Inhibičný účinok fytoalexínov na amyloidnú agregáciu inzulínu
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Tvorba proteínových agregátov bohatých na β-štruktúrne motívy, označovaných ako amyloidné agregáty, je úzko spätá s viac ako dvadsiatimi ľudskými ochoreniami, ako napr. Alzheimerova, Parkinsonova, Creutzfeld- Jakobova choroba, diabetes mellitus typu II. Amyloidné depozity tvorené inzulínom sú pozorované u diabetických pacientov pri dlhodobej liečbe inzulínom v mieste podkožného vpichu [1]. Prítomnosť takýchto inzulínových agregátov môže mať toxický účinok na okolité bunky alebo iniciovať tvorbu amyloidných agregátov z iných proteínov. Z tohto hľadiska má prevencia tvorby amyloidných agregátov u pacientov liečených inzulínom významné postavenie.

Fytoalexíny sú malé antimikrobiálne sekundárne metabolity produkované rastlinami po expozícii biologickému, alebo fyzikálnemu stresu. Cieľom našej práce bolo preskúmať vplyv týchto látok na amyloidnú agregáciu inzulínu [2].
Študovali sme účinok fytoalexínov na tvorbu inzulínových amyloidných agregátov, ktoré je možné vytvoriť dvojhodinovou inkubáciou natívneho inzulínu v prítomnosti soli (100 mM NaCl), pH 1.6 pri teplote 65 °C za konštantného miešania (1200 rpm). Tvorba amyloidných agregátov bola sledovaná pomocou metódy viazania tioflavínu T (ThT), ktorého fluorescenčná intenzita je úmerná množstvu amyloidných agregátov. Primárnym skríningom sme testovali schopnosť študovaných fytoalexínov ovplyvňovať tvorbu amyloidných agregátov inzulínu. Inhibičná aktivita bola kvantifikovaná ako percentuálny podiel maximálnej ThT fluorescencie inzulínových agregátov bez prítomnosti fytoalexínov. Zistili sme, že najvyššiu schopnosť inhibovať tvorbu amyloidných agregátov mali benzakamalexín a cyklobrasinín (80 % a 75 % schopnosť inhibície. Inhibičná aktivita najefektívnejších fytoalexínov bola potvrdená aj elektrónovou mikroskopiou.

Identifikovali sme účinné inhibítory amyloidnej agregácie inzulínu s inhibičnou aktivitou pri nízkych mikromolárnych koncentráciách. Naše údaje naznačujú možné terapeutické použitie benzokamalexínu a cyklobrasinínu v prevencii amyloidnej agregácie inzulínu.
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