POPC es uno de los principales fosfolipidos presentes en el tejido cerebral
[9, 11]; tiene un caracter completamente liquido expandido en la interfase aire-agua [103] y una
temperatura de transicion critica de -3,7 °C [29].

Todas estas caracteristicas del lipido POPC son compatibles con un estado mas cercano a lo
fisiolégico en la interfase agua/aire hacen que actie como inductor de estructuras fibrilares (ver
las Figuras 2.1B y 2.3B). Este comportamiento particular, bien caracterizado, solo se observa
para un 2,5-10% de PAP, un pequefio rango de proporcion de peptido equivalente a 0,005-0,01
de fraccion molar de AB(1-40) en la mezcla (Figura 2.1B). Este proceso de formacion de fibras
depende de la presion superficial armando una red estructural fibrilar bien definida a 20—30
mN/m (Figura 2.3B). Estos valores de presion lateral son equivalentes a la presion promedio
de bicapas y compatible con las membranas biologicas [104]. Por otra parte, en nuestras
condiciones experimentales las estructuras fibrilares que se forman como consecuencia de las
condiciones interfaciales dependen de la proporcion lipido/Ap amiloide, del tipo de lipido y del

empaguetamiento lateral de la mezcla; mostraron un comportamiento ThT positivo (ver Figura
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2.4B). En la comunidad cientifica es muy aceptado que la interaccién de ThT con fibras de Ap
acompariada de emision de fluorescencia, es uno de los requisitos que debe cumplir un agregado
para ser considerado como amiloide [93].

En nuestra condicién experimental, las fibras de Ap amiloide ThT positivas solo requieren de
2-5 min para formarse sobre una subfase de solucion salina fisiologica (NaCl 145mM a 23 °C),
mezcladas con un componente de lipidico de membrana abundante en neuronas como el lipido
POPC y comprimida a una presién de superficie equivalente a la presion de membrana
bioldgica. Por lo tanto, no es necesario el uso de condiciones extremas como altas temperaturas,
agitacion fuerte, uso de co-solventes para la formacion de fibras amiloides ni tampoco largos
periodos de incubacion. En conexidn con esto, otros autores han reportado previamente que la
interfase agua/aire libre de lipidos acelera la formacién de fibras tanto del péptido Ap amiloide
como de a-sinucleina [105, 106]. Quedando claro que las condiciones tipicas usadas por otros
investigadores para la formacion de fibras son bastante diferentes a las ensayadas por nosotros.
De modo que nuestro enfoque introduce un sistema modelo de membrana mas cercano a las
condiciones bioldgicas con solo la presencia de un componente fosfolipido comun y natural de
membranas bioldgicas.

A partir de experimentos de adsorcion, se ha reportado que el péptido AB(1-40) interacta en
monocapas con los grupos polares de lipidos cargados negativamente tal como la mezcla
POPG/POPC, pero sin penetracion en la interfase lipidica [107]. De estos resultados se
interpreta que la superficie cargada acta como un sistema de retencion y el contenido de hojas
B o de a-hélice depende de la proporcion lipido/péptido [107]. Sin embargo, las condiciones
experimentales ensayadas estan lejos de "imitar" un entorno de membrana fisiologica porque
se empleo una fuerza idnica baja y relaciones POPG/POPC altas. Sin embargo, estos resultados
coinciden con los nuestros debido a que los autores observaron que la toxicidad del péptido
AB(1-40) esta mediada por interacciones fisicoquimicas no especificas en la interfase de la
membrana. Por lo tanto, todos estos datos convergen en que es posible resaltar que una
determinada condicién particular de la membrana tenga un papel mas activo y dafiino en la
induccion de fibrilogénesis de tipos de AP amiloide toxicos. Como muestran nuestros
resultados, aunque los péptidos Ap amiloide forman monocapas insolubles y reproducibles [20,
21] no se mezclan con todos los fosfolipidos. Como hemos demostrado en mezclas con DSPC
lipido de estado sélido, el péptido Ap amiloide muestra inmiscibilidad a todas las proporciones

ensayadas. Dicho comportamiento de inmiscibilidad sdélido-sélido para esta mezcla
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lipido/péptido en particular en monocapas de Langmuir puede atribuirse al estructuracién en
hoja B del AP amiloide en la interfase manteniendo una solvatacion interfacial baja y
propiedades reoldgicas particulares [21]. De manera que en este arreglo molecular de hojas
en la interfase el péptido Ap amiloide puro es ThT negativo y no forma estructuras fibrilares
observables por BAM ni AFM. La concentracion de un arreglo de proteina en monocapa
formadas en la interfase agua/aire y a un empaquetamiento lateral compatible con
biomembranas (20-30 mN-m™) es sorprendentemente alta. Para nuestro caso particular y
teniendo en cuenta que el area molecular del péptidos AP(1-40) a 25 mN-m ™! es de unos 3 nm?
y suponiendo un grosor interfacial de unos 2 nm (considerando el grosor medio de la imagen
obtenida por AFM, ver la Figura 2.4); el volumen molecular superficial medio es de 6.000 nm?
y la concentracidn interfacial real del péptido AP puro alcanzaria un valor alrededor de 0,26 M.
Esta concentracion en la superficie corresponde a una densidad de péptido AP de alrededor de
1,15 g-cm~3, que es aproximadamente el 80 % del valor informado para el interior de una
proteina (alrededor de 1,35 g-cm™3) [108]. Esto indica que la baja solvatacion local y la alta
concentracion del péptido AB(1—40) en la interfase agua/aire no son suficientes para formar
fibras de amiloide. Por lo que para desencadenar la formacion de fibras amiloide en la interfase
agua/aire, es necesaria la presencia de fosfolipidos en estado liquido-expandido observando
miscibilidad parcial en presencia del lipido POPC en la mezcla. Para la proporcién de 97,5:2,5
en la mezcla POPC/AB(1-40) (significa que el péptido AP contribuye con un 2,5 % del area
total disponible de la interfase para mezcla de lipido/péptido), vemos claramente la aparicion
de estructuras fibrilares con comportamiento ThT-positivo. Especialmente a esta proporcion,
observamos interacciones repulsivas segun el analisis de miscibilidad (AMM por encima del
area de mezcla ideal, Figura 2.2 parte inferior). Estos resultados convergen con el analisis de
reflectividad a partir de las imagenes de BAM donde los valores son diferentes para las
estructuras fibrilares en comparacion con la proteina pura, lo que indica que el estado liquido-
expandido de POPC induce un cambio en la conformacion del péptido AP que favorece la
formacion de fibras amiloides. Es valido destacar que la fibrilogénesis producida por el péptido
AP amiloide en la interfase agua/aire se produce también por la presencia del grupo polar del
lipido POPC que es mas hidratado en comparacion con el lipido DSPC de estado liquido-
condensado. Estudios de nivel de hidratacion interfacial de fosfolipidos en diferentes estados
fisicos de monocapas ya fue reportado por Brewer et al. 2010, mediante el uso de las
propiedades de relajacion de la sonda fluorescente LAURDAN [104]. Los que reportaron que
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para interfases liquidas-expandidas (por encima de la transicion de fase del fosfolipido), el valor
de polarizacion generalizada (GP) de LAURDAN es de alrededor de —0.3, mientras que, para
fosfolipidos en estado liquido-condensado, el valor de GP en presencia de la sonda LAURDAN
es cercano a 0.5 [104]. Estos valores de GP son importantes para determinar la actividad del
agua interfacial en las interfases de fosfolipidos de modo que al combinar los anteriores valores
para interfases de fosfolipidos en estado liquido-expandido propuestos por Damodaran [89], la
actividad del agua equivalente a nuestra condicion desencadenante de amiloide estaria
alrededor de 0.3, mientras que para interfases de fosfolipidos en estado liquido-condensado se
espera que sea cercana a 0. Lo que nos informa que interfases mezcla de fosfolipidos en estado
liquido-condensado que no estan solvatadas dificilmente rompen las disposiciones solidas del
péptido AB. En cambio, una interfase de fosfolipidos en estado liquido-expandido induce los
cambios conformacionales necesarios de AB amiloide para inducir estructuras fibrilares con
caracteristicas ThT positivas y compatible con lo observado por AFM/BAM.

Esta hipotesis de que el estado de la actividad del agua interfacial (grado de hidratacion de los
lipidos) puede modular la formacién de estructuras fibrilares en un entorno de lipidos de estado
liquido-expandido, es convergente con el incremento de las estructuras fibrilares con la
compresion de la monocapa. (Figura 2.3B). En este sentido es sabido que, para interfases
formadas por fosfolipidos liquidos-expandidos, los valores de GP de LAURDAN van de —0,55
a—0,3 con un cambio en la actividad de agua interfacial entre 0,9 y 0,3 cuando la monocapa se
comprime de 2 a 20 mN-m™* [89, 104].

Hemos obtenido resultados similares con 1, 2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC), un
fosfolipido de acido graso saturado mas corto (C-14) con propiedades interfaciales equivalentes
aPOPC (ver seccidn 2.1.2), lo que indica que tanto el estado fisico del fosfolipido condicionado
por el largo de la cadena de acido graso es critico para la fibrilacion del péptido AB. Una
interpretacion del sistema observado, debido a esta particular interaccion lipido/péptido A, ha
sido modelado en una organizacion 2D en su estado fibrilar de acuerdo con los datos obtenidos

(ver Figura 2.5).
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Figura 2.5: Modelado de la estructura observada de las fibras formadas por el péptido Ap(1—40)
impuesto por las condiciones interfaciales de POPC. (A) (Panel izquierdo) Imagenes de BAM
obtenidas en POPC/AB(1-40) (97,5:2,5 de PAP) que muestran las estructuras fibrilares
interconectadas (mayor reflectividad) que limita la fase enriquecida en POPC méas (menor
reflectividad); (panel derecho) ampliacion del cuadrado de la linea de puntos negros que muestra los
detalles, la linea roja transversal indica el paso del grosor relativo trazado en (C) en la linea negra.
(B) Representacion tridimensional utilizando el programa FIJI que muestra el espesor relativo a lo
largo de la imagen A con colores falsos, el color verde es la altura maxima, mientras que el color
amarillo es la minima. (C) Vista de un posible modelo de la estructura formadas por co-ensamblaje
rico en lipidos con péptidos AB(1-40) que mantienen un grosor relativo de aproximadamente 12 um
de longitud x 0,2 um de altura.

Es importante destacar que las condiciones interfaciales impuestas por el liqguido POPC (con
mayor grado de hidratacién) brindan un entorno quimico de superficie adecuado para promover
la formacidon de estructuras fibrilares del péptido AB(1-40), donde el lipido también participa
formando parte estructural de las fibras amiloides con valores de reflectividad entre el lipido
puro y el péptido puro, asi como un distinguible punto de colapso intermedio (ver el valor del

punto de colapso de esta “fase intermedia” correspondiente al punto rojo en la Figura 2.2 parte
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inferior derecha, de 32 mN-m™ y la imagen 2 de BAM en Figura 2.1B). Otra caracteristica
importante a destacar de la fase fibrilar es que tiene una estabilidad lateral inferior a la de la
POPC pura de alrededor de 40 mN-m™. Es bien sabido que los péptidos amiloide AP afectan
la integridad de la membrana [20]. Sin embargo, el mecanismo molecular por el cual rompen
la membrana asi como la induccion de fibrillas amiloides asociadas a las membranas aiun no
estd claro [95]. Aunque el rol de las membranas que conducen a la agregacion del péptido
amiloide ha sido propuesta por otros autores para los péptidos AP [95, 109] y para la a-
sinucleina [110]. Estudios computacionales de dindmica molecular, han postulado la
importancia de la “calidad de la superficie” de las bicapas lipidicas en la interaccion con péptido
AP amiloide y la formacion de fibras [111]. La participacion de POPC en el proceso de
fibrilacion esta experimentalmente respaldada por el hecho de que este lipido se ha encontrado
en depdsitos de fibrillas amiloides extraidos por técnicas histopatologicas en cerebro de
pacientes fallecidos con Alzheimer o enfermedad de Parkinson [112, 113]. Nuestras evidencias
experimentales aportan evidencias biofisicas que apoyan el rol de los fosfolipidos organizados,

en el proceso de formacion de fibras amiloides en un ambiente mimético de membrana.

2.1.2 Analisis de fluorescencia en monocapas de Langmuir de la mezcla DMPC/AB(1-40)
transferidas a un soporte de mica. Imagenes de SEM.

Como hemos mostrado anteriormente el péptido AB(1-40) forma estructuras fibrilares a baja
proporcion en mezcla con POPC (lipido liquido-expandido con 18 carbonos en sus acidos
grasos); dichas nanoestructuras son ThT positivas. Segun esos resultados su formacion depende
del estado de fase del lipido (liquido-expandido) asi como de la proporcién del péptido en la
mezcla interfacial agua/aire [28]. Teniendo en cuenta lo anterior se decidi6 evaluar la influencia
que tiene un lipido con propiedades superficiales similares (liquido-expandido) pero con menor
tamafo de cadena hidrofobica como es el caso del DMPC que tiene 14 atomos de carbonos en
sus acidos grasos.

Segun los estudios realizados observamos la formacidén de estructuras fibrilares a una
proporcion entre 15 y 25 % del péptido AB(1-40) con el lipido DMPC, lo que representa un
incremento de unas cinco veces la cantidad de AB(1-40) necesaria para formar fibras comparado
a la mezcla con el lipido POPC. Sorpresivamente, en esta mezcla DMPC/AB(1-40) si bien
aparecieron estructuras fibrilares, estas mostraron heterogeneidades en comparacion con las

observadas con un lipido de mayor largo de cadena como POPC observandose formaciones de
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Figura 2.6: Imagenes de SEM de la mezcla DMPC/AB(1-40) y sus respectivos controles
negativos DMPC puro y AB(1-40) puro.

A: Imagen de estructuras fibrilares (parte izquierda) y estructuras en forma de Network (parte
derecha) B: Imagenes correspondientes a los controles negativos DMPC puro (parte izquierda) y
AB(1-40) puro (parte derecha). En la parte inferior izquierda de las imagenes se muestra la escala
correspondiente a unos 200 nm.

fibras alargadas y otras en forma de Network (red) con notables diferencias en su arreglo
interfacial (ver Figura 2.6).

Es conocido que para considerar fibras como de tipo amiloides es un requisito que interaccione
con el fluoréforo ThT y que la emision de fluorescencia esté cercana a los 482 nm [92, 93]. Los
andlisis tanto espectrales como de imagenes de fluorescencia se realiz6 usando microscopia
confocal para lo cual empleamos fibras preformadas de a-sinucleina como control positivo.
Segun el analisis espectral ambos tipos de estructuras mostraron comportamiento ThT positivo
con un maximo de emisién centrado en los 482 nm el que es comparable con el espectro de a-

sinucleina (Figura 2.7A).
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Sin embargo, las estructuras en forma de Network no solo mostraron diferencias estructurales
en comparacion con las estructuras fibrilares, sino que también aparecié un espectro mas
complejo con un segundo pico de emision claramente diferenciado y centrado en los 550 nm
(Figura 2.7B). Estas diferencias espectrales y estructurales presentes en la misma mezcla nos

A Longitud de Onda (nm)
440 480 520 560 600 a-Sinucleina

1.0- :Zﬁ::;/c\li(i?m Feee 111.0
— e DMP C: A B(1-40) Network —
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0.0- 0.0
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3 DMPC:Ab(1-40) Fibras DMPC:Ab(1-40) Network

Figura 7: Espectros e imagenes de fluorescencia de la mezcla DMPC/AB(1-40) en presencia de
la sonda ThT.

A: Espectros de emision de fluorescencia de estructuras fibrilares, estructuras en forma de Network
comparados con la a-Sinucleina (control positivo). B: Imagenes obtenidas por FM confocal y
asociadas a los espectros mostrados en A. La longitud de onda de excitacion de 405 nmy se colecto
la emisién en un rango de 440 nm a 600 nm donde aparecieron dos maximos uno centrado en los 482
nm tipico de fibras amiloides y otro alrededor de los 550 nm. En la parte inferior derecha de las
imagenes se muestra la escala correspondiente a unos 10 um.

permiten deducir que la formacion de fibras amiloides es un proceso complejo que no solo
depende del estado fisico de los lipidos sino del largo de su cadena hidrofobica. Lo que puede

estar determinando la generacion de regiones hidrofébicas que determinan que el
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acomodamiento del ThT sea diferente en cada caso llevando a este comportamiento en la
emision de fluorescencia. Esto es compatible con las heterogeneidades esperadas en un

ambiente natural de membrana dado por los diferentes tipos de lipidos que la componen.

2.1.3 Las transiciones de fase lipidicas y su papel en las interacciones de 4f(1-40) para la
formacion de fibras amiloides

2.1.3.1 Propiedades de superficies de AB(1-40) en monocapas de Langmuir mezcla con DPPC.
Isotermas I1-Area, analisis de Imagenes de BAM e influencias de la temperatura en el estado
de fase.

Como se indico previamente, los péptidos AP puros forman una monocapa insoluble en la
interfase agua/aire con un area molecular a alto empaquetamiento (alta presion superficial) de
alrededor de 2.5 nm?#molécula con una estabilidad lateral cercana a los 30 mNm™ [21, 28].
También se describié que el péptido AB amiloide fibrila 0 no dependiendo del tipo de estado
fisico-quimico del fosfolipido. Por lo tanto, parece interesante ver el comportamiento de estos
péptidos amiloides con un fosfolipido que tenga transicion bidimensional liquido-expandido—
liquido-condensado (LE—LC) a temperatura ambiente. De manera que, es relevante el estudio
en monocapas mezcla de AB(1-40) con un fosfolipido que tiene una transicion de fase bien
diferenciable como es el caso del lipido DPPC, y que ademas su punto de transicion varia con
latemperatura (Figura 2.8A). Este fosfolipido (DPPC) contiene dos cadenas de acido palmitico
de 16 carbonos con un grupo polar de fosfatidilcolina. Teniendo en cuenta que su punto critico
de transicion es de 41 °C; cuando la temperatura de la monocapa esta por encima de los 41 °C,
DPPC permanece en fase liquida-expandida, mientras que, en el rango de 15-37 °C, el
fosfolipido sufre transicion LE—LC que depende de la temperatura de trabajo [114].

En la presente seccién mostramos un estudio de las propiedades de superficie del lipido DPPC
puro y en su mezcla con el péptido AB(1-40) a diferentes temperaturas desde 15 °C hasta 40 °C
(Figura 8A, parte superior). Utilizamos este lipido teniendo en cuenta su capacidad de
experimentar cambios de fase desde el estado liquido expandido (fluido) hasta el estado liquido
condensado (equivalente a fase gel) para explorar como se induce la fibrilacion del péptido

AP(1-40) en estos estados de transicion.
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Figura 2.8: Comportamiento en interfase agua/aire e imagenes BAM de lipidos DPPC puros y mezclas DPPC/AB(1-
40) a diferentes temperaturas. A: Isotermas dependientes de la temperatura del lipido DPPC puro (parte superior) y
mezcla DPPC/AB(1-40) (95:05) (parte inferior). B: Isotermas (linea continua) y curvas de potencial de superficie (linea
punteada) de lipido DPPC puro (negro) y mezcla de DPPC/AB(1-40) (95:05) (azul) a 25 °C. Las flechas negras sefialan el
punto de transicion del estado LE al estado de LC. Los puntos rojos marcan la presién superficial en las diferentes fases
donde se tomaron las imagenes BAM. C: imagenes de BAM de DPPC puro (parte inferior) y mezcla DPPC/AB(1-40)
(parte superior). Las imégenes corresponden a los puntos rojos que se muestran en B. El lipido DPPC y el péptido AB(1-
40) se mezclaron a (95:05) de PAP donde observamos estructuras similares a fibrillas desde la fase fluida hasta el inicio
de la fase gel incluso con la presencia de dominios lipidicos que se tornaron irregulares.
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Si bien hemos demostrado que la fibrilacion de AP ocurre en el estado liquido-fluido en mezclas
POPC/AP amiloide y no en el estado liquido-condensado en la interfase agua/aire; este proceso
no estd estudiado en lipidos donde coexistan fases o hagan transiciones. De manera que se
podria demostrar que la dependencia de la fibrilacion del estado lipidico interfacial en un
arreglo experimental continuo gracias a las propiedades de cambio de fase de DPPC en un rango
definido de temperaturas.

En la Figura 2.8C se muestran imagenes obtenidas mediante BAM de DPPC puro tomadas a
25 °C; como se aprecia son totalmente homogéneas sin estructuras observables en la fase
liquida-expandida (4 mN/m a 10 mN/m) (Figura 2.8C, imagen 5). Sin embargo, en la fase de
transicion LE—LC (11 mN/m a 20 mN/m), hemos observado dominios irregulares
caracteristicos de DPPC en fase solido los cuales con el aumento de la presion superficial
comienzan a percolar hasta la fusion de los mismos en la fase completamente LC (21 mN/m a
40 mN/m) donde se vuelve una interfase homogénea (Figura 2.8C imagen 6, 7 y 8). Segun
resultados anteriores (ver Seccion 2.1), el AB(1-40) es capaz de formar estructuras fibrilares
cuando se mezcla con lipidos en estado liquido-expandido como es el caso de POPC con la
particularidad de que estas fibras aparecen a un bajo contenido de péptidos en la interfase
mezcla [28]. Sin embargo, cuando el lipido en la mezcla es el DMPC que al igual que POPC
tiene un estado liquido expandido en interfase agua/aire, pero con dos atomos de carbono menos
en sus cadenas hidrofobicas, las estructuras fibrilares aparecen a una mayor proporcion
esencialmente entre 15% y 25% de contenido de péptido en la monocapa mezcla (ver Seccién
2.1.3).

El comportamiento en interfase agua/aire de la mezcla DPPC/AB(1-40), al igual que en DPPC
puro, mostrd un desplazamiento del punto de transicion hacia valores mayores de presion
superficial, siendo proporcional al incremento de la temperatura en la monocapa (Figura 2.8A,
parte inferior). Sin embargo, como en el caso de POPC/ApB(1-40) las imagenes obtenidas en
BAM para la mezcla DPPC/A(1-40) mostraron estructuras fibrilares claramente visibles en la
fase liquido-expandido incluso a la misma proporcion en la que el péptido AP las formo con
POPC (Figura 8C, parte superior). Este comportamiento se mantuvo desde los 20 °C (fase
LE por debajo de 5 mN/m) hasta los 40 °C a lo largo de toda la fase fluida o LE (Figura 8A,
parte inferior).

A 20 °C la fase LC, tanto para el lipido puro como para la mezcla con AP, se caracteriza por la

aparicion de dominios tipicos de DPPC (Figura 2.8C, imagen 6), los que se tornan muy
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irregulares en presencia del péptido AP (Figura 2.8C, imagen 2). Sorprendentemente, en la
transicion, para la mezcla de DPPC/AB(1-40) se apreciaron estructuras fibrilares formadas entre
los dominios irregulares (Figura 2.8C). Es decir, las fibras se mantienen en la fase LE que
coexiste con la fase LC que se esta formando como consecuencia de la compresion. Por lo tanto,
en la fase de transicion LE—LC (11 mN/m a 20 mN/m) se mantiene las condiciones de
microambiente molecular interfacial que permitieron observar las estructuras fibrilares que
inicialmente se formaron en la fase completamente liquido-expandida (1 mN/m a 10 mN/m)
(Figura 2.8C, imagen 2). Dichas estructuras fibrilares desaparecen totalmente tanto en el
colapso como al superar la fase de transicion LE y entrar en la fase LC, donde se aprecia un
progresivo proceso de percolacion de los dominios irregulares de manera que las interfases se
tornan homogéneas a todas las temperaturas evaluadas, segun las imagenes obtenidas por BAM
(Figura 2.8C, imagen 4).

Como hemos visto la formacion de estas estructuras fibrilares en la interfase agua/aire si bien
requiere de condiciones especificas de microambiente molecular interfacial, aportado por el
estado liquido de ciertos lipidos, no deja de considerarse un proceso complejo y poco explorado
[28]. Para lograr una mejor comprension de este evento molecular particular, desarrollado en la
interfase agua/aire para la mezcla DPPC/AB(1-40), realizamos un andlisis de reflectividad a
partir de las imagenes obtenidas por BAM.

La variacion de la reflectividad depende de cambios en el indice de refraccion de los
componentes que forman la monocapa y a la vez los cambios de indice de refraccion dependen
del arreglo molecular en la interfase agua/aire, lo que da informacion del espesor de la
monocapa [115] y pueden sufrir variaciones relativas con la presion superficial durante la
compresion. Los indices de refraccién se calculan a través de las imagenes de BAM y nos
permiten inferir la naturaleza de los componentes diferencialmente apreciables en las imagenes
provenientes de una monocapa mezcla, comprandolos con los valores de reflectividad de sus
componentes individuales puros [28].

Para la mezcla DPPC/AB(1-40) que estamos analizando, la variacion de la reflectividad
calculada a partir de imagenes BAM fue muy atil tanto para determinar la naturaleza de las
estructuras fibrilares como para seguir su comportamiento desde la fase de transicién liquido-
expandido hasta la fase liquido-condensado, durante la compresién bidimensional de la
monocapa. Segun este analisis se pudo apreciar como dichas fibras desaparecen mientras los

dominios lipidicos percolan al comprimirse lamonocapa (Figura 2.9B y 2.9C). Ademas, hemos
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podido diferenciar un comportamiento de reflectividad especifico para cada estructura
observada en los tres estadios por los que pasa el lipido DPPC (LE—Transicion—LC) en

mezcla con el péptido AP(1-40) en la interfase agua/aire (Figura 2.9C resaltada con diferentes

colores).
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Figura 2.9: Analisis de reflectividad e imagenes BAM de la mezcla DPPC/AB(1-40) a 25 °C.

A: valores de reflectividad de la fase liquida expandida que definen dos regiones distinguibles en
imagen BAM de 1 mN/m a 10 mN/m. Los valores bajos de reflectividad corresponden al lipido DPPC
puro (color azul); Los valores altos de reflectividad corresponden a Ap(1-40) puro (color rosa). Es
apreciable que la linea negra punteada representa el comportamiento de reflectividad de las
estructuras fibrilares. B: valores de reflectividad de la fase de transicion liquido-condensado donde
se indican tres zonas distinguibles en las imagenes de BAM tomadas entre 11 mN/my 20 mN/m. Los
valores de reflectividad méas bajos en color azul representan la zona oscura en imagenes del lipido
DPPC puro. Los valores intermedios de reflectividad corresponden a Ap(1-40) puro (color rosa). Los
valores altos de reflectividad estan cerca de la zona de los dominios en el lipido DPPC puro (color
verde). C: valores de reflectividad de 21 mN/m a 40 mN/m de fase LC que muestra las tres zonas
diferenciables en imé&genes de BAM representadas en B.

En la parte inferior del analisis de reflectividad se muestran las imagenes BAM correspondientes a la
fase LE, fase de transicién LE—LC (donde se aprecian los dominios) y la fase LC.

El analisis de reflectividad realizado en la fase liquido expandida (1 mN/m a 10 mN/m) mostro
dos grupos de valores bien diferenciados. Los valores mas bajos (linea azul) se corresponden a
los calculados para el lipido DPPC puro a presiones equivalentes, mientras que los valores de
reflectividad més altos (linea rosa) fueron calculados a partir de las imagenes de BAM en
monocapas de péptido AB(1-40) puro. Seguidamente se calcularon los valores de reflectividad
de las estructuras fibrilares (ver Figura 2.9A imagen parte inferior), los que mostraron un
comportamiento similar a las reflectividades calculadas para el péptido puro. Por lo que es
valido destacar que en esta fase LE las estructuras fibrilares estan enriquecidas en el péptido
AB(1-40), aunque no descartamos la presencia de lipidos en ese arreglo molecular en
monocapas (Figura 2.9A). Teniendo en cuenta que en la region de transicion LE—LC (11
mN/m a 20 mN/m) comienzan a aparecer dominios irregulares (Figura 2.8C, imagen 2) los
que coexisten con las estructuras fibrilares que se apreciaron inicialmente en la fase LE; el
analisis de reflectividad se realiz6 tomando como referencia tanto a las imagenes del lipido
DPPC puro (linea azul) como las imagenes del péptido AB(1-40) puro (linea rosa); ademas se
agregaron como referencia del analisis los valores de reflectividad correspondientes a los
dominios irregulares apreciados en la mezcla DPPC/AB(1-40). Como se puede apreciar en la
Figura 2.9B los valores de reflectividades correspondientes a las estructuras fibrilares
mostraron un comportamiento similar al del péptido AB(1-40) puro desde los 11 mN/m hasta
los 16 mN/m. A partir de este valor comenzé distinguirse claramente un incremento en las
reflectividades de dichas estructuras fibrilares, mostrando una tendencia a converger con los
valores de reflectividades correspondientes los dominios irregulares tanto del lipido puro (linea

verde) como de la mezcla DPPC/AB(1-40) (linea azul punteada) observados en las imagenes de
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BAM (Figura 2.9B). Este comportamiento claramente revela que los dominios irregulares en
la mezcla DPPC/AB(1-40) experimentan un proceso de percolacion dependiente de la presion
lateral, que conlleva a una fusion de las estructuras en esta fase hasta alcanzar la homogeneidad
en la fase LC (Figura 2.9C).

El analisis de reflectividad correspondiente a la fase LC (21 mN/m a 40 mN/m) muestra una
convergencia de los calores de reflectividad, calculados a partir de las imagenes del DPPC puro
en la zona de dominios simétricos (linea verde) con los valores de reflectividad de la zona
oscura en la mezcla DPPC/AB(1-40). Sin embargo, los valores de reflectividad calculados a
partir de la mezcla DPPC/AB(1-40) mostraron un comportamiento ligeramente ascendente en
comparacion con el resto de los valores calculados los que claramente tienden a converger.
Partiendo de lo anteriormente planteado, se puede interpretar que las imagenes de BAM en la
fase LC (21 mN/m a 40 mN/m) de la mezcla DPPC/AP(1-40) estdn mostrando un proceso de
percolacion paulatino de los dominios irregulares, hasta alcanzar un estado homogéneo muy
cerca del colapso por encima de los 45 mN/m (Figura 2.9C, imagen 2).

Como se puede observar, los valores de reflectividad calculados desde las imagenes de BAM
en los dominios simétricos del lipido DPPC puro son menores que los valores de reflectividad
calculados para la zona de dominios irregulares (asimétricos) en la mezcla DPPC/AB(1-40).
Esta tendencia podria estar indicando que en dichos dominios irregulares coexisten tanto lipidos
DPPC como péptidos AP(1-40), en estados conformacionales que favorecen este arreglo

molecular (dominios) en monocapas.

2.1.3.2 Prueba de la coexistencia de estructuras fibrilares con dominios irregulares en la
mezcla DPPC/Ap(1-40) empleando la sonda ThT y Microscopia de Fuerza Atomica (AFM).

Siguiendo esta novedosa observacion sobre la coexistencia de estados conformacionales en
moléculas de diferente naturaleza quimica (tales como lipidos y proteinas), que permiten la
separacion de fases en la interfase agua/aire, procedimos al uso de la sonda fluorescente ThT
que es tipicamente usada para marcar estructuras amiloides organizadas en forma de fibras [93,
116]. Como describimos anteriormente en la (Seccién 2.1), hemos adaptado un método para
detectar fibras amiloides con la sonda ThT, transfiriendo la monocapa a un soporte de mica
seguido de la marcacion y posterior observacion visual y obtencion de una imagen, la que puede

ser acompafiada con un espectro o analisis de intensidades de fluorescencia.
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Este procedimiento fue estrictamente seguido en todas las regiones de la mezcla DPPC/AB(1-
40), desde la LE pasando por la fase de transicion LE—-LC y completamente LC hasta el
colapso, como se sefiald anteriormente en la isoterma de la Figura 2.8B. Las imagenes de
fluorescencia en presencia de la sonda ThT se observaron homogéneas en la fase gel-sélido y
en el colapso (Figura 2.10C, imagenes 3 y 4). Sin embargo, tanto en la fase LE como en la
fase de transicion LE—LC las estructuras fibrilares mostraron un comportamiento ThT positivo
(Figura 2.10C, imagenes 1y 2). En el caso particular de la region de transicion LE—LC donde
aparecen dominios irregulares, éstos en las imagenes de fluorescencia se muestran como zonas
oscuras contrastadas con las estructuras fibrilares, las que claramente estdn embebidas en los
dominios irregulares (fase LE) (Figura 2.10B). Por lo tanto, como se habia deducido a partir
de los andlisis de reflectividad, las estructuras fibrilares coexisten con los dominios irregulares
apreciados en esta fase de transicion LE—~LC lo que puede estar explicando la asimetria de los
dominios de DPPC en presencia del péptido AB(1-40) (Figura 2.8C, imagen 2).

Este patrdn de coexistencia de fibras con dominios irregulares, observado por FM en presencia
de la sonda ThT, mostré un méaximo de emision centrado en los 472 nm, lo cual esta corrido
unos 10 nm respecto a la emision tipica de fibras amiloides centrado en los 482 mm; como

control positivo se realizd un espectro a fibras de a-sinucleina (Figura 2.10A).
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Figure 10: Espectros de emision e imagenes de microscopia de fluorescencia de la mezcla
DPPC/AB(1-40) en presencia de ThT. A: Espectros de emision de fluorescencia de las estructuras
fibrilares de DPPC/AP(1-40) en la fase de transicion LE—LC (£em = 472 nm). La proteina o-
sinucleina se ha utilizado como control positivo (£em = 482 nm). B: Ampliacién de la imagen 2 de
microscopia de fluorescencia de DPPC/AP(1-40) en la fase de transicion LE—LC, las zonas oscuras
corresponden a los dominios enriquecidos en el lipido DPPC que no estd marcado por ThT. C:
Imégenes de FM de ThT en distintas regiones de la isoterma mezcla DPPC/AB(1-40); LE (imagen
1), transicion LE—LC (imagen 2), LC (imagen 3) y colapso (imagen 4).

El mecanismo molecular de marcaje del ThT sobre fibras amiloides esencialmente ocurre
debido a interacciones hidrofdbicas del ThT (anillo de benzotiazol y benzamina) con regiones
hidrofdébicas de la proteina formada por aminoécidos arométicos esencialmente triptéfano en el
arreglo fibrilar [93], aunque recientemente se ha resaltado el rol de interacciones electrostaticas
entre ThT y el arreglo fibrilar [117]. Debido a la presencia de lipidos en las estructuras fibrilares,
el nuevo ambiente hidrofobico generado determina que la interaccion del ThT no este limitada
a efectuarse solamente con aminoécidos hidrofébicos, sino que también recibe la influencia del
microambiente generado por DPPC. Este entorno quimico propio, moldeado en la interfase
agua/aire, podria estar explicando el corrimiento en la longitud de onda de emisién del ThT
sobre las estructuras fibrilares encontradas en esta mezcla.

La AFM es una técnica que nos permite conocer con exactitud caracteristicas topogréficas y
valores dimensionales de estructuras escaneadas luego de transferidas a un soporte de mica
[118]. En nuestro sistema experimental hemos implementado la transferencia de monocapas
formadas en la interfase agua/aire a un soporte de mica previo al analisis topografico por AFM.
Esta técnica en particular fue utilizada para caracterizar topograficamente la mezcla en la region
de transicion de fase LE-LC donde coexisten estructuras fibrilares con dominios irregulares
(Figura 2.11).
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Figura 2.11: Altura de los dominios irregulares en coexistencia con fibras e imagen de topografia
AFM de la mezcla DPPC/AB(1-40) en la region de transicion LE—LC. A: Imagen de topografia
de la fase de transicion LE—LC transferida a un soporte de mica. La ampliacion muestra la presencia
de estructuras fibrilares entre los dominios. La linea blanca marca la zona de alturas medidas para cada
estructura y su correspondiente altura en B denotadas con nimeros. B: Altura de uno de los dominios
12 nm y de las estructuras fibrilares (flechas rojas) organizadas entre ellos con una altura promedio 9

nm.

El escaneo de la superficie de mica con la monocapa transferida se realiz6 al maximo valor de
area de escaneo para el equipo de AFM usado, el cual fue de 11x11 micrémetros. Teniendo en
cuenta lo anterior y que, como la separacion de los dominios irregulares varia con la presion
superficial, la transferencia la realizamos al limite superior de la fase LE (donde puede
comenzar a apreciarse percolaciéon de los dominios), de este modo garantizamos que en el area
de escaneo del AFM aparecieran tanto los dominios irregulares como las estructuras fibrilares
(Figura 2.11A). Una vez obtenidas las imagenes de topografia, determinamos las alturas
promedios tanto de dominios irregulares como de las fibras, segin lo mostrado en la Figura
2.11B la altura promedio de los dominios esta alrededor de los ~12 £ 1 nm, mientras que las
fibras son en promedio mas pequefias con un valor de aproximadamente ~9 £ 1 nm.

Esta diferencia de altura entre dominios lipidicos y fibras en la region de transicion LE—LC
muestran la coexistencia de estas estructuras indicando que hay un arreglo molecular probable
donde el eje de la hoja B es paralelo al plano de la interfase donde las fibras se organizan
quedando embebidos entre los dominios lipidicos. Este arreglo concuerda con lo encontrado

anteriormente por FM empleando la sonda ThT (Figura 2.10B).
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2.1.4- Efecto de gangliésidos en el proceso de disolucion de fibras amiloide de Ap (1-40) en
un entorno de lipidos de membrana

2.1.4.1-Propiedades de superficie y efecto de ganglidsidos totales sobre fibras amiloides en
monocapas mezclas de POPC/A4f (1-40). Isotermas z-area e imagenes BAM

Como se hizo mencion anteriormente,

los péptidos AP puros forman monocapas insolubles en la interfase agua/aire, con un
comportamiento reoldgico particular en comparacion con otros péptidos anfifilicos no
amiloidogenicos [20, 21]. Ademas, en la Seccidn 2.1.1 se mostro que el péptido amiloide AP(1—
40) mezclado con POPC (fosfolipido en estado liquido expandido) forma estructuras fibrilares
en la interfase agua/aire [28].

En esta seccion se presenta como estas estructuras fibrilares formadas por la mezcla
POPC/AB(1-40), experimentan cambios estructurales hasta disolverse en presencia de
ganglidsidos totales (Gt) de cerebro en la interfase agua/aire. Las propiedades superficiales de
los ganglidsidos individuales puros han sido ampliamente estudiadas [31, 32] incluyendo
descripciones de las propiedades de hidratacion de su voluminoso grupo polar [119-121]. En
este caso hemos utilizado ganglioésidos totales porque es una mezcla fisiologica que se
encuentra en el tejido cerebral [30].

Segun los datos descritos anteriormente en nuestro grupo de investigacion, los ganglidsidos
totales de cerebro se comportan como una monocapa liquida-expandida tipica, con un punto de
colapso alrededor de los 40 mN-m™ [31, 32]. Es conocido también que tienen un mddulo de
compresibilidad (K) de alrededor de 30 mN-m™ que esta asociado a la inclinacion en el grupo
de oligosacaridos de la cabeza polar tras la compresion [122]. Sin embargo, esta leve
discontinuidad esta actualmente en discusion para conocer si representa una verdadera
transicion de fase bidimensional de dos estados, debido a que la imagen BAM de monocapas
de Gt puras es completamente homogénea sin dominios observables (ver Figura 2.12). Por otra
parte, se conoce que las propiedades superficiales individuales de Gt fueron independientes del
solvente en el que fueron disueltos, ya sea DMSO puro o una mezcla de solventes (ver Seccion
2.1.4.4).

Como hemos descrito en la Seccion 2.1 el lipido POPC induce estructuras fibrilares en mezcla

con el péptido amiloide AB(1-40) en una baja proporcion [28]. Aqui, estudiamos el efecto de
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Gr sobre las estructuras fibrilares (proporcion fija de POPC/AB(1-40)) formando una mezcla
ternaria a diferentes proporciones de Gr en la interfase agua/aire (Figura 2.12). Las diferentes
proporciones de gangliosidos fueron ponderadas como superficie cubierta por gangliosidos
(SCG) que la definimos como el porcentaje de superficie cubierta por ganglidsidos con respecto
al fosfolipido. Este concepto es més abarcador que el de fraccién molar en monocapas mezclas
debido a que las areas moleculares superficiales individuales ocupadas por cada componente
son diferentes [28].

La proporcion de gangliésidos en la mezcla ternaria (fosfolipido:amiloide:gangliésidos) que
hemos utilizado vista como porcentaje de SCG fueron de 95:05:05, 95:05:10, 95:05:15y 95
:05:20, como se indica en el capitulo 3 (Materiales y Métodos). De manera que para cada valor
de SCG corresponde a una fraccion molar especifica de Gt de 0,046, 0,092, 0,139 y 0,186,
respectivamente, en lo que influyen las diferentes areas moleculares individuales de los
componentes puros (ver Figura 2.12).

Como se puede apreciar en la Figura 2.12 las isotermas de las mezclas ternarias tienen un
caracter liquido-expandido en la interfase aire/NaCl 145 mM desplazandose hacia areas

moleculares mas altas a medida que aumenta el contenido de Gt en la mezcla.
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Figura 2.12: Comportamiento en interfase agua/aire de Gt en monocapas que contienen fibras
amiloides. Efecto de inhibicién de las fibras por los Gr. A: Isotermas n-area de mezclas ternarias
de POPC/AB(1-40)/gangliésidos totales. B: Iméagenes BAM obtenidas a 10 mN-m™ en monocapas
nanoestructuradas que contienen fibras que se afectan con mezclas en el porcentaje indicado de Gr.
La imagen B1 es POPC/AB(1-40) en 95:05:0 que muestra estructuras fibrilares, mientras que las
imagenes B2, B3, B4, B5 y B6 corresponden al proporciones (95:05:05), (95:05:10), (95:05:15),
(95:05:20) y (00:00:100) de SCG respectivamente donde se muestran dominios que son indicativos
de un comportamiento de inmiscibilidad. Por el contrario, la mezcla POPC/AB(1-40)/Gr al (95:05:20)
de SCG muestra una homogeneidad total en comparacion con Gt puro. Se calcularon las areas
moleculares medias (AMM) de las monocapas mixtas, (ver materiales y métodos). Las respectivas
fracciones molares de Gt en las mezclas (95:05:05), (95:05:10), (95:05:15) y (95:05:20) de SCG son
0,046, 0,092, 0,139y 0,186. La barra solida de escala en las imagenes representa 20 um.

Las fibras amiloides inducidas por POPC en AB(1-40) se "disuelven lateralmente” y de manera
gradual a medida que aumenta la proporcion de G, llegando a desaparecer por completo
cuando la mezcla ternaria alcanzan el 20% de SCG, cercano a las proporciones fisiologicas
reales de fosfolipidos/gangliosidos que se encuentra en el tejido cerebral normal [30].

Las imagenes BAM mostraron que las estructuras fibrilares cambian con el aumento de la
proporcion de GT a dominios redondeados e irregulares y se disuelven completamente por el
efecto de los gangliosidos hasta que son indetectables al 20% de SCG (ver Figura 2.12B).

Es importante sefialar que el efecto de "inhibicion lateral™ tiene lugar sin la desorcion del
péptido AB(1-40) en la subfase, ya que las isotermas mantienen el area molecular desde inicio
hasta el colapso. Ademas, el efecto de "inhibicién lateral'" se mantiene con los cambios
observados en la topografia de la imagen AFM y la microscopia de fluorescencia ThT (ver méas
abajo).

Hasta 15% de SCG (hasta 0,139 de fraccion molar de Gt) se observa un comportamiento
bifasico de las monocapas (mezclas ternarias con fibras). Sin embargo, al 20% de SCG, se
aprecia claramente una fase homogénea (sin fibras) con valores de reflectividad similares a los
observados para Gt puro (Figura 2.14A) segun la imagen BAM (Figura 2.12B). El perfil de
las isotermas del n-area nos permite construir experimentalmente un diagrama de miscibilidad

de las interfases mezclas [91] (ver Figura 2.13).
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Figura 2.13: Comportamiento interfacial de la mezcla POPC/AB(1-40)/GT. A: Diagrama de fase
de la mezcla POPC/AB(1-40)/GT, muestra la transicion de fase en funcion de la reflectividad. B:
Analisis de inmiscibilidad lateral; AMM vs. fraccion molar de GT tomada a ~20 mN-m* C: Mddulo
de compresibilidad vs. Presion superficial. El analisis muestra el comportamiento particular de los
ganglidsidos totales en comparacion con sus mezclas. D: Analisis de Potencial de superficie vs. AMM,
muestra el comportamiento de potencial de superficie/molécula por encima del 5% de SCG. La mezcla
POPC/AB(1-40)/GT tiene un comportamiento peculiar de separacion de fases entre el 5% y el 15% de
GCS mostrando dominios irregulares, mientras que al 20% de SCG se aprecia homogeneidad total.

En nuestro caso particular tenemos que considerar cuatro aspectos moleculares relacionados
con el peculiar comportamiento superficial de las mezclas de Gt/POPC estudiadas en su
interaccion con el péptido amiloide AP(1-40). Estos son: i) la longitud de las cadenas
hidrofobica y la coincidencia (matching) entre la porcion hidrofobica de los ganglidsidos y
POPC; ii), tanto POPC como Gr tienen similar caracter liquido-expandido en la interfase
aire/agua; iii), POPC es considerado como un inductor de fibra de Ap (1-40) cuando el péptido
estd a baja proporcion en la mezcla [28] pero no ganglidsidos puros por si mismos (Figura

2.15B); iv), el grupo polar del oligosacarido complejo, la carga negativa dada por el acido
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sialico, su respectivo estado de hidratacion asi como su organizacion dipolar (potencial de
superficie) son propiedades distintivas de los gangliosidos (Figura 2.13D).

La combinacién de estas dos Ultimas propiedades moleculares de los gangliosidos puede ser la
responsable de desencadenar el proceso de inhibicion de la formacion de las estructuras
fibrilares y de dominio irregulares conduciendo a una homogeneidad completa de la interfase
mezcla (es decir no detectables a escala BAM o AFM) al 20% de SCG (Figuras 2.12B y 2.13B).
Es valido destacar que la separacion de fases es un fenémeno importante en biologia de sistemas
para explicar el ensamblaje de proteinas asociado con enfermedades neurodegenerativas [24].
En este sentido, estamos aportando evidencias experimentales de que el mismo concepto puede
extenderse para un sistema de entorno de membrana. Basandonos en el anélisis de reflectividad,
mostramos como es posible que las fibras amiloides nanoestructuradas se rompan o se disuelvan
en dos fases coexistentes mediante un proceso cooperativo inducido por moléculas con
distintivas propiedades laterales, como parecen hacer los ganglidsidos. Adicionalmente, el
fendmeno ocurre sin alterar la estabilidad global de la monocapa formada por una mezcla
ternaria, porque si ocurria lo contrario se produciria una pérdida de presién superficial por
desorcién de los componentes que forman la interfase en la interfase.

El analisis del comportamiento de las mezclas POPC/AB(1-40)/Gt es complejo y sugiere dos
aspectos diferenciables: una inmiscibilidad lateral entre el 5% y 15% de SCG que se vuelve
completamente homogénea al 20% (Figuras 2.13B y 2.14). Sin embargo, al 10 % de SCG, el
andlisis de superficie mostr6 que POPC/AB(1-40)/Gt siguen siendo inmiscibles con la
formacion de dominios irregulares observables mediante las técnicas, BAM y AFM (ver méas
abajoy la Figura 2.14). Estos dominios redondeados son ThT positivos (Figura 2.17) similares
a las estructuras fibrilares [28]. Al 5% de SCG todavia observamos dominios que indican
inmiscibilidad lateral, pero sin una desviacion apreciable en las areas moleculares (Figura
2.13B).

Teniendo en cuenta la complejidad del sistema es necesario profundizar las propiedades de la
monocapa para una mejor descripcion. Para ello se determino la pendiente de las isotermas -
area, esto nos permite calcular la compresibilidad de la interfase en la mezcla, y su reciproco
definido como médulo de compresibilidad superficial (K). El cual se estima de acuerdo a: K =
-A(onl0A) donde A es el area molecular interfacial (a la presion superficial ) y & es la presion

superficial de la monocapa [85].
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Durante la compresion de la monocapa se aprecio la apariencia irregular dominios al 5%, 10%
y 15% de SCG volviéndose homogeéneos al 20% de SCG segun las imagenes de BAM y AFM
(Figura 2.14).

A

POPC:AB(1-40):G; (95:05:05) POPC:AB(1-40):G; (95:05:10) POPC:AB(1-40):Gy (95:05:15) POPC:AB(1-40):Gy (95:05:20)

Figura 2.14: Imagenes BAM y las respectivas imagenes topograficas AFM de POPC/AB(1-40)/GT.
A: Imagenes BAM de mezclas POPC/AB(1-40)/GT en el GCS indicado. B: Imagenes de topografia AFM
de mezclas POPC/AB(1-40)/GT en GCS indicado. Las peliculas mixtas se comprimieron hasta 25 mN-m?
1 y se transfirieron a la mica apoyo. Se muestran los dominios irregulares a lo largo de 2 um de longitud
(ver la barra blanca). Vale la pena sefialar que la imagen de AFM es de 11 x 11 um, mientras que la
imagen de BAM es de 200 x 250 um (consulte la Seccion Experimental para obtener mas detalles).

El modulo de compresibilidad (K) al 5%, 10% y al 20% de SCG present6 un maximo en ~31.1,
~32.7 y ~33.4 mN-m, respectivamente. Sin embargo, al 15% de GCS present6 dos maximos
bien definidos de K en ~ 25,7 mN-m? y ~ 31,6 mN-m™* (Figura 2.13C). Estos puntos de K, en
las isotermas nos estan indicando el establecimiento de la coexistencia de dos fases en la
interfase formada por la monocapa ternaria en la que se establece un nuevo reordenamiento
entre las moléculas formadoras de estructuras amiloides que se van disolviendo
progresivamente en una nueva fase a medida que aumenta la SCG, hasta ser completamente
homogéneo al 20% de la SCG (Figuras 2.12B, 2.13C y 2.14).

Es importante evaluar el comportamiento del AMM Yy el Potencial Superficial Medio (PSM)
por molécula comparado con los valores ideales [85] en las mezclas donde se produce la

formacion/disolucion de fibras amiloides. En la Figura 2.13 se muestra una vista completa de
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los datos de miscibilidad. En la region de SCG (15-20% con tendencia a la fusién de amiloide)
se detecta un area molecular experimental mas alta, compatible con una forma mas monomérica
del amiloide en comparacion con las estructuras fibrilares observadas al 95:05:00 de SCG
(Figura 2.13A), de acuerdo con una disminucion en los valores del PSM/molécula. Estos
hechos indican claramente que no hay desorcion de las moléculas del péptido AB(1-40) de la
interfase ya que la mezcla de gangliésidos previene la formacion de la estructura fibrilares de

amiloide pero sin inducir pérdida de material interfacial.

2.1.4.2. Andlisis de reflectividad en BAM e intensidad de fluorescencia (ThT) de los dominios
irregulares en interfases de mezcla POPC:Af(1-40):Gt

Luego de comprender mejor el comportamiento de miscibilidad en monocapas de mezclas
ternarias (lipido/péptido/gangliésidos) a través de evaluaciones de K, AMM y PSM/molécula
se realizé un analisis mas exhaustivo de las iméagenes de BAM obtenidas para dichas mezclas.
El mismo consistid en calcular la reflectividad en diferentes zonas de las imagenes incluyendo
los dominios irregulares. Este enfoque lo hemos utilizado anteriormente para atribuir qué tipo
de moléculas en la monocapa son responsables de una determinada reflectividad (intensidad del
brillo de la monocapa [28]). De esta manera, hemos discriminado tres patrones bien definidos
de reflectividad. EI primero, se refiere a los valores de reflectividad mas altos que se identifican
con el péptido AP (1-40), los valores de reflectividad bajos corresponderian a la fase de POPC
pura, y el tercer patrén de valores intermedios de reflectividad similares a los encontrados para
Gr puro, (Figura 2.15A). Este analisis general nos permite atribuir los valores méas altos de
reflectividad en la monocapa mezcla ternaria a una fase mas enriquecida en péptido que
corresponde a los dominios irregulares separados del resto de la fase enriquecida en lipidos (ver

Figura 2.15A lineas de puntos).
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Figura 2.15: Anélisis de reflectividad para detectar el origen de los dominios irregulares en las
mezclas POPC:Ab(1-40):Gr. A: Valores de reflectividad que indican las tres regiones (tres colores)
con diferentes intensidades en las imagenes de BAM de las mezclas POPC/AB(1-40)/Gr. Los valores
bajos de reflectividad estan cerca del lipido POPC puro (negro); los valores altos de reflectividad fueron
similares a los péptidos AB(1-40) puros (azul); y los valores intermedios de reflectividad corresponden
a Gt puro. Mientras que los dominios irregulares tienen valores de reflectividad similares a los del
péptido AB(1-40). B: Iméagenes de BAM que muestran los componetes puros en monocapas asi como
sus mezclas a diferentes proporciones. Las proporciones mostradas en las imagenes fueron: 1) POPC
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puro, 2) Gt puro, 3) AB(1-40) puro, 4) POPC/AB(1-40)/Gy (95:05:10), 5) POPC/AB(1-40)/Gr
(95:05:20), 6) AP(1-40)/Gr (90:10), 7) POPC/Gt (90:10), 8) POPC/AB(1-40) (95:05), 9)
POPC/AB(1-40)/Gr (95:05:15).

Es importante enfatizar que el efecto de disolucion de los Gt necesita la participacion sinérgica
de POPC en la interfase mixta. En ausencia total de POPC y en presencia de Gt puro mezclado
con el péptido AP(1-40), se observaron pequefios dominios redondeados que son ThT negativos
(Figura 2.15B, parte central derecha), pero nunca una estructura fibrilar similar a la inducida
por POPC mezclado con AB(1-40) en mezcla binaria. (Figura 2.15B, imagen B8). Sin
embargo, las fibras amiloides formadas en presencia de POPC puro se funden gradualmente a
medida que aumenta la proporcion de G hasta que se alcanza una homogeneizacion completa
al 20% de GT con respecto a POPC (Figura 2.12B imagen B5 y Figura 2.15B, imagen B5).
En la comunidad cientifica es ampliamente aceptado que la particular reactividad de la sonda
fluorescente ThT con fibras de AB(1-40) es uno de los requisitos que debe cumplir un agregado
de este péptido para ser considerado amiloide [93]. En secciones anteriores informamos sobre
la técnica adaptada para visualizar si las fibras amiloides formadas como consecuencia de la
interaccion del péptido AP (1-40) con POPC en monocapas de Langmuir, se tornan ThT
positivos al transferir la monocapa empaquetada a un soporte de mica, seguido de una
incubacion en presencia del ThT y finalmente observacion por microscopia de fluorescencia
[28]. Usando un enfoque similar, encontramos que los dominios irregulares observados a traves
de imégenes obtenidas por BAM de la mezcla ternaria POPC/AB(1-40)/GT (95:05:10) fueron
ThT positivos. Las imégenes de las monocapas transferidas al soporte sélido mostraron un
patron de fluorescencia que mantiene los dominios con la geometria irregular similar a los
observados en las imagenes topograficas de BAM y AFM. El hecho de que la morfologia de
los dominios y las estructuras similares a fibrillas sean bastante similares mediante el uso de
microscopia de fluorescencia (ThT), BAM, AFM esta indicando que las estructuras amiloides
permanecen casi sin alteracion a pesar de la manipulacion técnica de la interfase.

En este sentido y a modo de control negativo observamos que ni las monocapas de los
componentes individuales puros de la mezcla fueron ThT positivas (Figura 2.16B) [28]. Por lo
tanto, los controles negativos anteriores se usaron para cuantificar, por comparacion, el patron
de intensidad de fluorescencia ThT de los dominios irregulares (Figura 2.16B). Como
comprobacion adicional usamos como control positivo, fibras de a-sinucleina las que emitieron

fluorescencia en presencia de ThT sometida a tratamiento similar (Figura 2.16B, imagen B3).
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Figura 2.16: Confirmacion de ThT de dominios irregulares de amiloide Ap(1-40) inducidos por
GT en la interfase aire-agua. A: Analisis de los valores de intensidad de fluorescencia de films
transferidos desde la monocapa de Langmuir al soporte sélido de mica después de la incubacion en una
solucion con ThT a temperatura ambiente. Se transfirieron films mezclas, Gr puro y POPC puro. La
intensidad promedio corresponde a todas las sefiales de fluorescencia sin procesamiento de imagenes.
B: Las imagenes de fluorescencia de los controles negativos (Gt puros y POPC puros) y los dominios
irregulares de POPC/AB(1-40)/Gr mezcla a (95:05:05) se obtuvieron después de transferirlos al soporte
de mica. La a-sinucleina se us6 como control positivo formada en solucién, luego se transfirié a un
soporte sélido y se incubd con ThT. En la esquina inferior derecha, la barra blanca representa la escala
de 20 pum.
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2.1.4.3. Las fibras amiloides son disueltas dinamicamente por Gt

La naturaleza de las interacciones moleculares que subyacen de las transformaciones
progresivas de las estructuras fibrilares en la interfase agua/aire por el incremento de la
proporcion de gangliésidos, nos llevo a disefiar un experimento mas dindmico en el que seria
posible seguir el curso temporal del proceso de disolucion inducido por Gt en una Unica
monocapa mezcla. En la Figura 2.17 (A y B) mostramos un diagrama de la configuracion
experimental usada en monocapa agua/aire para seguir dinamicamente el proceso de disolucién
de las estructuras fibrilares de amiloide.

Para realizar los experimentos dindmicos dividimos la cuba de teflon acoplada al BAM, en dos
monocapas confinadas y separadas en la superficie por una barrera mévil en sentido vertical
(ver Figura 2.17, parte superior izquierda) que permite mezclar ambas monocapas separadas
simplemente levantando la barrera. En el compartimento derecho se esparcié la monocapa de
POPC:AB(1-40) 95:05 y se fijo la presion de superficie a 20 mN-m™, donde se observan
claramente las estructuras fibrilares. En el compartimento izquierdo, se extendié una monocapa
de Gt puros y se comprimid hasta 30 mN-m™ en una cantidad equivalente de moléculas de
glicoesfingolipidos para alcanzar una monocapa mezcla total de POPC:AB(1-40):Gt 95:05:20
después de la mezcla lateral. Luego, la barrera movil vertical de separacion se levant6 con
cuidado permitiendo la mezcla lateral de los componentes superficiales debido al efecto
Marangoni (la masa de anfifilos se mueve rapidamente sobre la superficie debido al gradiente
de tension superficial [123] (ver Figura 2.17).
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Figura 2.17: Visualizacién del proceso de disolucion dindmica desencadenado por la difusion
lateral de gangliosidos. Parte superior: configuracion para mediciones dinamicas acopladas a BAM,
A: Dispersion de Gr pura a ~30 mN/m en el compartimento izquierdo y POPC/AB(1-40)/Gr
(95:05:00) con nanoestructuras fibrilares (~20 mN/m) confinadas en el compartimiento derecho
separado por una barrera movil. B: Al levantar la barrera mévil permite la mezcla rapida de ambas
superficies debido a la presion superficial inicialmente desigual (efecto Marangoni). C: Cuantificacion
del proceso de disolucion desde 0 min (justo antes de levantar la barrera movil) hasta 10 min cuando
en el compartimento izquierdo se coloco GT (linea negra, Dynamic Smelt Process) o POPC puro (linea
azul, Dynamic Fibrils Keeping). D: Imagenes BAM correspondientes a los tiempos indicados en C en
el proceso de disolucion dindmica (imagen 1 a la imagen 4) asi como la persistencia de las fibras
(imagen 5 a la imagen 6).
Tan pronto como la barrera de separacion se mueve hacia arriba, las moléculas de ambas
monocapas preformadas entran en contacto entre si y la presion superficial se equilibra
rapidamente al valor aproximado de 25 mN-m?, formando ahora una monocapa de tres
componentes. De manera que observamos un efecto de disolucién rapida inducido por los
gangliosidos. El ensayo se teste6 en dos situaciones experimentales diferentes para descartar un
efecto debido a la posible perturbacion mecéanica dado por el rapido mezclado lateral. En el
compartimento izquierdo de la cuba donde se esparcid Gt puro inicialmente, se coloc6 POPC
puro, mientras que en el derecho se mantuvieron las estructuras fibrilares; al levantar la barrera
las estructuras fibrilares se conservaron después de mezclar ambas superficies (Figura 2.17C
y D). La disolucion de las fibrillas provocada por los ganglidsidos es un proceso rapido donde
al cabo de unos 3 min ya no se aprecian practicamente estructuras fibrilares observables por
BAM. El tiempo de disolucion critico calculado fue de 2,35 min, este es el tiempo necesario

para disolver completamente las fibrillas de AP preformadas.

2.1.4.4. Significado general de los resultados hallados por efecto de gangliosidos

Es conocido que la region interfacial de la membrana aparece como el entorno natural en el que
los péptidos AP se procesan y pueden acumularse en mayor o menor medida dependiendo de la
composicion de la membrana, que puede actuar como catalizador o inhibidor de la agregacion
de amiloide [3, 124].

Recientemente, se ha destacado que la membrana tiene una fuerte influencia como promotor de
la agregacion amiloide o como formador de co-agregados amiloide-lipido [95]. En este sentido,

hemos demostrado en secciones anteriores que la formacion de estructuras fibrilares de Ap
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amiloide puede inducirse en la interfase agua/aire dependiendo del estado fisico del fosfolipido
y la proporcion lipido/péptido amiloide [28].

Varios autores han reivindicado el supuesto papel de los gangliésidos como posibles agentes
amiloidogénicos. En particular, GM1 que se ha identificado como la molécula probable de union
al péptido amiloide AP en las membranas de las células neuronales [8, 111, 125, 126]. Méas
recientemente, se ha demostrado que en bicapas lipidicas formadas por POPC y GM: disminuye
la fuerza de union del péptido amiloide AP [127], lo que sugiere que la interaccion de
POPC:gangliosidos podria dar una propiedad adicional en la interaccion amiloide-membrana.
En este sentido, se ha planteado que GM: mejora la union del péptido AB(1-42) en una
proporciéon baja de gangliosidos insertados en bicapas de fosfolipidos en estado liquido
desordenado [111].

Como hemos mencionado, las monocapas del lipido POPC (en estado liquido expandido
equivalente a liquido desordenado) tienen un efecto inductor de estructuras fibrilares en el
péptido AP (1-40) en una proporcion baja de péptido. Por lo tanto, las estructuras fibrilares
pueden activarse en un entorno enriquecido de lipidos POPC en la superficie de la membrana
[28]. En este estudio demostramos que los gangliésidos tienen un doble efecto: i) suprimir el
efecto inductor de POPC en la formacion estructura fibrilares en interfases agua/aire, y ii) ser
efectivo en disolver, en forma muy répida, las estructuras fibrilares preformadas previamente e
inducida por POPC. En este caso hemos utilizado Gt de tejido cerebral total donde la masa de
Gt en mas del 90% esté representada principalmente por cuatro ganglidsidos complejos: GMy,
GD1a, GD1p y GT1p [30].

Es importante sefialar que los péptidos AB(1-40) y AP(1-42) puros forman monocapas de
Langmuir con una alta estabilidad lateral manteniendo una alta reologia en la interfase aire/agua
[20, 21, 28]. Sorprendentemente, en las monocapas de AB(1-40) puro, el péptido altamente
concentrado en la interfase se comporta como un film sélido [21] pero la proteina en esta

conformacién altamente empaquetada no forma fibras tipo amiloide y es ThT negativa [28], lo

que indica que la disposicion altamente empaquetada de los péptidos A (1-40) no es condicion

necesaria para desencadenar una transicion de mondémeros — fibras. La condicidén necesaria

para la fibrilogénesis de amiloide en la interfase agua/aire es mezclar una pequefia proporcion
de péptido AB(1-40) con POPC, reforzado por el hecho de que son fibras ThT positivas [28].
El hecho de que los lipidos de la membrana pueden modular la fibrilacion de una proteina

61



amiloide también se ha estudiado para a-sinucleina mediante el uso de modelado molecular
[124].

La novedad que estamos introduciendo a través de este estudio de tesis, es que la mezcla
preformada de estructuras fibrilares de POPC/AB(1-40) puede disolverse dindmicamente
cuando se permite que los ganglidsidos difundan lateralmente por el gradiente de tension
superficial en la interfase agua/aire (ver Figura 2.17). En este sentido se ha reportado las
propiedades de disolucion lateral del gangliésido GM: en bicapas [128]. Nosotros observamos
que el proceso de disolucion depende de la proporcion superficial de gangliésidos en relacion
con los fosfolipidos. Al 20% de SCG, la interfase ternaria mixta se vuelve completamente
homogénea sin dominios que puedan detectarse mediante técnicas tales como BAM o AFM
(Figura 2.12). Es importante sefialar que el efecto de la disolucion completa de estructuras
fibrilares tiene lugar a 80:20 de proporcién de area lipidica POPC:G+ en las monocapas de
mezclas ternarias preparadas con POPC/AB(1-40)/Gr. Sin embargo, en monocapas de mezclas
binarias Gt:AB(1-40) preparadas en ausencia de fosfolipidos, el péptido mostrd inmiscibilidad
lateral con la presencia de pequefios dominios redondeados detectables, pero son ThT negativos
(Tabla 1). La incorporacion de POPC induce fibras ThT positivas. Estos resultados indican que
la mezcla POPC:Gr, dependiendo de la proporcién relativa, impone propiedades superficiales
y condiciones adecuadas no solo para evitar la fibrilacion de amiloide sino también para
disolverlos por completo (Figura 2.12, ver resumen en la Tabla 1). Se sabe que los grupos
hidrofilicos del grupo polar de los glicoesfingolipidos complejos pueden ofrecer una variedad
estructural de cadena de oligosacaridos que pueden conducir a interacciones especificas con
proteinas en la superficie de la membrana neuronal [37]. En este sentido se encontr6é que los
péptidos AP amiloides y los dominios de a-sinucleina interactian especificamente con la
porcion de oligosacarido del gangliosido GM1 [129-131]. Aungue también se informo que el
péptido amiloide AP tiene una region en su secuencia con afinidad de la porcion hidrofobica de
ceramida del glicoesfingolipido [132, 133].

Ademas, como hemos mostrado al usar fosfolipidos-PC con diferentes longitudes de cadena,
observamos que las diacil-fosfatidilcolinas en estado liquido expandido (DMPC, POPC) tienen
la propiedad de inducir estructuras fibrilares ThT positivas, pero no fosfolipido mas solido
como DSPC [28]. En general, con estos estudios estamos indicando que el proceso de induccion
y disolucion de las estructuras fibrilares de amiloide en la interfase agua/aire es un fenémeno

complejo que depende simultdneamente del estado fisico de los lipidos y el tipo de monocapas
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que forman, la proporcion relativa de contenido de lipidos/péptidos en la interfase y la
composicion ternaria que le da propiedades a la mezcla. En este sentido, se encontré que el
grupo fosforilcolina de la region polar de los lipidos PC es importante para interactuar con los
gangliésidos mas complejos [134]. Por otro lado, es importante destacar el papel del agua donde
la hidratacion interfacial global de los gangliésidos medida por propiedades de la sonda de
Laurdan es completamente diferente a la observada para los fosfolipidos-PC en estado liquido-
expandido [120, 121] indicando que, dependiendo de los lipidos y proporciones, la interfase
mezcla puede establecer nuevos arreglos que, a su vez, pueden facilitar o desfavorecer la
estructuracion del amiloide en un entorno similar a una membrana.

Por otro lado, recientemente ha cobrado interés el concepto de fase de transicion como una
evolucion del concepto de agregacién que puede explicar los depésitos de proteinas
citoplasmaticas que se encuentran en las enfermedades neurodegenerativas [24]. De manera
que estamos proponiendo extender estos conceptos a lo que esta ocurriendo en un entorno
anfipatico mas complejo, como una de membrana bioldgica.

Asi, siguiendo el mismo razonamiento se puede incluir al AB-amiloide (actor clave en la
Enfermedad de Alzheimer) en la lista de amiloidosis. En realidad, se necesitan datos
experimentales mas directos que apoyen las ideas de Mathieu et al. [24] para comprender como
se relacionan los depositos de AB-amiloide con la disfuncion neuronal llegando a la muerte
celular. En este nuevo paradigma, la acumulacion de proteinas puede clasificarse como
transiciones de fase patoldgicas. Esto se refiere a una ruptura de la simetria por un cambio
cooperativo en el orden molecular que provoca una modificacién del entorno del medio
biolégico confinado, que puede inducir, luego, cambios en la homeostasis celular, lo que a su
vez conduce a la muerte de las neuronas. Si el orden se define como un estado de alta asimetria
(Figura 2.17), siguiendo la idea de Mathieu et al. [24], se produciria una transicion de orden a
desorden debido a una ruptura en los pardmetros de asimetria, por lo que podria
conceptualizarse que el proceso de disolucion que observamos en las estructuras fibrilares de
AP amiloides, pasando a través de fibras — dominios irregulares hasta obtener una
homogeneidad completa al 20% de SCG (ver las Figuras 2.12, 2.14, 2.17 y Tabla 1).
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Tabla 1: Resumen de las condiciones de disolucién interfacial de fibras lipido/amiloide
inducida por gangliosidos totales de cerebro. (en negrita y cursiva se representa la
condicion experimental dindmica)

Condicién interfacial (Proporciones) Patrén interfacial observado por BAM, AFM y
Analisis ThT por FM

Lipido POPC puro sin Ap(1-40) ThT negativo homogéneo

Gt puro sin AB(1-40) ThT negativo homogéneo

AP puro (1-40) sin lipidos ThT negativo homogéneo

POCP/AB (1-40) (95:05) Estructuras fibrilares ThT positivo

GT/Ap (1-40) (95:05) Pequefios dominios redondeados ThT
negativo

POCP:Ap (1-40):Gr (95:05:10) Pequefios dominios redondeados ThT
positivo

POCP:Ap (1-40):Gt (95:05:15) Dominios irregulares ThT positivo

POCP:AB (1-40):Gt (95:05:20) ThT negativo homogéneo

POCP:Ap (1-40):Gt (95:05:20) Estructuras fibrilares ThT positivas

(condicion dinamica a 0 min de

hecha la mezcla)

POCP:A4p (1-40:Gt (95:05:20) ThT negativo homogéneo
(condicién dindmica a los 5 min de

post- mezcla)

La interaccion de los gangliosidos con los fosfolipidos-PC es compleja y depende de la
insaturacion, la longitud de las cadenas hidrofobicas de ceramida, asi como de las cadenas de
acidos grasos de los lipidos y del tamafio del grupo de oligosacaridos de la regién polar en el
glucoesfingolipido, que a su vez modula el estado de hidratacion de la monocapa en la interfase
[32, 42, 120]. POPC es uno de los fosfolipidos méas abundantes en el tejido cerebral y uno de
los principales componentes lipidicos de las membranas neuronales [9, 11] pero, mezclado
como componente puro con el péptido AP, actia como un promotor de fibrillas amiloides que
puede ser convenientemente suprimido por la presencia de una mezcla fisiologica de
gangliosidos.

En el presente trabajo de tesis, mostramos fuertes evidencias experimentales en modelos de
membranas de como el proceso de induccion o disolucién de fibras amiloides pre-formadas de
las fibras amiloides puede desencadenarse y favorecerse dinamicamente mediante cambios en

el entorno lipidico en condiciones fisioldgicas. Sin embargo, aun no esta claro cual es la entidad
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molecular precisa de la estructura del péptido AP que realmente dafiaria las neuronas:
monomeros, oligémeros, protofibrillas o fibrillas [135, 136].

Asi, si plantearamos la hipdtesis de que la acumulacién de estructuras fibrilares aqui
presentadas y con comportamiento ThT positivo son las responsables del dafio de la membrana
neuronal, los gangliésidos o una molécula gangliésido-mimetica pueden ser una solucion
terapéutica potencial para recuperar la homeostasis en células, sumado a su buen efecto

antiinflamatorio el cual ha sido estudiado [137-140].

2.1.5 Influencia de la reversion de la secuencia de los péptidos amiloides AB(1-40) y AB(1-
42) en mezclas con POPC.

2.1.5.1 Propiedades de superficie de monocapas mezclas de POPC/Af(40-1) y POPC/AB(42—-
1) comparadas con POPC/AB(1-40) y POPC/Af(1-42) respectivamente. Isotermas m-Area e
imagenes de BAM.

De acuerdo a resultados previos el péptido Ap(1-42) forma monocapas en la interfase
agua/NaCl con una estabilidad lateral de alrededor de 30 mN/m y con un area molecular de
alrededor de los 2.5 nm?/molécula (Figura 2.18A) estas propiedades de superficie son similares
a las del péptido Ap(1-40) [20, 21] (Figura 2.1). Las imagenes obtenidas por BAM de los
péptidos de secuencia reversa puros AB(42-1) y de AB(40-1) son homogéneas sin estructuras
fibrilares apreciables (Figura 2.18A, imagenes 4 y 5); mostrando un comportamiento
superficial similar a lo indicado previamente para los péptidos puros AB(1-40) y Ap(1-42) [28]
(ver seccion 2.1.1).
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Figura 2.18: Propiedades de superficie e imagenes de BAM de monocapas mezclas de
POPC/AB(40-1), POPC/AB(42-1), POPC/AB(1-40) y POPC/APB(1-42). A: isotermas n-Area e
iméagenes de BAM de las mezclas POPC/AB(40-1), POPC/AB(42-1), POPC/AB(1-40) y POPC/AB(1-42)
y sus respectivos componentes puros. B: Andlisis de reflectividad a partir de la imagines de BAM para
las mezclas POPC/AB(42-1) y POPC/AB(40-1). El andlisis mostrd dos regiones distinguibles. Los
valores pequefios corresponden al lipido POPC puro (negro). Los valores de reflectividad altos son
similares a los péptidos AB puros (Ap(40-1)—verde y ApB(42-1)—ro0jo), mientras que las estructuras
fibrilares aisladas mostraron valores cercanos al péptido AB(40-1) y AB(42-1) (lineas azules de puntos).
AMM: es el Area Molecular Media. Estas fueron calculadas como se indica en Materiales y Métodos.
C: Imégenes de BAM obtenidas a 20 mN/m de monocapas de los componentes puros y sus mezclas a
95:05 de PAP. La fracciones molares de péptido en las mezclas fueron de 0.019 y 0.013. Las mezclas
POPC/AB(1-42) y POPC/AB(1-40) mostraron estructuras fibrilares en arreglos en forma de network
(imagen 2) mientras que las mezclas de POPC/AB(40-1) y POPC/AB(42-1) mostraron estructuras
fibrilares aisladas (flecha roja en imagen 3y 6). En la mezcla POPC/AB(42-1) se observaron dominios
redondeados/oligémeros (circulo rojo en imagen 3*). La barra s6lida en las imagenes representa 20 pm.

En esta seccién mostramos por primera vez un estudio del comportamiento en superficie de
monocapas mezclas de POPC/AB(1-40) y POPC/AB(1-42) comparado con monocapas mezclas
de sus péptidos analogos de secuencia reversa, POPC/AB(40-1) y POPC/AB(42-1)
respectivamente (ver Figura 2.18A).

Teniendo en cuenta lo anterior, para proporciones equivalentes a lo visto en los amiloides con
secuencia normal, la fibrilacidn en estos péptidos de secuencia reversa influye en la orientacion
del enlace peptidico, ya que poseen una hidrofobicidad global parecida. En este caso particular
nosotros tenemos que considerar que en la fibrilacién de estos péptidos de secuencia reversa
influye la orientacion del enlace peptidico.

Como hemos visto anteriormente la mezcla POPC/AB mostré un comportamiento complejo en
la interfase agua/NaCl [28]. Para lograr un mejor entendimiento cualitativo acerca de la
formacion de las fibras y su enriquecimiento en lipidos/péptido, realizamos calculos de
reflectividad en funcion de la presion de superficie a partir de las imagenes de BAM; para lo
cual analizamos imagenes de los componentes puros y sus respectivas mezclas. Este analisis
nos permitio diferenciar también dos patrones de reflectividad bien definidos (Figura 2.18C).
Los valores altos de reflectividad corresponden a los péptidos puros mientras que los valores
mas bajos de reflectividad corresponden al lipido POPC puro (linea negra). Las reflectividades
correspondientes a las fibras observadas en las imagenes de POPC/AB(40-1) y POPC/AB(42-
1) mostraron valores de reflectividad cercanos a los péptidos puros (ver Figura 2.18 C) lo que
es atribuible a una fase mas enriquecida en amiloides. Es importante destacar que las mezclas

lipidos péptidos fueron preparadas a las mismas proporciones donde los péptidos representaron
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un bajo contenido en la mezcla comparado con el lipido. Para las mezclas POPC/AB(40-1) y
POPC/AB(42-1) las correspondientes fracciones molares de péptido fueron 0.035 y 0.020
respectivamente.

Como se aprecia en la Figura 2.18, para las mezclas POPC/AB(40-1) y POPC/AB(42-1) las
estructuras formadas en la interfase agua/aire mostraron un patron de escasas estructuras
fibrilares aisladas comparado con las estructuras en forma reticular detectadas en las mezclas
POPC/AB(1-40) y POPC/AB(1-42). En el caso particular de la mezcla POPC/AB(42-1) las
estructuras fibrilares aisladas mostraron una coexistencia con dominios redondeados en la
interfase cuando se observaron por BAM (Figura 2.18B, imagen 3*). Estas formas de las fibras
aisladas se correspondi6 a lo observado por FM usando la sonda ThT (Figura 2.21 B, imagen
3) asi como por Microscopia Electrdnica de Barrido (SEM) (Figura 2.19 C); de manera que en
esta seccion nos enfocaremos en el andlisis de la mezcla POPC/AB(1-42) y POPC/AB(42-1)
para mostrar racionalmente una relacion “estructura-funciéon” determinando la aparicion de
estructuras redondeadas (oligdmeros) que coexisten con estructuras fibrilares aisladas dado por
la reversion de la secuencia de los péptidos amiloides Ap(1-40) y AB(1-42). Aunque el AB(40-
1) ni el AB(42-1) no son peptidos fisiol6gicos, este hecho puede ayudar a entender la formacion
diferencial de dichas estructuras y su influencia en la patogénesis de la enfermedad de
Alzheimer debido a que es ampliamente discutido la magnitud de la toxicidad de los oligdmeros
comparado con las estructuras fibrilares. Por lo que cabria preguntarse: ¢Cudl es la razén a

nivel molecular de la existencia o coexistencia de estas estructuras (oligémeros y fibras)?
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Figura 2.19: Coexistencia de estructuras observadas por SEM. Numero estimado de moléculas de
AB(42-1) en forma de oligdmeros. A: Imagen de SEM de: péptido AB(42-1) puro y del lipido POPC puro
(usados como controles negativos) de la mezcla POPC:AB(42-1) mostrando estructuras fibrilares aisladas
asociadas a oligbmeros. En todos los casos se transfirié a un soporte de mica para la observacion. En la
parte de abajo de cada imagen se muestran los parametros usados durante el escaneo por SEM. B: Area
estimada de los oligémeros (nm?) y nimero de moléculas de AB(42-1) calculadas a partir de las imagenes
de SEM. Los valores calculados fueron: A = ~ 550 nm?, ~ 245 moléculas/area. C: Ampliacion de
estructuras en forma de oligémeros sefialados con flecha roja para la mezcla POPC:AB(42-1) mostrada en
A.

Para responder esta pregunta es valido sefialar que han emergido algunas ideas para explicar la
existencia de las diferentes estructuras, las mismas estan relacionadas con la conformacién en
a-hélice y hoja B y tiene en cuenta el sistema experimental usado. Por ejemplo, Jiang y
colaboradores han sugerido que podrian aparecer intermediarios distinguibles dependiendo de
la conformacion incluso en la interfase agua/aire, los cuales podrian pasar desde monémeros
desordenados (solucién) — a-hélice (adyacentes a la interfase) — hoja B (interfase) [99],
aungue se conoce que en solucion el orden estructural es el siguiente: monémeros amorfos,
agregados coloidales, oligémeros en hoja 3 ordenados y fibras [100]. En nuestro caso particular
los dominios redondeados observados del péptido reverso Ap(42-1) podrian corresponder a un

arreglo de oligbmeros en hoja B ordenados que desencadenan la formacidn de estructuras
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fibrilares aisladas en la interfase debido a la coexistencia conformacional de hoja B y a-hélice
en la monocapa mezcla de POPC/APB(42-1) con respecto a la mezcla POPC/AB(1-42) (Figura
2.20A).
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Figura 2.20: Cambios conformacionales en las mezclas POPC/AB(1-42) y POPC/AB(42-1),
comportamiento de miscibilidad, diagramas de fases y analisis de potencial de superficie. A:
espectros de ATR-FTIR muestran los cambios conformacionales inducidos en ambos péptidos al
mezclarlos con el lipido POPC. B: Andlisis del Médulo de Compresibilidad vs. Presion de Superficie
muestra el comportamiento de dichos péptidos de secuencia reversa comparado con sus respectivas
mezclas con el lipido POPC. C: Andlisis de inmiscibilidad lateral MMA vs. Fraccion molar de los
péptidos tomados a ~20 mN/m. D: Anélisis de Potencial de Superficie/MMA vs Fraccion Molar de
péptido muestra el comportamiento influenciado por la reversion de la secuencia de los péptidos. El
péptido AB(1-42) puro tiene un valor de potencial de superficie distinto comparado con el péptido
AB(42-1) en vista de la secuencia reversa, pero sin influir notoriamente en sus respectivas mezclas
con el lipido POPC.

En la Figura 2.19B se muestra un estimado del numero promedio de moléculas por area de

oligdmeros. Este valor se encuentra entre 245 moléculas por 550 nm2. De acuerdo a nuestro
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analisis proponemos que en estos arreglos estructurales (fibras aisladas y oligomeros) hay una
conformacién tanto de hoja p como de a-hélice.

El m6dulo de compresibilidad K presentd dos maximos con valores disimilares para el péptido
AP(1-42) puro con respecto al reverso AB(42-1) puro, los que fueron de 59.15 mN/my 64.24
mN/m respectivamente. Sin embargo, para las monocapas mezclas los valores apreciados
fueron muy similares de 91.00 mN/m en el caso de la mezcla POPC/AB(1-42) mientras que
para la mezcla POPC/ApB(42-1) fue de 90.75 mN/m (Figura 2.20B). Esto es indicativo de que
pese a la coexistencia de oligomeros con fibras en la mezcla POPC/AB(42-1) el cambio en el
area molecular media (AMM) se mantiene independientemente de la conformacion interfacial
del péptido dado por la reversion de la secuencia del péptido (ver Figura 2.18B y Figura 2.19)
esto puede estar explicando la coexistencia apreciada en las imagenes de BAM y SEM (Figura
2.18B, imagen 3y Figura 2.19A). Para lograr un analisis mas detallado realizamos diagramas
de miscibilidad de las mezclas POPC/AB(42-1) y POPC/AB(1-42) a partir de las isotermas z-
Area [91] (Figura 2.20C).

En base a lo anterior hemos considerado dos aspectos a nivel molecular que influyen en el
comportamiento de superficie de las monocapas mezcla. 1) tanto AB(1-42) como AB(42-1)
tienen el mismo nimero de aminoacidos, similar hidrofobicidad global y propiedades de
superficie similares referente a area molecular y estabilidad; 2) la reversion de la secuencia
tiene un impacto directo en la orientacion de los residuos en vista a la diferencia en el potencial
de superficie. La combinacién de estos aspectos moleculares, sumado al mayor contenido en
estructura a-hélice en presencie de POPC, esta mostrando que la reversion de la secuencia
puede ser responsable de desencadenar el cambio en la organizacion interfacial de las
estructuras fibrilares en forma de Network observadas para la mezcla POPC/AB(1-42) a
estructuras fibrilares aisladas en la mezcla POPC/AB(42-1) (Figura 2.18 B, imagen 2y 3).
Por otra parte, consideramos importante evaluar la influencia de la reversion de la secuencia en
el potencial de superficie; por lo que realizamos un analisis del AMM y del potencial de
superficie promedio por molécula [85] en la mezcla, para tratar de lograr un entendimiento del
arreglo diferencial entre las monocapas mezclas usando dos péptidos con similares propiedades
de superficie e hidrofobicidad pero que difieren en la reversion de su secuencia. Este analisis
muestra que para los péptidos Ap(1-42) y Ap(42-1) puros los valores de potencial de superficie
promedio/molécula son apreciablemente diferentes mientras que para las monocapas mezclas

el comportamiento fue similar (Figura 2.20D).
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Es valido preguntarse si, ¢Pese a la reversion de la secuencia, el péptido reverso Ag(42-1)
mantiene, en parte, las propiedades amiloides semejantes al péptido Ag(1-42) en monocapas
mezclas con POPC? Para dar respuesta a la misma es importante conocer si las fibras con
péptido reverso mantienen el marcaje con la sonda fluorescente ThT, requisito para considerar
un agregado como amiloide [93]. Como se ha mencionado anteriormente adaptamos un método
para la visualizacion por FM (Fluorescence Microscopy, siglas en ingles) de fibras amiloides
formadas en la interfase agua/aire (ver seccion 2.1.2) [28, 141]. Usando un disefio experimental
similar las estructuras fibrilares aisladas y los oligdmeros observados por tanto por BAM como
por SEM fueron transferidas a un soporte de mica desde la mezcla POPC/AB(42-1) mostrando
un comportamiento ThT positivo (Figura 2.21B). Ademas, las imagenes obtenidas desde la
monocapa transferida al soporte de mica mantuvieron un patrén de fluorescencia de ThT similar
a las estructuras (fibras aisladas y oligémeros) observadas en la interfase agua/aire mediante
BAM. Esto es una importante conclusion que nos habla sobre la excelente estabilidad de estas
estructuras amiloides incluso sometidas a manipulacién técnica.

Como controles negativos fueron usados tanto el péptido AB(42-1) puro como el lipido POPC
puro. Esto es importante para obtener una cuantificacion de intensidad de fluorescencia lo mas
precisa posible al compararlos con los valores de intensidad de fluorescencia de las iméagenes
obtenidas de la mezcla POPC/AB(42-1). Como control positivo se utilizaron fibras de a-
sinucleina previamente formadas en solucion y depositadas en un soporte de micay seguida de

una incubacion con ThT (Figura 2.21A).
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2.1.5.2 Importancia de la reversion de la secuencia en la formacion de fibras amiloides

Recientemente, se ha resaltado la influencia de la membrana plasmética tanto como promotora
de la agregacion del amiloide como de la formacion de co-agregados de lipidos y amiloides
[95]. Este fendmeno ocurre porque la region interfacial de membrana crea un ambiente natural
donde los péptidos AB amiloides son procesados deficientemente seguido de su acumulacion,
lo cual depende de la composicion de la membrana y al mismo tiempo puede actuar como
inhibidor o catalizador del proceso de agregacion de amiloides [3, 124]. En este sentido, se ha
reportado que el lipido POPC (estado liquido-expandido) es uno de los principales fosfolipido
constituyente de las membranas neuronales y esta claramente involucrado en la funcion de la
misma [11]. Teniendo en cuenta lo anteriormente planteado recientemente ha sido reportado la
influencia del estado fisico de los lipidos (liquido expandido) de membrana para inducir
estructuras AP amiloides en interfase agua/aire utilizando modelos de membranas (monocapas
de Langmuir) [28]. En trabajos previos del grupo se han reportado la influencia de la reversion
de la secuencia de péptidos en diferentes fendmenos tales como las propiedades de la superficie,
interaccion lipido-péptido [142] asi como en los procesos de conductividad lateral en la
interfase agua/aire [143]. En la presente seccion, se ha mostrado resultados experimentales
sobre propiedades de superficie de los péptidos AB(1-40), Ap(1-42) y sus respectivos péptidos
analogos de secuencia reversas Ap(40-1) y Ap(42-1) en estado puro y en mezcla con el lipido
POPC. Los resultados sugieren que no solo la orientacion de los aminoacidos a lo largo de la
secuencia del péptido o la relacién de aminoacidos hidrofébicos/hidrofilicos sino también la
relacion estructura beta/a-helice son determinantes para desencadenar un cambio cooperativo
significativo en la interfase agua/aire que promueve la formacion de “fibras en Network™ 0
“estructuras fibrilares aisladas” por el solo hecho de revertir la secuencia peptidica.

Por otra parte, en las monocapas mezclas los valores del médulo de compresibilidad K son
similares lo cual nos estaria diciendo que los arreglos estructurales mostrados por los péptidos
AP debido a la presencia de POPC en la mezcla es un “proceso estructural selectivo”
determinado por los cambios conformacionales (diferencias en el contenido de a-hélices y hoja-
) como consecuencia de la reversion de la secuencia peptidica (Figura 2.20A 'y 2.20B). Como
se muestra en la Figura 2.21 la formacion de estructuras amiloides en las monocapas mezclas

son claramente ThT positivas. Esto significa que, cuando se forman las fibras, el micro-
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ambiente hidrofobico permanece similarmente expuesto para la insercion del ThT incluso
cuando en las monocapas mezcla se utiliza el amiloide con secuencia reversa.

A pesar de propiedades interfaciales similares de ambos péptidos amiloides reversos y de tener
similar hidrofobicidad global, la formacion de fibras inducidas por POPC es selectiva. En un
caso se ven claramente fibras con Network para las secuencias naturales (POPC:AB(1-40)) y
en la otro se ven fibras ThT positivas aisladas sin Network (POPC:AB(1-40)) y con gran
tendencia a la oligomerizacion. Pero, nuevamente el entorno lipidico brindado por POPC es
clave para la fibrilacion en ambos casos, indicando que determinados ambientes de membrana

pueden obrar de facilitadores de la fibrilacion amiloide.

2.1.5.2 Propiedades de superficie de los péptidos amiloides truncados Ap(1-37), Ap(1-38)
y Ap(1-39)

Como hemos venido describiendo en este trabajo de tesis los péptidos AB amiloides de 40 y 42
aminoacidos cuyas propiedades de superficie son muy similares presentan un patron de
agregacion parecido en sus mezclas con lipidos en estado liquido-expandido como POPC y
DMPC (ver Figura 2.1A 'y 2.6). A partir de estos dos péptidos se obtienen variantes truncadas
de 37, 38 y 39 aminoéacidos a los cuales han sido encontrados en el LCR [45, 46] asi como en
el plasma humano de pacientes con AD [47]. Probablemente debido a su menor abundancia en
estos fluidos comparado con los amiloides AB(1-40) y AB(1-42) se les ha prestado menor
atencion desde el punto de vista de la etiopatogenia de la enfermedad de Alzheimer. Sin
embargo, es conocido que la liberacion de los tripéptidos GVV (Gly-Val-Val) y VIA (Val-Iso-
Ala) generan el AB(1-37) a partir del AB(1-40) y el AB(1-39) a partir del AP(1-42)
respectivamente. Aunque el AB(1-37) tambien puede ser generado a partir del AP(1-42)
liberando el penta-péptido GVVIA (Gly-Val-Val-Iso-Ala) [144]. En la presente seccion
mostramos las propiedades de superficie de estos tres péptidos truncados puros (AB(1-
37/38/39)) y de sus mezclas con POPC (Figura 2.22).
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Figura 2.22: Comportamiento superficial de los péptidos truncados AP(1-37/38/39) y sus
mezclas con POPC. A: Isotermas I1- area de los péptidos puros y sus respectivas mezclas con el
lipido POPC. La ausencia gradual de un aminoacido determina cambios conformacionales en los
péptidos puros que se reflejan en los cambios de AMM. Sin embargo, en las mezclas con POPC estas
areas no cambian apreciablemente. Imagenes de BAM a valores de presiones superficiales desde 5
mN/m a 30 mN/m para las monocapas mezclas con POPC AB(1-37) (B), AB(1-38) (C), AP(1-
39) (D). Se aprecia claramente la presencia de agregados amorfos denotando que la fibrilacion en
estos péptidos truncados no es inducida por un ambiente lipidico de membrana.

De acuerdo a lo observado por BAM, las monocapas de estos péptidos truncados puros
mostraron total homogeneidad, mientras que en mezclas con POPC a PAP entre 5-10% se
apreciaron claramente dominios amorfos sin la formacion de estructuras fibrilares como las
visualizadas en las mezclas POPC:AB(1-40) y POPC:AB(1-42) (Figura 2.22B, C y D). Estos
resultados denotan la importancia que tiene el C-terminal para el proceso de agregacion incluso
en la toxicidad de los Ap amiloides [145, 146]. Si bien nuestro sistema experimental es un
microambiente mimético de membrana, donde la proporcion lipido/péptido toma relevancia en
la induccion de fibras amiloides; en un entorno fisiologico es valido considerar la composicion
lipidica de las membranas, asi como la presencia de otros péptidos amiloides como los AB(1-
40) y AP(1-42). Recientemente, estudios de fluorescencia usando ThT, AFM, dicroismo
circular y resonancia plasménica de superficie de han mostrado una interaccion diferencial del
péptido AB(1-38) con los péptidos AB(1-40) y AB(1-42) induciendo la formacion de agregados
enriquecidos en hojas g fundamentalmente en el péptido AB(1-42) [48]. De manera que nuestros
resultados indican que el proceso de induccion de fibras con propiedades amiloides en los
péptidos amiloides truncados AB(1-37/38/39) no es un proceso que dependa absolutamente de
la presencia de lipido, sino también puede ir acompafiado de cierta proporcion de péptidos
AB(1-40/42) a una proporcion que mimetice las proporciones de estos péptidos en un ambiente

fisioldgico.
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2.2. Influencia del estado de fase de lipidos en la interaccién del
péptido Melittin y la formacién de nanoestructuras en interfase
agualaire

2.2.1- Propiedades de superficie del péptido Melittin en monocapas mezclas con
los lipidos DSPC y POPC. Isotermas w-area y analisis de imagenes de BAM

En la seccion 2.2 utilizando péptidos AP amiloides se logré demostrar la formacion de
estructuras fibrilares en la interfase agua/aire en mezclas inducida por el lipido POPC, dichas
mezclas mostraron un comportamiento ThT positivo. Observamos ademas que este
comportamiento ThT positivo prevalece incluso con cambios en la estructuracion dado por la
reversion de la secuencia de los péptidos amiloides. Teniendo en cuenta lo anterior cabria
preguntarse: ¢Si la fibrilacion y el comportamiento ThT positivo es exclusivo de péptidos Ag
amiloides y no puede ser propio de otros péptidos anfipaticos? En el presente capitulo
trataremos de dar respuesta a esa pregunta estudiando mezclas a diferentes proporciones en la
interfase agua/aire del péptido anfipatico Melittin (ampliamente estudiado por sus propiedades
antimicrobianas) (Figura 2.23A). Para este caso hemos abordado este estudio con dos
fosfolipidos que difieren en su estado fisico interfacial; uno es el DSPC que tiene una isoterma
caracteristica de estado liquido condensado y el otro es POPC que tiene una isoterma con
caracteristicas de liquido expandido tipica en subfase aire/CINa 145 mM (Figura 2.23A 'y
2.23C). Para las mezclas evaluadas se utilizaron las siguientes proporciones: 80:20, 50:50 y
20:80 en PAP, las cuales se calcularon como se indica en el capitulo Il de materiales y
métodos para ambas interfases lipido/péptido. Tanto el péptido Melittin puro como los lipidos
POPC y DSPC forman una monocapa insoluble en la interfase agua/aire con una estabilidad
lateral maxima de alrededor 15, 55 y 60 mN/m, respectivamente y un area molecular a maximo
empaquetamiento de alrededor de 2; 0,65 y 0,40 nm2molécula™, respectivamente (Figura
2.23A y 2.23B) [90]. Las imagenes BAM de cada uno de los componentes puros son
homogéneas sin dominios observables ni estructuras fibrilares (Figura 2.23C, iméagenes 1, 5,
6y 10).
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Figura 2.23: Comportamiento superficial del péptido de melitina en films mezcla con lipidos. A:
Isotermas n-area para mezclas DSPC-Melitin y B: POPC-Melitina y sus respectivas iméagenes de BAM
C: obtenidas entre 15-20 mN/m en monocapas puras o en las mezclas a el PAP indicado que se muestra
en el inserto. La fraccion molar correspondiente a melittin para la mezcla de DSPC/Melittin fue de 0,05,
0,17, 0,45 respectivamente. La fraccién molar correspondiente a melittin para la mezcla POPC/Melittin
fue de 0,12, 0,38, 0,65 respectivamente. La mezcla de DSPC/Melittin a 50:50 de PAP mostro estructuras
de dominios redondeados y fibrilares (imagen C3), mientras que a 20:80 de PAP mostré dominios
redondeados que indican un comportamiento de inmiscibilidad particular en esta proporcion (imagen C9).
Por el contrario, las mezclas de POPC/Melittin en las mismas proporciones mostraron un comportamiento
diferente sin formacion apreciable de estructuras en la superficie. La barra solida en las imagenes
representa 20 pum.

En el Capitulo I nos referimos al concepto de PAP [28] que cobra gran significado en la técnica
de monocapas de Langmuir, este concepto es importante ya que la proteina mezclada con los
lipidos en la interfase agua/aire tiene una gran diferencia en sus areas moleculares individuales
[23, 147]. Cuando el péptido Melittin se mezcla con POPC (fosfolipido con estado liquido-
expandido), no forma estructuras fibrilares lo que es independiente de la PAP, esto es
compatible con una fase més liquida del fosfolipido segln las imagenes BAM (Figura 2.23C).
El comportamiento de la mezcla POPC/Melittin fue dual; ya que a una PAP por debajo del 50
%, la monocapa mezcla mostré una miscibilidad lateral completa, mientras que la mezcla se
volvié inmiscible a una PAP del 50% o superior, con una discontinuidad en el punto de colapso
correspondiente al valor encontrado para el péptido Melittin puro, pero sin formar fibras, es
decir que para POPC a una PAP mayor a 50% hay miscibilidad lateral sin fibrilar (Figura 2.23C
y Figura 2.24C).

Como se puede apreciar en las Figuras 2.23A 'y 2.23C las isotermas mezclas se movieron hacia
una mayor area molecular a medida que aumenta la fraccién molar del péptido Melittin en la
mezcla; porque el area molecular individual del peptido Melittin es de alrededor de 2 a ~ 20
mN.m? siendo mayor que la de POPC pura (0,94 nm2molecula?®) o la de DSPC (0,52
nm2.molecula?®) a la misma presion lateral. Sin embargo, con DSPC encontramos un
comportamiento particular que fue completamente inesperado. A 50% de PAP en la monocapa
mezcla de DSPC/Melittin, se detectd estructuras coexistentes de dominios redondeados y
fibrilares (Figura 18B, imagen 3, correspondientes a una fraccién molar de péptido de 0,17).
Sorprendentemente, a esta proporcion especifica, las estructuras fibrilares observadas fueron
ThT positivas (Figura 2.27) con un cambio en las longitudes de onda de emision de
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fluorescencia (ver mas abajo en la Seccion 2.3). Si la proporcion de Melittin aumenta o
disminuye, las estructuras fibrilares anteriores tienden a desaparecer, pero los dominios
redondeados persisten en la proporcién 20:80 (Figura 2.23C, imagen 4).

Para una mejor comprension del comportamiento de las mezclas se realizaron diagramas de
fase a partir de un analisis de las isotermas de los componentes puros y de las mezclas, similar
alorealizado en la Seccion 2.1 para Ap-amiloide [28]. Las interfases mezclas de POPC/Melittin
mostraron un comportamiento de miscibilidad cuando la proporcion de Melittin esta por debajo
del 50 % de PAP manteniendo una ligera disminucion en el AMM (Figura 2.24C y 2.24D).
Sin embargo, se observo una inmiscibilidad lateral tipica para POPC/Melittin con un primer
punto de colapso (primer punto de discontinuidad en la isoterma m-area) que parecia ser
independiente del contenido de Melittin a PAP > 50 % lo que es compatible con una fase
enriquecida en proteina conservando el AMM [148], sin observar dominios ni fibras por BAM
(ver Figura 2.23C y 2.24D).
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Figura 2.24: Diagrama de fase de las mezclas de melittin con fosfolipidos DSPC y POPC. A:
Diagrama de miscibilidad, area molecular media vs. fraccion molar para mezclas de DSPC/Melittin.
B: Diagrama de fase para mezclas de DSPC/Melittin que muestra inmiscibilidad lateral, primero y
segundo punto de colapso (cuando corresponde) en las isotermas n-area. C: Diagrama de miscibilidad,
area molecular media vs. fraccion molar para mezclas de POPC/Melittin. D: Diagrama de fase para
mezclas de POPC/Melittin, primer y segundo punto de colapso (cuando corresponde) en las isotermas
n-area. Presion de transicion significa el primer punto de discontinuidad calculado por la segunda
derivada de la isoterma m-area con respecto al area (consulte la seccion 4 de Material Suplementario).

Sin embargo, la mezcla DSPC/Melittin mostr6 un comportamiento de miscibilidad mas
complejo. Por ejemplo, en la mezcla al 50% de PAP (0,17 fraccion molar de péptido), el analisis
de miscibilidad sugiere que el lipido DSPC y el péptido Melittin son aparentemente miscibles
con interacciones atractivas (con una menor MMA, ver Figura 2.24A). En esta proporcion, el
primer punto de colapso mostro valores diferentes en comparacién con DSPC puro (Figura
2.24B) y la coexistencia tanto de estructuras de dominios redondeados como de fibrilares.
Dichas estructuras fueron claramente observadas por BAM, asi como por AFM y SEM (Figura
2.23C imagen 3y 2.28B).
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Figura 2.25: Andlisis de reflectividad BAM e imagenes de SEM de monocapas mezclas de
DSPC/Melittin. A: Los valores de reflectividad muestran las dos regiones calculables en la
reflectividad de imagenes de BAM en las mezclas DSPC/Melittin. Los valores de baja reflectividad
fueron similares al péptido de melittin puro; los valores de reflectividad alto fueron similares a los del
lipido de DSPC puro, incluidas estructuras fibrilares. B: Valores de reflectividad de DSPC puro,
Melittin pura a diferentes proporciones de DSPC/Melittin tomadas a ~20 mN/m. C: imagenes de SEM
de DSPC/Melittin al 50 % de PAP, la monocapa fue comprimida hasta 20-25 mN/my luego transferida
a soporte de mica para su observacion.

Siguiendo metodologias anteriormente usadas estas estructuras también fueron evidenciadas
por FM (FM, siglas en inglés) utilizando la sonda ThT (Figura 2.27). Como mencionamos
anteriormente, el analisis de fluorescencia mostro un cambio en la longitud de onda de emision,
pero el patron de imagen fue similar a las observadas por BAM donde claramente se distinguen
las estructuras fibrilares (Figura 2.23C imagen 3 y 2.27C). Por otro lado, a medida que
aumenta la fraccion molar del péptido Melittin (PAP del 80 %) observamos MMA mas bajas
que las ideales, lo que indica interacciones atractivas, pero sin la formacion de estructuras
fibrilares como las observadas al 50 % de PAP. Teniendo en cuenta lo anteriormente explicado
podemos afirmar que la formacién de una estructura compleja en la interfase depende de la

proporcién de péptido y del estado de fase del lipido (Figura 2.24).
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Ciertamente, y como se ha explicado en la seccion 2.1 un analisis mas complejo de las imagenes
BAM puede brindar informacidén mas exhaustiva sobre las estructuras formadas en la interfase.
Para ello hemos determinado la variacion de la reflectividad durante la compresion de la
monocapa para todas las PAP evaluadas en la mezcla DSPC/Melittin. Este anélisis nos permite
discriminar el patron mostrado en las imagenes de BAM en dos valores de reflectividad bien
definidos. De manera que se establecid lo siguiente; los valores altos de reflectividad
corresponden al lipido DSPC puro, mientras que los valores bajos corresponden al péptido
Melittin puro (ver Figura 2.20A). Sin embargo, los valores definidos como zona clara en la
mezcla DSPC/Melittin (50%) son similares a los medidos para el lipido DSPC puro, mientras
que los definidos como zona oscura en la mezcla DSPC/Melittin (50%) son similares a los que
se encuentran en el péptido Melittin puro (Figura 2.25A). A priori, podriamos deducir que las
zonas brillantes (que incluyen a fibras y dominios redondeados) son atribuibles a
reordenamientos de la fase lipidica. Sin embargo, si analizamos los experimentos de FM (ThT
positivo) y ATR-FTIR (ver Seccion 2.2.2), es valido afirmar que las fibras son el producto de
la reorganizacion de lipidos y péptidos en una fase bastante diferente de la disposicion plana en
monocapa pudiendo alcanzar un arreglo molecular muy complejo dado por interacciones
especificas entre DSPC y Melittin (Seccion 2.2.5).

En este sentido y sin entrar a describir como es este arreglo molecular podria surgir la siguiente
pregunta ¢El cambio cooperativo estructural (fibras) observado a 50% de PAP tiene lugar
con modificacion en la conformacién de los componentes? Hasta donde hemos apreciado en
todas las mezclas DSPC/Melittin, el analisis mostro separacion lateral de fases, los limites de
los valores de reflectividad altos y bajos corresponden a monocapas de DSPC puro y péptido
de Melittin puro, respectivamente (Figura 2.25A). Sin embargo, para contestar la pregunta
anterior fue necesario realizar experimentos de ATR-FTIR, los que mostraron que es evidente
cierta interaccion lipido-péptido como causa de la induccion del cambio de fase en organizacion
fibrilar (ver Seccidon 2.2.2). Los datos obtenidos en las imagenes de BAM se corroboraron
también mediante el uso de microscopia electronica de barrido (SEM, siglas en inglés). Segln
la topografia de las imagenes SEM de DSPC/Melittin (50%) se aprecian estructuras fibrilares
distinguibles que se mantuvieron estables luego de ser transferidas al soporte de mica y ser
sometidas al tipico tratamiento de metalizacion de la muestra. Tanto para el lipido DSPC como
para el péptido Melittin puros, las imagenes observadas fueron homogéneas. Las mismas fueron
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usadas como controles negativos a la formacion de estructuras fibrilares y dominios observables

en sus mezclas (Figura 2.25C).

2.2.2 Analisis espectroscopico por ATR-FTIR de las monocapas de DSPC/Melittin que
contienen fibras nano-estructuradas

Hemos realizado un analisis ATR-FTIR de la mezcla de DSPC/Melittin a las diferentes
proporciones para obtener mas informacion si las estructuras fibrilares que se observaron por
BAM y SEM estan acompafiadas de cambios en las sefiales espectroscopicas infrarrojas tipicas
de componentes lipidicos y protéicos puros respecto a sus mezclas de manera que se pueda
obtener evidencias de cambios conformacionales que acompafian a la organizacion fibrilar.
Esta bien establecido que la estructura de a-hélice es distinguible por vibraciones de la amida |
en el rango de los 1645-1650 cm™ [149]. En nuestros experimentos, las monocapas transferidas
de Melittin puro transferidas mostraron una estructura predominante en a-hélice centrada en los
1650 cm™® con un pequefio hombro en 1625 cm™ que corresponde a la estructura de hoja p. Este
perfil cambid notablemente en la mezcla DSPC/Melittin (80/20) (Figura 2.25). Sin embargo,
tanto en DSPC/Melittin (50/50) como en DSPC/Melittin (20/80) las estructuras secundarias son
claramente detectables con un aumento en el componente de hoja B (Figura 2.25A).

Por otra parte, también se utilizd6 ATR-FTIR para determinar el comportamiento del lipido ante
la presencia del péptido Melittin en las interfases mezclas. Como suele ocurrir en una fase
liquido cristalina de fosfolipidos equivalente a liquida-expandida en monocapas [150, 151], se
detectaron las bandas vibracionales simétricas y antisimétricas de los grupos CH a 2922 cm™*
y 2853 cm™ correspondientes a lipidos puros, asi como en todas las mezclas de DSPC/Melittin
estudiadas.

Pero en el caso especifico de la mezcla DSPC/Melittin (50% de PAP) donde se aprecian
estructuras fibrilares, ademas de las bandas vibracionales tipicas de lipidos, aparecieron dos
picos bien diferenciados centrados en 2960 cm™ y 2870 cm™ cuando se comparan con lipidos
puros o incluso con las otras proporciones de las mezclas DSPC/Melittin (Figura 2.25B). Esta
observacion esta indicando, ademas un cambio de conformacion de las cadenas hidrofobicas de
DSPC inducido por la formacion fibrilar anteriormente mencionada.

De manera general, a 50% de PAP aparecieron cambios conformacionales asociados a ambos

componentes en mezcla lo que evidentemente muestra que la formacion tanto de estructuras
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fibrilares y dominios redondeados tiene una ocurrencia a nivel molecular que se manifiesta
especificamente al 50% de PAP o una PAP ligeramente superior como explicaremos en la

Seccién 2.2.5.
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CH2- de bandas simétricas de lipidos (~2853 cm™) y antisimétricas (~2922 cm™): DSPC puro (parte
superior izquierda), DSPC/Melittin (parte superior derecha) (20:80); la parte inferior izquierda
corresponde a (50:50) estructuras similares a fibrillas (observe las dos sefiales cambiadas a ~2960 cm*
y ~2870 cm™?), la parte inferior derecha corresponde a DSPC/Melittin (80:20).

2.2.3- Estudio de fluorescencia en presencia de ThT de estructuras fibrilares en la mezcla
DSPC/Melittin al 50%

Como mostramos en la Seccidn 2.2.2 es evidente que la estructuracion fibrilar al 50% de PAP
en mezclas DSPC/Melittin estd acompafiada de cambios conformacionales en ambos
componentes de la mezcla. Teniendo en cuenta todo lo anteriormente dicho, en esta seccion
pretendemos responder la siguiente pregunta ¢Esta organizaciéon fibrilar de DSPC con
Melittin puede ser evidenciada con la sonda fluorescente ThT en forma similar a las mezclas
POPC/AB amiloide? Como hemos mencionado anteriormente la sonda ThT es ampliamente
usada para marcar fibras amiloides [93, 94]. Una caracteristica distintiva de esta sonda es que
tiene una alta solubilidad en agua, pero no es fluorescente. Ademas, tiene una afinidad media
(en el rango de uM) por entornos hidrofébicos que se encuentran en los arreglos amiloide. Esta
propiedad hace que ThT sea una sonda sensible para muchos sistemas experimentales [116],
incluidas las fibras de amiloides formadas artificialmente o a partir de fuentes bioldgicas [152,
153]. Este comportamiento del ThT se debe a que las fibras amiloide comparten una estructura
molecular comdn (arquitectura  cruzada) de modo que esta sonda particiona en estos sitios y
modifica sus propiedades de fluorescencia [93]. Para realizar estas observaciones utilizamos
FM que es una herramienta muy poderosa que nos permitio observar estructuras fibrilares y
dominios redondeados marcados con la sonda ThT (Figura 2.27). Empleando un método
adaptado que hemos descrito con anterioridad en el Capitulo 2 el cual estd basado en la
transferencia de films a un soporte de mica [28, 141] (ver Materiales Suplementarios para mas
detalles) seguido de una incubacidn previa con ThT.

Sorprendentemente, las monocapas transferidas de la mezcla DSPC/Melittin (50%) mostraron
un patron de fluorescencia complejo y distintivo en comparacion con el de la a-sinucleina que
fue usada como control positivo, (ver Figura 2.27). El anélisis se realiz6 en una matriz de
intensidad 2D donde la monocapa transferida, mostrd una emision de fluorescencia centrada en
los 522 nm (rango de excitacion usado fue de 400-415nm) con dos picos adicionales centrados
en 466 nm y 478 nm, respectivamente. Por otro lado, las fibras de a-sinucleina transferidas

sobre un soporte de mica exhibieron un maximo de emision tipico centrado en 480 nm (ver
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Figura 2.27A). Este patron de fluorescencia diferencial también se observd mediante
microscopia de fluorescencia confocal espectral utilizando una longitud de onda de excitacion
de 405nm (Figura 2.27B) como se puede apreciar los patrones de fluorescencia de las
estructuras fibrilares son similares a los observados en BAM (Figura 2.27C, Figura 2.23). Por
el contrario, las monocapas transferidas de componentes puros, ya sea el péptido melittin o el
lipido DSPC, fueron ThT negativas en las mismas condiciones experimentales que las mezclas
analizadas.

Segun estos resultados podemos afirmar que la sonda fluorescente ThT interacttia con arreglos
estructurales que tienen propiedades hidrofobicas comunes con las que se forman en las mezclas

con POPC/Ap amiloide favoreciendo la emisién de fluorescencia de ThT.
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Figura 2.27: Patron complejo en la fluorescencia de ThT de estructuras fibrilares de monocapas
mixtas de DSPC/Melittin en la interfase aire-agua. A: valores de intensidad de fluorescencia 2D; a-
sinucleina del lado izquierdo (control positivo); lado derecho, DSPC/Melittin (50:50). B: espectro de
fluorescencia en microscopia confocal de a-sinucleina (Aem ~ 482 nm, negro) y para DSPC/Melittin
(50:50) con un perfil mas complejo con picos de emision centrados en ~ 466 nm, ~ 478 nm y ~ 505
nm, respectivamente (en rojo). El A« fue de 405 nm en ambos casos. El andlisis espectral corresponde
a las imégenes mostradas en C. Todas las monocapas fueron comprimidas hasta 20 mN/m y luego
transferidas a soporte de mica seguido de incubacion ThT (ver Materiales y Métodos para mas detalles).
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2.2.4- Significancia

Como hemos mencionado con anterioridad el péptido Melittin ha sido ampliamente estudiado
por sus propiedades antimicrobianas. A pesar de que no se ha reportado afinidad por ninguna
proteina de membrana, su afinidad es hacia lipidos y también se ha considerado como una
toxina. Aungue su mecanismo de accion en las membranas celulares no es bien conocido, la
hip6tesis mas aceptada propone una interaccion particular de los lipidos con el peptido Melittin.
Sin embargo, esta expresion general de “interaccion con lipidos” contiene un amplio significado
y abarca un abanico amplio de posibilidades. Porque puede incluir, entre otros, factores
estructurales, el estado fisico del lipido combinado con la disposicién de los lipidos en la
membrana, asi como cuén diferente es el comportamiento anfipatico del péptido en la interfase
aire/agua que conduce a una combinacion de varios mecanismos propuestos para el dafio
celular, como poros tipo toroidal o barril-beta [154, 155]. La importancia del estado fisico del
fosfolipido para formar transiciones de estructura bidimensional en el entorno interfacial se ha
estudiado para los péptidos AP amiloides [28, 141] que como mencionamos anteriormente
podrian estar compartiendo arreglos estructurales hidrofébicos comunes con el péptido Melittin
en mezcla con determinados lipidos como es el caso del DSPC; estructura que favorece la
interaccion con la sonda fluorescente ThT y dando su caracteristico perfil de emision.

En este sesion mostramos estudios de la interaccion del péptido cationico y anfipatico Melittin
con dos lipidos. EI primero es POPC que tiene un estado liquido-expandido en interfases
aire/agua [103] con una temperatura de transicion bulk de -3.7 °C [29]. El segundo es DSPC,
un lipido con un estado liquido-condensado en interfases aire/agua con una temperatura de
transicion bulk de 54,9 °C [102].

Actualmente, no hay detalles a nivel molecular sobre el mecanismo de accion de Melittin en la
formacion de poros. Sin embargo, segun estudios de Dindmica Molecular, el estado fisico del
lipido afecta el comportamiento del péptido en la membrana. En este sentido, un estudio que
incluyé lipidos de diferentes estados, como DHPC, DLPC, DPPC y DSPC, mostré una mayor
fortaleza de union para con el lipido DSPC con el péptido Melittin [81] debido a la interaccion
de los grupos quimicos de la regién polar lipidica con los residuos polares del péptido [156].
De manera que el lipido DSPC podria interactuar con capacidad de romper los dominios
simétricos y generar asimetria debido a eventos de flip-flop [156, 157]. Debido a la capacidad

de DSPC de interactuar con el péptido Melittin puede inducir una nueva disposicion lipidica en

89



la interfase y desencadenar estructuras de dominios redondeados y fibrilares similares a las
observadas en modelos de membrana en monocapas de Langmuir (ver, Figura 2.28C). Estas
nanoestructuras de dominios y fibras pueden tener importancia bioldgica dado que al formarse
pueden alterar la homeostasis de la membrana celular y provocar una perturbacién de la misma
debido a las interacciones de Melittin con dominios lipidicos con propiedades interfaciales
equivalentes a las de DSPC.

Uno de los factores mencionados como importantes en la interaccion de Melittin con lipidos es
el estado fisico de los mismos, lo que puede explicar la homogeneidad interfacial en las mezclas
POPC/Melittin. Para corroborarlo con mas seguridad es valido mencionar estudios de RMN de
lipidos POPC con Melittin donde se mostraron cambios conformacionales en el grupo polar
con pequefios cambios en la cadena hidrocarbonada para este lipido en estado liquido [158].
Sin embargo, los autores de este estudio mencionaron que los cambios conformacionales
lipidicos son una respuesta mas bien a las cargas positivas que interaccionan con la superficie
de la membrana en general y no deben considerarse especificos de Melittin, aunque admiten
que este péptido es un eficiente modulador conformacional del grupo polar del lipido por la
gran densidad de cargas positivas por unidad estructural [158]. De acuerdo con estos resultados
podriamos explicar por qué en monocapas mezclas de POPC/Melittin  observamos
homogeneidad lateral (Figura 2.23) con un comportamiento de miscibilidad parcial sin la
formacion de estructuras redondeadas ni fibrilares en ninguna de las proporciones ensayadas.
Anteriormente, demostramos que el péptido de Melittin puede formar monocapas estables en
la interfase aire/agua de forma similar a como lo hacen los lipidos. También estudiamos sus
interacciones con glicoesfingolipidos complejos y fosfolipidos en monocapas mezclas. Por lo
tanto, cuando los lipidos estan en estado liquido-condensado, tales interacciones son mas
favorables comparadas con lipidos que se encuentran en estado liquido-expandido [23, 90].
Teniendo en cuenta que el Melittin es considerado una toxina, desde nuestro analisis de
resultados en modelo de membrana en monocapas, proponemos que cuando el péptido Melittin
se inserta en un entorno de membrana enriquecido en lipidos de estado liquido-expandidos
como POPC, el desequilibrio de la membrana se produce sin una disrupcion de la estructura de
la bicapa, probablemente, a través de un mecanismo de formacion de poros. Mientras que lo
contrario puede ocurrir cuando el entorno de la membrana esta enriquecido en lipidos de estado
liquido-condensados como es el caso de DSPC, donde el desequilibrio de la membrana puede

inducirse con la formacion de una estructura fibrilar que acumula los lipidos a una determinada
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PAP en un arreglo molecular bien organizado. Estos arreglos favorecerian la interaccion de
sondas fluorescentes como ThT (ver Seccion 2.2.3).

Si bien no podemos excluir ningin mecanismo de perforacion de la membrana, nuestros
hallazgos pueden respaldar la comprension de algun evento molecular particular que involucra
a DSPC en interaccion con el péptido Melittin. En este sentido, observamos cambios especificos
en las caracteristicas de las bandas correspondientes a los modos vibracionales en ATR-FTIR
de ambas moléculas y de sus mezclas especialmente al 50% de PAP (Figura 2.21). Ademas,
los datos reportados por Lin et al. [157], cuando DSPC se mezcla con componentes asimétricos,
deberia ser mas consistente con un mecanismo de alteracion de la membrana a través de la
unién de Melittin a zonas asimétricas especificas de la interfase que estan enriquecidas con el
lipido DSPC (en estado liquido-condensado) lo que desencadena un estado mas disruptivo de
la membrana cambiando las propiedades hidrofébicas de este entorno molecular.

Teniendo en cuanta la informacion experimental obtenida en estos estudios, disefiamos un
modelo de organizacion de lipidos en 2D para describir los dominios redondeados y estructuras
fibrilares interconectados. EI mismo se hizo agrupando areas con valores de intensidad de grises
similares en las iméagenes obtenidas por BAM (consulte la Figura 2.28B, y la Seccion
Experimental). Este modelo establece que las estructuras fibrilares se deben a la condensacion
de los centros de nucleacion de los dominios redondeados gque son las estructuras predominantes
entre 25-30 mN/m, lo que es equivalente al empaquetamiento en biomembranas (ver Figura
2.28By 2.28C).

En nuestros resultados observamos claramente un comportamiento de inmiscibilidad en las
interfases DSPC/Melittin. Por lo tanto, los dominios redondeados Yy las estructuras fibrilares
observadas por BAM en la interfase son un efecto directo del estado mas solido y menos
hidratado del lipido, la propiedad anfipatica del péptido Melittin y su proporciéon en la
monocapa mezcla.

Como hemos venido analizando en la proporciébn DSPC/Melittin (50%), las estructuras
fibrilares son ThT positivas y muestra un corrimiento de emisién de fluorescencia hacia el rojo
que es reproducible (Figura 2.28). Este hallazgo esta en consonancia con las interacciones
atractivas deducidas de acuerdo con el analisis de miscibilidad de la interaccion de DSPC con
el péptido Melittin (ver Figura 2.24A la desviacion del MMA debajo del area mezcla ideal).
Desde el punto de vista estructural, a esta proporcion observamos un cambio en la disposicion

de la estructura secundaria del péptido, asi como la aparicion de nuevos picos en la zona de
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sefiales correspondientes al lipido centradas en los 2960 cm™ y 2870 cm™ en comparacion con
el lipido puro, o incluso con las otras proporciones evaluadas (ver datos ATR-FTIR en la Figura
2.25B). Por lo tanto, llegamos a la conclusion de que tanto DSPC como Melittin forman parte
de una estructura fibrilar en tal conformacion que, a su vez, puede ser responsable del cambio
de marcaje de ThT, probablemente debido a la formacion de un peculiar bolsillo hidrofébico
"similar a amiloide™ promovido por una disposicion lipido/péptido moldeados en la interfase
agua/aire; llevadndonos a plantear que “la amiloidogénesis en entorno de membrnas no es un
evento molecular restringido a los péptidos Af amiloides sino que también, se puede
manifestar en péptidos con propiedades antibacterianas y toxicas como es el caso de
Melittin”.

De alli que la fibrilacién de Melittin ocurre especificamente cuando el lipido de la mezcla esta
en estado LC (DSPC) pero no cuando estéa en estado LE (POPC), independientemente de que
ambos lipidos tienen el mismo grupo polar. Sin embargo, el nivel de hidratacion interfacial es
notablemente diferente, como lo informaron Brewer et al, 2010. estudiando la relajacion de
fluorescencia emitida por la sonda LAURDAN en monocapas lipidicas en estados LE y LC
[104].

De manera general se sabe que la permeabilizacion de la membrana inducida por Melittin, un
AMP ampliamente estudiado contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas [63], es un
fendmeno que puede desencadenarse por una organizacién especifica de lipidos/péptidos en la
membrana. Sin embargo, el mecanismo molecular especifico de la perforacion de las
membranas por AMPs ha sido objeto de debate, desde la formacién de poros de la membrana
hasta la organizacion de AMP con lipidos que no forman bicapa, lo que lleva en todos los casos
a la pérdida de la homeostasis de la membrana [159], incluida la pérdida completa de la
integridad de la bicapa como ocurre en el caso del péptido Citropin [154]. Nuestros hallazgos
indican que Melittin puede inducir su accion litica por varios mecanismos que pueden ocurrir
simultaneamente en membranas mas complejas, es decir, formacion de poros en regiones
hidratadas en estado liquido-expandido y/o estructuracion en dominios de la bicapa mas
deshidratado.
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Figura 2.23: Coexistencia de estructuras en monocapas mixtas de DSPC:Melitina al 50 % de
proporcion de area peptidica. A: Dependencia de la presion superficial de las estructuras (en
porcentaje del &rea cubierta). Las barras de alto error en el grafico muestran que la coexistencia de
dominios redondeados y fibrillas es independiente de la compresion. B: la etiqueta de colores de
intensidad indica la discontinuidad de la conexion de las fibrillas en la monocapa analizada mediante
el uso del software PixInsight-advance con un script especifico para seguir valores de igual intensidad
en la matriz a partir de imégenes BAM 2D. C: representacion esquematica del posible equilibrio
bidimensional entre dominios redondeados y formacion de fibrillas.
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2.3 Nano-cables del péptido Melittin revestidos con el lipido DSPC y moldeados
en la interfase agua/aire

2.3.1- Los cambios conformacionales en monocapas de los componentes puros (DSPC,
Melittin) y su mezcla como indicio de una interaccion lipido-péptido organizada

Como demostramos en la Seccidn 2.2.4 la interaccion del lipido DSPC con el péptido Melittin
al 50% de PAP mostrd una estructuracion fibrilar donde los lipidos alcanzan un arreglo
molecular bien organizado que favorece la particion y emision de fluorescencia de la sonda
ThT. Lo que cobra gran importancia sobre todo por el hecho de que Melittin es un péptido
considerado no amiloidogeénico, sin embargo, adquiere propiedades de amiloide en presencia
del lipido DSPC al 50% de PAP (Seccion 2.2.4). De manera que la amiloidogénesis no es un
proceso exclusivo de péptidos amiloideos como AP amiloide. Por lo tanto, consideramos de
suma importancia entender que la organizacion estructural de esta interaccion es moldeada en
la interfase agua/aire y le confiere a dicho arreglo molecular propiedades estructurales que
permiten la insercion de sondas fluorescentes dado por cambios conformacionales que ocurren
en mezcla con respecto a sus componentes individuales. En este apartado mostraremos la
formacion peculiar de nano-cables de Melittin interaccionando en forma muy particular con
DSPC cuando se lo mezcla a la relacion de 60 % de PAP.

Es bien conocido que la conformacion de proteinas, péptidos o lipidos puede cambiar en
respuesta a factores ambientales, dichos factores pueden incluir pH, temperatura,
concentracion, iones, uniones a ligandos y otros [160-163]. Teniendo como base los resultados
mostrados en la Seccidn 2.2.4 podemos indicar que las diferentes estructuras formadas en las
monocapas mezclas son moldeadas en la interfase agua/aire, lo que depende de las propiedades
de superficie del lipido, asi como del tamafio y secuencia del péptido que en este microambiente
experimentan cambios conformacionales. Para estudiar los mismos tanto en proteinas como en
lipidos han sido usadas varias técnicas. En nuestro caso particular hemos realizado anélisis de
ATR-FTIR para mostrar claras evidencias de interacciones organizadas y no caracterizadas del
lipido DSPC con el péptido Melittin formadas en la interfase agua/aire a una PAP de 60%. El
ATR-FTIR es una técnica que nos informa acerca de los modos vibracionales, que son una
caracteristica unica de las moléculas estudiadas y esta dada por su estructura molecular [149,
164].
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De acuerdo a nuestros resultados el péptido Melittin puro mostr6 en la region de Amida | en
los 1655 cm™ correspondiente a la estructura o-hélice (Figura 2.29A, parte izquierda). Sin
embargo, en la monocapa mezcla de DSPC/Melittin apareci6 una banda intensa a los 1625 cm-
1 que podria corresponder a estructuras de hoja-B [164-166]. Al comparar estas bandas se
aprecia que la correspondiente a hoja- es mas intensa que la correspondiente a a-hélices,
aunque esta Gltima se aprecia mas ancha. Esto es un indicativo de que en el péptido la estructura
a-hélice persiste ain con formacidn en estructura hoja-p estabilizando al Melittin en una nueva
conformacién al interactuar con el lipido DSPC, incluso después de la transferencia y secado
en el soporte de mica (Figura 2.29B).

Por otra parte, a los valores correspondiente a frecuencias vibracionales donde salen las bandas
para lipidos se apreciaron dos picos diferenciados y centrados en ~2956 cm™ y ~2870 cm™,
estas sefiales se atribuyen a vibraciones asimétricas y simétricas respectivamente de los grupos
quimicos -CHz [164, 167, 168] en las monocapas mezclas cuando se comparan con los
componentes puros. De manera similar los modos vibracionales asimétricos y simétricos para
los grupos -CH.- mostraron cambios apreciables con respecto a los valores tipicos de 2853 cm’
1y 2925 cm™ respectivamente [169].

Teniendo en cuenta estos cambios en los anteriores modos vibracionales procedimos a calcular
la relacién A (2853)/A (2925) donde A es area bajo la curva de estas bandas. Los valores
calculados mostraron un decrecimiento al comparar la mezcla al 50% (0.335) con respecto a
DSPC puro (0.415) lo cual es atribuible a cambios conformacionales en las cadenas
hidrofébicas de DSPC por una modificacion en su movilidad como consecuencia de la
interaccion de DSPC con Melittin (Figura 2.29D).
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Figura 2.29: Espectros de ATR-FTIR y andlisis de reflectividad de films mezclas de DSPC/Melittin (40:60).
A: Region Amida | de Melittin puro (parte izquierda); region de 3000-2800 cm™ correspondientes a DSPC puro
(parte derecha) muestra sefiales vibracionales de -CH,- simétricos (~2853 cm) y anti-simétrico (~2922 cm™). B:
Regién Amida | de la mezcla DSPC/Melittin (40:60) (parte izquierda) se aprecia un pequefio hombro a los 1625 cm-
1 que corresponde a estructuras en hoja B. En la region de 3000-2800 cm™* para la mezcla DSPC/Melittin (40:60)
(parte derecha) se aprecian diferenciadamente sefiales vibracionales de —CHs- centradas a ~2960 cm y ~2870 cm™.
C: Analisis de reflectividad de las imagenes de BAM para la mezcla DSPC/Melittin (40:60). Los valores de
reflectividad muestran dos regiones bien distinguibles, donde los valores méas bajos fueron similares a los del péptido
Melittin puro, mientras que los mas altos fueron similares al lipido DSPC puro. D: Relaciones de areas relativas de
los modos vibracionales simétricos y anti-simétricos de -CHy-. Los errores correspondientes a la longitud de onda y
a las areas fueron de 0.3 y 0.2 para el DSPC pudo y la mezcla DSPC/Melittin respectivamente.

Este comportamiento es importante y relevante para explicar el arreglo interfacial en las

monocapas mezclas que es mostrado a través del anélisis de reflectividad proveniente de las

imagenes de BAM. De acuerdo con este analisis los valores de reflectividad mas bajos

corresponden al péptido Melittin, mientras que los valores de reflectividad mas altos son

similares al lipido DSPC (Figura 2.29C). De manera que definimos un rango de valores en la

mezcla como “Melittin revestido (coated)” que corresponde a DSPC interactuando con Melittin

en una conformacion o arreglo multimolecular mientras que el rango de valores de reflectividad

definidos como “Melittin no-revestido (zona oscura)” de DSPC interactuando con Melittin en

una conformacion o arreglo diferente (Figura 2.29C).
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Estos resultados tanto los de reflectividad calculados a partir de las imagenes de BAM como
los de ATR-FTIR fueron acompanados por un analisis de FM Confocal para lo cual empleamos
tres sondas fluorescentes con diferentes mecanismos de particion y/o interaccion (ver Seccion
2.2.2) que nos permitieron demostrar que el péptido Melittin puede estar revestido con DSPC
con un PAP de Melittin del 60%.

2.3.2- Evidencias por FM del revestimiento del péptido Melittin con lipidos DSPC moldeados
en la interfase agua/aire

De acuerdo con resultados experimentales de ATR-FTIR y andlisis de reflectividad a partir de
las imagenes de BAM postulamos que el péptido Melittin presumiblemente estaria revestido
(coated) con lipidos DSPC; lo cual puede ser corroborado a través de Microscopia de
Fluorescencia. Es bien conocido que los datos experimentales de FM donde se usan
combinacion de sondas en mezclas de lipidos o lipidos-péptidos pueden ser utilizadas para
obtener informacion acerca de la estructura de dominios y su dinamismo lo que puede ser
desencadenado por el ambiente lipidico. Es valido aclarar el comportamiento de las sondas
puede ser sensible tanto de la fase de la interfase como del microambiente donde se inserta
[170, 171].

El significado de lo anteriormente planteado incrementa cuando la sonda liposoluble usada
particiona hacia fases lipidicas en forma diferenciadas y las sondas hidrosolubles hacia un
arreglo especifico de proteinas. En esta seccidbn mostramos resultados experimentales
novedosos y originales donde hemos usado tres sondas fluorescentes (Laurdan, Dil-C18 y ThT)
las que previo a realizar las monocapas se adicionaron a la mezcla lipidos-péptidos y
seguidamente se transfirieron a un soporte de mica sobre el cual fueron observadas por FM
Confocal. En el caso de la sonda Laurdan, particiona indistintamente hacia la fase gel (fluido
ordenado) y fase fluida (fluido desordenado) mientras que el Dil-C18 particiona
preferentemente a la fase liquido-condensado (fluido ordenado) [172]. Para el caso de ThT la
particion es tipicamente hacia fibras proteicas conocidas como amiloides [93]. En esta seccion
se muestra por primera vez un arreglo molecular de interaccion lipido-péptido que plantea un
peculiar ensamblaje de péptidos, inducido por una fase ordenada de lipidos que se asemejan a
un revestimiento lo que contribuye a formar un arreglo de nano-cable que son moldeados en la

interfase agua/aire.
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Los microambientes de lipidos ordenados tienen una influencia en el comportamiento de
proteinas en membranas bioldgicas [173] de manera que el ordenamiento de lipidos es un
importante fendbmeno para modular la sefializacion celular, el trafico intracelular y la bio-
actividad de las membranas [174, 175]. Para lograr un mejor entendimiento acerca de la
separacion de fases lipidicas han sido usadas diferentes sondas fluorescentes como herramientas
moleculares [174, 176, 177]. Con este objetivo muchos autores han empleado sondas
solvatocromicas (que censan ambientes de polaridad) tales como Laurdan para estudiar el orden
lipidico [178, 179] debido a que tiene la capacidad de detectar microambientes de menor
polaridad en fases lipidicas particularmente empaquetadas lo cual resulta en una exclusion de
moléculas de agua asi como una reduccion de la movilidad de su momento dipolar [172, 180,
181]. La emision de la sonda Laurdan esté en la region azul con un pico a los 440 nm para fases
lipidicas ordenadas mientras que las fases lipidicas desordenadas el maximo de emision esta en
los 490 nm [104, 182]. En este estudio mostramos que el méximo de emision de Laurdan estaba
ligeramente corrido hacia los 495-500 nm en las estructuras en forma de nano-cables ubicadas
dentro de los dominios lipidicos de la monocapa mezcla transferida al soporte de mica. Mientras
que en las zonas de los dominios fuera de las estructuras de nano-cables el maximo de emision
estaba centrado en los 440 nm (Figura 2.30 ver, imagen Bl y gréafico C1). Estas diferencias
en la emision de Laurdan responde dos fendmenos, uno llamado fotoseleccion, que indica el
grado de alineamiento del momento dipolar con el haz de luz de excitacion, y el otro se refiere
a la sensibilidad del grupo solvatocromico con la relajacion dipolar e interaccion con las
moléculas de agua [183]. Estas propiedades permitieron explicar los diferentes valores de
intensidades en las regiones de los dominios que delimitan a los nano-cables (Laurdan con un
componente principal de £em = ~500 nm) con respecto a las zonas donde estos no estan
presentes (Laurdan con un componente principal de £em = ~440 nm) dentro de un mismo
domino que contiene a los nano-cables. A nivel molecular esto se debe al alineamiento del
momento dipolar del Laurdan con las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos cuando esta sonda
se inserta entre los lipidos organizados en diferentes fases (o estructurales lipido-péptido en
nuestro caso).

Recientemente Miyazaki et al. 2022 [80], utilizando simulaciones de dindmica molecular
mostraron que el péptido Melittin puede inducir un efecto denominado ‘“de extraccion de
lipidos” en bicapas quedando organizado en un arreglo extendido que depende de la proporcion

lipido/péptido. Analizando esta posibilidad junto con nuestros resultados experimentales con la
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mezcla DSPC/Melittin, proponemos que el péptido Melittin se ensambla en forma de nano-
cables revestidos por el lipido DSPC quedando embebido dentro de dominios lipidicos, dichas
estructuras son moldeadas en la interfase agua/aire y mantienen su forma luego de ser
transferidas a soportes de mica de manera que pueden ser observados por FM Confocal.

Cuando usamos Dil-C18 que particiona hacia fases ordenadas de DSPC, como ha sido
reportado [184, 185], su maximo de emision fue centrado a 565nm como tipicamente se observa
en sistemas lipidicos [186, 187]. En comparacion con Laurdan, el momento dipolar de Dil-C18
esta orientado paralelo al plano de la membrana y perpendicular a las cadenas hidrocarbonadas
de los lipidos [172], lo que determind una ausencia de marcaje en la zona correspondiente a los
nano-cables cuando se usé esta sonda debido a una diferente disposicion de los lipidos en
interaccion con Melittin. Aunque se observéd que dentro de los dominios y cerca de los nano-
cables tanto Laurdan como Dil-C18 son capaces de particionar (Figura 2.30 imagen B1y B2).
Por otra parte, como hemos indicado previamente la sonda ThT muestra un cambio en el
maximo de emisién en mezclas de DSPC/Melittin al 50% de PAP (ver sesion 2.2.3 y Figura
2.27), en este caso, para un PAP 60%, el maximo de emisidn se ubica alrededor de los 545-550
nm permitiéndonos visualizar claramente los nano-cables (Figura 2.30 imagen B3 y gréfico
C3). En este sentido el uso combinando las imagenes obtenidas de ThT y Dil-C18 permiti6
visualizar las estructuras en forma de nano-cables ubicadas dentro de los dominios lipidicos
(Figura 2.30 imagen B3y grafico C3). Es importante destacar que las longitudes de onda de
los laseres usados para excitar a los fluor6foros Laurdan y Dil-C18 fueron 405 nm vy
525/543/559 nm respectivamente. Las que se encuentran por debajo o muy cercanos de sus
respectivos valores reportados 360 nm y 514 nm [188-190]. Este hecho explica que los
espectros aparezcan incompletos (Figura 2.30, C1 y C2). A modo de resumen y teniendo en
cuenta las diferencias en los mecanismos de marcaje de las sondas empleadas el patron
descripto como nano-cables dado por la interaccion de DSPC/Melittin provee tres importantes
significados. Primero, la sonda Laurdan es capaz de diferenciar dos fases diferentes, una
correspondientes a estructuras nano-cables en el centro de los dominios con un maximo de
emision entre los ~495-500 nm y otra en los dominios alrededor de los nano-cables con un
maximo de emision alrededor de los ~440 nm (Figura 2.30, imagen Bl y grafico C1).
Segundo, similar a como han sefialado otros autores [184, 185, 191] en nuestro caso el Dil-C18
debido a su orientacion perpendicular a las cadenas hidrocarbonadas de DSPC, es visualizado

en la fase lipidica con un patrén que dibuja la forma de los dominios que contiene los nano-
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cables pero sin marcar los mismos porgue no particiona hacia el nucleo (core) del dominio
(Figura 2.30, imagen B2 y C2). Tercero, la sonda ThT interacciona con proteinas amiloides
[93], esta peculiar interaccion de DSPC/Melittin evidentemente estd generando regiones
hidrofobicas que favorecen el acomodamiento del ThT con su consecuente emision de
fluorescencia corroborando que la amiloidogénesis es un proceso molecular que no es exclusivo
de péptidos AB amiloides.
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Figura 2.30: Fibras del péptido Melittin revestidas por el lipido DSPC moldeados en la interfase agua/aire
y transferidos a un soporte de mica. A: Gréfico de intensidad de grises tomado en la zona sefialada en las
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imagenes, resaltando la disposicion radial de las estructuras fibrilares. Es valido destacar un incremento de
intensidad de los nano-cables a excepcion de cuando el marcaje es con Dil-C18 (flecha verde) (ver Figura. A2).
B: Iméagenes de microscopia Confocal de las sondas usadas en el arreglo interfacial de la mezcla DSPC/Melittin.
Las sondas fueron Laurdan, Dil-C18 y ThT. En B1 se muestran los dominios marcados por Laurdan con una
clara forma radial de los nano-cables. En B2 se muestra el marcaje de los dominios por Dil-C18 donde se dibuja
la forma radial de los nano-cables sin marcarse. En B3 se visualiza el marcaje especifico por la sonda ThT de
las estructuras en forma de nano-cables. C: Espectros de emision de fluorescencia de las sondas usadas. En C1
se visualizan los espectros de emision de Laurdan a ~440 nm (zona de dominios fuera de los nano-cables) y a
~495-500 nm (nano-cables). En C2 se muestra la emision de Dil-C18 a ~565 nm. Finalmente, en C3 se aprecia
el espectro de ThT con un maximo de emision entre ~445-550 nm correspondiente a las estructuras de
nanocables. Las longitudes de onda de excitacion de los laseres usados para excitar a los fuoréforos fueron: 405
nm, 543/559 nmy 473 nm para Laurdan, Dil-C18 y ThT respectivamente.

Ademas, involucra aspectos como el estado fisico del lipido y la relacidn lipidos/péptidos; esto
altimo, muestra la relevancia del concepto PAP en monocapas de Langmuir mezclas.

Dado la clara estabilidad de etas estructuras formadas por el revestimiento de DSPC sobre el
péptido Melittin que mantienen su forma incluso después de transferirlos a un soporte de mica
procedimos a tratar de aislar los nano-cables; lo cual fue corroborado por AFM y FM Confocal

utilizando la sonda Laurdan (ver Seccién 2.3.3).

2.3.3 Aislamiento de los nano-cables DSPC/Melittin revestidos. Deteccion por AFM y FM

Estos dominios se mantienen estables en la interfase durante la compresion incluso después de
transferirse a un soporte de mica y almacenados durante unas 12 horas a 25 grados en un
ambiente seco. Este largo periodo de tiempo de estabilidad estda dado por cambios
conformacionales en el lipido y en el péptido que determinan una fuerte interaccién entre ellos,
los que fueron detectados por ATR-FTIR (Figura 2.29A). Aunque las interacciones
lipido/péptido no son perfectamente entendidas a nivel molecular, este arreglo en forma de
nano-cables esté dirigido hacia un contacto intermolecular lipido/péptido muy especifico que
depende del estado del lipido, de la estructura secundaria del péptido y de la PAP. Debido a la
estabilidad de estas interacciones es posible conservar cierta integridad estructural de los nano-
cables después de esparcir una gota de agua sobre los dominios transferidos al soporte de mica
con el objetivo de lograr un “efecto de arrastre” de los lipidos que no estan revistiendo los nano-
cables quedando los mismos aislados. Para un mejor entendimiento del proceso de aislamiento
de los nano-cables hay que considerar que el soporte de mica tiene propiedades hidrofilicas que
favorece el esparcimiento de la gota de agua sobre la mica lo que es usado para arrastrar

moléculas con regiones hidrofdbicas (anfifilos) como los lipidos DSPC que forman los
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dominios transferidos al soporte de mica. Bajo estas condiciones los lipidos DSPC tienden a
unirse y formar estructuras de diferentes formas reduciendo su superficie de contacto con el
agua. Teniendo en cuenta lo anterior hemos propuesto dos pasos experimentales para detectar
los nano-cables aislados como consecuencia del “efecto de arrastre” del agua mediante AFM y
FM (Figura 2.31).

Primeramente, las imagenes de AFM fueron obtenidas directamente sobre la monocapa
transferida al soporte de mica (Figura 2.31, imagen Al). Luego de adicionar una gota de agua
sobre la superficie de la mica y esperar un tiempo de incubacion para garantizar su secado se
obtuvo una segunda imagen sobre la zona seca, pudiéndose apreciar los nano-cables aislados

sobre la superficie de mica (Figura 2.31, imagen B1).
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Figura 2.31: Analisis de AFM de mezcla DSPC/Melittin 60% transferido a soporte de mica. A: Imagenes
de topografia de AFM (imagen Al) y Microscopia Fluorescencia Confocal (imagen A2) ato (previo a adicionar
la gota de agua) a la mezcla DSPC/Melittin transferidas a soporte de mica. En la imagen A2 (Confocal) se
aprecian claramente un patrén de mayor intensidad que corresponde a los Nano-cables dentro de los dominios.
B: Imagenes de topografia de AFM (imagen B1) y Microscopia Fluorescencia Confocal (imagen B2) a t;
(después de adicionar la gota de agua) a la mezcla DSPC/Melittin transferidas a soporte de mica. En la imagen
B2 (Confocal) se visualiza claramente los Nano-cables aislados como consecuencia del efecto de arrastre por
adicion de la gota de agua. Se aprecia que mantienen su integridad (fleche roja) con una forma similar a la
apreciada a to (antes de adicionar la gota de agua). C: Grafico que sefiala las dimensiones promedio altura (~25
nm) y el ancho (~27 nm) de los Nano-cables. D: Espectro obtenido por FM Confocal usando la sonda Laurdan
(2%) de los Nano-cables aislados obtenidos a t; (ver imagen B2). Como era de esperar el maximo de emision
apareci6 alrededor de los 500nm correspondiente a fase mas liquida o desordenada donde aparecen los Nano-
cables.
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Siguiendo la misma configuracion experimental el ensayo se realizd por duplicado y se
visualizd por Microscopia de Fluorescencia Confocal utilizando la sonda Laurdan. Pudimos
evidenciar que la sonda Laurdan particioné diferencialmente hacia dos fases en los dominios
de la mezcla DSPC/Melittin. Primero, antes de adicionar la gota de agua: fase correspondiente
a los lipidos que rodean los nano-cables (fase lipidica ordenada) (emisidn a ~440nm); Segundo,
fase correspondiente a los lipidos que revisten a Melittin para formar los nano-cables (fase
lipidica mas desordenada) (emision de Laurdan con mayor intensidad a ~490-500nm) (Figura
2.31, imagen A2 y B2). De manera que en la formacion de los dominios en dicha mezcla los
lipidos se organizan diferente en la interfase agua/aire dependiendo si estan interaccionando
(revistiendo) a Melittin o no. A las estructuras en forma de Nano-cables se les realizd un
espectro de emision, donde se aprecia un maximo predominante alrededor de los 500 nm
(Figura 2.31 D). Este perfil de Laurdan corresponde a fases lipidicas en estado mas liquido o
desordenado que se organizaria revistiendo (cubriendo) a Melittin y adquieren un patron
diferenciable dado por el efecto de arrastre de la gota de agua. Las dimensiones de los nano-
cables estuvieron en el rango de los ~25 nm de alto por ~27 nm de ancho (Figura 2.31 C).
Estos resultados también exponen a los nano-cables revestidos y moldeados en la interfase
agua/aire como estructuras que pueden mimetizarse a un ambiente fisiolégico determinado
facilitando su penetracion a la célula u organelo celular. Siendo este “efecto lipidico mimético”
una herramienta poderosa para el desarrollo de una tecnologia de revestimiento de péptidos que
puede mejorar la viabilidad de los péptidos bioactivos y reducir sus posibles efectos
secundarios.

De manera general, podemos considerar que los péptidos bajo ciertas condiciones
experimentales tales como mezclas con lipidos [28] pueden auto-ensamblarse por interacciones
inter-moleculares especificas que dependen de las propiedades de secuencia de aminoacidos
[192], aunque su estructuracion esta altamente influenciada por el estado fisico de los lipidos
favoreciendo interacciones que condicen a una transicion amiloide que son desencadenados por

arreglos o moldeos que se indicen en la interfase agua/aire [28].
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CAPITULO I1IlI

Materiales y Métodos

3.1 Reactivos

El péptido Melittin se adquirié de Sigma Chem., Co. (St. Louis, MO, EE. UU.) y se purifico
adicionalmente como se describié en trabajos anteriores publicados por el grupo de
investigacion [23]. Por otra parte los péptidos amiloides fueron obtenidos sintéticamente (1)
AB(1-40) (D1AEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVG25SNKGAIGLM35VGGVVa) y (2)
AB(1-42) (D:AEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVG2sSNKGAIIGLM3sVGGVVIA4)
con dos aminoacidos mas en su secuencia, se adquirieron de Bachem AG (www.bachem.com).
La subfase usada fue NaCl 145 mM. El agua se obtuvo de un sistema Milli-Q (Millipore, EE.
UU.) con una conductividad inferior a 0,085 uS-cm™ y una tension superficial de 72 mN-m™.
El NaCl de Merck (Gottingen, Alemania) se calentd en un horno apropiado hasta 400-450 °C
durante al menos 4 h para eliminar pequefias cantidades de impurezas de surfactante. La 1-
pamitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina (POPC) y la 1,2-disteraoil-fosfatidilcolina (DSPC) se
adquirieron de Avanti Polar Lipids, EE. UU. El dimetilsulféxido (DMSO) y el cloroformo

provienen de la compafiia Merck, Gottingen, Alemania.

3.2 Proceso de formacion y compresion-expansion de monocapas de péptidos y lipidos.
n—drea Isotermas.

Los experimentos de monocapa de Langmuir se realizaron a 23 £ 0,5 °C en una sala especial
para el equipamiento de monocapas de Langmuir donde la temperatura fue mantenida en forma
constante con la ayuda de un aire acondicionado de techo. Las monocapas de péptidos se
formaron utilizando una cuba de Langmuir de 180 ml de volumen de subfase. La subfase fue
NaCl no tamponado a 145 mM y pH 5,6. Todos los ajustes se describieron anteriormente en
otros trabajos del grupo [20, 21]. El péptido AP y los lipidos se disolvieron en DMSO puro (de
alta calidad) y cloroformo, respectivamente, en soluciones madre de aproximadamente 10 mM.
Las soluciones de trabajo se prepararon a partir de la soluciébn madre y fueron diluidas

individuales hasta ~1 uM. Los fosfolipidos se disolvieron en cloroformo puro y los amiloides
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y Melittin en DMSO puro. Para monocapas mixtas, el péptido y los lipidos se pre-mezclaron
en solucidn en la proporcion deseada justo antes de realizar el experimento. La solucion (15-30
ul) se extendio directamente sobre la interfase de la subfase mediante el uso de una jeringa
Hamilton de punta biselada (Spreading). La presion superficial se determind con una placa de
Pt utilizando el método de Wilhelmy. La simetria continua de la compresion se logré a través
del movimiento automatico y simultdneo de ambas barreras desde ambos extremos de la
monocapa. Las areas totales de las monocapas fueron grabadas continuamente usando un
software proporcionado por KSV Instruments Ltd. La velocidad de compresion habitual
utilizada se ajusté a 10 mm?-min~%, también se comprobé que a velocidades de compresion
menores bajas no alteran los resultados. Las monocapas formadas por proteinas puras y de sus
mezclas con lipidos suelen tener un proceso de colapso lento, dando una discontinuidad no
abrupta en las isotermas n-area incluso a la velocidad de compresion mas lenta. Por esta razon,
hemos demostrado que el punto de colapso o la presion de transiciéon de todas las isotermas
(POPC/AB(1-40) y DSPC/AP(1-40)) que se muestran en la Figura S2 es la primera
discontinuidad tomada de la segunda derivada de la isoterma m-area (Figura S2). Estos valores
calculados matematicamente son inferiores a las primeras discontinuidades observables a
primera vista en las isotermas de la Figura S1. Antes de la compresion, se permitio que las
peliculas extendidas se equilibraran durante 2-3 min. AMM o el area molecular media por
molécula es el area superficial disponible dividida por la cantidad de moléculas esparcidas en
la interfase, segin AMM = (As/n. + np), donde As es el area superficial total disponible de la
cubay n es la cantidad de moléculas de lipido n. o proteina np 0 su mezcla n. + np esparcidas
sobre el As. El célculo es automéatico mediante el software KSV el cual tiene en cuenta la
velocidad de la barrera y el tamafio del area de la superficie disponible de la cuba al comprimir
la monocapa. El A igeal €S proporcional a la fraccion molar y al area molecular individual de los
componentes puros de la monocapa mezcla a una presion superficial definida () segun A igeal
= (ALXL + ApXp)r, donde AL y Ap son las areas moleculares individuales y X y X las
fracciones molares del lipido y la proteina en la mezcla, respectivamente. AMM es el promedio
de al menos 4/5 determinaciones independientes con su correspondiente desviacion estandar.
El comportamiento de las monocapas mezclas de lipido/péptido se analizd6 comparando las
curvas experimentales (AMM vs 1) con las isotermas teoricas (A ideal VS 7) para las monocapas
correspondientes en las se asume comportamiento ideal sin existir interacciones

intermoleculares. De manera que en un comportamiento cercano al ideal (no interaccion), el
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valor de AMM tiende a estar dentro del valor A iga [23, 85]. Ademas, la
miscibilidad/inmiscibilidad de la interfase mezcla se determino de acuerdo con la regla de la

fase superficial [85].

3.3 Microscopia de angulo de Brewster.

Las monocapas se extendieron sobre la subface en una cuva de Langmuir usando una Hamilton
de punta biselada, como se describid anteriormente. Las monocapas se observaron directamente
a lo largo de toda la isoterma del m-area utilizando un Microscopio de Angulo de Brewster
(“BAM?” por sus siglas en inglés) que cuenta con un EP3 Imaging Ellipsometer (Accurion,
Gottingen, Alemania), el objetivo usado fue de 20X (Nikon, Japén, NA 0,35). Para cada
adquisicion de iméagenes, la monocapa se comprimié mediante pasos de compresion directa de
10 mN-m™L. Durante la adquisicion de iméagenes (5-15 s), la presion lateral no mostré ninguna
variacion detectable. Se tomaron secuencialmente de tres a cinco imagenes para cada presion
superficial, con el fin de tener imagenes de diferentes regiones y a diferentes presiones
superficiales de la misma monocapa. Los resultados obtenidos con BAM se compararon con
las imégenes obtenidas mediante Microscopia de Fuerza Atomica (“AFM” por sus siglas en

inglés) y Microscopia de Fluorescencia (“FM” por sus siglas en inglés).

3.4- Experimentos Transferidos a AFM y FM

Una vez comprimida las monocapas hasta una determinada presion de superficie se transfirieron
a un soporte de mica (moscovita de grado Nano-Tec V-1 de 10 mm de didmetro y 0,15-0,21
mm de espesor, de Innovative Microscopy Suppliers, Argentina); el soporte de mica se
empaqueta en varias capas que se utilizaron quitando una capa para cada experimento. La cara
de mica se enjuagé con agua Milli-Q Tipo Il antes de transferir el material de la superficie. A
continuacion, las monocapas de Langmuir se transfirieron al soporte de mica (orientada
perpendicularmente a la interfase agua/aire) que previamente fue sumergido en la subface antes
de esparcir las mezclas. La transferencia ocurre cuando el Soporte de Mica es levantado a una
velocidad constante (1 mm-mint) y manteniendo constante la presion superficial con un

baréstato de superficie acoplado a las barreras de la cuba de Langmuir. Antes de la
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transferencia, se dejo estabilizar la monocapa (~2 min). Cada monocapa de componentes puros

0 sus mezclas se comprimio primero hasta 20 mN-m™* antes de transferirse al soporte de mica.

3.5- Analisis de Iméagenes y FM

Las estructuras fibrilares se visualizaron mediante FM afiadiendo una gota de una solucién
acuosa de la sonda ThT 10 uM recién preparada a la monocapa transferida sobre el soporte de
mica y dejando secar durante 5 min. Es importante aclarar que la sonda ThT también se puede
afiadir directamente a la mezcla, lograndose una visualizacion de menor resolucién
probablemente debido a la alta solubilidad de la sonda ThT a la subfase durante la formacién
de la monocapa en la interfase agua/NaCl. Se seleccion0 la longitud de onda de excitacién con
un filtro de corte de 450 nm, y la emision se tomd a 482 nm. Para el caso de la mezcla
DSPC/Melittin la longitud de onda de excitacion fue de 480 nm y la emision fue tomada
alrededor de los 540 nm.

Se realizaron controles negativos: ThT puro, lipido puro (POPC, DMPC, DPPC y DSPC) y
péptidos puros (AP y Melittin) los que se sometieron al mismo procedimiento. Como control
positivo, probamos fibrillas preformadas de a-sinucleina formadas en solucién segln Gallea y
colaboradores [113] y tratada de la misma manera con ThT mediante el uso de un cubreobjetos
de vidrio (Figura 4B). El analisis de fluorescencia 2D se realiz6 utilizando un fluorimetro
Horiba NanoLog. También fueron adquiridas imagenes con un microscopio de fluorescencia
Axioplan Carl Zeiss (Alemania) equipado con una camara de video Olympus (EE.UU).
Adicionalmente, se utiliz6 un microscopio confocal. Utilizamos objetivos de 20X, 40X y 60X
(confocal). El procesamiento y analisis de imagenes se llevd a cabo con Fiji y Pixinsight v.
1.8.6 software. Ambos programas nos permitieron usar algunos filtros, asi como la aplicacion
de la transformada de Fourier (procedimiento matematico) 2D para mejorar la resolucion de las

imagenes.

3.6- Microscopica de Fuerza Atémica y SEM.

Las mediciones de AFM se realizaron en un microscopio de fuerza atdbmica multimodo, SPM,
Agilent Technology 5500, EE. UU. Para lo cual usamos el soporte de mica como se describio

arriba. El escaneo de la superficie se realiz6 en modo contacto para medir las monocapas de
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Langmuir transferidas de las mezclas lipido/péptidos y sus respectivos controles (POPC,
DMPC, DPPC y DSPC puros y los péptidos AP(1-40) y Melittin puros). Todos los
experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente excepto para las mezclas DPPC/AB(1-
40). Se recogieron imégenes con una resolucién de 512X512 pixeles a una velocidad de
exploracion de entre 0,3 y 0,4 In-st. Se tomaron simultaneamente iméagenes de friccion,
deflexion y topografia de las cuales se usaron las de topografia que técnicamente nos
proporciona imagenes reales de la rugosidad de la superficie por ser una medida directa sobre
la muestra (movimientos del cantiléver a medida que la punta escanea la muestra usando modo
contacto). Por otra parte, se obtuvieron imagenes mediante SEM utilizando un modelo Carl
Zeiss, Sigma (de las instalaciones de LAMARX, UNC-CONICET). Todas las muestras de SEM

fueron tratadas con metalizado de Au.
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Conclusiones

El lipido POPC en estado liquido-expandido y nano-organizado en monocapas lipidicas induce
estructuras fibrilares en los péptidos Ap amiloides en la interfase agua/aire con una proporcion
baja de péptido. Las imagenes de BAM mostraron claramente estructuras fibrilares 3D que son
ThT positivas y fueron bien visualizadas por AFM luego de transferir las nanoestructuras a un
soporte de mica. Por el contrario, cuando se utiliz6 DSPC (estado liquido-condensado) en la
mezcla con péptidos AP amiloides, el comportamiento lateral fue inmiscible sin formar
estructuras fibrilares.

Cuando se realizaron mezclas del péptido AP amiloide con el lipido DPPC, que sufre transicion
bidimensional LE—LC la formacién de las fibras depende claramente en qué region de fase se
encuentra DPPC, siendo favorecida en la fase LE e inhibida en la fase LC.

Los péptidos truncados AB(1-37/38/39) cuando se mezclaron a baja proporcion (95:05) con el
lipido POPC no formaron fibras amiloides que pudieran ser claramente apreciables por BAM,
lo que indica la influencia critica de tan solo un solo residuo en proceso de fibrilacion. Sin
embargo, la reversion de la secuencia de los AB(1-40/42) en mezcla a baja proporcion (95:05)
con POPC estableci6 una diferencia estructural marcada en las fibras formadas, apreciandose
en ambos casos estructuras fibrilares aisladas y oligémeros en comparacion con los networks
visualizados cuando los péptidos utilizados estaban en su secuencia natural.

La fibrilacion del péptido amiloide en la interfase agua/aire puede modularse dindmicamente
por la calidad del entorno acuoso de la fase lipidica, la proporcion de la proteina en la mezcla,
el empaquetamiento lateral, asi como la reversion de la secuencia de los péptidos amiloides y
el nimero de amino&cidos en el C-terminal del amiloide.

La mezcla fisioldgica de ganglidsidos totales fue capaz de disolver ensamblajes de estructuras
fibrilares inducidos por POPC en el péptido AP (1-40) en un sistema modelo de membrana
(monocapas de Langmuir). El andlisis de imagenes BAM mostro ciertamente la disolucién de
dominios redondeados ThT positivos y estructuras fibrilares distinguiéndose una fase mas
homogénea en un entorno lipidico sin desorcion de proteinas de la interfase. Este proceso puede
conceptualizarse como una transicion cooperativa de la disposicion supramolecular del Ap
amiloide estructurado en forma de fibras, lo que es inducido por cambios en el entorno lipidico

desencadenados por los ganglidsidos en la interfase. La fibrilacion de amiloide inducida por
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POPC puro puede disolverse dindmicamente cuando los gangliosidos se mezclan lateralmente
con las estructuras fibrilares, pero preservando la disposicion de la monocapa. Nuestros
resultados sugieren que la calidad de la superficie y las propiedades de los componentes
lipidicos interfaciales son importantes para que el péptido AP adquiera una estructura molecular
definida en un entorno de membrana.

El péptido Melittin induce auto-estructuracién con la formacion de dominios redondeados y
fibras tipo amiloides cuando se mezcla con el lipido DSPC de caracteristicas liquido-
condensado en la interfase agua/aire, dependiendo de la proporcion del &rea peptidica en la
mezcla. Las imagenes de monocapas mezclas tomadas con la técnica BAM mostraron
claramente estructuras fibrilares 3D y dominios redondeados en la interfase sin disolverse en la
subfase. Estas estructuras identificadas fueron marcadas peculiarmente con ThT destacando por
primera vez una disposicion lipido/péptido en la interfase con un péptido (melittin) que tiene
propiedades antimicrobianas y no ha sido identificado como amiloide. Las estructuras también
se visualizaron por AFM y SEM luego de ser transferirlas a un soporte de mica. Dichas
estructuras fibrilares en la mezcla DSPC/Melittin (50:50) se caracterizan por cambios en el
reordenamiento molecular de péptidos y lipidos segun las variaciones de sefiales vibracionales
observadas por ATR-FTIR, asi como cambios en las longitudes de onda de emision usando la
sonda ThT en microscopia de fluorescencia. Por lo tanto, podemos decir que la amiloidogénesis
no es un proceso restringido a péptidos AP amiloides, sino que puede manifestarse en péptidos
con propiedades antimicrobianas y tdxicas como melittin, ademé&s es modulado por el estado
fisico de los lipidos. Por el contario este fendmeno de fibrilacion no fue observable con el
lipido POPC en estado liquido-expandido, lo que indica que el grado de hidratacion de los
componentes en la interfase es un factor importante para el efecto descrito.

Las estructuras fibrilares de la mezcla DSPC/Melittin en su superficie tienen un alto contenido
de lipidos DSPC segun el analisis de reflectividad a partir de las imagenes de BAM incluso
cuando la PAP se aumenté ligeramente al 60%. Dada la peculiar organizacion y estabilidad de
esta mezcla en la interfase agua/aire pudimos demostrar mediante microscopia de fluorescencia
Confocal usando tres sondas fluorescentes con deferentes mecanismos de particion hacia
estructuras fibrilares de proteinas (ThT) y fases lipidicas (Laurdan y Dil-C18) en las que los
péptidos Melittin quedan embebidos y revestidos debido a su peculiar interaccion con el lipido
DSPC (estado liquido-condensado). Este proceso es moldeado en la interfase agua/aire y las

estructuras en forma de nano-cables formadas permanecen estables por varias horas incluso
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después de ser transferidas a un soporte de mica. Ademas, pueden ser aisladas luego de ser
transferidas a la mica utilizando la fuerza de arrastre de una gota de agua que es depositada en
su superficie, precisamente debido a la coexistencia de dos fases lipidicas (liquido-ordenado y
liquido-desordenado) dentro de un mismo dominio que responden diferencialmente debido a

sus calidades de agua.
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Apéndice con Material Suplementario
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Figura S1: Isotermas m-area del péptido AB(1-40) con lipidos. Mostramos las isotermas de la
mezcla POPC/AB(1-40) (A) y DSPC/AB(1-40) (B) en una escala mas expandida sobre el eje X
(AMM) con el objetivo de apreciar mas claramente el primer punto de colapso (ver Figura 2.1).
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Figura S2: Modulo de compresibilidad (K) del péptido AB(1-40) en mezcla con lipidos. Modulo
de compresibilidad para POPC (A) y DSPC (B) en mezcla con el péptido Ap(1-40). En el inserto de
los gréficos se muestran las PAP para cada mezcla. El K relaciona la variacion de la presion de
superficie = con el AMM a temperatura constante de acuerdo a K = —MMA (0n/OMMA)r. El valor
maximo de este parametro para cada isoterma estd relacionado con transiciones de fases bi-
dimencionales y a un punto de inmiscibilidad lateral (presién de transicion) lo cual es valido para
aplicar la regla de fases. (ver Referencia: Gaines, G. L. Insoluble monolayers at liquid-gas interfases;
Interscience Publishers: New York, 1966). La Presion de transicion indicada en la Figura 2.1 es el
primer punto de discontinuidad de la segunda derivada de la isoterma n-Area con respecto al area
mostrada en S2. A proporciones intermedias de péptidos, observamos un segundo punto de colapso
bien distinguible relacionado a la fase enriquecida en lipidos. (ver seccion experimental).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Interfacial amyloid facilitators
Lipid as inducer of amyloids

We used the Langmuir monolayers technique to study the surface properties of melittin toxin mixed with either
liquid-condensed DSPC or liquid-expanded POPC phospholipids. Pure melittin peptide forms stable insoluble
monolayers at the air-water interface without interacting with Thioflavin T (Th-T), a sensitive probe to detect
protein amyloid formation. When melittin peptide is mixed with DSPC lipid at 50 % of peptide area proportion at
the surface, we observed the formation of fibril-like structures detected by Brewster angle microscopy (BAM), but
they were not observable with POPC. The nano-structures in the melittin-DSPC mixtures became Th-T positive
labeling when the arrangement was observed with fluorescence microscopy. In this condition, Th-T undergoes an
unexpected shift in the typical emission wavelength of this amyloid marker when a 2D fluorescence analysis is
conducted.

Even when reflectivity analysis of BAM imaging evidenced that these structures would correspond to the DSPC
lipid component of the mixture, the interpretation of ATR-FTIR and Th-T data suggested that both components
were involved in a new lipid-peptide rearrangement. These nano-fibril arrangements were also evidenced by
scanning electron and atomic force microscopy when the films were transferred to a mica support. The fibril
formation was not detected when melittin was mixed with the liquid-expanded POPC lipid. We postulated that
DSPC lipids can dynamically trigger the process of amyloid-like nano-arrangement formation at the interface.
This process is favored by the relative peptide content, the quality of the interfacial environment, and the
physical state of the lipid at the surface.

1. Introduction Consequently, the antimicrobial or toxic activity of amyloid peptides has

been studied [4], showing a connection between antimicrobial and

Certain amphipathic and cationic peptides such as dermaseptin S9,
longipin, and protegrin-1, an antimicrobial peptide (AMP) from human
leukocytes, resemble some human amyloid proteins when they are
assembled into ordered fibers. This could suggest that human amyloids
have a physiological role beyond the pathological agents, which in-
cludes a specific disrupting effect on the neuron membrane [1-3].

amyloid formation, and revealing the existence of a new class of mem-
brane bioactive peptides. These peptides can acquire p-sheet confor-
mation upon binding to membranes according to FT-IR spectrum and are
labeled with Thioflavin-T (Th-T) in binding assays [2,5]. On the other
hand, other researchers claim that the phase separation based on a
specific lipid-peptide interaction [6,7] could assemble into small

Abbreviations: AMP, Antimicrobial Peptide; POPC, 1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine; DSPC, 1,2-disteraoyl-phosphatidylcholine; SPH, porcine brain
sphingomyelin; PAP, percentage of Peptide Area Proportion (the percentage of peptide covered surface with respect to lipid in the lipid:peptide mixed surface); Th-T,

Thioflavin T.
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oligomers to trigger channel formation at the membrane (postulated for
Alzheimer amyloid peptides [8]), as it has been observed with protegrin-
1 when using AFM and molecular dynamics simulation [5]. Thus,
studies of the specific interfacial conditions in the lipid-protein inter-
action that lead to an oligomerization-fibrillation process emerge as
important. However, the published data are divergent. Some researchers
claim that the dependence of negatively charged and unsaturated
phospholipids (POPG) as it occurs with PrP prion protein using lipid
monolayers as membrane model system [9]. However, according to
Caillon et al. [3], dermaseptin S9 inserts more efficiently in POPC than
POPG lipid monolayers, justifying that the anionic interface does not
determine the peptide specificity. Thus, the main idea is to try to find
some connection between the mechanism of action of the amyloidogenic
proteins when compared with the antimicrobial peptides, clarifying that
both peptides are able to kill cells through a specific lipid-peptide
interaction. Even though the binding of the peptide may be dissoci-
ated from membrane leakage, and the damage may depend on a
particular lipid mixture [10], this indicates that an adequate conjunc-
tion of interfacial properties must be conjugated for membrane damage
to occur.

One of most extensively studied membrane active bioactive peptide
is melittin, which is cationic and amphipathic with a broad-spectrum
action against both Gram-negative and Gram-positive bacteria [11].
Melittin was discovered in the1970s as an important component of the
bee venom (also named api-toxin) found in the European Apis mellifera
honeybee [12,13]. This 26-residue peptide has a lineal structure with
the sequence: Gly'-Ile-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-
Pro-Ala-Leu-Ile-Ser-Trp-Ile-Lys-Arg-Lys-Arg-Gln-GIn?®-NH, with a net
charge of 6+ at physiological pH [11,14]. Melittin has two a-helix parts
connected by one non o-helix link domain at Pro'* with hydrophobic
and hydrophilic residues close to its N-terminus and C-terminus region,
respectively [12]. The cytotoxic effect of melittin was also explored as a
potential agent against certain cancers, as recently pointed out by
several authors [15-17], with a rapid effect due to its direct membrane
damage on cell culture [18]. The unspecific and broad lytic effect of
melittin on cells becomes the main obstacle to its systemic use, there-
fore, the design of efficient strategies of peptide delivery systems be-
comes imperative [19].

However, the melittin membrane-damage mechanism is still
controversial. While some authors assert peptide pore formation, others
postulate a cell membrane disruption through detergent-like action
[20,21]. The little understanding of the mechanism of the melittin
interaction with cell membranes is probably due to its small size and the
possibility of oligomerization and the formation of different cooperative
lipid-peptide complexes at the interface, the lipid composition of the
membrane [14,22], diverse experimental factors such as temperature,
ionic strength, bulk peptide concentration, among others [21,23,24].
Last but not least, the peptide/lipid ratio employed is also an important
variable to consider. In the two-step mechanism proposed for membrane
insertion (from an isotropic soluble state to a more organized
membrane-inserted damaging state), the transition takes place when the
peptide to lipid ratio reaches a threshold value [25,26], and this
threshold is sensitive to the lipid composition [27]. In this regard, by
using coarse-grained molecular dynamics, it was postulated that the
system may adopt different modes of lipid-peptide arrangement,
depending on the lipid-(POPC)/melittin ratio. Particularly, at a high
melittin/lipid ratio, a “lipid extraction effect” was postulated with a
micellar 3D rearrangement [28].

Additionally, the physical state of the lipid may also affect both the
peptide interaction in the membrane [29] and the lipid arrangement
[30,31]. A computational study using different lipids from a more liquid
state to a more condensed state, such as DHPC, DLPC, DPPC, and DSPC,
showed a higher strengthened bending rigidity for DSPC lipid interact-
ing with melittin [29]. In this way, a significant reduction in the free
energy barrier for lipid transmembrane diffusion (flip-flop) in the DSPC
lipid induced by the presence of melittin was reported. These authors
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proposed an association of the polar lipid head group with the hydro-
philic peptide residues, facilitating the insertion into one leaflet of the
bilayer to the other, resulting in a decrease in the membrane thickness
induced by the lipid flip-flop process, and further favoring the peptide
insertion [32].

In this work, we intend to demonstrate that the lipid phase states
(liquid-condensed vs. liquid-expanded) are strongly determinant in
inducing ordered peptide fibrillation of the melittin toxin. We reported a
complete study of the mixing behavior of melittin film with two zwit-
terionic phospholipids differing in their physical state at room temper-
ature: DSPC (liquid condensed) and POPC (liquid expanded),
respectively. The formed fibril-like structures showed ThT positive
behavior, giving a structural arrangement similar to amyloid peptides.
We used a subphase of NaCl 145 mM, an ionic strength equivalent to a
physiological condition and a stable room temperature (23 °C) to form
fibril-like structures at the air-water interface. Hence, no strong envi-
ronmental or chemical conditions were necessary to induce fibrils at the
interface. These structures were induced by melittin peptide in DSPC
lipid at a 50:50 of Percentage of Peptide Area Proportion (PAP) of lipid:
melittin mixed film. It is important to mention that the percentage of
PAP relative to the lipid covered surface is more important than mole
fractions when the film- forming molecules have dissimilar individual
molecular areas [33]. PAP can be calculated according to: PAP = 100
((nP AP /(nL AL + nP AP)), where nP and nL are the moles of melittin
and lipid in the mixture, and AP and AL are the individual surface mo-
lecular areas of peptide and lipid, respectively.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Melittin was purchased from Sigma Chem., Co. (St. Louis, MO, USA)
and further purified as previously described [33]. Subphase was NaCl
145 mM. Water was obtained from a MilliQ system (Millipore, USA)
with a conductivity <0.085 pS.cm™! and a surface tension of 72 mN.
m~ L. NaCl from Merck (Gottingen, Germany) was roasted in an appro-
priate oven at 400-450 °C for at least 4 h to eliminate small volatile
amounts of surfactant impurities. DSPC (1,2 stearoyl- phosphatidyl-
choline), POPC (1-pamitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine), and sphin-
gomyelin from porcine brain were purchased from Avanti Polar Lipids,
USA. DMSO and Chloroform were from Merck, Gottingen, Germany.

2.2. m-Area isotherms and film balance setting

Langmuir-film experiments were performed essentially as previously
described [34,35]. Temperature was set at 23 + 0.5 °C with the help of a
continuously working individual roof-top air conditioner. Subphase was
unbuffered NaCl 145 mM, pH 5.6. The Teflon trough has a volume of
180 ml, and it was thermostatized with a circulating Haake bath.
Melittin and lipids (DSPC, POPC, and SPH) were dissolved in pure DMSO
or pure chloroform, respectively, into stock solutions of about 10 mM.
Individual diluted daily working solutions were freshly prepared to ~1
mM. For mixed monolayers, peptide and lipid were premixed from their
respective individual solvent solutions at the desired proportion just
before the spread of 15-30 pl of the mixture onto the subphase interface.
Surface pressure was determined with a Pt plate using the Wilhelmy
method. The continuous compression was achieved through an auto-
matic, simultaneous, and symmetric movement of both barriers that
confined the film. The total film area was continuously recorded using
the software provided by KSV Instruments® Ltd. The usual compression
rate used was adjusted to 10 mm2.min !, lower barrier speeds were also
checked without altering the results. The surface potential was
measured with a vibrating plate coupled to a reference electrode.
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2.3. Brewster angle microscopy

Monolayers were spread as described above and directly observed
along the n-Area isotherm using a Brewster Angle Microscope (BAM),
coupled to an EP3 Imaging Ellipsometer equipment (Accurion,
Gottingen, Germany) with a 20x objective (Nikon, Japan, NA 0.35), see
ref. [35]. For each imaging acquisition, the monolayer was compressed
by forward compression steps of 5 mN.m ™. Three to five images were
sequentially taken at each surface pressure, in order to have pictures of
different regions of the monolayer. Some of results obtained with BAM
were compared with the images obtained using Atomic Force Micro-
scopy (AFM) and Fluorescence Microscopy (FM).

2.4. Transferred films for atomic force, scanning electron and
fluorescence microscopy

Compressed monolayers up to the desired surface pressure were
transferred to a mica support (10 mm diameter and 0.15-0.21 mm
thickness Nano-Tec V-1 grade Muscovite from Innovative Microscopy
Suppliers, Argentina). The mica face was rinsed with distilled water
before the transfer. The film was then transferred to the support by
dipping the mica, perpendicularly oriented to the previously submerged
trough, at the lowest speed (1 mm.min 1), while keeping the surface
pressure constant with the surface barostat coupled to the barriers of the
trough. Prior to the transfer, the monolayer was allowed to stabilize for
~2 min. The monolayer of pure components and their mixtures were
first compressed up to 20 mN.m ™! before being transferred to the mica
support.

The fibril-like structures were visualized using Fluorescence Micro-
scopy (FM) by adding a drop of freshly prepared solution of 20 pM Th-T
probe dissolved in pure water to the monolayer transferred to the mica
support and letting it dry for 5 min. Excitation wavelength was selected
with a 480 nm cut off filter and the emission was taken at 535 nm.
Negative controls were done: pure Th-T (transferring a clean interface),
pure lipids, and pure melittin peptide were subjected to the same pro-
cedure (Fig. S1). As a positive control, we used preformed a-synuclein
fibrils prepared in bulk condition according to Gallea and co-workers
[36] and treated with Th-T solution, using the mica support (Fig. 5).
Images were acquired with an Axioplan Carl Zeiss (Germany) fluores-
cence microscope equipped with an Olympus video camera (USA) (see
Fig. S1). Similar results were obtained using a FV1000 confocal micro-
scope (Fig. 5C), where the excitation wavelength selected was 405 nm
and emission wavelengths were selected with filters at ~466 nm, ~478
nm, and ~505 nm. We used 20x and 40x objectives. The 2D fluores-
cence analysis was done using a Horiba NanoLog fluorimeter. For these
experiments, the films transferred on the mica support were placed into
a specific holder of the fluorimeter. Imaging processing and analysis
were carried out using both Fiji and Pixinsight (v. 1.8.6) software. Both
programs allowed us to use some filters and 2D fast Fourier transformed
(FFT) to improve imaging resolution.

AFM measurements were performed on a multimode atomic force
microscope SPM, Agilent Technology 5500, USA. We used the same
mica support as described above. The microscope was used in contact-
mode scanning to measure the transferred Langmuir monolayers of
peptide/lipid mixed monolayers and their respective controls (pure
lipids or pure melittin peptide). All the experiments were carried out at
room temperature. Images of 512 x 512 pixels were collected at a
scanning rate between 0.3 and 0.4 inch.sec™!. The height and error
signals (vertical deflection), friction, and topography images were taken
simultaneously. SEM measurements were made using a Carl Zeiss, Sigma
model (from LAMARX facility, UNC-CONICET). All SEM samples were
treated with Au metallized.
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3. Results

3.1. Surface properties of melittin peptide in DSPC or POPC mixed films.
n-area isotherms and BAM analysis

We can generate surface pressure (m)-Area isotherms by enclosing
amphiphilic molecules that form insoluble monolayers between two
mobile barriers at the surface in a Langmuir trough [37]. In the mono-
layer technique, the surface pressure is defined as & = y° — y, where y° is
the surface tension of pure saline water, and v is the surface tension of
the surface covered with the amphiphilic molecules. = depends on lateral
packing, the amount of molecules spread, and the mixing behavior of the
mixture at the interface [37-40].

In the present work, we studied the influence of melittin peptide
proportion on the surface mixing behavior with two phospholipids
differing in their physical states. DSPC has a liquid-condensed isotherm
(Fig. 1A), whereas POPC has a typical liquid-expanded isotherm at air/
NaCl 145 mM subphase (Fig. 1C). The following lipid:peptide percent-
ages of Peptide Area Proportion (PAP) were used: 80:20, 50:50, and
20:80, calculated for both mixtures as indicated above. Pure melittin
peptide, POPC, and DSPC lipids form insoluble monolayers at the air-
water interface with a maximal lateral stability of around 20, 55, and
60 mN.m 1, respectively; and the molecular areas at maximal packing
were of 2, 0.65 and 0.40 nmz.moleculefl, respectively (Fig. 1A) [41].
BAM imaging of pure peptide or lipid monolayers was homogeneous
with no observable domains or fibril-like structures (Fig. 1B). To further
explore the influence of the physical state of the interface in promoting
fibrils formation, we have conducted preliminary studies using sphin-
gomyelin (SPH). SPH has similar liquid-condensed properties to DSPC
[42], and, at the same melittin proportion, we observed that the
sphingolipid was also able to induce Th-T positive fibril-like structures
but in a rather complex manner with a hysteresis effect and surface
pressure dependence (see Fig. S4). This particular behavior will be
explored in a future report.

We referred to the PAP concept in previous studies [43]. In Langmuir
monolayers, this concept is important since the individual surface mo-
lecular area of proteins shows a big difference when compared to lipids
[33,41]. When melittin was mixed with POPC, the most liquid-expanded
phospholipid, it did not form a fibril-like structure, regardless of PAP,
which is compatible with a more fluid liquid-phase according to the
BAM images (Fig. 1D). The miscibility of melittin with DSPC was partial
and depended on the proportion of the peptide in the mixture. At a PAP
below 50 %, the mixed film showed a completed lateral miscibility,
whereas the mixture became immiscible at 50 % of PAP or greater, with
the observable discontinuity in the collapse point corresponding to the
value found for pure melittin (Fig. 1C and 2C).

Because the individual molecular area of melittin peptide is around
2 nm?.molec ! at ~20 mN.m-1 (Fig. 1), which is greater than either pure
POPC (0.94 nm?. molec™ ) or DSPC (0.52 nm?. molec™!) at the same
lateral pressure, the mixed isotherms moved towards a greater molec-
ular area as the mole fraction of the melittin peptide increased in the
mixture (Fig. 1A and C). However, with DSPC, we found a completely
unexpected behavior . At 50 % of PAP in DSPC:melittin mixed films, we
detected fibril-like and rounded domain structures (Fig. 1B, picture 3,
corresponding to a peptide mole fraction of 0.17). Surprisingly, at this
specific proportion, the observed structures were Th-T positive (Fig. 5)
with a particular shift in the emission wavelength of this probe (see
below). The above fibril-like structures tended to disappear as the
melittin proportion was increased or decreased, but the rounded do-
mains persisted at DSPC:melittin 20:80 of PAP.

Fig. 2 shows the mixing phase diagrams from the n-Area according to
the profile of mixed isotherms, as previously reported for Af-amyloid
[35]. The POPC:melittin mixed interfaces showed a miscibility behavior
when the proportion of melittin was <50 % of PAP, maintaining a slight
decrease in the mean molecular area (Fig. 2C and D). However, a typical
lateral immiscibility for the POPC:melittin behavior was observed with a
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Fig. 1. Surface behavior of melittin peptide in mixing films with lipids. (A) n-Area isotherms for DSPC-melittin or (C) POPC-melittin mixtures and their respective
BAM images (B) and (D) obtained between 15 and 20 mN.m ! in pure films or in the mixtures at the indicated PAP showed in the insert. The corresponding mole
fractions for DSPC:melittin mixed films were 0.05, 0.17, 0.45, respectively. The corresponding mole fractions for POPC:Melittin mixed films were 0.12, 0.38, 0.65,
respectively. The DSPC:melittin mixture at 50:50 of PAP showed fibril-like and rounded domain structures (picture B3), whereas at 20:80 of PAP, it showed only
rounded domains, indicating a particular immiscibility behavior at this proportion (picture B4). The opposite behavior was observed for POPC:melittin mixtures at
the same proportion. For sequential images taken at progressive surface pressure for both lipid:peptide mixtures, see Fig. S3.

first collapse point (first discontinuity point in the n-Area isotherm),
regardless of the melittin content, at PAP > 50 %, compatible with the
protein-enriched phase, and maintaining the mean molecular area and
collapse point [37] (see Fig. 2C and D).

However, the DSPC:melittin peptide mixture showed a more com-
plex miscibility behavior. At 50 % of melittin PAP (around 0.17 of
peptide mole fraction), the miscibility analysis suggests that the DSPC
lipid and melittin peptide are miscible with apparent attractive in-
teractions (a lower MMA, see Fig. 2A). At this proportion, the first

collapse point showed different values compared to pure DSPC with the
coexistence of phases (Fig. 3B) and the formation of both fibril-like and
rounded domain structures. These structures detected by BAM were also
observable by AFM and SEM (Fig. 3C and D). Unexpectedly, these
structures were also evidenced by FM using Th-T fluorescent probe
(Fig. 4). The fluorescence showed a shift in the emission wavelength and
the pattern was similar to the fibrils observed by BAM (Fig. 4). On the
other hand, as the mole fraction of melittin peptide increases (PAP of 80
%), we observed an MMA lower than the ideal one, indicating attractive
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area (see Materials and Methods for more details).

interactions without the formation of fibril-like structures. Hence, the
formation of a complex structure at the interface depends on the DSPC:
peptide proportion (Fig. 2).

Certainly, from a more detailed analysis of the BAM images, it was
possible to obtain information about the interfacial structures. We have
determined the variation of reflectivity values upon film compression
for DSPC:melittin mixtures. This analysis allows us to discriminate two
well-defined values of reflectivity in the pattern. Higher values of
reflectivity corresponded to pure DSPC lipid, whereas lower values
corresponded to pure melittin (see Fig. 3A). The values observed from
the domains defined as bright zone in the mixture corresponded to those
values measured for pure lipids, whereas the reflectivity values of do-
mains defined as dark zone were similar to those found in pure melittin
peptide (Fig. 3). A priori, we could deduce that the bright domains (fi-
bers) were attributable to rearrangements of the lipid phase. However, if
we observe the FM (Th-T positive pattern) and ATR-FTIR experiments
(see below) closely, we have to conclude that the fibers are the product
of a lipid-peptide reorganization forming a new 3D organization
different from the monolayer arrangement of pure components.

The analysis showed lateral phase separation in all mixtures. The
limits of high and low reflectivity values would correspond to pure DSPC
or pure melittin peptide films, respectively (Fig. 3B). However, ac-
cording to ATR-FTIR experiments, we obtained evidence of certain lipid-
protein interactions due to fibrils formation (see below). The data ob-
tained in BAM images were also corroborated by scanning electron
microscopy (SEM). The topography of SEM images from mixed DSPC:
melittin at (50:50) of PAP showed distinguishable fibril-like structures

(Fig. 3C left), whereas in either pure DSPC lipid or melittin peptide the
interface was homogeneous (Fig. 3C, center and right).

3.2. ATR-FTIR spectroscopy analysis of the fiber-containing films

We have conducted a ATR-FTIR analysis of the lipid:peptide mixture
to determine if the fibril-like structures we observed by BAM and SEM
are accompanied by changes in the typical infrared stretching bands
when compared to pure components.

Reports indicate that the a-helix structure contributes to the vibra-
tion of amide I in the range of 1645-1650 cm~! [44]. In our experi-
ments, pure melittin transferred films showed a main a-helix structure
centered at 1650 cm_l, with a little shoulder at 1625 cm ™' that would
correspond to the p-sheet structure. This profile changed notably in the
DSPC:melittin (80:20) mixture (Fig. 4). However, at both DSPC:melittin
(50:50) and DSPC:melittin (20:80) of PAP, secondary structures are
clearly detectable with an increase in the f-sheet component (Fig. 4 A).

ATR-FTIR was also used to determine the behavior of the lipid with
the presence of melittin peptide in the mixed interface. Thus, as it
typically occurs in a phospholipid liquid-crystalline phase [45,46], the
antisymmetric and symmetric stretching bands of methylene —C-H-
bonds at 2922 cm ™! and 2853 cm™! were detected in pure lipid as well
as in all the DSPC: melittin mixtures studied.

However, in DSPC:melittin (50:50, fibril-structures), we observed
two distinguishable and differentiated peaks centered at 2960 cm ™! and
2870 cmf1 respectively, when compared to pure lipid or even to other
lipid:peptide proportions studied (see Fig. 4B). This observation



A.B. Alvarez et al.

Surface Pressure (mN/m)
A s 15 20
! A A A
4 DSPC:Melittin
5_ wmgum(100:0) _6
—¥—(20:80) (Bright Zone)
||« e(50:50) (FIBRIL LIKE) -
& g || >—(80:20) @rignt Zene) 5%
o =g (0:100) ™ o
X 1| —v—(20:80) (Dark Zone) =
4|~ 50:50) (ark zone) 4T
> —»—(80:20) (Dark Zone) >
= T so o ed =
*e e
-53_ I-.o-oooo!q"""i _3.;
o Q
2 2
= =
D 2 2 @
x| > (14
=
E f"‘ !

5 10 15 20
Surface Pressure (mN/m)

DSPC:Melittin (50:50)

BBA - Biomembranes 1864 (2022) 184048

Melittin Mole Fraction

B 00 02 04 06 08 10
3.5 DSPC:Melittin 3.5
i m (100:0)
® (80:20)
& 3.0 } I A (50:50) FIBRIL LIKE | 3.0 5™
o n I v (20:80) o
<« (0100
Z25] e 2.5 =
£ o
-% 2.0 12.0 %
K Q
T15{ ; 115 %5
14 14
1.0 1.0
i v 4

00 02 04 06 08 1.0
Melittin Mole Fraction

Melittin

Fig. 3. BAM reflectivity and SEM analysis of mixed DSPC:melittin films. A: The reflectivity values show two calculable regions in BAM reflectivity from DSPC:
melittin mixtures. Lower reflectivity range values were similar to pure melittin peptide; higher range reflectivity values were similar to pure DSPC lipid, including
fibril-like structures on lipid-enriched phases. B: Reflectivity values of pure DSPC, pure melittin, and different DSPC:melittin proportions taken at ~20 mN.m . C:
SEM images from DSPC:melittin at 50 % of PAP, compressed up to 20 mN.m™! then transferred to mica support (left), SEM controls for pure DSPC (center) or pure

melittin monolayers (right).

indicates a particular conformation of the hydrophobic chains when
DSPC lipids participate in the fibril-like formation.

3.3. Behavior of Th-T fluorescence in DSPC-melittin fibril-like structures

Th-T probe is a potent and well-known fluorescent marker of amy-
loid fibrils [47,48]. Th-T has high solubility in water but is not fluo-
rescent. The probe has a medium affinity (in pM range) for the
hydrophobic environment found in amyloid arrangements. This prop-
erty makes Th-T a sensitive probe for many experimental systems [49],
including amyloid structures artificially provoked on the bench or on
pre-formed fibrils from biological sources [50,51], regardless of the
protein-forming fibrils. This particular Th-T behavior is caused by the
fact that amyloid fibrils share a common molecular structure (cross-f
architecture) and the partition of this probe to these sites modifies its
fluorescence properties [48]. By using fluorescence microscopy, we
were able to observe fibrils and rounded domains marked by Th-T in
transferred mixed DSPC:melittin films (Fig. 5). This procedure was used
previously by adapting a method of monolayer transfer to a mica sup-
port as already described [43,52], (see Materials and Methods for de-
tails). Surprisingly, at 50:50 of PAP, DSPC:melittin transferred films
showed a complex and distinctive fluorescence pattern (compared to
a-synuclein control in Fig. 5). Through a 2D Horiba analysis of the
fluorescence intensity of the transferred film, we found an emission
centered at 522 nm (excitation range used 400-415 nm) with two
additional peaks centered at 466 and 478 nm, respectively. On the other
hand, a-synuclein fibrils transferred to a mica support exhibited the
typical emission maxima centered at 480 (see Fig. 5 A and S1). This

differential fluorescence pattern was also observed by analyzing the
transferred film using spectral confocal fluorescence microscopy with an
excitation wavelength of 405 nm (Fig. 5B), and the fluorescence patterns
of fibril-like structures is consistent with those observed in BAM imaging
(Fig. 1, Fig. 5C, and Fig. S1). In contrast, in the transferred monolayers of
pure components neither melittin peptide nor DSPC lipid alone were Th-
T positive under the same experimental conditions (Fig. S1).

4. Discussion

All hypotheses about the molecular mechanism of membrane
damaging by melittin indicate a particular lipid-peptide interaction.
However, in this “lipid-interaction” several factors usually converge.
This may include, but it is not limited to, structural factors such as the
physical state of the lipid combined with the lipid arrangement at the
membrane, the lipid:peptide ratio, as well as how different the amphi-
pathic behavior of the peptide at the air-water interface is, leading to
one or a combination of several mechanisms proposed: toroidal pore,
barrel-stave, carpet, detergent or “lipid-extraction” effect [28,53,54].
The importance of the physical state of the phospholipid to form bidi-
mensional structure transitions at the interfacial environment was
already reported for AB-amyloid peptides [35,52].

In this work, we studied the interaction of the cationic and amphi-
pathic melittin peptide with two lipids. The first one is POPC, which has
a liquid-expanded state at the air-water interface [55] and a bulk tran-
sition temperature of —3.7 °C [56]. The second one is the DSPC lipid,
with a liquid-condensed state at the air-water interface and a bulk
transition temperature of 54.9 °C [57].
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A: 2D fluorescence intensity values; left side a-synuclein (positive control); right side, DSPC:melittin (50:50). B: Confocal fluorescence spectrum of a-synuclein (max
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respectively (in red). The A.x was 405 nm in both cases. Spectral analysis corresponded to the images showed in C. C: Images of Th-T fluorescence for a-synuclein
(control) and for transferred DSPC:melittin (50:50) film. The film was compressed up to 20 mN.m~! and then transferred to a mica support followed by Th-T in-

cubation (see Materials and Methods for more details).

There are currently no details regarding the action mechanism of
melittin in pore formation at the molecular level. However, according to
molecular dynamic studies, the physical state of the phospholipid affects
the peptide behavior at the membrane level. In this sense, a study
including lipids of different states, such as DHPC, DLPC, DPPC, and
DSPC, showed a higher interaction of the DSPC lipid with the melittin
peptide [29] by the association of the lipid polar head group with the
hydrophilic residues of the peptide [32]. DSPC lipid might form sym-
metric arrangement domains, modifying flip-flop events in bilayers in
the presence of melittin [58]. This property of the DSPC lipid in the
liquid-condensed state of a lipid monolayer may induce a new DSPC
lipid arrangement at the interface, triggering fibril-like and rounded
domain structures as a consequence of its interaction with melittin, as
observed (see Fig. 3C, and Fig. S2). These particular, reproducible, and
long-range observable structures may have biological significance by
disturbing the cell membrane homeostasis, and provoking massive
leakage perturbation when melittin interacts with a membrane lipid
domain equivalent to the interfacial properties of DSPC.

NMR studies of melittin peptide with POPC lipid showed noticeable
conformational changes in the lipid head group and small changes in the
hydrocarbon chain [32,59]. However, for POPC, conformational
changes were mentioned to be a response to positive membrane surface
charges in general, and should not be considered specific to melittin,
although these studies concede that this peptide is one of the most
efficient to induce head group conformational changes due to the

concentrated positive charge density of the peptide [59]. The above
reported results may explain why, in POPC:melittin mixed monolayers,
we observed lateral homogeneity (Fig. 1) without the formation of
neither fibril-like nor rounded structures at all proportion assayed.

We have previously demonstrated that the melittin peptide is able to
form a stable monolayer at the air-water interface similar to phospho-
lipids. We have also studied its interactions with complex glyco-
sphingolipids and phospholipids in mixed monolayers. Thus, when the
lipid monolayer is in the liquid-condensed state, such interactions are
more favorable than in the liquid-expanded state [33,41].

We propose that when the melittin peptide is inserted into a mem-
brane environment enriched with an equivalent liquid-expanded lipid
(such as POPC), membrane permeation occurs without a long-range
disruption of the bilayer structure, probably via a porous formation
mechanism. Whereas if melittin is interacting with a membrane envi-
ronment equivalent to a liquid-condensed lipid (such as DSPC), the
contrary may occur where non-bilayer phases may be induced by the
formation of fibril-like structures. In this connection, we observed spe-
cific changes in the stretching ATR-FTIR bands, characteristic of both
molecules (Fig. 4). Besides, the data reported by Lin et al. [58] should be
more consistent with a mechanism of membrane disruption through
melittin binding to specific asymmetric zones of the interface that are
enriched with DSPC lipid in condensed state, triggering a more disrup-
tive state of the membrane.

We tried to design a 2D lipid-peptide organization model to describe
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the interconnected fibril-like and rounded domains. This was accom-
plished by grouping areas from the intensity values of the data obtained
from the BAM imaging (see Fig. 6B). This model establishes that the
fibril-like structures are caused by condensation of the nucleation cen-
ters from the rounded domains, which are the predominant structures at
higher lateral pressures (see Fig. 5B and C, and Fig. 6A).

We clearly observed an immiscibility behavior in DSPC:Melittin in-
terfaces. Thus, the rounded domains and fibril-like structures observable
by BAM at the interface are a concurrent effect of the physical state of
the lipid, the amphipathic property of the melittin, and its proportion in
the mixed film.

At DSPC:Melittin (50:50) of PAP, the clear fibril-like structure is Th-T
positive, showing a fairly reproducible redshift of the probe (Fig. 5). This
finding is consistent with the observed attractive interactions according
to the miscibility analysis of the peptide/DSPC interaction (see Fig. 2A,
the deviation of the MMA below to ideal mixed area). However, at this
proportion, we observed a change in the secondary structure arrange-
ment of the peptide as well as the emergence of new peaks in the lipid
signal zone at 2960 cm ™! and 2870 cm ™! compared to pure lipid, or even
to other used proportions (see ATR-FTIR data in Fig. 4B). Therefore, we
concluded that both DSPC and melittin are taking part in a fibril-like
structure in such a conformation that, in turn, it may be responsible

A

Surface Pressure (mN/m)
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for Th-T shift labeling, probably due to the formation of a peculiar
“amyloid-like” hydrophobic pocket promoted by a lipid-peptide
arrangement.

This melittin inductor effect occurs specifically when the mixing
lipid partner is in the liquid-condensed state (DSPC) but not in the
liquid-expanded POPC, even when both lipids have an identical polar
head group. However, the level of interfacial hydration is notably
different as it was reported by Brewer et al., who studied the fluores-
cence relaxation of the LAURDAN probe in liquid expanded and
condensed lipid monolayers [60]. Preliminary studies using sphingo-
myelin, a sphingolipid with similar liquid-condensed properties [42],
was also able to induce Th-T positive fibril-like structures but in a rather
complex manner with a hysteresis effect (see Fig. S4).

The membrane permeabilization induced by melittin, an extensively
studied toxin peptide with antimicrobial activity against both Gram-
negative and Gram-positive bacteria [11], is a phenomenon that may
be triggered by a specific lipid-peptide organization in the membrane.
However, the intimate molecular mechanism of membrane injury has
been the subject of debate, ranging from membrane pore formation to
non-bilayer lipid-peptide organization, leading, in all cases, to mem-
brane homeostasis damage [61], including the complete loss of bilayer
integrity as is the case with citropin [53]. Our findings indicate that
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values into the matrix from a 2D BAM imaging. C: Schematic representation of the bidimensional equilibrium between rounded domains and fibril formation. For
sequential images taken at progressive surface pressure for both lipid:peptide mixtures, see Fig. S3.
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melittin can induce its lytic action by several mechanisms that may
occur simultaneously in more complex membranes, i.e., pore formation
in liquid-expanded hydrated regions and/or non-bilayer structure in
more dehydrated domains.

5. Conclusions

Melittin peptide induce both amyloid fibril-like and round structured
domains when mixed with DSPC, a liquid-condensed lipid at the air-
water interface. Fibrils formation depends on the peptide area propor-
tion in the mixture. Imaging of mixed monolayers taken by the BAM
technique clearly showed protruding fibril-like structures and rounded
domains at the interface without dissolving into the subphase. These
fibril-like assemblies were labeled with Th-T, a typical fluorescent
marker for amyloid structures, with particular characteristics. We
describe, for the first time, a fibril-amyloid-like arrangement as a
consequence of the lipid-peptide interaction at the interface, when the
peptide involved is not identified as an amyloid protein. The structures
were also noticeable using AFM and SEM, when the mixed films are
properly transferred to a mica support. The DSPC:melittin fibril-like
structures take place with changes in the molecular conformations of
both peptide and lipid, considering the variations observed in the ATR-
FTIR signals. This fibrillation phenomenon was not observable with the
liquid-expanded POPC, which indicates that the degree of water hy-
dration and physical state of the lipid-forming interface is an important
factor for the described effect.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Pathological phase transition
Amyloid-dissolving process
Langmuir monolayers

Gangliosides induced a smelting process in nanostructured amyloid fibril-like films throughout the surface
properties contributed by glycosphingolipids when mixed with 1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine
(POPC)/AB(1-40) amyloid peptide. We observed a dynamical smelting process when pre-formed amyloid/
phospholipid mixture is laterally mixed with gangliosides. This particular environment, gangliosides/phospho-
lipid/Ap(1-40) peptide mixed interfaces, showed complex miscibility behavior depending on gangliosides con-
tent. At 0% of ganglioside covered surface respect to POPC, AB(1-40) peptide forms fibril-like structure. In
between 5 and 15% of gangliosides, the fibrils dissolve into irregular domains and they disappear when the
proportion of gangliosides reach the 20%. The amyloid interfacial dissolving effect of gangliosides is taken place
at lateral pressure equivalent to the organization of biological membranes.

Domains formed at the interface are clearly evidenced by Brewster Angle Microscopy and Atomic Force Mi-
croscopy when the films are transferred onto a mica support. The domains are thioflavin T (ThT) positive when
observed by fluorescence microscopy.

We postulated that the smelting process of amyloids fibrils-like structure at the membrane surface provoked by
gangliosides is a direct result of a new interfacial environment imposed by the complex glycosphingolipids. We
add experimental evidence, for the first time, how a change in the lipid environment (increase in ganglioside
proportion) induces a rapid loss of the asymmetric structure of amyloid fibrils by a simple modification of the
membrane condition (a more physiological situation).

1. Introduction

The Alzheimer's disease (AD) is a late-onset neurodegenerative
process in older individuals. Although the pathogenesis is not well
known the hallmark at molecular level have long been associated to
protein deposits (amyloids) in neuronal tissues [1]. The formation of
these protein deposits has been related to the neuronal dysfunction and
death, and the past two decades has been framed to the concept of
protein aggregation (amyloid hypothesis). However, nowadays the
discussion is being focused on understanding what is the molecular

organization of Af-amyloid that induces cell injury (monomers, oligo-
mers, protofibrils or fibrils) [2,3].

Actually, it is required a deeper and a more specific understanding of
the molecular mechanism by which amyloids induce neuronal death
[4,5]. In this connection, the concept of structural phase transition
characterized by an abrupt breakdown in the asymmetry of a molecular
arrangement accompanied by a cellular dysfunction has been recently
introduced. This definition includes amyloid phase transition when the
separation into one or more coexisting phases can occur in the cytosol
[4]. In the world of membrane biophysics, the coexistence of phases has

Abbreviations: POPC, 1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine; GCS, ganglioside covered surface that means the surface area proportion of ganglioside respect to
POPC in the mixed film; BAM, brewster angle microscopy; AFM, atomic force microscopy; ThT, thioflavin T; FM, fluorescence microscopy; AD, Alzheimer disease; Gr,

total brain gangliosides; PC, generic diacyl-phosphatidylcholines.
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been well known for a long time [6,7], and a change in membrane
dynamism may cause “health” or “disease” to the homeostasis of the cell
[8]. So, we can extend the concepts of Mathieu et al. [4] to bio-
membranes. Thus, if amyloid defects take place at the membrane sur-
face, may be indicated as “early events” that alter membrane
homeostasis leading to cell death and, slowly, towards an irreversible
pathogenesis of the AD. On the other hand, there are evidences of defects
in the phase transition from individual proteins to multicomponent
condensates forming fibril structures that may conduct to neuro-
degeneration [4]. In this connection, if we extent the same concept when
membranes are involved, a condensates of biomolecules such as POPC
lipids (in liquid state) and Ap(1-40) peptide molecules together are
capable to form fibril-like structure at low peptide proportion [9].

Thus, it is important to stand out that the enzymatic proteolytic
processing of amyloid precursor protein (APP) to produce Ap peptides
takes place at the neuronal membrane environment with its proper di-
versity [1]. POPC is one of the main phospholipids constituent of neu-
rons involved in a healthy function of cellular membranes [10].
Physically, POPC has a liquid expanded character at air-water interface
and a bulk transition temperature of —3.7 °C [11].

Gangliosides are sialic acid-containing complex glycosphingolipids
that are naturally present in the plasma membrane of most vertebrate
cells, particularly in the nervous system where they constitute up to 10%
of the total lipid mass in the brain [12]. Gangliosides have a ceramide
moiety as hydrophobic portion with a protruding oligosaccharide chain
as hydrophilic headgroup; these complex amphiphilic glycolipids have a
liquid-expanded character at air water interface [13,14] and a range of
transition temperature in between 19 and 35 °C [13,15,16]. Addition-
ally, they are inserted in the external leaflet of membrane domains and
their strong amphiphilic character play a role in the stabilization of lipid
membranes [17,18]. Indeed, the ganglioside containing membrane do-
mains are also enriched in cholesterol and low protein content [19].
Taking into account the heterogeneity and negative charges involved in
the oligosaccharide moiety of their structures, some specific interactions
with proteins at the neuronal surface can occur [15,20-22]. By using
data from theoretical and experimental studies of artificial membranes,
it was suggested that ganglioside-lipid interaction can induce the for-
mation of membrane domain due to: i) the hydrogen-bond network at
the lipid-water interface; ii) carbohydrate-water interaction; iii) the ge-
ometry of the gangliosides hydrophilic headgroups as well as their ca-
pacity to interact with the water and iv) the specific content of saturated
alkyl chains [19]. Concerning the ganglioside-lipid interaction, by
electron paramagnetic resonance studies, a special event of phase sep-
aration in POPC lipid induced by gangliosides can occur, due a lateral
cooperative interaction between ganglioside molecules that reduce the
fluidity in POPC bilayers [18,23]. Besides, it was reported that the
ganglioside hydrophobic moiety has a role in the lipid phase separation
that depends on the length of hydrophobic chain as well as the degree of
unsaturation [24-26].

Here, we show experimental evidence that seeks a direct under-
standing about the biophysical molecular mechanisms involved in the
dynamics smelting of fibrils into oligomer/monomer transformation and
vice-versa in a membrane environment, and in fact, this that can be
regulated by the relative content of gangliosides. Our study tries to draw
a guide to future experimental design to precise which is really the
structure that is damaging the neuronal membrane leading to cell death.

Depending of the molecular entity of the amyloid (oligomers or fi-
brils like structure) that is harmful to neural cell, gangliosides may have
seen as beneficial or promoters of membrane damage. In view of our
results if gangliosides dissolve and facilitate the transition from the
fibril-like state into oligomer state may be harmful if the toxic species
are rounded oligomers at the membrane. Otherwise, if the structure that
it is piercing the neural membrane is the fibril-like state, gangliosides
may beneficial for the membrane homeostasis.
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2. Materials and methods
2.1. Chemicals

AB(1-40) (D'AEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVG®*SNKGAIIGLM>5V
GGVV40), were purchased from Bachem, AG (www.bachem.com). The
subphase was NaCl 145 mM. Water was obtained from a MilliQ system
(Millipore, USA) with a conductivity less than 0.085 pS-cm™! and a
surface tension of 72 mN-m™!. NaCl from Merck (Gottingen, Germany)
was roasted in an appropriate oven at 400-450 °C for at least 4 h to
eliminate small volatile amount of surfactants impurities. POPC (1-
pamitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine was purchased from Avanti
Polar Lipids, USA. DMSO and Chloroform were from Merck, Gottingen,
Germany. Total bovine brain ganglioside (Gt) was purified as described
previously by Mammarella et al. [27] with the additional procedure to
become gangliosides free of prions [28]. The proportion of Gy was GM;
20%, GD1, 40%, GD1p, 17% y GTqp 19% [12].

2.2. n-Area isotherms and film balance setting

Langmuir-films experiments were performed essentially as described
previously [9,29]. Temperature was set at 23 + 0.5 °C with the help of a
continuous working individual roof-top air conditioning. Subphase was
unbuffered NaCl 145 mM, pH 5.6. The Teflon trough has a volume of
180 ml and it was thermostatized with a circulating Haake bath. Af
peptide, POPC and gangliosides were dissolved in pure DMSO, pure
chloroform or chloroform:methanol:water (65:30:5, v/v) respectively,
into stock solutions of about 10 mM. Individual diluted daily working
solutions were freshly prepared to ~1 mM. For mixed monolayers,
peptide and lipid were premixed from their respective individual solvent
solutions at the desired proportion just before spreading of 15-30 pl of
the mixture onto the subphase interface. Surface pressure was deter-
mined with a Pt plate using the Wilhelmy method. The continuous
compression was through an automatic, simultaneous and symmetric
movement of both barriers that confine the film. The total film area was
continuously recorded using the software provided by KSV In-
struments® Ltd. The usual compression rate used was adjusted at 10
mm?2.min~?, lower barrier speeds were also checked without altering the
results. The surface potential was measured with a vibrating plate
coupled with a reference electrode.

2.3. Brewster angle microscopy

Monolayers were spread as described above and directly observed
along all n-Area isotherm using a Brewster Angle Microscope (BAM)
coupled to an EP3 Imaging Ellipsometer equipment (Accurion,
Gottingen, Germany) with a 20 x objective (Nikon, Japan, NA 0.35), see
ref. [9] . For each imaging acquisition, the monolayer was compressed
by forward compression steps of 5 mN-m™!. During imaging acquisition
(5 to 20 s) the lateral pressure did not exhibit any detectable variation.
In the case of dynamic experiment of film mixing (Fig. 6) the trough was
divided in two regions by the help of a hydrophilic acrylic mobile
separating barrier. Three to five images were sequentially taken at each
surface pressure, in order to have pictures of different regions of the
monolayer. Some of results obtained with BAM were compared with the
images obtained by using Atomic Force Microscopy (AFM) and Fluo-
rescence Microscopy (FM).

2.4. Transferred films for atomic force and fluorescence microscopy

Compressed monolayers up to the desired surface pressure were
transferred to mica support (10 mm diameter and 0.15-0.21 mm
thickness Nano-Tec V-1 grade Muscovite from Innovative Microscopy
Suppliers, Argentina). The mica face was rinsed with distilled water
before transferring. The film was then transferred to the support by
dipping the mica, oriented perpendicular to the trough previously
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submerged, at the smallest speed (1 mm-min~!) and keeping the surface
pressure constant with a surface barostat couple to the barriers of the
trough. Previous to the transfer, the monolayer was allowed to stabilize
for ~2 min. The monolayer of pure components and their mixtures was
first compressed up to 20 mN-m ™! before transferring to mica support.

The fibril-like structures were visualized by Fluorescence Microscopy
(FM) by adding a drop of freshly prepared solution of 10 pM ThT probe
dissolved in pure water to the transferred monolayer onto the mica
support and leave to dry off for 5 min. Excitation wavelength was
selected with a 450 nm cutting filter and the emission taken at 482 nm.
Negative controls were done: pure ThT (transferring a clean interface),
pure lipids and pure AP peptide were subjected to the same procedure
(Fig. 4B). As positive control we tested over preformed fibrils of a-syn-
uclein prepared in bulk condition according to Gallea and co-workers
[30] and treated in the same way with ThT by using glass coverslip
(Fig. 5B). The images were acquired with an Axioplan Carl Zeiss (Ger-
many) fluorescence microscope equipped with an Olympus video cam-
era (USA). We used a 20x and 40x objectives. The imaging processing
and analysis was carried out using both Fiji and Pixinsight (v. 1.8.6
software). Both programs allowed us to use some filters and 2D FFT to
improve imaging resolution.

Atomic Force Microscopy (AFM) measurements were performed on a
multimode atomic force microscope SPM, Agilent Technology 5500,
USA. We used the same mica support as describe above. It was used in
contact-mode scanning to measure the transferred Langmuir mono-
layers of AB(1-40) peptide/lipid mixed monolayers and their respective
controls (pure POPC, pure Total Gangliosides and pure Af(1-40) pep-
tide). All the experiments were carried out at room temperature. Reso-
lution images of 512 x 512 pixels were collected at a scanning rate in
between 0.3 and 0.4 In-s™!. The height and error-signal (vertical
deflection), friction and topography images were taken simultaneously.

3. Results

3.1. Surface properties of Gt in POPC/Af(1-40) fibril-like mixed films.
n—area isotherms and BAM images

The air—water interface is widely used to form insoluble monolayers
of many confined amphiphilic molecules [31] and as a membrane model
of lipid-protein interaction [32]. The compression-expansion of an
insoluble monolayer can occur by using a Langmuir trough when
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coupled to a movable barrier generating a surface pressure (1) — area
isotherm. The film compression induces a decrease in surface tension
that depends of parameters such as molecular surface concentration,
miscibility of the components and the lateral packing. The change in
surface tension is defined as surface pressure n = y° — v, where y° is the
interfacial tension of pure water and vy the surface tension of amphiphilic
covered surface [31,33-35].

Previously, we demonstrated that pure A amyloid peptides form
insoluble monolayers at air/water interface with a high lateral stability
and a main molecular area of around 2.5 nm?/molecule [36] with a
particularly high rheology behavior compared with other amphiphilic
non amyloidogenic peptide [29].

More recently, we showed that Ap(1-40) amyloid peptide mixed
with POPC (phospholipid in liquid-expanded state) form nanostructured
fibril-like films at the air-water interface [9] with a maximal lateral
stability of around 40 mN-m~! (Fig. 1). This effect was not observed
when the lipid partner of amyloid was a more solid-condensed phos-
pholipid like DSPC [9].

The surface properties of pure individual gangliosides have been
widely studied previously [13,37] including the peculiar hydration
properties of their bulky polar head group [38-40]. We have used total
brain gangliosides because it is the physiological mixture found in
neural tissue [12] .

The surface property of total brain gangliosides (Gr) monolayer be-
haves as an typical liquid-expanded film with a collapsing point of
around 40 mN-m~}, in according to the data described previously
[13,14]. Gt films have a change in the compressibility modulus (K) at
around 30 mN-m™! associated to tilt in the oligosaccharide head group
upon compression [41]. However, this discontinuity is under discussion
if represent a true two-state bidimensional phase transition since the
BAM imaging of pure Gr films is completely homogeneous without
observable domains (see Fig. 1). The individual surface properties of G
were independent of the spreading solvent either from pure DMSO or
from a mixture of solvents (see Section 2.2).

POPC induces fibril-like structures when mixed with Af(1-40) am-
yloid at low peptide proportion [9]. Here, we studied the effect of Gt on
the nanostructured fibril-like interface in mixed ternary films at
different ganglioside proportion weighted by the Ganglioside Covered
Surface (GCS), defined as the percentage of surface covered by gangli-
oside with respect to phospholipid and/or Ap(1-40) amyloid (Fig. 1).
This is more important than mole fraction in mixed films since the

POPC:AB(1-40):Gy (95:05:5) POPC:AB(1-40):Gy (95:05:10)

POPC:A/(1-40):Gy (95:05:20) Total Gangliosides (Gr)

Fig. 1. Surface behavior of total gangliosides in structured fibril like films. (A) ©= — area isotherms for POPC/peptide/Total Gangliosides mixtures. (B) BAM images
obtained at 10 mN-m ! in fibril like films and their mixture at the indicate lipid/amyloid/Gr percentage of PAP (showed in the inset). The POPC/AB(1-40) mixture at
95:05 of PAP, shows fibril-like structures, [9] while the pictures B2, B3, B4 at (95:05:05), (95:05:10), (95:05:15) of GCS respectively shows domains, indicative of a
different immiscibility behavior induced by Gr. Conversely the POPC/A(1-40)/Gr mixture at (95:05:20) shows total homogeneity compared to pure Gr. The mean
molecular areas (MMA) of the mixed film were calculated, as indicated in the Experimental Section. The respective mole fraction of G at (95:05:05), (95:05:10),
(95:05:15) and (95:05:20) of GCS are 0.046, 0.092, 0.139 and 0.186. The scale solid bar in the pictures represents 20 pm.
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individual surface molecular areas occupied by each component are
quite dissimilar (ref. to [9]).

To show the impact of ganglioside proportion in the mixture, we
have used the following percent of GCS in POPC:Ap(1-40):Gt 95:05:05,
95:05:10, 95:05:15, and 95:05:20 calculated, as indicated in Material
and Methods. Each value of GCS corresponds to a specific mole fraction
of Gr of 0.046, 0.092, 0.139 and 0.186, respectively, due to the dis-
similar individual molecular areas of the pure components (see Fig. 1).
The concept of surface covered area is quite important in Langmuir
monolayers when mixing molecules that differ in their individual mo-
lecular areas. Thus, a small mole fraction of a molecule of high molec-
ular area (such as amyloid peptide) in the mixture would influence the
surface behavior of the mixture according to its relative occupied area
[9,42,43].

The ternary mixed isotherms have a liquid expanded character at
air/NaCl 145 mM subphase moving towards higher molecular areas as
the Gr is increased in the mixture (Fig. 1A). The quite distinguishable
fibril-like amyloid structures induced by pure POPC is gradually “lateral-
dissolved” as the proportion of Gy is increased and completely disappear
when the ternary films reached 20% of GCS (see Fig. 1B), no far from the
real physiological phospholipids/gangliosides proportion found in
normal neural tissue [12].

The BAM imaging showed that the fibril-like structures gradually
change to rounded and irregular domains and they are completely
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dissolved by the effect of gangliosides being undetectable at 20% of GCS.
It is important to remark that the “lateral-dissolving” effect takes place
without AB(1-40) peptide desorption into the subphase since the iso-
therms keep the molecular area from the lift-off area until collapse. The
“lateral-dissolving” effect is keeping with changes observed in AFM
image topography and ThT fluorescence microscopy (see below).

From 0 to15% of GCS (from 0 to 0.139 mol fraction of Gt) a two-
phase behavior of the films is observed. However, at 20% of GCS only
one homogeneous phase was clearly appreciated witch reflectivity
values similar to those observed for pure Gy (Fig. 3A) according to BAM
imaging (Fig. 1B). The profile of = — area isotherms allows us to
experimentally build a miscibility diagram of the mixed interfaces [44],
see Fig. 2.

In our particular case we have to consider four molecular aspects that
concern to the peculiar surface behavior of the studied gangliosides/
POPC mixtures in its interaction with AB(1-40) amyloid. Firstly, the
molecular hydrophobic length and matching between the hydrophobic
portion of the gangliosides and POPC; second, both lipids have similar
liquid-expanded character at air/water interface; third, POPC consid-
ered as a fiber inductor of AB(1-40) peptide at low proportion [9] but
not pure gangliosides by themselves (Fig. 4B); fourth, the complex
oligosaccharide polar headgroup, the negative charge given by the sialic
acid and its respective hydration state and dipolar organization (surface
potential) are distinctive properties of gangliosides (Fig. 2D).
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Fig. 2. POPC/AB(1-40)/Total Gangliosides miscibility, phase diagram and surface potential. A: Phase diagram for POPC/AB(1-40)/Gr mixtures showing Phase
Transition by reflectivity. B: Lateral immiscibility analysis; Mean Molecular Area (MMA) vs. mole fraction of G taken at ~20 mN-m~'C: Compressibility module vs.
surface pressure analysis showing the particular behavior for total gangliosides compare with their mixtures. D: Surface potential vs. MMA analysis showing the
surface potential/molecule behavior above 5% of GCS. The POPC/AB(1-40)/Gt mixture has a peculiar phase separation behavior between 5% and 15% of GCS
showing irregular domains, whereas at 20% of GCS was appreciated total homogeneity.
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The indivisible combination of the last molecular aspects of gangli-
osides may be the responsible of triggering the order-disorder transition
that induces the transformation from fibril-like and irregular domain
structures to complete homogeneity (non-detectable at BAM or AFM
scale) at 20% of GCS (Figs. 1B and 2B).

The phase separation is an important phenomenon in biologicals
systems to explain the protein assembly associated with neurodegener-
ative diseases [4]. In this connection, we are giving strong experimental
evidence that the above concept can be extended to a membrane envi-
ronment system. Based in reflectivity analysis we show how the nano-
structured fibril-like amyloid is possible to break/dissolve out two
coexisting phases by a cooperative process induced by a distinctive
lateral partner, as gangliosides do. Additionally, the phenomenon occurs
without altering the overall stability of the ternary monolayer, as it
would be the lost in surface pressure by desorption of the film forming
components from the interface.

The analysis of complex comportment of POPC/AB(1-40)/Gt mix-
tures suggest two distinguishable behavior: a lateral immiscibility in
between 5 and 15% of GCS that becomes completely homogeneous at
20% (Figs. 2B and 3). However, at 10% of GCS the surface analysis
showed that the POPC/AB(1-40)/Gr are still immiscible with the for-
mation of peculiar irregulars domains observable by BAM and AFM
techniques (see below and Fig. 3). These domains are ThT positive
(Fig. 6) similar to fibrils like structure [9]. At 5% of GCS we still
observed domains indicating lateral immiscibility but without appre-
ciable deviation in molecular areas (Fig. 2B). The slope of the profile of
1 — area isotherms allows us to calculate the compressibility of the
monolayer, its reciprocal is called surface compressibility modulus (K)
that is an additional parameter to further describe the monolayer

properties. It is usually defined as: K = —A (g—z) where A is the surface

molecular area (at the surface pressure ) and = is the surface pressure of
the film [31].

The compression of the monolayer led to the appearance irregular
domains at 5%, 10% and 15% of GCS becoming homogeneous at 20% of
GCS according to the BAM and AFM images (Fig. 3). The compressibility
modulus (K) at 5%, 10% and 20% of GCS presented a maximum at

A
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~31.1, ~32.7 and ~33.4 mN-m’l, respectively. However, at 15% of
GCS presented two well defined maxima of K at ~25.7 mN-m~! and ~
31.6 mN-m ™! (Fig. 2C). These points on the isotherms are telling us the
setting up the coexistence of two phases at the interface formed by the
ternary film in which it is establishing a new re-arrangement among the
film forming molecules where the amyloid structures are progressively
dissolving into a new phase as the GCS is increased, being completely
homogeneous at 20% of GCS (Figs. 1B, 2C and 3).

It is important to evaluate the behavior of the mean molecular area
and the mean surface potential per molecule in the mixtures where the
formation/dissolution of amyloids occur compared with the ideal values
[31]. In Fig. 2 we present a complete view of the miscibility data. In the
transition region of GCS (15-20% with a tendency of amyloid smelting)
we detected a higher experimental molecular area compatible with a
more monomeric form of the amyloid compared with the fibrils-like
structure observed at 0% of GCS, keeping with a decrease in the
values of the surface potential/molecule. These facts are clearly indi-
cating that there is no desorption of AB(1-40) molecules from the
interface as the ganglioside mixture prevents the formation of amyloid
fibrillar structure.

3.2. Reflectivity and ThT analysis of the irregular domains in POPC:Af
(1-40):Gr mixing interfaces

A more exhaustive analysis was made from the BAM images upon
film compression for POPC:AB(1-40):Gt mixtures. We have calculated
the reflectivity in different zones of the images including the irregular
domains. We have used this approach previously to identify what type of
film molecules are responsible of a determined reflectivity (brightness of
the film [9]). Thus, we have discriminated three well-defined patterns of
reflectivity. First, the higher reflectivity values is identified with Ap
(1-40) peptide, low reflectivity values would correspond to pure POPC
phase, and the third ones with intermediate values of reflectivity are
similar to those found for pure Gr, Fig. 4A. This overall analysis allows
us to attribute the higher values of reflectivity in ternary mixed films to a
more peptide-enriched phase that correspond to the irregular domains
separate out of the rest of the lipid-enriched phase (see Fig. 4A dot lines).

POPC:AB(1-40):Gr. (95:05:15) POPC:AB(1-40):G; (95:05:20)

Fig. 3. BAM images and the respective AFM topography images of POPC/AB(1-40)/Gr. A: BAM images from mixtures POPC/AB(1-40)/Gr at the GCS indicated. B:
AFM topography imaging from mixtures POPC/AB(1-40)/Gr at GCS indicated. The mixed films were compressed up to 25 mN-m~! and transferred to the mica
support. The irregular domains along of 2 pm length is shown (see the white bar). It is worthy to note that the image of AFM is 11 x 11 pm, whereas the BAM image is

200 x 250 pm (see the Experimental Section for more details).
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Fig. 4. Reflectivity analysis to detect the origin of irregular domains on the mixtures. A: Reflectivity values indicating the three distinguishable (and measurable)
regions in BAM intensity from POPC/AB(1-40)/Gr mixtures indicated with three different colors. Low values are close to pure POPC lipid (black); high reflectivity
range values were similar to pure AB(1-40) peptides (blue); and intermediate reflectivity values correspond to pure Gr. The inset on the graphic shows the pro-
portions and the zone where the plotted values of reflectivity were taken. The irregular domains have similar reflectivity values like AB(1-40) peptide. B: BAM images
shows that the irregular domains come from mixtures when there are peptides molecules. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the

reader is referred to the web version of this article.)

It is important to emphasize that the smelting effect of Gt needs the
synergic participation of POPC in the mixed interface. In complete
absence of POPC, this is pure Gt mixed with AB(1-40) peptide, it was
observed small rounded domains that are ThT negative (Fig. 4B, middle
right part), but never fibrils-like structure as pure POPC does (Fig. 4B,
lower center part). However, amyloids formed in pure POPC gradually
smelt as Gy increase until a complete homogenization is reached at 20%
of Gr with respect to POPC (Fig. 1B lower center part and Fig. 4B middle
center part).

It is accepted the particular reactivity of ThT fluorescent probe with
fibrils is one of the requirements that an aggregate must meet to be
considered amyloid [45]. In a previous work, we reported an adapted
technique to visualize if the amyloids formed as consequence of lipid-Ap

A

(1-40) peptide interaction in Langmuir films become ThT positive by
transferring the packed film to mica support, further fluorescence in-
cubation and further observation by fluorescence microscopy [9]. Using
a similar approach, we found that the irregular domains observed by
BAM images of POPC/AB(1-40)/Gr (95:05:10) were ThT positive. The
images of transferred monolayers to the solid support showed a fluo-
rescence pattern that keeps the domains with the irregular geometry
than those observed in BAM and AFM topography images. The fact that
the morphology of the domains and fibril-like structures are quite
similar either by using BAM, AFM or ThT fluorescence microscopy is
telling us that the amyloid structures remains almost unchanged in spite
of interface technical manipulation.

We note that neither pure POPC or G transferred monolayers were
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Fig. 5. ThT confirmation of amyloid Ap(1-40) irregular domains induced by Gr at the air—water interface. A: Analysis of the Fluorescence intensity values of
transferred films from Langmuir trough to the mica solid support after room temperature ThT incubation. Were transferred pure Gt peptide film, transferred pure
POPC film; this average intensity corresponds to all fluorescence signals without imaging processing. B: The Fluorescence images of negative controls (Gt and POPC)
and the irregular domains of POPC/AB(1-40)/Gr mixed at 95:05:05 of GCS was obtained after transferred to the mica support. The a-synuclein was used as positive
control and formed in bulk condition then transferred to a solid support and incubated with ThT. In the lower right corner, the white bar represents the scale of
20 pm.
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ThT positive (Fig. 5B) nor pure Ap(1-40) [9]. Thus, the above negative
controls were used to quantify, by comparison, the ThT fluorescence
intensity pattern of the irregular domains (Fig. 5B). As additional
checking of positive control, we have also visualized, by using the same
procedure, fibrils of a-synuclein performed in bulk condition showing an
appreciable ThT label (Fig. 5B, lower left).

3.3. The nanostructured amyloid fibrils-like are dynamically smelt by
gangliosides.

The nature of the molecular interactions underlying the amyloid
smelting brought about by the progressive transformation of fibrils-like
structure into homogeneous lipid-peptide mixed interfaces as ganglio-
side proportion increases, led us to design a more dynamic experiment in
which it would be possible to follow the time-course of the smelting
process induced by gangliosides in a unique mixed monolayer. In Fig. 6
(A and B) we show a diagram of the experimental monolayer setting to
dynamically trace the smelting process of the amyloid fibrils-like
structure.

In a proper Teflon trough of BAM we physically divided it into two
initially confined monolayers separated at the surface by a vertically
movable barrier (see Fig. 6 upper left part). In the right compartment it
was spread the POPC:AB(1-40) 95:05 film set at 20 mN-m_l, where the
fibrils-like structures are clearly observed. In the left compartment it was
spread pure total ganglioside monolayer and compressed up to 30
mN-m ! in an equivalent amount of glycosphingolipid molecules to
reach a total mixing film of POPC:AB(1-40):Gt 95:05:20 after lateral
mixing. Then, the separating vertical movable barrier is carefully lifted
allowing the laterally mixing through the interface due to Marangoni
effect (the fast amphiphile moving mass over the surface due to the
surface tension gradient [46], see Fig. 6). As soon as the separating
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barrier is moved up, the molecules of both pre-formed monolayers
become each other in contact and the overall surface pressure is fast
equilibrated to the approximately value of 25 mN-m™~! now forming a
tertiary component film. As initially we observed a fast dissolving effect
induced by gangliosides, we generated two different experimental sit-
uations in order to discard an effect due to mechanical perturbation by
the fast mixing. In the Dynamic Smelt Process, the left compartment of the
trough was spread with pure Gt whereas in the Dynamic Fibrils Keeping
approach we set the left compartment with pure POPC where the fibrils-
like structures are preserved after both surfaces are mixed (Fig. 6 C and
D). However, the smelting of the fibrils provoked by gangliosides is a
rapid process and at 3 min practically all the initial fibrils is no longer
observable by BAM. The calculated critical smelt time was 2.35 min, this
is the necessary time to completely dissolve the pre-formed ThT positive
A fibrils after gangliosides are allowed to lateral diffuse to reach POPC:
amyloid domains.

4. Discussion

The surface/interface membrane region appears as the natural
environment in which Af peptides are (mis)processed with further
accumulation depending on the membrane composition that may either
acts as catalyzing or inhibiting amyloid aggregation [1,47].

Recently, it has been highlighted the strong influence of either
membranes as promoter of amyloid aggregation or the formation of
amyloid-lipid co-aggregates [48]. In this sense, we have recently re-
ported that nanostructured fibril-like AB amyloid formation can be
induced at air-water interfaces depending of physical state of the
phospholipid and the lipid:amyloid ratio [9].

The putative role of gangliosides as amyloidogenic has been claimed
by several authors. Particularly, GM; has been identified as the putative
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Fig. 6. Dynamic visualization of the smelting process triggered by gangliosides diffusion. Upper part: Trough setting for dynamic measurements coupled to BAM, A:
Pure Gr spread at ~30 mN-m ! on the left compartment and POPC/AB(1-40) (95:05) with nanostructured fibril-like at ~20 mN-m~? spread on the right
compartment separated by a mobile barrier. B: Lifting the mobile barrier allows the rapid mixing of both surface due to initially uneven surface pressure (Marangoni
effect). C: Quantification of the smelting process from 0 min (just before lifting the mobile barrier) up to 10 min when in the left compartment is spread Gr (black line,
Dynamic Smelt Process) or pure POPC (blue line, Dynamic Fibrils Keeping). D: BAM images at the indicated times in C in the Dynamic Smelt Process (1-4) or in Dynamic
Fibrils Keeping (5-6). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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lipid binding molecule of Ap amyloid peptide in neuron cell membranes
[49-52]. More recently, it have been shown that in lipid bilayers formed
by POPC, GM; decreases the binding strength of Ap amyloid [53] sug-
gesting that mixed POPC:gangliosides interaction could give an addi-
tional property in the amyloid-membrane interaction. In this
connection, it was claimed that GM; enhances AB(1-42) peptide binding
at low ganglioside proportion inserted in liquid-disorder phospholipid
bilayers [54].

As we mentioned, films of POPC lipid (in liquid expanded or liquid
disordered state) have an inductor effect of fibril-like structures in Ap
(1-40) peptide at low peptide proportion (see Fig. 1 and [9]. Thus, the
fibril-like structures can be triggered in an enriched environment of
POPC lipid at the membrane surface [9]. In this study we demonstrated
that gangliosides have a double effect: i) as an effective preventer by
suppressing the inducing effect of POPC in forming fibrils-like structure
in mixed ternary interfaces ii) as an effective breaker by dissolving or
smelting the pre-formed fibrils-like structure previously induced by
POPC. In this case we have used total brain gangliosides (Gt) in the
proportion that it is found in neuronal tissue (main glycosphingolipids:
GM; 20%, GDj, 40%, GD1, 17% y GT1p 19% [12]).

It is important to remark that pure Ap(1-40) peptide films forms
Langmuir monolayers with an high lateral stability keeping with a high
rheology at air water interface [9,29,36]. Surprisingly, in pure Ap(1-40)
monolayers, the highly concentrated peptide at the interface behaves as
a solid film [29] but the protein in this highly packed conformation does
not form amyloid fibrils and the film is ThT negative [9], indicating that
the condition of highly packed arrangement of AB(1-40) peptides is not
necessary to trigger a transition from monomers—fibrils [9]. The
necessary condition of interfacial amyloid fibrillogenesis is by mixing a
few proportion of AB(1-40) peptide with POPC and these structured
fibrils become now ThT positive (Fig. 1, [9]). The fact that interfacial
membrane lipid condition may modulate the amyloid protein fibrilla-
tion has been also reported for a-synuclein by using a molecular
modeling approach [47].

The novelty we are introducing in the present report is that the pre-
formed fibrils-like AB(1-40) amyloid-POPC mixed surface can be
dynamically smelted when gangliosides are allowed to freely laterally
diffuse by surface tension gradient at the interface (see Fig. 6). The
property of GM; ganglioside to lateral diffuse in bilayers has been re-
ported [55]. The smelting process, we observed, depends on the surface
proportion of gangliosides relative to phospholipid. At 20% of ganglio-
side covered surface (GCS) the mixed ternary interface becomes
completely homogenous without domains that can be detected by BAM
or AFM methodologies (Fig. 3). It is important to note that the effect of
complete smelting of fibrils-like structures takes place at 80:20 of POPC:
Gr lipid area proportion in the ternary mixed films. However, in pure
gangliosides:AB(1-40) binary mixed films, the peptide showed lateral
immiscibility with the presence of small detectable rounded domains
but they are ThT negative (Table 1). Although, at this proportion POPC
clearly induced fibrils-like structures of Ap(1-40), see Fig. 1, Table 1 and
ref. [9]. Thus, the POPC:Gt mixture imposes adequate surface properties
and conditions not only to avoid amyloid fibrillation but also to dissolve
them completely (Figs. 1 and 6, see summary in Table 1).

It is known that the hydrophilic headgroups of complex glyco-
sphingolipids can offer a variety of the oligosaccharide chain structures
that may conduct to specific interactions with proteins at the membrane
neuronal surface [19]. In this connection, it was claimed that specific Ap
amyloid peptides and a-synuclein domains interact with the oligosac-
charide portion of GM; ganglioside [56-58]. Although, it was also re-
ported that AB amyloid peptide has a region in its sequence with affinity
of the ceramide hydrophobic portion of the glycosphingolipid [59,60].

Additionally, by using PC-phospholipids with different chain length
we observed that only diacyl-phosphatidylcholines in liquid-expanded
state (DMPC, POPC) have the property to induce fibril-like ThT posi-
tive structures but no the more solid phospholipid (DSPC, ref. [9]). In
overall, we are indicating that the induction and smelting process of
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Table 1
Summary of lipid:amyloid conditions for interfacial AB(1-40) fibrillogenesis-
smelting transition induced by total brain gangliosides.

Interfacial condition Interfacial pattern observed by
BAM, AFM and ThT analysis by

FM

Pure POPC lipid without Ap
(1-40)

Pure Gt without Ap(1-40)

Pure AB (1-40) without lipids

POCP: Ap (1-40) (95:05)

Homogeneous ThT negative

Homogeneous ThT negative
Homogeneous ThT negative
Fibrils-like structures ThT
positive

Small rounded domains ThT
negative

Small rounded domains ThT
positive

Irregular polygonal domains
ThT positive

Homogeneous ThT negative
Fibrils-like structure ThT
positive

Gr: Ap (1-40) (95:05)
POCP:Ap (1-40):Gr (95:05:10)
POCP:Ap (1-40):Gr (95:05:15)

POCP:Af (1-40):Gr (95:05:20)

POCP:Ap (1-40):Gr (95:05:20)
(dynamic condition at 0 min of
inter-mixing)

POCP:Af (1-40):Gr (95:05:20)
(dynamic condition at 5 min of
inter- mixing)

Dynamic
condition

Homogeneous ThT negative

amyloid fibrils like structure at the interface is rather a complex phe-
nomenon that simultaneously depends on physical state and type of the
lipid forming films, the relative proportion of lipid/peptide content at
the interface and, for ternary composition, the property given by the
mixture. In this connection, with the last concept in mind, it was re-
ported the phosphocholine polar headgroup in PC lipids was important
to interact with the more complex gangliosides [61]. On the other hand,
the overall interfacial hydration of gangliosides measured by the prop-
erty of Laurdan probe is completely different to that observed for liquid
PCs [39,40] indicating that, depending of the lipids and proportions, the
mixed interface may stablish new arrangements that, in turn, may
facilitate or disfavor amyloid structuration in a membrane-like
environment.

On other hand, it was recently emphasized the concept of phase
transition as an evolution of the aggregation concept which may
explained cytoplasmatic protein deposits found in neurodegenerative
diseases [4]. However, similar ideas can be extrapolated to what it is
occurring in a more complex environment such as a membrane inter-
face. Thus, following the same reasoning it may be included Af-amyloid
(AD) in the list of amyloidosis. Actually, is necessary a more direct
experimental data supporting Mathieu's ideas [4] to understand how A-
amyloid deposits is relate to neuronal dysfunction with cell death. In this
new paradigm, the protein accumulation may be classified as patholog-
ical phase transitions that anyway it is referring to a breaking of symmetry
by a cooperative change in the molecular order that brings about a
modification in the presentation (state) of the biological matter that can
further induces changes in cell homeostasis, that in turn, leads to neuron
death. If the order is defined as a state of high asymmetry (Figs. 1 and 3),
following to the idea of Mathieu et al. [4], thus an order-to-disorder
transition would occur due a break in the asymmetry parameters
which could be extended to conceptualize the smelting process we
observed for Ap amyloids from the highly fibril-like nano-structures,
passing through irregular domains until a completely homogeneity is
obtained at 20% of GCS (see Figs. 1 and 3 and Table 1).

The interaction of gangliosides with PCs lipids are complex and de-
pends on unsaturation and the length of the ceramide hydrophobic
chains as well as acyl chains of PCs lipid and the size of the oligosac-
charide polar head-group of the glycosphingolipid, that in turn modu-
lates the hydration state of the surface [24,39,62]. POPC is one of most
abundant phospholipid in brain tissue and one of the main lipid
component of neuronal membranes [10,63] but, mixed as pure
component with AB-peptide acts as an amyloid fibrils promoter that can
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be conveniently suppressed by the presence of a physiological mixture of
gangliosides.

In the present report, we show strong experimental evidences f how
the inducing or smelting process of nanostructured amyloid fibril-like
can be triggered and driven by changes in the lipid environment
under physiological conditions. However, it is even unclear what is the
accurate molecular entity of Ap-peptide structure which it is really
damaging neurons: monomers, oligomers, protofibrils or fibrils [2,3].
Thus, if we hypothesized that the accumulation of fibrils-like and ThT
positive structures are the responsible of neuron membrane damage,
gangliosides or a ganglioside-mimetic molecule may be a potential
therapeutic solution to recover the homeostasis in neuronal pathological
cells, added to its well-known anti-inflammatory effect [64-67].

5. Conclusions

The physiological mixture of complex gangliosides found in brain
was able to smelt nanostructured fibril-like assembles induced by POPC:
AB(1-40) peptide in a membrane model system (Langmuir monolayers).
The BAM imaging analysis certainly showed the dissolution of distin-
guishable nanostructured fibril-like and ThT positive domains into a
more homogeneous phase in a lipid environment without protein
desorption from the interface. This process can be conceptualized as a
cooperative transition in the supramolecular arrangement of fibril
structured AB-amyloid induced by changes in the lipid environment
triggered by gangliosides at the interface. The amyloid fibrillation
induced by pure POPC can be dynamically smelted when fibrils-like
structures are laterally reached by gangliosides but preserving the
long-range arrangement of the interfacial monolayer. The data strongly
suggest that the surface quality and properties of the interfacial lipid
components are important for Ap-peptide acquires a defined (supra)
molecular structure in a membrane environment.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Amphipathic nanosheet peptide monolayers
Nanoconfined tyrosine crosslinking

Peptide backbone asymmetry

Langmuir monolayer allows for a two-dimensional nano-scale organization of amphiphilic molecules. We have
adapted this technique to measure lateral and transverse conductivity in confined peptide nanosheets for the first
time. We reported that two retro-isomers amphipathic peptides form stable monolayers showing a
semiconductor-like behavior. Both peptides exhibit the same hydrophobicity and surface stability. They differ in
the lateral conductivity and current-voltage due to the asymmetric peptide bond backbone orientation at the
interface. Both peptides contain several tyrosines allowing the lateral crosslinking in neighboring molecules
induced by UVB. UVB-light induces changes in the lateral conductivity and current-voltage behavior as well as
monolayer heterogeneity monitored by Brewster Angle Microscopy. The semiconductor properties depend on the
peptide bond backbone orientation and tyrosine crosslinking. Our results indicate that one may design extended
nano-sheets with particular electric properties, reminiscent of semiconductors. We propose to exploit such

properties for biosensing and neural interfaces.

1. Introduction

The interface between biology and electronics represents a huge
challenge these days [1]. Throughout molecular evolution the biological
world has developed many processes that somehow were facilitating the
electron transport system often involving photonic input. Photosyn-
thesis and a wide range of redox reactions are good examples. It is not
surprising that soft biological material, such as peptide sheets, may
possess inherent electrical properties such as semiconductor behavior.
Biological organisms are controlled by neuronal circuits where electrical
pulses transmit information to and from organs [2,3] helped by proteins
specifically inserted in membrane neurons [4,5]. If we could engineer
biological entities (peptides) with predefined electric properties, we
could modulate or repair neuronal signaling between the brain and
organs.

Since the award of the Nobel Prize in Chemistry in 2000 for the
discovery of conductive organic polymers [6] it has emerged the interest
of about the electronic semiconductor properties in peptides [7]. From
late 1950s many investigators have been contributed to describe the
electron transfer machinery in cells [8]. Beratan et al. described a model
of electronic coupling in proteins, which was named as Tunneling

* Corresponding authors.

Pathway [9]. These authors framed the interactions in a folded poly-
peptide to three types: covalent bonds, hydrogen bonds, and
through-space contacts [9] such as van der Waals contact between atoms
[10].

2D peptide nanofilms could potentially have applications as an
organic conducting films, in biocatalysts and in bioelectronics [11-14].
Others authors have also reported that microbial peptide based nano-
wires as potential candidates for bioelectronics material [15]. Also,
some authors have claimed that these studies would help us to further
understand the transduction signal phenomenon in transmembrane
proteins [16].

Langmuir monolayers allow for tailor-made peptide films [17]. In
the present work, we present a 2D nano sheet conductivity and
current-voltage studies by using two amphiphilic peptides with
reversing sequences that differs in its surface dipolar organization with
similar surface properties. The amphiphilicity of each peptide is asym-
metric. Both peptides are acetylated and amidated at the N; or C; ter-
minus, respectively (see Fig. 1). Additionally, we show that the
semiconductor properties acquired by both peptides are modified after
UVB illumination due to laterally intermolecular cross-linking of Tyr.
Therefore, we conclude that it is possible to design peptide-sheets with
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Fig. 1. Surface properties and dipolar organization of PF Tyrosinated peptides at the air-water interface. a, Surface pressure-area (n-Area, in straight line) and
surface potential (in dot line) isotherms for PF1 (in red) and PF2 (in black) peptides. b, Stick representation (using Pymol software) of both peptides with the most
probable conformation: extended f-sheet perpendicular at the air-water interface (deducted from the cross-sectional molecular area, see [22]) with the overall dipole
moment (i) and the displacement angle of the hydrophilic portion from low packing (5 mN/m) to high packing (55 mN/m). ¢, Overall dipolar moment (p )
dependence of PF1 and PF2 with surface pressure. d, Zoom in of the structural representation of the hydrophilic portion for both peptides with the 3D projection of

the p, dipole contributions.

predefined chemical as well as semiconductor properties. Peptides may
therefore adopt active electronic roles in biosensors with the possibility
that the asymmetry property of peptide direction (or device organiza-
tion) may increase the sensitivity of the biosensors.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and chemicals

Water Milli Q Type II was used routinely in all measurements
(Langmuir and conductivity). Peptides were purchased from Biomatik
(www.biomatik.com, USA) with the N-terminus acetylated (Ac-NH-)
and C-terminus amidated —CONHy). The purity of peptides were better
than 95 % by HPLC and checked by MS. DMSO and chloroform were
from Merck (Darmstadt, Germany). DMPC lipids was from Avanti Polar
lipids, Inc. (Alabaster, AL, USA).

2.2. Monolayer formation and compression n-Area and AV-Area
isotherms. Calculation of dipolar moment perpendicular to the interface

Langmuir monolayers experiments were performed at a room con-
stant temperature (25 °C), essentially as indicated before [18]. Langmuir
monolayers were formed on pure water using a 180 mL volume trough.
We prepared stock solutions of about 10 mM of the peptides and DMPC
lipid which were dissolved in pure DMSO and chloroform, respectively.
Individual diluted working solutions were freshly prepared to ~ 1 pM.
Around of 15-30 pl of individual working solution was directly spread
on the surface of water subphase. The isotherms were obtained by
continuous compression of the automatic and simultaneous movement
of both barriers that enclose the formed film. The compression rate used
was setting at 10 mm?2 min L. It was used the Wilhelmy method for
determining the surface pressure, putting a Pt plate on the surface of
monolayer. The film area and surface pressure were continuously

recorded using a software provided by KSV Instruments® Ltd. The
overall dipole moment perpendicular to the air/water interface p, (ac-
cording to [19,20]) is given by: p, =2=A¥% 4 ¥, where A, and AV, are
the molecular area and the surface potential at the defined surface
pressure , in nm? and millivolt units, respectively; W is the potential
difference of the ionic double layer of the ionized peptide film (¥, values
are practically the same because of the surface charge density is identical
for both peptides). The overall dipole moment perpendicular to the
air/water interface i, is the resultant of three contribution: p, = p+ pa
+ p3 [20,21]. p; comes from the oriented water molecules around the
hydrophilic portion of the amphiphilic peptide; 5 is the contribution of
hydrophilic end corresponding to the lysine residues (equivalent to the
polar head group in the lipids) and p3 comes from the hydrophobic
portion of the peptide corresponding to the leucine and tyrosine do-
mains (equivalent to hydrocarbon chains in lipids), see Fig. 1b.

2.3. Brewster angle microscopy

Peptide monolayers were spread on the surface area closed by the
electrodes fixed on the interface and inside the illuminating area (see
below). The films were directly observed by using a Brewster Angle
Microscope (BAM) coupled to an EP3 Imaging Ellipsometer equipment
(Accurion, Gottingen, Germany) with a 20x objective (Nikon, Japan, NA
0.35). The adequate amount of peptide was spread on the surface to
achieve a high packing of around 55 mN/m. The imaging acquisition
were sequentially taken each 10 min after UVB illumination, in order to
detect change induced by UVB light on the peptide monolayer. Results
obtained with BAM were compared with the spectrums obtained by
using RAMAN Microscopy and Fluorescence Microscopy (FM).

2.4. Illumination device coupled to BAM

The UV 265 nm lamp was fixed on the top of the trough of BAM
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PF1 with UVB (1h)

PF2 with UVB (1h)

Fig. 2. Heterogeneity of Tyrosinated peptide films upon UVB illumination. a, Heterogeneity analysis of BAM imaging for non-illuminated film (black) and UV-
illuminated film (red) for PF1. b, Heterogeneity analysis of BAM imaging for non-illuminated film (black) and UV-illuminated film (red) for PF2. BAM images for PF1
(right upper part) or PF2 (left lower part) after one hour of UV illumination. Have a note that PF1 is more heterogeneous than PF2. The BAM image contrast were

enhanced for a better visualization.

equipment; thus, the UV light hits on the monolayer. The laser BAM hits
inside the centre of the circular illuminated area. The images from the
monolayer were take each 10 min for one hour.

2.5. Heterogeneity measurement

It was taken several (> 10) images from BAM equipment coupled to
UVB illumination device after each illumination round. The illumination
rounds were each 10 min until 1 h for two peptide monolayers sepa-
rately. The images were processed with FIJI-Image J software. We
determine the heterogeneity from the brightness intensity of all the
images obtained, comparing the standard deviation of grey values ratio
to grey media values.

2.6. Setting of electronic measurements

In both measurements (conductivity and diode behaviour) a more
description of the in-house settings is given in Supplemental Material.

The monolayer was Illuminated using a UVB 265 nm lamp (Thorn
Labs catalogue model M265L3). The surface electrodes were fixed on the
interface and inside the illuminating area. Appropriate amount of pep-
tide (dissolved in pure high quality DMSO) or lipid (dissolved in high
quality chloroform) was spread on the surface area closed by the elec-
trodes for each experimental condition in order to achieve a high
packing condition (around 55 mN/m). Before illumination and/or
conductivity measurement the film was left by 3—5 min.

2.7. Conductivity measurements

Conductivity measurements were performed in three different
experimental conditions: i) without monolayer illumination and without
polarization; ii) without monolayer illumination but under film polari-
zation and iii) with monolayer illumination and under film polarization

(see Fig. 3). In all cases, measurements were recorded during one hour
using SerialPlot software and, in the third experimental condition
described above, the UVB illumination was kept constant during all the
time. The ad-hoc designed electronic device measures the resistance of
the film. The resistance scores were transformed to conductivity values
taking into account the electrode diameter and the separation distance
between them at the surface. See Supplementary data for further details.

2.8. Diode behaviour measurements

The measurement was performed using two experimental condi-
tions: i) without monolayer illumination and ii) after five-hour of
monolayer illumination. Measurements were recorded during one hour
using the PuTTY software. In this case, our in-house circuit measures the
current with voltage variation from gate to drain in the range from -8 V
to 8 V. The current from gate to drain was predominant to the current
from source to drain. See Supplementary data for further details.

3. Results and discussion

3.1. Surface properties and dipolar organization of Tyrosinated
amphiphilic peptides

We designed two amphipathic peptides with quite similar surface
properties but differing in its surface dipolar organization. PF1: Ac-NH-
KKGALLLLLGYYY-CONHj has its hydrophilic domain at the N-terminus
(N¢) whereas its retroisomer PF2: Ac-NH-YYYGLLLLLAGKK-CONH, at
the C-terminus (Cy). Both peptides behave a lipid-like behavior at air
water interface and are orientated perpendicular to the interface with
the (TYR)3 domain towards the air end and the hydrophilic (LYS)s in
contact with water (see Fig. 1). Each peptide was acetylated at the N-
terminus (Ac-NH-) and amidated at C-terminus (—CONH,) to avoid ef-
fects of ionic groups on both extreme.
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Fig. 3. Conductivity and current-voltage dependence of PF1 and PF2 peptides. a, Peptide diode behaviour representation with their respective directions and
relative magnitudes of the current electron flow through the oriented tyrosinated peptide backbone from N, to C; for PF1 (water to air) and from C; to N, for PF2
(water to air). b, Schematic diagram of each experimental condition during conductivity measurements, (blue) polarization and UVB light in off mode, the electron
flow is by hopping charge transfer by side chain interaction [25]; (black) polarization in off mode and UVB light in on mode, the electron flow throughout the di-Tyr
domains; (red) polarization and UVB light in on mode, electron flow throughout the peptide backbone by tunnelling covalent pathway [9] summed to electron flow
throughout the di-Tyr domains. ¢, comparative conductivity values of PF2 vs. PF1 peptide according to the conditions displayed in b by the respective colour (note
that PF2 conductivity is higher than PF1 peptide in all experimental conditions). These values are built from the conductivity vs time plot showed in Fig. S4. The
acronyms PBDF and PBIF mean the Peptide Bound Direct Flow and Peptide Bound Inverse Flow, respectively; see the text. For a schematic draw of the circuit to

measure the conductivity and current-voltage dependence refer to Fig. S4.

The n-A isotherms show a typical profile similar to those observed for
hydrophobic signal sequence peptide [22]. Both peptides have a high
stability with a collapsing point of around of 55 mN/m and limiting
molecular area (at high packing) of around 1.12 nmZmolecule™!
(Fig. 1A). The perpendicular cross-section of this molecular area is
compatible with a p-extended structure perpendicular at the air-water
interface [22]. In this interfacial organization, each peptide is in con-
tact with the interfacial water through the LYS residues domain corre-
sponding to the hydrophilic end portion (equivalent to the polar head
group of a phospholipid).

The reversion in the sequence imposes a small difference in the
overall dipole moment of PF2 compared to PF1, step up the idea of a
parallel orientation of the peptide bond with respect to interface
regardless of backbone orientation of the extended beta sheet [22].
Thus, as expected, the surface potential and overall dipolar moment p
found for both peptides only display minor differences, with some
particular behaviour upon compression, (see Fig. 1 and Material and
Methods). The analysis of the dipolar moment of PF2 compared to PF1
shows an experimentally difference in dipolar organization at the
interface at high packing, close to 55 mN/m (Fig. 1C).

At low packing, around 5-10 mN/m, the overall p; of PF2 is more
positive than PF1 and the value is reversed at high packing, see Fig. 1c.
This difference is probably due to a higher dependence of p;+p2 (water
molecules and hydrophilic end, see Material and Methods) with packing
for PF2 in relation to PF1. Accordingly to the theoretical interpretation
of surface potential in monolayers [19], the average dipolar moment p
is due to the effective perpendicular moment ji, making some angle o
with respect to the vertical to the interface, i.e. that p;= i cos e.
Assuming a close perpendicular orientation of both peptides at the
interface is possible to calculate the relative angle of tilting assuming
that the orientation at high packing corresponds to a cos © = 1. The
change in the orientation angle of p;+p2 contribution (the lysine resi-
dues and the amide group given by the domain -GKK-CONHj, plus the
hydration water) for PF2 is around 46° when it is compressed from 5 to
55 mN/m, whereas the value for PF1 with its hydrophilic domain
Ac-NH-KKG- is about 36°. This is indicating a more rigid hydrophilic
portion for PF1 compared with PF2 (or less compression dependence).
We commented additional details in Supplementary data (see, Fig. S1).
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3.2. Surface cross-linking formation of tyrosinated peptides upon UVB
illumination

After spreading, both tyrosine-rich amphiphilic peptides were
exposed to UVB illumination for a period of time by using a UV LED
lamp (see Fig. S2 for details). At regular intervals, we corroborate the
formation of di-Tyr by monitoring the typical fluorescence emission at
410—420 nm [23,24]. We have also validated the formation of both
di-Tyr and iso-di-Tyr by using RAMAN microscopy (see Fig. S3 for
details).

3.3. Post-illuminated tyrosinated peptides based nano thick sheet

We coupled our UVB illumination source setting to a Brewster Angle
Microscopy (BAM) trough to investigate if the di-Tyr formation after
illumination induces interfacial heterogeneity at the interface. We per-
formed BAM before and after UVB illumination and the images were
taken every 10 min of interval. We observed heterogeneity after illu-
mination in both peptides. However, PF1 shows a detectable more
roughness than PF2 (see Fig. 2). The heterogeneity is deducted from the
reflectivity values of the films after illumination. The observed hetero-
geneity after illumination of both peptides is attributable to changes in
the surface organization of the film due to the cross-linking of Tyr do-
mains in PF2 peptide and, also to the formation of iso-di-Tyr in PF1
peptide (see Fig. S3b). We estimate the heterogeneity by using the
standard deviation ratio to media comparing the brightness intensity
throughout all the BAM image (see Material and Methods and Supple-
mentary data for details). In comparison, PF1 shows more heterogeneity
than PF2 after one-hour of UVB illumination (Fig. 2a and b). The greater
heterogeneity observed in PF1 peptide may be related to the coexistence
of different types of cross-linking (di-Tyrosine and iso-di-Tyrosine)
compatible with the different pattern obtained by using RAMAN and
fluorescence spectroscopy (compare Fig. S3). Thus, we show that it is
possible to design peptide-based sheets with predefined chemical and
peculiar semiconductor properties (discussed below).

3.4. Semiconductor properties of tyrosinated peptides

We have designed three electronic devices for: d1)to switch on-off
the UVB lamp to illuminate the peptide film to induce di-Tyr forma-
tion; d2) to measure the lateral film conductivity and d3) to measure the
transversal Ci—N; and Ny—C; current-voltage dependence of the spread
peptide film at the air/water interface. Also, we coupled to this device
the UVB illumination source allowing us the simultaneous measuring of
conductivity upon illumination. The UVB light over the negatively
polarized plate (polarization) below the tyrosine rich peptide monolayer
induces a photoelectric effect. This can be measured by the changes in
the peptide monolayer resistance by releasing electrons up the plate
towards the interface (see schematic representation of the experimental
setting in Fig. S4 of Supplementary data).

In all conditions we observed a higher conductivity for PF2
compared with PF1 peptide. Some authors had proposed that an in-
crease in the electrical conductivity of the delocalized electrons in aro-
matic amino acids when they dynamically interact through near side
chains causing hopping charge transfer [25,26]. This could explain the
higher lateral electron flow (conductivity) in the C; to N¢ (water to air)
orientation of PF2 peptide than in the N; to C, (water to air) orientation
of PF1 peptide when polarization and d1 mode is off, (see Fig. 3b blue
box and 3c blue curve).

When d1 is on and the polarization is off (see black box in Fig. 3b),
the relative lateral conductivity in PF2 is higher with respect to PF1
(compare black box with the blue curve in Fig. 3c). This effect is due to
the augmented interchain conductivity through the di-Tyr formation
upon UVB-illumination. In the third condition, when d1 and polariza-
tion are in on mode (see Fig. 3b red box and 3c red curve) besides the
lateral interchain conductivity throughout the di-Tyr domain, we

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 203 (2021) 111734

observed an additional intrachain conductivity due to the peptide
backbone by tunnelling pathway [9] (red box representation in Fig. 3b
and red curve in Fig. 3c).

A fact to be highlighted that pure lipid monolayer (DMPC) has much
less conductivity when compared with both PF1 and PF2 monolayer
peptides. So, lipids not only impose a higher resistance barrier across the
membrane (in transversal way) but also impose a very low conductivity
in the lateral electron current movement (see Fig S4). The non-
tyrosinated KL and LK retroisomer peptides have similar lateral con-
ductivities properties regardless of the isomerism (molecular asymme-
try) (see Fig S4). Thus, it would appear that the inclusion of a tyrosine
domain far away from the hydrophilic portion in the C; - N backbone
orientation facilitates the electron flow.

Thus, the sequence reversion does not affect the surface properties
(lateral stability) but it is substantially affecting the conductivity (and
semiconductor) properties as well as the diode-like behaviour as it is
mentioned below.

We measured the current by scanning a range of voltage polarization
from —8 V to +8 V. Thus, we measured the changes in Ips (drain to
source current) + Ig.s (gate to source current) under desired voltage
polarization after 5 h of UV illumination (the highest degree of tyrosine
cross linking), see Fig S4. The results show that both peptides PF1 and
PF2 have a diode-like behaviour.

We observe a different behaviour in the current flow in illuminated
film (with di-Tyr formation) respect to the non-illuminated condition.
Mluminated peptides, show lower resistance to the current flow than
non-illuminated condition (Fig. 3a upper panel). However, as we show
in Fig. 3alower panel, the diode behavior was similar in both conditions
(illuminated vs. non-illuminated), but it is noteworthy that PF1 showed
more absolute current than PF2 (Fig. 3a lower panel). It is clear that the
formation of di-Tyr increases the diode-like behaviour in both peptides
(see Fig. 3a, upper panel). For comparison, we have used clean air-water
interface and non-tyrosinated KL and LK retro peptides as controls [17].
In all cases, the behavior of non-tyrosinated peptides shown a more
resistance property compares with the tyrosinated ones (Fig. S4), indi-
cating that not only the direction of peptide backbone is important, but
also the specific amino acid sequence.

Others authors have indicated that the paths of the electron transfer
process are localized in the backbone [27]. In the peptide bond, nitrogen
(N) is the donor [28] whereas oxygen (O) from the carbonyl group is the
acceptor with a higher electronegativity [29,30]. This is determining the
polarity in the peptide bond creating a way for electron flow through the
backbone. So, it is expected that the electrons flow is favoured from N to
O which is assimilable to the C; to N; direction. We named this direction
of electrons flow as “Peptide Bound Direct Flow” (PBDF). Thus, the less
favourable electrons flow direction from O to N is assimilable to N; to C¢
orientation. This less favourable electrons flow direction is defined as
“Peptide Bound Inverse Flow” (PBIF). In PF1, from tyrosines to lysines
domain, the electrons flow is favourable but, the reverse, from the ly-
sines to tyrosines is unfavourable as we exactly found in the inverse
situation for PF2 (Fig. 3a).

In this connection, some authors shown that the electron transfer
rates depend on the direction along the peptide backbone [31], specif-
ically it is faster from C; to N terminus than the opposite direction [32].
However, we presented two reverse peptides with a -sheet conforma-
tion with its individual dipole moment in the same direction and with
close values (Fig. 1b). This is indicating that for electron flow is more
important the orientation of the peptide backbone that the overall value
of the dipole moment. At the surface, however, the structural orientation
of the peptide backbone in a-helix is different [22] and it was reported
that the dipole moment has a major influence on the electron transfer
[33,34] accelerating it in the same a-helix peptide backbone direction
[33]. Thus, our data indicated that in oriented extended f-sheet peptides
the conduction from C; to N is faster than N to C; (Fig. 3a). Similar
conclusion was reached by using a-helical polyalanines adsorbed on
gold surfaces [32] in accordance with Page et al., who emphasizes that
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Fig. 4. Cartoon representation of a hypothesized asymmetric transmembrane flow information. a, Asymmetric representation of a (multi)spanning trans-
membrane protein domain showing the different in-out bi-directional transmembrane information flow. b, Zoom in of the transmembrane segment showing the
peptide bond direction flow. PBDF, peptide bond direct flow; PBIF, peptide bond inverse flow. The facilitated information flow is showed by a bigger arrow.

the electron transfer process in proteins is given regardless of the
conformation and heterogeneity [27]. However, according to our results
it is legitimate to consider that there are differences in the behavior of
electron flow that depends on the peptide bond direction. Indeed, we
have observed changes in the conductivity of oriented tyrosinated
peptides, either the direction or N;—C; or C;—N. In this connection, but
with a different approach, it was recently reported that the conductance
in protein-ligand systems is sensitive to the charge and the nature of
chemical electrical contact between them [35,36]. On the other hand,
we constructed a conceptual assimilation of peptide bond backbone to
an inorganic semiconductor with diode behavior (see Fig S4 and addi-
tional text in Supplementary data).

3.5. Significance of the findings

Some authors have point out that the biological role of electronic
conductance in proteins is largely unknown [36]. Extrapolating our
experimental data to proteins embedded in lipid bilayers, regarding to
information flow across of membranes, we hypothesized the probably
importance of its intrinsic asymmetry. Although amphipathic helices are
known as model of transmembrane segment of membrane proteins,
there are also a lot of experimental evidences of f-sheet structure in such
types of proteins. Examples are the well-known p-barrel proteins [37]
added to the reported plasticity of membrane proteins to fold either in
a-helix-p-sheet arrangement in some membrane proteins involved in
cell-virus fusion and amyloids in presence of a defined lipid environment
[38].

Fig. 4 shows a cartoon representation of a hypothetical membrane
protein with its N-terminus inside and its C-terminus out. As we dis-
cussed above, electronic information is different since the electrons have
less resistance to flow from C; to N; compared to the reverse ones
(Fig. 4a). This peculiar behavior conducted us to give an additional
conceptual framework of a transmembrane segment in B-sheet config-
uration (but may extended also to o-helix segment). So, each trans-
membrane peptide not only is given structural stability as being part of
the membrane in a high amphipathic environment with restriction
imposed by the lipid bilayer but, different to the lipids, it also gives
asymmetric in the in-out electronic information that can be fluxed
throughout them.

The increased conductivity due to 265 nm UVB light exposure may
have applications in optogenetics [39]. The therapeutic treatments for
neurological disorders is limited due of the lack of scalable biomaterials
at molecular level for neuronal systems that allow functionalization of
cell surface with specific bimolecular array for repairing damage in

some specific neurons with minimal immune response [40]. On the
other hand, the conductivity behavior of organized amphiphilic tyrosi-
nated peptides upon illumination may be suggesting a peptides sheet
(Fig. 2) based substrate for the construction of bioinspired organic solar
cells instead of organic polymers [41,42].

4. Conclusions

The focus of this work was the study of two reversing sequence
amphiphilic synthetic peptides with a lipid like behavior at air/water
interface. In the hydrophobic region, both peptides have an enriched
tyrosine domain able to form di-tyrosines upon surface UVB illumina-
tion. Both peptides are able to laterally conduct electrons almost 8 times
higher than phospholipids. The conductivity of the confined peptide
depends on the peptide bond backbone orientation being the C;—N flow
more efficient than the N—C; ones. The di-Tyr formation increases the
conductivity properties of both peptides, suggesting that the laterally
formation of cross-linking tyrosines enhance lateral conductivity. When
we measured the current-voltage dependence of each peptide under
appropriate condition, we evaluate that both have semiconductor diode-
like properties. We propose that this conductivity asymmetry may be of
biological importance in transmembrane proteins given a novel con-
ceptual framework at molecular level to explain the modulation of in-
out information flow in asymmetric biomembranes.

CRediT authorship contribution statement

ABA has done all the experimental work and formal analysis. MP has
done all the electronic device, acquisition system and in-house software
for conductivity measurements. SP and GDF have been done the con-
ceptualizacion of the main idea and the design of the sequence of the
peptides, writting and editing of the paper.

Declaration of Competing Interest

The authors declare no competing financial interest.
Acknowledgements

Authors would like to thank to the support received from CONICET
(Argentina), ABA and GDF are fellow and member of research career
from this National Institution, respectively

We also thank grants and support from FONCYT (PICT 2016-1010),
Argentina, SECyT-UNC (Argentina) and from Aalborg University



A.B. Alvarez et al.
Hospital (Denmark).
Appendix A. Supplementary data

Supplementary material related to this article can be found, in the
online version, at doi:https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2021.111734.

References

[1] M. Berggren, A. Richter-Dahlfors, Organic bioelectronics, Adv. Mater. 19 (2007)
3201-3213.

[2] P.A. Guertin, Central pattern generator for locomotion: anatomical, physiological,
and pathophysiological considerations, Front. Neurol. 3 (2012) 183.

[3] C.E. Holt, K.C. Martin, E.M. Schuman, Local translation in neurons: visualization
and function, Nat. Struct. Mol. Biol. 26 (2019) 557-566.

[4] T.C. Sudhof, Synaptic neurexin complexes: a molecular code for the logic of neural
circuits, Cell 171 (2017) 745-769.

[5] N.R. Wilson, C.A. Runyan, F.L. Wang, M. Sur, Division and subtraction by distinct
cortical inhibitory networks in vivo, Nature 488 (2012) 343-348.

[6] A.J. Heeger, A.G. MacDiarmid, H. Shirakawa, Nobel Prize in Chemistry “for the
Discovery and Development of Conductive Polymers”, 2000.

[7] C.A.E.Hauser, S. Zhang, Peptides as biological semiconductors, Nature 468 (2010)
516-517.

[8] R.A.Marcus, Electron transfer past and future, in: I. Prigogine, S.A. Rice (Eds.), Adv
Chem Phys, Wiley, 1999, pp. 1-6.

[9] D.N. Beratan, J.N. Onuchic, J.J. Hopfield, Electron tunneling through covalent and
noncovalent pathways in proteins, J. Chem. Phys. 86 (1987) 4488-4498.

[10] A.A. Stuchebrukhov, Long-distance electron tunneling in proteins: a new challenge
for time-resolved spectroscopy, Laser Phys. 20 (2010) 125-138.

[11] LV. Paribok, Y.-O. Kim, S.K. Choi, B.Y. Jung, J. Lee, K.T. Nam, V.E. Agabekov, Y.-
S. Lee, Tailoring a tyrosine-rich peptide into size- and thickness-controllable
nanofilms, ACS Omega 3 (2018) 3901-3907.

[12] A.J. Karlsson, R.M. Flessner, S.H. Gellman, D.M. Lynn, S.P. Palecek, Polyelectrolyte
multilayers fabricated from antifungal p-peptides: design of surfaces that exhibit
antifungal activity against Candida albicans, Biomacromolecules 11 (2010)
2321-2328.

[13] W.B. Tsai, R.P. Chen, K.L. Wei, Y.R. Chen, T.Y. Liao, H.L. Liu, J.Y. Lai,
Polyelectrolyte multilayer films functionalized with peptides for promoting
osteoblast functions, Acta Biomater. 5 (2009) 3467-3477.

[14] J. Lee, L.R. Choe, Y.O. Kim, S.D. Namgung, K. Jin, H.Y. Ahn, T. Sung, J.Y. Kwon, Y.
S. Lee, K.T. Nam, Proton conduction in a tyrosine-rich peptide/manganese oxide
hybrid nanofilm, Adv. Funct. Mater. 27 (2017).

[15] Y.A. Tan, R.Y. Adhikari, N.S. Malvankar, J.E. Ward, T.L. Woodard, K.P. Nevin, D.
R. Lovley, Expressing the geobacter metallireducens PilA in geobacter
sulfurreducens yields pili with exceptional conductivity, mBio (2017).

[16] E.W. Schlag, S.Y. Sheu, D.Y. Yang, H.L. Selzle, S.H. Lin, Charge conductivity in
peptides: dynamic simulations of a bifunctional model supporting experimental
data, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97 (2000) 1068-1072.

[17] E.E. Ambroggio, B. Caruso, M.A. Villarreal, V. Raussens, G.D. Fidelio, Reversing the
peptide sequence impacts on molecular surface behaviour, Colloids Surf. B
Biointerfaces 139 (2016) 25-32.

[18] A. Bolano Alvarez, B. Caruso, P.E.A. Rodriguez, S.B. Petersen, G.D. Fidelio, Abeta-
amyloid fibrils are self-triggered by the interfacial lipid environment and low
peptide content, Langmuir 36 (2020) 8056-8065.

[19]
[20]
[21]
[22]
[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]
[30]
[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]
[38]
[39]
[40]

[41]
[42]

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 203 (2021) 111734

G.L. Gaines, Insoluble Monolayers at Liquid-Gas Interface, John Wiley & Sons, Inc,
USA, 1966.

B. Maggio, F.A. Cumar, R. Caputto, Surface behaviour of gangliosides and related
glycosphingolipids, Biochem. J. 171 (1978) 559-565.

K.S. Birdi, Lipid and Biopolymer Monolayers at Liquid Interfces, Plenum Press,
New York, 1989.

E.E. Ambroggio, G.D. Fidelio, Lipid-like behavior of signal sequence peptides at air-
water interface, Biochim. Biophys. Acta 1828 (2013) 708-714.

D.A. Malencik, J.F. Sprouse, C.A. Swanson, S.R. Anderson, Dityrosine: preparation,
isolation, and analysis, Anal. Biochem. 242 (1996) 202-213.

A. Nevin, D. Anglos, Assisted interpretation of laser-induced fluorescence spectra of
egg-based binding media using total emission fluorescence spectroscopy, Laser
Chem. 2006 (2006).

R.C.G. Creasey, A.B. Mostert, A. Solemanifar, T.A.H. Nguyen, B. Virdis, S. Freguia,
B. Laycock, Biomimetic peptide nanowires designed for conductivity, ACS Omega 4
(2019) 1748-1756.

N.L. Ing, R.K. Spencer, S.H. Luong, H.D. Nguyen, A.l. Hochbaum, Electronic
conductivity in biomimetic alpha-helical peptide nanofibers and gels, ACS Nano 12
(2018) 2652-2661.

M.C. Page, C.C. Moser, X. Chen, P.L. Dutton, Natural engineering principles of
Electron tunneling in biological oxidation-reduction, Nature 402 (1999) 47-52.
J.-H. Choi, P.E. Hoggard, Ligand field properties of the peptide nitrogen: the sharp-
line electronic spectrum of mer-di(3-aminopropyl)amine(glycylglycinato-O,N,N’)-
chromium(III), Polyhedron 11 (1992) 2399-2407.

W.B. Jensen, Electronegativity from Avogadro to pauling: part 1: origins of the
electronegativity concept, J. Chem. Educ. 73 (1996) 11-20.

L. Pauling, The nature of the chemical bond IV. The energy of single bonds and the
relative electronegativity of atoms, J. Am. Chem. Soc. 54 (1932) 3570-3582.

B. Giese, M. Wang, J. Gao, M. Stoltz, P. Muller, M. Graber, Electron relay race in
peptides, J. Org. Chem. 74 (2009) 3621-3625.

S. Sek, A. Tolak, A. Misicka, B. Palys, R. Bilewicz, Asymmetry of electron
transmission through monolayers of helical polyalanine adsorbed on gold surfaces,
J. Phys. Chem. B 109 (2005) 18433-18438.

S. Yasutomi, T. Morita, Y. Imanishi, S. Kimura, A molecular photodiode system that
can switch photocurrent direction, Science 304 (2004) 1944-1947.

T. Morita, S. Kimura, Long-range electron transfer over 4 nm governed by an
inelastic hopping mechanism in self-assembled monolayers of helical peptides,

J. Am. Chem. Soc. 125 (2003) 8732-8733.

K. Garg, S. Raichlin, T. Bendikov, I. Pecht, M. Sheves, D. Cahen, Interface
electrostatics dictates the Electron transport via bioelectronic junctions, ACS Appl.
Mater. Interfaces 10 (2018) 41599-41607.

B. Zhang, W. Song, P. Pang, H. Lai, Q. Chen, P. Zhang, S. Lindsay, Role of contacts
in long-range protein conductance, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 116 (2019)
5886-5891.

C.L. Hagan, T.J. Silhavy, D. Kahne, Beta-barrel membrane protein assembly by the
bam complex, Annu. Rev. Biochem. 80 (2011) 189-210.

V.S. Mandala, J.K. Williams, M. Hong, Structure and dynamics of membrane
proteins from solid-state NMR, Annu. Rev. Biophys. 47 (2018) 201-222.

A. Penzkofer, P. Hegemann, S. Kateriya, Organic dyes in optogenetics, in: D. F.J
(Ed.), Organic Lasers and Organic Photonics, 2018, pp. 13/11-14.

H. Acarén Ledesma, X. Li, J.L. Carvalho-de-Souza, W. Wei, F. Bezanilla, B. Tian, An
atlas of nano-enabled neural interfaces, Nat. Nanotechnol. 14 (2019) 645-657.
D. Wohrle, D. Meissner, Organic solar cells, Adv. Mater. 3 (1991) 129-138.

J.L. Bredas, J.E. Norton, J. Cornil, V. Coropceanu, Molecular understanding of
organic solar cells: the challenges, Acc. Chem. Res. 42 (2009) 1691-1699.


https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2021.111734
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0927-7765(21)00178-8/sbref0210

Downloaded via UNIV NACIONAL DE CORDOBA on August 3, 2021 at 18:29:13 (UTC).
See https://pubs.acs.org/sharingguidelines for options on how to legitimately share published articles.

LANGMUIR

pubs.acs.org/Langmuir

Ap-Amyloid Fibrils Are Self-Triggered by the Interfacial Lipid
Environment and Low Peptide Content

Alain Bolano Alvarez, ! Benjamin Caruso, | Pablo E. A. Rodriguez, Steffen B. Petersen,

and Gerardo D. Fidelio*

Cite This: Langmuir 2020, 36, 8056—8065

I: I Read Online

ACCESS |

[l Metrics & More |

Article Recommendations ‘

@ Supporting Information

ABSTRACT: We studied the surface properties of AS(1—40)
amyloid peptides mixed with 1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidyl-
choline (POPC) (liquid state) or 1,2-disteraoyl-phosphatidylcho-
line (DSPC) (solid state) phospholipids by using nanostructured
lipid/peptide films (Langmuir monolayers). Pure AfJ(1-40)
amyloid peptides form insoluble monolayers without forming
fibril-like structures. In a lipid environment [phospholipid/Af(1—
40) peptide mixtures], we observed that both miscibility and
stability of the films depend on the peptide content. At low Af(1—
40) amyloid peptide proportion (from 2.5 to 10% of peptide area
proportion), we observed the formation of a fibril-like structure
when mixed only with POPC lipids. The stability acquired by these
mixed films is within 20—35 mN-m™" compatible with the

}*. DSPC:AB(1-40) (97.5:2.5)
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equivalent surface pressure postulated for natural biomembranes. Fibrils are clearly evidenced directly from the monolayers by
using Brewster angle microscopy. The so-called nanostructured fibrils are thioflavin T positive when observed by fluorescence
microscopy. The amyloid fibril network at the surface was also evidenced by atomic force microscopy when the films are transferred
onto a mica support. A#(1—40) amyloid mixed with the solid DSPC lipid showed an immiscible behavior in all peptide proportions
without fibril formation. We postulated that the amyloid fibrillogenesis at the membrane can be dynamically nano-self-triggered at
the surface by the quality of the interfacial environment, that is, the physical state of the water—lipid interface and the relative

content of amyloid protein present at the interface.

B INTRODUCTION

Alzheimer disease (AD) is the most common neurodegener-
ative disease in older individuals. Although the major risk is the
age, the pathogenesis and degenerative processes are not well
known and it can be undetectable a decade before the
symptoms become noticeable." However, in postmortem tissue
samples, AD is characterized by two neuropathological lesions
found in the brain, neuritic plaques accompanied of an
extracellular insoluble core of amyloid peptides (Af peptides)
and intracellular filamentous aggregates of phosphorylate tau
proteins denominated neurofibrillary tangles."”

It is known that the Af peptides (of 1—40 and 1—42 residue
lengths) are generated from the proteolytic (mis)processing of
the amyloid precursor protein (APP) by two different modes:
the nonamyloidogenic and the amyloidogenic pathways."”” In
the nonamyloidogenic pathway, APP is sequentially cleaved by
a- and y-secretases and endocytosed, resulting in an endosomal
production of nonamyloidogenic P3 peptide. The amyloido-
genic pathway is characterized by the (over)production of
insoluble and neurotoxic Aff fragments (1—40 and 1—42) from
the cleavage of APP by - and y-secretase, resulting in the
formation of Af oligomers which are the precursors of the

© 2020 American Chemical Society
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aggregate plaques.” This vision is known as the consensus /3
amyloid hypothesis.'

The proteolytic process of APP to generate Af peptides is
necessarily associated with the membrane environment;
however, the implication of the membrane lipids in the early
events of pathological aggregates has been neglected or rather,
it has been given a more passive role. In this connection,
membrane raft (or its more accurately definition as transient
lipid nanodomains)® has been implicated in the Af
accumulation and AD.*™

1-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine (POPC) is a piv-
otal lipid in natural membranes because of its importance in
the structure and function of cellular membranes.” POPC is
the most abundant phospholipid in brain compared to the rest
of phospholipids.” It has been reported that the phospholipid
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Figure 1. Surface behavior of Af(1—40) peptide in mixed films. 7—area isotherms for (A) POPC/peptide or (C) DSPC/peptide mixtures and their
respective BAM images (B,D) obtained at 10 mN-m™" in pure films or the mixture at the indicate lipid—amyloid percentage of PAP (showed in the
inset). The corresponding lipid/peptide mole fraction proportion for POPC/AfS(1—40) peptide for each isotherm was 1:0; 0.995:0.005;
0.952:0.047; 0.835:0.164; 0.558:0.441; 0:1. The corresponding lipid/peptide mole fraction proportion for DSPC/Af(1—40) peptide for each
isotherm was 1:0; 0.997:0.003; 0.971:0.029; 0.892:0.108; 0.674:0.326; 0:1. At the POPC/AB(1—40) mixture at 97.5:2.5 of PAP, the mixed film
shows fibril-like structures (picture B-2), but the picture B-3 at 80:20 of PAP shows domains, indicative of a different immiscibility behavior.
Conversely, DSPC/Af(1—40) mixtures at the same PAP proportions showed a different behavior (solid—solid immiscibility at all proportions, see
the text). MMA: mean molecular areas of the mixed film were calculated, as indicated in the Experimental Section. The solid bar in the pictures
represents 20 um. A greater detail of the profile of 7—A isotherms at low AB(1—40) peptide content can be seen in Figure S1.

level in brain decreases with age by almost 50% between age 40
and 100 years.'’ This apparent “physiological” change with age
has induced some authors to suggest that the decrease of
phospholipid levels in brain could be related to AD,’
specifically POPC.'"'? Furthermore, from studies in CSF
(cerebrospinal fluid), which is the most informative sample for
monitoring the pathological processes in brain, it has been
suggested that an increase in POPC hydrolysis could be
associated with AD."

APP is a transmembrane protein; thus, the proper
interaction with membrane phospholipids or a nonleakage
processing of A peptides would contribute to the normal
homeostasis in brain. According to the Af amyloid hypothesis,
the nonphysiological accumulation of Af peptides would
trigger early oligomerization and neuronal injury and further
dissemination of AD.' Therefore, taking into account that
phospholipids provide an optimal environment to the
membrane protein function and contribute to the normal
neuronal ionic homeostasis, many authors have focused their
studies to the interaction of Ap peptides and derivatives with
lipids using membrane model systems. Particularly, the
electrostatic interaction of 25—35 segments of Af peptide
with negatively charged phospholipid vesicles'* and the
complete Af(1—40) sequence with anionic lipid monolayers
has been reported.

8057

Langmuir monolayers at the air—water interface are a proper
technique to study the interfacial behavior of film-forming
peptides mixed with lipids. The potential of this approach to
study the surface properties of A# amyloid peptides has been
highlighted by Leblanc and co-workers.'® Langmuir mono-
layers allow manipulating the lipid/peptide mole ratio, the
amount of the percentage of peptide area proportion (PAP),
the physical state of the lipid, and the degree of lateral
compactness in a confined environment, mimicking a bio-
logical membrane interface. Af peptide (either 1—40 or 1—42)
is part of the anchoring membrane domain of APP and is very
hydrophobic. We have previously described that Af(1—42)
forms insoluble monolayers at the air—water interface with a
lateral stability of around 30 mN'm™" and a molecular area at
maximal packing of around 2.5 nm?/molecule.’” In the
previous report, using giant unilamellar vesicles (GUVs), we
described the strong interaction of Af(1—42) with GUVs
provoking both (i) the reduction of lateral membrane cohesive
forces and (ii) the breaking of transbilayer gradient causing a
time-dependent release of small and large solutes loaded in the
liposomes."”

More recently, we reported that pure Af peptides, under the
condition that had been proved to form stable and structured
f-sheet monomolecular layers at air—water interface, present a
peculiar high elastic shear modulus when compared to pure a-

https://dx.doi.org/10.1021/acs.langmuir.0c00468
Langmuir 2020, 36, 8056—8065
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Figure 2. Phospholipid/Af(1—40) peptide miscibility phase diagram. Upper part: phase diagram for DSPC/Af(1—40) mixtures showing lateral
immiscibility; left: MMA vs mole fraction taken at 10 mN-m™; right: first collapsing point in the 7—area isotherm. Lower part: Phase diagram for
POPC/AS(1—40) mixtures. Left: MMA vs mole fraction taken at 10 mN-m™; right: first collapsing point in the 7—area isotherm. The POPC/
Ap(1—40) mixture has a complex miscibility behavior. Here, we included an additional mixture (90:10) for a more complete description of mixing
analysis. At POPC/Af(1—40) mixed at (80:20) and (50:50) of PAP proportions the mixture shows lateral immiscibility behavior. At lower Aj
peptide proportion, the mixture shows partial miscibility behavior in which the first collapsing point corresponds to the protein-enriched phase at a
value above that observed for pure amyloid (see Figures 1 and SI1 for more details). Transition pressure means the first discontinuity point
calculated by second derivative of 7—area isotherm with respect to area. At intermediate peptide proportions, we also observed a second transition
pressure (collapsing point) related to the lipid-enriched phase (see the Experimental Section and Figure S2). The straight black line in the left
upper and lower parts corresponds to the ideal molecular area (see the Experimental Section for more details).

helix Iytic melittin peptides.'® A similar behavior was recently
reported for the adsorption of the intrinsically disordered C-
terminal of the Hendra virus nucleoprotein (N, ) to the air—
water interface.'’

In the present work, we show that the AB(1—40) amyloid
peptide forms a fibril-like structure at a particular range of
lipid/Af peptide proportion when the mixed surface is
dominated by POPC. Certainly, between 2.5 and 10% of Af
amyloid PAP, the fibril-like structure can be evidenced by
thioflavin T (ThT) fluorescence, Brewster angle microscopy
(BAM), and atomic force microscopy (AFM). The surface
peptide area contribution relative to lipid, PAP, is important
when the film-forming molecules have very dissimilar
individual molecular areas.”” Percentage of PAP can be
calculated from the individual data according to PAP
100(npAp/ (1 A;, + npAp)), where np and n; are the moles of
peptides and lipids in the mixture and Ap and A; are the
individual molecular areas of peptides and lipids, respectively.
In addition, we also demonstrate that the fibrillogenesis effect
induced by POPC at the air—water interface is sensitive to the
physical state of phospholipid because the mixing behavior of
AP peptide with 1,2-disteraoyl-phosphatidylcholine (DSPC), a
lipid in the solid state at room temperature (liquid condensed
state in Langmuir monolayer words), shows lateral immisci-
bility with no fibril formation. The interfacial conditions in
which the more natural POPC/Af amyloid peptide mixture
induces fibril-like structures strongly depend on lipid/peptide
proportion, and it was observable only at low A amyloid
proportion.
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B RESULTS

Surface Properties of Af(1—40) in POPC or DSPC
Mixed Films. z—Area Isotherms and BAM Analysis. The
formation of an insoluble monolayer of many amphiphilic
molecules can occur at the air—water interface.”’ By using a
Langmuir trough, the compression of the insoluble monolayer
is possible by imposing a movable barrier to generate surface
pressure (7)—area isotherms. Surface pressure defined as 7 =
Yo — 7 is the difference between the pure interfacial tension of
water (y,) and the surface tension of amphiphilic covered
surface (y) that depends on lateral packing, surface
concentration, and miscibility behavior of the compo-
nents.”' ~>* A modern view of the origin of the 7z value has
been related to the changes of surface water activity at the
interfacial region.”

According to our previous results, both Af(1—42) or the
two residues shorter AB(1—40) have almost identical behavior
in monolayers at the air—water interface.'”'® Pure A peptides
form insoluble monolayers at the air—water interface with a
maximal lateral stability of around 30 mN-m™" and a limiting
molecular area at maximal packing of around 2.5 nm?/
molecule (Figure 1). The maximal stability of pure Af peptide
monolayers is in between the stability acquired by the Iytic
amphiphilic melittin peptide (~19 mN-m™') and pure
phospholipids in liquid-expanded state (~40 mN-m~!).°
Pure Af(1—40) peptide films behave as a typical solid films
with a very peculiar high rheological property.'® The BAM
imaging of pure A(1—40) films is homogeneous with neither
observable fibril-like structure (Figure 1), as we have observed
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previously,'® nor sensitivity to the ThT fluorescent probe (see
below and Figure 4).

We studied the surface mixing behavior of AS(1—40)
peptides with two phospholipids differing in their physical state
at room temperature (23 °C). POPC has a completed liquid-
expanded isotherm (Figures 1A and S1). On the contrary,
DSPC behaves as completely liquid-condensed isotherm at air/
NaCl 145 mM subphase (Figure 1C). An expanded figure on
the x-axis to appreciate the isotherms in greater detail can be
seen in Figure S1 of the Supporting Information. To observe
the influence of Af peptide proportions in the mixture, we
have used the following percent of PAP: 97.5:2.5, 80:20, 50:50,
and 20:80 calculated, as indicated above. Each value of PAP
corresponds to a relative high mole fraction of POPC of 0.995;
0.952; 0.835; and 0.558, respectively (see Figure 1), because of
the dissimilar molecular areas of the phospholipid compared
with Af(1—40) peptides. This is an important concept to take
into account when mixing proteins with lipids in Langmuir
monolayers because they have great differences in the
individual molecular areas; therefore, a small mole fraction of
any protein would correspond to a significant high total surface
area occupied, therefore, influencing the surface behavior of
the mixture.””*® AB(1—40) peptides mixed with the more solid
DSPC phospholipid did not form a fibril-like structure
regardless of the amyloid proportion. All of the DSPC/
amyloid mixtures show solid—solid immiscibility with a first
collapsing point similar to the value found for a pure peptide
(Figures 1C and 2 upper part and Figure S1). The BAM
pattern is compatible with solid phases without the formation
of fibril-like structures. Figure 1D shows the 7—A isotherms
with the corresponding BAM images taken at 10 mN-m™". At
this lateral packing (10 mN-m™"), the molecular area of AB(1—
40) peptide of 3.92 nm*molec™" (see Figure 1) is higher than
POPC (0.94nm?) or DSPC (0.52 nm*molec™); thus, the
mixed isotherms move toward greater molecular area values as
the mole fraction of the amyloid peptide increases.

The miscibility behavior with POPC is completely different.
Mixed films of POPC/amyloid at 97.5:2.5 of PAP form an
observable fibril-like structure (see Figure 1B, picture 2). It is
important to note that this proportion of PAP corresponds to a
mole fraction of amyloid of 0.005. We found this particular
behavior with POPC at around this proportion. At this
proportion, the fibril-like structures are ThT positive (see and
Figure 4). If the Af(1—40) peptide proportion is increased
more than 10% of PAP, corresponding to a peptide mole
fraction of 0.021, the fibril-like structures disappear and the
ThT analysis becomes negative.

In mixed interfaces, the profile and behavior of z—area
isotherms allow us to experimentally build the phase
diagram,”” see Figure 2. For DSPC/Af peptide mixtures, we
found a typical solid—solid immiscibility. For these mixtures,
the first collapsing point (first discontinuity in the z—area
isotherm, see Figure S2) is compatible with the protein phase
and appears independent of the AS(1—40) proportion,
indicating solid—solid immiscibility”" at all peptide proportions
(see Figure 2 upper part).

For POPC/Ap peptide mixtures, the miscibility behavior is
more complex. At low Af peptide mixtures (less than 10% of
PAP or less than 0.03 of peptide mole fraction), the surface
miscibility analysis suggests that the mixed POPC/Af(1—40)
films are miscible where the first collapsing point has an
intermediate value in between the pure POPC or pure Af(1—
40) peptide, with the concomitant formation of fibril-like
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structures observable by AFM (Figure 1), and becomes ThT
positive (Figure 4). At greater A peptide proportion, the
miscibility behavior is almost ideal (Figure 2 lower part).
The complexity of POPC/Ap peptide mixed behavior can be
appreciated from a more perusal BAM analysis. In other to
ascertain the complexity of BAM analysis, we have determined
the variation of BAM reflectivity upon film compression for
POPC/Ap(1—40) mixtures. From the analysis, we were able to
discriminate into three well-defined patterns of reflectivity (see
Figure 3A highlighted with different colors). The high
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Figure 3. BAM reflectivity analysis of mixed POPC/Af(1—40) films.
(A) Reflectivity values indicating the three distinguishable (and
measurable) regions in BAM intensity from POPC/AS(1—40)
mixtures indicated with three different colors. Low values are close
to pure POPC lipid (black); high reflectivity range values were similar
to pure AS(1—40) peptides (magenta); and intermediate reflectivity
values correspond to fibril-like structures or protein-enriched phases
(light green). The inset shows the origin of the data indicating the
PAP and the zone where the plotted values of reflectivity were taken.
(B) Relativity percentage increment of fibril-like formation as surface
pressure increases at POPC/AB(1—40) at 97.5:2.5 of PAP
proportion; left inset: picture of fibril-like structures taken at low
surface pressure, right inset: picture of fibril-like structures taken at
high surface pressure. The percentage of relative fibril content in (B)
was calculated for each photograph in digital form between an all-
black state (0%) and all bright in the grayscale (100%) by using Fiji
Image] software. (C) BAM reflectivity values of pure POPC, pure
AB(1-40), and at different POPC/Af(1—40) proportions taken at
the distinguishable domains at 15 mN-m™".
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reflectivity values correspond to pure AS(1—40) peptides
(pure peptide phase), low reflectivity values are similar to those
found for pure POPC lipids (pure lipid phase), and the third
ones with intermediate reflectivity values are attributable to a
more protein-enriched mixed phase including the fibril phase
formation. POPC/Af(1—40) at PAP proportions of 97.5:2.5,
80:20, and 20:80, the mixed film domains, have intermediate
reflectivity values (Figure 3A). At both extremes, pure POPC
or pure Af(1—40) peptide films, we have the limits of low and
high reflectivity values, respectively. At 97.5:2.5 of PAP
(corresponding to a A} peptide mole fraction of 0.005), we
found the typical fibril-like phase (Figure 3B).

At this particular proportion, the fibril structure grows as the
surface pressure increases until almost duplicating the relative
domains of fibril-like structures (see Figure 3B). As Af peptide
proportion increases up to a PAP greater than 20% (above 0.1
of amyloid mole fraction), the mixed films appear with
intermediate reflectivity values but no fibril-like structures were
detected, and we also observed pure protein domains with high
reflectivity. At above 50% of PAP (0.047 of amyloid mole
fraction), the mixed surface behaves as pure protein (Figure
3C).

ThT and AFM Analysis of Mixed POPC/Af(1-40)
Films. It is well known that the ThT probe has particular
fluorescent properties when interacting with fibril-like amyloids
in solution”>*” or at surfaces by using total internal reflection
fluorescence microscopy (FM).”” We have adapted a method
to transfer the mixed monolayer to mica support followed of an
incubation with a drop of ThT for 10 min and the direct
observation by FM (see Experimental Section). We have
routinely used this methodology to check if the fibril-like
structures observed by BAM of POPC/AfS(1—40) films at
97.5:2.5 of PAP are ThT positive. Transferred monolayers, in
this proportion, show a fluorescence intensity pattern
resembling a fibril-like structure (Figure 4B). We have checked
that transferred monolayers of either pure A(1—40) or POPC
were ThT negative (Figure 4B). We have quantified the
fluorescence intensity of the ThT positive pattern of the fibril-
like structure induced by POPC in comparison with the using
negative controls (pure lipid and pure peptide, see Figure 4A).
We have used fibrils of a-synuclein formed in bulk condition as
positive control to check the ThT interaction in a condition
similar to that we used in transferred films (see Figure 4B).

B DISCUSSION

Any hypothesis about the intimate molecular mechanism of
amyloid formation in AD should be based on physiological
conditions. The cosolvent effect, higher temperature, or long-
period of shaken or combinations of some of them are no
normal constraints to trigger amyloid formation in brain. Most
of authors converged that the (mis)processing and accumu-
lation of Af peptides is initiated at the membrane environ-
ment." Recently, the strong interrelationship between lipids
and amyloid formation by either the membrane as the
promoter of amyloid aggregation or self-assembled forming
co-aggregates with lipids that may disturb cell homeostasis has
been highlighted.E’1 Both Af peptides (1—40) and (1—42) are
strongly hydrophobic and they correspond to the trans-
membrane segment of the APP protein.' Both Af peptides are
able to form insoluble and stable monomolecular layers at the
air—water interface as membrane lipids do, with a relative high
lateral stability.'””'® Previously, we also demonstrated that Af
peptide is able to puncture bilayer membranes when the
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Figure 4. ThT confirmation and AFM observation of amyloid AB(1—
40) fibrils induced by POPC at the air—water interface. (A)
Fluorescence intensity values of transferred films from Langmuir
trough (compressed to 20 mN-m™') to the solid support after ThT
incubation. ThT controls: transferred pure Af(1—40) peptide film,
transferred pure POPC film; the average intensity of all fluorescence
signals without imaging processing is shown. (B) Fluorescence images
of negative controls and the fibril-like structure of POPC/AS(1—40)
mixed at 97.5:2.5 of PAP compressed up to 20 mN-m~"' and then
transferred to the mica support. Positive control of a@-synuclein
formed in bulk condition and transferred to a solid support and
incubated with ThT for FM observation. In the lower right corner, the
white bar represents 20 ym. (C) AFM topography imaging from
mixed POPC/AS(1—40) at 97.5:2.5 of PAP proportion, compressed
up to 20 mN-m™" and then transferred to the mica support; in the
inset, the periodicity of the fibril-like structure along of 2 m length is
shown (see the big white bar). It is worthy to note that the image of
AFM is 4 X 4 ym, whereas the BAM image is 200 X 250 ym (see the
Experimental Section for more details).

amyloid peptide is externally added to giant liposomes
(GUVs)."” However, in this previous report, we advanced
that the lipid/Af peptide miscibility was complex with a great
tendency of lateral immiscibility behavior."” It is recognized
that A amyloid peftides form p-sheet structure at the air—
water interface.”” " Depending on the experimental system
used, Jiang and co-workers suggested that the structuring in f-
sheet conformation may obey a certain pathway with
distinguishable intermediates either at the air—water interface,
unordered monomer (bulk) — a-helix (sublayer) — f-sheet
(interface),™ or in bulk conditions, amorphous monomer
(bulk) — colloid-like aggregates (bulk) — ordered f-sheet
oligomers (bulk) — fibrils (bulk).*

The Af peptide/lipid miscibility in Langmuir monolayers
did not follow the rule similar to other very hydrophobic f-
sheet peptides. Indeed, very hydrophobic signal sequence
peptides mix quite well with lipids regardless of the lipid
phase.”” Another characteristic of pure Af amyloid peptide
monolayers is its high rheological shear stress at the surface
behaving as a two-dimensional solid network with a very low
interfacial diffusion coefficient (D ~ 0.005 ym?*s™) similar to
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or lower than liquid-condensed lipids.'® In the present report,
we confirm our previous study that pure Af amyloid peptide
monolayers in this solid network did not form fibril-like
structures'® nor they were sensitive to the ThT probe (Figure
4). The presence of nonsolvated liquid-condensed DSPC [a
double saturated acyl chain phospholipid that at monolayer
working temperature (23 °C) is below its critical transition
temperature (54.9 °C)]*® does not promote fibrillation
keeping the solid network of A amyloid peptide and shows
a solid—solid immiscibility behavior at all DSPC/Ap peptide
proportions (Figure 1). POPC is the main phospholipid
constituent of membrane lipids in brain”” with a fully liquid-
expanded character at air—water interface’ and a critical
transition temperature of —3.7 °C.*° The introduction of
POPC, a more physiological fluid lipid partner at the interface,
acts as an inductor of fibril-like structures (see Figures 1B and
3B). This particular and well-characterized behavior is only
observed at 2.5—-10% of PAP, a small range of A peptide
proportion equivalent to 0.005—-0.01 of AS(1—40) mole
fraction in the mixture (Figure 1B). The extent of fibril
formation was surface pressure dependent reaching an
important and well-defined noncovalent network at 20—30
mN-m™" (Figure 3B), a lateral pressure equivalent to bilayer
and compatible with membranes.*' It is important to note that
in our experimental conditions, the fibril-like structures that
formed as a consequence of the interfacial conditions of
peptide proportion, type of lipid, and packing are ThT positive
(see Figure 4B). It is widely accepted that the particular
reactivity of the fluorescent probe ThT with fibrils is one of the
requirements that an aggregate must meet to be considered
amyloid.”” In our experimental condition, the ThT-positive
amyloid fibrillogenesis only requires 2—5 min of spreading
over a physiological saline subphase (NaCl 145 mM at 23 °C),
mixed with a normal membrane phospholipid constituent and
compressed to an equivalent membrane surface pressure.
Therefore, any extreme condition nor artificial co-solvent, high
temperature, strong agitation, or long period of incubation
time for triggering irreversible amyloid fibrillation was not
necessary. It was previously reported that the presence of the
lipid-free air—water interface accelerates the formation of
amyloids either in A or in a-synuclein peptides.””** Thus, the
required conditions of high bulk concentration, agitation, or
long period of incubation time are quite different to those
assayed by us. Our approach introduces a more realistic
membrane model system with only the presence of a common
and natural phospholipid constituent of membranes.

From adsorption experiments, it has been reported that the
AB(1—40) peptide interacts with the negatively charged polar
head groups of POPG/POPC monolayers throughout electro-
static interactions, but with no further penetration into the
lipid interface. The interpretation was that the charged surface
is acting as local seeding and the 8 sheet or a-helix content
depends on the lipid/peptide mole ratio.** Furthermore,
substances that inhibited the state of membrane charges
inhibited the toxicity of AB(1—40) peptide.” However, the
experimental conditions assayed were far to “mimic” a
physiological membrane environment because a low ionic
strength and high POPG/POPC ratios were employed.
However, these results are keeping with ours because the
authors remarked that A(1—40) peptide toxicity is mediated
by nonspecific physicochemical interactions at the membrane
interface. Therefore, all of the data would converge to the
concept of highlighting that it is possible that a given particular
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condition of the membrane has a more active and harmful role
in inducing toxic # amyloid fibrillogenesis.

In our hands, even though Ap peptides form insoluble and
reproducible monolayers,'”'® they do not get along with
phospholipids. As we have shown, mixed with the solid DSPC,
Ap(1—40) peptide shows immiscibility at all lipid/peptide
proportions. This solid—solid lipid/peptide immiscibility in
monolayers may be attributable to the strong f-sheet network
of Af peptide at the interface kee}l)ing with a low interfacial
solvation and high shear rheology. 8 Here, we demonstrated
that this strong S-sheet network of pure Af peptide at the
interface is ThT negative and does not form a fibril-like
structure searched either by BAM or AFM. The interfacial
protein concentration in a monolayer at lateral packing
compatible with biomembranes (20—30 mN-m™") is surpris-
ingly high. Taking into account that the molecular area of
AB(1—40) peptides at 25 mN-m™' is about 3 nm?® and
assuming an interfacial thickness of around 2 nm (taken into
account the average thickness of AFM image, see Figure 4), it
gives a mean surface molecular volume of 6.000 nm’; the real
protein surface concentration of a pure Af peptide monolayer
would reach the huge value of around 0.26 M. This surface
concentration corresponds to a protein density of around 1.15
g-cm™>, that is about the 80% of the reported value for protein
density (around 1.35 g-cm™>).*° This is indicating that the
local low solvation and high protein concentration of AB(1—
40) peptide at the interface is not enough to form amyloid
fibrils. To trigger amyloid formation at the interface, the joint
action of a phospholipid in the liquid state is necessary. We
obtained partial miscibility when we introduced POPC as lipid
partner in the mixed interface. At POPC/AB(1—40) 97.5:2.5
of PAP (meaning that Af} peptide contributes with a 2.5% of
the total area available of the mixed lipid/protein interface), we
clearly see the ThT-positive fibril-like structure. At this
particular proportion, we observed slight repulsive interactions
according to the miscibility analysis (MMA above to ideal
mixed area, Figure 2 lower part). This is keeping with the
different BAM reflectivity found for fibril-like structure
compared to pure protein, indicating that a change in Ap
peptide conformation is induced by the liquid-expanded
environment of POPC. It is noteworthy that this effect
occurred when Af peptide is surface diluted by the presence of
a higher hydrated polar head group of POPC lipid when
compared to more solid DSPC lipid. The level of interfacial
hydration of phospholipids in different physical states in
monolayers was already reported by Brewer et al. by using the
properties of fluorescence relaxation of LAURDAN."" For
liquid expanded interfaces (above phase transition of the
phospholipid), the value of LAURDAN GP is around —0.3,
whereas for phospholipid in liquid condensed state, the value
of LAURDAN GP is near to 0.5."' If we combine these values
with the interfacial water activity for liquid expanded
phospholipid interfaces proposed by Damodaran,”® the
equivalent water activity of our amyloid trigger condition
would be around to 0.3, whereas it is expected to be close to 0
for solid phospholipid interfaces. The highly nonsolvated
interface of the liquid-condensed phospholipid is not enough
to break off the solid arrangement of the Af peptide. A more
hydrated phospholipid interface (in liquid state) triggers the
Ap peptide conformation to form fibril-like structures with
both the typical ThT-positive characteristic and a compatible
AFM topography imaging. The hypothesis that the state of
interfacial water activity may modulate the formation of fibril-
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Figure 5. Modeling the fibril-like structure formed by Af(1—40) peptides imposed by POPC interfacial conditions. (A) (Left panel) BAM imaging
obtained at POPC/AS(1—40) (97.5:2.5 of PAP) showing the interconnected fibril-like structure (higher reflectivity) confining the more enriched
POPC phase (lower reflectivity); (right panel) zoom in on the black dot-line square showing details, the transverse red line denotes the pass of the
relative thickness plotted in (C) in black line. (B) Three-dimensional representation using the FIJI program showing the relative thickness along
the A imaging with false colors, the green color is the maximum height, whereas the yellow color is the minimum. (C) Cartoon view of a possible
model of the fibril-like structure formed by lipid-rich coassemblies with AB(1—40) peptides in fibril structures keeping the relative thickness of the

above zoom-in imaging (aprox.12 ym length X 0.2 ym height).

like structure in a liquid-expanded lipid environment is in
keeping with the increment of fibrils structure upon film
compression, as it is shown in Figure 3B. Indeed, for this type
of liquid-expanded phospholipid interface, LAURDAN GP
goes from —0.55 to —0.3 with a change in the equivalent
interfacial water activity from 0.9 to around 0.3 when the film
is compressed from 2 to 20 mN-m~.>**" However, at this
point, it is necessary to be rigorous and it will be necessary to
measure the degree of LAURDAN fluorescence in mixed Ap-
amyloid/lipid Langmuir films, that have not been done yet. We
have obtained similar results with 1, 2-dimyristoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine, a shorter saturated fatty acid phospholipid
with a liquid-expanded property equivalent to POPC (data no
shown), indicating that the physical state of the phospholipid is
critical for Af peptide fibrillation. In keeping with these data, a
greater binding affinity of Af(1—42) peptide for liquid
disordered Ly membranes than for liquid ordered L,
environment was reported.”” We try to model a 2D lipid/Ap
peptide organization model in its fibril-like state in accordance
with the obtained data (see Figure 5). The fibril-like structures
at the interface show intermediate values in BAM reflectivity
which it is associated with the refractive index changes on the
monolayer. These intermediate values of BAM reflectivity are
in between the pure POPC (low values) and high values of the
solid arrangement of pure Af peptide (see Figure 3).
Probably, the interfacial conditions imposed by the liquid
hydrated POPC gives an adequate environment to promote
the formation of fibril-like structures of AB(1—40) peptide in
which the lipid is taking part in the enriched fibril-like phase
with a distinguishable intermediate collapsing point in the
interface (see the value of collapsing point of this “intermediate
phase” corresponding to the red point in Figure 2 lower part
right side, of 32 mN-m™" and the BAM picture 2 of Figure 1B).
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This fibril-like phase has a lateral stability lower than pure
POPC of around 40 mN-m™".

It is well known that the Af amyloid peptides affect the
membrane integrity;'’ however the intimate molecular
mechanism of membrane disruption or fibril promotion at
membranes is not clear yet.”' The presence of membranes
leading to amyloid peptide aggregation has been proposed by
other authors either for Af peptides*™*” or for a-synuclein.”
By using molecular dynamics, the importance of “surface
quality” of membrane bilayers in Af amyloid binding and
fibrillation was already postulated.”” The effective participation
of phosphatidylcholine in the fibrillation process is supported
by the fact that this lipid is found in amyloid fibril deposits in
pathologic AD plaques or in Parkinson’s disease.”’ ™" Taking
into account the well-probed observation about the active
participation of phospholipids in amyloid fibrillogenesis, our
experimental pieces of evidence are giving strong biophysical
support to the active role of organized phospholipids in the
formation of irreversible fibril-like structures in a membrane
environment.

B CONCLUSIONS

Nano-organized liquid-expanded POPC in lipid monolayers
triggers the fibril-like formation structures of AfS(1—40)
peptide at the interface at low PAP. BAM imaging clearly
showed protruding fibril structures that are ThT positive and
were well visualized by AFM when the nanoarrangements are
transferred to a mica support. On the contrary, when the
partner lipid of A(1—40) peptides at the surface was the solid
DSPC, the amyloid peptide maintains its two-dimensional
array and its immiscible lateral behavior without forming
amyloid fibrils. The amyloid fibrillation at the interface can be
dynamically modulated by the quality of the lipid-phase
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environment, the protein area proportion, and the lateral

packing.

B EXPERIMENTAL SECTION

Reagents. Af(1-40) (D'AEFRHDSGYEVHHQKLVEFA-
EDVG*SNKGAIIGLM*VGGVV*) were purchased from Bachem
AG (www.bachem.com). The subphase was NaCl 145 mM. Water
was obtained from a Milli-Q system (Millipore, USA) with a
conductivity less than 0.085 uS-cm™" and a surface tension of 72 mN-
m~". NaCl from Merck (Gottingen, Germany) was roasted in an
appropriate oven at 400—450 °C for at least 4 h to eliminate small
amounts of surfactant impurities. 1-Pamitoyl-2-oleoyl-phosphatidyl-
choline (POPC) and 1,2-disteraoyl-phosphatidylcholine (DSPC)
were purchased from Avanti Polar Lipids, USA. Dimethyl sulfoxide
(DMSO) and chloroform were from Merck, Gottingen, Germany.

Peptide and Lipid Monolayer Formation and Compression
n—Area Isotherms. Langmuir monolayer experiments were
performed at 23 + 0.5 °C. The Langmuir monolayer room was
kept at constant temperature with the help of a continuous working
individual roof-top air conditioning. Peptide monolayers were formed
using a 180 mL volume Langmuir trough. The subphase was
unbuffered NaCl 145 mM, pH 5.6. All of the settings were described
previously.'”'® A peptide and lipids were dissolved in pure DMSO
and chloroform, respectively, into stock solutions of about 10 mM.
Individual diluted working solutions were freshly prepared to ~1 uM.
Phospholipids were dissolved in pure chloroform and AB(1—40) in
pure DMSO. For mixed monolayers, peptide and lipids were
premixed in solution at the desired proportion just before to perform
the experiment. The solution (15—30 uL) was directly spread onto
the subphase interface. The surface pressure was determined with a Pt
plate using the Wilhelmy method. The continuous symmetric
compression was through the automatic simultaneous movement of
both barriers that confine the film. The total film area was
continuously recorded using trough and software provided by KSV
Instruments Ltd. The usual compression rate used was adjusted at 10
mm*min~!, lower barrier speeds were also checked without altering
the results. Monolayers formed by pure proteins of their mixtures with
lipids usually have a slow collapsing transition process, giving a
nonabruptly discontinuity in the 7—area isotherms even at the slower
compression speed. For this reason, we have shown that the
collapsing point or transition pressure of all isotherms shown in
Figure 2 is the first discontinuity taken from the second derivative of
the m—area isotherm (Figure S2). These mathematically calculated
values are lower than the first discontinuities observable at first sight
in 7—area isotherms in Figure 1. Before compression, the spread films
were allowed to be equilibrated by 2—3 min. MMA or the average
experimental area per molecule is the available surface area divided by
the amount of spread molecules at the interface, according to MMA=
(Ay/ny + np), where A is the total available surface area of the trough
and n is the amount of lipid n; or protein np molecules or their
mixtures ny, + np spread onto A,. A, is automatically calculated by the
appropriate software that takes into account the barrier speed and the
size of the available surface trough area upon compression. Ajy, is
proportional to mole fraction and individual molecular area of the
pure components of the mixed monolayer at a defined surface
pressure 7 according to Ay = (A Xy + ApXp),, where Ay and Ap are
the individual molecular areas and X; and X, the mole fractions of
pure lipid and protein, respectively. MMA is the average of at least 4/
5 independent determinations with its corresponding standard
deviation. The behavior of mixed lipid/peptide monolayers was
analyzed by comparing the experimental curves (MMA vs ) with the
theoretical isotherms (A;q.y vs 7) for the corresponding films in which
no interactions between the molecules are assumed. In a non-
interacting behavior, MMA value tends to be close to Ag.y (ideal
mixing behavior).””>! Also, the miscibility/immiscibility of the mixed
interface was determined according to the surface phase rule.”'

Brewster Angle Microscopy. Monolayers were spread over a
Langmuir film balance, as described above, and the films were directly
observed along all 7—area isotherm using a BAM coupled to an EP3
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Imaging Ellipsometer equipment (Accurion, Gottingen, Germany)
with a 20X objective (Nikon, Japan, NA 0.35). For each imaging
acquisition, the monolayer was compressed by forward compression
steps of 5 mN-m™". During imaging acquisition (5—20 s), the lateral
pressure did not exhibit any detectable variation. Three to five images
were sequentially taken for each surface pressure, in order to have
pictures of different regions of the same monolayer. Results obtained
with BAM were compared with the images obtained by using AFM
and FM.

Transferred Experiments for AFM and FM. Compressed
monolayers up to a desired surface pressure were transferred to
mica support (Nano-Tec V-1 grade Muscovite of 10 mm diameter
and 0.15—0.21 mm thickness, from Innovative Microscopy Suppliers,
Argentina); the mica support is packed in several layers which were
used by removing one layer per experiment. The mica face was rinsed
with distilled water before transferring the surface material. Langmuir
monolayers were then transferred to the support by dipping the mica,
oriented perpendicular to the trough previously submerged, at the
smallest speed (1 mm-min~') and keeping the surface pressure
constant with a surface barostat coupled to the barriers of the
Langmuir trough. Before the transfer, the monolayer was allowed to
stabilize (~2 min). Each monolayer of either pure components or
their mixtures was first compressed up to 20 mN-m™' before
transferring to the mica support.

FM and Imaging Analysis. The fibril-like structures were
visualized by FM by adding a drop of aqueous freshly prepared 10
uM ThT probe to the transferred monolayer onto the mica support
and leaving to dry off for 5 min. Excitation wavelength was selected
with a cutting filter of 450 nm, and the emission was taken at 482 nm.
Negative controls were done: pure ThT, pure lipid, and pure Ap
peptide were subjected to the same procedure (Figure 4B). As a
positive control, we tested preformed fibrils of @-synuclein formed in
bulk condition according to Gallea and co-workers™ and treated in
the same way with ThT by using a glass coverslip (Figure 4B). The
images were acquired with an Axioplan Carl Zeiss (Germany)
fluorescence microscope equipped with an Olympus video camera
(USA). We used a 20X and 40X objectives. The imaging processing
and analysis were carried out using both Fiji and Pixinsight v. 1.8.6
software. Both programs allowed us to use some filters and 2D fast
Fourier transform to improve imaging resolution.

Atomic Force Microscopy. AFM measurements were performed
on a multimode atomic force microscope, SPM, Agilent Technology
5500, USA. We used the mica support as described above. It was used
in contact-mode scanning to measure the transferred Langmuir
monolayers of AB(1—40) peptide/lipid mixed monolayers and their
respective controls (pure POPC and pure Af(1—40) peptide). All of
the experiments were carried out at room temperature. Resolution
images of 512 X 512 pixels were collected at a scanning rate in
between 0.3 and 0.4 In-s™. The height and error-signal (vertical
deflection), friction, and topography images were taken simulta-
neously.
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