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Wykaz skrotow

Stosowane w tekscie skroty i symbole aminokwasOw oraz grup ochronnych sg
zgodne z zaleceniami ITUPAC-IUB Joint Commision on Biochemical Nomenclature,
Nomenclature and Symbolism for Amino Acids and Peptides, opublikowanymi w J. Biol.
Chem., 260, 14, 1985. Ogoélnie stosowane skroty i symbole sg zgodne z listg
zamieszczong w J. Org. Chem., 65, 21a, 2000 oraz J. Peptide Sci., 5, 465, 1999.

Pozostate skroty i symbole stosowane w pracy:
A1l — poliklonalne przeciwciato konformacyjne rozpoznajace formy oligomeryczne
ACN - acetonitryl

amyBpa — wariant amyliny z wprowadzong reszta Bpa w pozycji 15 zamiast naturalnie

wystepujacej tam fenyloalaniny
AMC - 7-amino-4-metylokumaryna

amyFITC — wariant amyliny z wprowadzong na N-koncu dodatkowa reszta B-alaniny oraz

fluoroforem FITC

amyNBD — wariant amyliny z wprowadzonym na N-koncu fluoroforem NBD
APF - protofibryle pierscieniowe (ang. annular protofibrils)

APP - biatko prekursorowe amyloidu (ang. Amyloid Precursor Protein)

Apo E - apolipoproteina E

APS - nadsiarczan amonu

ATP - adenozyno-5'-trifosforan

BACE- enzym rozszczepiajacy amyloid (ang. B-amyloid cleaving enzyme)
Bpa - p-benzoilo-L-fenyloalanina

BSA — surowicza albumina bydleca (ang. bovine serum albumin)

c-20S — proteasom 20S swobodnie krazacy w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej (ang.

circulating 20S)

CCA - kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy
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CD - dichroizm kotowy (ang. Circular Dichroism)

CE - elektroforeza kapilarna (ang. Capillary Electrophoresis)

ChT-L — aktywno$¢ chymotrypsynopodobna proteasomu

C-L — aktywno$¢ kaspazopodobna proteasomu

CPE - karboksypeptydaza E (ang. carboxypeptidase E)

cryo-EM - mikroskopia krioelektronowa (ang. cryo-Electron Microscopy)
CTR — receptor kalcytoniny (ang. calcitonin transmembrane receptor)
DHB - kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy

DIC - N,N’-diizopropylokarbodiimid

DIPEA - N,N-diizopropyloamina

DLS - dynamiczne rozpraszanie $wiatta (ang. Dynamic Light Scattering)
DMAP - 4-dimetyloaminopirydyna

DMEM - pozywka do hodowli komorek ssaczych (ang. Dulbecco's Modified Eagle
Medium)

DMF - dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DOL - stopien wyznakowania (ang. degree of labeling)

DSSO - bis(2,5-dioksopirolidyn-1-ylo)-3,3'-sulfinylodipropionian

DTNB - kwas 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoesowy

DTT - ditiotreitol

EC50 — polowa maksymalnego stezenia efektywnego

EDTA - wersenian disodowy

EPR - elektronowy rezonans paramagnetyczny (ang. Electron Paramagnetic Resonance)

Et,0 - eter dietylowy
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EV-20S — proteasom 20S zamkni¢ty w pecherzykach zewnatrzkomoérkowych (ang.

extracellular vesicles 20S)
EOF - przeptyw elektroosmotyczny (ang. electroosmotic flow)
FITC - 5-izotiocyjan fluoresceiny

FTIR — spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (ang. Fourier-transform

infrared spectroscopy)
Fmoc — grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa

HATU - heksafluorofosforan 1-[bis(dimetyloamino)metyleno]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-
b]pirydyniowy

HCOOH - kwas mréwkowy

HCTU - heksafluorofosforan O-(1H-6-chlorobenzotriazolo-1-ilo)-1,1,3,3-

tetrametylouroniowy

HEK293-T - linia embrionalnych komorek ludzkiej nerki zawierajacych antygen T SV40
(ang. human embryonic kidney 293T)

HEPES - kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetanosulfonowy
HFIP - 1,1,1,3,3,3-heksafluoropropan-2-ol
HOBL - 1-hydroksybenzotriazol

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high performance liquid

chromatography)

HSPG - proteoglikan siarczan heparanu

IAA - jodoacetamid

IAPP — amylina (ang. islet amyloid polypeptide)

IDE — enzym degradujacy insuling (ang. insulin degrading enzyme)

IDP - biatka wewng¢trznie nieuporzadkowane (ang. intrinsically disordered proteins)
IDR — region wewng¢trznie nieuporzagdkowany (ang. intrinsically disordered regions)

IFG — nieprawidtowa glikemia na czczo (ang. impaired fasting glycemia)
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IGT — uposledzona tolerancja glukozy (ang. impaired glucose tolerance)

Km — stata Michaelisa

LALS — niskokatowy detektor rozpraszania §wiatta (ang. Low-Angle Light Scattering)
LIF — detektor fluorescencji indukowanej laserem (ang. Laser Induced Fluorescence)
MeOH - metanol

MST - termoforeza mikroskalowa (ang. Microscale Thermophoresis)

MTT - bromek metylotiazolilodifenylotetrazoliowy

NADPH - zredukowana forma fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

(ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate)

NaPi — bufor fosforanowy o pH 7,4 zawierajacy 140 mM NaCl
NBD - 4-chloro-7-nitrobenzofurazan

NEP - neprylizyna

NHS - ester aktywny N-hydroksysukcynoimidowy

NMP - N-metylo-2-pirolidon

Oxyma — (hydroksyimino)cyjanooctan etylu

PBS - bufor fosforanowy z solg fizjologiczng

PC 1/3 - prohormon konwertazy 1/3

PC2 - prohormon konwertazy 2

PDA — detektor wykorzystujacy matryce fotodiodowa (ang. photo diode array)
PDI - polidysperysyjnos¢

PEG - polietylenoglikol

PICUP - rodzaj fotosieciowania niemodyfikowanych biatek (ang. photo-induced cross-

linking of unmodified proteins)

PVDF - fluorek poliwinylidenu
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RAMP — biatko modyfikujace aktywno$¢ receptora (ang. receptor activity modifying

protein)

RALS - detektor rozpraszania $§wiatla pod katem prostym (ang. Right-Angle Light
Scattering)

RI — detektor refraktometryczny (ang. refractive index)

RuBpy - chlorek tris(2,2'-bipirydylo)rutenu(II)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)
SAA — serum amyloidu A (ang. Serum Amyloid A)

SAP - serum amyloidu P (ang. Serum Amyloid P)

SDS - dodecylosiarczan sodu

SDS-PAGE - elektroforeza zelowa w warunkach denaturujacych

SEC — chromatografia wykluczenia (ang. Size Exclusion Chromatography)

SEM — warto$¢ btedu standardowego sredniej arytmetycznej (ang. standard error of the

mean)

SWATH - sekwencyjna akwizycja okienkowa widm fragmentacyjnych wszystkich
jonizujacych analitow (ang. Sequential Window Acquisition of All Theoretical Fragment-

Ion Spectra)
T1DM — cukrzyca typu 1 (ang. Type 1 Diabetes Mellitus)
T2DM — cukrzyca typu 2 (ang. Type 2 Diabetes Mellitus)

T-4157 — poliklonalne przeciwcialo rozpoznajace fragment sekwencji 25-37 ludzkiej

amyliny

TAPS - kwas [tris(hydroksymetylo)metyloamino]propanosulfonowy

TEM — transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron Microscopy)
TEMED - tetrametyloetylenodiamina

TFA - kwas trifluorooctowy

ThT — tioflawina T
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TIPS — triizopropylosilan
T-L — aktywno$¢ trypsynopodobna proteasomu

TRIC - zmiany intensywnosci fluorescencji zwigzane z temperatura (ang. Temperature-

Related Intensity Change)

TRICINE - N-[1,3-dihydroksyy-2-(hydroksymetylo)propan-2-ylo]glicyna

TRIS - 2-amino-2-(hydroksymetylo)-propano-1,3-diol

UFLC - ultraszybka chromatografia cieczowa (ang. Ultra-Fast Liquid Chromatography)

UHPLC — ultrawysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. Ultra-High Performance

Liquid Chromatography)

UPR - odpowiedz na niesfaldowane biatko (ang. Unfolding Protein Response)
UPS - system ubikwityna-proteasom (ang. Ubiquitin-Proteasome System)
Vmax — maksymalna szybko$¢ reakcji

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organisation)
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I Zatozenia i cel pracy

Postepujacy w ostatnich latach dynamiczny rozwoj tendencji do prowadzenia
niehigienicznego stylu zycia, obejmujacy swym zasi¢giem coraz wigksza populacje
ludzi, skutkuje szeregiem patologii. Alarmujace dane przedstawiane przez WHO
klasyfikuja obecnie pewne jednostki chorobowe, kiedy$ zwigzane z dojrzatym wiekiem,
jako choroby cywilizacyjne. Przykladem jest grupa schorzen znanych pod nazwa
»amyloidozy”, ktére diagnozowane sa u coraz mtodszych o0sob, co stanowi wyzwanie dla
medycyny. Niepokojacy jest rowniez fakt, ze coraz wigkszym zasiggiem charakteryzuje
si¢ cukrzyca typu 2, ktéra stanowi prawdziwa plage w obecnych czasach. Jako przyczyne
rozwoju tej choroby przez dtugi czas uwazano wytacznie nieprawidtowo$¢ w wydzielaniu
insuliny, a takze jej bledne oddziatywanie z receptorami insulinowymi zlokalizowanymi

na powierzchni komorek, uniemozliwiajgce wnikanie glukozy z krwi do ich wngtrza.

Nowe spojrzenie na cukrzyce typu 2 nastapilo po odkryciu ztogéow agregacyjnych
u ponad 90% pacjentéw chorujacych na te chorobe, co zapoczatkowato rozpatrywanie jej
w kontekscie amyloidozy. Obecno$¢ agregatow wiaze sie z faktem, iz w odpowiedzi na
wydzielanie insuliny nastepuje wspotwydzielanie drugiego z hormonéw trzustkowych —
amyliny. Wystepujacy w cukrzycy typu 2 brak prawidlowej odpowiedzi komorek na
wydzielang insuling powoduje dalsza stymulacje komorek B trzustki do jej produkc;ji,
a tym samym rowniez do zwigkszonego wydzielania amyliny. Ze wzgledu na swojg silnie
hydrofobowa budoweg¢ amylina wykazuje wysokie tendencje agregacyjne, a wigc

dlugotrwaty wzrost jej stezenia w organizmie stanowi powazne zagrozenie amyloidoza.

Obecnie wiadome juz jest, ze swoj udziat w rozwoju cukrzycy typu 2 maja oba
z hormonow trzustkowych produkowanych przez komorki B. Insulina zostala juz zbadana
1 obszernie opisana w literaturze, a za jej odkrycie przyznano Nagrod¢ Nobla. Natomiast

drugi z hormondéw - amylina, jest zdecydowanie stabiej scharakteryzowany.

Poznane fakty o natywnej strukturze amyliny, zloZzonej 2z regionow
nieuporzadkowanych, sugeruja, ze w kontrole proteolityczng poziomu tego biatka jest
zaangazowany proteasom 20S. Wiadomo bowiem, ze rdzen katalityczny 20S pehni
funkcje kontrolng w odniesieniu do bialek, ktore na skutek braku/utraty struktury
drugorzedowej wykazuja tendencje do tworzenia potencjalnie toksycznych form
oligomerycznych. Niewystarczajaco efektywne dziatanie enzymu moze uposledzac

proces tej kontroli 1 skutkowac postepujacg agregacja. Opublikowana w 2018 roku praca
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grupy Smitha [1] przedstawia korelacje migdzy aktywno$cig proteasomu 20S
a obecnoscig biatek agregujacych, takich jak a-synukleina, zmutowana wersja
huntingtyny, czy peptyd AP. Naukowcy udowodnili, ze w przypadku kazdej z tych
bioczasteczek hamujace dziatanie wzgledem zdolnosci proteolitycznych enzymu
wykazuja tworzace si¢ w poczatkowych etapach agregacji rozpuszczalne oligomery,
posiadajace epitop rozpoznawany przez przeciwcialo konformacyjne All. Te cechy
wspolne wyraznie wskazujg na podobny mechanizm blokowania aktywnos$ci proteasomu
przez oligomery, ktory skutkuje zwiekszajacym sie stezeniem oligomeryzujacego biatka
1jeszcze szybsza jego agregacja. Mozna przypuszczac, ze podobny mechanizm wystepuje

tez w przypadku amyliny.

W zwiazku z powyzszym gléwnym celem mojej pracy doktorskiej byla
charakterystyka przebiegu oligomeryzacji amyliny, a nastepnie zbadanie wplywu
jej oligomeréow na aktywno$¢ proteolityczng proteasomu 20S. Przy wykazaniu
zakladanego, hamujacego dzialania amyliny na proteasom, w kolejnym kroku
chcialam wykorzysta¢ zwiazki peptydomimetyczne o charakterze aktywujacym

zdolnosci proteolityczne proteasomu, aby méc przelamywa¢ te inhibicje.

Realizacje zalozonych celéw rozpoczgtam od syntezy ludzkiej amyliny, a nastepnie
optymalizacji eksperymentu badajacego przebieg jej oligomeryzacji. Do charakterystyki
tworzacych si¢ form oligomerycznych zastosowatam techniki badawcze zar6wno
w warunkach natywnych, jak 1 denaturujacych, wykorzystujac do ustabilizowania
oligomerow sieciowanie chemiczne oraz fotosieciowanie. W kolejnym kroku zbadatam
site¢ oddziatywania rozpuszczalnych oligomeréw amyliny z proteasomem 20S, ktory
samodzielnie wyizolowatam z ludzkiej krwi. Wyznaczone wartosci EC50, wskazujace na
silne oddziatywanie miedzy oligomerami a enzymem, stanowito punkt wyjscia dla proby
zdefiniowania miejsca ich wzajemnej interakcji. W celu realizacji tego zadania
zsyntezowatam wariant amyliny z reszta fotosieciujaca i wykorzystatam dwie niezalezne
techniki: sieciowanie chemiczne polaczone ze spektrometria mas oraz mikroskopi¢
krioelektronowg. Okreslenie zdolnosci amyliny do oddzialywania z proteasomem 20S
sktonitlo mnie do weryfikacji wptywu tej interakcji na jego aktywnos$¢ proteolityczng.
W tym celu przeprowadzitam szereg badan z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych
substratow fluorogenicznych, wyznaczajac miedzy innymi kinetyke inhibicji.
Wykonatam tez testy badajace oddziatywanie oligomerow amyliny z przeciwciatem A1l.

Przy wykorzystaniu peptydomimetykéw z puli naszych najlepszych aktywatorow
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sprawdzitam, czy mozliwe jest przezwyci¢zenie inhibicji h20S przez oligomery.
Powyzsze badanie przeprowadzitam nie tylko na wyizolowanym proteasomie 20S, ale
takze w lizacie ludzkich komérek HEK293-T. Ponadto zweryfikowatam cytotoksycznos¢
frakcji zawierajacych niskoczasteczkowe oligomery amyliny wzgledem tej linii
komorkowej. W kolejnym etapie zbadatam, czy oligomery amyliny o niskiej masie
czasteczkowej moga by¢ substratem dla proteasomu 20S, oraz czy posiadane przez nas

zwiazki aktywujace sg w stanie stymulowac ich proteolize.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan moga rzuci¢ nowe $wiatlo na
mechanizmy przyczyniajace si¢ do rozwoju cukrzycy typu 2. Rozpatrywanie tej jednostki
chorobowej w konteks$cie amyloidozy sprawia, ze w jej terapii nalezaloby uwzgledni¢
metody zapobiegania agregacji biatek. Skuteczno$¢ peptydomimetycznych aktywatorow
w przelamywaniu inhibicji proteasomu i pobudzaniu degradacji oligomeryzujacych
biatek moze stanowi¢ dobre podloze dla opracowywania nowych terapii w leczeniu
amyloidozy zwiazanej z cukrzyca typu 2, a tym samym zmniejszy¢ negatywne skutki tej

choroby.
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II Wstep literaturowy

1. Systemy proteolityczne

Ludzki organizm to niezwykle skomplikowana struktura, na ktoérg sktada sie¢
niezliczona liczba komorek $cisle potaczonych ze sobg funkcjami. W obrebie kazdej
znich jednoczes$nie przebiega wiele procesow, a rownowaga w ich zachodzeniu jest
kluczowa dla prawidtowego dziatania catego organizmu. Ré6wnowaga ta nazywana jest
homeostazg. Sktada si¢ na nig migdzy innymi metabolizm biatek, czyli procesy ich
syntezy 1 degradacji proteolitycznej. Proteiny, ze wzgledu na swoje zdolnosci do
tworzenia form wyzej ustrukturyzowanych, mozna podzieli¢ na te o stabilnej strukturze
trojwymiarowej, a takze na takie, w ktorych wystepuja fragmenty nieuporzadkowane

(ang. IDR- intrisically disordered regions) [2].

Tego rodzaju naturalnie nieustrukturyzowane biatka, zwane IDP (ang. intrinsically
disordered proteins), stanowig nawet 40% biatek kodowanych [3]. Oprocz IDP wystepuja
tez biatka, ktore tracg natywna strukture na skutek réznych, niepozadanych procesow,
takich jak nieprawidtowe faldowanie lub obrobka potranslacyjna, co wpltywa na utrate
ich funkcjonalnosci [4]. Uposledzona w swojej strukturze proteina nie moze oddzialywac
z celem molekularnym, co powoduje Zze nie zostaje ona wykorzystana w przemianach
1 tym samym moze ulega¢ odktadaniu. Organizm ludzki, aby zapobiega¢ zaleganiu takich
biatek, wyksztatcit w toku ewolucji dwa podstawowe systemy degradacji proteolityczne;j:
autofagolizosomalny 1 proteasomalny, co prezentuje Rysunek 1. W kontrole jako$ci
biatek zaangazowane sa rowniez biatka opiekuncze zwane ,,chaperonami”, ktore
wspomagajg prac¢ systemOw proteolitycznych poprzez nadzér nad poprawnoscig
faldowania protein [5], [6]. Prawidtowa praca wszystkich uktadéw zwigzanych z synteza,

faldowaniem i degradacja jest warunkiem utrzymania homeostazy biatek.
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Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie systemu kontroli proteolitycznej w organizmie ludzkim.

Jedna ze Sciezek degradacji jest autofagia. Proces ten jest indukowany w znaczacym
stopniu przez stres siateczki $rodplazmatycznej. Schemat rozpoczyna si¢ od etapu
otoczenia podwojng membrang nieprawidtowo sfaldowanej proteiny, co prowadzi do
utworzenia autofagosomu. Potaczenie takiej struktury z lizosomem prowadzi do
powstania autofagolizosomu i degradacji uwiezionego w jego strukturze biatka [7]. Jedna
z odmian autofagii jest agregofagia, wystepujaca przy pojawiajacych si¢ w cytozolu

niepozadanych strukturach fibrylarnych [8].

Odpowiedzig komorek na zwigkszajacg si¢ obecnos¢ nieprawidlowo sfatdowanych
biatek jest wzrost stresu komorkowego 1 tym samym aktywacja systemu UPR
(ang. unfolding protein response). Rola tego systemu jest stymulacja pracy biatek
opiekunczych do lepszej kontroli faldowania protein podatnych na tworzenie
dysfunkcyjnych struktur, ograniczenie syntezy wszystkich biatek, za wyjatkiem tych
wspomagajacych pracg UPR, a takze kierowanie juz uposledzonych strukturalnie biatek
na szlak degradacji proteasomalnej [9]. Szlak ten odpowiada za proteoliz¢ nawet 80-90%

wszystkich protein, w zalezno$ci od stanu fizjologicznego organizmu [10]. Jednym
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z powodow, dla ktorych biatko nie moze by¢ substratem proteasomu jest jego wielko$¢.
Jesli ma ono posta¢ wielopodjednostkowa lub zagregowang, ze wzgledu na rozmiar
kanatu katalitycznego proteasomu nie moze zosta¢ zdegradowane tym szlakiem 1 jest

substratem dla systemu lizosomalnego [5].

1.1.  Proteasom 20S i jego funkcje

Proteasom zlokalizowany jest gléwnie w cytozolu oraz w jadrze komérkowym [11].
Moze on wystepowa¢ w formie wolnej czastki rdzeniowej (20S) lub w postaci
kompleksow z aktywatorami 11S, PA200 Ilub 19S. Proteasom 20S polaczony
z aktywatorem 19S tworzy strukture zaleznego od ubikwityny i ATP proteasomu 268S.
Wedlug niektoérych Zrddel co najmniej potowe wszystkich ukladéw proteasomalnych
stanowi sama czastka rdzeniowa [12]. Zaobserwowano réwniez, ze proteasom 20S jest
forma dominujaca w przypadku obecnego w wielu patologiach stresu komoérkowego [13].
W takich stanach obserwuje si¢ gwattowne obnizenie poziomu endogennego ATP [14],
co ma bezposredni wptyw na wzrost NADPH jako gtéwnego elementu bioragcego udziat
w dezaktywacji reaktywnych form tlenu - ROS (ang. reactive oxygen species) [15].
Ograniczenie ilo$ci ATP prowadzi do faworyzowania proceséw od niego niezaleznych,
jakim jest proteoliza realizowana przez proteasom 20S [16]. W zwigzku z powyzszym,
szczegblnie w poczatkowych etapach stresu oksydacyjnego, obserwuje si¢ dezintegracje
kompleksu proteasomu 26S do samego rdzenia 20S [13]. W proces tej dysocjacji
zaangazowane jest rowniez biatko opiekuncze Hsp70, ktoére odpowiada za stabilizacje
odlaczonego regulatora 198, a takze za ponowne utworzenie kompleksu 26S po minigciu
stresu oksydacyjnego [17]. Z przeprowadzonych badan wynika, Ze co najmniej 20%
wszystkich biatek podlega proteolizie przez proteasom 20S [18]. Gtéwnym kryterium dla
skierowania bialka na ten szlak jest brak lub czg¢sciowy brak struktury, co umozliwia
wnikanie do komory katalitycznej bez koniecznosci uprzedniego rozfatdowania. Wynika
to w glownej mierze z rozmiardw bramy proteasomu, utworzonej z N-koncow
podjednostek o (ang. a-annulus). Ze wzglgdu na réznice w budowie miedzy
proteasomami organizmow eukariotycznych 1 archeondw obserwuje si¢ inny zakres ich
mozliwosci proteolitycznych. Wystepujaca u archeondéw swobodniejsza struktura a-
bramy umozliwia trawienie wigkszej grupy biatek, ze wzgledu na ich stosunkowo
swobodne przemieszczanie si¢ do kanatu Kkatalitycznego. Natomiast obecna
w organizmach eukariotycznych wysoce zorganizowana struktura o-bramy, ktorej

srednica moze by¢ nawet 2 razy mniejsza niz srednica komory enzymatycznej, ogranicza
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whnikanie protein do centrum enzymatycznego [19]. Scisle kontrolowany proces sprawia,
ze w obrebie substratow ludzkiego proteasomu 20S znajduja si¢ dwie grupy bialek.
Pierwszg z nich sg bialka natywnie nieuporzagdkowane (IDP) lub posiadajace fragmenty
o nieuporzadkowanej strukturze [20]. Do drugiego rodzaju mozna zaliczy¢ proteiny, ktore
pod wptywem stresu oksydacyjnego, mutacji lub proceséw starzenia, utracity swoja
pierwotng strukturg. Ze wzgledu na duzg sktonno$¢ takich bialek do ulegania procesom
agregacji, s3 one wysoce niebezpieczne, a zaburzenia w ich degradacji moga w tatwy

sposob prowadzi¢ do wielu patologii [21].

Proteasom 20S angazuje si¢ nie tylko w degradacj¢ nieuporzadkowanych
strukturalnie bialek, ale takze w procesy potranslacyjne, dzigki ktorym biatko zyskuje
nowa strukture i, co za tym idzie, funkcjonalno$¢ [22]. W gldwnej mierze proces ten
opiera si¢ na endoproteolizie fragmentéw nieuporzadkowanych, IDR. Przyktad stanowi
biatko p53, ktore jest czynnikiem transkrypcyjnym. Jedng z jego wielu poznanych
izoform stanowi wariant pozbawiony w wyniku obrobki proteasomalnej N-koncowych

39 reszt aminokwasowych. Tak utworzone biatko ma zdolno$¢ do tworzenia
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oligomerycznych form z peilng izoforma p53, co w konsekwencji wplywa na obnizenie

aktywnosci transkrypcyjnej [23].

Opisane powyzej funkcje proteasomu nie sa jedynymi, co schematycznie

podsumowuje Rysunek 2.

Stres
oksydacyjny

Komunikacja
neuronalna

Modyfikacje
potranslacyjne

Rysunek 2. Schematyczne przestawienie proceséw komoérkowych, w ktore zaangazowany jest
proteasom 20S. Opracowanie wlasne na podstawie [22].

Interesujacym odkryciem bylto zaobserwowanie proteasomow transmembranowych,
zlokalizowanych w obrebie bton komoérkowych neurondéw [24]. Jego nietypowe
umiejscowienie ma na celu degradacj¢ biosyntezowanych wewnatrzkomorkowo biatek
1 uwalnianie ich na zewnatrz komorki w postaci aktywnych neuroprzekaznikow [25].
Nietypowe jest rOwniez wystgpowanie proteasomow w przestrzeni zewnatrzkomorkowe;j
[26]. Dotychczas nie zostato poznane ich doktadne pochodzenie, a tylko dwa rodzaje
zostaly scharakteryzowane. Pierwszym jest proteasom swobodnie krazacy w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, tzw. c-20S (ang. circulating 20S). Jego poziom wzrasta
w przypadku schorzen zwigzanych z uktadem odpornosciowym, takich jak choroby

autoimmunologiczne, sepsa czy nowotwory [27], [28], [29]. Doktadna fizjologia c-20S
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nie jest poznana, natomiast zmiany jego st¢zenia w zalezno$ci od standw chorobowych
stanowig podstawe do stosowania c-20S jako biomarkera tych patologii [26]. Drugim
typem zewnatrzkomoérkowych proteasomow sg takie, ktorych struktura zamknigta jest
w pecherzykach lipidowych, tzw. EV-20S (ang. extracellular vesicles 20S). Przypuszcza
si¢, ze forma proteazy osloni¢tej membrang shuzy do jej transportu migdzy komorkami
[30], ale takze zaobserwowano zaangazowanie EV-20S w produkcje przeciwciat
decydujacych o przyjeciu narzadu po przeszczepie [31]. Ze wzgledu na dotychczasowe
wieksze zainteresowanie naukowcoOw badaniami proteasomow wewngtrzkomorkowych,
dane dotyczace form zewnatrzkomoérkowych sa wcigz niewystarczajace, aby poznaé

w peni specyfike ich dziatania.
1.1.1. Budowa proteasomu 20S

Proteasom 20S o masie bliskiej 700 kDa i wymiarach 160 x 100 A przypomina
ksztaltem beczulkg, na ktorg u eukariotéw sktadaja si¢ dwie pary heptamerycznych
pier§cieni utozonych w sekwencji affa (Rysunek 3A). Masa czasteczkowa pojedynczej
podjednostki miesci si¢ w granicach 20-30 kDa. Wewngtrzny segment, utworzony
z podjednostek B, buduje komore katalityczna, ostonigta po obu stronach pierscieniami
a [32]. Sposrod siedmiu podjednostek B trzy wykazuja zdolnosci proteolityczne i s3 to:
Bl o aktywno$ci kaspazopodobnej, P2 - trypsynopodobnej oraz PS5 -
chymotrypsynopodobnej  [33]. Kryterium decydujacym o  wlasciwosciach
enzymatycznych danej podjednostki jest rodzaj reszty aminokwasowe] wystepujace]
w pozycji 45 w kieszeni substratowej S1. Preferencje Bl wzgledem reszt o charakterze
kwasowym wynikaja z obecnosci w tej pozycji argininy. W przypadku podjednostki 32
wystgpujaca w pozycji 45 glicyna pozwala na swobodne ukladanie si¢ stosunkowo
dtugich tancuchow bocznych zasadowych reszt aminokwasowych. Metionina
w podjednostce B5 ze wzgledu na swoja ruchliwo$¢ utatwia dostosowywanie wielkosci
apolarnej kieszeni substratowej do obszernych reszt hydrofobowych [34]. Triada
katalityczna proteasomu 20S sktada si¢ odpowiednio z reszt Thrl, Lys33, Asp/Glul?
[35]. Nukleofilowa Thrl jest miejscem, ktore inicjuje hydrolize wigzania peptydowego
w proteinie poddawanej degradacji enzymatycznej [36]. Podjednostki a, cho¢ nie
posiadaja miejsc aktywnych, réwniez sg niezbedne w procesie proteolizy, migdzy innymi
do kontroli migrujacych do wnetrza struktury proteasomu substratow [37]. Odbywa si¢
to przez zmiang¢ pozycji labilnych N-koncow podjednostek a. Moga one tworzy¢

zamknietg strukturg, uniemozliwiajac proteolize¢ biatek (Rysunek 3B), badZz pod
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wyplywem oddzialywania z naturalnymi regulatorami proteasomu ulega¢ rozsunieciu,

tworzac strukture otwartej lub czesciowo otwartej o bramy [36].

A

180°

Rysunek 3. Struktura Krystaliczna Konstytucyjnego ludzkiego proteasomu 20S (PDB: 4R30),
A. widok z boku, B. rzut z géry. Na obrazie B wyraznie widoczna jest o brama h20S zamknieta przez
przeplatajace si¢ N-konce podjednostek a.
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Elementem faczacym wszystkie typy naturalnych aktywatoréw proteasomu jest ich
mechanizm dzialania. Opiera si¢ on na przesuni¢ciu Prol7, co wptywa na utozenie
N-koncow podjednostek o w taki sposob, ze mozliwe jest dotarcie substratow do komory
proteolitycznej [38]. Pos$rdéd naturalnie wystepujacych modulatoréw aktywnosci
proteasomu 20S mozna wyrdézni¢ trzy typy aktywatoréw (PA) oraz dwa inhibitory.
Do zwigzkow o stymulujagcym wptywie nalezag PA700 (19S), PA200 (i jego drozdzowy
ortolog Blm10) oraz PA28 (11S) (Rysunek 4), natomiast hamujagcym wpltywem
charakteryzujg si¢ PI31 oraz PR39 [39], [40]. Jako pierwsze opisane w literaturze zostaly
aktywatory [41], natomiast wigkszg uwage w poczatkowych badaniach skupiono nad
zwigzkami o charakterze hamujagcym aktywno$¢ proteolityczng h20S. W 1992 roku
DeMartino 1 wspotpracownicy jako pierwsi opisali PI31 [42]. Mechanizm dziatania tego
biatka polega na konkurowaniu z regulatorem PA28 o miejsce wigzania z proteasomem
[43]. Drugi z poznanych inhibitorow charakteryzuje si¢ z kolei niekompetycyjnym
mechanizmem dzialania. PR39 to stosunkowo kroétki, bo 39-resztowy peptyd, zdolny do
wigzania si¢ w obregbie podjednostki a7 ludzkiego proteasomu (h20S), co wplywa na

struktur¢ enzymu, uniemozliwiajac mu oddziatywanie z aktywatorem 19S [40].

- 20S

> Pokrywa 195

Rysunek 4. Struktury komplekséw proteasomu 20S z naturalnymi aktywatorami jego zdolnoSci
proteolitycznych [44].
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1.2.  Naturalne regulatory proteasomu

1.2.1. 118

W wigkszo$ci organizmow regulator ten jest znany pod nazwa PA28/ REG lub PA26
w przypadku pierwotniaka Trypanosoma brucei. PA28 moze by¢ zbudowany z trzech
typow podjednostek: o, B i y [45], sekwencyjnie homologicznych w 50% [46].
Charakterystyczne dla tego aktywatora jest tworzenie si¢ heteroheptamerycznych
kompleksow  zbudowanych z podjednostek o 1 [, oraz kompleksow
homoheptamerycznych sktadajacych si¢ wylacznie z podjednostek y. Ma to zwiazek
z odmienng lokalizacja poszczego6lnych podjednostek: podczas gdy zard6wno PA28a, jak
1 PA28p zlokalizowane sa gtownie w cytozolu, PA28y najliczniej wystepuje w jadrze
komoérkowym [47]. Badania z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego wykazaty,
iz PA28 tworzy na proteasomie 20S symetryczne struktury, przypominajace ksztattem
Scigty stozek [48]. Wyrodzniajacy dla tego regulatora jest mechanizm aktywacji
proteasomu. 11S wykorzystuje C-konce swoich siedmiu podjednostek jedynie aby
zakotwiczy¢ si¢ w obrebie kazdej z kieszeni migdzy podjednostkami o enzymu.
Znajdujace si¢ strukturalnie w poblizu, swobodnie wystajace, 6-resztowe fragmenty 118,
zwane petlami aktywujacymi, przesuwaja Prol7 we wszystkich podjednostkach a o 0,5-

3,5 A, tym samym inicjujac otwarcie a-bramy proteasomu [49].
1.2.2. PA200

Mianem PA200 okreslany jest ssaczy odpowiednik drozdzowego regulatora BIm10,
zktorym dzieli 20% sekwencji. Cecha wyr6zniajacag ten modulator jest jego
monomeryczna postaé. W wyniku oddzialywania z proteasomem tworzy on podiluzna,
zakrzywiong forme¢, dopasowujac si¢ do cylindrycznego ksztaltu 20S [50], [51]. Jest
odpowiedzialny w gltowne] mierze za hydrolize peptydow, szczegdlnie po resztach
aminokwasowych o charakterze kwasowym [52]. Wyjatkowa lokalizacja PA200, tylko
w obrgbie jader komorkowych, moze wskazywac na jego zaangazowanie W procesy
kontroli jako$ci materiatu genetycznego. Potwierdzeniem jest obecnos¢ tego modulatora
szczegblnie w nasieniu 1 jadrach [53], a takze obserwacja, ze pojawienie si¢ warunkow
szkodliwych dla komorek indukuje powstawanie PA200 i jego kondensacj¢ w obrgbie
chromatyny [54], [55]. Proces aktywacji proteasomu przez PA200, jak i Blm10 odbywa
si¢ z udzialem charakterystycznego motywu HbY X znajdujacego si¢ na ich C-koncu.

HbYX jest to uktad, w ktorym dowolna reszta zwienczajaca peptyd poprzedzona jest
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reszta tyrozyny i kolejno reszta aminokwasowg o charakterze hydrofobowym. Podobny
poziom aktywacji obserwuje si¢, gdy w pozycji przedostatniej zamiast tyrozyny
wystepuje reszta fenyloalaniny [56]. Modulator PA200 do aktywacji proteasomu
wykorzystuje dwa punkty zakotwiczenia w obrebie kieszeni wigzacych. Jednym z nich
jest oddziatywanie jego C-koncowego motywu HbYX z podjednostkami a5 i a6,
adrugim wigzanie si¢ fragmentu aminokwasowego tworzacego petle pomiedzy
podjednostkami al i1 a2. Podwojne zwigzanie w dwoch odrebnych rejonach ma wplyw
na szereg przesuni¢¢, a to z kolei skutkuje szerokim otwarciem bramy proteasomu.
Nieosiowe utozenie modulatora sprawia jednak, ze cze$ciowo zastania on dostep do
bramy proteasomu, przez co degradacji mogg ulegac jedynie peptydy, a nie biatka [55].
W przypadku drozdZzowego regulatora Blm10 obecno$¢ motywu HbY X umozliwia jego
wigzanie migdzy podjednostkami a5 1 a6 proteasomu oraz jego oddziatywanie przez
tworzenie mostka solnego z Lys66 z podjednostki a6. Powoduje to przesunigcie Prol7
w podjednostce a5, bez wptywu na potozenie tej reszty w pozostatych podjednostkach,
czego wynikiem jest czgSciowe otwarcie a-bramy proteasomu [49]. Poza dzialaniem
aktywacyjnym modulator Blm10 bierze takze udzial w dojrzewaniu proteasomow
poprzez stabilizacje ich tworzacej si¢ struktury [57]. Zaobserwowano roéwniez
stymulujacy wplyw na aktywnos$¢ proteasomu przy jednostronnym dotgczeniu Blm10 do
rdzenia katalitycznego, a przeciwny przy obustronnym [58]. Interesujace jest rowniez
odkrycie, ze aktywno$¢ chymotrypsynopodobna proteasomu, zwigzana z podjednostka
5, zmienia si¢ pod wplywem polaczenia z regulatorem PA200 w aktywnos¢
trypsynopodobna, ze wzgledu na zmiang charakteru kieszeni wigzacej S1 1 umozliwienie

wigzania si¢ w jej obrebie rowniez reszt o charakterze zasadowym [59].

1.2.3. 19S

Nazewnictwo regulatora 19S rowniez nie ogranicza si¢ tylko do jednej opcji;
zamiennie uzywa si¢ okreslenia PA700, a w przypadku organizméw prokariotycznych
popularna jest nazwa PAN [45]. W przeciwienstwie do dwoch powyzej opisanych
modulatoréw dziatanie aktywatora 19S zalezne jest od energii w postaci ATP. Wynika to
z funkcji tego regulatora, powigzanej z jego struktura, na ktorg sktadajg si¢ dwa elementy:
podstawa oraz pokrywa (Rysunek 4). Gtéwna funkcja pokrywy jest deubikwitynacja
substratu przeznaczonego do trawienia. W jej skladzie tylko jedna z dziewigciu
podjednostek (Rpn3, 5-9, 11, 12, 15) wykazuje aktywnos$¢ proteolityczng. Podjednostka

Rpnll o charakterze metaloizopeptydazy jest zaangazowana w proces usuwania
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ubikwityny. Odszczepia ona caty tancuch poliubikwityny, a w dalszych etapach, pod
wplywem innych enzymow, ulega on monomeryzacji i tym samym recyklingowi [60].
Bezposredni kontakt z pierscieniem o proteasomu ma podstawa. Tworza ja podjednostki
Rpnl, Rpn2, dwie podjednostki bedace receptorami ubikwityny - Rpnl0 i Rpnl3 oraz
pierscien szesciu podjednostek Rpt zaleznych od ATP [61]. UtozZenie ich wzgledem siebie
nie jest przypadkowe i wystepuje w kolejnosci: Rptl-Rpt2-Rpt6-Rpt3-Rpt4-Rpt5 [62].
Sam proces aktywacji opiera si¢ na wigzaniu si¢ C-konca regulatora 19S miedzy
podjednostkami a proteasomu, co powoduje ich obrot o 4° i zamknigcie kieszeni wigzacej.
Wynikiem tej rotacji jest otwarcie bramy proteasomu. Niezbednym elementem
w dzialaniu powyzszego modulatora jest przylaczenie si¢ ATP do podjednostek od niego
zaleznych. Powoduje to zmiany strukturalne w obrebie regulatora, w wyniku ktoérych
dochodzi do zwigkszenia ekspozycji wolnych C-koncow i tym samym szansy na
aktywacj¢ proteasomu [19]. Istotna rola C-koncdéw w procesie stymulowania aktywnosci
proteasomu wynika ze znajdujacego si¢ w ich obrebie konserwatywnego motywu HbY X,
podobnie jak w przypadku regulatora BIm10 [56]. Motyw ten wystepuje w polowie
podjednostek z pierscienia ATP-az (Rpt2, Rpt3, Rpt5). W przypadku dziatania regulatora
PA700 jedna z zagadek pozostaje sposob, w jaki stabilizuje on konformacj¢ otwartej
bramy proteasomu. Wynika to z dysproporcji w oddziatywaniu ukladu sze$ciu ATP-az
regulatora 19S z siedmioma podjednostkami a-pierscienia h20S [63]. Podejrzewa sig,
ze przylaczenie pierScienia ATP-az zmienia potozenie N-kohcow podjednostek o,
w wyniku czego nastgpuje ich przesunigcie w stron¢ aktywatora. Taki uklad angazuje
cztery kluczowe reszty aminokwasowe (Tyr8, Asp9, Prol7, Tyr26), zlokalizowane na
obrzezach kolejnych podjednostek o, do tworzenia struktur przypominajacych klaster,

ktory zwieksza stabilno$¢ otwartej bramy [64], [65].

1.3. System proteolityczny zalezny od ubikwityny (UPS)

Cecha charakterystyczng dla systemu UPS (ang. ubiquitin-proteasome system) jest,
jak sama nazwa wskazuje, obecnos¢ niewielkiego peptydu - ubikwityny. Jest to proteina
zbudowana z 76 reszt aminokwasowych, ktora w toku ewolucji zachowata niezwykle
wysoka konserwatywnos$¢ sekwencyjng - nawet do 95% miedzy gatunkami roslin,
zwierzat czy drozdzy [66]. Zdolno$¢ ubikwityny do oznaczania nieprawidlowo
sfaldowanych protein kontrolowana jest przez kaskade¢ przemian enzymatycznych,
przedstawionych schematycznie na Rysunku 5. Pierwszym etapem jest wigzanie

ubikwityny przez enzym aktywujacy E1. Pozwala to w drugim etapie na jej transfer na
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enzym przenoszacy E2, ktory prezentuje ja enzymowi E3. W trzecim kroku jednoczesne
oddziatywanie migdzy E3 a celem degradacyjnym i E2 prowadzi do przeniesienia
ubikwityny z E2 na docelowg proteing. Wielokrotne powtdrzenie catego cyklu prowadzi
do powstania biatka naznaczonego tancuchem poliubikwitynowym i skierowania go na
Sciezke degradacji proteasomalnej. Pierwszy z etapow wymaga zuzycia ATP, stad proces

degradacji przez szlak proteasomu 268 jest zalezny od dostarczenia energii [67], [68].

e &—»f‘

Rysunek 5. Schematyczne przestawienie kaskady przemian, towarzyszacych degradacji
proteasomalnej na szlaku ubikwitynozaleznym. Opracowanie wlasne na podstawie [69].

Wybor substratéw do proteolizy determinowany jest przez obecno$¢ degrondw,
okreslanych takze mianem sygnalow destrukcyjnych [70]. Moga by¢ nimi fragmenty
aminokwasowe, naturalnie zlokalizowane wewnatrz struktury biatka, ktore na skutek
szeregu zmian ulegaja wyeksponowaniu do §rodowiska. Do warunkéw przyczyniajacych
si¢ do powstania degronow naleza: potranslacyjna obrobka biatka, w tym fosforylacja,

a takze utlenianie podatnych reszt aminokwasowych, mutacje lub zmiany srodowiskowe.

1.4. Hybrydy 1 typy proteasomu 20S

Symetryczna budowa proteasomu 20S w plaszczyznie poziomej warunkuje
mozliwo$¢ przylaczania si¢ czastek regulatorowych na obu jego koncach. Wydawa¢ by
si¢ mogto, ze tylko jeden typ modulatora moze si¢ wigza¢ jednocze$nie, natomiast
zaobserwowano rowniez tworzenie tak zwanych hybryd. Przyktady takich modyfikacji
prezentuje Rysunek 6. Stosunkowo dobrze poznanym przyktadem jest proteasom 208,
ktory z jednej strony oddziatuje z regulatorem 19S, natomiast z drugiej z modulatorem
11S [71]. Obecnos¢ takiego ukladu zwigksza efektywno$¢ deubikwitynacji przez 19S

substratow przeznaczonych do degradacji, a co za tym idzie, wptywa stymulujaco na
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aktywno$¢ proteolityczng 20S [72]. Postuluje si¢ rowniez, ze powyzsza struktura
hybrydowa zaangazowana jest w metabolizm antygendéw. Na podstawie otrzymanych
produktow degradacji mozliwe jest okreslenie, czy dana proteina zostata strawiona przez

sam kompleks 26S czy hybryde 19S-20S-11S [73].

26S Hybryda proteasomu

Immunoproteasom

195-20S-11S 11S-20S-11S

195-20S-19S

Rysunek 6. Struktury mozliwych kompleksow proteasomu 20S z jego modulatorami [44].

2. Amyloidozy

Amyloidy to okreslenie grupy protein o wysokim stopniu samoorganizacji opartej na
strukturach oligomerycznych. Za ich stabilizacj¢ odpowiedzialne sg gldwnie wigzania
wodorowe, ale nie tylko [74]. Pierwsze uzycie sformutowania ‘amyloid’ nastapito w 1838
roku, przez botanika niemieckiego Matthiasa Schleidena, w odniesieniu do normalnie
wystepujacego, ziarnistego w swojej strukturze sktadnika roslin. Dopiero ponad 20 lat
pozniej (w 1859 roku) stwierdzono, ze amyloid to biatkowa struktura, a nie, jak wczesniej
podejrzewano, struktura zbudowana z weglowodanow [75], [76]. Dalsze badania,
gléwnie z wykorzystaniem metod mikroskopowych, doprowadzily do obecnego stanu
wiedzy odnos$nie amyloidow. Postulowana poczatkowo posta¢ amorficzna zostata
zastgpiona  wysoce zorganizowang strukturg zlozong z  polimerycznych,
nierozgalezionych struktur B-kartkowych [77]. Tworzenie amyloidow nie dotyczy jednej

jednostki chorobowej, a jest schematem ogdélnym, wigzacym wiele choréb. Obecnie
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w populacji ludzkiej potwierdzono wystgpowanie wigcej niz 25 biatek agregujacych,
zwigzanych z patogeneza roznych jednostek chorobowych [78]. Proces oligomeryzacji
rozpoczyna si¢ od tak zwanej fazy opodznienia (ang. lag phase), w ktérej nastgpuje
tworzenie niskorzedowych oligomerow, typu dimer czy trimer. W drugim etapie
nastgpuje elongacja. Odpowiada ona przyrastajacej ilosci struktur p-kartkowych.
Zwienczeniem oligomeryzacji jest faza wysycenia, podczas ktorej nastepuje ustalenie si¢
rOwnowagi 1 utrzymywanie si¢ statej zawartosci fibryli. Przebieg zar6wno pierwszego,
jak 1drugiego etapu oligomeryzacji jest silnie zalezny od wielu warunkow, miedzy
innymi: temperatury, stezenia peptydu/biatka amyloidogennego, st¢zenia soli czy
obecnosci inhibitorow danej fazy [79]. Ze wzgledow strukturalnych amyloidy mozna
podzieli¢ na dwie grupy, z ktérych jednag stanowia te, ktoérych biatka prekursorowe
cechuja si¢ nieuporzadkowang strukturg. Druga odmiang sa takie, ktorych biatka

prekursorowe przed procesem agregacji maja forme globularng [80], [81].

W wyniku obserwacji procesOw agregacji wnioskuje si¢, Ze s3 to procesy
konkurencyjne do fatdowania bialek. W warunkach fizjologicznych organizm lokalizuje
amyloidogenne domeny biatek, ograniczajac ich zdolno$ci agregacyjne, co pozwala na
prawidlowe przeprowadzenie procesoOw fatdowania biatka. W przypadku dzialania
niepozadanych proteaz, badZ zmian mutacyjnych, amyloidogenny fragment biatkowy
moze zosta¢ odstoniety, co skutkuje inicjacja oligomeryzacji. Natomiast w toku ewolucji
wyksztalcito si¢ wiele metod promowania fatldowania biatek w opozycji do ich agregac;i,
co pozwala na utrzymanie prawidlowej fizjologii komorek. Nalezy do nich miedzy
innymi obecno$¢ licznych biatek opiekunczych, zdolnych do rozwijania agregatow
biatkowych [82]. Jesli nastepuja nieprawidlowosci w pracy mechanizméw ochronnych
przed niepozadang agregacja, to dochodzi do wielu patologii w funkcjonowaniu

organizmu, znanych pod nazwg amyloidoz.

2.1. Choroba Alzheimera

Jedng z najbardziej kojarzonych choréb zwigzanych z amyloidami jest choroba
Alzheimera. Sktadowymi tej jednostki chorobowej jest zarowno zewnatrzkomorkowe,
jak  iwewnatrzkomorkowe  odkladanie  si¢  agregatow. Gloéwng  forma
zewnatrzkomorkowej agregacji jest odktadanie si¢ blaszek starczych. Utworzone sg one
w wiekszos$ci przez grupe peptyddéw oligomeryzujacych AP, ale takze zwyrodnieniowe
aksony 1 komorki gleju [83], [84]. Peptydy AP powstaja jako produkty proteolizy biatka
prekursorowego amyloidu (ang. amyloid precursor protein, APP). Ta 120 kDa proteina
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jest przyktadem bialtka transmembranowego o zdolnos$ciach do wigzania jonéw miedzi,
a takze aktywnosci ferrooksydacyjnej. Natomiast zakres jej dziatania w organizmie nie
zostat jeszcze w pelni poznany [84]. Obrobka enzymatyczna biatka APP prowadzi do
utworzenia 38-43-resztowych fragmentéw peptydowych. O amyloidogennosci
powstatych produktéw decyduje rodzaj enzymow, jakich dziataniu zostato poddane APP.
W szlak przemian APP zaangazowane sg gtéwnie sekretazy: o, B, y. Pod wptywem
dzialania jako pierwszej a-sekretazy, a nastepnie y-sekretazy, powstaja krotsze peptydy
pozbawione amyloidogennego charakteru. Natomiast jesli jako pierwsza zadziala B-
sekretaza, a po niej y-sekretaza, to proteoliza nastepuje w taki sposob, ze uwalniany jest
zakotwiczony w btonie fragment APP o wlasciwosciach agregacyjnych, co prezentuje

Rysunek 7.

AICD CTFa APP CTFB AICD

Rysunek 7. Schematyczne przedstawienie dwoch szlakéw przemian biatka APP, prowadzacych do
powstania produktéw nieamyloidogennych (szlak po lewej stronie schematu) oraz amyloidogennych
z uwolnieniem peptydow AP (szlak po prawej stronie schematu).

Posrod produktow szlaku amyloidogennego, utworzonych w wyniku dzialania
enzymu BACE (ang. f-amyloid cleaving enzyme), wyrdznia si¢ dwa gtowne peptydy:
AB40 1 AB42, ktore Scisle zwigzane sg z chorobg Alzheimera [84]. Amyloid f42 posiada

najwyzsza hydrofobowo$¢, zwigzang z niepolarng sekwencja jego C-konca. Taka
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struktura powoduje, ze wykazuje on wysoka zdolno$¢ do samoasocjacji, ktéra jest
impulsem do dalszej oligomeryzacji [84], [85]. Sklad aminokwasowy oraz strukture
przestrzenng AP42 prezentuje Rysunek 8. Przeksztalcanie si¢ pierwotnej struktury a-
helikalnej w posta¢ B-kartkowa prowadzi do laczenia si¢ pojedynczych merdéw peptydu
w wyzsze formy oligomeryczne, a nast¢gpnie do tworzenia form fibrylarnych. W chorobie
Alzheimera zaobserwowano, ze powstate fibryle zlozone sa w 75% z peptydow AP,
a pozostalg cze$¢ stanowiag biatkowe 1 lipidowe pochodne cukrow, ktoére wzmacniajg
trwatos¢ fibryli wzgledem procesow proteolitycznych [86]. Zaobserwowano,
ze kluczowe znaczenie dla cytotoksycznosci ma etap przedfibrylarny. Roéznorodnosé
przedfibrylarnych form oligomerycznych jest bardzo duza, od najmniejszych
oligomerow, czyli dimeréw 1 trimerow, az po 12-mery wysoce stabilne w temperaturze
fizjologicznej [87], a takze formy pierScieniowe o masie przekraczajacej 90 kDa,
tzw. APF (ang. annular protofibrils) [85]. U oséb chorych na chorobe Alzheimera
obserwuje si¢ takze odkladajaca si¢ posta¢ amorficzna, ktora wykazuje zdolnos¢ do
pozytywnej reakcji w testach fluorymetrycznych, co sugeruje, ze moze by¢ ona

zaczatkiem dla tworzacych si¢ fibryli [88].

A B

Rysunek 8. Sekwencja peptydu Ap42 (A) oraz jego struktura przestrzenna (B) wyznaczona technika
NMR (PDB: 11YT).

©O®)

Druga skladowa agregacji w chorobie Alzheimera jest wewnatrzkomérkowe
odktadanie si¢ hiperfosforylowanego biatka tau. Obecno$¢ takich agregatow
zaobserwowano rowniez w przestrzeni zewnatrzkomorkowej w wyniku dezintegracji
uszkodzonych neuronéw. Rolg biatka tau w organizmie jest kontrola nad procesem

tworzenia si¢ mikrotubul, ktéore s3 odpowiedzialne za dostarczanie substancji
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odzywczych do neuronow. Reszty seryny oraz treoniny (Ser202, Ser404, Thr205,
Thr231) bialka tau ulegajg naturalnej fosforylacji pod wptywem kinaz, co zapewnia im
mozliwos¢ stabilizacji tworzacych si¢ mikrotubul. W przypadku zaburzen homeostazy,
w tym nadekspresji kinaz, dochodzi do nadmiernej fosforylacji biatka tau, co skutkuje
brakiem mozliwosci jego oddziatywania z mikrotubulami. W kolejnym etapie
destabilizacja catego ukladu prowadzi do nieprawidlowego odzywienia neuronow
1 w konsekwencji ich obumierania. Gromadzace si¢ znaczne ilosci tau skutkuja jego
agregacja 1 odktadaniem si¢ w postaci splatkow neurofibrylarnych. Jedna z hipotez
badawczych mowi o zaangazowaniu peptydow AP w uposledzenie procesu fosforylacji
biatka tau [89], [90]. Zaskakujacy jest fakt, ze obecno$¢ agregatow AP, jak i splatkow
neurofibrylarnych stwierdzono w obregbie innych organdéw niz mozg, miedzy innymi

w trzustce [91].

2.2. Cukrzyca

W $wietle danych Swiatowej Organizacji Zdrowia cukrzyca jest wielonarzadowa
chorobg przewlekla, ktorej towarzyszy stale utrzymujacy sie, podwyzszony poziom
glukozy w krwioobiegu, zwany hiperglikemia, a takze zaburzenia w produkcji, badz
dziataniu insuliny. Insulina jest jednym z hormonéw trzustkowych bezposrednio
zaangazowanych w procesy regulacji poziomu cukru w organizmie. Antagonista
dziatania insuliny jest drugi z hormonéw trzustkowych, zwany amyling, ktora
alternatywnie okresla si¢ skrotem IAPP (ang. islet amyloid polypeptide) Ze wzglgdu na
zaburzenia na szlaku wydzielania czy prawidlowego oddziatywania insuliny
z komorkami, cukrzyce dzieli si¢ na cztery typy, z czego najbardziej znane sa typ I oraz
II, ktérych mechanizmy przebiegu przedstawione zostaly na Rysunku 9. Ponadto
wyrdznia si¢ rowniez cukrzyce cigzowa, ktora pojawia si¢ w wyniku zmian
hormonalnych zwigzanych z rozwojem ptodu i zanika wraz z porodem [92]. Prawie 20 lat
temu w literaturze zostatl opisany nowy typ cukrzycy okreslony typem 3. Model ten
powstal, poniewaz jest potaczeniem cech charakterystycznych dla obu pozostatych
typéw. Wsrod nich wyrdzni¢ mozna wystepujaca insulinoopornos$¢, ktéra wynika
z niewystarczajace] liczby receptoréw insulinowych, a takze zaburzen w ich szlaku
sygnatowym. Towarzyszy jej nizszy poziom glukozy, a takze nizsze stezenie bialka tau,
ktore jest zalezne od insuliny [93]. Cukrzyca typu 3 zwana jest rOwniez cukrzyca wtorna,
poniewaz jej rozw0j wynika z postepu innych chordb, takich jak choroba Cushinga,

akromegalia czy przewlekle zapalenia trzustki [94].
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Rysunek 9. Schematy przedstawiajace zaburzenia wystepujace w cukrzycy typu 1 (B) oraz cukrzycy
typu 2 (C) wzgledem prawidlowo funkcjonujacego organizmu (A). Opracowanie wlasne na podstawie
[95].



Dane dotyczace skali problemu jakim jest cukrzyca sg zatrwazajace. Wedtug WHO
choroba ta byta bezposrednig przyczyna zgonu az 1,5 min ludzi na $wiecie w 2019 roku
[96]. W przedstawionym w 2015 roku raporcie Migdzynarodowej Federacji
Diabetologicznej zaprezentowano dane wskazujace, iz pacjenci cukrzycowi stanowili
1 na 11 os6b. Prognozy ksztattowaly si¢ w taki sposob, ze do 2040 roku miata to by¢ juz
co 10 osoba. Zgodnie z przedstawionymi w 2021 roku danymi tej organizacji realne dane
wyprzedzily w znaczacy sposob prognozy, poniewaz to co miato wydarzy¢ si¢ w 2040
roku stato si¢ faktem juz w 2021 roku. Cukrzyca dotkneta w 2021 roku 540 miIn ludzi na
catym $wiecie. Obecne prognozy mowia, ze do 2045 roku chorowaé bedzie juz co 6sma
osoba [97]. Swiatowe statystki odno$nie rozpowszechnienia cukrzycy przedstawia
Rysunek 10. Ponadto istotne znaczenie w rozwoju cukrzycy maja jej stany posrednie.
Naleza do nich wadliwo$¢ przyswajania glukozy (ang. IGT - impaired glucose tolerance)
lub nieprawidlowe jej poziomy na czczo (ang. IFG - impaired fasting glycemia).
Pozbawiony symptoméw charakter obu tych standéw rzutuje na liczng grupg oséb
nieswiadomych swojej choroby. W zwiazku z brakiem diagnozy osoby takie nie sa
uwzglednione w statystykach, a utajona progresja w prosty sposob prowadzi do rozwoju

cukrzycy i wielu innych powiktan [98].
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Rysunek 10. Swiatowe statystyki dotyczace cukrzycy oraz prognozy rozwoju tej jednostki
chorobowej na przestrzeni najblizszych lat, przedstawione przez Miedzynarodowa Federacje
Diabetologiczna.

Diagnostyka cukrzycy opiera si¢ na weryfikacji poziomu glukozy we krwi na czczo

(norma do 99 mg/dl) oraz 2 godziny po spozyciu 75 g glukozy rozpuszczonej w 250 ml
wody (norma do 140 mg/dl). Wartos¢ powyzej 140 mg/dl, ale nie przekraczajgca
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200 mg/dl §wiadczy o nietolerancji glukozy, co moze by¢ juz stanem przedcukrzycowym.
Wynik przekraczajacy 200 mg/dl jest jednoznacznym stwierdzeniem cukrzycy.
Przedstawione dane dotycza norm ogloszonych w 2022 roku przez Polskie Towarzystwo
Medycyny Rodzinnej [99]. Symptomami, ktére moga §wiadczy¢ o utrzymujacym si¢
stanie hiperglikemii i rozwoju cukrzycy s3: czgstomocz, zwigkszone uczucie pragnienia,
utrata masy ciata mimo statego, badz zwigkszonego apetytu, ogdlne ostabienie, sennos¢
oraz podatno$¢ na infekcje, w szczegdlnosci uktadu moczowego [94]. Regularne badania
zalecane sg szczegolnie osobom ze zwickszonym ryzykiem wystgpienia cukrzycy, czyli

z obcigzeniem genetycznym, otyto$cig czy nadci$nieniem tetniczym [100].
2.2.1. Cukrzyca typu 1

Cukrzyca typu 1 (ang. TIDM - Type [ Diabetes Mellitus) zwana jest tez
insulinozalezng, poniewaz charakteryzuje si¢ niedoborem zar6wno insuliny, jak
i amyliny, co wynika z prawie catkowitego braku u chorych komorek B trzustki [98].
Cukrzyca typu 1 jest tez okreslana cukrzyca wieku mlodzienczego, poniewaz najczesciej
diagnozuje si¢ ja u dzieci 1 mlodziezy do 17 roku zycia. Dotyczy ona od 1 do 2
przypadkoéw na 1000 osob [101]. Szacuje si¢, ze moze ona stanowi¢ zaledwie od 5 do
10% wszystkich typow cukrzycy [98]. Etiologia choroby nie zostala jeszcze poznana,
chociaz obserwuje si¢ silng zalezno$¢ miedzy zachorowalnos$cia a obecno$cia
specyficznego allelu HLA, co sugeruje, ze najwazniejszym czynnikiem sg predyspozycje
genetyczne [102]. Za podloze choroby uznaje si¢ autoimmunologiczne mechanizmy
destrukcyjne o nie do kofica poznanym przebiegu. Charakterystycznym elementem dla
cukrzycy typu 1 jest obecno$§¢ w organizmie przeciwciat skierowanych przeciw
komorkom wysp trzustki lub bezposrednio przeciwko samej insulinie [103]. Leczenie
pacjentow wymaga wielokrotnego podawania w ciggu dnia insuliny w postaci zastrzykow
lub przy pomocy pomp insulinowych, a takze dodatkowo utrzymywania prawidtowe;j

diety [104].
2.2.2. Cukrzyca typu 2

Cukrzyca typu 2 (ang. T2DM - Type 2 Diabetes Mellitus) to rodzaj choroby
metabolicznej ztozonej z szeregu dysfunkcji, w skiad ktérych wchodza: zaburzenia
wydzielania insuliny, insulinooporno$¢, czyli brak prawidtowego oddzialywania insuliny
z jej receptorem, a takze utrata komorek P trzustki w nastepstwie amyloidogennego

dziatania amyliny [105], [106]. Nazywana jest cukrzyca wieku pdznego, poniewaz
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szacuje sie, ze nawet 30% osob po 65 roku zycia zmaga si¢ z ta chorobg. W ciagu
ostatnich dziesigcioleci obserwuje si¢ niepokojacy trend zwigzany z rozwojem tej
jednostki chorobowej wsrdd coraz mtodszych ludzi. Przyczyn takiego zjawiska upatruje
si¢ w postepie cywilizacyjnym, ktory w tym przypadku gtownie wigze si¢ ze zmiang trybu
zycia na siedzacy i oparty o diet¢ wysokokaloryczng [107]. Skala wszystkich powyzszych
zmian doprowadzita do ogloszenia przez WHO cukrzycy typu 2 jako pandemii XXI
wieku. T2DM odpowiada za wigkszos$¢ sposrod typow cukrzycy, bo stanowi nawet 95%

wszystkich przypadkow i jest przyczyng Smierci co 20-tej osoby po 70 roku zycia [108].

Ogoblny mechanizm cukrzycy typu 2 wigze si¢ z dwoma procesami: utrzymujaca
si¢ insulinoopornoscia oraz uszkodzeniami komorek f trzustki [109]. W wyniku zaburzen
na szlaku oddziatywania insulina-receptor insulinowy w pierwszych etapach choroby
prawidtowo funkcjonujace komorki B trzustki prébuja kompensowac insulinoopornosé
poprzez zwigkszone wydzielanie insuliny. Wigze si¢ to z jednoczesng nadprodukcja
amyliny, w wyniku czego jej st¢zenie utrzymuje si¢ na podwyzszonym poziomie. Zdolna
do agregacji oraz wystepujaca w nadmiarze amylina rozpoczyna proces oligomeryzacji,
czego na poczatku nie mozna uchwycié¢ zadng z technik medycznych. W niedlugim czasie
prowadzi to do odktadania si¢ ztogow amyloidowych i1 uszkadzania komorek B trzustki.
Apoptoza kolejnych komorek B trzustki, odpowiedzialnych za wydzielanie hormonow
trzustkowych, powoduje spadek ich stezenia do okoto 4 pM/1. Utrzymujacy si¢ niedobor
amyliny i insuliny prowadzi do zaburzen w syntezie glukagonu, co wymusza zwigkszenie
dostarczania glukozy z jego rozpadu. To z kolei wzmacnia sygnat do wydzielania amyliny
[110], [111]. Wydzielanie amyliny dotyczy gtoéwnie komorek B trzustki. Zaobserwowano
wprawdzie taka zdolno$¢ rowniez w przypadku komorek a, ale jedynie w niewielkim

stopniu [112].
2.2.3. Insulina

Insulina to hormon peptydowy, ktdry zostat odkryty w 1922 roku przez dwdch
kanadyjskich lekarzy. Rok pdZniej zostali oni uhonorowani za to odkrycie Nagroda Nobla
w dziedzinie fizjologii lub medycyny [113]. Kolejnym przetomem w badaniach
dotyczacych insuliny bylo jej zsekwencjonowanie przez Sangera w 1955 roku,
co rowniez zostalo docenione w §rodowisku naukowym przez przyznanie mu trzy lata
p6zniej Nagrody Nobla. Niezwykle wazny wkiad w rozw6j wiedzy o insulinie miata
rowniez noblistka, Dorothy Crowfoot Hodgkin, ktora w 1969 roku z wykorzystaniem

technik krystalograficznych okreslita jej strukture przestrzenng [114]. Wszystkie
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z powyzszych odkry¢ byly kluczowe dla poznania mechanizmu lezacego u podstaw
rozwoju cukrzycy, a takze prowadzenia badan poszukujacych odpowiedniego

terapeutyku.

Gen odpowiadajacy za produkcje insuliny zlokalizowany jest w obrebie
11 chromosomu [115]. Zawarta w nim informacja o strukturze insuliny prowadzi do
produkcji dipeptydu, zbudowanego z dwoch tancuchéw polipeptydowych - A 1 B.
Utworzone sg one 1acznie z 51 reszt aminokwasowych (21 reszt tancucha A oraz 30 reszt
tancucha B), co sktada si¢ na mase 5802 Da. Polaczenie obu tancuchdéw insuliny, a takze
ich przestrzenne ulozenie przedstawia Rysunek 11. Charakter reszt budujacych insuling
odpowiada za jej punkt izoelektryczny (pl) przy wartosci pH 5,5. Na strukturg
przestrzennag tego biatka sktada si¢ uktad helis, gdzie N-koncowa helisa i antyréwnolegta
C-koncowa helisa ancucha A ztaczone sg z centralna, helikalng domeng tancucha B przez

dwa mostki disulfidowe [116].
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Rysunek 11. Schematyczne przedstawienie polaczenia lancucha A i B insuliny (A), a takze ich
struktury krystaliczne (PBD: 3140) (B).

Insulina produkowana jest w rybosomach retikulum endoplazmatycznego w postaci
proformy. Pozbycie si¢ sekwencji sygnatowej prowadzi do utworzenia tréjwymiarowe;j
struktury, ktora za pomoca pecherzykéw wydzielniczych migruje z retikulum
endoplazmatycznego do aparatu Golgiego. Bogate w cynk $rodowisko w poblizu tego
organellum skutkuje tworzeniem si¢ stabilnych form heksamerycznych proinsuliny [116].
Pod wptywem dziatania enzymow nastepuje ich rozpad z uwolnieniem czasteczek
insuliny oraz C-peptydu [117]. Impulsem do wydzielania insuliny przez komorki
B trzustki jest podwyzszony poziom glukozy. W poczatkowym etapie, bezposrednio po
spozyciu positku, ma ono charakter gwattowny, ktory wraz z biegiem czasu ulega

stabilizacji do formy mniej intensywnej, ale trwaltej. Skokowy charakter wydzielania
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insuliny wynika z pojawiajacych si¢ pulsacyjnie zmian stezenia glukozy, zwigzanych
gléwnie ze spozywaniem pokarmow [118]. Ze stymulujacego dzialania na produkcje
insuliny znana jest réwniez arginina. Oprocz czynnikéw regulatorowych pochodzacych
z odzywiania, wystepujg rowniez naturalne modulatory wydzielania insuliny, takie jak
endogenne hormony o wptywie pobudzajagcym, jak glukagon czy gastryna

lub hamujacym - adrenalina czy somatostatyna [119].

G1owng rolg insuliny w organizmie jest kontrola poziomu glukozy we krwi, tak aby
nie doprowadzi¢ do niekorzystnego stanu hiperglikemii. Jej wydzielanie wplywa
stymulujaco na synteze glikogenu poprzez transport glukozy do komoérek migsniowych.
Umozliwia to wykorzystanie weglowodandéw, zamiast magazynowanych kwasow
thuszczowych, jako zrodta energii dla pracujagcych migsni [120]. Kazdy z funkcjonujacych
regulatorow wymaga kontroli przez inng molekulg, co zapobiega jego nadmiernej
aktywnos$ci. Bardziej intensywne niz wymagane przez organizm wydzielanie insuliny
moze prowadzi¢ do stanow hipoglikemii, czyli zbyt niskiego poziomu cukru we krwi.
Aby temu zapobiega¢ rownolegle wydzielany jest hormon o przeciwstawnych funkcjach,

zwany amyling [79].

3. Amylina

Amylina zostala po raz pierwszy opisana przez dwoch niezaleznych badaczy [79],
[121], amimo to przez wiele kolejnych lat jej sekwencja 1 wihasciwosci stanowity
zagadke. Przetomem w badaniach nad amyling byl rok 1986, w ktérym ustalona zostata
jej czeSciowa sekwencja oraz wprowadzona nazwa [APP [122], ktora wciaz obowiazuje,
zamiennie z nazwg amylina [123]. Poznanie sekwencji przyczynito si¢ do powstania
w 1997 roku pierwszego analogu IAPP - pramlintydu [124], [125]dopuszczonego jako
lek w terapii cukrzycy zaréwno typu I, jak 1 11 [126]. Jako miejsce wydzielania amyliny
w poczatkowym okresie typowane byly jedynie komorki trzustki [127], natomiast
w kolejnych badaniach udowodniono jej ekspresj¢ rowniez w obrgbie przewodu
pokarmowego, gtéwnie na odcinku od Zotadka do jelita, a takze w komorkach pluc.
Najwigkszym zaskoczeniem byto odkrycie amyliny réwniez w komdrkach nerwowych,
co udowodnito, ze wydzielanie amyliny ma charakter neuroendokrynny [88]. Gen
odpowiadajacy za produkcje amyliny zlokalizowany jest w obrgbie 12 chromosomu

[115].
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IAPP nalezy do grupy kalcytonin, czyli rodziny biatek odpowiadajacych za
utrzymanie homeostazy jondw wapnia [79]. Cechami wspélnymi dla kalcytonin jest
obecnos¢ mostka disulfidowego migdzy 2 a 7 reszta aminokwasowa, a takze amidowany
C-koniec [128]. Powigzanie migdzy tg rodzing bialek a amyling obserwuje si¢ rowniez na
poziomie sygnalowym. Receptory biatek rodziny kalcytoniny (CTR) naleza do
wielodomenowych biatek transmebranowych zdolnych do tworzenia kompleksu
z biatkiem RAMP (ang. receptor activity modifying protein). Zadaniem tej proteiny jest
wpltywanie na aktywno$¢ receptora wzgledem docierajacych sygnaldéw, a takze
posredniczenie w migracji receptora w poblize membrany komorkowej [129]. Schemat
budowy bialek RAMP jest bardzo podobny, mimo wystepujacej migdzy nimi zaledwie
30% homologii aminokwasowej. Cechuja si¢ one trzyczlonowa struktura, ktora
utworzona jest przez: N-koncowa, zewnagtrzkomorkowa domene z cysteinami,
pojedynczy fragment transmembranowy oraz wewnatrzkomorkowa cze$¢ C-koncowa.
Biatko CTR moze wystegpowaé jako autonomiczny receptor kalcytoniny,
badz oddzialujac z kazdym z biatek RAMP tworzy¢ trzy receptory amyliny - AMY1,
AMY2 i AMY3 (Rysunek 12). Dimer CTR z RAMP3 wykazuje najwigksze
powinowactwo wzgledem IAPP [130], [131]. Obecno$¢ receptorow amyliny w mézgu
wyrdznia si¢ pewna specyficznos$cia, poniewaz mogg one wystgpowac w obrebie bariery
krew-moézg, jak receptor AMY1 lub by¢ zlokalizowane poza nia, jak AMY3. Krazaca
we krwi TAPP, w wyniku wigzania si¢ ze swoimi biatkami sygnalowymi, indukuje
kaskade kolejnych sygnatow do innych obszarow mozgu, a to prowadzi do sterowania
osrodkiem uczucia sytosci 1 tym samym dalszym wydzielaniem, badZ niewydzielaniem
amyliny. Dla zachowania homeostazy istotne jest, ze az 90% komorek zaopatrzonych jest

zarOwno w receptory amylinowe, jak i receptory glukozy [132].
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Rysunek 12. Schematyczne przedstawienie budowy receptora kalcytoniny, a takze receptorow
amylinowych utworzonych przez zwiazanie si¢ z nim poszczegoélnych bialek RAMP [133].
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Amylina w organizmie jest wydzielana w formie 89-resztowej pre-proproteiny. W jej
sktadzie wyr6zni¢ mozna 22-resztowg sekwencje sygnatowa, dwa niewielkie fragmenty
ograniczajgce - po 15 reszt aminokwasowych na C- 1 N-koncu - oraz 37-resztowy
fragment stanowigcy aktywny rdzen IAPP [134], [135]. Modyfikacja do aktywnej formy
rozpoczyna si¢ od usunigcia w retikulum endoplazmatycznym sekwencji sygnatowe;.
Nastepnie proamylina ulega dalszym przemianom polegajacym na odszczepieniu
peptydow ograniczajacych przez dziatanie trzech proteaz: prohormonu konwertazy
2 (PC2), prohormonu konwertazy 1/3 (PC 1/3) oraz karboksypeptydazy E (CPE),
coobrazuje Rysunek 13. Proces ten przebiega w aparatach Golgiego oraz
w granulocytach [136], [137]. Do powstania natywnej formy amyliny niezbedne jest
jeszcze utworzenie amidu na jej wolnym C-koncu. Ponadto w pelni aktywna IAPP
wymaga obecnosci mostka disulfidowego miedzy druga a siddma reszta cysteiny [79].
Drugorzedowa  struktura  amyliny  interpretowana  jest ~w literaturze
jako nieuporzadkowana [138] z fragmentami helikalnymi w obrgbie N-konca [139].
Podejrzewa si¢, ze wlasnie ten odcinek jest zaangazowany w oddziatywanie
z receptorami, a takze ma wpltyw na uposledzenie funkcji amyliny przez promowanie jej
agregacji [79]. Najnowsze eksperymenty wskazuja, ze wysoki poziom a-helikalnych

form prowadzi do dimeryzacji IAPP, ktora jest stanem posrednim w przebiegu dalszej

oligomeryzacji [140].

PreProAmylina
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Rysunek 13. Schemat szlaku przemian preproamyliny, prowadzacy do utworzenia amyliny.
Opracowanie wlasne na podstawie [141].

Posréd gatunkéw ssaczych sekwencja aminokwasowa amyliny jest wysoce
konserwatywna. Za amyloidogenny charakter ludzkiej amyliny odpowiada gléwnie
fragment 20-29, zwany tez amyloidogennym rdzeniem, ktory w pordwnaniu z wariantem

szczurzym pozbawiony jest reszt proliny, znanej z wlasciwo$ci antyagregacyjnych.

43



Wystepujace sze$¢ roznic w obrebie tego fragmentu miedzy wariantem ludzkim
a szczurzym powoduje, ze syntetyczny fragment 20-29 ludzkiej amyliny wykazuje
ekstremalnie silne wtasciwosci agregacyjne [142]. Zaobserwowano jednak, ze nie tylko
fragment 20-29 ma charakter amyloidogenny. Wprowadzenie reszty proliny w pozycj¢
14., zamiast naturalnie wystgpujacej tam asparaginy, ogranicza zdolno$ci agregacyjne
hIAPP [143], [144]. Ponadto w badaniach z wykorzystaniem mikroskopii TEM
z barwieniem czerwienia Kongo oraz spektroskopii FTIR  potwierdzono
amyloidogenno$¢  C-koncowego fragmentu amyliny, utworzonego z reszt
aminokwasowych w pozycjach 30-37 [145]. Srodkowa domena zlokalizowana migdzy
14. a 20. reszta aminokwasowa charakteryzuje si¢ helikalno$cia, a takze wlasciwos$ciami
amfipatycznymi, co ma réwniez posredni wplyw na wlasciwos$ci oligomeryzacyjne tego
peptydu [146]. Na podstawie przeprowadzonych badan elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) na mutancie amyliny ze zmodyfikowanymi resztami cysteiny,
pozbawionej mostka disulfidowego, ustalono, ze odpowiedzialny za agregacje elastyczny
C-koniec wraz z fragmentem 20-29 nie sa bezposrednio zaangazowane w oddziatywanie
z btong komorkowa. Wzajemne rownolegle ulozenie kolejnych czasteczek amyliny,
wynikajace z oddziatywania z blong ich N-koncéw, prowadzi do lokalnej koncentracji
amyloidogennych fragmentow, co ma wptyw na dalsze etapy agregacji. Fragment 1-19
ludzkiej amyliny, przyjmujacy w obecnosci membran strukture a-helikalng, ma zdolno$¢
do glebokiej penetracji niepolarnego rdzenia btony, co w przypadku wariantu szczurzego
nie wystepuje, a oddzialywanie dotyczy jedynie powierzchni dwuwarstwy. Podobne
zachowanie ludzka amylina wykazuje w obnizonym pH [145], [147]. Ciekawy efekt
zaobserwowano rowniez wprowadzajagc modyfikacje w sekwencji szczurzej amyliny.
Zamiana reszty Argl8, Asn23 i Val26 na aminokwasy wystepujace w ludzkiej sekwencji
spowodowata pojawienie si¢ stabych zdolnosci agregacyjnych [148]. Co réwniez
ciekawe, w konserwatywnosci reszt aminokwasowych ludzkiej amyliny zanotowano
jedno odstgpstwo. Byla nim mutacja zaobserwowana ws$rod populacji azjatyckie;j,
obejmujaca zamiang seryny w pozycji 20. na glicyng. Wnioskuje si¢, ze moze ona
stanowi¢ czynnik ryzyka w rozwoju cukrzycy typu 2 [149], [150]. Dla tworzenia
stabilnych struktur oligomerycznych kluczowe sa oddzialywania miedzy resztami
aromatycznymi, a takze aromatycznymi oraz hydrofobowymi [151]. Wykazano to
w eksperymentach, w ktorych zamieniono wszystkie wystepujace w sekwencji IAPP
reszty aromatyczne na reszty leucyny ispowodowalo to pigciokrotne zmniejszenie

wlasciwosci agregacyjnych [152]. Wiasciwosci reszt aminokwasowych sktadajacych sig
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na sekwencj¢ amyliny powoduja, ze jej punkt izoelektryczny wynosi 8,90. Zatem w pH
fizjologicznym, ze wzglgdu na mozliwo$¢ protonacji Lysl, Argll oraz His18, amylina

posiada tadunek dodatni [111].

W prawidtowo funkcjonujagcym organizmie stezenie IAPP w osoczu wynosi
zaledwie od 1 do 2% stezenia insuliny i miesci si¢ w przedziale od 4 do 25 pmol/l [153].
Ze wzgledu na wspotwydzielanie obu tych hormondw, wraz ze wzrastajacym stezeniem
glukozy we krwi stymulowana jest produkcja ich obu [154]. Powyzszy mechanizm
wskazuje na rolg amyliny w regulacji metabolizmu glukozy, ktéra polega na
antagonistycznym dziataniu w stosunku do insuliny. W niedlugim czasie po odkryciu
IAPP, w badaniach z wykorzystaniem migéni szkieletowych szczur6w zauwazono, ze pod
wpltywem dziatania insuliny amylina jest zdolna do wychwytywania glukozy
i poddawania jej syntezie do glikogenu [123]. Podwdjne dzialanie amyliny wzgledem
wydzielanej insuliny zaobserwowal rowniez Akesson, wykrywajac, iz w przypadku
nadmiernej produkcji insuliny IAPP ogranicza jej wydzielanie, natomiast w przypadku
homeostazy ma wptyw stymulujacy [155]. We wzajemnej relacji migdzy tymi peptydami
interesujacy jest tez inhibicyjny wptyw insuliny na agregacje IAPP [156]. Podejrzewa sig,
ze wynika on z oddziatywania helikalnego fragmentu amyliny z tancuchem B insuliny
[157]. Silna inhibicj¢ obserwowano przy proporcji obu bialek zawierajacej si¢ w zakresie
migdzy 5:1 a 100:1 [158]. IAPP ma réwniez za zadanie redukowaé stezenie glukozy
we krwi przez wptywanie na osrodkowy uktad nerwowy w celu ograniczania uwalniania
glukagonu z komorek [79]. Inng z zaobserwowanych funkcji amyliny jest spowolnianie
oprézniania zotagdka przez stymulacj¢ nerwu btednego, co powoduje dluzej trwajace
poczucie sytosci [159]. Ze wzgledu na te ceche amylina nazywana jest réwniez
hormonem anorektycznym. Ta jej funkcja ma szczegolnie istotne znaczenie w przypadku
cukrzycy typu 1, gdzie wystepuje catkowity brak tego hormonu, co ma patologiczny
wplyw na regulacj¢ pracy zotadka [160]. Interesujace jest rOwniez zaangazowanie IAPP
w procesy kosciotworcze. Wysokie podobienstwo strukturalne amyliny do kalcytonin od
poczatku sugerowato mozliwos¢ jej udzialu w tych samych szlakach. Zostalo
potwierdzone eksperymentalnie, ze jest ona zdolna do hamowania aktywnosci
osteoklastow [161]. Ponadto wykazuje stabsze, ale charakterystyczne dla rodziny
kalcytonin, wlasciwosci naczyniowo-rozkurczowe, wptywajac na opor obwodowych
naczyn krwiono$nych [79]. Amylina réwniez ochrania komorki B trzustki przed

uszkodzeniami poprzez poprawe mikrokrgzenia trzustkowego oraz ograniczanie
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hiperpolaryzacji tych komorek [162]. Wszystkie opisane wyzej funkcje pokazuja jak
wazna jest obecno$¢ IAPP w organizmie, mimo ze nie obejmuje to prawdopodobnie
wszystkich procesow w jakie moze by¢ zaangazowana, poniewaz wcigz nie zostala

poznana jej petna rola.

3.1. Kontrola proteolityczna i skutki wadliwego funkcjonowania uktadow

degradacyjnych

Zachowanie pozadanych funkcji przez amyling jest regulowane przez dwa
procesy: produkcje oraz degradacj¢ [163]. Amylina w odréznieniu od insuliny, ktorej
usuwanie zachodzi w watrobie, jest metabolizowana przez nerki [153]. IAPP ulega
przemianom Ww organizmie gltéwnie przez dzialanie dwoéch metaloproteinaz,
zawierajacych cynk w swoim rdzeniu. Pierwszg jest biatko IDE (ang. insulin degrading
enzyme), zwane rowniez insulizyng, produkowane przez rézne komoérki organizmu.
Drugim jest neprylizyna (NEP), uwalniana gléwnie z komorek [ trzustki. Ilos¢
powstajagcego NEP stopniowo zmniejsza si¢ wraz z wiekiem. Cecha wspdlng obu
enzymow jest zapobieganie cytotoksyczno$ci oligomerdw, nie tylko amyliny, ale takze
peptydu AP, przez ich degradacje [164], [165]. Poznanie korelacji miedzy IAPP a IDE
pozwolilo na poszukiwanie inhibitoréw aktywnosci tej metaloproteinazy. Inhibicja IDE
skutkuje zwigkszeniem tolerancji na glukoz¢ u myszy poprzez zwigkszone wydzielanie
amyliny, co przyczynia si¢ do wolniejszego oprdzniania zoladka [166]. Niestety,
dlugotrwate stosowanie takich inhibitorow wigze si¢ z powaznymi konsekwencjami
zwigzanymi z rozregulowaniem pracy podstawowych systemow proteolitycznych [167],

[168].

Kontrole nad agregacja amyliny pelnig rowniez chaperony, ktore sg zdolne do
wychwytywania jej czasteczek [169]. U pacjentéw z cukrzyca typu Il zaobserwowano
wzrost chaperonowego biatka szoku termicznego Hsp70 w osoczu [170]. Ma to Sciste
powiazanie z dysfunkcja autofagowych systeméw degradacyjnych, co wigze si¢
z odktadaniem fibryli amyloidowych [169]. Ladjimi zauwazyl, ze wzrost stgzenia Hsp70
moze by¢ mechanizmem obronnym odpowiadajacym na stres oksydacyjny, gdyz biatko

to ma zdolno$¢ do hamowania agregacji IAPP [171].

Interesujace w kontekscie kontroli proteolitycznej jest zaangazowanie gidéwnych
struktur degradacyjnych jakimi sg proteasomy. Ich udzial w ograniczaniu agregacji zostat

opisany w przypadku biatka tau, czy a-synukleiny [172], [173]. W 2018 roku Smith
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1 wspolpracownicy skorelowali trzy rézne amyloidozy - chorobg Alzheimera,
Huntingtona 1 Parkinsona, przedstawiajac wplyw oligomerycznych biatek, $cisle
zwigzanych z tymi patologiami, na aktywnos¢ proteolityczng proteasoméw. Udowodnili
oni inhibujagcy wplyw oligomeréw na zdolnosci degradacyjne proteasomu 20S.
Zaproponowany przez nich mechanizm opiera si¢ na allosterycznej inhibicji h20S przez
oddziatywanie z jego zewnetrznym pierScieniem o trojwymiarowych struktur
oligomerycznych o okreslonej i zblizonej do siebie konformacji, co wptywa na modulacje
a-bramy i tym samym ogranicza dostep substratéw do komory katalitycznej [1]. Pierwsze
dane literaturowe dotyczace korelacji amyliny z proteasomem si¢gaja 2007 roku, kiedy
Casas i wspotpracownicy udowodnili spadek aktywnosci proteasomalnej w trzustkowych
liniach komérkowych myszy pod wptywem traktowania ich ludzka amyling. Podobnego
efektu nie zaobserwowano w badaniach z wariantem szczurzym [APP [174]. W 2016 roku
Singh i wspotpracownicy potwierdzili zaangazowanie systeméw proteasomalnych
w Sciezke degradacji amyliny. W swoich badaniach z wykorzystaniem metod
immunoprecypitacyjnych wykazali takze oddzialywanie amyliny z podjednostka o4
h20S. Ponadto, przy zastosowaniu inhibitora aktywnos$ci proteasomu, laktacystyny,
potwierdzili zwigkszona cytotoksyczno$¢ 1 wewnatrzkomorkowa akumulacje amyliny
[175]. Przedstawione eksperymenty jednoznacznie wskazuja na zaangazowanie

proteasomu 20S w degradacj¢ amyliny.

Dhugotrwale utrzymujacy si¢ stan hiperglikemii pobudza komorki B trzustki do
produkcji amyliny, co powoduje wzrost jej stezenia 1 przyspiesza agregacj¢ [79], [176].
W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano, ze dodatek $wiezo przygotowanej
amyliny powoduje wprawdzie wzrost ekspresji Hsp70, ale i tak juz po godzinie od
dodania amylina uposledza w znaczacym stopniu aktywnos¢ proteolityczng proteasomu,
prowadzac komorke na szlak apoptozy [174]. Ponadto niedobor biatka IDE prowadzi do
rozwoju hiperamylinemi, co skutkuje pogtebianiem problemu insulinoopornosci [177].
Zostato to potwierdzone w badaniach in vitro, w ktorych wykazano zwigkszong

cytotoksyczno$¢ amyliny w sytuacji niedoboru metaloproteinazy IDE [167].

Jednym z parametrow S$wiadczacych o zaburzeniu procesow degradacyjnych
w komorce jest pojawienie si¢ w jej wnetrzu agresomoOw, zwanych inaczej ciatami
inkluzyjnymi. Sg to struktury naturalnie wystepujace zewnatrzkomorkowo, stanowigce
magazyn bialek takich jak tubulina, czy wimentyna, niezbednych do tworzenia

elementow cytoszkieletu, stad ich inna nazwa - centrum organizacji mikrotubuli. W sktad
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agresomu wchodzg roéwniez podjednostki 20S, czasteczki ubikwityny i biatka
opiekunczego Hsp70. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy uwaza si¢, ze rola agresomow
ma charakter cytoprotekcyjny, maja one bowiem na celu gromadzenie nieprawidtowo
sfatldowanych biatek i ich agregatow w formie inkluzji w jednym miejscu w komorce, co
ogranicza ich nieprawidlowe interakcje z innymi biatkami [178], [179]. Z ich dzialaniem
powigzano proteing zwang p62, bedaca selektywnym receptorem autofagii.
Z przeprowadzonych badan wynika, ze agresomy powigzane z powyzszym bialkiem
moga by¢ degradowane przez systemy proteolityczne. Ponadto zaobserwowano ich
obecno$¢ w komorkach [ trzustki, atworzenie si¢ p62 pozytywnych agresomoéw,
utworzonych ze zlogéw amylinowych, skutkowato zwigkszong przezywalnoscia

komorek B, co wskazuje na ich zaangazowanie w przemiany amyliny [180].

3.2. Mechanizmy cytotoksycznosci amyliny

Utrzymujacy si¢ stan hiperglikemii wraz z nietolerancjg glukozy stanowi istotny
czynnik promujacy proces oligomeryzacji amyliny [181]. Czynnikiem wplywajacym na
ten proces jest takze proteoglikan siarczan heparanu, zwany Perclanem (HSPG), ktory
poprzez wigzanie czasteczek amyliny przyspiesza jej oligomeryzacj¢ oraz odktadanie si¢
agregatow. Obecnos¢ HSPG oraz biatek, takich jak na przyktad patologiczne chaperony,
zostala zaobserwowana w zlogach amyloidowych w trzustce [182]. Zlokalizowano
w nich ponadto surowicze biatko amyloidu A (ang. SAA - serum amyloid A), biatko P
(ang. SAP - serum amyloid component P) 1 apolipoproteing E (Apo E). SAP moze mie¢
znaczacy wplyw na proces agregacji, poniewaz wnioskuje si¢, ze pelni on funkcje

stabilizujagce amyloid i chronigce go przed strawieniem [111].

Agregacja amyliny rozpoczyna si¢ od jej wewnatrzkomodrkowej oligomeryzacji
[79]. Pogtebiajaca si¢ hiperglikemia, a takze stres oksydacyjny, stymulujg oligomeryzacje
IAPP [174], [183]. Krokiem milowym w pracach nad procesami agregacyjnymi i ich
cytotoksycznos$cig byta obserwacja uszkodzen komorek trzustki i dalszy postep choroby,
ktore wystapity jeszcze przed pojawieniem si¢ form fibrylarnych IAPP [184]. Nastgpnie
w kolejnych badaniach wykazano, ze najwieksza cytotoksyczno$¢ cechujg si¢ mate
oligomery amyliny [185]. Zaobserwowano tez, ze w przeciwienstwie do innych
peptydow agregujacych amylina juz w postaci monomerycznej moze oddzialywac
z blong komorkowa [186]. Asocjacja helikalnych, N-koncowych fragmentéw amyliny,
zachodzaca na skutek kontaktu z membrang, prowadzi do koncentracji amyloidogennych

fragmentow jej sekwencji. Lokalne zaggszczenie tych fragmentéw moze by¢ impulsem
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do rozpoczgcia oligomeryzacji. Oddzialujace ze soba hydrofobowe motywy amyliny
zmieniajg powierzchni¢ dwuwarstwy lipidowej 1 prowadza do przerwania jej ciaglosci
[183], [187]. Z tego powodu dochodzi do szeregu niekorzystnych zdarzen, m.in. do
zaburzenia pracy kanalow wapniowych, co jest jednym z powoddéw cytotoksycznosci

tworzacych si¢ form oligomerycznych [188].

Ponadto, jako ogbélny mechanizm toksyczno$ci wszystkich peptydow
agregacyjnych, zostata potwierdzona zdolnos¢ form oligomerycznych do tworzenia
toroidalnych struktur, zlozonych z odpowiedniej liczby meréw. Struktura taka tworzy si¢
na skutek oddziatywania oligomeréw z btong, prowadzacego do powstania tak zwanych
amyloidogennych porow [189]. Nieszczelno$¢ w strukturze btony komoérkowej skutkuje
uwalnianiem jonéw do przestrzeni zewnatrzkomérkowej [79]. Dodatkowo
oddziatywanie z blong aktywuje produkcje kalpain, tzw. cytoplazmatycznych proteaz
[188]. Ponadto powstajace nierozpuszczalne fibryle oddzialujg z lipidami tworzacymi
btong komodrkowa, zmieniajac ich ujemny tadunek, co skutkuje przerwami w ciggtosci
btony i mozliwo$ciag uwalniania fibryli do przestrzeni zewnatrzkomodrkowej [190].
Interakcja amyliny z ujemnie naladowanymi resztami fosfolipidowymi tworzacymi blone
komoérkowa moze wptywaé na wymuszanie jej helikalnej struktury we fragmencie 1-19,
co, jak to zostalo wspomniane wczesniej, przyczynia si¢ do glebokiej penetracji
niepolarnego rdzenia blony. Podobna zalezno$¢ wystgpuje w sztucznych uktadach,
w ktorych srodek powierzchniowo czynny tworzy micele, imitujgc naturalne membrany.
Dodatkowo zaobserwowano, ze zdolnos¢ amyliny do glebokiego penetrowania btony
komodrkowej ma zwiazek z obecnoscia histydyny w pozycji 18. W przeprowadzonych
eksperymentach potwierdzono, ze obnizenie pH do kwasowego powoduje protonacje
His18, co skutkuje jedynie powierzchniowym oddzialywaniem amyliny z btona,
podobnie jak ma to miejsce w przypadku wariantu szczurzego. Opisany mechanizm
penetracji blony moze ttumaczy¢ destrukcyjny wptyw IAPP na cigglto§¢ membran [191],

[192].

W otoczeniu uszkodzonej komorki kontrole proteolityczng, umozliwiajaca
usuwanie mi¢dzy innymi fibryli amyloidowych, petnig autofagolizosomy. W przypadku
cukrzycy typu 2 zaobserwowano upo$ledzenie ich tworzenia, szczegdlnie w pierwszych
stadiach choroby. Skutkuje to odktadaniem si¢ agregatoéw w wakuolach autofagalnych,
co stanowi jeden zelementéw kaskady cytotoksycznosci [79]. Wszystkie opisane

powyzej procesy stymuluja aktywnos$¢ inflamasomu, biatkowego kompleksu
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prozapalnego, zwigkszajac produkcje¢ interleukiny-1p i tym samym kierujac komorke na
droge apoptozy [193]. Schematyczne zestawienie cytotoksycznego wplywu amyliny
przedstawia Rysunek 14. Istniejg przestanki wskazujgce, ze stymulacja agregacji do form
fibrylarnych moze by¢ mechanizmem obronnym organizmu przed szkodliwym
dziataniem form oligomerycznych. Wigze si¢ to z mozliwoscia pozbycia si¢

niebezpiecznego bialtka przez zwigzanie go w postaci nierozpuszczalnych ztogow [194].

B

Mitochondrium Granulocyty

Autofagosom

prolAPP  IAPP

o>9

Autofagolizosom

Rysunek 14. Schematyczne przedstawienie cytotoksycznego wplywu amyliny. Wieloorganellowe
uszkodzenia bton komodrkowych struktur takich jak aparat Golgiego, retikumum endoplazmatyczne czy
mitochondrium (B) prowadzi do wzrostu stresu oksydacyjnego poprzez indukcje tworzenia si¢
reaktywnych form tlenu (ROS). To z kolei wplywa na aktywno$¢ degradacyjng proteasomow (A),
prowadzac do dysocjacji kompleksow 268, co uniemozliwia proteolizg biatek ubikwitynowanych. Ponadto
ROS przyczyniajg si¢ do hamowania aktywnosci proteasomu 20S. Formy oligomeryczne uszkadzaja takze
granulocyty (C) i zewnetrzng btong komorkowa, co wptywa na zaburzenie rownowagi jonowej. W obrebie
uszkodzonej komorki za usuwanie agregatow amyloidowych odpowiedzialne sg struktury utworzone przez
polaczenie autofagosomu z lizosomem (D). Ze wzgledu na uposledzenie w ich tworzeniu w przebiegu
cukrzycy obserwuje si¢ zaburzenia w tym szlaku. Opracowanie wlasne na podstawie [79].

Innym mechanizmem ochronnym jest wykorzystywanie przeciwcial do
ograniczania uszkodzenia komorek B trzustki wywolanych cytotoksyczno$cia amyliny.
W wyniku przeprowadzonych badan odkryto, Ze w osoczu 0s6éb cierpiacych na cukrzyce
typu 2 znajduje si¢ specyficzne przeciwciato oddziatujace tylko z oligomerami amyliny.
Powyzsze oddzialywanie zaobserwowano rowniez dla grupy kontrolnej, ktérg stanowito

osocze 0sOb zdrowych, jednak st¢zenie tego przeciwciala utrzymywato si¢ u nich na

stosunkowo niskim 1 zblizonym poziomie. W$réd pacjentow cukrzycowych poziom
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przeciwciala byl rézny, ale minimum dwa razy wyzszy wzgledem grupy kontrolnej.
Roéznice te moglyby wskazywaé na rézne stadia rozwoju cukrzycy, ktére rowniez réznig
si¢ zawartoscig form oligomerycznych. Ponadto w badaniach przeprowadzonych na
liniach komorek [-trzustki wykryto, ze dodatek wspomnianego, wyizolowanego
przeciwciala zwicksza przezywalno$¢ komorek B pacjentow cukrzycowych, czego nie
zaobserwowano u osob zdrowych. Ponadto badania wykazaly, ze im wyzszy dodatek
przeciwciala, tym wigksza przezywalnos¢ komorek B trzustki pacjentéw cukrzycowych.
Przedstawione dzialanie przeciwciat skierowanych na oligomery amyliny moze stanowic
mechanizm obronny organizmu przed catkowita destrukcja komorek. Stanowi to
interesujacy obiekt do dalszych badan, szczegdlnie w kontekscie leczenia cukrzycy juz
w rozwinigtym stadium [195]. Inny mechanizm ochronny wykorzystuje antyagregacyjne
dzialanie cynku, ktory poprzez wydluzanie pierwszego etapu oligomeryzacji, tzw. ,,lag
phase”, zaburza powstawanie cytotoksycznych oligomeréw [196]. Na Rysunku 15
przedstawilam poszczegodlne etapy tworzenia si¢ agregatdow z monomerycznej postaci
biatka, z ich podziatem na frakcje rozpuszczalng i nierozpuszczalng. W fazie opdznienia
(lag phase) wystepuja gtdéwnie monomery biatka, z dodatkiem niskoczasteczkowych
oligomerow, zawartych we frakcji rozpuszczalnej. Dalszy postgp oligomeryzacji
prowadzi do fazy elongacji, w wyniku ktorej powstajg w pierwszym etapie protofibryle,

a z nich tworzg si¢ nierozpuszczalne fibryle 1 agregaty.

Monomery Oligomery Protofibryle Fibryle Agregaty

Frakcja rozpuszczalna Frakcja nierozpuszczalna

Rysunek 15. Przedstawienie poszczegélnych form oligomerycznych z ich podzialem na frakcje
rozpuszczalna i nierozpuszeczalna [197].
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3.3. Amylina w chorobie Alzheimera

Choroba Alzheimera (AD) dotyka na §wiecie okoto 50 milionow ludzi i az jedna
trzecia przypadkoéw jest powigzana z otytoscig oraz cukrzycg typu II [198]. Na podtoze
powstawania AD skladaja si¢ dwa amyloidogenne procesy: wewnagtrzkomorkowe
odkladanie si¢ biatka tau w postaci splatkow neurofibrylarnych i zewnatrzkomérkowa
agregacja AP [199]. Zaobserwowano, ze przy trwajacej dtuzej niz 9 lat T2DM ryzyko

zachorowania na AD zwigksza si¢ 0 65% [200].

Ze wzgledu na wiele wtasciwosci fizykochemicznych wspdlnych dla amyliny
i amyloidu B podejrzewa si¢, ze wykazuja one wspolny mechanizm cytotoksycznos$ci
[201], [202]. Oba peptydy taczy az 25% podobienstwa w ich sekwencji, a najwyzsza
homologi¢ obserwuje si¢ dla fragmentéw bioracych udzial w formowaniu amyloidu
[201], co przedstawia Rysunek 16. Powoduje to, ze amylina z amyloidem [} moze
wchodzi¢ w interakcje 1 tworzy¢ oligomery krzyzowe [203]. Powstale w ten sposob
formy oligomeryczne wykazuja trzy razy wyzsza cytotoksyczno$¢ niz wystepujac
samodzielnie [204] 1 bezposrednio wplywaja na zwigkszenie produkcji
hiperfosforylowanego biatka tau. To z kolei poteguje stres oksydacyjny 1 powstate juz

stany zapalne, co skutkuje uszkodzeniami neurondow [205], [206].
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Rysunek 16. Podobienstwa miedzy sekwencjami aminokwasowymi amyliny oraz peptydu Ap 1-42.
Na pomaranczowo zaznaczylam najkrotsze sekwencje o najwyzszej homologii, na granatowo reszty
aminokwasowe biorgce udzial w samoasocjacji peptydow, a na zielono powtarzajace si¢ w tych samych
regionach aminokwasy [207].

Dodatkowym elementem spajajacym obie choroby jest potwierdzona obecno$¢
agregatow AP 1 bialka tau w wysepkach trzustkowych [208]. Zaobserwowano réwniez
powigzanie obu chordb przez apolipoproteing E epsilon-4 (ApoE €4). Osoby bedace
nosicielami allelu tej proteiny maja wigksze ryzyko zachorowania na obie choroby [209].
Pierwsze badania wskazywaty, Zze ApoE zwigzana jest wytacznie z chorobg Alzheimera,

natomiast w przeprowadzonych poézniej eksperymentach ze znakowang forma

tej lipoproteiny, potwierdzono jej obecno$¢ we wszystkich typach komorek trzustki.
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Wyniki te sugeruja, ze ApoE jest syntezowana w obrebie wysp Langerhansa,
badz pojawia si¢ tam w wyniku transportu lipidéw. Majac na uwadze fakt,
ze apolipoproteina E dziata jako patologiczne biatko opiekuncze, jej obecnos¢ w rejonie

nadprodukcji amyliny stanowi duze zagrozenie niepozadang agregacja [210].

Zalezno$ci migdzy AD i T2DM moga wynikaé réwniez ze zdolnosci amyliny do
migracji w organizmie, w tym takze przekraczania bariery krew-mo6zg. Udowodniono to
obserwujac ztogi amylinowe powstajace nie tylko w trzustce, ale takze w mézgu [182].
Przyktadem powigzania migdzy obiema chorobami moze by¢ réwniez przypadek
zaprezentowany na Rysunku 17. Przedstawione preparaty immunohistochemiczne
jednoznacznie pokazuja obecno$¢ ztogéw amylinowych, biatka Tau oraz peptydu AP 1-
42 w komorkach [ trzustki pacjenta z diagnoza choroby Alzheimera, bez potwierdzone;j

cukrzycy typu 2.

Rysunek 17. Preparaty immunohistochemiczne pacjenta chorujacego na chorobe Alzheimera, bez
diagnozy cukrzycy, przedstawiajace zlogi amylinowe (A), bialka Tau (B) i peptydu Ap42 w obre¢bie
komorek B trzustki (pasek skali dla preparatu Ai B - 50 pm, C - 20 pm) [211].

Dane literaturowe jednoznacznie wskazuja wspdlne podioze dla rozwoju
cukrzycy typu 2 i choroby Alzheimera. W obu jednostkach chorobowych obserwuje si¢
nieprawidtowoéci w gospodarce jonow Ca®" i wystepowanie stresu oksydacyjnego,
wynikajacego migdzy innymi z powstawania reaktywnych form tlenu [212]. Metabolizm
bialek w komoérkach pod wptywem przeksztatlcen oksydacyjnych ulega modyfikacji,
co prowadzi do powstania reaktywnych produktéw koncowych, zdolnych do inicjowania
procesOw destrukcyjnych komorki. Podobienstwo obserwuje si¢ rowniez w szlakach
sygnatowych neuronéw i komorek trzustki [213]. Lacznikiem miedzy dwiema chorobami
jest receptor mézgowy AMY3 [214]. Uwaza sig, ze jeden z elementéw tego receptora,
bialko RAMP3, jest zaangazowany w przedwczesng programowa S$mieré komorek

zwigzang z agregacja zarowno amyliny, jak 1 peptydu Ap42 [215].

53



3.4. Strategie leczenia w T2DM

Cukrzyca jest jednostka chorobowa, ktéra towarzyszy ludzkosci od wiekow.
Do poczatku ubiegtego wieku byta chorobg nieuleczalng, a dla pacjentow
reprezentujacych typ I $miertelng. Rewolucjg byt rok 1922, w ktorym dr Frederick
Banting wraz ze swoja grupa badawcza wyizolowat insuling z ekstraktu trzustkowego psa
1 podal ja umierajacemu 14-letniemu chtopcu z cukrzyca typu I, co uratowato mu zycie.
Sukces ten przetozyt si¢ na uruchomienie zaledwie rok po6zniej produkcji insuliny
w krajach wysokorozwinietych. W Polsce produkcja rozpoczeta si¢ w 1924 roku.
Poczatkowo wigzata si¢ ona z izolacjg insuliny z trzustki zwierzgcej (krowy lub $wini),
co przektadato si¢ rowniez na liczne reakcje alergiczne u pacjentéw. Wynikato to z niskiej
czystosci preparatow, a takze roznic w sekwencjach aminokwasowych w zestawieniu
z ludzkim wariantem. Kolejnym krokiem milowym bylo otrzymanie w 1980 roku
metodami inzynierii genetycznej z wykorzystaniem bakterii £. Coli ludzkiej insuliny,

co rownoczesnie stanowito pierwszy lek wytworzony tg technikg [94].

Obecnie terapia diabetykow, czyli osob cierpiacych na cukrzyce, jest zalezna od
jej typu, a takze od stopnia zaawansowania choroby. W pierwszych etapach wdrazane sa
zmiany w codziennych nawykach. Jesli zalecenia o zwigkszeniu ruchu, czy modyfikacji
diety nie sa efektywne, nastgpuje przejscie do leczenia medykamentami doustnymi.
Ze wzgledu na to, ze cukrzyca jest choroba postepujaca, jej terapia wymaga
indywidualnego podej$cia. Kluczowym aspektem jest wystepujaca w tej jednostce
chorobowej insulinooporno$¢. Bardzo czegsto w pierwszych stadiach choroby komorki 8
trzustki prawidlowo wydzielaja insuling w odpowiedzi na podwyzszone stezenie glukozy
we krwi, natomiast komorki docelowe nie reaguja na nig prawidtowo. Prowadzi to do
zwigkszonego stezenia insuliny we krwi, dlatego poczatkowo zastosowanie znajdujg leki,
ktore maja uwrazliwia¢ receptory insulinowe na dziatanie tego hormonu. Wraz
z postegpem choroby uposledzenie dotyczy rowniez wydzielania, dlatego na tym etapie
niezbgdna jest stymulacja komorek 3 trzustki do produkcji endogennej insuliny. Ponadto

wszystkie leki maja, z r6znym natezeniem, obniza¢ poziom glukozy we krwi [94].

Ze wzgledu na mechanizm dziatania, leki na cukrzyce mozna podzieli¢ na dwie
grupy: flozyny oraz terapeutyki inkretynowe. Pierwsze z nich ograniczaja wchlanianie
glukozy w obrebie nerek, tym samym zwigkszajac jej wydalanie wraz z moczem.
Mechanizm ten chroni nerki przed uszkodzeniami, co jest jednym z gtownych powiktan

cukrzycy. Dziatanie lekow inkretynowych jest bardziej zaawansowane i przejawia si¢ na
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wielu plaszczyznach. Jedna z nich jest zwigkszenie wydzielania endogennej insuliny
przez pobudzanie komorek P trzustki, a takze hamowanie wydzielania glukagonu.
Co ciekawe, jest to proces selektywny, ktory zachodzi tylko w momencie podwyzszonego
stezenia glukozy we krwi, co ogranicza mozliwos¢ wystgpienia hipoglikemii [94].
Przyktadami doustnych preparatbw na cukrzyce s3: metformina, pochodne
sulfynylomocznika, antagonisci receptora GLP-1, czy inhibitory SGLT-2 [94].
Réznorodnos¢ mechanizmow dziatania powyzszych terapeutykéw pozwala na

utrzymywanie nawet przez kilka lat prawidtowych poziomow glikemii.

W przypadku stopniowego spadku skutecznosci lekéw doustnych i znaczacego
niedoboru endogennej insuliny, wynikajacego z wyniszczenia komorek B trzustki, wdraza
si¢ do leczenia podawanie analogéw insuliny. Waznym aspektem w leczeniu cukrzycy
i stosowaniu lekow doustnych jest ich zdolnos¢ do utrzymywania prawidtowej masy
ciata, co w przypadku podawania insuliny nie jest takie proste. Ponadto insulina jako lek
peptydowy musi by¢ podawana w postaci iniekcji podskornych, co zmniejsza komfort
pacjentow. Natomiast duzym plusem ze wzgledu na rozw6j metod bioinzynieryjnych jest
powstawanie form insuliny dopasowanej do pacjenta. Z uwagi na czas i sposob dziatania
mozna wyr6zni¢ analogi ludzkiej insuliny o krotkim (1-3 godziny) i $rednim (3-10
godzin) czasie dziatania. Rozwo6j prac badawczych nad insuling doprowadzil do
powstania rowniez jej mutantow, ktére charakteryzuja sie niemal natychmiastowym
dzialaniem (0,5-1,5 godziny), badz dziataniem dlugotrwajacym (8 godzin), bez
wyraznego szczytu jej stezenia [94]. Formg terapii, ktéra jest najblizsza fizjologicznej
gospodarce insuling, jest pompa insulinowa. Z zastosowaniem wlewéw podskornych
podawany jest analog szybkodziatajacy. Dozowanie polega na statej podazy insuliny
w dawkach podstawowych, a takze umozliwia podanie dodatkowej porcji w formie tak
zwanych boluséw. Stosowanie pompy insulinowej jest szczegdlnie rekomendowane
osobom aktywnym, ze zmiennym harmonogramem dnia. Niestety, jest to kosztowna
forma terapii. Koszty insuliny dla pacjentow cukrzycowych pokrywane sa przez
Narodowy Fundusz Zdrowia, natomiast samodzielny zakup pompy insulinowej wigze si¢

z wydatkiem od 3 500 ztotych do nawet 18 000 ztotych [216].

Alternatywa dla leczenia insuling jest wykorzystanie drugiego z hormondéw
trzustkowych, ktory naturalnie jest wspotwydzielany z insuling - amyliny. Pierwszym
lekiem powstalym w wyniku poznania jej sekwencji byt pramlintyd. Charakterystyka

szczurzego wariantu amyliny w zestawieniu z ludzkim doprowadzita do powstania
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analogu, w ktorym trzy reszty z fragmentu amyloidogennego, w pozycji 25, 28 i 29,
zostaty zastapione resztami proliny. W ten sposob powstat jedyny do dzi$, komercyjnie
dostepny lek w leczeniu cukrzycy typu 2 oparty o dziatanie IAPP. Pramlintyd ze wzglgdu
na niewielkie roznice sekwencyjne posiada mas¢ czgsteczkowa podobng do amyliny,
wynoszaca ok. 4 kDa. Podawany jest on w postaci soli octanowej w formie zastrzykow
podskérnych. Jego okres poéltrwania wynosi 48 minut, stad wymaga podawania do
czterech razy dziennie, przed gldéwnymi positkami. Mechanizm dziatania pramlintydu
jest niezwykle zblizony do funkcjonowania amyliny. Regulacja stezenia glukozy we krwi
opiera si¢ na kontroli tempa oprozniania zotadka, co ogranicza ilo$¢ przyjmowanego
pokarmu [217], [218]. Lek ten powinien by¢ przechowywany w lodéwce i podawany
jedynie w postaci klarownego roztworu. Wystapienie jakiegokolwiek zmetnienia

swiadczy o agregacji 1 wyklucza go z mozliwos$ci podania pacjentom [219].

Istotnym odkryciem bylo zrozumienie fizjologii innego =z naturalnie
wystepujacych hormondéw - leptyny. Jest ona nazywana takze hormonem sytosci, gdyz
jej dziatanie obejmuje kontrol¢ apetytu. Wydzielana przez komorki thuszczowe leptyna
wigze si¢ ze swoimi receptorami w obrebie podwzgodrza, co aktywuje sygnat o sytosci
[220]. Jej regulujacy mechanizm wptywa réwniez hamujaco na wydzielanie insuliny
[221]. Niedobor leptyny prowadzi do wielu chorob zwigzanych z zaburzeniami
odzywiania, w tym przede wszystkim do otylosci. Leczenie pacjentow polega na
podawaniu zamiennikow leptyny. Jej syntetyczny analog, zwany metreleptyna,
stosowany jest jako medykament w leczeniu zaburzen zwigzanych z genetycznym
uposledzeniem produkcji leptyny lub w schorzeniach tkanki tluszczowej, takich jak
lipodystrofia [222]. Zdolno$¢ metreleptyny do obnizania poziomu glukozy we krwi
przeklada si¢ na zmniejszanie stanu hiperglikemii u pacjentow cukrzycowych. Niestety,
Europejska Agencja Lekow podaje tez dzialania niepozadane wywotywane przez
metreleptyne. Naleza do nich miedzy innymi: Igk, pogorszenie widzenia, bdle ciata,
dezorientacja, zawroty glowy czy przyspieszone bicie serca [223]. Cho¢ mechanizmy
dziatania obu powyzej opisanych lekoéw, pramlintydu i metreleptyny, sa odrebne,
to skutkuja zblizonymi efektami. Terapia taczaca oba leki moze wykazywac lepsze
efekty, przez synergiczne dzialanie tych zwigzkéw. Stosowane jest juz potaczenie

pramlintydu z leptyng w leczeniu otytosci [224].

Wykazana w poprzednich rozdzialach korelacja mig¢dzy oligomeryzacja protein

a uposledzonym dzialaniem uktadow proteolitycznych, sktania do poszukiwania metod
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terapeutycznych w stymulacji systeméw degradacyjnych, w tym stymulacji proteasomu.
Przez wiele lat wiodacym tematem w konteks$cie regulacji aktywno$ci proteasomalne;j
byly inhibitory. Mozliwos¢ ich zastosowania w chorobach zwigzanych z nadmierng
aktywnoscig proteolityczng h20S poskutkowata dopuszczeniem przez FDA uzycia kilku
z inhibitoro6w w terapiach przeciwnowotworowych. Choroby zwigzane z uposledzonymi
zdolno$ciami degradacyjnymi proteasomu prowadza do odktadania si¢ niepozadanych
biatek, co w dalszym etapie prowadzi do dysfunkcji komorki. Sposobem terapii moze by¢
stymulacja proteasomu. Temat ten nie jest jeszcze tak eksplorowany jak inhibicja,
ale w literaturze zostaly juz opisane niskoczasteczkowe aktywatory h20S. Jednymi z nich
sa pozyskane ze zrodet naturalnych kwas betulinowy czy oleuropeina [225]. Wada tego
typu zwigzkéw jest ich mata selektywnosé, a takze mozliwos$¢ przeksztalcenia pod

wptywem réznych modyfikacji do form inhibitorowych [226].

W nowoczesnej medycynie coraz szersze zastosowanie jako leki znajduja peptydy.
Wynika to z szeregu ich zalet. Naleza do nich przede wszystkim wysoka biodostepnos¢,
niska toksyczno$¢, a takze stosunkowo tania produkcja. Leki peptydowe wykazuja
z reguly wyzsza specyficzno$¢ i selektywnos¢ w porownaniu z maloczasteczkowymi
zwigzkami, a takze wywotuja mniejszg stymulacje uktadu odpornosciowego niz biatkowe
medykamenty [227], [228]. Peptydy jako leki nie sa jednak pozbawione wad.
Do ograniczen w ich stosowaniu zalicza si¢ przede wszystkim ich podatnos$¢ na dziatanie
enzymoOw proteolitycznych. Szlak trawienny uktadu pokarmowego, odpowiadajacy za
proteolize bialek z pokarmow i dostarczenie egzogennych aminokwasow, w ten sam
sposob przyczynia si¢ do rozktadu leku peptydowego. W oczywisty sposob wyklucza to
form¢ doustng podawania takich $rodkdéw. Ponadto leki peptydowe wykazuja staba
wchtanialno$¢ przez btone §luzowa jelita. Wszystko to sklada si¢ na koniecznosé
stosowania zdecydowanie mniej komfortowych dla pacjentow wlewdéw dozylnych, badz
iniekcji podskornych w celu podania peptydowych preparatow. Nie jest to jednak pelnym
rozwigzaniem problemu braku stabilnosci takich zwigzkéw, poniewaz w osoczu réwniez
wystepuja liczne proteazy, co sprawia ze czas pottrwania lekow peptydowych jest
stosunkowo krotki, a ich zdolno$¢ do penetracji blon komorkowych nie jest wysoka
[229]. W zwiazku z powyzszym jako Srodki terapeutyczne proponowane sg czg¢sto
peptydomimetyki, ktore pozwalaja zachowaé wysoka aktywnos$¢ biologiczng i1 niska
cytotoksyczno$¢ charakterystyczng dla peptyddéw, przy jednoczesnym wyeliminowaniu

podatnosci na proteolizg.
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Zaangazowanie naszej grupy badawczej w poszukiwanie skutecznych aktywatorow
ludzkiego proteasomu 20S trwa od lat. Poznanie sekwencji oraz podstaw mechanizmow
dziatania  naturalnych, bialkowych  modulatorow  proteasomu  umozliwito
zaprojektowanie ich krétszych, peptydowych analogdéw, a nastepnie modyfikowanie ich
do postaci peptydomimetykdéw. Szeroki zakres prowadzonych przez nas prac przyczynit
si¢ do powstania puli stabilnych proteolitycznie aktywatorow proteasomu, ktore
potencjalnie moga znalezé zastosowanie m.in. w przeciwdziataniu hamowania

aktywnosci h20S przez oligomery amyliny.
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III  Badania wlasne

1. Charakterystyka oligomeréw amyliny

Trudno$cig w porownywaniu wynikéw eksperymentow z amyling jest zmiennosc¢ jej
wlasciwosci, a w szczegdlnosci tendencji oligomeryzacyjnych w zalezno$ci od
warunkow. Réznice obserwuje si¢ rowniez dla amylin pochodzacych z r6znych zrédet
[230]. Problematyczna jest optymalizacja st¢zenia IAPP, w ktérym przeprowadzane sg
eksperymenty. Wiadome jest, ze naturalnie w komodrkach amylina wystgpuje w stezeniu
0,8-4 mM, natomiast w przypadku doswiadczen z jej izolowang formg wysoka
cytotoksyczno$¢ obserwuje si¢ w stezeniach nizszych niz 1 uM [231]. Proces
oligomeryzacji amyliny zalezy nie tylko od stezenia samej probki, ale takze rodzaju
1 stezenia soli w roztworze buforowym. Znaczenie ma réwniez pH uktadu, ze wzgledu na
mozliwo$¢ protonowania przy niskim pH pierScienia imidazolowego histydyny
oraz grupy a-aminowej. Istotnym czynnikiem jest dodatek komponentow utatwiajacych
rozpuszczanie amyliny 1 jej wstepng deagregacje [232]. Czesta praktyka
w przygotowywaniu  amyloidogennych  peptydow  jest ich  rozpuszczanie
w fluoroalkoholach, na przyktad w 1,1,1,3,3,3-heksafluoropropan-2-olu (HFIP),
czy rozpuszczalnikach organicznych, jak DMSO. Nawet niewielka ilo$¢ takiego dodatku
moze wptywaé na przebieg oligomeryzacji, zwlaszcza ze obecnos¢ HFIP wymusza

powstawanie struktur a-helikalnych [187].

Doglebne poznanie procesu agregacji jest niezwykle skomplikowane. Uchwycenie
pierwszych etapow oligomeryzacji, szczegdlnie w warunkach natywnych, stanowi duze
wyzwanie, ze wzgledu na wysoka dynamike tego uktadu. Do uzyskania jak najlepszej
charakterystyki oligomerycznych form biatek niezbedne jest zastosowanie wielu technik
badawczych. W celu uniknigcia braku powtarzalnosci miedzy danymi partiami biatka
w zaleznos$ci od producenta, amyling oraz jej warianty zsyntezowalam i1 oczyscitam

samodzielnie.

1.1.  Natywne metody charakterystyki oligomerow amyliny

Rzeczywisty stan biatka 1 jego zachowanie w organizmie najlepiej oddaja techniki
badawcze, ktore umozliwiajg prowadzenie eksperymentdéw w warunkach natywnych.

Metody te pozwalaja na zachowanie konformacji przestrzennych biatek , ktore moga
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mie¢ kluczowe znaczenie w ich funkcjonalnosci, a takze sposobie oddziatywania ze

srodowiskiem.

1.1.1. Testy fluorymetryczne

Charakterystyke oligomeryzacji amyliny rozpoczgtam od dobrania warunkow
jej agregacji. W pierwszym kroku wykonalam serie testow fluorymetrycznych
z zastosowaniem Tioflawiny T. Jest to barwnik fluorescencyjny, bedacy solg
benzotiazolowg, charakteryzowany przez dwa pasma: wzbudzenia przy dtugosci fali
A 349 nm oraz emisji A 454 nm. Tioflawina T ma zdolno$¢ do oddziatywania
z tworzacymi si¢ arkuszami B-kartkowymi, interkalujac wewnatrz nich, co objawia si¢
batochromowym przesuni¢ciem pasm. Wykorzystanie tego zjawiska w badaniu agregacji
biatek pozwala na $ledzenie postgpu oligomeryzacji. Zaczynajac od poczatkowej fazy
opoznienia (ang. lag phase), poprzez przyrost form B-kartkowych zwany elongacja,
po stabilizacje form fibrylarnych, nazywang faza wysycenia, otrzymuje si¢
charakterystyczny wykres przyrostu fluorescencji w czasie, ktory definiuje postep
oligomeryzacji. Dobor warunkéw agregacji przeprowadzitam na podstawie analizy wielu

zmiennych parametréw, majacych wplyw na oligomeryzacje.

Pomiary rozpoczetam od wyboru stezenia badanej probki oraz buforu do inkubacji.
Na podstawie danych literaturowych do testoéw wybratam trzy najbardziej popularne
bufory, do ktérych nalezaly: Tris, HEPES oraz bufor fosforanowy. Wyniki

przeprowadzonych analiz zamie$citam odpowiednio na Rysunku 181 19.
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Rysunek 18. Wplyw stezenia amyliny na postep oligomeryzacji, badany poprzez pomiar
intensywnosci fluorescencji pochodzacej od Tioflawiny T. Kazda z probek zostata przygotowana wedtug
standardowego protokotu w DMSO, a naste¢pnie rozcienczona w 20 mM buforze fosforanowym o pH 7,4
zawierajacym 140 mM NaCl (20 mM NaPi). Koncowe stezenie DMSO w kazdej z probek wynosito 2%.
Przedstawione wyniki reprezentujg jedno z wykonanych powtdrzen.

Przedstawione wyniki wyraznie wskazuja, ze postep oligomeryzacji amyliny jest
wysoce zalezny od jej stezenia. Najlepiej widoczny postep agregacji, a takze najbardziej
spOjna z klasyczng 1 charakterystyczng dla pomiaréw z Tioflawing T krzywa, reprezentuje
stezenie 100 uM amyliny. Dla tej krzywej mozna zaobserwowac faze utajenia, trwajaca
do 6-7 godzin od rozpuszczenia biatka, nastgpnie stopniowy przyrost ilo$ci agregatow
(najprawdopodobniej o charakterze B-kartki, ze wzgledu na specyficznos¢ detekcyjna
Tioflawiny T), ktory po okoto 35 godzinach przechodzi w faz¢ wysycenia. Z tego

wzgledu do dalszych badan wykorzystywatam wtasnie to stezenie amyliny.
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Rysunek 19. Wplyw rodzaju buforu do inkubacji na postep oligomeryzacji amyliny, badany poprzez
pomiar intensywnosci fluorescencji pochodzacej od Tioflawiny T. Kazda z probek zostata przygotowana
wedlug standardowego protokotu w DMSO, a nastepnie rozcienczona odpowiednim 20 mM buforem o pH
7,4 zawierajacym 140 mM NaCl. Koncowe stezenie DMSO w kazdej z probek wynosito 2%.
Przedstawione wyniki reprezentuja jedno z wykonanych powtdrzen.

W przeprowadzonych eksperymentach zaobserwowatam, ze najwyzsze przyrosty
fluorescencji pojawiajg si¢ w przypadku buforu fosforanowego. Sposrod badanych trzech
uktadow buforowych jest on tez najbardziej zblizony do warunkow fizjologicznych.
Ponadto charakteryzuje si¢ optymalng dlugo$cia fazy opdznienia, w ktérej wystepuja
przede wszystkim niskoczasteczkowe formy oligomeryczne, w gldwnej mierze
stanowigce obiekt moich badan. W przypadku buforu Tris faza ta jest zdecydowanie
wydtuzona, nawet do okoto 12 godzin, co utrudnia przeprowadzanie eksperymentow
obejmujacych jej koncowe etapy, badz dotyczace fazy elongacji. W buforze HEPES brak
jest wyraznego rozgraniczenia faz, a takze wystgpuja najnizsze przyrosty fluorescencji.
Ze wzgledu na wyniki przedstawionych powyzej eksperymentéw do dalszych etapow

wybratam 20 mM bufor fosforanowy o pH 7,4 zawierajacy 140 mM NaCl (20 mM NaPi).

Z uwagi na zasadowy charakter IAPP oraz jej pl zgodnie z danymi literaturowymi

dla monomeru przypadajacy przy pH 8,9, znaczenie ma rowniez pH buforu
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inkubacyjnego, co réwniez zweryfikowalam. Wyniki tego eksperymentu

zaprezentowatam na Rysunku 20.
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Rysunek 20. Wplyw pH buforu do inkubacji na postep oligomeryzacji amyliny, badany poprzez
pomiar intensywnosci fluorescencji pochodzacej od Tioflawiny T. Kazda z probek zostata przygotowana
wedlug standardowego protokotu w DMSO, a nastepnie rozcienczona w 20 mM NaPi. Koncowe stezenie
DMSO w kazdej z probek wynositlo 2%. Przedstawione wyniki reprezentuja jedno z wykonanych
powtdrzen.

Na przedstawionym wykresie wida¢, iz ksztalt kazdej z krzywych jest zblizony,
co wskazuje na podobny rozklad w czasie fazy opdznienia, elongacji i wysycenia.
Obserwuje si¢ natomiast wzrost intensywnosci fluorescencji wraz z pH buforu
zblizajacym si¢ do pl amyliny. Najwyzsze intensywnosci fluorescencji wystepuja dla
pH 8, a najnizsze dla pH 6. Z tego powodu do dalszych badan wybralam pH najbardziej

zblizone do srodowiska naturalnego organizmu, wynoszace 7,4.

Waznym parametrem jest rOwniez sita jonowa buforu, na ktora sktada si¢ stezenie
zaré6wno soli tworzacych uktad buforowy, jak 1 dodatkowych jego komponentow. Czesta
praktyka w $ledzeniu procesow agregacyjnych jest dodawanie soli NaCl do uktadu

buforowego, ktora zwigksza stabilnos¢ tworzacych si¢ form oligomerycznych.
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Sprawdzilam zatem wplyw jej stg¢zenia na postep agregacji amyliny, co przedstawia

Rysunek 21.
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Rysunek 21. Wplyw stezenia soli NaCl w buforze inkubacyjnym na postep oligomeryzacji amyliny,
badany poprzez pomiar intensywnoSci fluorescencji pochodzacej od Tioflawiny T. Kazda z probek
zostala przygotowana wedhig standardowego protokolu w DMSO, a nastepnie rozcienczona w 20 mM
NaPi. Koncowe stgzenie DMSO w kazdej z probek wynosito 2%. Przedstawione wyniki reprezentujg jedno
z wykonanych powtdrzen.

Przedstawione wyniki pokazuja, ze obecnos¢ soli NaCl, a tym samym
zwigkszenie sity jonowej buforu do inkubacji ma stabilizujgcy wpltyw na formy
oligomeryczne amyliny, co objawia si¢ wigkszymi intensywnosciami fluorescencji. Ilo§¢
dodanego NaCl nie ma znaczacego wplywu na faz¢ elongacji, dlatego w dalszych
badaniach stosowatam stezenie 140 mM, ktore odpowiada naturalnie wystepujagcemu

stezeniu tej soli w ludzkim osoczu.

Istnieja rowniez inne parametry, ktore maja wplyw na oligomeryzacje¢. Kluczowe
W procesie agregacji jest rowniez wytrzasanie probek, czy temperatura inkubacji. Wplyw

tych dwoch czynnikow przedstawitam odpowiednio na Rysunku 22 1 23.
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Rysunek 22. Wplyw wytrzasania prébki na postep oligomeryzacji, badany poprzez pomiar
intensywnosci fluorescencji pochodzacej od Tioflawiny T. Kazda z probek zostata przygotowana wedtug
standardowego protokotu w DMSO, a nastgpnie rozcienczona w 20 mM NaPi. Koncowe st¢zenie DMSO
w kazdej z probek wynosito 2%. Przedstawione wyniki reprezentuja jedno z wykonanych powtdrzen.
Zaobserwowatam, ze wprowadzenie dodatkowego wytrzasania nie ma
znaczacego wplywu w pierwszych etapach oligomeryzacji, natomiast prowadzi do

szybszego wysycenia, a takze do nizszych wartosci fluorescencji. Z uwagi na to do

dalszych etapow probki inkubowatam bez wytrzasania.
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Rysunek 23. Wplyw temperatury inkubacji na postep oligomeryzacji amyliny, badany poprzez
pomiar intensywnosci fluorescencji pochodzacej od Tioflawiny T. Kazda z probek zostata przygotowana
wedlug standardowego protokotu w DMSO, a nastepnie rozcienczona w 20 mM NaPi. Koncowe stezenie
DMSO w kazdej z probek wynosito 2%. Przedstawione wyniki reprezentuja jedno z wykonanych
powtdrzen.

Jednym z parametrow, ktory ma najwigkszy wpltyw na oligomeryzacj¢ amyliny
okazala si¢ temperatura inkubacji. Na zaprezentowanym wykresie wyraznie widoczne s3
trzy znaczaco rozne krzywe. Podniesienie temperatury z pokojowej do odpowiadajace;j
organizmowi ludzkiemu prowadzi do skrocenia fazy utajenia o ponad potowe. Kolejno
nastepuje gwaltowny przyrost fluorescencji, ktory po okoto 8 godzinach od
rozpuszczenia probki przechodzi juz w fazg wysycenia. W przypadku temperatury 4°C
nie obserwuje si¢ krzywej charakterystycznej dla oligomeryzacji, gdyz fluorescencja
przez caly czas pomiarowy utrzymuje si¢ na tym samym poziomie, zblizonym do
wartosci tta. Otrzymane wyniki wskazuja, ze do prowadzonych przeze mnie
eksperymentéw najbardziej optymalna jest temperatura pokojowa, w ktorej wyrazna jest

kazda z faz oligomeryzacji 1 trwa ona odpowiednio dlugo.
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Ponadto, aby dodatkowo sprawdzi¢ probke amyliny inkubowang w 4°C,
postanowitam przenie$¢ ja po uptywie 32 godzin do temperatury pokojowej

1 zweryfikowac postep oligomeryzacji, co zaprezentowatam na Rysunku 24.
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Rysunek 24. Wplyw zmiany temperatury inkubacji na postep oligomeryzacji amyliny, badany
poprzez pomiar intensywnosci fluorescencji pochodzacej od Tioflawiny T. Probka zostala
przygotowana wedtug standardowego protokotu w DMSO, rozcienczona w 20 mM NaPi tak, aby koncowe
stezenie DMSO wynosito 2%, a nastgpnie inkubowana, poczatkowo w temperaturze 4°C, a po uptywie
32 godzin od jej rozpuszczenia inkubacj¢ przeniesiono do temperatury pokojowe;.

Okazato sie, ze podniesienie temperatury inkubacji pozwala osiggnac
standardowg dla temperatury pokojowej krzywa oligomeryzacji, sktadajacg si¢ z kazde;j
z faz. Otrzymane wyniki pozwalaja przypuszczac, ze obnizenie temperatury pozwala na

zahamowanie oligomeryzacji amyliny, co stanowi wazne narzedzie w przeprowadzaniu

wielu eksperymentow.

Na podstawie wszystkich wykonanych analiz fluorymetrycznych jako najbardziej
optymalne warunki oligomeryzacyjne do dalszych badafn wybralam nastgpujace
parametry: 100 pM stezenie amyliny w 20 mM buforze fosforanowym o pH 7.4
zawierajacym 140 mM NaCl i 2% DMSO, inkubacja w temperaturze pokojowej bez

wytrzasania.
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W celu poréwnania z natywnym bialkiem wariantu amyliny z wprowadzong
reszta fotosieciujaca Bpa jego tendencje oligomeryzacyjne zbadalam w powyzej
opisanych, zoptymalizowanych warunkach. Wyniki tego eksperymentu przedstawia

Rysunek 25.
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Rysunek 25. Wplyw stezenia amyBpa na postep oligomeryzacji, badany poprzez pomiar
intensywnosci fluorescencji pochodzacej od Tioflawiny T. Kazda z probek zostata przygotowana wedtug
standardowego protokolu w DMSO, a nastepnie rozcienczona w 20 mM NaPi. Koncowe st¢zenie DMSO
w kazdej z probek wynosito 2%. Przedstawione wyniki reprezentuja jedno z wykonanych powtorzen.

Z przeprowadzonego eksperymentu wynika, ze amyBpa ma wigksze tendencje
agregacyjne, poniewaz proces jej oligomeryzacji przebiega znacznie szybciej w stosunku
do natywnej amyliny. Faza elongacji rozpoczyna si¢ po okoto 35 minutach od

rozpuszczenia, a zaledwie po 80 minutach od rozpuszczenia obserwuje si¢ juz fazg

wysycenia.

W przypadku wariantow amyliny posiadajacych znaczniki fluorescencyjne
(amyNBD i1 amyFITC), niemozliwa byla ich charakterystyka z uzyciem Tioflawiny T,

z uwagi na naktadajace si¢ z nig pasma absorbcji 1 emisji fluoroforow.
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1.1.2. Dichroizm kotowy

Kolejnym krokiem w charakterystyce natywnego stanu amyliny i jej wariantow bylo
zbadanie ich struktury drugorzedowej za pomocg dichroizmu kotowego. Metoda ta opiera
si¢ na roznicy w absorpcji lewo- 1 prawoskretnego $wiatta spolaryzowanego kotowo
przez probke optycznie czynng. Wskutek niejednorodnego pochtaniania przez nig $wiatta
wektor pola elektrycznego zmienia ksztatt wykreslanego konturu z kolowego na
eliptyczny. Wynikiem takiego eksperymentu jest wykres zaleznosci eliptycznosci od
dtugosci fali. Zakresem charakterystycznym dla protein jest przedziat dtugosci fali A 160-
240 nm. Przez pordéwnanie pasm widocznych w tym zakresie z pasmami obecnymi
w probkach  wzorcow mozna okres§li¢ struktur¢ drugorzgdowa biatka. Dla
monomerycznych zwigzkéw mozliwe jest dodatkowo wyznaczenie eliptycznosci
molowej, czyli zalezno$ci eliptyczno$ci od masy czasteczkowej badanej proteiny i liczby
reszt aminokwasowych z jakich jest utworzona. W badaniach oligomerycznych probek,
jesli jest to mieszanina oligomerow, nie jest to mozliwe z uwagi na fakt, ze nieznana jest

doktadna masa czasteczkowa, ani liczba reszt aminokwasowych.

Poréwnania struktur drugorzedowych amyliny oraz jej wariantéw dokonatam dla
rozpuszczalnych frakcji uzyskanych po zwirowaniu prébek poddanych uprzednio
1-godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej. Wyniki przeprowadzonych analiz

prezentuje Rysunek 26.
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Rysunek 26. Widma CD amyliny (A-B) oraz jej wariantéw (C-F), zarejestrowane dla prébek
inkubowanych w 20 mM NaPi, a takze w tym buforze ale wzbogaconym o 0,05% SDS (probki
oznaczone symbolem ,,+”). Dla kazdej z danych zaznaczylam warto$é bledu standardowego $redniej
(SEM).

W buforze standardowym probce amyliny odpowiada krzywa CD wskazujaca
ksztaltem na strukture¢ a-helisy, z nieco przesunigtymi hipsochromowo warto$ciami
dwoch minimoéw, ktére wzorcowo wystepuja przy A 208 nm oraz A 222 nm. Taki ksztatt
krzywej moze wskazywaé¢ na obecno$¢ w sekwencji amyliny struktur helikalnych,

ale takze nieuporzadkowanych, co opisywane jest w literaturze [138], [139].

Zaobserwowalam znaczace roznice w przebiegu krzywej CD wariantu amyBpa. W tym
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przypadku krzywa ta charakteryzuje si¢ wyraznym minimum przy A 218 nm,
wskazujacym na strukture B-kartki. Wariant amyliny z wprowadzonym fluoroforem FITC
rowniez wykazuje podobne minimum, ale jest ono nieco przesuni¢te w kierunku fal
o wigkszej dlugosci, a poza tym na widmie zaznacza si¢ dodatkowe przegigcie ponizej
210 nm, co tacznie moze wskazywac na pewien udzial a-helisy. W przypadku wariantu
zNBD trudno jednoznacznie okresli¢ strukture. Widmo nie ma typowego przebiegu
anidla o-helisy ani p-kartki. Z kolei na charakterystyczng krzywa struktury
nieuporzadkowanej sktada si¢ bardzo niska eliptyczno$¢ powyzej 210 nm oraz minimum
przy 195 nm, a dla amyNBD nie obserwuje si¢ rowniez tych ekstremow. Jest to jednak
zgodne z literaturg, w ktérej amylina nie jest klasyfikowana jako struktura typowo
nieuporzadkowana, a raczej jako IDP [138]. Interesujace wyniki pokazaly analizy
w buforze z dodatkiem SDS, w ktérych nie tylko amylina, ale takze amyBpa wykazuje
wyrazng strukture o-helikalng (dwa minima, przy A 208 nm oraz A 222 nm). Sugeruje to,
ze niewielki dodatek surfaktantu w sposob istotny wptywa na strukture drugorzedowa
amyliny 1 stabilizuje jej forme helikalng nawet jesli biatko pierwotnie przyjmowato

postac B-kartki.

Do scharakteryzowania za pomocg CD zmian strukturalnych zachodzacych podczas
oligomeryzacji amyliny wykorzystatam trzy czasy jej inkubacji - 1-, 4- 1 24-godzinny -
wybrane na podstawie testow fluorymetrycznych z Tioflawing T. Wyniki tych

eksperymentow przedstawitam na Rysunku 27.
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Rysunek 27. Widma CD amyliny zarejestrowane po 1, 4 i 24 godzinach inkubacji A. w 20 mM NaPi
zawierajacym 2% DMSO, B. w takim samym buforze ale wzbogaconym o 0,05% SDS (prébki
oznaczone symbolem ,,+”). Dla kazdej z danych zaznaczylam warto$¢ bledu standardowego Sredniej
(SEM).
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W buforze bez dodatku surfaktantu (wykres A) zaobserwowatam zmiany struktur
drugorzedowych biatka, rozpoczynajac od struktury bedacej polaczeniem o-helisy ze
strukturg nieuporzadkowang, z ktorej stopniowo wylania si¢ wyrazna posta¢ B-kartki,
na co wskazuje poglebiajace si¢ minimum przy ok. 220 nm. Taki sam eksperyment
wykonalam dla probek inkubowanych w buforze z dodatkiem SDS (wykres B)
1 wynikiem byta utrzymujaca si¢ w kazdym z analizowanych czasow struktura a-helisy,

co potwierdza wtasciwosci stabilizujace surfaktantu.

1.1.3. DLS

Pomiar dynamicznego rozpraszania $wiatla jest metoda analizy wielko$ci czastek
rozpuszczonych w roztworze. Padajace na probke, ustawione pod odpowiednim katem
Swiatto lasera jest w odmienny sposob rozpraszane przez roéznej wielkosci czasteczki,
ktore nieustannie drgaja ruchami Browna, co rejestrowane jest przez detektor. Bazujacy
na powyzszym zjawisku pomiar odnotowuje réznice w predkosciach drgania czastek,
co przeliczone w oparciu o rownanie Stocksa-Einsteina prowadzi do otrzymania rozktadu
wielkos$ci czastek w badanym roztworze. Klasyczne aparaty do pomiaru dynamicznego
rozpraszania $wiatla charakteryzuja si¢ stosunkowo duzym zuzyciem probki. Ma na to
wplyw zasada, ze im mniejsza masa czgsteczkowa badanej molekuly, tym wyzsze
powinno by¢ jej stezenie. Sugerowane st¢zenie dla wzorca, jakim jest lizozym o masie
czasteczkowej 14,4 kDa, wynosi 0,1 mg/ml. W przypadku standardowych kuwet
pomiarowych wymagana objetos¢ roztworu wynosi okoto 1 ml. Do analizy mniejszych
objetosci stosuje sie specjalnie przystosowane kuwety kwarcowe. Jednak wadg takich
rozwigzan w badaniu probek biatkowych, w szczegdlnosci probek oligomerycznych, jest
wielokrotne uzywanie takiej kuwety ze wzgledu na jej duzy koszt. Z powodu wysokich
zdolnosci adsorpcyjnych protein, nawet doktadna seria my¢ kuwety moze nie
zagwarantowa¢ catkowitego pozbycia si¢ poprzedniego analitu, co moze znaczaco

wplywac na kolejne pomiary.

W badaniach stanu oligomerycznego amyliny wszystkie z powyze] opisanych
parametrow stanowity wyzwanie. Ze wzgledu na stosunkowo matg mase czasteczkowsg
IAPP (3,9 kDa), wymagane byto jej wieksze stezenie. Wybrane na podstawie poprzednich
eksperymentow stezenie 100 uM przektada si¢ na 0,39 mg/ml. W teorii jest to warto$¢
wystarczajaca do eksperymentu, natomiast niezbedna objetos¢ 1 ml oznacza zuzycie
niemal 400 pg biatka na jeden eksperyment. W zwigzku z powyzszym poszukiwatam

aparatu DLS, ktory pozwoli znaczaco ograniczy¢ objetos¢ analitu, przy jednoczesnym
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wykorzystaniu jednorazowych kuwet pomiarowych. Najwigkszg ilo$¢ eksperymentow
wykonalam na aparacie Stunner (Unchained Labs), ktory wykorzystuje 96-dotkowe
plytki pomiarowe o objetosci dotkéw 2 pl. Rodzaj wykorzystywanej ptytki

przedstawilam na Rysunku 28.

Rysunek 28. Zdjecie stosowanej plytki pomiarowej kompatybilnej z aparatem Stunner (Unchained
Labs) z przyblizeniem na wyglad komory pomiarowej.

Aparat Stunner prezentuje otrzymane wyniki w postaci trzech modutow, na ktore
sktada si¢: wykres funkcji korelacji, intensywno$¢ dystrybucji oraz dystrybucja masy.
Kazdy z powyzszych parametrow jest istotny dla okreslenia wiarygodnosci wynikow.
Najistotniejszy jest ksztatt wykresu korelacji funkcji. Powinien on jak najbardziej
przypominac¢ idealng krzywa sigmoidalng, co ma wptyw na dalsza interpretacj¢ wynikow.
Ponadto dwa pozostate moduty, dotyczace dystrybucji, moga wykaza¢ obecno$¢ nawet
niewielkiej ilosci agregatow (intensywnos$¢ dystrybucji) z okres$leniem ich udzialu
w badanej probcee (dystrybucja mas). Przyktadowe analizy o najnizszym wspotczynniku
polidyspersyjnosci (PDI) dla oligomerycznej probki amyliny przedstawitam na Rysunku
29.
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Rysunek 29. Przykladowe wyniki z przeprowadzonych dla amyliny eksperymentéw na aparacie
Stunner (Unchained Labs). Probka amyliny przygotowana zostala przez 2-godzinng inkubacj¢ w stezeniu
0,39 mg/ml w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO. Po tym czasie roztwor zostal przeniesiony w dwoch
powtorzeniach do komoér pomiarowych poprzez odwrotne pipetowanie. W przypadku powtdrzenia A
uzyskatam PDI na poziomie 0,05 przy jednoczesnym oznaczeniu st¢zenia 0,22 mg/ml. W powtorzeniu B
warto$¢ PDI wyniosta 0,4, a stezenie rowniez 0,22 mg/ml. Wyniki te nie sa wiarygodne ze wzglgdu na brak
prawidtowego wykresu dla funkcji korelacji, co oznacza ze zar6wno wykres intensywnosci dystrybucji,
a takze dystrybucji mas nie jest prawidtowy.

Najbardziej powtarzalne wyniki otrzymatam dla probek amyliny przygotowanej
przez 2-godzinng inkubacj¢ w stezeniu 0,39 mg/ml w 20 mM NaPi zawierajacym 2%
DMSO, a nastgpnie zamieszanie roztworu za pomocg pipety 1 naniesienie go do dwoch
komor pomiarowych przez odwrotne pipetowanie. W powtorzeniu I uzyskatam wartos¢
PDI na poziomie 0,33 przy jednoczesnym oznaczeniu st¢zenia 0,30 mg/ml. Natomiast
w drugim powtorzeniu warto$¢ PDI wyniosta 0,30, a st¢zenie 0,31 mg/ml, co wskazuje
na do$¢ dobrg powtarzalnos¢ eksperymentu. Natomiast otrzymane wykresy pozbawione
byly catkowicie rozktadu mas czastek 1 prawidtowego wykresu dla korelacji funkcji,
co oznacza ze wynik nie jest w petni wiarygodny. Dla niskich stezen roztworu, badz
matych molekul zalecane jest wydluzenie czasu gromadzenia danych, co jednak w moim
przypadku rowniez nie pomoglo. Najwyzsza z otrzymanych wartosci PDI wyniosta
az 0,8. Przeprowadzone eksperymenty z r6znymi warunkami pipetowania, wirowania

czy mieszania, jak i samej inkubacji amyliny, jednoznacznie wskazaty na zbyt wysoka

polidyspersyjnos¢ probek, aby moc okresli¢ rozktad wielko$ci zawartych w nich czastek.

Tozsame wyniki otrzymatam w przypadku pomiaréw na aparacie Uncle (Unchained
Labs), a takze w pomiarach wykonanych z wykorzystaniem aparatu Prometheus Panta
(NanoTemper), gdzie polidyspersyjno$¢ badanych probek wynosita powyzej 1,15.

Wedtlug wskazowek producenta wszystkie wartosci polidyspersyjnosci probek
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przekraczajace 0,7 $wiadcza o wysokiej heterogenicznos$ci probki, uniemozliwiajacej

okreslenie rozktadu wielko$ci zawartych w niej czastek.

1.1.4. Elektroforeza natywna

Jedna z najpowszechniej stosowanych technik do analizy natywnych biatek jest
elektroforeza natywna, w ktorej rozdzial przebiega na podstawie mas oraz ksztattu
1 rozmiarow danej molekuly. Nie bez znaczenia jest rOwniez punkt izoelektryczny biatka,
ktory przeklada si¢ na kierunek wedréwki jondw w strone konkretnej elektrody przy
odpowiednim pH zelu oraz buforu elektrodowego. Standardowa wersja natywnej
elektroforezy dedykowana jest gtéwnie dla protein o charakterze od kwasowego do lekko
zasadowego, ktorych pl miesci si¢ w zakresie pH 3-8. Punkt izoelektryczny opisany
literaturowo dla amyliny wystepuje przy pH 8,9. W zwiazku z powyzszym niemozliwe
jest przeprowadzenie separacji oligomerow amyliny wedlug standardowego protokotu.
Opisana przez firm¢ BioRad procedura rozdziatu biatek o charakterze zasadowym opiera
si¢ na wykorzystaniu histydyny, jondw potasu, a takze buforu TAPS. Nazwana katodowa
elektroforezg natywng metoda umozliwita mi poroéwnanie tworzacych si¢ w czasie

inkubacji oligomerow natywnej amyliny oraz jej wariantow, co obrazuje Rysunek 30.

Oh 2h 4h Oh 2h 4h Oh 2h 4h Oh 2h 4h

Rysunek 30. Wynik przeprowadzonej w warunkach natywnych elektroforezy préobek amyliny oraz
jej wariantow po ich inkubacji (0, 2, 4 godziny) w 20 mM buforze NaPi zawierajacym 2% DMSO.
Przedstawione wyniki reprezentuja jedno z wykonanych powtorzen.
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Na przedstawionym elektroforegramie widoczny jest inny dla kazdego z wariantow
przebieg rozdzialu form oligomerycznych. Warto przy tym zaznaczy¢, ze biatka te nie
réznig si¢ znaczgco masg czasteczkowa, ktora miesci si¢ w przedziale od 3,9 kDa dla
najmniejszej, natywnej amyliny do 4,4 kDa dla najwigkszego wariantu amyFITC.
Na elektroforegramie trudno jest zaobserwowaé wyrazne prazki, pochodzace od
konkretnych oligomeréw. Stan oligomeryczny objawia si¢ jako smuga, co moze
potwierdza¢ wysoka dynamike i1 polidyspersyjnos¢ tych uktadéw. Zaprezentowany na
zelu postep oligomeryzacji natywnej amyliny pokrywa si¢ z wynikami testow
fluorymetrycznych z Tioflawing T. W dwdch poczatkowych czasach inkubacji amyliny
widoczna jest jej monomeryczna posta¢, ktoéra zanika po 4 godzinach inkubacji,
co odpowiada przyrostowi form zagregowanych na krzywej tioflawinowej. Dla wariantu
amyBpa wyrazne, wigksze formy oligomeryczne widoczne sa bezposrednio po
rozpuszczeniu probki, zanikajac po 2 godzinach inkubacji. Elementem wspdlnym dla
wszystkich wariantow amyliny jest ich wyzszy stopien zagregowania w stosunku do
natywnego biatka, nawet bezposrednio po ich rozpuszczeniu (Oh). Ponadto warianty
z wprowadzonymi znacznikami fluorescencyjnymi (amyNBD i amyFITC), ktérych
charakterystyka Tioflawing T jest niemozliwa, wykazuja niezalezny od czasu inkubacji
rozktad oligomeréow. Dla amyNBD smuga na elektroforegramie jest dluzsza,
co odpowiada wigkszemu zroéznicowaniu oligomeroéw, od nizszych do wyzszych form.
Natomiast dla amyFITC obserwuje si¢ jedynie duze formy oligomeryczne, co rowniez
naktada si¢ z wynikami dichroizmu kotowego, gdzie wariant ten wykazywat strukture j3-

kartki.

1.1.5. Chromatografia wykluczenia

Inng z natywnych technik separacyjnych stosowanych w analizie oligomerycznych
probek jest SEC. Zastosowanie kolumn opartych o wypehlienia krzemionkowe
lub agarozowe, ktore posiadaja odpowiednig porowatos¢, umozliwia rozdziat zwigzkoéw
ze wzgledu na ich wielko$¢. Duze czasteczki nie sg w stanie penetrowac pordw, co wigze
si¢ z ich wykluczeniem i szybszg elucjg z kolumny. Tym samym najmniejsze czasteczki
eluujg jako ostatnie. Dobor kolumny wynika z zakresu mas rozdzielanych zwigzkow.
Wynik analizy zalezny jest od zastosowanego w ukladzie detektora. W przypadku analiz
protein poprzez SEC najczeéciej stosowanym jest detektor UV. Wymaga on
przygotowania krzywej kalibracyjnej ztozonej z biatek wzorcowych o znanych masach

czasteczkowych, z ktorej na podstawie otrzymanych czasdéw retencji, okre§lane sa
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wielkosci czastek zawartych w analicie. Na takiej samej zasadzie dziala inny detektor
stezeniowy zwany refraktometrycznym (RI). Detekcja w obu przypadkach jest obarczona
znaczacym bledem, ktory wynika z braku uwzglednienia konformacji przestrzennej
biatek wzorcowych. Do bezposredniego okreslenia mas czasteczkowych rozdzielanych
biatek zastosowanie znajduje detektor statycznego rozpraszania §wiatta. Ze wzgledu na
zalety 1 wady kazdego z typow detekcji, najlepsze wyniki analiz obserwuje si¢ przy

detekcjach faczonych.

Zastosowanie chromatografii wykluczenia w przypadku mojej pracy z oligomerami
amyliny miato by¢ narzedziem do analizy stanu oligomerycznego, ale takze miato
postuzy¢ do rozdzielania oligomerdéw na poszczegdlne frakcje. Przebadane r6zne warunki
buforowe, kolumny, a takze aparaty wyposazone w odmienne detektory nie pozwolity mi
na okreslenie stanu oligomerycznego zarowno probek natywnych, jak i stabilizowanych
przez sieciowanie. W wiekszosci analiz wystepowatl problem znikania probki podczas jej
rozdziatu chromatograficznego. Dodatki opisanych w literaturze zwigzkow
zmniejszajacych oddzialywania niespecyficzne, jak réwniez wstepne oplaszczanie
kolumn takze nie pomoglo. Najlepszym efektem finalnym, jaki udato mi si¢ osiagnac,
bylo uwidocznienie si¢ na chromatogramie sygnatu pochodzacego od monomeryczne;j

amyliny, co prezentuje Rysunek 31.
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Rysunek 31. Chromatogramy z analizy SEC przeprowadzonej na kolumnie Superdex 75 Increase
10/300 (Cytiva) w 40 mM buforze cytrynianowym o pH 4,6. Analizowana probka amyliny zostata
przygotowana przez jej rozpuszczenie w 2,5% kwasie octowym do stgzenia 5 mM, nastgpnie inkubowana
w tazni ultradzwigkowej przez 20 s i rozcienczona do stezenia 100 pM przy uzyciu buforu do analizy (A)
lub 20 mM NaPi (B). Wyznaczona masa czasteczkowa zostala obliczona na podstawie naktadajacych si¢
sygnalow pochodzacych od detektora RI (kolor czerwony), a takze od detektora RALS (kolor zielony).
Na przedstawionych na Rysunku 31 chromatogramach pojawiajacy si¢ sygnal,
ktory odpowiada monomerycznej amylinie, uwidocznit si¢ na dwdch detektorach — RI
oraz RALS. Podwojna detekcja pozwala na wyznaczenie masy czasteczkowej eluujacej
frakcji. Elucja monomeru IAPP przy objetosci 15,7 ml w przypadku obu analiz nastgpuje
tuz przed wymyciem rozpuszczalnika organicznego oraz soli, pochodzacych z buforu.
Zastosowanie r6znych buforow do rozcienczania amyliny nie ma znaczacego wplywu na
obserwowane wyniki, a pojawiajace si¢ réznice w otrzymanych masach moga wynikad
z doktadnosci aparatu, ktéry ma za zadanie szacowac jedynie masy eluujacych zwigzkow.

Przy stosunkowo matych masach czasteczkowych badanych zwigzkow odchylenia te sg

wieksze, co nie wplywa znaczaco na interpretacje wynikow.
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Przedstawione powyzej wyniki dotyczyly natywnego stanu probki, stad
obserwacja jedynie monomerycznej postaci amyliny. Stabilizacja oligomeréw IAPP,
zarébwno przez fotosieciowanie, jak i sieciowanie chemiczne, pozwala na rejestrowanie

wiekszej r6znorodnosci uktadu (Rysunek 32).
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Rysunek 32. Nalozone chromatogramy z analiz SEC przeprowadzonych na kolumnie Superdex 75
Increase 10/300 (Cytiva) w 40 mM buforze cytrynianowym o pH 4,6. Analizowane probki amyliny
zostaly przygotowane przez jej rozpuszczenie w 2,5% kwasie octowym do st¢zenia 5 mM, inkubacje
w tazni ultradzwigkowej przez 20 s i rozcienczenie do stezenia 100 pM przy uzyciu buforu do analizy.
Rozdziatowi zostaly poddane: probka bezposrednio po rozpuszczeniu (chromatogram czerwony), po 2-
godzinnej inkubacji w Tpok. i sieciowaniu badz PICUP (chromatogram fioletowy), badz glutaraldehydem
(chromatogram zielony). Przedstawione sygnaty pochodza od detektora RALS.

Na Rysunku 32 przedstawitam porownanie wynikow analiz dla probki amyliny
niesieciowanej oraz sieciowanej z wykorzystaniem metody PICUP oraz glutaraldehydu.
Sygnaty widoczne na tych chromatogramach uchwycone zostaty tylko na jednym
z detektorow, co nie pozwala na obliczenie mas czasteczkowych eluujacych frakcji.
W przypadku detektora RI, ze wzgledu na jego nizsza czuto$¢ w stosunku do RALS,
nie zaobserwowatam réznic migdzy analitami. Dla sieciowanych probek widoczne sg
zdecydowane roznice w stosunku do chromatogramu natywnej amyliny. Przy
zastosowaniu sieciowania typu PICUP obserwuje si¢ pojawienie si¢ sygnatu przy nizszej
objetosci elucji, co odpowiada wigkszym strukturom, a takze dwoch sygnalow przy
wyzszej objetosci niz dla monomeru. W przypadku obu typdw sieciowania nast¢puje

zanik sygnalu od monomeru, co wskazuje na prawidtowe dziatanie odczynnikow

sieciujacych, stabilizujacych formy oligomeryczne.
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1.1.6. Elektroforeza kapilarna

Kolejng z technik zastosowanych przeze mnie do scharakteryzowania oligomerow
amyliny byta elektroforeza kapilarna (CE). Metoda ta wykorzystuje podobne zjawisko
jak standardowa elektroforeza, czyli ruch czastek natadowanych w polu elektrycznym,
natomiast rozdziat przebiega nie w zelu, a w kapilarach o mikrometrowej $rednicy.
Ogranicza to konwekcje i dyfuzje, wystepujaca w przypadku standardowych zeli, a takze
pozwala na utrzymywanie statej temperatury bez wzgledu na przylozone napigcie.
Drugim zjawiskiem, charakterystycznym tylko dla CE, jest przeptyw elektroosmotyczny
(ang. EOF — electroosmotic flow). Jest on rezultatem istnienia przy $cianach kapilary
podwojnej warstwy elektrycznej, ktora powstaje w wyniku zetknigcia si¢ z roztworem
buforowym $cianek kapilary zbudowanych zwykle z krzemionki. Na skutek tego
dochodzi do jonizacji grup silanolanowych, co prowadzi do tworzenia przylegajacej
warstwy kationoéw, silnie przycigganych do ujemnych grup silanolanowych, a takze
szerszej czesci dyfuzyjnej zawierajacej kationy, ktore sg mniej §cisle zwigzane i moga si¢
swobodnie porusza¢ w roztworze. Po przytozeniu napigcia hydratowane kationy warstwy
dyfuzyjnej wedruja w strong katody, indukujac przeptyw roztworu w kapilarze. Obecnosé
EOF ma wplyw na wysoka sprawnos$¢ rozdzielcza CE, a takze na charakterystyczny
ptaski profil przeptywu, co objawia si¢ znacznie ostrzejszymi sygnalami w poréwnaniu
do przeplywu hydrodynamicznego w HPLC. Przeptyw elektroosmotyczny ma réwniez
wpltyw na kolejno$¢ jonéw wedrujacych w strong katody. Najszybciej migruja mate
kationy wielokrotnie natadowane, nastgpnie pojedynczo natadowane, kolejno duze
czastki kationowe, pdzniej czastki pozbawione tadunku, a na koncu ujemnie natadowane
w kolejnosci od duzych pojedynczych, przez mate wielokrotnie, a nastgpnie pojedynczo

naladowane.

Posta¢ jonowa proteiny zalezy od jej punktu izoelektrycznego i tym samym od pH
buforu, w jakim jest analizowana. Z uwagi na najszybsza elucje zwigzkéw dodatnio
naladowanych w prowadzonych przeze mnie analizach, pH buforu ustalatam ponizej pl
monomerycznej amyliny, tak aby wystepowata ona w formie protonowanej. Wykazana
w poprzednich eksperymentach korelacja temperatury z postepem oligomeryzacji
udowadnia jak waznym parametrem jest utrzymywanie statej temperatury w czasie
analizy. W przeprowadzonych przeze mnie rozdzialach stosowalam wiec stalg
temperature 25°C. Analizie poddatam probki po réznych czasach inkubacji, zarowno bez

sieciowania, jak réwniez ustabilizowane przez sieciowanie chemiczne, czy PICUP.
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Powtorzytam takze przeprowadzone analizy z uzyciem kapilary neutralnej, ktora
eliminuje wplyw EOF. Zadna z analiz nie pozwolita na uzyskanie powtarzalnych
wynikéw. Bioragc pod uwage rezultaty eksperymentu DLS, jak réwniez natywnej
elektroforezy zelowej, mozna wnioskowaé, ze by¢ moze zbyt duza niejednorodnosc
oligomerycznych prébek nie pozwala na wykonanie powtarzalnych nastrzykow nawet
zuzyciem autosamplera. Rozwigzaniem mogloby by¢ uprzednie rozdzielenie
usieciowanych oligomeréw na frakcje z wykorzystaniem chromatografii wykluczenia.
Jak jednak opisatam powyzej, mimo wielokrotnych préb i zastosowania réznorodnych

modyfikacji protokoldw analizy, okazato si¢ to niemozliwe.

1.2.  Warunki denaturujgce w charakterystyce oligomeréw amyliny

Analizy biatek w warunkach denaturujacych sg technikami zdecydowanie prostszymi
w uzyciu. W przypadku bialek agregujacych, po ustabilizowaniu utworzonych form
oligomerycznych przez sieciowanie, probki sa zdecydowanie mniej wrazliwe na zmienne
warunki, w tym na zmiany temperatury czy wytrzasanie. Niemniej jednak nalezy mie¢ na
uwadze, ze sieciowane biatka nie sg idealnym odzwierciedleniem natywnych warunkow,
a stanem w pewnym sensie wymuszonym. Dodany po danym czasie inkubacji odczynnik
sieciujacy taczy ze soba najblizej znajdujace si¢ czasteczki, a wigc stabilizuje naturalnie
tworzace si¢ oligomery. Jednak poprzez specyfike jego reakcji z okre§lonymi grupami
chemicznymi moze tez wyptywac na konformacj¢ przestrzenna oligomeroéw. Szczegdlnie
moze mie¢ to miejsce podczas sieciowania chemicznego, gdzie dodatkowo nastepuje
wbudowanie fragmentu odczynnika sieciujacego, jak ma to miejsce w przypadku
glutaraldehydu. Laczy on grupy aminowe poprzez tworzenie z nimi wigzania iminowego.
Stad tez czasem preferowang metoda jest sieciowanie typu PICUP, ktore opiera si¢ na
rodnikowym mechanizmie 1f3czenia si¢ wzbudzonych reszt aminokwasowych.
Ograniczeniem tej metody moze by¢ brak odpowiednich reszt w natywnej sekwencji

biatka lub zbyt dalekie ich potozenie wzgledem siebie, co uniemozliwia sieciowanie.

1.2.1. Elektroforeza tricynowa

Elektroforeza denaturujaca usieciowanych oligomerow amyliny wymaga dobrania
warunkow pod katem separowanych biatek. Do rozdziatu protein o niewielkiej masie
czasteczkowej dedykowana jest jej odmiana zawierajaca tricyng, zamiast glicyny

standardowo stosowanej w buforze elektrodowym. Ze wzgledu na mase czasteczkowa
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amyliny bliska 4 kDa, do analizy jej oligomerycznych form wybratam takg wtasnie forme

elektroforezy.

W  pierwszym etapie sprawdzitam wplyw warunkéw buforowych na stan

oligomeryczny probki, co przedstawitam na Rysunku 33.
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Rysunek 33. Elektroforegram z rozdzialu oligomeréw amyliny otrzymanych po réznych czasach jej
inkubacji (2, 4,5, 8, 24, 96 godzin) w 20 mM buforach o pH 7,4 (F —bufor fosforanowy; H - HEPES;
T - Tris) zawierajacych 140 mM NaCl oraz 2% DMSO, w cze$ci prébek dodatkowo wzbogaconych
0 0,05% SDS (oznaczone symbolem ,,+”). Rozdzial przeprowadzono w warunkach denaturujacych
po wczesniejszym ustabilizowaniu probek przez sieciowanie glutaraldehydem.

Dla amyliny inkubowanej w r6znych buforach pozbawionych surfaktantu obserwuje
si¢ podobienstwo wielkosci tworzacych si¢ oligomerow. Niewielkie rdznice wystepuja
w czasie inkubacji 8 godzin w przypadku buforu Tris, w ktérym gléwnie obserwowanym
oligomerem jest dimeryczna amylina, podczas gdy w buforze fosforanowym oraz
w HEPES wystepuje wigksze zroznicowanie frakcji. W przypadku kazdego z buforow
widoczny jest rowniez postep oligomeryzacji odpowiadajacy krzywym tioflawinowym.
Po 24 godzinach inkubacji, co odpowiada w kazdym z przypadkéw fazie wysycenia,
nie obserwuje si¢ juz oligomerow amyliny na zelu elektroforetycznym. Moze to
oznaczac, ze utworzone po tym czasie formy sg zbyt duze, aby wej$¢ w zel. Bardzo duza
réznice wywotuje dodatek surfaktantu do buforu inkubacyjnego. W kazdym z badanych

czasow inkubacji amyliny stabilizuje on formy oligomeryczne, co uwidacznia si¢

w wigksze] intensywnosci prazkow, barwionych srebrem. Warto zauwazyd,
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iz w obecnosci surfaktantu po 24 godzinach inkubacji nadal tworzg si¢ mniejsze

oligomery, ktore zanikaja dopiero po 96-godzinnej inkubacji.

Z wykorzystaniem réznych typow sieciowania zweryfikowatam wplyw czasu
inkubacji w buforze pozbawionym oraz zawierajagcym surfaktant na tworzace si¢
oligomery amyliny. Na Rysunku 34 zaprezentowatam wynik tego eksperymentu przy

zastosowaniu sieciowania chemicznego glutaraldehydem.

NS

Rysunek 34. Elektroforegram z rozdzialu oligomeréw amyliny otrzymanych po réznych czasach jej
inkubacji (2, 4, 24 godziny) w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO, w cze$ci prébek wzbogaconym
0 0,05% SDS (oznaczone symbolem ,,+”). Rozdzial przeprowadzono w warunkach denaturujacych
po wczesniejszym ustabilizowaniu probek przez sieciowanie glutaraldehydem. Probka oznaczona
symbolem ,,NS” pozbawiona jest sieciowania. Przedstawione wyniki reprezentuja jedno z wykonanych
powtorzen.

Zaprezentowany elektroforegram potwierdza, iz przy wydluzaniu czasu inkubacji
nastepuje stopniowy zanik oligomerow. Jest to szczeg6lnie dobrze widoczne dla probek
pozbawionych dodatku surfaktantu w buforze inkubacyjnym. Dodatek SDS prowadzi do
stabilizacji niskoczasteczkowych oligomerow amyliny, rozpoczynajac od dimeru do
heptameru. Jednakze bytoby to trudne do zaobserwowania bez zastosowania sieciowania.

Przedstawiona na zelu probka amyliny po 2 godzinach inkubacji w buforze z dodatkiem

SDS, ale pozbawiona sieciowania, reprezentuje jedynie monomeryczng i ledwo widoczng
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dimeryczng posta¢ amyliny. Najprawdopodobniej wplyw na to maja denaturujgce

warunki rozdziatu elektroforetycznego.

Jako alternatywng metode dla sieciowania chemicznego wykorzystalam
fotosieciowanie typu PICUP z reagentem RuBpy. Sieciowanie to nie wprowadza
dodatkowych elementéw do sekwencji probki. Wynik eksperymentu przedstawitam na

Rysunku 35.
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Rysunek 35. Elektroforegram z rozdzialu oligomer6éw amyliny otrzymanych po réznych czasach jej
inkubacji (0, 2, 8, 24 godziny) w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO, w czesci prébek dodatkowo
wzbogaconym o 0,05% SDS (oznaczone symbolem ,,+”). Rozdzial przeprowadzono w warunkach
denaturujacych po wczeSniejszym ustabilizowaniu probek przez sieciowanie PICUP (R)
lub glutaraldehydem (G). Sieciowanie fotochemiczne prowadziltam z wykorzystaniem RuBpy.
Zastosowatam dwa warianty tego sieciowania, roznigce si¢ stosunkiem APS wzglegdem RuBpy (R1 - 200
M RuBpy i 200 uM APS; R2 - 200 uM RuBpy i 4 mM APS). Probki oznaczone symbolem
»Z" bezposrednio przed wykonywaniem elektroforezy zostaly zdenaturowane przez 10 minut
w temperaturze 75°C.

Jak wykazal eksperyment, zastosowane rozne proporcje RuBpy i APS nie maja
wigkszego znaczenia w stabilizacji utworzonych oligomeréw amyliny. Obserwuje si¢
te same typy merow (od monomeru do tetrameru), zarowno dla probek sieciowanych

RuBpy, jak 1 glutaraldehydem. Natomiast oligomery amyliny sieciowane chemicznie sg

lepiej wybarwione na zelu, a takze widoczne sg ich jeszcze wyzsze niz tetramer formy.
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Dla wariantéw amyliny zawierajacych znaczniki fluoroscencyjne wykonatam analizy
elektroforetyczne po réznych czasach inkubacji probek ustabilizowanych przez
sieciowanie glutaraldehydem. Z uwagi na obecno$¢ wewnetrznego fluoroforu
w sekwencji amyNBD do wizualizacji prazkow wykorzystalam obserwacje zelu przez

filtr o odpowiedniej dtugosci (Rysunek 36A), a takze barwienie srebrem (Rysunek 36B).
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Rysunek 36. Elektroforegramy z rozdzialu oligomeréw amyNBD otrzymanych po réznych czasach
jej inkubacji (2, 4, 24 godziny) w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO, w czesci probek dodatkowo
wzbogaconym o 0,05% SDS (oznaczone symbolem ,,+”). Rozdzial przeprowadzono w warunkach
denaturujacych po wczesniejszym ustabilizowaniu probek przez sieciowanie glutaraldehydem.
Probka oznaczona symbolem ,,NS” pozbawiona jest sieciowania. Wizualizacji prazkoéw dokonatam dwoma
metodami: poprzez wzbudzenie fluoroforu na zelu fala o dlugo$ci 488 nm i obserwacj¢ emisji przy 590 nm
(A), a takze poprzez barwienie srebrem (B).

Brak mozliwos$ci obserwacji postepu oligomeryzacji amyNBD z zastosowaniem
Tioflawiny T spowodowat, ze badane czasy inkubacji tego wariantu wybratam w oparciu
o wyniki uzyskane dla natywnego biatka. Jak wynika z zaprezentowanych na Rysunkach
34 1 36 elektroforegramow, utworzone w danych czasach inkubacji oligomery amyNBD
odpowiadajg wielkoscig tym obserwowanym dla amyliny. Jedna z istotnych réznic
dotyczy nieusieciowanej probki amyNBD, uzyskanej po 2 godzinach inkubacji: inaczej
niz w przypadku natywnej formy, byla ona stosunkowo stabilna i demonstrowala te same
formy oligomeryczne co probka poddana sieciowaniu, jedynie ze zwickszong
intensywnos$cig prazka pochodzacego od monomeru. Ponadto okazalo sie,
1Z w przeciwienstwie do natywnej amyliny, w amyNBD inkubowanej przez 24h
w obecno$ci surfaktantu takze zaczyna dochodzi¢ do zaniku niskoczasteczkowych

oligomerow. Zastosowanie dwoch technik detekcji bylo pomocne w ocenie stanu probki.
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Widoczne na zelu A prazki w studzienkach dla 24 godzin inkubacji §wiadczg o ich duzej

wielko$ci, uniemozliwiajacej wejscie w zel zageszczajacy.

Drugi z fluorescencyjnych wariantow amyliny - amyFITC rowniez poddatam
rozdziatowi elektroforetycznemu (Rysunek 37). Podobnie jak w przypadku amyNBD
czasy inkubacji dobralam na podstawie wynikow testu tioflawinowego

przeprowadzonego dla amyliny.

Rysunek 37. Elektroforegram z rozdzialu oligomeré6w amyFITC otrzymanych po réznych czasach
jej inkubacji (0, 2, 4, 24 godziny) w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO, w czesci préobek
dodatkowo wzbogaconym o 0,05% SDS (oznaczone symbolem ,,+”). Rozdzial przeprowadzono
w warunkach denaturujacych po wcze$niejszym ustabilizowaniu prébek przez sieciowanie
glutaraldehydem. Wizualizacji prazkow dokonatam przez barwienie srebrem.

Wariant amyFITC wykazuje podobne formy oligomeryczne jak amyNBD, na ktore
sktadajg si¢ glownie niskoczasteczkowe oligomery, zanikajace po 24 godzinach

inkubacji. Ponadto rowniez obserwuje si¢ stabilizujace wtasciwosci SDS.

Wariant amyliny z resztg fotosieciujaca Bpa przeanalizowatam pod katem stabilizacji
jego oligomeréw nie tylko z wykorzystaniem zewnetrznych czynnikéw sieciujacych,
jak w przypadku poprzednich probek, ale rowniez wykorzystujac do sieciowania samg

Bpa. Oba typy sieciowania przedstawitam na Rysunku 38 oraz 39.

86



20 minut 50 minut 100 minut
e - l -

Rysunek 38. Elektroforegram z rozdzialu oligomeréw amyBpa otrzymanych po réznych czasach jej
inkubacji (20, 50, 100 minut) w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO. Rozdzial przeprowadzono
w warunkach denaturujacych po wczeSniejszym ustabilizowaniu probek przez sieciowanie
za pomoca RuBpy (R), glutaraldehydu (G) lub naswietlania reszty Bpa (hv). Probki oznaczone

symbolem ,,NS” pozbawione sg sieciowania. Przedstawione wyniki reprezentujg jedno z wykonanych
powtorzen.

20 minut 50 minut 100 minut
A A A

Rysunek 39. Elektroforegram z rozdzialu oligomeréw amyBpa otrzymanych po réznych czasach jej
inkubacji (20, 50, 100 minut) w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO i 0,05% SDS. Rozdzial
przeprowadzono w warunkach denaturujacych po wczesniejszym ustabilizowaniu prébek przez
sieciowanie za pomoca RuBpy (R), glutaraldehydu (G) lub naswietlania reszty Bpa (hv). Probki
oznaczone symbolem ,NS” pozbawione sa sieciowania. Przedstawione wyniki reprezentuja jedno
z wykonanych powtorzen.
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Sieciowanie wariantu amyBpa z uzyciem RuBpy oraz glutaraldehydu prowadzi
do stabilizacji tych samych oligomeréw w przypadku dwodch poczatkowych czasow
inkubacji, prowadzonej zarowno bez, jak 1 z dodatkiem surfaktantu. Trwajaca 100 minut
inkubacja, ktora odpowiada fazie wysycenia na krzywej tioflawinowej, prowadzi do
stopniowego zaniku oligomeréw w probkach pozbawionych SDS. Dla sieciowania przez
naswietlanie reszty Bpa widoczna jest delikatna poswiata jedynie od monomeru

w kazdym z czasow inkubacji, podobnie jak dla probek niesieciowanych.

Ze wzgledu na uzyskany w pierwszym podejsciu stabo widoczny wynik
sieciowania przez reszt¢ Bpa, postanowitam sprawdzi¢ rdzne czasy naswietlania, a takze
jego sposoby. Zastosowane w poprzednim eksperymencie naswietlanie w otwartej
eppendorfce zamienitam na naswietlanie w szklanym insercie polozonym na lodzie.
Dodatkowo w przeprowadzonych eksperymentach zauwazylam, ze probki stabiej
stabilizowane wymagaja dluzszego barwienia srebrem, co zaburza jednak detekcje
pozostatych prazkoéw. Dlatego takie probki postanowitam analizowa¢ na odrgbnych
zelach (Rysunek 40).

30’ hv 60’hv  30'E 30’ hv 60'hv  30'E

Rysunek 40. Elektroforegram z rozdzialu oligomeréow amyBpa otrzymanych po réznych czasach jej
inkubacji (20, 50, 100 minut) w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO, w cze$ci prébek dodatkowo
wzbogaconym o 0,05% SDS (oznaczone symbolem ,,+”). Rozdzial przeprowadzono w warunkach
denaturujacych po wczeSniejszym sieciowaniu probek przez naswietlanie w insertach (hv) przez
30 lub 60 minut. Probki oznaczone symbolem ,,E” naswietlane byty od géry w otwartej eppendorfce.
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Zastosowane modyfikacje pozwolity zaobserwowac prazki pochodzace ze stabilizacji
oligomerow amyBpa przez naswietlanie reszty fotosieciujacej. W probkach bez SDS
wyraznie widoczna jest réznica w metodzie sieciowania, gdzie zastosowanie insertu
przynosi lepsze rezultaty. Ponadto w kazdej z probek czas naswietlania nie ma wigkszego
znaczenia na tworzace si¢ formy oligomeryczne. W probkach z SDS stabilny jest gldwnie

monomer oraz dimer amyBpa niezaleznie od metody naswietlania.

1.2.2. Elucja oligomerdéw z zelu

Jedna z alternatywnych dla chromatografii wykluczenia technik oczyszczania frakcji
oligomerycznych jest elucja z zelu. Metoda ta opiera si¢ na rozdzieleniu na zelu
elektroforetycznym ustabilizowanych przez sieciowanie oligomerdw, a nastgpnie
wycigciu prazkéw odpowiadajacych poszczegdlnym merom. W kolejnym kroku biatka
te z zastosowaniem odpowiednich buforow i warunkéw wytrzasania mogg zostac
wyeluowane z zelu do roztworu, a po wielokrotnej dializie otrzymane w postaci
oczyszczonych frakcji. Opisana powyzej metod¢ wykorzystalam do izolacji
poszczegdlnych form oligomerycznych amyliny, a wyniki tego eksperymentu

przedstawitam na Rysunku 41.

—_— 3-mer
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Rysunek 41. Elektroforegram z rozdzialu wyeluowanych z Zelu oligomeréw amyliny otrzymanych po
20 godzinach jej inkubacji w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO i 0,05% SDS. Rozdzial zostal
przeprowadzony w warunkach denaturujacych po wcze$niejszym ustabilizowaniu probek przez
sieciowanie glutaraldehydem. Przedstawione wyniki reprezentujg jedno z wykonanych powtoérzen.
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Efektem przeprowadzonego eksperymentu bylo uzyskanie poszczegoélnych frakcji
oligomerow amyliny, stabilnych w danym buforze w temperaturze 4°C nawet do
tygodnia. Wykorzystanie tak uzyskanych rozdzielonych oligomerow w dalszych
eksperymentach okazato si¢ jednak niemozliwe ze wzgledu na to, ze zawierajg one
w sobie  zanieczyszczenia niewykrywalne standardowymi metodami  analiz,
ainterferujagce z badanymi biatkami, co wplywalo na otrzymywane wyniki.
Najprawdopodobniej mogty by¢ to pozostatosci zelu, badz SDS. W zwigzku z brakiem
skutecznej metody oczyszczania 1 separacji oligomeréw postanowitam wykorzystywac
ich mieszaning, kazdorazowo przygotowang wedlug tego samego protokotu,
uwzgledniajacego  wirowanie w  celu  oddzielania  frakcji  rozpuszczalnej

1 nierozpuszczalnej.

2. Oddziatywanie oligomeroéw amyliny z ludzkim proteasomem

Pojawiajace si¢ w literaturze doniesienia o wplywie biatek agregacyjnych na
aktywno$¢ proteasomu, sktonily nas do zbadania tego wptywu w odniesieniu do
oligomerow amyliny. Impulsem do dziatania byla opublikowana w 2018 roku
w czasopi$mie Nature Communications praca grupy Smitha [1], udowadniajaca wpltyw
na aktywno$¢ proteolityczng h20S oligomerow peptydu AP, wykazujacego przeciez
liczne powigzania z amyling. Po przeprowadzonej doglebnej charakterystyce procesu
oligomeryzacji IAPP, postanowilam okresli¢ sil¢ jej oddzialywania z proteasomem,

a takze ustali¢ miejsce interakcji.

2.1. Termoforeza mikroskalowa (MST)

Do okre$lania sily oddziatywania oligomerow amyliny z ludzkim proteasomem
wykorzystalam termoforez¢ mikroskalowg. MST jest stosunkowo nowg, coraz prezniej
rozwijajacy si¢ technikg. Funkcjonalnos¢ tej metody polega na mozliwos$ci badania wielu
réznych uktadow, a jedynym warunkiem koniecznym jest obecno$¢ wewngtrznego
fluoroforu, badz znacznika dolaczonego kowalencyjnie do czasteczki bedacej celem,
tzw. targetem. Oddzialtywanie niekowalencyjne typu target-ligand prowadzi do réznic
we fluorescencji w stosunku do niezwigzanych molekut, co umozliwia okreslenie sity,
z jaka ze sobg one oddziatuja. Roznice we fluorescencji wynikaja z dwoch efektow: TRIC
- zmiany intensywno$ci fluorescencji zaleznej od temperatury oraz termoforezy,
czyli ruchu molekut wzdtuz mikroskopowego gradientu temperatury, indukowanego za

pomocg lasera podczerwonego. Natomiast sam ruch molekul zalezny jest od takich
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wlasciwosci jak: rozmiar, tadunek, ksztalt i/lub struktura otoczki hydratacyjne;j.
Czasteczka zawierajaca fluorofor wykazuje rézng ruchliwos¢ gdy oddziatuje z inng
molekuta 1 gdy wystepuje w formie niezwigzanej, co obserwuje si¢ wtasnie pod postacig

odmiennych wartosci fluorescencji po jej wzbudzeniu.

Do przeprowadzenia eksperymentow wykorzystatam mozliwos¢ wyznakowania
czasteczek proteasomu znacznikiem fluorescencyjnym opartym na estrze NHS,
oddzialujagcym z grupami aminowymi reszt lizyny. Amyling poddatam odpowiednio
2-124-godzinnej inkubacji w celu utworzenia zaré6wno matych, rozpuszczalnych
oligomerow, jak i B-kartkowych form prefibrylarnych. Sprawdzitam réwniez wpltyw
dodatku SDS na oddzialywanie mig¢dzy obiema molekulami. Ponadto pomiary
wykonalam réwniez dla wariantu amyBpa. Wszystkie otrzymane wyniki przedstawitam

w postaci wykresow na Rysunku 42.
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Rysunek 42. Wykresy zmian fluorescencji proteasomu (targetu) w zaleznos$ci od stezen liganda.
Pomiary wykonalam dla amyliny (po 2 lub 24 godzinach inkubacji) oraz jej wariantu amyBpa (po
2 godzinach inkubacji) w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO, w prébce po 2h inkubacji IAPP
dodatkowo wzbogaconym o 0,05% SDS (oznaczony symbolem ,,+”). Dla kazdej z uzyskanych wartosci
zaznaczylam btad standardowy sredniej (SEM). Wykresy powstaly w oparciu o pomiar modutem spectral
shift na aparacie Monolith X (NanoTemper), a nast¢pnie dopasowaniu krzywych wedtug modelu Hilll
(Origin).
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Z przeprowadzonych badan wstepnych wynikalo, ze 1-godzinny czas inkubacji
amyliny, w dowolnym buforze, jest czasem niewystarczajacym do ustabilizowania si¢
uktadu oligomerycznego, co uniemozliwialo wyznaczenie statej oddziatywania z h20S.
Minimalnym czasem inkubacji okazaty si¢ 2 godziny. Ponadto istotny byt czas inkubacji
targetu z ligandem i w tym przypadku optymalne okazato si¢ 30 minut. Taki czas
inkubacji pozwolil na powstanie oddziatywania bez nadmiernej adsorpcji bialek do
kapilary. Stosunkowo duze wartosci btgdow na niektérych wykresach wynikajg
z dynamiki uktadu, jakim jest mieszanina oligomeréw. Wyniki wyznaczonych sit
oddziatywania poszczegolnych probek amyliny z ludzkim proteasomem 20S zestawitam
w Tabeli 1.

Tabela 1. Wyznaczone za pomoca MST wartoSci EC50 dla oddzialywania proteasomu 20S

z oligomerami amyliny otrzymanymi po 2- lub 24-godzinnej inkubacji w 20 mM NaPi zawierajacym
2% DMSO i wzbogaconym (+) lub nie o 0,05% SDS.

NAZWA PROBKI EC50 [uM]
AMY 2H 0,748 + 0,455
AMY 24H 8,005 + 0,815
AMY 2H (+) 0,446 + 0,077
AMYBPA 2H 1,929 + 0,699

Kazda z wyznaczonych statych miesci si¢ w zakresie stezen mikromolowych,
co wskazuje na stosunkowo silne oddziatywanie. Najnizsza wartos¢ EC50 wystepuje dla
oddzialywania proteasomu z oligomerami amyliny otrzymanymi po 2 godzinach
inkubacji w buforze zawierajacym SDS. Niewiele wigksza warto$cig charakteryzuje sie
ten sam uktad, ale w warunkach pozbawionych dodatku surfaktantu. Otrzymane wyniki
wskazuja, ze najsilniej oddziatujg z ludzkim proteasomem 20S niskoczasteczkowe
oligomery amyliny, ktore wystepuja w poczatkowych fazach oligomeryzacji. Potwierdza
to rowniez silniejsze oddziatywanie dla wariantu amyBpa po 2 godzinach inkubacji

w stosunku do 24-godzinnej inkubacji amyliny.

2.2. Spektrometria mas

W celu lokalizacji miejsca oddzialywania proteasomu z oligomerami amyliny
postanowitam wykorzysta¢ metode bottom up z proteomiki. Polega ona na trawieniu
enzymatycznym probki, a nastepnie analizie mas czasteczkowych powstatych

fragmentow, ktore sa mozliwe do przewidzenia ze wzgledu na znane sekwencje badanych
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biatek, a takze specyficzno$¢ proteolizy enzymatycznej. Potaczenie powyzszej metody
z sieciowaniem z wykorzystaniem selektywnych odczynnikdéw sieciujacych pozwala na
ustalenie miejsca oddzialywania. Wynika to ze zdolnos$ci odczynnika sieciujgcego do
faczenia dwoch, oddziatujacych ze sobg molekul, czasteczka o charakterystycznym
widmie masowym, co pozwala na identyfikacj¢ laczonych przez nig reszt
aminokwasowych. Aby zwigkszy¢ szans¢ na powodzenie eksperymentu, warto jest
zastosowa¢ rozne podejscia. Badania z wykorzystaniem proteomiki, mimo prostoty

w swoim zalozeniu, rowniez wymagaja zmudnej optymalizacji.

Istotnym parametrem jest rodzaj odczynnika sieciujacego. Najtatwiej interpretowalne
sa wyniki dla zwigzkéw kompatybilnych ze spektrometrig mas, ktérych fragmentacja
przebiega w sposob znany 1 zawsze taki sam. Wsrdod komercyjnie dostgpnych
odczynnikow wystepuje cala gama zwigzkéw, roznigcych sie zardéwno dhugoscia,
jak 1 selektywnos$cig wobec reszt aminokwasowych. Dlugos¢ linkera jest bardzo istotnym
parametrem. Zarowno zbyt krotki, jak i1 zbyt dlugi lacznik moze uniemozliwiaé

sieciowanie mi¢dzy molekutami.

Do sieciowania oligomeréw amyliny zdecydowatam si¢ na wybdor DSSO. Jest to
10 A odczynnik sieciujacy selektywny wzgledem grup aminowych lizyn. Stanowi to
dobre rozwigzanie z uwagi na fakt, ze amylina w swojej sekwencji posiada zaledwie jedna
lizyne, co znaczaco ogranicza liczb¢ mozliwych kombinacji po sieciowaniu. Sam proces
sieciowania czgsto dotyczy tylko niewielkiej czgsci czasteczek obecnych w roztworze,
co jest jednak wystarczajace w niezwykle czulej spektrometrii mas. Przed wykonaniem
kosztownych analiz niezbgdne jest potwierdzenie obecnosci usieciowanego kompleksu.

Wynik takiego eksperymentu przedstawitam na Rysunku 43.
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Rysunek 43. Membrana western blot (A) oraz elektroforegram wybarwiony srebrem (B)
z sieciowania oligomeryzowanej amyliny do ludzkiego proteasomu z wykorzystaniem odczynnika
DSSO. Stezenia odczynnika sieciujacego podane sg u gory membrany/zelu. Oznaczenie symbolem ,,P”
informuje o obecno$ci proteasomu w probee, ,,2h” oznacza obecno$é amyliny inkubowanej przez
2h w warunkach oligomeryzacyjnych. W ramce zaznaczonej na membranie (A) widoczne sg pojawiajace
si¢ prazki od kompleksu proteasomu z oligomerami amyliny. Przedstawione wyniki reprezentuja jedno
z wykonanych powtorzen.
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Po przeprowadzeniu rozdzialu sieciowanych prébek za pomoca standardowe;j
elektroforezy w warunkach denaturujacych nie udato mi si¢ jednoznacznie potwierdzié
zachodzacej stabilizacji kompleksu. Obserwowalam jedynie stopniowe, delikatne
zanikanie prazkow od proteasomu wraz ze zwigkszajacym si¢ stezeniem DSSO. Opisang
zalezno$¢ zarejestrowatam nie tylko dla probek z kompleksem, ale rowniez dla samego
proteasomu, dlatego zdecydowatam si¢ na wykorzystanie immunodetekcji. W tym celu
wykonatam western blot z zastosowaniem I-rzedowych przeciwciat skierowanych na
fragment sekwencji amyliny. W ten sposéb jednoznacznie potwierdzitam obecnosc
amyliny na wysokosci prazkow od proteasomu. Przeciwciato wykrylo amyling na tej
wysokosci jedynie w probach z kompleksem, co $§wiadczy o jego tworzeniu. Najlepsza
probka okazato si¢ by¢ 25 uM stezenie DSSO, poniewaz w tych warunkach wyraznie

widoczny jest kompleks, ktory nie naktada si¢ z utworzonymi oligomerami amyliny.

Innym zastosowanym przeze mnie podejSciem do sieciowania amyliny
z proteasomem byto wykorzystanie wariantu z wprowadzong reszta fotosieciujaca Bpa,
ktora wigze si¢ z Ca znajdujacym si¢ najblizej jej tancucha bocznego. Wzor strukturalny
reszty Bpa po zajsciu reakcji sieciowania z inng czasteczkg biatkowa przedstawitam na

Rysunku 44.

Ho . _X+— C,innego biatka

Rysunek 44. Wzor strukturalny reszty fotosieciujgcej Bpa i jej monoizotopowa masa czasteczkowa
po zaj$ciu reakcji sieciowania z inng czgsteczka biatkowa.

Zdecydowatam si¢ na wykorzystanie amyBpa w analizach proteomicznych,
poniewaz wyniki MST potwierdzily oddziatywanie tego wariantu z h20S. Zaleta
podejscia z wykorzystaniem wewnetrznej reszty sieciujgcej miato by¢ utatwienie analiz
ze wzgledu na brak sieciowania miedzy resztami aminokwasowymi samego proteasomu.
Opierajac si¢ na wynikach otrzymanych przy charakteryzowaniu oligomeréw amyBpa

wybralam 20-minutowy czas jej inkubacji, odpowiadajacy fazie utajenia. Przed
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przeprowadzeniem rejestracji widm MS musialam tez ustali¢ warunki, w ktorych

mozliwa bylaby obserwacja kompleksu amyBpa z proteasomem (Rysunek 45).
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Rysunek 45. Membrana western blot (A) oraz elektroforegram wybarwiony srebrem (B)
z sieciowania oligomeryzowanej amyBpa do ludzkiego proteasomu z wykorzystaniem naswietlania
reszty Bpa dlugoscia fali 365 nm. Czas naswietlania przedstawiony jest u goéry membrany/zelu.
Sprawdzitam rézne aparaty do naswietlania, stad A oznacza lampg UV, B latarke, a C diodg. Oznaczenie
symbolem ,,P”” informuje o obecnosci proteasomu w probcee, ,,20” oznacza obecnos¢ amyliny inkubowane;j
przez 20 minut w warunkach oligomeryzacyjnych. Ramka zaznaczona na membranie (A) odpowiada
potozeniu kompleksu proteasomu z oligomerami amyliny. Przedstawione wyniki reprezentuja jedno
z wykonanych powtorzen.
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Podobnie jak w przypadku sieciowania DSSO, na elektroforegramie trudne byto
zlokalizowanie tworzacego si¢ kompleksu amyBpa z h20S, dlatego ponownie
wykorzystalam immunodetekcje. Ze wzgledu na wigksza moc promieniowania diody
obserwuje si¢ dla niej najintensywniejsze sieciowanie, ale w dalszej analizie mogtoby to
nie by¢ pozadane. Dlatego do eksperymentéw proteomicznych wykorzystatam

30-minutowe naswietlanie lampa UV.

Trzecim podejsciem badawczym byto wykorzystanie amylin z fluoroforami.
Zatozeniem eksperymentu byto ustabilizowanie kompleksu amyNBD lub amyFITC
przez sieciowanie, a nastgpnie obserwacja przez filtr o okreslonej dlugosci fali,
czy pojawia si¢ kompleks. W przypadku jego tworzenia nalezaloby wykonac
elektroforeze 2D, za pomoca ktoérej mozna wyizolowaé pojedyncze podjednostki
proteasomu i po poddaniu ich trawieniu enzymatycznemu, przeanalizowa¢ mieszaning
fragmentow za pomoca spektrometrii mas. W celu wykonania zalozonego planu
rozpoczetam od kroku pierwszego, czyli potwierdzenia obecnosci fluoroforu w rejonie
tworzacego si¢ kompleksu za pomocg elektroforezy w warunkach denaturujacych.
Dla amyNBD wykorzystatam sieciowanie chemiczne przez DSSO (Rysunek 46) oraz
glutaraldehydem (Rysunek 47), a takze sieciowanie typu PICUP (Rysunek 47).
Dla amyFITC sprawdzitam sieciowanie z DSSO (Rysunek 48).
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Rysunek 46. Elektroforegramy (A - wizualizacja przez filtr; B - barwienie srebrem) z sieciowania
oligomeryzowanej amyNBD do ludzkiego proteasomu z wykorzystaniem odczynnika DSSO. Stezenia
odczynnika sieciujgcego opisane sa u gory zeli. Oznaczenie symbolem ,,P” informuje o obecnos$ci
proteasomu w probcee, ,,2h” oznacza obecno$¢ amyNBD inkubowanej przez 2 godziny w warunkach
oligomeryzacyjnych.
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Rysunek 47. Elektroforegram wybarwiony srebrem z sieciowania amyNBD do ludzkiego proteasomu
z wykorzystaniem glutaraldehydu lub RuBpy. Oznaczenie symbolem ,,P” informuje o obecnosci
proteasomu w probce, ,,A” oznacza obecnos¢ amyNBD inkubowanej odpowiednio przez 2 lub 4 godziny
w warunkach oligomeryzacyjnych, a ,,NS” wskazuje na brak sieciowania.

A B

50 pM 125 pM 250 uM 500 uM
O S S S
250 uyMm
~75kDa — ] ~50 kD

~25 kD
~25 kDa -

~2kDa_ -
. —_
M 2h 2h 2h 2h 2h 2h 2h 2h P P M 2h 2h 2h 2h 2h 2h 2h 2h
P P P P P P P P

Rysunek 48. Elektroforegramy (A - wizualizacja przez filtr; B - barwienie srebrem) z sieciowania
amyFITC do ludzkiego proteasomu z wykorzystaniem odczynnika DSSO. Stezenia odczynnika
sieciujacego opisane s3 u gory zeli. Oznaczenie symbolem ,,P” informuje o obecnosci proteasomu
w probce, ,,2h” oznacza obecno$¢ amyFITC inkubowanej przez 2h w warunkach oligomeryzacyjnych..
W kazdym z zaprezentowanych typow sieciowania dla dwoch rdéznych wariantow
amyliny z fluoroforem nie udato si¢ zaobserwowac jego obecnos$ci na wysokosci prazkow
odpowiadajacych proteasomowi, co mogloby $§wiadczy¢ o tworzeniu si¢ kompleksu.
Moze to wynika¢ przede wszystkim z niskiego stopnia sieciowania, co uniemozliwia
detekcje fluoroforu. Z uwagi na otrzymane w powyzszych eksperymentach wyniki,

niemozliwe bylto przeprowadzenie z powodzeniem elektroforezy 2D, a zatem $ciezka ta

zostata odrzucona jeszcze przed analizami z wykorzystaniem spektrometrii mas.
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Podsumowujac, do analiz proteomicznych wykorzystalam sieciowanie do
proteasomu oligomeréw dwoch wariantdow amyliny: jej natywnej wersji, ktora
sieciowalam za pomocg DSSO oraz wariantu amyBpa ustabilizowanego w kompleksie
z proteasomem poprzez naswietlanie. Przygotowane sieciowane probki poddawatam
trawieniu enzymatycznemu z wykorzystaniem trypsyny oraz chymotrypsyny w stosunku
1:20 do sumy ilosci biatek w roztworze. Ponadto bezposrednio przed trawieniem
dodawatam komercyjny surfaktant RapiGest (Waters), ktory ma za zadanie rozluznié¢
strukture biatek 1 umozliwi¢ lepsze trawienie przez enzymy. Tak przygotowane proby

zostaly poddane analizie na aparacie ZenoTOF 7600 (Sciex) przez dr inz. Pawta Wityka.

Otrzymane wyniki z sieciowania DSSO sa trudno interpretowalne ze wzgledu na
liczbe pojawiajacych sie sygnaléw. Zdecydowanie lepsze efekty dalo sieciowanie
wariantu amyBpa, w przypadku ktérego przy porownywaniu chromatograméw TIC dla
samego amyBpa, samego h20S i ich kompleksu widoczne byly roznice. Niestety, dla
wykonanych pigciu odrebnych powtorzen eksperymentu, chromatogramy kompleksu
roznity si¢ miedzy soba, co wskazuje na staba powtarzalno$¢. Moze to wynikaé zarowno
ze zmiennosci badanego uktadu, jak rowniez z niskiego stopnia sieciowania probek,
dlatego wazna jest analiza specyficznych sygnatow o stosunkowo niskich
intensywnos$ciach. Aby lepiej obserwowac sygnaty o wyjatkowo niskiej intensywnosci,
mozna wykona¢ kilka zabiegow, ktére je zwicksza, co ulatwiloby interpretacje.
W zwigzku z tym do analizy kompleksu amyBpa z h20S wykorzystalismy metode
SWATH, ktora dzieli caty zakres widma MS na zadang liczbe okien 1 w kazdym z nich
wykonuje analiz¢ MS/MS. Ponadto obecno$¢ dodatkowego kwadrupola oraz
zastosowanie modulu Nano pozwala na zwigkszenie intensywno$ci otrzymywanych
sygnatdéw nawet 10-krotnie. Na otrzymanych widmach widoczny jest tworzacy si¢

kompleks, natomiast sg one trudne do analizy i ich interpretacja wciaz jest w toku.

Podjetam rowniez proby interpretacji wynikdw z wykorzystaniem bezptatnych
programéw do analiz proteomicznych. Jednym z nich jest MeroX 2.0. Program ten
pozwala na wybodr stosowanego odczynnika sieciujgcego z dostepnego katalogu lub
dodanie wlasnego. Nastepnie poprzez dotaczenie plikéw FASTA analizowanych biatek,
a takze zaznaczenie uzywanych enzymow w krotkim czasie przeprowadza analizg, ktorej
wynikiem jest zestawienie mozliwych kombinacji utworzonych kompleksow wraz
zpodanym prawdopodobienstwem. Wyniki otrzymane z programu MeroX dla

kompleksu amyBpa i h20S zamie$citam w Tabeli 2.
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Tabela 2. Analiza wynikéw MS z sieciowania amyBpa do h20S za pomoca programu MeroX 2.0.
Kolorem z6ttym zaznaczylam reszty aminokwasowe, przez ktore z tym samym prawdopodobienstwem
moze zachodzi¢ sieciowanie.

PODJED
ANA FRAGMENT PRAWDOPOD
FRAGMENT h20S NOSTKA ,
LIZA AMYLINY OBIENSTWO
h20S
2LANBpaLVHSSN  '?EKNYTDEAIET
o7 28%
NF? DDLTIK '8
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o 0
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19GDQIPKFAVA
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TLZOI
TY37
BANBpaLVHSSN  ’ITENIGCVMTG
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NF? MTADSRSQVQR®
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NF23
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82RVLVHRARY 02 26%
NFGAIL?

Przeanalizowane wyniki z uzyciem MeroX dla sieciowania h20S z amyBpa wskazujg

na 8 z 14 roznych podjednostek proteasomu, dodatkowo ze zblizonym

100



prawdopodobienstwem. Najwyzsze wykazane prawdopodobienstwo wynosi 50%
1 dotyczy podjednostki a6, ktora rowniez w wynikach pojawia si¢ najczesciej. Analizy
probek sieciowanych DSSO wskazaty jedynie na sieciowanie migdzy podjednostkami

proteasomu.

Zarowno manualne analizy widm MS, a takze wyniki otrzymane przez program
MeroX sklaniajag do wnioskow, ze amylina moze nie mie¢ jednego, specyficznego
miejsca oddzialywania z proteasomem. Wszystkie uzyskane rezultaty wskazuja,

ze miejsc tych moze by¢ wiele.
2.3. Mikroskopia krioelektronowa

Alternatywna wzgledem spektrometrii mas technika, pozwalajacag na okre$lenie
miejsca oddzialywania mi¢dzy molekutami, moze by¢ mikroskopia krioelektronowa.
W tych badaniach wykorzystatam wariant amyBpa, poniewaz podczas analiz
proteomicznych dobratam juz warunki tworzenia 1 stabilizacji kompleksu tego wariantu
z h20S. Roznice w przygotowaniu probki do mikroskopii stanowil fakt, ze stosowane
w spektrometrii mas st¢zenia sg zbyt niskie dla tej techniki. Wymagato to wigc
odpowiedniego zwickszenia stezenia proteasomu i tym samym oligomeréw amyliny,
w celu zachowania wyznaczonej proporcji miedzy molekutami, ktéra umozliwia
obserwacje¢ ich oddzialywania. Z uwagi na ograniczong rozpuszczalnos$¢ oligomerow
amyliny niemozliwe bylo przeprowadzenie eksperymentow w tak wysokim jej st¢zeniu,
dlatego uzytam najwyzsze z jej mozliwych przebadanych przeze mnie stezen, a w celu
ochrony przed ewentualng proteoliza przez h20S, w jednej z probek poddalam go
dziataniu inhibitora - bortezomibu. Kolejnym etapem, ktory wymagal optymalizacji byto
przygotowanie siatek, na ktorych osadzana jest probka. Standardowo siatki poddawane
sa wyladowaniom jarzeniowym (ang. glow discharge), ktore stosuje si¢ w celu
modyfikacji powierzchni siatek dla zwigkszenia adhezji probek. W badaniach
proteasomu na tym etapie przeprowadza si¢ wysycanie siatek n-pentyloaming. ktéra
powoduje uktadanie si¢ cylindrycznych czasteczek enzymu zaréwno wertykalnie, jak
1 horyzontalnie. Duza r6znorodnos$¢ pozycji biatka umozliwia pdzniejsza rekonstrukcje
jego struktury z lepsza rozdzielczo$cig. Kiedy st¢zenie biatka jest niewystarczajace lub
gdy ligandy wplywaja na biatko niekorzystnie, to zalecane jest pokrywanie siatek
monowarstwowym tlenkiem grafenu. Wada stosowania grafenu moze by¢ jednak
wysokie tlo oraz brak mozliwosci wykorzystania n-pentyloaminy podczas wytadowan

jarzeniowych. Dobrania optymalnych parametrow wymaga nie tylko etap przygotowania
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siatek, ale tez witryfikacja probki. Proces ten polega na szybkim zamrazaniu probki
w taki sposob, aby unikng¢ tworzenia si¢ krysztatkow lodu 1 uzyskac¢ szklista, amorficzng
form¢ wody, co pozwala na lepsze zachowanie struktury biologicznej bialtka.
Z optymalizacja tego etapu wigze si¢ dobor warunkdéw osuszania siatek z nadmiaru
roztworu (ang. blotting) 1jego zamrazania. W zwiazku z koniecznoscig optymalizacji
wielu etapow, przed przeprowadzeniem wilasciwych pomiard6w na mikroskopie
0 wysokiej rozdzielczosci przeprowadza si¢ seri¢ badan wstepnych, majacych na celu
wybor najlepszych siatek z osadzong probka. Kryterium wyboru stanowi ilo$¢ czasteczek
przypadajacych na mikrograf, a takze ich utozenie w przestrzeni oraz cigglo$¢ i grubos¢

warstwy lodu.

W celu ustalenia miejsca oddzialywania oligomerow amyliny z proteasomem
zrealizowatam dwie sesje wyjazdowe do Narodowego Centrum Promieniowania
Synchrotronowego SOLARIS w Krakowie, gdzie przeprowadzitam wstepna weryfikacje
probek. Przykladowe mikrografy przedstawitam na Rysunku 49.

A B

Rysunek 49. Zarejestrowane mikrografy z badan wstepnych dla amyBpa usieciowanej do
proteasomu 20S przez naswietlanie reszty Bpa. A - prébka zawierajaca bortezomib; B - prébka bez
bortezomibu. Zdjecia wykonano na mikroskopie Glacios Crio-TEM w Narodowym Centrum
Promieniowania Synchrotronowego SOLARIS w Krakowie.

W standardowo stosowanych siatkach pod wplywem obecno$ci amyBpa zanikatly
czasteczki proteasomu, dlatego zdecydowatam si¢ na wykorzystanie tlenku grafenu.
Na przestawionych mikrografach wyraznie widoczna jest wystarczajaca ilo$¢ czasteczek

(okoto 20), dodatkowo ustawionych w réznych pozycjach, pomimo braku stosowania

n-pentyloaminy. Obie siatki przedstawiaja niemalze tak samo przygotowane probki,
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a jedyng roznicg jest obecno$¢ w jednej z nich znanego, silnego inhibitora aktywnosci
chymotrypsynopodobnej proteasomu 20S. Ma to zapobiec ewentualnej degradacji
amyBpa przez proteasom podczas inkubacji. Ze wzgledu na nieznany wpltyw
bortezomibu na oddzialywanie amyBpa z proteasomem, obie przedstawione siatki zostaly
zakwalifikowane do badan na wysokorozdzielczym mikroskopie TEM Krios G3I, ktore

beda realizowane w pazdzierniku 2024 roku.

3. Wplyw oligomerow na aktywnos$¢ proteolityczng h20S

Po wykazaniu wzajemnego oddzialywania oligomeréw amyliny z proteasomem
w kolejnym kroku zweryfikowatam, jaki wptyw na aktywnos$¢ proteolityczng h20S ma

powyzsza interakcja.

W pierwszym etapie wykonatam badania aktywnos$ci wyizolowanego z ludzkiej krwi
proteasomu z uzyciem substratow fluorogenicznych. Standardowo stosowane substraty
skierowane sa na wszystkie trzy rodzaje aktywnos$ci h20S - chymotrypsynopodobna,
trypsynopodobng oraz kaspazopodobng. Wykresy wplywu oligomerow amyliny na kazda

z nich przedstawitam na Rysunku 50.
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Rysunek 50. Wykresy przedstawiajace wplyw oligomerow amyliny otrzymanych po 2 godzinach
inkubacji na wszystkie trzy aktywno$ci latentnego proteasomu 20S (A - aktywno$é
chymotrypsynopodobna; B - trypsynopodobna; C - kaspazopodobna). Dodatkowo wyznaczylam
hamujacy wplyw oligomeréw amyliny utworzonych po 1 oraz 24 godzinach inkubacji na aktywnos¢
ChT-L proteasomu (A). Dla kazdej z wartosci zaznaczytam btad standardowy $redniej (SEM). Dla
otrzymanych wynikow przeprowadzitam jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA z nastgpujacym po
niej porownaniem wielokrotnym wykonanym metoda Tukey’a (Tukey test) i potwierdzitam istotnosc¢
statystyczng zaobserwowanych réznic miedzy kontrola a wynikami otrzymanymi dla kazdej z probek (ns-
nieistotny statystycznie; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

W przypadku aktywnosci chymotrypsynopodobnej oraz trypsynopodobnej
obserwuje si¢ wyrazng zaleznos$¢ stezeniowq inhibicyjnego wplywu oligomeréw. W obu
przypadkach w najwyzszym badanym stezeniu aktywno$¢ proteasomu spada do ok. 60%

wzgledem proby kontrolnej, ktérg stanowit sam proteasom. Nieco stabszy, ale wcigz
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hamujacy wptyw oligomerycznych form amyliny widoczny jest rowniez dla aktywnos$ci

kaspazopodobnej h20S.

W badaniach inhibitoréw powszechnie stosowany jest dodatek surfaktantu, jakim
jest SDS. Zwiazek ten w okreslonym zakresie st¢zen znany jest ze swoich zdolnosci do
rozluzniania o-bramy proteasomu, utworzonej z wystajagcych do wnetrza kanalu N-
koncow podjednostek o. Prowadzi to do ulatwionego wnikania substratow
fluorogenicznych do wnetrza kanatu katalitycznego, efektem czego s3 stosunkowo
wysokie wartosci prob referencyjnych. Wstepne aktywowanie proteasomu za pomoca
SDS utatwia obserwacje inhibicyjnego wplywu zwiazkéw na jego zdolnosci

proteolityczne, co prezentuje Rysunek 51.
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Rysunek 51. Wykres przedstawiajacy wplyw oligomeréw amyliny otrzymanych po réznych czasach
inkubacji (1, 2, 24h) na aktywno$¢ chymotrypsynopodobng aktywowanego roztworem SDS
proteasomu 20S. Dla kazdej z wartosci zaznaczytam btad standardowy $redniej (SEM). Dla otrzymanych
wynikow przeprowadzilam jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA z nastgpujacym po niej
poréwnaniem wielokrotnym wykonanym metoda Tukey’a (Tukey test) i potwierdzitam istotno$é
statystyczng zaobserwowanych réznic miedzy kontrola a wynikami otrzymanymi dla kazdej z probek (ns-
nieistotny statystycznie; * p <0,05; ** p <0,01).

W przedstawionych wynikach jeszcze lepiej widoczny jest inhibicyjny wpltyw
oligomerow na aktywnos¢ h20S, réwniez zalezny od stezenia amyliny.
W przeprowadzonym eksperymencie mozna roéwniez zaobserwowac silniejsze
wlasciwosci inhibicyjne dla krotszych czasow oligomeryzacji amyliny, gdzie we frakcji
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rozpuszczalnej znajduja si¢ glownie mate formy oligomeryczne. Dla takich probek juz
przy ich 0,5 uM stezeniu aktywnos$¢ proteasomu spada do ok. 10% warto$ci bazowe;j,

a wraz z dalszym wzrostem stezenia efekt ten jeszcze si¢ poglebia.

Ze wzglgdu na odmienny przebieg oligomeryzacji amyliny inkubowanej
w buforze z dodatkiem SDS, postanowitam roéwniez sprawdzi¢ wptyw tak utworzonych
oligomerow na aktywno$¢ proteasomu. Istotnym czynnikiem bylo zachowanie
ostatecznego stezenia SDS 0,01%, tak aby nie wplyng¢ na aktywnos¢ h20S

w niespecyficzny sposob. Rezultaty tego eksperymentu zawartam na Rysunku 52.
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Rysunek 52. Wykres przedstawiajacy wplyw na aktywno$¢ ChT-L latentnego proteasomu 20S
oligomer6w amyliny otrzymanych po réznych czasach inkubacji (1, 2, 24h) w buforze z dodatkiem
SDS . Dla kazdej z warto$ci zaznaczytam btad standardowy $redniej (SEM). Dla otrzymanych wynikoéw
przeprowadzitam jednoczynnikowsg analize¢ wariancji ANOVA z nastgpujacym po niej porOwnaniem
wielokrotnym wykonanym metodg Tukey’a (Tukey test) i potwierdzitam istotno$¢ statystyczng
zaobserwowanych réznic mi¢dzy kontrolg a wynikami uzyskanymi dla kazdej z probek (*** p <0,001).
Przedstawione wyniki pokrywaja si¢ z rezultatami otrzymanymi w przypadku
proteasomu aktywowanego SDS. Obserwuje si¢ wyrazng inhibicje, siegajaca 95%,

zalezng od stezenia amyliny.

W celu doktadnego poznania inhibicyjnego wplywu danego zwigzku na aktywno$¢
enzymu wyznacza si¢ kinetyke inhibicji, stosujagc minimum 9 rosngcych stezen substratu

fluorogenicznego. Z uwagi na fakt, ze dominujacy wktad w zdolnosci degradacyjne
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ludzkiego proteasomu ma aktywno$¢ chymotrypsynopodobna, wtasnie dla tego rodzaju
aktywno$ci wykonatam badania kinetyczne, zaréwno dla latentnego (Rysunek 53),

jak 1 aktywowanego za pomocg SDS proteasomu (Rysunek 54).
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Rysunek 53. Wyznaczona kinetyka inhibicji oligomeréw amyliny wobec aktywnoSci
chymotrypsynopodobnej latentnego proteasomu 20S. Dla kazdego z wynikow zaznaczylam wartos¢
btgdu standardowego $redniej (SEM).
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Rysunek 54. Wyznaczona kinetyka inhibicji oligomeréw amyliny wobec aktywnosci
chymotrypsynopodobnej aktywowanego roztworem SDS proteasomu 20S. Dla kazdego z wynikow
zaznaczylam warto$¢ btedu standardowego $redniej (SEM).
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Z badan przeprowadzonych dla trzech st¢zen amyliny po jej 2-godzinnej inkubacji
wynika, ze zachowana jest stezeniowa zalezno$¢ inhibicyjna. W przypadku latentnego
proteasomu ponownie obserwuje si¢ mniejszg inhibicje w poréwnaniu z wynikami dla
aktywowanego h20S. Ponadto wyniki w uktadzie natywnym obarczone sg wigkszymi
btgdami. Obecnos¢ SDS w buforze pomiarowym nie tylko aktywuje proteasom, ale takze
prowadzi do stabilizacji utworzonych juz oligomeréw. Na podstawie wynikéw dla
aktywowanego proteasomu, gdzie zdecydowanie lepiej widoczna jest inhibicja, mozna
wnioskowac, ze oligomery amyliny nalezg do grupy inhibitorow niekompetycyjnych.
Determinuje to ich zmieniajaca si¢ wraz ze st¢zeniem i r6zna wzgledem kontroli warto$§¢
Vmax wyznaczonego z dopasowania wedtug krzywej Michaelisa-Menten, a takze stata
warto§¢ Km dla kazdej z analiz. Oznacza to, ze amylina nie wigze si¢ bezposrednio
w miejscu aktywnym, a raczej po zewngtrznej stronie proteasomu i W sposob

allosteryczny wplywa na jego aktywno$¢ proteolityczna.
3.1. Niwelowanie inhibicji przez aktywatory proteasomu

3.1.1. Modulatory oparte o 11S

Jednym z gltéwnych wnioskow z eksperymentow przeprowadzonych przez grupe
Smitha na proteasomie 20S [1] byta mozliwos¢ przetamywania inhibicyjnego wptywu
oligomerow peptydu AP przez modulatory oparte o sekwencje podjednostek Rpt
naturalnego aktywatora 19S. Nasza grupa badawcza od lat zajmuje si¢ projektowaniem
1syntezag peptydowych, allosterycznych aktywatoréw proteasomu, opartych na
sekwencjach naturalnie wystepujacych modulatorow. Posiadamy m.in. pule skutecznych
aktywatorow utworzonych na podstawie C-koncowego fragmentu drozdzowego biatka
Blm10. Dziataja one w oparciu o ten sam mechanizm aktywacji co aktywatory
zaprojektowane przez grupe Smitha. Istnieja jednak obawy, ze wigzanie si¢
z proteasomem oligomeroéw moze utrudnia¢ dostgp takich modulatoréw do miejsca ich
oddziatywania, czyli do kieszeni migdzy podjednostkami o proteasomu. W efekcie

modulatory te nie mogtyby przelamywac¢ inhibicyjnego wplywu oligomerdw.

Z uwagi na to, ze rozpoznany zostal rdwniez nieco inny mechanizm regulujacy
aktywno$¢ proteasomu, wykorzystujacy oddzialywanie tzw. petli aktywacyjne;j,
w ramach swojej pracy zsyntezowatam pule nowych zwigzkow opartych na tych wtasnie
fragmentach naturalnego modulatora 11S. W przeciwienstwie do biatek BIm10 1 19S,

atakze ich niskoczasteczkowych analogow Blm i1 Rpt, modulator ten wykorzystuje
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oddziatywanie C-konca w kieszeniach mi¢dzy podjednostkami proteasomu jedynie do
wigzania si¢ z enzymem. W mechanizmie aktywacji bierze natomiast udzial wtasnie p¢tla
aktywacyjna, zlokalizowana w pewnej odleglosci od C-konca. Dziatanie tej petli
stabilizuje konformacj¢ otwartej o-bramy h20S. Aby uwzgledni¢ dwa niezbedne
w regulacyjnym procesie elementy, wykorzystalam projektowanie racjonalne oparte
o analiz¢ wynikow uzyskanych dla przetestowanych juz modulatoréw. Dodatkowo
dr Julia Witkowska wraz dr Matgorzatg Gizynska, na podstawie analizy struktur
krystalicznych kompleksu h20S z regulatorem 118, okreslity niezbedna dtugos¢ linkera
faczacego petle aktywacyjng z C-konicem. W rezultacie zaprojektowaly$my 10 zwigzkow,
ktorych schematyczne struktury przedstawitam na Rysunku 55.
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Rysunek 55. Schematyczne przedstawienie struktur zsyntezowanych peptydomimetykow. Reszta
aminokwasowa oznaczona Aib symbolizuje kwas 2-aminoizomastowy, a Nle norleucyng.
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We wszystkich zaprojektowanych sekwencjach peptydomimetykéw pojawil si¢
C-koniec bezposrednio zaczerpnigty z oryginalnego biatka 118, z jedng drobng réznica,
ktora polegata na wymianie naturalnie wystepujacej metioniny (tak jak w zwigzku 11S_1)
na norleucyng, aby zniwelowa¢ mozliwos¢ utlenienia. Niezbedna do aktywacje petla
utworzona zostatla przez wprowadzenie obok siebie reszt aminokwasowych, ktore
wymuszaja zagiecie tancucha, jak D-Pro i L-Pro (11S_5), a takze przez rdéznego typu
reakcje takie jak: CLIPS (11S_6) czy CLICK (11S_8). Ponadto rol¢ linkera taczacego C-
koniec z petla aktywna pelily dwa typy polietylenoglikoli - PEGI oraz PEG2.
Otrzymane zwiazki przebadalam pod katem ich aktywnosci wzgledem
chymotrypsynopodobnej oraz trypsynopodobnej peptydazy proteasomu 20S. Wyniki tych

eksperymentdéw przedstawia Rysunek 56 oraz 57.
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Rysunek 56. Wplyw modulatoréw z puli 11S na aktywno$¢ chymotrypsynopodobng proteasomu 20S.
Peptyd Blm46 jest kontrola pozytywna w przeprowadzonych eksperymentach.
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Rysunek 57. Wplyw modulatoréw z puli 11S na aktywno$¢ trypsynopodobng proteasomu 20S. Peptyd
Blm33 jest kontrolg pozytywna w przeprowadzonych eksperymentach. Dla kazdej z warto$ci zaznaczylam
btad standardowy $redniej (SEM).

Oba przeprowadzone eksperymenty jednoznacznie wskazuja, iz otrzymane zwiazki
nie wykazuja zdolnosci aktywujacych wzgledem proteasomu. W przypadku aktywnosci
chymotrypsynopodobnej, dla zwigzkéw 11S_1,11S 2, 11S 3,11S 41 11A_8§, obserwuje

si¢ wrecz stezeniowa zalezno$¢ inhibicyjna.
3.1.2. Modulatory bedace analogami aktywatora Blm-pep

Rownolegle do prowadzonych przeze mnie badan, w ramach realizacji pracy
doktorskiej mgr Karoliny Trepczyk, powstata grupa najlepszych z otrzymanych
dotychczas w naszej grupie badawczej aktywatorow ludzkiego proteasomu.
Zaprojektowane zwigzki wykorzystuja czgsciowo mechanizm regulatora 118, ale nie jest
to jego doktadne odwzorowanie. Ich budowa opiera si¢ na obecnosci dwoch C-koncow,
potaczonych i1 tym samych stabilizowanych labilnym linkerem, co umozliwia ich
jednoczesne wigzanie w dwoch kieszeniach wigzacych podjednostek a. Tak utworzony
uktad w wiekszym stopniu stabilizuje otwartag konformacje¢ o-bramy i1 tym samym

zwigksza aktywnos¢ proteolityczng proteasomu.

W celu weryfikacji przetamujacego dziatania aktywatoréw na inhibicyjny wplyw
oligomeréw amyliny na proteasom, wybralam 3 zwiazki z puli Blm (wykorzystujacych

pojedynczy C-koniec do aktywacji) - Al, A5, Bl oraz 4 zwiazki z puli BisBlm
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(z 2 C-koncami) - Bisl, Bis2, Bis3, Bis4. Jako negatywna probe kontrolng zawartam
jeden z modulator6w nie majacy wplywu na aktywno$¢ degradacyjng h20S (Blm43).
Wyniki wplywu oligomerow amyliny otrzymanych po réznych czasach jej inkubacji na
aktywno$¢ proteasomu w obecnosci peptydowych aktywatoréw przedstawilam na

Rysunku 58, 59 1 60.
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Rysunek 58. Wplyw oligomeréw amyliny otrzymanych po godzinie inkubacji na aktywnos$¢
chymotrypsynopodobna proteasomu 20S w obecno$ci modulatoréw z puli Blm oraz BisBlm.
Dla kazdego z wynikow zaznaczylam warto§¢ bledu standardowgo S$redniej (SEM) oraz istotnos¢
statystyczng wyznaczong na podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc
Tukey’a (ns - nieistotny statystycznie; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).
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500 — Amylina po 2h inkubacji
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Rysunek 59. Wplyw oligomeréw amyliny otrzymanych po 2 godzinach inkubacji na aktywnos$¢
chymotrypsynopodobna proteasomu 20S w obecno$ci modulatoréw z puli Blm oraz BisBlm.
Dla kazdego z wynikdow zaznaczylam warto$¢ bledu standardowego s$redniej (SEM) oraz istotnos¢
statystyczna wyznaczona na podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc
Tukey’a (ns - nieistotny statystycznie; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).
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Rysunek 60. Wplyw oligomeréw amyliny otrzymanych po 24 godzinach inkubacji na aktywnos¢
chymotrypsynopodobna proteasomu 20S w obecno$ci modulatoréw z puli Blm oraz BisBlm.
Dla kazdego z wynikow zaznaczytam warto$¢ bledu standardowego s$redniej (SEM) oraz istotnos¢
statystyczna wyznaczong na podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc
Tukey’a (ns - nieistotny statystycznie; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).
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Otrzymane wyniki pokazuja, ze niemal wszystkie zwigzki z puli Blm, poza peptydem
kontrolnym Blm43, a takze zwigzki z puli BisBlm sg w stanie przywraca¢ naturalny
poziom aktywnos$ci proteolitycznej proteasomowi 20S poddanemu inhibujagcemu
dziataniu oligomerow amyliny. Podobne tendencje obserwuje si¢ dla kazdego
z testowanych czaséw inkubacji amyliny. Wsrod puli aktywatorow Blm dwa zwigzki
wykazuja podobne dzialanie, ktore polega na delikatnej aktywacji proteasomu wzgledem
proby kontrolnej. Sg nimi modulator A1 oraz AS5. Najbardziej interesujagce wyniki
zaobserwowalam jednak dla aktywatora Bisl z puli BisBlm, ktéry w obecnos$ci
oligomerow amyliny wykazuje taki sam wptyw na aktywnos$¢ h20S, jak i w probie
pozbawionej IAPP. Wskazywaé¢ by to moglo, ze obie molekuly musza oddzialywaé
w innych miejscach proteasomu, skoro mozliwe jest zwigzanie si¢ modulatora Bisl,
pomimo oddziatujacej juz z h20S amyliny. Dla tego aktywatora obserwuje si¢ nawet
3-krotng aktywacj¢. Co ciekawe, modulator Bis4 samodzielnie rowniez wykazuje okoto
3-krotng aktywacje, natomiast po dodaniu do uktadu proteasom-amylina nie jest w stanie
znaczaco zwigksza¢ aktywnosci proteolitycznej h20S, a jedynie moze przywrécic ja do

poziomu kontroli.

W odniesieniu do wynikéw grupy Smitha [1] przedstawione przeze mnie wyniki
sa niezwykle interesujace. W przeprowadzonych przez jego grupg badaniach stosowany
zakres stezen aktywatoro6w miescit si¢ w przedziale od 10 uM do 1 mM, gdzie
przywrdcenie standardowej aktywnosci h20S po dzialaniu oligomerow AP obserwowali
przy najnizszym badanym stezeniu Rpt5. Natomiast 2-krotny wzrost aktywnosci
proteasomu zarejestrowali dopiero od stezenia 400 pM aktywatora. Warte podkreslenia
jest stosowane przez nich stezenie oligomerow, ktore wynosito zaledwie 0,5 puM,
co przeklada si¢ na stosunek molowy AP do aktywatora 1:800. W otrzymanych przeze
mnie wynikach modulator Bisl wykazuje 3-krotng aktywacje¢ proteasomu w stgzeniu
10 uM przy obecno$ci oligomeréw amyliny w stezeniu 2 pM, co przektada si¢ na
stosunek IAPP do aktywatora 1:5. Oznacza to, ze nasze zwiazki wykazuja silniejsze

dzialanie, przy stosowanej ich znaczaco mniejszej ilosci.

4. Oddzialywanie oligomerdéw amyliny z przeciwciatem A1l

Na podstawie otrzymanych wynikow grupa Smitha postawita tezg, ze inhibicyjny
wpltyw na aktywno$¢ proteolityczng proteasomu wywolujg oligomery wielu bialek

zwigzanych z chorobami agregacyjnymi [1]. Cechg laczaca dzialajace w ten sposdb
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oligomery jest ich powinowactwo do przeciwciata All. Jest to rodzaj przeciwciala
konformacyjnego, ktore wykazuje tendencje do oddziatywania z oligomerami
a-helikalnymi. Rozpatrujac cukrzyce typu 2 w kontekscie choroby agregacyjne;,
postanowitam odnies¢ si¢ do postawionej tezy 1 zweryfikowac zdolno$¢ otrzymywanych

przeze mnie oligomerow do oddziatywania z przeciwciatem A11.

4.1. Western blot

Do realizacji zalozonego celu wykorzystatam dwie podstawowe techniki
immunodetekcji: dot blot, a takze western blot. Obie z metod wykorzystuja taki sam
mechanizm dziatania. Zwigzane z membrang biatko poddaje si¢ czterem standardowym
etapom, oddzielonym od siebie seriami przemywan. Pierwszym z nich jest blokowanie
miejsc niezwigzanych na membranie, co w kolejnym kroku, jakim jest przytaczanie
przeciwciata I-rzedowego, zapobiega oddziatywaniom niespecyficznym przeciwciata
zmembrang. W trzecim etapie nastepuje inkubacja z przeciwciatem II-rzedowym
skierowanym na antygen przeciwciata I-rzgdowego. Ostatnim krokiem jest detekcja,
ktéra moze by¢ kolorymetryczna, chemiluminescencyjna lub fluorescencyjna. Jedyna
réznica migdzy dot blotem a western blotem jest sposdb przylaczania biatka do
membrany. W dot blocie nastgpuje to przez naniesienie kropli roztworu na membrang,
natomiast w western blocie niezbedna jest wcze$niejsza separacja probki na zelu
elektroforetycznym, a nastepnie transfer rozdzielonych prazkow na membrang.

Tak uzyskane wyniki prezentuje Rysunek 61.
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Rysunek 61. Membrana western blot z przeciwcialem A11 (A) oraz elektroforegram (B) amyliny po
roznych czasach inkubacji (2, 7, 24h) w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO, w czeSci prébek
dodatkowo wzbogaconym o 0,05% SDS (oznaczone symbolem ,,+”). Przedstawione wyniki reprezentuja
jedno z wykonanych powtorzen.

Uzyskane wyniki potwierdzaja zdolno$¢ oligomeréw amyliny do oddziatywania
z przeciwcialem All. Szczegdlnie widoczne jest to dla oligomeréw inkubowanych
z dodatkiem SDS w buforze (Sciezki oznaczone symbolem ,+”), gdzie nastepuje
stabilizacja struktury a-helikalnej. W probkach pozbawionych SDS nastepuje szybsza
oligomeryzacja do wyzszych form, ktoére nie tylko nie sa juz rozpoznawane przez
przeciwcialo All, ale nawet tracg zdolno$¢ do migracji w zZelu Z przeciwcialem All
skutecznie oddziatujg natomiast niskoczasteczkowe oligomery amyliny, poczawszy od

trimeru.

4.2. Test immunoneutralizacji

Po wykazaniu oddziatywania otrzymywanych przeze mnie oligomerow amyliny
z przeciwciatem All oraz przeprowadzonych testach inhibicji proteasomu przez
te oligomery, chcialam sprawdzi¢ druga cze¢$§¢ postawionej przez Smitha tezy
1 zweryfikowac¢, czy wystepuje korelacja migdzy oddziatywaniem z A1l a inhibicja
proteasomu. W tym celu przeprowadzitam test immunoneutralizacji. Polega on na
wstepnym inkubowaniu otrzymanych oligomeréw z przeciwcialem A11, tak aby moglo
wytworzy¢ si¢ oddziatywanie, a nastgpnie sprawdzeniu wptywu takiej frakcji na

aktywnos$¢ proteasomu. Przy zatozeniu, ze to wlasnie oligomery oddziatujace
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z przeciwciatem All sa odpowiedzialne za inhibicje, nie powinno si¢ obserwowac
zadnego wplywu badanej frakcji na zdolnosci proteolityczne h20S. Rezultaty tego

eksperymentu zawartam na Rysunku 62.
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Rysunek 62. Wplyw oligomeréw amyliny na aktywno$¢ chymotrypsynopodobna ludzkiego
proteasomu 20S. Amylina inkubowana byla przez godzin¢ w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO,
nastepnie poddana inkubacji z przeciwcialem A11 w roznych jego ilosciach (A - 0,05 pg; B - 0,1 pg;
C - 0,25 ng), a na koniec do tak przygotowanej prébki dodano proteasom 20S. Na rysunku D zawartam
membrang po przeprowadzonym eksperymencie dot blot, w ktorym stezenie przeciwciata wynosito
1 pg/ml. Dla kazdego z wynikéw zaznaczytam wartos¢ btedu standardowego $redniej (SEM) oraz istotno$é
statystyczng wyznaczong na podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc
Tukey’a (ns - nieistotny statystycznie; * p <0,05; ** p <0,01).

W przeprowadzonym powyzej eksperymencie zaobserwowatam, ze oddziatywanie
z przeciwciatem A1l nie wplywa na zdolno$ci inhibujace oligomeréw amyliny.
Dodatkowo jako probe kontrolng wykonatam réwnolegle dot blot, aby potwierdzic¢

oddziatywanie A1l z otrzymanymi po inkubacji frakcjami oligomerycznymi. Z uwagi na
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silniejsze oddziatywanie A1l z oligomerami inkubowanymi w SDS, powyzsze badania

powtorzylam dla takich probek i1 wyniki zawartam na Rysunku 63.
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Rysunek 63. Wplyw oligomeréw amyliny na aktywno$¢ chymotrypsynopodobna ludzkiego
proteasomu 20S. Amylina inkubowana byla przez godzin¢ w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO
i 0,05% SDS, nastepnie poddana inkubacji z przeciwcialem A11 w roznych jego ilosciach (A - 0,05 pg;
B - 0,1 pg; C - 0,25 ng), a na koniec do tak przygotowanej probki dodano proteasom 20S. Na rysunku
D zawartam membrang po przeprowadzonym eksperymencie dot blot, w ktorym stezenie przeciwciata
wynosito 1 pg/ml. Dla kazdego z wynikdw zaznaczytam warto$¢ btedu standardowego $redniej (SEM) oraz
istotnos¢ statystyczng wyznaczong na podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post
hoc Tukey’a (ns - nieistotny statystycznie; ** p < 0,01; *** p <0,001).

Ponownie nie zaobserwowalam znaczacych zmian wzgledem probek pozbawionych
przeciwciala. Przeprowadzone eksperymenty prowadza do dwoch mozliwych hipotez.
Pierwsza wskazuje, ze przeciwcialo A1l nie moze by¢ uniwersalnym wskaznikiem
w detekcji oligomerow o hamujacym wplywie na aktywnos$¢ proteasomu 20S. Natomiast
druga hipoteza sugeruje, ze miejsce oddzialywania oligomeréw amyliny z przeciwciatem

All nie jest tozsame z miejscem ich oddziatywania z proteasomem, przez co
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neutralizacja przeciwciatami nie skutkuje utrata zdolno$ci do wigzania si¢ oligomerow

z proteasomem i modulowania jego aktywnosci.

5. Zdolnos¢ do trawienia oligomerdw amyliny przez proteasom

W organizmie gtoéwng strukturg proteolityczng odpowiedzialng za degradacje
amyliny jest biatko IDE. Natomiast w przeprowadzonych eksperymentach wykazatam,
ze w pierwszych etapach oligomeryzacji amylina tworzy niskoczasteczkowe oligomery,
ktore wykazuja interakcj¢ z proteasomem 20S. Powyzsze wyniki badan sktonilty mnie do
sprawdzenia, czy oligomery amyliny moga by¢ réwniez substratem dla ludzkiego

proteasomu 20S.

5.1. Badania na wyizolowanym proteasomie

Do weryfikacji postawionej hipotezy wykorzystatam trzy niezalezne techniki
analityczne: testy fluorymetryczne z Tioflawing T, HPLC oraz elektroforezg.
Jako pierwsza metode zastosowatam testy fluorymetryczne. Warunki temperatury
pokojowej pozwalaja na wolniejszy przebieg oligomeryzacji, co okazalo si¢ niezbgdne
w charakterystyce tego procesu, natomiast nie odzwierciedlaja natywnych warunkow
organizmu ludzkiego. Ponadto aktywno$¢ proteolityczna h20S réwniez zalezna jest od
temperatury 1 najwyzsza warto$¢ wykazuje w naturalnych dla niego warunkach 37°C.
W zwigzku z tym analizy przeprowadzilam zarowno w temperaturze pokojowej
(Rysunek 64), jak 1 w 37°C (Rysunek 65), dla oligomeréw utworzonych po 2, 4, 6 1 24

godzinach inkubacji.
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Rysunek 64. Wplyw obecnosci proteasomu na postep oligomeryzacji amyliny, obserwowany poprzez
przyrost fluorescencji Tioflawiny T. Kazda z probek zostala przygotowana wedlug standardowego
protokotu w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO, a nastgpnie po danym czasie inkubacji w Tpok. (A -
2h; B - 4h; C - 6h; D - 24h) zostal dodany do niej proteasom i dalsza inkubacja przebiegata w 37°C.
Przedstawione wyniki reprezentujg jedno z wykonanych powtorzen.

W temperaturze pokojowej, zarowno dla 2, jak 1 4 godzin inkubacji amyliny,
widoczny jest wyrazny inhibujacy wptyw proteasomu na przebieg jej oligomeryzacji. Dla
6-godzinnej inkubacji amyliny efekt ten stopniowo zanika, aby zniwelowac si¢
catkowicie w przypadku 24-godzinnej oligomeryzacji. Na tej podstawie stwierdzi¢
mozna, Ze proteasom ogranicza powstawanie struktur oligomerycznych, oddziatujacych
z Tioflawing T, do 6 godzin inkubacji amyliny w temperaturze pokojowej. Czas ten

odpowiada poczatkowi elongacji w przeprowadzonych wczesniej standardowych testach

z Tioflawing T.
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Rysunek 65. Wplyw obecnosci proteasomu na postep oligomeryzacji amyliny, obserwowany poprzez
przyrost fluorescencji Tioflawiny T. Kazda z probek zostala przygotowana wedlug standardowego
protokotu w 20 mM NaPi zawierajacym 2% DMSO, a nastepnie po danym czasie inkubacji w 37°C (A -
2h; B - 4h; C - 6h; D - 24h) zostal dodany do niej proteasom. Przedstawione wyniki reprezentujg jedno
z wykonanych powtorzen.

W temperaturze 37°C ograniczenie oligomeryzacji spowodowane obecno$cia
proteasomu dotyczy tylko amyliny po 2-godzinnej inkubacji. Dla 4-, 6- 1 24-godzinnej
inkubacji nie obserwuje si¢ juz roznic w uzyskanych krzywych tioflawinowych. Wynika
to z postgpu oligomeryzacji amyliny w 37°C. Faza elongacji rozpoczyna si¢ tu
zdecydowanie szybciej niz w przypadku temperatury pokojowej. Otrzymane wyniki
swiadczg, ze proteasom jest w stanie ogranicza¢ oligomeryzacj¢ amyliny, ale tylko
w poczatkowych fazach jej oligomeryzacji. Jest to moment, w ktérym w roztworze
wystepuja gtownie niskoczasteczkowe oligomery. Znajduje to pokrycie w rodzajach

substratow, jakie spetniajg kryteria wielkosci w odniesieniu do a-bramy proteasomu,

ktora determinuje ich dostep do komory katalityczne;.

Testy fluorymetryczne wykazaly, jaki wptyw ma obecnos$¢ proteasomu na postep

oligomeryzacji, natomiast nie stanowig niezbitego dowodu na zdolno$¢ proteasomu 20S
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do trawienia oligomeréw amyliny. Nasuwa¢ si¢ moze rowniez hipoteza, ze proteasom
trawi jedynie monomer amyliny, co wplywa na slabsza agregacj¢. Aby udowodnic,
ze mozliwe jest rowniez trawienie oligomerow wykorzystatam jeszcze dwie dodatkowe

techniki.

Dla wybranych na podstawie testow ThT dwoch czaséw inkubacji amyliny - 6 godzin
w temperaturze pokojowej oraz 3 godziny w 37°C - sprawdzilam zdolnosci
proteolityczne proteasomu z wykorzystaniem analiz HPLC. W tym celu otrzymane po
danych czasach inkubacji oligomery inkubowatam 1 i 24 godziny z h20S w 37°C. W ten
sam sposOb przygotowywalam frakcje kontrolne z uzyciem buforu proteasomalnego
w miejsce proteasomu. Wyniki opisanych eksperymentéw zamiescitam na Rysunku 66

oraz 67.
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Rysunek 66. Chromatogramy z analiz HPLC przedstawiajace zdolnos$¢ proteasomu do degradacji
amyliny. Kazda z probek zostala przygotowana wedlug standardowego protokotu w 20 mM NaPi
zawierajacym 2% DMSO, a nastgpnie poddana 6-godzinnej inkubacji w Tpok. (A). Po tym czasie zostat
dodany do niej proteasom i dalsza inkubacja przebiegala w 37°C przez 1h (B) oraz 24h (C). Czarny
chromatogram przedstawia probke amyliny pozbawiong proteasomu, natomiast kolorem magenta
oznaczytam probke amyliny poddanng dziataniu h20S. Przedstawione wyniki reprezentuja jedno
z wykonanych powtorzen.
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Rysunek 67. Chromatogramy z analiz HPLC przedstawiajace zdolno$¢ proteasomu do degradacji
amyliny. Kazda z probek zostata przygotowana wedlug standardowego protokotu w 20 mM NaPi
zawierajacym 2% DMSO, a nastgpnie poddana 3-godzinnej inkubacji w 37°C (A). Po tym, czasie zostat
dodany do niej proteasom i dalsza inkubacja przebiegata rowniez w 37°C przez 1h (B) oraz 24h (C). Czarny
chromatogram przedstawia probke amyliny pozbawiong proteasomu, natomiast kolorem magenta
oznaczylam probke amyliny poddang dziataniu h20S. Przedstawione wyniki reprezentuja jedno
z wykonanych powtorzen.
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Technika HPLC w odwrdéconym uktadzie faz ze wzgledu na denaturujace warunki
analizy, nie moze przedstawi¢ oligomerycznego stanu probki, a jedynie monomeryczna
posta¢ bialka. Natomiast z przeprowadzonej wczesniej analizy ThT wiadome jest,
ze w momencie dodawania proteasomu w roztworze sg obecne oligomery. W wyniku
przeprowadzonej analizy w obu przypadkach wyraznie widoczne jest zmniejszenie
gléwnego sygnatu, a takze pojawienie si¢ nowych, eluujacych wczeséniej fragmentow,

co potwierdza hipoteze, ze amylina moze by¢ substratem dla proteasomu.

Poniewaz w dalszym ciggu nie dysponowatam bezposrednim dowodem na zdolno$¢
proteasomu do trawienia oligomerycznych form amyliny, wykonalam jeszcze
eksperymenty z wykorzystaniem elektroforezy w warunkach denaturujacych. Probki
amyliny po danym czasie oligomeryzacji poddawatam inkubacji z proteasomem w 37°C,
a nastepnie stabilizowatam uzyskany uklad przez sieciowanie. Nastepnie, po denaturacji,

probki poddawatam analizie, a otrzymane wyniki przedstawitam na Rysunku 68.

A B

~50 kDa
-

|
~25 kDa ‘gﬁ
p— =3

~10 kDa

M 6h 4h 2h 6h 4h 2h
P P P

Rysunek 68. Elektroforegramy przedstawiajace zdolno$¢ proteasomu do trawienia oligomeréw
amyliny otrzymanych po réznych czasach jej inkubacji w Tpok. (2, 4, 6, 24 godziny). Sciezki
oznaczone symbolem ,,P” informujg o obecno$ci proteasomu w probce natomiast ,,2h”, ,,4h”, ,,6h” i ,,24h”
oznacza obecno$¢ amyliny inkubowanej przez wskazany czas w warunkach oligomeryzacyjnych. Na zelu
oznaczonym A przedstawione s3 probki niesieciowane, natomiast na zelu B wszystkie zostaly
ustabilizowane przez sieciowanie PICUP za pomoca RuBpy i zdenaturowane bezposrednio przed
elektroforeza w temperaturze 75°C przez 10 minut. Przedstawione wyniki reprezentuja jedno
z wykonanych powtorzen.

Na przedstawionych elektroforegramach wyraznie widoczne jest zanikanie prazkow

nie tylko od monomerycznej amyliny, ale rowniez dimeru, trimeru i kolejnych merow.
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Stanowi to niezbity dowdd na to, ze proteasom jest zdolny do trawienia

niskoczasteczkowych oligomerow amyliny.

5.2. Wplyw aktywatoréw na zdolnosci degradacyjne proteasomu wobec oligomerow

amyliny

Otrzymywane w naszej grupie badawczej zwigzki maja za zadanie stymulowac
aktywnos$¢ proteasomu 20S. Ich efektywno$¢ zostala potwierdzona w badaniach
aktywno$ci z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych substratow. Potwierdzitam
réwniez ich zdolno$¢ do przelamywania inhibicyjnego wptywu oligomeréw amyliny na
aktywno$¢ proteolityczng h20S. W poprzednim podrozdziale ustalitam, ze amylina oraz
jej niskoczasteczkowe oligomery moga by¢ substratami dla proteasomu. Stad w kolejnym
kroku chciatam sprawdzi¢, czy otrzymywane przez nas aktywatory moga stymulowac
degradacj¢ amyliny przez proteasom. Jako technike badawcza wybratam elektroforeze
w warunkach denaturujacych, ktéra najlepiej zobrazowata zdolno$¢ h20S do trawienia
oligomerow amyliny (Rys.68). Przebieg eksperymentu byl niemal taki sam, z tg r6znica,
ze po S5-minutowej inkubacji oligomeréw z proteasomem dodawatam odpowiedni

modulator. Wyniki zaprezentowalam na Rysunku 69.

Bis1 A1

Rysunek 69. Elektroforegram przedstawiajacy zdolno$¢ proteasomu pod nieobecno$¢ i w obecnoSci
aktywatoréw Al i Bisl do trawienia oligomeréw amyliny otrzymanych po godzinnej inkubacji.
Stezenia aktywatoréw opisane s na gorze zelu. Sciezki oznaczone symbolem ,,P” informuja o obecnosci
proteasomu w probce, natomiast ,,1h” oznacza obecnos¢ amyliny inkubowanej przez 1h w warunkach
oligomeryzacyjnych. Wszystkie probki zostaty ustabilizowane przez sieciowanie PICUP za pomocg RuBpy
i zdenaturowane bezposrednio przed elektroforezg w temperaturze 75°C przez 10 minut. Przedstawione
wyniki reprezentuja jedno z wykonanych powtdrzen.

127



W przedstawionych wynikach widoczny jest stymulujacy wptyw aktywatorow na
degradacj¢ amyliny i jej oligomerow przez proteasom. Szczeg6lnie wyraznie uwidacznia

si¢ on dla 10 uM stezenia modulatorow.

6. Badania biologiczne

Przedstawione powyzej badania dotyczyly eksperymentéw na proteasomie 20S
wyizolowanym z ludzkich erytrocytow. Wykazany wplyw i1 sposob interakcji oligomerow
amyliny z proteasomem stanowig dobry punkt wyjsciowy do rozszerzenia badan w strong

bardziej natywnych uktadow, jakimi sg komorki.
6.1. Badania na lizatach ludzkich linii komoérkowych HEK293-T

W $rodowisku naturalnym komorki wptyw na zachodzace przemiany ma wiele
czynnikow, ktorych brakuje w sztucznych modelach, w ktérych prowadzitam
wczesniejsze badania. W zwigzku z tym zbadatam wplyw oligomeré6w amyliny na
aktywnos¢ proteolityczng h20S w lizacie ludzkich komérek HEK293-T. Jest to linia
komoérkowa standardowo stosowanych komodrek o0so6b zdrowych. Rezultaty

przeprowadzonego eksperymentu zamiescitam na Rysunku 70.
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Rysunek 70. Wykres przedstawiajacy wplyw oligomeréw amyliny otrzymanych po 1 godzinie
inkubacji na aktywnos$¢ chymotrypsynopodobna proteasomu w lizacie komérek HEK 293-T.
Obecno$¢ znanego inhibitora aktywnos$ci ChT-L proteasomu (bortezomibu) stanowi dodatkowsa kontrolg.
Dla kazdego z wynikow zaznaczylam warto$¢ bledu standardowego S$redniej (SEM) oraz istotnosé
statystyczna wyznaczona na podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc
Tukey’a (ns - nieistotny statystycznie; * p < 0,05; *** p <0,001).
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W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowatam hamujacy, zalezny od
stezenia, wplyw oligomeréw na aktywno$¢ proteasomu. W najwyzszym badanym
stezeniu amyliny aktywno$¢ proteolityczna enzymu spadata prawie o potowe w stosunku
do kontroli. W zwigzku z otrzymanymi wynikami postanowilam sprawdzié,
czy aktywatory Al i1 Bisl, testowane takze we wczesniejszych eksperymentach,
sa w stanie znosi¢ inhibicyjny wplyw amyliny na proteasom w lizacie komorkowym

(Rysunek 71).
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Rysunek 71. Wykres przedstawiajacy wplyw oligomeréw amyliny otrzymanych po 1 godzinie
inkubacji na aktywno$¢ chymotrypsynopodobna proteasomu w lizacie komérek HEK293-T, pod
nieobecnos¢ i w obecnosci modulatorow Al i Bisl. Dla kazdego z wynikdéw zaznaczytam wartos¢ btedu
standardowego $redniej (SEM) oraz istotno$¢ statystyczng wyznaczong na podstawie jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a (ns - nieistotny statystycznie; * p <0,05; ** p <0,01;
**% p <0,001).

Otrzymane wyniki pokazuja, ze oba aktywatory w badanych steZeniach sg w stanie
co najmniej przywraca¢ standardowg aktywno$¢ proteasomu. Takie przywrdcenie
zdolnosci proteolitycznych do poziomu obserwowanego pod nieobecno$¢ oligomeréw

amyliny widoczne jest w przypadku modulatora A1. Natomiast aktywator Bis1 wyraznie
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zwicksza aktywno$§¢ enzymu i powoduje, ze zdolno$¢ trawienia substratu

fluorogenicznego ros$nie niemal 4-krotnie wzglgdem proby inhibowanej oligomerami.

6.2. Cytotoksycznos¢ oligomerdéw amyliny

Drugim z przeprowadzonych badan biologicznych byto sprawdzenie, czy oligomery
amyliny sg cytotoksyczne dla komorek HEK293-T. Opisane w literaturze badania nad
destrukcyjnym wptywem amyliny dotycza gtéwnie komorek B trzustki, w ktorych jest
ona produkowana. Natomiast rozpoznany juz, ogdélny mechanizm cytotoksycznosci
oligomerow wzglgdem btony komorkowej sklonit mnie do sprawdzenia wplywu
oligomerycznej amyliny na zdrowe, niezwigzane z cukrzyca komorki. Wyniki prezentuje

Rysunek 72.
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Rysunek 72. Wykres przedstawiajacy cytotoksyczny wplyw oligomeréw amyliny otrzymanych po
roznych czasach jej inkubacji (1, 4, 24h) na zywotno$¢ komorek HEK293-T. Kazda z probek amyliny
inkubowana byta przez 2h z komérkami, a nastgpnie wykonywano test MTT. ,.Blank amy” oznacza bufor,
w ktorym prowadzona byta oligomeryzacja biatka. Dla kazdego z wynikow zaznaczytam wartos¢ biedu
standardowego $redniej (SEM) oraz istotno$¢ statystyczng wyznaczong na podstawie jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a (ns - nieistotny statystycznie; ** p < 0,01; *** p <
0,001).

Z przeprowadzonych badan wynika, Ze oligomery po 2-godzinnej inkubacji
z komorkami HEK293-T powoduja ich destrukcje i spadek liczby zywych komorek

nawet o okoto 40% wzgledem samej pozywki. Zaobserwowatam réwniez zalezno$¢
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stezeniowa cytotoksycznosci oligomeréw uzyskiwanych po kazdym z testowanych
czasOwW oligomeryzacji. Dla inkubacji 24-godzinnej przetestowatam jedynie dwa
stezenia, poniewaz ze wzgledu na spadek zawartosci rozpuszczalnych oligomeréw w tych
probkach niemozliwe byto uzyskanie stezenia 8 uM. Otrzymane wyniki wskazuja, ze
oligomery amyliny majg cytotoksyczny wptyw rowniez na inne komorki, niezwigzane
bezposrednio z lokalizacja ich wydzielania. Wptyw ten nie jest jednak okreslany jako
wysoka cytotoksycznos$¢, co rowniez jest spojne z rozwojem i postepem cukrzycy typu

2, ktory zwykle trwa latami zanim doprowadzi do uszkodzen wielonarzagdowych.
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IV~ Podsumowanie

Choroby konformacyjne stanowig coraz wigksze wyzwanie dla medycyny.
Obecnie nie s3 znane zadne skuteczne metody terapii choréb o podtozu amyloidowym,
wplywajacych nie tylko na centralny uktad nerwowy, ale tez na inne tkanki i narzady
w organizmie, dlatego tak wazne jest poznawanie mechanizmow rozwoju tych jednostek
chorobowych, aby moc opracowywac skuteczne terapie. Postuluje si¢, ze amyloidozy sg
bezposrednio zwigzane z wadliwoscig systemow proteolitycznych, co w konsekwencji
prowadzi do nieprawidlowosci w przemianach btednie sfaldowanych biatek. Do grupy
uktadow kontroli biatkowej zaliczy¢ mozna proteasom 20S, ktéry w stanie
fizjologicznym jest istotnym elementem puli proteasomoéw, a w warunkach stresu
oksydacyjnego, przyczyniajacego si¢ do wzrostu ilosci biatek uszkodzonych, podatnych
na oligomeryzacj¢, dodatkowo dysocjuje z kompleksu 26S i stanowi gldwng strukture
proteolityczng. W tych warunkach jednak jego aktywno$¢ jest zwykle hamowana, za co
przez wiele lat obarczano wysoce zorganizowane formy fibrylarne biatek. W nowym
podejsciu zaktada si¢, ze najbardziej toksyczne dla komorek sg rozpuszczalne oligomery.
W przypadku trzech choréb zwigzanych z neurodegeneracja - choroby Alzheimera,
Parkinsona oraz Huntingtona - zaobserwowano ich hamujacy wplyw na aktywnos¢
proteasomu, co skutkuje koncentracja cytotoksycznych oligomeréw 1 nastgpnie
odkladaniem si¢ utworzonych z nich agregatow.

Z uwagi na fakt, ze u wigkszosci pacjentéw cukrzycowych zaobserwowano ztogi
amyloidowe, cukrzyce typu 2 roéwniez zaczeto rozpatrywa¢ w kontekscie amyloidoz.
W trakcie rozwoju tej choroby dochodzi do gromadzenia si¢ w trzustce cytotoksycznych
form, skladajacych si¢ z czasteczek amyliny, ktora jest 37-resztowym peptydem
o silniejszych wlasciwosciach agregacyjnych niz peptyd B-amyloidowy (AP). Wspdlne
wlasciwosci amyloidogenne oraz podobne cechy biochemiczne obu peptydow sugeruja
wspéolny mechanizm patogenny. W przypadku peptydu AP dowiedzione zostalo,
ze istotng rol¢ w tym mechanizmie odgrywa uposledzenie funkcjonowania proteasomu
20S. Sklonitlo mnie to do podjecia si¢ zadania ustalenia znaczenia prawidtowosci
dzialania proteasomu 20S w zapobieganiu agregacji amyliny.

Glownym celem mojej pracy bylo scharakteryzowanie procesu
oligomeryzacji ludzkiej amyliny i zbadanie, czy akumulacji jej form
oligomerycznych mozna zapobiec poprzez aktywacje ukladu proteolitycznego

opartego na proteasomie 20S.
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Prace badawcza rozpoczgtam od opracowania odtwarzalnej metody syntezy
ludzkiej amyliny za pomocg mikrofalowego syntezatora peptydow Liberty Blue. Dato to
dostep do wystarczajacych ilosci biatka, aby mozliwe bylo wielokrotne powtarzanie
eksperymentéw na etapie optymalizacji metod badawczych.

W kolejnym kroku z zastosowaniem wielu metod badawczych (elektroforeza
natywna, testy fluorymetryczne z Tioflawing T, CD, DLS) w warunkach natywnych
scharakteryzowatam przebieg oligomeryzacji amyliny. Wyznaczylam czas, w ktérym
w roztworze obecne sg gldwnie rozpuszczalne oligomery (6-8 godzin w Tpok.), uwazane
za najbardziej cytotoksyczne, a takze ustalitam, Zze wysycenie i1 stabilizacja form
fibrylarnych rozpoczyna si¢ po okoto 24 godzinach od rozpoczecia inkubacji. Ponadto
wykazatam duza polidyspersyjno$¢ probek. Nastepnie, z wykorzystaniem sieciowania
w celu stabilizacji oligomeréw, potwierdzitam w warunkach denaturujacych,
ze charakterystyczne dla wczesnych etapdéw agregacji amyliny sg niskoczasteczkowe
oligomery, od dimeru do heptameru.

Po okresleniu przebiegu oligomeryzacji ludzkiej amyliny postanowilam
sprawdzi¢, czy oligomery z frakcji rozpuszczalnej maja wplyw na system proteolityczny
jakim jest proteasom 20S, podobnie jak ma to miejsce w przypadku wspomnianych
wczesniej chordéb neurodegeneracyjnych. W tym celu zweryfikowatam zdolno$¢
oddziatywania migdzy tymi molekutami z zastosowaniem termoforezy mikroskalowe;.
Wyznaczone warto$ci EC50 $§wiadczg o silnym oddzialywaniu. Naturalnym nastgpnym
krokiem byto zidentyfikowanie miejsca tej interakcji. Z zastosowaniem sieciowania do
stabilizacji tworzacego si¢ kompleksu udato mi si¢ dobra¢ warunki, w ktérych mozna
zaobserwowac oddzialywanie, ale takze je analizowa¢. Wykorzystujac metode bottom up
spektrometrii mas staralam si¢ zdefiniowa¢ to miejsce. Interpretacja otrzymanych
wynikow jest trudna i wciaz trwa, ale z duzym prawdopodobienstwem mozna stwierdzic,
ze miejsc interakcji migdzy tymi molekutami jest wiele. Potwierdzi¢ to moga
zaplanowane pomiary z wykorzystaniem mikroskopii krioelektronowe;.

W kolejnym etapie prowadzonych badan sprawdzitam wptyw oddziatywania
oligomerow amyliny na aktywno$¢ proteolityczng proteasomu 20S. W tym celu
przeprowadzitam szereg badan z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych substratow
fluorogenicznych. Wykazalam w ten sposob hamujacy wplyw oligomeréow amyliny
zarowno na latentny, jak 1 aktywowany dodatkiem surfaktantu h20S. Poprzez
wyznaczenie kinetyki inhibicji wykazatam allosteryczny charakter hamowania

aktywnoSci proteasomu przez amyling.
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Korzystajac z posiadanej przez nas puli peptydomimetycznych aktywatorow
proteasomu, przeprowadzilam testy niwelowania hamujacego wptywu oligomeréw na
aktywnos$¢ proteolityczng enzymu. Badania te przeprowadzitam na wyizolowanym
z ludzkiej krwi proteasomie 20S, a takze w lizatach ludzkich komérek HEK293-T. W obu
systemach zaré6wno zwiazki z puli Blm, jak i z puli BisBlm sg w stanie przywracaé
aktywno$¢ proteolityczng do wartosci kontrolnych, a w przypadku niektérych zwigzkow
(A1 1 Bisl) nawet dodatkowo ja pobudza¢. Wyniki te sg szczegdlnie atrakcyjne ze
wzgledu na stosowane stosunki st¢zen 1 stanowig podstawe do rozpatrywania
powyzszych zwigzkéw jako mozliwych do zastosowania w terapiach choréb
amyloidogennych.

Wykonatam roéwniez testy cytotoksycznosci otrzymywanych rozpuszczalnych
frakcji oligomerycznych amyliny na liniach komoérek HEK293-T. Otrzymane wyniki
wyraznie wykazaly cytotoksyczno$¢ tych form, utrzymujaca przezywalnos¢ komoérek na
poziomie 60% przy najwyzszym stosowanym stezeniu amyliny. Pokazuje to,
ze oligomery amyliny wykazuja wprawdzie umiarkowang toksycznos¢, ale obejmuje ona
tez inne komorki, rowniez te niezwigzane z trzustka.

Starajac si¢ skorelowa¢ otrzymane wyniki z badaniami zaprezentowanymi przez
grupe Smitha, przeprowadzitam réwniez eksperymenty z  przeciwcialem
konformacyjnym All. Wykazalam zdolno$¢ do oddziatywania oligomeréow amyliny,
szczegblnie o helikalnej strukturze, z powyzszym przeciwcialem, natomiast nie mozna
definitywnie stwierdzié, ze tylko tego typu oligomery sa odpowiedzialne za inhibicje
h20S.

Dodatkowym, ale niezwykle waznym aspektem w kontekscie regulacji poziomu
oligomerow poprzez aktywacj¢ systemow proteolitycznych, bylo sprawdzenie,
czy amylina oraz jej oligomeryczne formy moga by¢ substratem proteasomu 20S.
Na podstawie przeprowadzonych testow fluorymetrycznych z Tioflawing T, analiz HPLC
oraz elektroforegramow mozna potwierdzi¢, ze oligomery niskoczasteczkowe z frakcji
rozpuszczalnej, czyli wlasnie te o najwyzszej cytotoksycznosci, moga by¢ degradowane
przez proteasom 20S. Wykazalam rowniez, ze degradacja oligomerdéw amyliny moze by¢
dodatkowo pobudzana przez wspomniane powyzej peptydomimetyczne aktywatory.

Wszystkie otrzymane wyniki zaprezentowanych badan sg niezwykle obiecujace
1 przyblizaja nas do poznania mechanizméw, ktdre przyczyniaja si¢ do rozwoju cukrzycy
typu 2. Rozpatrywanie tej jednostki chorobowej w kontek$cie amyloidozy sprawia,

ze w jej terapii nalezatloby uwzgledni¢ metody zapobiegania chorobom zwigzanym
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z agregacja biatek. Wykazana przeze mnie skuteczno$¢ peptydomimetycznych
aktywatorow opartych na fragmencie biatka Blm10 moze stanowi¢ dobre podtoze dla
opracowywania nowych terapii w leczeniu amyloidozy zwigzanej z cukrzyca typu 2,

a tym samym zmniejszy¢ negatywne skutki tej choroby.
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\Y Metodologia prowadzonych badan

1. Synteza i oczyszczanie amyliny oraz jej wariantow

1.1. Synteza

Ludzka amyline 1 jej warianty zsyntezowatam na nosniku statym
z wykorzystaniem strategii Fmoc i mikrofalowego syntezatora peptydéow Liberty Blue
(CEM). Do syntez uzytam zywice PAL-TentaGel R (Rapp Polymere) o stopniu osadzenia
0,19 mmol/g. Jako odczynnik sprzggajacy wykorzystatam 0,5 M heksafluorofosforan O-
(1H-6-chlorobenzotriazolo-1-ilo)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy (HCTU)
w dimetyloformamidzie (DMF) z dodatkiem 2 M roztworu N,N-diizopropyloaminy
(DIPEA) w N-metylo-2-pirolidonie (NMP). W cyklu syntezy wykorzystatam podwdjne
sprzggania, trwajace 2,5 minuty w temperaturze 75°C. Aby zminimalizowaé
prawdopodobienstwo zaj$cia reakcji ubocznych, dla reszt aminokwasowych szczegdlnie
na nie podatnych zastosowatam zmodyfikowane warunki sprzegania. W zwigzku z tym
przylaczanie reszt cysteiny 1 histydyny prowadzitam przez 10 minut w 50°C. Usuwanie
ostony Fmoc prowadzitam przez 3 minuty w 75°C, uzywajac 20% roztworu piperydyny
w DMF. Z uwagi na opisang problematyczno$¢ syntezy amyliny, wynikajaca z jej
licznych fragmentow hydrofobowych, w syntezie wykorzystatam trzy rodzaje
pseudoprolin, wstawiajac je odpowiednio: Fmoc-Ala-Thr(gpM® M¢ pro)-OH w pozycji 8-
9, Fmoc-Ser(tBu)-Ser(y™* M¢ pro)-OH w pozycji 19-20, Fmoc-Ser(tBu)-Leu(p™Me Me

pro)-OH w pozycji 26-27.
1.2. Przytaczanie znacznikow fluorescencyjnych

1.2.1. Przylaczanie NBD

3 eq. 4-chloro-7-nitrobenzofurazanu (NBD) rozpuscitam w 5 ml DMF i dodatam
3 eq. DIPEA. Tak przygotowang mieszaning zalatam peptydylozywicg i pozostawitam na
noc na wytrzasarce kotyskowej. Nastepnego dnia zywice odsgczylam, przemylam
3-krotnie DMF i umiesécitam na kolejne 24 h w takiej samej mieszaninie NBD w DMF
z dodatkiem DIPEA. Po zakoficzeniu drugiego sprzegania zywice odsaczylam,
przemytam kolejno 3x DMF, 3x metanolem (MeOH), 3x eterem dietylowym (Et2O) oraz

wysuszytam w eksykatorze.
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1.2.2. Przylaczanie FITC

Z uwagi na zachodzace reakcje uboczne przy przylaczaniu 5-izotiocyjanianu
fluoresceiny (FITC) niezbedne jest oddzielenie go od sekwencji peptydowej linkerem,
ktorym moze by¢ kwas 6-aminoheksanowy czy B-alanina, ktérg uzytam podczas mojej
syntezy. B-alaning przylaczytam do peptydylozywicy dodajac 3 eq. Fmoc-B-Ala-OH,
2,3 eq. heksafluorofosforanu 1-[bis(dimetyloamino)metyleno]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-
b]pirydyniowego (HATU), 6 eq. DIPEA. Mieszaning odczynnikéw rozpuszczonych
w DMF zalatam zywice 1 wytrzgsatam przez 1,5 godziny. Nastgpnie peptydylozywice
odsaczytam i1 przemytam 3-krotnie DMF, po czym powtorzytam sprzeganie. Deprotekcje
przeprowadzitam dodajac 2-krotnie na 30 minut 20% roztwor piperydyny w DMF.
Po odsaczeniu 1 przemyciu peptydylozywicy przylaczytam znacznik FITC poprzez
dodanie mieszaniny sktadajacej si¢ z 4 eq. FITC, 4 eq. N,N’-diizopropylokarbodiimidu
(DIC), 4 eq. 1-hydroksybenzotriazolu (HOBY), 0,5 eq.
4-dimetyloaminopirydyny (DMAP) w DMF. Sprzeganie przeprowadzitam 2-krotnie,
przez 1,5 godziny, na wytrzasarce kotyskowej. Po zakonczeniu drugiego sprzegania
zywic¢ odsaczytam, przemytam kolejno 3x DMF, 3x MeOH, 3x Et;0O oraz wysuszylam

w eksykatorze.

1.3. Odszczepianie peptydow z nosnika stalego

Wysuszong po syntezie peptydylozywice umies$citam na 3 godziny w mieszaninie
odszczepiajacej (10 ml/ 1g zywicy), ztozone] z 95% kwasu trifluorooctowego (TFA)
1 5% triizopropylosilanu (TIPS). Dla zwigkszenia efektywnosSci procesu naczynie
reakcyjne umieszczone bylo na wytrzasarce z ruchem drgajacym. Po odszczepieniu
peptydu odsaczytam zywice, odparowatam nadmiar TFA, a surowy produkt stracitam
zimnym eterem dietylowym. W kolejnym etapie zawiesing peptydu w eterze wirowatam
w temperaturze 4°C przez 15 minut przy predkosci 4 000 rpm, a otrzymany supernatant
odrzucitam. Procedur¢ dodawania $wiezej porcji zimnego Et2O i wirowania powtarzatam
jeszcze 2-krotnie. Po ostatnim etapie osad osuszytam w celu usuni¢cia pozostatosci eteru,
rozpuscitam w 10% kwasie octowym 1 pozbylam si¢ rozpuszczalnika w procesie

liofilizacji.
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Tabela 3. Ilosci otrzymanych surowych produktéw z przeprowadzonych syntez amyliny i jej
wariantéw.

Ilo$¢ surowego produktu z 0,5 g Zywicy
Nazwa zwiagzku

[mg]
Amylina 235,5
AmyBpa 246,1
AmyNBD 40 (z 1/4 zywicy)
AmyFITC 52 (z 1/4 zywicy)

1.4. Tworzenie mostka disulfidowego

Utlenianie amyliny prowadzitam przez rozpuszczenie surowego produktu do
stezenia 10 mg/ml w dimetylosulfotlenku (DMSO). Roztwor pozostawiatam w kolbie

okragtodennej na 4 dni. Postep reakcji weryfikowatam za pomocg HPLC.
1.5. Oczyszczanie

Amyling oraz jej warianty oczyszczalam za pomoca wysokosprawnej
chromatografii cieczowej na semipreparatywnym chromatografie K1001 (Knauer)
w porcjach po 50 mg. Bezposrednio przed oczyszczaniem biatko w roztworze
utleniajacym rozcienczatam ukladem A do koncowego stezenia 10% DMSO. Rozdziat
prowadzitam w trwajacym 87 minut gradiencie liniowym 100% A — 100% B przy statym
przeptywie rozpuszczalnikow 10 ml/min. Uktad A stanowita woda z 0,1% dodatkiem
TFA, natomiast ukladem B byt 50% ACN zawierajacy 0,1% TFA. Do oczyszczania
stosowatam kolumne Kinetex C18, 250 mm x 21,2 mm, 5 um, 100 A (Phenomenex). Jako
detektor wykorzystatam lampe UV K2500 (Knauer), a obserwacja pikoéw prowadzona
byta przy dtugosci fali A 223 nm.
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Tabela 4. Warunki oczyszczania oraz charakterystyka zwigzkéw otrzymanych po oczyszczaniu 50
mg surowego produktu.

Nazwa zwigzku Amylina AmyBpa AmyNBD AmyFITC

[lo$¢ czystego
9,2 9,0 4,0 1,85
produktu [mg]

Czas retencji
oczyszczonych
7,45 7,84 7,96 8,05
produktow

[min]

M, obliczona
[Da]
Me.
wyznaczona 3902,388 4006,214 4064,180 4364,439
[Da]

3900,868 4005,904 4064,976 4362,344

Charakterystyka zwigzkow

Do weryfikacji czysto$ci frakcji uzywatam kolumny Jupiter Proteo C12, 250 mm
x 4,6 mm, 4 um, 90 A (Phenomenex) potaczonej z chromatografem HPLC Varian ProStar

240 (Varian). Koncowe, oczyszczone produkty zostaty scharakteryzowane za pomoc3:

- chromatografu UHPLC Nexera z detektorem PDA i kolumng analityczng: Aeris
Widepore C4, 100 mm x 2,1 mm, 3,6 um, 200 A (Phenomenex) w trwajacym 15 minut
gradiencie liniowym 5% — 100% B przy stalym przeplywie rozpuszczalnikow 0,5
ml/min (uktad A stanowita woda z 0,1% dodatkiem TFA, a uktad B 80% ACN
zawierajacy 0,1% TFA)

- spektrometru mas MALDI TOF Biflex III (Bruker) z matryca DHB (kwas 2,5-
dihydroksybenzoesowy) oraz CCA (kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy), a takze
spektrometru mas LCMS-ESI-IT-TOF (Shimadzu).

1.6. Test Ellmana

Dodatkowo w celu potwierdzenia otrzymania produktu w formie utlenionej
wykonatam jako$ciowy test Ellmana. Przygotowalam roztwér kwasu 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoesowego (DTNB) o stezeniu 4 mg/ml w buforze reakcyjnym - 0,1 M fosforanie
sodu o pH 7,4 zawierajacym 1 mM wersenian disodowy (EDTA). Roztwér wzorca,

ktérym byta cysteina, oraz amyliny zredukowanej i utlenionej przygotowatam w stezeniu
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1 mg/ml. W szklanych fiolkach umie$citam po 2,5 ml buforu reakcyjnego, 50 pl roztworu
DTNB oraz 250 pl wzorca/amyliny. Mieszanin¢ inkubowatam 15 minut bez dostepu
$wiatta. Zoltte zabarwienie roztworu, obecne w probce z cysteing oraz zredukowang
amyling wskazuje na obecnos¢ wolnych grup tiolowych. Bezbarwny roztwo6r amyliny po
utlenianiu  potwierdza zaangazowanie grup tiolowych w tworzenie mostka

disulfidowego.

2. Charakterystyka oligomeréw amyliny

2.1. Proces oligomeryzacji amyliny

Oczyszczong amyling nawazatam w porcjach powyzej 100 pg na wadze
analitycznej o dokfadnosci 1 pg. Tak przygotowane nawazki rozpuszczatam w 10%
kwasie octowym do stezenia 1 mg/ml i dzielitam na porcje, przenoszac odpowiednig ilos¢
mikrolitréw do nowych eppendorfek niskoretencyjnych o objetosci 1,5 ml. Po liofilizacji

gotowe do eksperymentow nawazki przechowywatam w -25°C.

Oligomeryzacj¢ amyliny rozpoczynalam od doprowadzenia do temperatury
pokojowej nawazki peptydu i buforow do inkubacji. W pierwszym etapie liofilizat
amyliny rozpuszczatam w DMSO do otrzymania 5 mM roztworu. Tak przygotowang
probke poddawatam dziataniu ultradzwigkow przez 20 sekund, a nastepnie rozcienczatam
odpowiednim buforem do koncowego stezenia peptydu 100 uM. Ostateczne stezenie
DMSO w probce wynosito 2%. Stosowane w wigkszosci eksperymentow uklady

buforowe zawieraly odpowiednio:

e Bufor I: 20 mM bufor fosforanowy pH 7,4, 140 mM NaCl (20 mM NaP1)
e Bufor II: 20 mM NaPi, 0,05% SDS

2.2. Testy fluorymetryczne z Tioflawing T

Pomiary fluorymetryczne prowadzilam na czarnej ptytce 96-dotkowej z dnem
w ksztalcie litery U (Brand). Tioflawina T dodawana byta na poczatku inkubacji amyliny,
bezposrednio na plytke. Koncowa obje¢tos¢ mierzonej probki wynosita 106 pl, na ktorg
sktadato si¢ 100 pl amyliny, przygotowanej zgodnie z procedurg z podrozdziatu 2.1.,
oraz 6 pl 500 uM wodnego roztworu tioflawiny T. Miedzy pomiarami, podczas inkubacji,
ptytke zaklejatam folia samoprzylepna, aby ograniczy¢ parowanie. Pomiar

wykonywatam przy dtugosci fali wzbudzenia A 420 nm, obserwujac emisj¢ przy A 482 nm
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na spektrofluorymetrze Infinity M200 Pro (Tecan). Wszystkie eksperymenty wykonatam

W co najmniej trzech niezaleznych powtdrzeniach.

2.3. Dichroizm kotowy

Pomiary dichroizmu kotowego zostalty wykonane w Sekcji Pomiaréw Fizyko-
Chemicznych, znajdujacej si¢ na Wydziale Chemii UG. Badania zostaly przeprowadzone
w kuwetach kwarcowych o dlugosci $ciezki optycznej 10 mm z wykorzystaniem
spektropolarymetru Jasco J-815 (Jasco). Analizowane probki amyliny przygotowatam
w stezeniu 0,39 mg/ml w 20 mM buforze fosforanowym o pH 7,4 zawierajacym 140 mM
NaCl oraz 0,05% kwasu octowego. Dodatkowo w analizach z dodatkiem SDS bufor
inkubacyjny wzbogacony byt o 0,05% SDS. Prébki inkubowatam odpowiednia ilo$¢
czasu w temperaturze pokojowej, a nastepnie rozcienczalam bezposrednio przed
pomiarem do stezenia 0,15 mg/ml. Do badan struktury zaleznej od sktadu buforu amyling
1jej warianty inkubowatam 1 godzing, natomiast w eksperymencie pokazujacym zmiany
struktury wraz z czasem inkubacji wybratam na podstawie testow ThT odpowiednio
czasy 1, 4 1 24 godziny. Pomiar wykonywany byt w zakresie dtugosci fali 195-260 nm
przy statej temperaturze 25°C. Dla kazdej z probek przeprowadzone zostaty trzy

niezalezne pomiary widma CD.

2.4. Stabilizacja oligomerow poprzez sieciowanie

W celu stabilizacji oligomeréw stosowatam dwa gléwne rodzaje sieciowania:
chemiczne oraz fotochemiczne. W przypadku sieciowania typu PICUP (ang. photo-
induced  cross-linking of unmodified proteins) uzylam chlorku tris(2,2'-
bipirydylo)rutenu(Il) (RuBpy). Do alternatywnej metody sieciowania z uzyciem $wiatta
wykorzystalam wprowadzong w sekwencj¢ wariantu amyBpa reszte fotosieciujaca p-
benzoilo-L-fenyloalaning (Bpa). Sieciowanie chemiczne prowadzitam uzywajac 0,5%
roztworu glutaraldehydu, tak aby jego koncowe stezenie wynosito 0,05%. Po 45 minutach
reakcje przerywatam, dodajac 0,25 M Tris o pH 8, tak aby jego koncowe stezenie
wyniosto 10 mM. Do sieciowania PICUP wykorzystywatam 2 mM RuBpy oraz 20 mM
nadsiarczan amonu (APS), tak aby ich ostateczne st¢zenie wynosito odpowiednio 0,1 mM
1 1 mM. Probke naswietlatam przez 30 sekund za pomoca zaréwki o mocy 16 W
(4000 K). Reakcje stopowatam dodajac 1 M wodny roztwor DTT, tak aby jego koncowe
stezenie wynosito 20 mM. Sieciowanie przez reszt¢ Bpa prowadzilam w insertach

szklanych przez 30-minutowe naswietlanie lampa UV o dlugosci fali A 365 nm.
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Wygaszenie utworzonych wolnych rodnikéw uzyskiwatam przez pozostawienie probki
bez dostepu $wiatta na okolo 10 minut lub przez dodatek buforu obcigzajacego

1 denaturacje, jesli probka poddawana byta w dalszych etapach elektroforezie.

2.5. Chromatografia wykluczenia

Do charakterystyki tworzacych si¢ oligomeréw amyliny w ich natywnej postaci
chciatam wykorzysta¢ chromatografi¢ wykluczenia (SEC - ang. size exclusion
chromatography). W tym celu do analiz uzywatam dwa typy chromatograféw: Omnisec
(Malvern Panalytical) zaopatrzony w detektor refraktometryczny RI oraz detektory
laserowe LALS i RALS, a takze chromatograf cieczowy UFLC (Shimadzu) z detektorem
UV. Proby rozdzialu oligomeréw przeprowadzitam zar6wno na kolumnach
wypetnionych ztozem na bazie agarozy, jak 1 krzemionki. Stosowane do prob rozdziatu

kolumny to:

e Superdex 75 Increase 10/300 (Cytiva),

e Superdex 75 Increase 3.2/300 (Cytiva),
e Superdex 200 Increase 10/300 (Cytiva),
e Superdex 200 Increase 3.2/300 (Cytiva),
e Yarra SEC 2000 7.8/300 (Phenomenex),
e bioZen SEC-2 4.6/300 (Phenomenex),

e Enrich SEC 650 10/300 (BioRad).

Probki amyliny testowatam zaré6wno bezposrednio po jej rozpuszczeniu, a takze po
inkubacji w réznych czasach. Sprawdzatam probki w formie natywnej, ale rowniez te
ustabilizowane poprzez sieciowanie chemiczne, badz fotosieciowanie. Ponadto,
w niektorych buforach do zmniejszenia oddziatywan niespecyficznych, utrudniajacych
analizg, zastosowatam dodatek argininy lub rozpuszczalnika organicznego (acetonitrylu).
Dodatkowo w przypadku pierwszego uzycia kolumny kilkukrotnie nastrzykiwatam
roztwor wzorcowy BSA, aby optaszczy¢ kolumne. Do rozdzialdéw wykorzystatam

ponizej opisane warunki buforowe:

e 20 mM bufor fosforanowy pH 7,4, 140 mM NaCl
e 10 mM bufor fosforanowy pH 7,4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI
e 35 mM octan sodu pH 5,3

e 40 mM bufor cytrynianowy pH 4,6
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e 40 mM bufor fosforanowy pH 4,0 (ustalone przez dodatek kwasu cytrynowego)
e 40 mM bufor cytrynianowy pH 3,8

e 40 mM bufor fosforanowy pH 7,2, 200 mM arginina

e 50 mM bufor fosforanowy pH 7,4, arginina o stezeniu 1 mg/ml

e 35 mM bufor cytrynianowy pH 4,6, 5% ACN

Zadne z powyzej opisanych warunkéw nie pozwolily na charakterystyke

oligomerycznych form amyliny.
2.6. Elektroforeza kapilarna

Alternatywna metoda dla chromatografii wykluczenia SEC jest elektroforeza
kapilarna, za pomoca ktorej rGwniez mozna charakteryzowac stan oligomeryczny probki.
Do przeprowadzenia  eksperymentow  wykorzystatam  standardowa  kapilarg
krzemionkowa o dlugosci 50 cm oraz kapilar¢ neutralng o dlugosci 30 cm (Sciex).
Pomiary wykonywalam na dwoch typach aparatow: Beckman Coulter P/ACE
zaopatrzony w detektor UV oraz Agilent 7100 z detektorem LIF. Probki amyliny
analizowane byly po r6znych czasach inkubacji, w buforze fosforanowym z dodatkiem
i bez SDS oraz w formie natywnej i sieciowanej. Zaden z otrzymanych wynikéw nie byt

powtarzalny.

2.7.DLS

Metoda, ktora moze stuzy¢ do charakterystyki wielkos$ci czgstek w roztworze jest
takze pomiar dynamicznego rozpraszania §wiatla - DLS (ang. dynamic light scattering).
Ze wzglegdu na wysokie koszty syntezy amyliny, a takze ograniczenia
W przygotowywaniu jej rozcienczen, do pomiaréw mogltam wykorzysta¢ jedynie aparaty
o niskim stopniu zuzycia probki (do 10 pl). W zwigzku z tym do przeprowadzenia
eksperymentow wykorzystatam dwa aparaty firmy Unchained Labs - Stunner i Uncle,
a takze aparat firmy NanoTemper - Prometheus Panta. Dwa ostatnie sprzety uzywatam
w warunkach warsztatowych, testujac ograniczong liczb¢ probek, natomiast na aparacie
Stunner przeprowadzitam seri¢ eksperymentow, w ktérych stosowatam zmienne warunki.
Sprawdzalam wptyw czasu inkubacji amyliny, warunkéw jej wirowania lub mieszania
bezposrednio przed pomiarem, a takze sposobu pipetowania probki na ptytke pomiarowa.
Wszystkie przeprowadzone eksperymenty jednoznacznie wykazaly zbyt duza

polidyspersyjnos¢ probek, aby moc okresli¢ wielkosci zawartych w nich czastek.
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2.8. Elektroforeza natywna

Jedna z najpowszechniej stosowanych metod rozdziatu biatek w warunkach
natywnych jest elektroforeza. W celu scharakteryzowania oligomerow amyliny
wykorzystalam rozne warianty tej metody, w tym: standardowa Native-PAGE
z odwréoconym pradem, Blue Native-PAGE, High Resolution Clear Native-PAGE
oraz Acidic Native-PAGE. Stosowatam réwniez rézne rodzaje wizualizacji prazkdw takie
jak: wybarwianie SyproRuby (ThermoFisher), srebrem, Instant Blue (Gentaur) czy Blue
Silver. Jedynym wynikiem wszystkich przeprowadzonych powyzej rozdziatow

elektroforetycznych byta obserwacja monomeru amyliny.

Obserwacje¢ form oligomerycznych amyliny umozliwito zastosowanie katodowe;j
elektroforezy natywnej dla zasadowych biatek, opisanej przez BioRad (Bulletin nr 2376).
Metoda ta znajduje zastosowanie do rozdzialu bialek, ktorych punkt izoelektryczny
wystepuje przy pH powyzej 8. Do rozdziatu wykorzystywana jest mobilno$¢ jonow K*
jako jonéw wiodacych, histydyny jako jonu opodznionego oraz jondéw buforujacych
z buforu TAPS. Eksperyment rozpoczynalam od przygotowania dzien wczesniej zeli
wedtug Tabeli 5. Amyling oraz jej warianty rozpuszczatam wedtug procedury opisanej
w podrozdziale 2.1., stosujac bufor I i inkubowatam odpowiednio 0, 2 i 4 godziny.
Bezposrednio po zakonczeniu danego czasu inkubacji probki rozcienczalam w stosunku
3:1 buforem obcigzajacym. Do studzienek nanositam po 10 pl probek. Rozdziat
rozpoczynalam od napigcia 220 V, do momentu migracji prazkow do zelu
rozdzielajacego, a nastgpnie zwigkszatam napigcie do 240 V. Dodatkowo komora
elektroforetyczna umieszczona byta w tazni lodowej. Sktad buforu elektrodowego oraz
buforu obcigzajacego zamie$citam odpowiednio w Tabeli 6 oraz 7. Wizualizacji prazkow
dokonywatam przez obserwacje zelu za pomocg czytnika zeli Fusion FX (Vilber) przez
filtr o odpowiedniej dtugosci fali wzbudzenia i emisji, kompatybilny ze spektrum danego
fluoroforu wbudowanego w sekwencj¢ amyliny, a takze poprzez barwienie Blue Silver.
Rozdziaty elektroforetyczne z zastosowaniem buforu TAPS zostaly przeprowadzone

w trzech niezaleznych powtorzeniach.
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Tabela 5. Sklad zelu do katodowej elektroforezy natywnej.

Odczynnik Zel zageszczajacy 4% Zel rozdzielajacy 10%
40% Akrylamid (19:1) 0,25 ml 1,25 ml
H:0 1,617 ml 2,47 ml
1,5 M TAPS pH 7,5 0,625 ml 1,25 ml
TEMED 1,4 pl 2,8 ul
10% APS 14 ul 28 ul
Koncowa objetos¢ 2,5 ml S5ml
roztworu

Tabela 6. Sklad buforu elektrodowego uzywanego w katodowej elektroforezie natywnej.

Odczynnik Natywny bufor elektrodowy
TAPS ‘ 20 mM
Histydyna ‘ 100 mM

Tabela 7. Sklad buforu obciazajacego uzywanego w katodowej elektroforezie natywnej.

Odczynnik 4x bufor obciazajacy
1,5 M TAPS pH 7,5 ‘ 100 mM
Glicerol ‘ 40%
Fiolet krystaliczny ‘ 0,1%

2.9. Elektroforeza Tricine SDS-PAGE

Z uwagi na niewielkg mase czasteczkowa monomerycznej amyliny rozdzial jej
oligomerow w warunkach denaturujgcych wykonywalam z uzyciem -elektroforezy
Tricine SDS-PAGE, ktora jest zalecana dla matych biatek. Eksperyment rozpoczynatam
od przygotowania dzien wcze$niej zeli wedtug Tabeli 8 oraz 9. Prébki rozcienczatam
w stosunku  3:1 buforem obcigzajagcym 1 przy obecnosci B-merkaptoetanolu
denaturowatam 10 minut w 75°C. Do studzienek nanositam po 10 pl probek. Rozdziat
rozpoczynalam od napigcia 70 V, do momentu migracji prazkéw do zelu rozdzielajacego,
a nast¢pnie zwigkszalam stopniowo napiecie do 120 V. W przypadku przygotowania zelu
wykorzystywanego nastepnie do eksperymentow western blot stosowalam odmiang

elektroforezy z obnizonym stezeniem wszystkich soli. Sktad buforu elektrodowego oraz
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buforu obcigzajacego zamiescitam odpowiednio w Tabeli 10 oraz 11. Kazdy z rozdzialow

elektroforetycznych wykonalam w co najmniej trzech niezaleznych powtoérzeniach.

Tabela 8. Sklad zelu do elektroforezy Tricine SDS-PAGE.

Odczynnik Zel zageszczajacy 4% Zel rozdzielajacy 10%
40% Akrylamid (19:1) 0,25 ml 1,25 ml
H:0 1,4 ml 1,25 ml
3 M Tris pH 8,45 0,825 ml 1,65 ml
63% glicerol - 0,795 ml
TEMED 2,5 ul Sul
10% APS 25 ul 50 pl
Koncowa objetosé¢ 2,5 ml 5 ml
roztworu

Tabela 9. Sklad zelu do elektroforezy Tricine SDS-PAGE z obnizonym stezeniem soli.

Odczynnik Zel zageszczajacy 4% Zel rozdzielajacy 10%
40% Akrylamid (19:1) 0,25 ml 1,25 ml
H:0 1,84 ml 0,91 ml
2,5 M Tris pH 8,8 0,38 ml 2,8 ml
TEMED 2,5 ul 4,2 ul
10% APS 25 ul 35 ul
Koncowa objetos¢ 2,5 ml Sml
roztworu

Tabela 10. Sklad buforow elektrodowych uzywanych do elektroforezy Tricine SDS-PAGE.

Odczynnik Tricine SDS-PAGE Tricine SDS-PAGE
z obnizonym stezeniem
soli
Tris ‘ 100 mM 25 mM
Tricine ‘ 100 mM 25 mM

SDS ‘ 0,1% 0,05%
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Tabela 11. Sklad uzywanych buforéw obciazajacych.

Odczynnik 4x bufor obcigzajacy 4x bufor obcigzajacy

z (3 -merkaptoetanolem

Tris pH 6,8 400 mM 400 mM
Glicerol 40% 40%
Coomassie Blue G-250 0,08% 0,08%
SDS 0,8% 0,8%
8 -merkaptoetanol - 4%

2.9.1. Wybarwianie zeli z uzyciem srebra

Wysoka czutos¢ detekcji srebrem pozwala na wizualizacje prazkow biatka nawet
wjego niskim stezeniu (ng). Dodatkowo obecno$¢ formaldehydu w roztworach
utrwalajacych 1 wywotujacym pozwala na ograniczenie elucji protein z zelu w czasie
wieloetapowych przemywan. Zgodnie z protokotem zel w pierwszym etapie
przemywatam woda 1 umieszczalam na 30 minut w 50% metanolu z 0,05%
formaldehydem. Po tym czasie przenositam go do 25% MeOH z 0,05% formaldehydem.
Kolejno prowadzitam 3-krotne przeptukiwania zelu woda, kazde po 5 minut. Nastepnie
zel umieszczatam na 1 minute w 0,02% tiosiarczanie sodu, a po tym czasie przemywatam
woda 3x 1 min. W kolejnym etapie zel inkubowatam pod przykryciem przez 25 minut
w 0,2% azotanie(V) srebra z 0,076% formaldehydem. Nastgpnie przeptukiwatam go
3-krotnie po 1 minucie wodg i umieszczatam w roztworze wywotujacym o nastgpujacym
sktadzie: 6% weglan sodu, 0,0004% tiosiarczan sodu, 0,056% formaldehyd. Barwienie

przerywalam, umieszczajac zel w 10% MeOH z 5% kwasem octowym.

2.10. Elucja oligomerow z zelu

Oligomery amyliny, powstate po 20-godzinnej inkubacji wedlug procedury opisanej
w podrozdziale 2.1. z zastosowaniem buforu I, zostaly ustabilizowane przez sieciowanie
glutaraldehydem. Tak przygotowana probka w objetosci 225 pl zostala rozcienczona
zapomocg 75 pl 4-krotnie stgzonego buforu obcigzajgcego, a nastepnie nalozona na
10% zel Tricinowy do jednej duzej studzienki o objetosci 300 pl. Po przeprowadzonym
rozdziale zel przemylam woda, a nastgpnie wykorzystalam protokot odwrotnego
barwienia z imidazolem i chlorkiem cynku do wybarwienia tta z pozostawieniem

przezroczystych prazkow. W tym celu zel inkubowatam 20 minut w 0,2 M wodnym
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roztworze imidazolu, nast¢pnie na okoto 30 sekund dodatam 0,3 M wodny roztwor ZnClo.
Zwizualizowane w ten sposob prazki wycielam za pomoca skalpela, umiescitam
w eppendorfkach o objetosci 1,5 ml 1 przemytam wodg. Nastgpnie kazdy z wycigtych
prazkow rozdrobnitam przy uzyciu skalpela i dodatam 200 pl buforu elektrodowego.
Elucj¢ prowadzilam przez 3 godziny wytrzasajac probke okazjonalnie. Po tym czasie
roztwor oddzielitam od kawatkow zelu 1 przeniostam do nowej eppendorfki. Probki
dializowatam przez membran¢ o punkcie odcigcia 3,5 kDa, przez 2 dni, do 500 ml
20 mM NaPi, trzykrotnie wymieniajac bufor na swieza porcj¢. Po dializie sprawdzatam
stezenie bialek w roztworze za pomoca reagenta Pierce BCA (ThermoFisher) opartego na

reakcji biuretowe;.

3. Oddziatywanie oligomerow amyliny z przeciwciatem konformacyjnym

All

3.1. Dot-blot

Probki nanositam po 2 pl na membrane nitrocelulozowg (0,2 um) z zachowaniem
réwnych odstepow migdzy nimi. Po dokladnym jej wysuszeniu membrane plukatam
przez 5 minut w buforze TBS-T (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20).
Nastepnie przez 1 godzing w temperaturze pokojowej prowadzitam blokowanie
za pomocg komercyjnie dostgpnego $rodka SuperBlock (ThermoFischer), dodajac do
niego Tween 20, tak aby jego koncowe st¢zenie wynosito 0,05%. Po zablokowaniu
membrang plukalam 4-krotnie przez 5 min oraz 2-krotnie przez 10 min roztworem TBS-
T, anastgpnie prowadzitam 1-godzinng inkubacje w temperaturze pokojowe;j
z przeciwciatami I-rzgdowymi (All lub T-4157), przygotowanymi w rozcienczeniu
1:1000 w SuperBlock. Obecnos¢ srodka blokujacego miata zapobiegac niespecyficznemu
wigzaniu si¢ przeciwciata [-rzedowego. Po serii szesciu przeptukan buforem TBS-T (4x
5 min; 2x 10 min), prowadzilam inkubacj¢ membrany przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej z przeciwciatlem II-rzedowym, rozcienczanym TBS-T w proporcji 1:5000.
Nastepnie ponownie wykonywatam seri¢ szesciu przeptukan buforem TBS-T (4x 5 min;
2x 10 min). Na koniec, w celu usuni¢cia surfaktantu, ktéry moze interferowac
z odczynnikiem chemiluminescencyjnym, membrang przemywatam 2-krotnie po 5 minut
buforem TBS, pozbawionym Tween 20. Do detekcji wykorzystatam metode
chemiluminescencji z uzyciem substratu Clarity Western ECL (BioRad), inkubujac

membrang przez 3 minuty. Wizualizacj¢ blotow rejestrowatam za pomocg skanera zeli
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Fusion FX (Vilber). Dokladne parametry dotyczace stosowanych przeciwciat

zamie$citam w Tabeli 12.

Tabela 12. Szczegélowe informacje dotyczace stosowanych przeciwcial.

Parametr Przeciwcialo I-rzedowe Przeciwcialo
II-rzedowe
All T-4157 antiRb IgG HRP
Rodzaj poliklonalne poliklonalne poliklonalne
Pochodzenie krolik krolik koza
Oddzialywanie oligomery IAPP 25-37 przeciwciala
amyloidowe krolicze
Firma BioTechne BMA Biomedicals BioTechne
Nr katalogowy NBP1-97930 A18P02024 HAF008

3.2. Western blot

Probki rozdzielatam na 10% Zelu tricinowym z mniejszym stezeniem soli.
Bezposrednio po rozdziale zel przemywatam przez 10 minut buforem transferowym
Towbin - 25 mM Tris, 192 mM glicyna, 10% MeOH. Dodatkowo, przez 5 minut
inkubowatam membran¢ nitrocelulozowg (0,2 um) w Towbin. W celu przeniesienia
prazkow z zelu na membrang prowadzitam mokry transfer przez 1 godzing przy stalym
napieciu 80 V. Po transferze membrang¢ przemywatam buforem TBS-T, a nastgpnie
blokowanie 1 inkubacj¢ z przeciwcialami prowadzitam tak, jak to zostalo opisane
w rozdziale 3.1. Jedyna roznica miedzy protokolem dot blot, a western blot byla
wydluzona inkubacja z przeciwciatem I-rzedowym z godziny w temperaturze pokojowe;j
do inkubacji calonocnej w 4°C. Kazdg z analiz western blot wykonatam w co najmnie;j

trzech niezaleznych powtorzeniach.

4. Oczyszczanie ludzkiego proteasomu 20S

Wszystkie rozdziaty chromatograficzne przeprowadzitam w temperaturze 4°C na
aparacie do chromatografii cieczowej Akta Pure (GE Healthcare).
4.1. Liza erytrocytow

Koncentrat erytrocytow ludzkich ocieplalam do temperatury pokojowe;,

a nastepnie dzielitam na réwne porcje po 20 ml do sterylnych falkonéw. Kolejno do
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kazdego z nich dodawatam po 20 ml 10 mM PBS pH 7,4, zawierajacego 137 mM NaCl
12,7 mM KCI. Tak przygotowang mieszaning wirowatam przez 10 minut w 20°C przy
predkosci 600 rpm. Przy przemywaniu erytrocytow istotne jest zachowanie temperatury
pokojowej, zarowno bufordéw, jak i wirowania, a takze powolne jego rozpoczynanie
1 hamowanie, co zapobiega pekaniu komorek. Powyzszy etap ma stuzy¢ usunigciu
warstwy leukocytow, w ktorych zawarty jest immunoproteasom, ktory moze utrudniac
dalszg izolacje¢ konstytucyjnego h20S. Po wirowaniu znajdujaca si¢ na dole warstwa
erytrocytow musi zosta¢ przeniesiona do nowych falkonéw. Wykonywatam to za pomoca
zestawu ztozonego ze strzykawki i dlugiej igly o $rednicy 2 mm, pobierajac dolng

warstwe bez naruszenia gorne;.

Do podzielonej na porcje po 20 ml i chtodzonej na lodzie warstwy erytrocytow
dodawatam po 30 ml buforu lizujacego o nastgpujacym sktadzie: 10 mM Tris pH 7,6,
150 mM NaCl, 1,6 mM DTT. Liz¢ komdrkowa prowadzitam przez godzing w 4°C na
wytrzasarce kotyskowej. Po tym czasie lizat wirowatam przez 30 minut w 4°C na
maksymalnych obrotach dostepnej wirdéwki (29 788 rpm). Uzyskany supernatant,
powstaty przez oddzielenie lizatu od niezlizowanych erytrocytow oraz pozostatosci bton
komorkowych, przenositam do sterylnych falkonéw 50 ml i przechowywatam w -25°C

do czasu oczyszczania.

4.2. Wysalanie

Do przeprowadzenia jednego oczyszczania wykorzystywatam 150 ml lizatu, ktory
powoli rozmrazatam. Nastgpnie lizat umieszczony w zlewce w 4°C na mieszadle
magnetycznym wysalatam, dodajac bardzo powoli, przez okoto 1,5 godziny, siarczan(VI)
amonu do osiaggnigcia 35% nasycenia. Po dodaniu ostatniej porcji soli mieszaning
pozostawialam na mieszadle na dodatkowe 30 minut. Nastgpnie wysolony lizat
wirowalam przez 1 godzing w 4°C przy predkosci 29 788 rpm. Otrzymany supernatant
dializowalam, uzywajac membrany o punkcie odcigcia 6-8 kDa (Spectra/Por) do buforu
o sktadzie: 20 mM Tris pH 7,6, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5% glicerol, ] mM DTT.
Dialize do 2 1 roztworu prowadzilam przez 4 godziny, nast¢pnie woreczek dializacyjny

przenositam do $wiezej porcji 2 | buforu do dializy 1 pozostawialam przez noc.
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4.3. HiTrap

Lizat po dializie filtrowatam przez filtr membranowy RC o porach 0,45 pm.
Jesli bylo to niemozliwe, to w pierwszej kolejnosci wykonywatam 30-minutowe
wirowanie na maksymalnych obrotach wirdwki, a nastgpnie otrzymany supernatant
filtrowalam. Tak uzyskany przesacz dzielitam na porcje do oczyszczania po 65 ml.
Chromatografi¢ jonowymienng wykonywatam z wykorzystaniem kolumny HiTrap Capto
Q (Cytiva) o objetosci catkowitej 5 ml. Rozdziat przebiegat w gradiencie st¢zenia soli
NaCl od 10 do 100% uktadu B. Zastosowane uktady do oczyszczania miaty nastepujacy
sktad: uktad A: 20 mM Tris pH 7,6, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5% glicerol, 1 mM DTT;
uktad B: 20 mM Tris pH 7,6, 700 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5% glicerol, 1 mM DTT.
Frakcje proteasomalng zbieratam na podstawie wartosci konduktancji. Zebrane frakcje
dializowatam przez noc w 4°C, uzywajac membrany o punkcie odcigcia 6-8 kDa
(Spectra/Por) do 2 1 buforu o sktadzie: 20 mM Tris pH 7,6, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA,
5% glicerol, 1 mM DTT.

4.4. HIC

Kolejnym etapem izolacji proteasomu 20S byla chromatografia oddziatywan
hydrofobowych. Do frakcji po dializie matymi porcjami przez okoto godzing dodawatam
siarczan(VI) amonu, do osiagniecia 50% nasycenia. Zawarto$¢ zlewki mieszatam kolejne
30 minut, a nastepnie wirowalam przez 60 minut przy predkosci 29 788 rpm. Otrzymany
supernatant nanositam w jednej porcji na pre-kondycjonowang kolumng. Do rozdziatu
wykorzystywatam kolumng¢ HiPrep Phenyl FF (Cytiva). Proteasom eluowal w gradiencie
od 60 do 100% uktadu B. Zastosowane uktady do oczyszczania mialy nast¢pujacy sktad:
uktad A: 20 mM Tris pH 7,6, 1,2 M (NH4)2SO4, I mM EDTA, 5% glicerol, | mM DTT;
uktad B: 20 mM Tris pH 7,6, 1 mM EDTA, 5% glicerol, 1| mM DTT. Zebrane frakcje
dializowalam przez noc w 4°C, uzywajac membrany o punkcie odcigcia 6-8 kDa
(Spectra/Por) do 2 1 buforu o sktadzie: 20 mM Tris pH 7,6, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA,
5% glicerol, 1 mM DTT.

4.5. MonoQ

Ostatnim etapem oczyszczania frakcji proteasomalnej byla chromatografia
jonowymienna z zastosowaniem kolumny MonoQ 5/50 GL (Cytiva) o objetosci 1 ml.
Frakcje po dializie filtrowatam przez filtr RC o porach 0,45 pum 1 nanositam na kolumng

w jednej porcji. Rozdziat przebiegal w gradiencie stezenia soli NaCl, od 2 do 100%
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uktadu B. Zastosowane uktady od oczyszczania miaty nastepujacy sktad: uktad A: 20 mM
Tris pH 7,6, 1 mM EDTA, 5% glicerol, | mM DTT; uktad B: 20 mM Tris pH 7,6, | M
NaCl, 1 mM EDTA, 5% glicerol, 1 mM DTT. Frakcj¢ proteasomalng zbieratam na
podstawie wartos$ci konduktancji. Zebrane frakcje dializowalam, uzywajac membrany
o punkcie odcigcia 15 kDa (Spectra/Por) do buforu o sktadzie: 20 mM Tris pH 7,2, | mM
EDTA, 1 mM DTT, 1 mM NaN3s, 10% glicerol. Dializ¢ do 2 1 roztworu prowadzitam
przez 4 godziny, nastgpnie woreczek dializacyjny przenositam do $wiezej porcji 2 1

buforu do dializy 1 pozostawiatam przez noc.

4.6. Zatezanie 1 okreslanie st¢zenia biatka

Do zatezenia roztworu biatka po dializie uzywatam dwoéch rodzajow
koncentratora: o objetosci 15 ml i punkcie odcigcia 10 kDa (VivaSpin6) oraz o objgtosci
0,5 ml 1 punkcie odcigcia 30 kDa (NanoSep). Oba koncentratory w pierwszej kolejnosci
przemywatam buforem po dializie, a nastgpnie rozcienczonym roztworem proteasomu
w celu optaszczenia membrany i zminimalizowania strat biatka. Warunki wirowania
modyfikowalam w zalezno$ci od tempa zatgzania roztworu, tak aby nie bylo ono za
szybkie, bo rowniez wigzaloby si¢ to z wigkszymi stratami. Dla zatezonego do okoto 200
ul roztworu proteasomu wykonywatam pomiar stezenia biatka z zastosowaniem metody
z odczynnikiem Bradforda, mierzac absorbancj¢ przy dwoch dlugosciach fali A 450 nm
oraz A 590 nm. Wyizolowany proteasom przechowywany byl w stezeniu 1 mg/ml
w temperaturze -25°C w roztworze o nastepujacym sktadzie: 20 mM Tris pH 7,2, | mM
EDTA, 1 mM NaNj3, 1 mM DTT, 50% glicerol.

4.7. Elektroforeza SDS-PAGE 1 testy aktywnosci proteolitycznej

Czystos¢ wyizolowanego h20S okre§latam za pomoca standardowej elektroforezy
w warunkach denaturujacych w ukladzie Laemmli. Do rozdziatu wykorzystywatam
4% zel zageszczajacy oraz 12% zel rozdzielajacy. Probki byly rozcienczane 4-krotnie
stezonym buforem obcigzajacym, denaturowane w temperaturze 75°C przez 10 minut
1 nanoszone na zel po 10 ul na dotek. Do wizualizacji prazkéw uzywatam Instant Blue

(Gentaur).

Aktywnos¢ proteolityczng wyizolowanego proteasomu okreslalam z zastosowaniem

substratu fluorogenicznego Suc-LLVY-AMC.
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5. Badania oddziatywania oligomeréw amyliny z proteasomem 20S

5.1. Termoforeza mikroskalowa

Pomiary termoforezy mikroskalowej przeprowadzilam na aparacie Monolith X

(NanoTemper). Eksperymenty przeprowadzitam w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

5.1.1. Znakowanie ludzkiego proteasomu 20S znacznikiem fluorescencyjnym

Standardowo h20S przechowywany jest w stezeniu 1 mg/ml w 50 mM buforze
Tris z dodatkiem DTT, ktory zapobiega utlenianiu biatka. Ze wzgledu na obecnosé
wolnych grup aminowych w buforze Tris do znakowania reszt lizyny znacznikiem
fluorescencyjnym, opartym o N-hydroksysukcynoimidowy (NHS) ester aktywny,
niezbedna jest wymiana buforu. Wykonalam ja zgodnie z instrukcja producenta
(NanoTemper), wykorzystujac zawarta w zestawie kolumne A oraz bufor NHS

(130 mM NaHCO3, 50 mM NacCl, pH 8,2-8,3).

Przytaczanie znacznika fluorescencyjnego RED-NHS 2nd Generation
(NanoTemper) wykonatam zgodnie z instrukcja producenta. Po 30 minutach inkubacji
znacznika z proteasomem 20S, w ciemno$ci, naniostam mieszaning na ztoze dotaczonej
do zestawu kolumny B, a nastepnie eluuowalam wyznakowany proteasom za pomoca
50 mM buforu Tris o pH 7,2 zawierajacego 5% glicerolu. Tak otrzymany eluat

przechowywatam w 4°C.

Po zakoficzeniu procesu znakowania zmierzylam stezenie biatka w uzyskanym
eluacie z zastosowaniem odczynnika Bradforda, wykonujac pomiar przy dwoéch
dtugosciach fali: A 450 nm oraz A 590 nm. Na podstawie stosunku uzyskanych wartosci
absorbancji oraz po podstawieniu do krzywej wzorcowe] wyznaczytam stezenie h20S,
ktére wynosito 200 nM. Dodatkowo wykonatam test wstepny (,,pretest”), w celu
potwierdzenia prawidlowosci wyznakowania proteasomu. Dla h20S niemozliwe jest
wyznaczenie DOL (stopnia wyznakowania) wedtug instrukcji NanoTemper z uwagi na

jego nieznany, doktadny molowy wspotczynnik ekstynkcji.

5.1.2. Wyznaczanie sily oddziatywania dla kompleksow proteasomu 20S z

oligomerami ludzkiej amyliny

Dla amyliny dobdr czaséw inkubacji wynikat z przeprowadzonych wczesniej
testow fluorymetrycznych z Tioflawing T, a takze z badan inhibicji wzgledem h20S.
Do eksperymentu MST wybratam 2-godzinny czas inkubacji amyliny, odpowiadajacy
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poczatkowej fazie oligomeryzacji, a takze 24-godzinny, gdzie osiagni¢te jest wysycenie
1 nie tworza si¢ juz nowe struktury oligomeryczne. Amylina inkubowana byta
w temperaturze pokojowej, osobno w kazdym z opisanych w podrozdziale 2.1. uktadoéw

buforowych, tzn. w buforze bez SDS iz 0,05% dodatkiem SDS.

Przed przystapieniem do wilasciwych eksperymentow wykonalam dla kazdego
z uktadow test wigzania (,,binding check™). Jest to sprawdzenie, czy w najwyzszym
stosowanym st¢zeniu amyliny (liganda) wystepuje oddziatywanie z wyznakowanym
proteasomem (targetem). Dodatkowo mozliwa jest weryfikacja, czy wystepuje agregacja,
badz adsorpcja probki w kapilarze. Etap ten pozwala na optymalizacj¢ eksperymentu bez
nadmiernego zuzycia odczynnikdéw. Na podstawie otrzymanych wynikow zdecydowatam
si¢ na korzystanie z kapilar premium, ze wzgledu na ich obnizone wlasciwosci
adsorpcyjne. Problem agregacji rozwigzuje zastosowanie pomiaru stosunku
intensywnosci fluorescencji 670 nm/ 650 nm (tzw. spectral shift), ktory jest niezalezny
od tego zjawiska. Wszystkie przedstawione wyniki zostaty zebrane w oparciu o ten typ

pomiaru.

Do eksperymentow z amyling niezbedna okazata si¢ wczesniejsza, podtgodzinna
inkubacja oligomeréw z proteasomem w temperaturze pokojowej, w celu ustalenia si¢
réwnowagi. Do wyznaczenia statej oddziatywania wykorzystywalam h20S w stezeniu
10nM, a amyling w najwyzszym stezeniu 50 puM. Eksperyment wykonywatam
miareczkujgc proteasom z uzyciem 16-stu stezen liganda, powstalych metoda seryjnych

rozcienczen z roztworu 50 uM.
5.2. Analizy z wykorzystaniem spektrometrii mas

5.2.1. Sieciowanie przez Bpa

Mutant amyliny z wprowadzong w sekwencje reszta fotosieciujacg Bpa
przygotowatam wedlug procedury opisanej w podrozdziale 2.1., stosujac bufor I. Po
20 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej amyBpa rozcienczylam buforem
fosforanowym do stezenia 50 uM. Do 18 ul tak przygotowanej amyBpa dodatam 2 ul
200 nM h20S w 50 mM Tris o pH 7,6 zawierajacym 5% glicerolu. Calo$¢ inkubowatam
30 minut w temperaturze pokojowej w celu utworzenia kompleksu. Kompleks
ustabilizowalam dzigki sieciowaniu przeprowadzonemu poprzez 30-minutowe
naswietlanie lampa UV o dlugosci fali A 365 nm probki w insercie szklanym,

umieszczonym na lodzie w odlegtosci 9 cm od zrodta $wiatta. W celu redukcji mostkow

154



disulfidowych do mieszaniny dodatam wodny roztwér DTT, tak aby jego koncowe
stezenie wynosito 10 mM. Dodatkowo, aby rozluzni¢ struktur¢ i utatwi¢ redukcje,
a nastgpnie dalsze etapy trawienia, na tym etapie wprowadzilam réwniez surfaktant
RapiGest przygotowany w 50 mM wodorowgglanie amonu o pH 8. Koncowe stgzenie
RapiGest wynosito 0,2%. Tak przygotowana mieszaning ogrzewatam przez 30 minut
w 56°C. Nastgpnie probki doprowadzitam do temperatury pokojowej i dodatam
przygotowany w 50 mM wodorowgglanie amonu o pH 8 jodoacetamid (IAA),
aby zalkilowa¢ wolne grupy tiolowe. Ostateczne stg¢zenie IAA wynosito 20 mM. Probki
inkubowatam przez 30 minut w ciemnos$ci w temperaturze pokojowej. Bezposrednio
przed dodaniem enzymow sprawdzatam czy pH utrzymuje si¢ na poziomie 8. Nastepnie
dodawalam mieszaning enzymow ztozong z trypsyny i chymotrypsyny, przygotowang
w 50 mM buforze NH4HCO3 o pH 8, tak aby stosunek stgzenia kazdego z enzymow do
sumarycznej zawartosci biatek w roztworze wynosit 1:20. Probki inkubowatam w 37°C
przez 24 godziny, a nastgpnie trawienie przerywatam dodajac 10% kwas mrowkowy, tak
aby jego ostateczne stgzenie wynosito 1%. Rejestracja widm spektrometrii mas
wykonana zostala przez dr inz. Pawla Wityka z Zaktadu Biofarmacji i Farmakokinetyki
Wydziatu Farmacji Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Do analiz probek
wykorzystany zostat spektrometr mas ZenoTOF 7600 firmy Sciex. W celach kontrolnych
analizie poddane zostaty rdwniez przygotowane w ten sam sposob probki zawierajgce
samg amyling, sam proteasom lub pozbawione biatek same roztwory buforowe.
Wszystkie eksperymenty zostaly przeprowadzone w co najmniej trzech niezaleznych

powtdrzeniach.

5.2.2. Sieciowanie przez DSSO 1 trawienie probek w zelu

Amyling rozpuscitam wedlug procedury opisanej w podrozdziale 2.1., stosujac
bufor I. Probke inkubowatam przez godzing w temperaturze pokojowej, po czym
rozcienczytam dwukrotnie (do 50 uM amyliny) i dodatam takg samg objetos¢ 40 nM
proteasomu w 20 mM buforze fosforanowym o pH 8. Cato$¢ inkubowatam 30 minut
w temperaturze pokojowej w celu utworzenia kompleksu. Po tym czasie do roztworu
dodatam 0,5 mM roztwor bis(2,5-dioksopirolidyn-1-ylo)-3,3'-sulfinylodipropionianu
(DSSO) w DMSO, tak aby jego koncowe stezenie wynosito 25 uM. Po 15 minutach
reakcj¢ sieciowania zahamowatam poprzez dodanie 440 mM buforu Tris o pH 8, tak aby
jego koncowe stezenie wynosito 20 mM. Po okoto 10 minutach do probek dodatam

4x stezony bufor obcigzajacy z B-merkaptoetanolem i denaturowatam przez 10 minut
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w 75°C. Prébki nanositam po 10 pl na dolek na 10% zel tricynowy z mniejszym
stezeniem soli, opisany w rozdziale 2.9. Kazdg z probek naktadatam do trzech kolejnych
dotkow. Po rozdziale elektroforetycznym zel przemylam woda, a nastepnie prazki
wybarwitam Blue Silver. Prazki znajdujace si¢ na wysokosci odpowiadajacej masie
czasteczkowej proteasomu wycigtam skalpelem. W celu zwigkszenia stgzenia biatek
polaczylam ze sobg fragmenty zelu pochodzace z rozdziatu tych samych probek.
Do odbarwienia pragzkow wykorzystatam mieszaning acetonitrylu ze 100 mM NH4HCO3
o pH 8 w stosunku objetosciowym 1:1, inkubujac wyciete fragmenty przez 30 minut.
Po odbarwieniu zel przemylam woda, a nastgpnie inkubowatam przez 10 minut
w acetonitrylu. Po zwirowaniu 1 usunigciu ACN kawatki zelu zalatam 10 mM wodnym
roztworem DTT, do catkowitego ich zanurzenia, i inkubowatam przez 30 minut w 56°C.
Po doprowadzeniu probek do temperatury pokojowej i usunieciu DTT, rozdrobniony zel
inkubowatam przez 10 minut w ACN. Nastepnie w celu alkilacji wolnych grup tiolowych
zel pokrylam 100 mM roztworem IAA w 50 mM NH4HCO3 o pH 8 1 inkubowalam przez
20 minut w temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatta. Po tym czasie roztwor
usungtam, a rozdrobniony zel ponownie inkubowatlam przez 10 minut w ACN.
Do trawienia bialek w zZelu wykorzystatam trypsyne i chymotrypsyne w stezeniu
20 pug/ml w 50 mM NH4HCO3 o pH 8. Do eppendorfek z zelem umieszonych na lodzie
dodatam po 50 ul kazdego z enzyméw 1 inkubowatam przez 30 minut. Po tym czasie,
w przypadku catkowitego wchlonigcia roztworu przez zel, ponownie dodawatam
mieszaning enzymoOw 1 kontynuowatam inkubacje przez kolejne 90 minut. Nastepnie
usung¢tam nadmiar roztworu, do zelu dodaltam 50 mM NHsHCOs o pH 8 az do
catkowitego pokrycia i prowadzitam inkubacj¢ przez noc w 37°C. Kolejnego dnia, po
usunigciu roztworu, rozpoczetam ekstrakcje produktéw trawienia. W tym celu do kazde;j
z eppendorfek dodatam po 100 pl mieszaniny 5% HCOOH i ACN (viv; 1:2)
1 inkubowatam 15 minut w 37°C. Pobrany doktadnie roztwoér przeniostam do nowych
eppendorfek i odparowatam rozpuszczalnik w 25°C na koncentratorze prézniowym.

Pozostaty osad rozpuscitam w 0,1% HCOOH.

5.2.3. Sieciowanie amyNBD oraz amyFITC

Warianty amyliny ze znacznikami fluorescencyjnymi przygotowywatam wedtug
procedury opisanej w podrozdziale 2.1., stosujgc bufor 1. Probki inkubowatam przez 2

lub 4 godziny w temperaturze pokojowej w celu uzyskania oligomerow.
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1) Sieciowanie DSSO: Do oligomeryzowanych probek dodatam 40 nM proteasom
w 20 mM buforze fosforanowym o pH 8. Koncowe stezenie enzymu wynosito
20 nM. Po 30-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej, ktéra miata
umozliwi¢ utworzenie kompleksow proteasomu z oligomerami, dodawalam na
15 minut DSSO w DMSO, tak aby jego koncowe stezenie wynosito odpowiednio:
50, 125, 250, 500 uM. Miato to na celu ustabilizowanie komplekséw poprzez ich
sieciowanie. Reakcje sieciowania stopowatam dodajac bufor Tris o pH 8, tak aby
jego koncowe stezenie wynosito 20 mM.

2) Sieciowanie  glutaraldehydem:  Oligomeryzowang  probke  amyNBD
rozcienczatam do st¢zenia 50 pM 1 dodawalam h20S, tak aby jego koncowe
stezenie wynosito 20 nM. Po 30-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowe;j
w celu utworzenia kompleksu, dla jego stabilizacji dodawalam na 45 minut
0,5% glutaraldehyd, tak aby jego koncowe st¢zenie wynosito 0,05%. Reakcje
stopowatam dodajac bufor Tris o pH 8, tak aby jego koncowe stezenie wynosito
10 mM.

3) Sieciowanie RuBpy: Oligomeryzowang probke amyNBD rozcienczatam do
stezenia 50 pM 1 dodawatam h20S, tak aby jego koncowe st¢zenie wynosito
20 nM. Po 30 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej w celu utworzenia
kompleksu, dla jego stabilizacji dodawatam 2 mM RuBpy 1 20 mM APS, tak aby
ich koncowe stezenia wynosily odpowiednio 0,1 mM i 1 mM. Probke
naswietlalam przez 30 sekund za pomoca zaréwki o mocy 16 W (4000 K).
Reakcje stopowatam dodajac 1 M wodny roztwor DTT, tak aby jego koncowe

stezenie wynosito 20 mM.

Do tak przygotowanych probek dodawatam 4x stgzony bufor obcigzajacy
z B-merkaptoetanolem i denaturowatam przez 10 minut w 75°C. Probki nanositam po 10
pl na dotek i rozdzielatam za pomocg Tricine SDS-PAGE z mniejszym stgZeniem soli na
10% zelu rozdzielajagcym. Wizualizacji prazkow dokonywatam przez obserwacje zelu za
pomocg czytnika zeli Fusion FX (Vilber) przez filtr o odpowiedniej dlugosci fali
wzbudzenia 1 emisji, kompatybilny ze spektrum danego fluoroforu, a takze poprzez
barwienie srebrem. Na Zelu obserwowanym za pomocg czytnika brak bylo prazkoéw na
wysokosci proteasomu, co najprawdopodobniej spowodowane byto tym, ze zastosowany
znacznik NBD miat zbyt niska wydajnos¢ fluorescencji, by umozliwi¢ wizualizacje

niewielkiej liczby czasteczek proteasomu z dotagczonymi oligomerami. Z tego powodu
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amyNBD nie mogla zosta¢ wykorzystana do okres$lenia miejsca oddziatywania

oligomerdéw z proteasomem za pomocg elektroforezy 2D.

5.2.4. Analizy programem MeroX 2.0

Wszystkie dane analizowalam za pomoca bezptatnego oprogramowania do
identyfikacji miejsca sieciowania MeroX 2.0, wykorzystujac pliki z rozszerzeniem .mgf.
Baza danych zawierata w jednym pliku FASTA sekwencje aminokwasowg proteasomu
(PDB: 4R30) oraz sekwencj¢ ludzkiej amyliny. W przypadku amyBpa, resztg sieciujgca
Bpa wprowadzitam do tego pliku pod symbolem ,,b” jako reszte aminokwasowa o masie
czasteczkowej 252,102. W zakladce dotyczacej wyboru odczynnika sieciujacego, dla
analiz z DSSO wybratam dost¢pna opcje¢, natomiast dla sieciowania Bpa zdefiniowatam
nowy odczynnik sieciujacy o masie rownej 0 Da oraz specyficzno$ci sieciowania miedzy
,b”, a dowolng reszta aminokwasowa w odlegtosci maksymalnej 24 A. Petne parametry

zastosowane w programie do selekcji wynikdw zamies$citam ponize;j:
software version = 2.0.1.4.

minimal peptide mass = 200.0 Da

maximal peptide mass = 8000.0 Da

MS precision = 20.0 ppm

MS?2 precision = 20.0 ppm

S/N Ratio = 0.0

ion types = a,b,y

minimal peptide length = 5

maximal peptide length =30

neutral losses setting = neutral loss of all fragments
maximum number of neutral losses =5

score setting = slow, precise scoring

apply prescore = OFF

score cutoff = 0.0
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fdr cutoff = 0.0

ignore consecutive peptides as crosslinks = ON
deisotope = ON

mixed target/decoy = ON

decoy type = shuffle but keep protease sites

perform decoy analysis = ON

intrapeptidal crosslinks = OFF

dead end crosslinks = OFF

crosslinker = Bpa

protease = trypsin, chymotrypsin (3 missed cleavages)
modifications = static: C to B; variable: M to m (max. 2)

5.3. Mikroskopia krioelektronowa

Do pomiarow mikroskopowych wykorzystalam wariant amyliny z wprowadzong
w jej sekwencje reszta fotosieciujaca Bpa. Bialko rozpuszczatam wedlug procedury
opisanej w podrozdziale 2.1., stosujagc bufor I, a nastgpnie inkubowatam 20 minut
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie probki rozcienczatam do stg¢zenia 45 uM
dodajac do 4,5 pl roztworu amyBpa 5,5 pl roztworu proteasomu w 50 mM Tris o pH 7,6,
zwierajagcym w opcji I: 0,005 % DMSO lub w opcji II: 10 uM bortezomib w 0,005%
wodnym roztworze DMSO. Koncowe st¢zenie proteasomu we wszystkich probkach
wynosito 1 mg/ml, natomiast probki réznily si¢ obecnoscig lub brakiem inhibitora
aktywnosci proteasomu. Obie probki inkubowatam 30 minut w temperaturze pokojowe;j
w celu utworzenia kompleksu migdzy bialkiem a oligomerami. Dla stabilizacji tego
kompleksu probki naswietlatam na lodzie przez 30 minut w insercie szklanym latarkg

o dtugosci fali A 365 nm, oddalong od probki o 4,5 cm.

W czasie inkubacji probek przygotowatam siatki Quantifoil™ R 2/1 Cu200.
W pierwszym etapie przeprowadzitam glow discharge (60 s, 8 mA), a nastepnie na siatki
zostala nalozona warstwa tlenku grafenu. W tym celu 3 pl wodnego roztworu tlenku
grafenu o st¢zeniu 0,2 mg/ml, zostalo naloZone na siatke¢ na minutg. Po tym czasie kropla

zostala usunigta za pomocg papieru, a siatke trzykrotnie przemyto dejonizowana woda
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poprzez jej zanurzanie w kroplach o obj¢tosci 20 pl. Na koniec wszystkie przygotowane
siatki zostaly wysuszone przez 5 minut pod dygestorium. Nast¢pnie z wykorzystaniem
Vitrobota przeprowadzitam aplikacj¢ i blotting probek na siatkach z zachowaniem
nastepujacych parametréw: temperatura 4°C, ilo§¢ probki - 3 pul, wilgotnos¢ 100%,
czas inkubacji — 30 s. Kolejno probki zostaty zamrozone w cieklym etanie. Pomiary
zostaly wykonane na aparacie Glacios Krio-TEM w Narodowym Centrum

Promieniowania Synchrotronowego w Krakowie.

6. Zdolno$¢ proteasomu 20S do trawienia oligomeréw amyliny

6.1. Testy fluorymetryczne z Tioflawing T

Pomiary fluorymetryczne prowadzitam na czarnej ptytce 96-dotkowej z dnem
w ksztalcie litery U (Brand). Amyline przygotowywalam wedlug procedury opisanej
w podrozdziale 2.1., stosujac bufor I. Tioflawina T dodawana byta na poczatku inkubacji
amyliny, bezposrednio na ptytke. Ptytki byly inkubowane przez odpowiednia ilo$¢ czasu,
pozwalajaca na otrzymanie réznych oligomerow amyliny (2, 4, 6, 24 godziny). Inkubacje
prowadzitam zarowno w temperaturze pokojowej, jak i w 37°C. Koncowa obje¢tosé
mierzonej probki wynosita 106 pl, na ktéra sktadato si¢ 90 pl 100 pM amyliny, 6 pl
500 uM roztworu wodnego tioflawiny T oraz 10 ul 200 nM h20S. Po dodaniu proteasomu
obie ptytki inkubowane byly w 37°C. Migdzy pomiarami, podczas inkubacji, plytke
zaklejatam folig samoprzylepna, aby ograniczy¢ parowanie. Pomiar wykonywatam przy
dlugosci fali wzbudzenia A 420 nm, obserwujac emisj¢ przy A 482 nm. Eksperyment

zostal wykonany w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

6.1.1. Testy z aktywatorami

W sposob analogiczny jak testy z samym proteasomem przeprowadzitam tez testy
z dodatkiem jego aktywatorow. Na plytce inkubowatam przez 3 godziny w temperaturze
pokojowej probki amyliny o objetosci 85 ul i stezeniu 50 uM, z dodatkiem 6 pl 500 uM
wodnego roztworu ThT. Nastgpnie dodawalam do nich po 5 pl 100 nM h20S,
inkubowatam 5 minut, po czym dodawalam po 10 upl aktywatoréw odpowiednio w
stezeniach 10, 50, 100 uM w 2% DMSO. Od tego momentu ptytke inkubowatam w 37°C.

Eksperyment zostat wykonany w trzech niezaleznych powtorzeniach.
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6.2. Analizy HPLC

Analizy trawienia oligomeréw amyliny przez proteasom 20S wykonatam
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie
faz na chromatografie Nexera z detektorem PDA i kolumng analityczng Aeris Widepore

C4, 100 mm x 2,1 mm, 3,6 um, 200 A (Phenomenex).

Na podstawie przeprowadzonych wczesniej testow fluorymetrycznych do analiz
HPLC wybratam dwa czasy inkubacji amyliny - 6 godzin w przypadku inkubacji
w temperaturze pokojowej oraz 3 godziny dla 37°C. Amyling o stgzeniu 100 uM
inkubowatam w 20 mM buforze fosforanowym o pH 7,4 zawierajacym 140 mM NaCl
oraz 2% DMSO. Po odpowiednim czasie inkubacji dodawatlam do niej proteasom
w 20 mM Tris o pH 7,6 zawierajacym 5% glicerolu, tak aby koncowe stgzenie enzymu
wynosito 20 nM. Kazdg z probek inkubowatam kolejng godzine lub 24 godziny w 37°C.
Probe kontrolng stanowita amylina przygotowana w ten sam sposéb, ale z dodatkiem
samego buforu Tris. Eksperyment zostal wykonany w trzech niezaleznych

powtorzeniach.

6.3. Elektroforeza Tricine SDS-PAGE oraz western blot

Amyling rozpuszczatam wedlug procedury opisanej w podrozdziale 2.1., stosujac
bufor I. Nastepnie inkubowatam ja przez 1 godzing w temperaturze pokojowej, a po tym
czasie rozcienczytam do st¢zenia 50 uM 1 dodatam 200 nM proteasom w 50 mM Tris
o pH 7,6 zawierajacym 5% glicerolu. Koncowe stezenie enzymu wynosito 10 nM. Po
5 minutach dodatam takze odpowiedni aktywator przygotowany w 10% wodnym
roztworze DMSO, tak aby koncowo wystgpowal w probce w stgzeniu 1, 10 1 50 pM.
Sumaryczne stgzenie DMSO w probkach byto state 1 wynosito 2,6%. Tak przygotowane
probki inkubowatam przez 30 minut w 37°C. Utworzone fragmenty amyliny
ustabilizowalam za pomoca sieciowania PICUP z RuBpy. Do otrzymanych probek
dodawatam 4x stezony bufor obcigzajacy z f-merkaptoetanolem i1 denaturowatam przez
10 minut w 75°C. Probki nanositam po 10 pl na dotek na dwa 10% zele tricynowe
zmniejszym stezeniem soli, ktorych przygotowanie opisaltam w rozdziale 2.9.
Po rozdziale elektroforetycznym jeden z zeli wybarwialam srebrem, a z drugiego
wykonywatam western blot, wedlug protokotu opisanego w rozdziale 3.2.

Jako przeciwciato I-rzedowe wykorzystatam przeciwcialo skierowane na fragment
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sekwencji amyliny (T-4157). Eksperyment zostal wykonany w trzech niezaleznych

powtdrzeniach.

7. Badania wptywu oligomeréw amyliny na aktywno$¢ proteolityczng

h20S

Eksperymenty wykonywatam na proteasomie 20S izolowanym z ludzkich
erytrocytow wedlug procedury opisanej w rozdziale 4. Enzym izolowany byt z r6znych
partii krwi, ktore charakteryzowaly si¢ znaczng zmiennoscig w odniesieniu do zawarto$ci
1 aktywno$ci proteasomu. Wszystkie eksperymenty zostaly wykonane w trzech

niezaleznych powtorzeniach.

7.1. Badania inhibicji

Inhibicyjny wplyw oligomeréw na izolowany h20S weryfikowalam poprzez
pomiar przyrostu fluorescencji, pochodzacej z proteolizy substratu fluorogenicznego
i uwolnienia jego fluorescencyjnej grupy AMC. Im wigksza inhibicja proteasomu, tym
stabsza degradacja substratu i nizsze wartosci przyrostow fluorescencji. Do badania
trzech roznych typow aktywnosci katalitycznej h20S wykorzystywatam odpowiednie
substraty: Suc-LLVY-AMC do aktywnosci chymotrypsynopodobnej (ChT-L), Boc-LRR-
AMC do trypsynopodobnej (T-L) oraz Z-LLE-AMC do kaspazopodobnej (C-L). Pomiary
prowadzilam na czarnej ptytce 96-dotkowej z ptaskim dnem (Costar). Pomiary
wykonywatam w buforze reakcyjnym, ktory w wigkszosci sktadat si¢ z 50 mM Tris-HC1
o pH 8. Objetos¢ koncowa w dotku wynosita 100 pl. Ostateczne stezenie proteasomu
wynosito 0,002 mg/ml, a substratu 100 uM. Oligomery amyliny po odpowiednim czasie
inkubacji wirowatam w 10°C przez 5 minut przy predkosci 5000 rpm, a nast¢pnie
z zastosowaniem reagenta Pierce BCA (ThermoFisher) wyznaczatam st¢zenie amyliny
obecnej we frakcji rozpuszczalnej. Ostateczne stezenie oligomerow amyliny na ptytce
wynosito 0,04-10 uM. Pomiary wykonywatam na spektrofluorymetrze Infinity M200Pro
(Tecan) w godzinnym programie w temperaturze 37°C, podczas ktorego odczyt
fluorescencji nastepowat co 2 minuty. Dtugos¢ fali wzbudzenia dla grupy AMC wynosita
380 nm, a emisji 460 nm. Kazdy z eksperymentéw zostal wykonany z wykorzystaniem
specjalnie opracowanej przez nas wysokowydajnej metody z uzyciem pipety
wielokanatowej. W znaczacy sposob skrocilo to czas przygotowania eksperymentu

W porownaniu z pojedynczym pipetowaniem, co ma istotne znaczenie dla powtarzalnosci
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otrzymanych rezultatow. Przedstawione wyniki zostaly znormalizowane wzgledem

aktywno$ci proteasomu 20S z samym substratem fluorogenicznym.

7.1.1. Latentny h20S

Eksperyment rozpoczynatam od nastawienia inkubacji amyliny w celu uzyskania
jej oligomerycznych form. Amyling przygotowatam wedlug procedury opisanej
w podrozdziale 2.1., stosujac bufor I. Po danym czasie inkubacji sprawdzatam stezenie
frakcji rozpuszczalnej, a nastepnie przygotowywalam za pomoca buforu fosforanowego
odpowiednie rozcienczenie. W badaniach z natywnym proteasomem 20S na plytke
zawierajaca 60 pl buforu reakcyjnego dodawatam 10 pl proteasomu w stezeniu
0,02 mg/ml. Nastgpnie nanositam po 20 pl oligomerow amyliny w zakresie stezen
0,2-50 uM. Na koniec dodawatam 10 pl substratu fluorogenicznego (ChT-L/ T-L/ C-L)
w stezeniu 1 mM. Po dokladnym zamieszaniu zawartosci dotkow przystepowatam do

pomiardw.
7.1.2. Aktywowany h20S

W badaniach inhibicyjnego wptywu zwigzkéw na proteasom czg¢sta praktyka jest
stosowanie SDS w celu wstepnego aktywowania kompleksu proteolitycznego. Obecnosé
tego surfaktanta w odpowiednio niskim stezeniu znana jest z wlasciwosci
destabilizujacych a-bramg¢ proteasomu, co ma wplyw na utatwienie dostgpu substratu do
komory katalitycznej. W celu przeprowadzenia takiego eksperymentu do buforu
reakcyjnego dodatam SDS, tak aby jego koncowe stezenie w dotku wynosito 0,01%.
Schemat przeprowadzania eksperymentu byl taki sam jak opisany w podrozdziale 7.1.1.,

z uzyciem substratu ChT-L.

7.1.3. Oligomery amyliny w buforze zawierajagcym SDS

Obecnos¢ SDS ma wplyw nie tylko na aktywno$¢ proteasomu, ale takze na proces
oligomeryzacji amyliny, poniewaz stabilizuje tworzenie si¢ oligomerycznych form
a- helikalnych. W  przeprowadzonych badaniach zweryfikowatam wpltyw tak
przygotowanych oligomeréw na aktywno$¢ proteasomu 20S. W tym celu amyling
rozpu$citam wedlug procedury opisanej w podrozdziale 2.1., stosujac bufor II. Po danym
czasie inkubacji sprawdzalam stezenie frakcji rozpuszczalnej, a nastgpnie
przygotowywalam za pomocg buforu fosforanowego odpowiednie rozcienczenia.

Do natywnego proteasomu 20S w buforze reakcyjnym dodawatam po 20 ul oligomerow
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amyliny w zakresie st¢zen 0,2-50 uM, tak aby koncowe stezenie SDS w dotku wynosito
0,01%. Na koniec nanositam substrat fluorogeniczny (ChT-L), roztwdr mieszatam

1 prowadzitam pomiar.
7.2. Kinetyka inhibicji

W celu charakteryzacji inhibicyjnego wptywu oligomerow amyliny na proteasom
wyznaczytam kinetyke inhibicji, zarowno dla natywnej proteazy jak i jej formy
aktywowanej za pomoca 0,01% SDS. Eksperyment przeprowadzilam dla amyliny po
2- godzinnej inkubacji, w ostatecznym stezeniu 0,2 uM, 2 uM 1 10 pM. Zastosowatam
dziesig¢ stezen substratu fluorogenicznego Suc-LLVY-AMC. Schemat przeprowadzania

eksperymentu byt zgodny z opisanym w podrozdziale 7.1.1.

7.3. Inhibicyjny wplyw oligomeréw po neutralizacji przeciwciatami A1l

100 uM amyling przygotowalam w sposob standardowy, opisany w podrozdziale 2.1.,
stosujac oba opisane uktady buforowe. Po godzinnej inkubacji biatka w temperaturze
pokojowej dodatam odpowiednio 0,05 pg, 0,1 pg, 0,25 pg przeciwciata All,
rozcienczonego 50 mM Tris o pH 7,6. Probki inkubowatam przez 30 minut
w temperaturze 25°C, a nast¢pnie rozcienczylam 5-krotnie buforem I, opisanym
w podrozdziale 2.1. W celu wyznaczenia wptywu oligomeréw amyliny po zwigzaniu si¢
z przeciwciatem A1l na aktywno$¢ proteolityczng proteasomu 20S przeprowadzitam
opisane w podrozdziale 7.1. badania aktywnos$ci. Na ptytke nanositam 60 pl buforu
reakcyjnego, do ktorego dodawatam 10 pl proteasomu. Nastepnie do roztworu na plytce
przenositam po 20 pl mieszaniny oligomeréw z przeciwcialem i na koniec dodawatam
10 pl substratu fluorogenicznego Suc-LLVY-AMC. Ostateczne stezenia w dotku
wynosity odpowiednio: amyliny - 2 uM; proteasomu - 0,002 mg/ml; SDS - 0,001%;
A1l —10 pg/ml, 0,4 pg/ml, 0,2 pg/ml; substratu - 100 pM.

Rownolegle z opisanym powyzej eksperymentem wykonalam dot blot, aby
potwierdzi¢ oddziatywanie otrzymanej w tych warunkach amyliny z przeciwcialem A11.
Do eksperymentu wykorzystatam membrang Immobilion-E PVDF 0,45 pM (Merck), na
ktora nanositam po 2 pl 100 uM oligomeryzowanej amyliny. Protokot wykonywania dot

blot opisatam w rozdziale 3.1. Stezenie przeciwciala A1l wynosito 0,001 mg/ml.
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8. Badania komoérkowe

8.1. Przygotowanie lizatow komodrkowych (eksperyment przeprowadzony przez

mgr Karoling Trepczyk)

Z ludzkich komoérek HEK293-T inkubowanych na ptytce 96-dotkowe;j
odciggnigto pozywke DMEM, a komorki zostaty przemyte buforem PBS. Nastepnie,
po usuni¢ciu PBS, dodano do nich po 100 ul odpowiednio rozcienczonego buforu
lizujgcego - Reporter Lysis 5x (Promega) - 1 pozostawiono na 15 minut. Po tym czasie
dno i $cianki kazdego z dotkow intensywnie oskrobano za pomoca koncéwki do pipet
automatycznych, a nastepnie przeniesiono otrzymane zawiesiny do jednej eppendorfki.
Kazdy z dotkéw przemyto $wieza porcja buforu lizujacego i dotaczono ten roztwor do
zawiesiny. Zawartos¢ eppendorfki zostala dobrze wymieszana, a nastepnie zwirowana
przez 2 minuty w 4°C przy predkosci 16 000 rpm. Supernatant zostat podzielony na porcje
po 200 ul i dla kazdej z nich zostato zmierzone stezenie biatek za pomoca zestawu Pierce

BCA (ThermoFisher). Tak przygotowane lizaty przechowywane byly w -80°C.

8.2. Inhibicyjny wptyw oligomeréw amyliny w lizacie komérek HEK293-T

Amyling przygotowatam wedtug procedury opisanej w podrozdziale 2.1., stosujac
bufor I 1 inkubowatam w temperaturze pokojowej przez godzing. Nastepnie probki
poddatam wirowaniu w 10°C przez 5 minut przy predkosci 5 000 rpm, sprawdzitam
stezenie frakcji rozpuszczalnej 1 przygotowywalam za pomocag buforu fosforanowego
seri¢ odpowiednich rozcienczen do badan. Lizat komorkowy, przygotowany tak jak to
opisano w podrozdziale 8.1, rozcieficzytam 50 mM buforem Tris o pH 8, tak aby dodajac
na ptytke 60 pl lizatu otrzymywac w koficowej objetosci 100 pl ostateczne stezenie biatek
20 pg/ml. Nastepnie na plytke nanositam po 20 pl oligomeréw amyliny odpowiednio
w stezeniach 1, 10, 50 uM. Kolejno do kazdego dotka dodawatam 10 pl 10% DMSO
w50mM Tris o pH 8. Na koniec dodawatam 10 pl substratu fluorogenicznego
Suc-LLVY-AMC w stezeniu 1 mM. Po doktadnym zamieszaniu zawartosci dotkéw
przystepowatam do pomiaréw. Wykonywalam je zgodnie z opisem z rozdziatu 7.1.,
wydtuzajac czas pomiaru do 90 minut. Eksperymenty zostaly wykonane w trzech

niezaleznych powtdrzeniach.
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8.3. Znoszenie inhibicyjnego wptywu oligomerdéw amyliny w lizacie komorek

HEK293-T przez aktywatory proteasomu

Amyling oraz lizat komorkowy przygotowywalam w sposdb opisany
w podrozdziatach 8.1. i 8.2. Na plytke nanositam po 20 pl oligomeréw amyliny
w stezeniu 50 uM. Po 5 minutach inkubacji do kazdego dotka dodawalam po 10 pl
100 pM aktywatoréw przygotowanych w 10% roztworze wodnym DMSO. Na koniec
dodawatam 10 pl substratu fluorogenicznego Suc-LLVY-AMC w stezeniu 1 mM.
Po doktadnym zamieszaniu zawarto$ci dolkow przystepowatam do pomiarow.
Wykonywatam je zgodnie z opisem z rozdzialu 7.1., wydhluzajac czas pomiaru do

90 minut. Eksperymenty zostaly wykonane w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

8.4. Cytotoksycznos¢ oligomerdéw amyliny wzgledem komorek HEK293-T

Oligomery amyliny otrzymywatam poprzez jej rozpuszczanie wedlug procedury
opisanej w podrozdziale 2.1., stosujac bufor I, a nastepnie inkubacje w temperaturze
pokojowej przez 1, 4 1 24 godziny. Nastepnie sprawdzatam stezenie frakcji rozpuszczalnej
1 przygotowywatam za pomoca buforu fosforanowego seri¢ rozcienczen: 100, 80, 20,
2 uM. Ludzkie komoérki HEK293-T w liczbie 7 tysiecy na dotek byty inkubowane
w pozywce DMEM w 37°C przez 2 dni od momentu ich wysiania. Bezpo$rednio przed
dodaniem oligomerow amyliny usuwatam pozywke z kazdego z dotkow, a nastepnie
dodawatam do kazdego dotka po 100 pl amyliny rozcienczonej w DMEM do st¢zenia
odpowiednio 10, 8, 2 1 0,2 pM. Zwiagzki inkubowatam z komoérkami przez 2 godziny
w 37°C. Nastepnie po usunig¢ciu roztworu dodawatam po 250 pl na dotek 5 mg/ml
bromku metylotiazolilodifenylotetrazoliowego (MTT) w PBS 1 inkubowatam kolejne
4 godziny w 37°C. Po tym czasie roztwor z dotkéw usuwatam, a krysztaty wytragcone
w kazdym z dotkow rozpuszczalam przez noc w 150 pl DMSO. Plytke zabezpieczatam
przed dostgpem $wiatta. Pomiar absorbancji wykonywalam na spektrofluorymetrze
Infinity M200 Pro (Tecan) przy dwoch dtugosciach fali A 570 nm (1) oraz A 690 nm (2).
Eksperyment wykonalam w trzech niezaleznych powtdrzeniach. Uzyskane wyniki
powstaty na podstawie obliczenia réznicy miedzy zmierzonymi absorbancjami (2-1),

a nastgpnie ich normalizacji wzglgdem wynikow dla samej pozywki z komorkami.
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9. Peptydomimetyczne modulatory oparte na sekwencji naturalnego

aktywatora 11S

9.1. Synteza aktywatorow 11S za pomocg automatycznego syntezatora

mikrofalowego Liberty Blue (CEM)

Wszystkie syntezy prowadzone byly w skali 0,1 mmol w atmosferze azotu.
Acylowanie wykonywatam wedtug standardowej procedury w 90°C przez 2 minuty przy
uzyciu 5 eq. Fmoc-aminokwasu, 5 eq. DIC oraz 5 eq. Oxyma w stosunku do masy
1 stopnia osadzenia zywicy. Dla reszty aminokwasowej Fmoc-Arg(Pbf)-OH acylowanie
prowadzitam dwukrotnie. Odszczepienie grupy Fmoc nastepowato w 20% roztworze
piperydyny w DMF w temperaturze 90°C przez 1 minut¢. Do wszystkich syntez jako
nos$nik staty wykorzystatam zywice TentaGel R RAM o stopniu osadzenia 0,2 mmol/g.

9.2. Manualne przytaczanie kwasu bromooctowego do N-koncowej grupy

aminowe;j

0,25 g peptydylozywicy namoczytam w DMF. W eppendorfce o objetosci 5 ml
wymieszatam 2 ml 2 M kwasu bromooctowego z 2 ml 1 M roztworu DIC w DMF.
Po delikatnym zmg¢tnieniu mieszaniny dodatam ja do odsaczonej peptydylozywicy

1 wytrzgsalam przez 3 godziny. Na koniec zywice przemytam 3-krotnie DMF.

9.3. Zdejmowanie ostony Mtt z grup tiolowych

Przygotowatam mieszaning odszczepiajaca ostong¢ Mtt zlozong z 2% TFA
1 5% TIPS, rozpuszczonych w DCM. Do peptydylozywicy dodawatam porcjami wyzej
opisang mieszaning, az do uzyskania z6ltej barwy, co $wiadczylo o uwalnianej grupie
Mtt. Nastepnie ziarna zywicy przemywatam tak dlugo, az usuwany roztwor byt
bezbarwny. Wymagato to okoto 12 powtdrzen. Na koniec zywicg¢ przemytam 3-krotnie

DCM, a takze DMF.

9.4. Cyklizacja tioeterowa

Do utworzenia cyklicznej formy peptydu wykorzystalam mieszaning ztozong
z 1,5 eq. HCTU oraz 2 eq. DIPEA, rozpuszczonych w DMF, w ktérej wytrzasatam
peptydylozywice przez noc. Na zakonczenie zywice przemylam 3-krotnie DMF

oraz metanolem.
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9.5. Odszczepianie peptydow z zywicy

Wysuszong po syntezie peptydylozywice umieszczalam w odpowiedniej
mieszaninie odszczepiajacej (10 ml/ 1g zywicy) na okoto 2-4,5 godziny. Dhugo$¢ czasu
odszczepiania peptydu i1 sklad zmiataczy karbokationow byl zalezny od sekwencji
aminokwasowej. Dla zwigkszenia efektywnosci procesu naczynie reakcyjne
umieszczone byto na wytrzasarce z ruchem drgajacym. Po odszczepieniu peptydu zywice
odsgczatam, odparowywatam nadmiar TFA, a surowy produkt stragcalam zimnym eterem
dietylowym. W kolejnym etapie zawiesing wirowatam w temperaturze 4°C przez
15 minut przy predkosci 4 000 rpm, a otrzymany supernatant odrzucalam. Procedure
dodawania $wiezej porcji zimnego Et2O 1 wirowania powtarzatam jeszcze 2-krotnie.
Po ostatnim etapie osad osuszatam w celu usuni¢cia pozostatosci eteru, rozpuszczatam

w wodzie 1 pozbywatam si¢ rozpuszczalnika w procesie liofilizacji.
Sktad mieszanin odszczepiajacych:

1. 85% TFA, 2,5% TIPS, 5% H>0, 5% fenol, 2,5% tioanizol
2. 92,5% TFA, 5% TIPS, 2,5% H20

Tabela 13. Sekwencje zsyntezowanych peptydomimetyk6éw oraz warunki otrzymywania ich w postaci
surowych produktéw.

Nazwa Mieszanina Czas Masa surowego

zwigzku odszczepiajaca odszczepiania [h]  produktu [mg]
11S 5 1 3,5 235
11S 6 1 3,5 271
11S 7 1 4,5 215
11S 9 2 2 124
11S 10 2 2 120

9.6. Cyklizacja CLIPS

W kolbie znajdujacej si¢ na mieszadle magnetycznym umie$citam 50 mg

nieoczyszczonego, liniowego prekursora peptydu 11S 6 irozpuscitam go w wodzie
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MilliQ do stezenia 0,5 mM. Nastepnie dodatam 2,5 eq. dibromo-p-ksylenu
rozpuszczonego w ACN do stgzenia 10 mM. Za pomoca papierka wskaznikowego
sprawdzitam pH roztworu, a nast¢pnie podniostam je do wartosci ok. 7,5 za pomocg 1 M
wodorowegglanu amonu. Reakcj¢ prowadzitam przez 3 godziny, monitorujac jej postep
za pomoca HPLC. Przerwanie reakcji przeprowadzitam obnizajac pH roztworu do 4
zapomoca 2% wodnego roztworu TFA. Mieszaning przesaczylam przez filtr

strzykawkowy 0,45 pm i poddatam oczyszczaniu.

9.7. Oczyszczanie i charakterystyka zwigzkoéw

Otrzymane peptydomimetyki oczyszczane byly za pomoca wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w fazach odwroconych w gradiencie linowym,
przy wykorzystaniu ~ semipreparatywnego  chromatografu  cieczowego  K1001
z detektorem UV K2500 (Knauer) z detekcja przy dlugosci fali A 223 nm. Do rozdziatow
uzywane byly nastgpujace kolumny:

1. Jupiter Proteo C12, 250 mm x 21,2 mm, 4 um, 90 A (Phenomenex)
2. Kinetex C18, 250 mm x 21,2 mm, 5 pm, 100 A (Phenomenex)
3. Kromasil C8, 250 mm x 10 mm, 5 pm, 100 A (Kromasil)

Do sprawdzenia czysto$ci surowych i oczyszczonych produktow wykorzystany
zostat chromatograf HPLC z detektorem PDA (Shimadzu) z kolumng analityczna Aeris
Peptide XB-C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 um, 100 A (Phenomenex). Analizy
przeprowadzitam w trwajacym 15 minut gradiencie liniowym 100% A — 100% B przy
statym przeptywie rozpuszczalnikoéw 0,5 ml/min. Uklad A stanowita woda z 0,1%
dodatkiem TFA, natomiast uktadem B byl 80% ACN zawierajacy 0,1% TFA. Ponadto
zwiazki zostaty scharakteryzowane za pomocg spektrometrii mas MALDI TOF Biflex 111
(Bruker) z matrycag DHB.
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Tabela 14. Warunki oczyszczania oraz charakterystyka otrzymanych zwiazkéw 11S. Oczyszczania poszczegolnych zwiazkow prowadzone byly w uktadach A
i B zawierajacych jako przeciwjony aniony TFA w stezeniu 0,1% oraz wskazang w tabeli ilo§¢ acetonitrylu.

Warunki oczyszczania Charakterystyka
Nazwa Uklad A Uklad B Kolumna Hos¢ Ilo$¢ oczyszczonego Czas M cz. M cz.
zwiazku %ACN  %ACN surowego produktu [mg] retencji obliczona wyznaczona
produktu [min] [Da] [Da]
[mg]
1S _1* 10 40 1 100 23 5,57 3033,610 3037,698
11S 2* 10 35 2 120 27 5,76 3015,654 3016,922
11S_3* 10 30 2 163 21 5,47 3057,659 3058,362
11S_4%* 10 35 2 125 24,5 5,82 3026,671 3028,630
11S 5 0 45 2 85 49 6,58 3177,756 3178,027
11S 6 0 50 2 50 7 5,85 3198,651 3198,684
11S 7 0 40 2 65 18 6,01 3084,713 3084,882
11S_8*
orzed click 15 35 2 100 12 - - -
11S_8* 10 40 3 6 1 6,21 3193,715 3195,422
11S 9 0 40 2 124 10,5 5,57 3088,662 3089,501
11S 10 0 60 3 29 5 6,31 3087,652 3088,895

* zwiazki zsyntezowane przez dr Matgorzate Gizynska
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9.8. Badania wptywu analogdéw 11S na aktywnos$¢ proteasomu 20S

Zdolnos¢ otrzymanych zwigzkéw do modulowania aktywnosci izolowanego h20S
weryfikowalam poprzez pomiar przyrostu fluorescencji, pochodzacej z proteolizy
substratu fluorogenicznego i uwolnienia jego fluorescencyjnej grupy AMC. Do badania
dwoch podstawowych typow aktywnosci katalitycznej h20S  wykorzystatam
odpowiednie substraty: Suc-LLVY-AMC do zbadania aktywnosci
chymotrypsynopodobnej oraz Boc-LRR-AMC do aktywnosci trypsynopodobne;.
Pomiary prowadzitam na czarnej ptytce 96-dotkowej z ptaskim dnem (Costar). Pomiary
wykonywatam w buforze reakcyjnym, na ktory w wiekszosci sktadat sie¢ 50 mM Tris
o pH 8. Objetos¢ koncowa w dotku wynosita 100 ul. Ostateczne stezenie proteasomu
w kazdym dotku wynosito 0,002 mg/ml, a substratu 100 puM. Zwiazki badatam
w stezeniach: 1, 2,5, 5, 10, 50 uM. Pomiary wykonywatam na spektrofluorymetrze
Infinity M200Pro (Tecan) w godzinnym programie w temperaturze 37°C, podczas
ktorego odczyt fluorescencji nastgpowat co 2 minuty. Diugos¢ fali wzbudzenia dla grupy
AMC wynosita 380 nm, a emisji 460 nm. Przedstawione wyniki zostaly znormalizowane

wzgledem aktywnosci proteasomu 20S z samym substratem fluorogenicznym.

171



Summary

Amyloidoses are a group of diseases directly related to abnormalities in the metabolism
of misfolded proteins, often resulting from defects in degradative machinery. Proteolytic
systems controlling protein homeostasis include the 20S proteasome. In the physiological
state, it is an important component of the proteasome pool, and under conditions
of oxidative stress, when it is additionally released by dissociation of the 26S complex,
it is the main proteolytic form that has to deal with the increasing amount of damaged
proteins showing aggregation tendencies. Unfortunately, under these conditions,
the activity of the 20S proteasome is usually inhibited. For many years it was thought that
fibrillar forms of proteins were responsible for the observed inhibition. The current
approach assumes that soluble oligomers, which precede fibrillar deposits in the
aggregation pathway, are the most toxic to cells. Their causal role in proteasome
inhibition has been discovered in the case of Alzheimer's disease-associated A peptide,
Parkinson's disease-associated a-synuclein, and mutant huntingtin, whose deposits have
been found in Huntington's disease patients. Blocked by soluble oligomers,
the proteasomal system loses its biological activity, resulting in the accumulation
of cytotoxic oligomers and their subsequent transformation into protofibrils, fibrils
and then amyloid fibrils. According to research by Smith's group [1], AB 1-42 oligomers
inhibit the activity of the 20S proteasome in an allosteric manner. These researchers also
showed that short peptides encompassing the C-terminal motif of HbYX, characteristic

of natural protein activators, can stimulate the AP oligomer-inhibited 20S proteasome.

Because amyloid deposits have been observed in most diabetic patients, type 2 diabetes
has begun to be considered in the context of amyloidosis. The hallmark of amyloidosis
is the accumulation of cytotoxic aggregates, which in the case of type 2 diabetes are
deposited mainly in the pancreas, and consist of amylin molecules, also known as IAPP.
IAPP is a 37-residue peptide with stronger aggregation propensity than AP. In addition
to sharing amyloidogenic properties, the two peptides share biochemical characteristics,
suggesting also a common pathogenic mechanism. For the AP peptide, it is already known

that the 20S proteasome is involved in this mechanism.
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Therefore, the main goal of this dissertation was to characterize the oligomerization
process of human amylin and investigate whether the accumulation of its oligomeric
forms can be prevented by activating a proteolytic system based on the 20S

proteasome.

To achieve my goals, I needed significant amounts of human amylin, so in the first step
I synthesized this protein and then optimized the approach to study its oligomerization.
To characterize the oligomeric forms, I applied both native and denaturing conditions,
stabilizing the resulting oligomers using chemical crosslinking and photocrosslinking.
In the next step, I examined the strength of interaction of fractions containing soluble
amylin oligomers with the 20S proteasome isolated from human blood. The determined
EC50 values, indicating a strong interaction between these molecules, were the starting
point for trying to determine the site of their interaction. To this end, I also synthesized
amylin variants with a photocrosslinking residue or fluorophores. To determine
the binding site of the oligomers to the proteasome, I used two independent techniques:
mass spectrometry and electron cryomicroscopy. Referring to the results presented by
Smith's group, I also set out to verify the effect of amylin oligomers on the proteolytic
activity of the 20S proteasome. To this end, I conducted a series of experiments using
commercially available fluorogenic substrates, confirming the inhibitory effect of the
oligomers on h20S, as well as determining the kinetics of inhibition. I also performed
tests with the A1l antibody. The results obtained by Smith's group [1] indicate that
fractions of oligomers interacting with the A11 antibody are responsible for the inhibitory
effect on 20S proteasome activity. Similar experiments conducted for amylin proved that,
unlike the AP oligomers, interaction of the amylin oligomers with the antibody does not
block their ability to inhibit h20S. Using peptidomimetics from our pool of top activators,
I proved that it is possible to overcome h20S inhibition by oligomers. I carried out the
above study not only on isolated 20S proteasome, but also on lysate of human HEK293-
T cells. In addition, I verified the cytotoxicity of fractions containing low molecular
weight amylin oligomers against the above cell line. In the next step, | demonstrated that
low-molecular-weight amylin oligomers can be a substrate for the 20S proteasome,
and that the activating compounds we possess are able to stimulate their proteolysis.
The results of the presented studies shed new light on the mechanisms that may contribute
to the development of type 2 diabetes. Considering this disease entity in the context

of amyloidosis makes it appropriate to include methods of preventing protein aggregation
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in its therapy. The efficacy of peptidomimetic activators based on a fragment of the BIm10
protein, which I have demonstrated, may provide a good basis for the development of new
therapies for the treatment of amyloidosis associated with type 2 diabetes, and thus reduce

the negative consequences of this disease.
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Streszczenie

Amyloidozy to grupa choréb bezposrednio zwigzanych z nieprawidlowosciami
w przemianach btednie sfatldowanych bialek, czesto wynikajacymi z wadliwosci
systemow degradacyjnych. Do proteolitycznych uktadow kontroli homeostazy biatkowej
zaliczy¢ mozna proteasom 20S. W stanie fizjologicznym stanowi on istotny sktadnik puli
proteasomow, a w warunkach stresu oksydacyjnego, gdy dodatkowo uwalniany jest
w wyniku dysocjacji kompleksu 26S, stanowi gtowng forme proteolityczng, ktdéra musi
si¢ zmierzy¢ z rosngcg ilo$cig wykazujacych tendencje agregacyjne uszkodzonych biatek.
Niestety, w tych warunkach aktywno$¢ proteasomu 20S jest zwykle hamowana.
Przez wiele lat uwazano, ze za obserwowang inhibicje¢ odpowiadajg fibrylarne formy
biatek. W obecnym podejéciu zaktada si¢, ze najbardziej toksyczne dla komorek sa
rozpuszczalne oligomery, ktore poprzedzaja fibrylarne zlogi na szlaku agregaciji.
Ich przyczynowa role w hamowaniu proteasomu odkryto w przypadku peptydu AP
zwigzanego z choroba Alzheimera, a-synukleiny zwigzanej z chorobg Parkinsona oraz
zmutowanej huntingtyny, ktorej ztogi stwierdzono u osob cierpigcych na chorobe
Huntingtona. Zablokowany przez rozpuszczalne oligomery system proteasomalny traci
swoja aktywno$¢ biologiczna, co skutkuje gromadzeniem si¢ cytotoksycznych
oligomerow, a nastgpnie ich przeksztatcaniem w protofibryle, fibryle, a nastgpnie widkna
amyloidowe. Wedlug badan grupy Smitha [1] oligomery AP 1-42 hamuja aktywno$¢
proteasomu 20S w sposob allosteryczny. Badacze ci wykazali rowniez, ze krotkie
peptydy obejmujace C-koncowy motyw HbYX, charakterystyczny dla naturalnych
aktywatorow biatkowych, moga stymulowa¢ zahamowany dzialaniem oligomerow A
proteasom 20S.

Z uwagi na fakt, ze u wigkszosci pacjentow cukrzycowych zaobserwowano ztogi
amyloidowe, cukrzyce typu 2 zaczgto rozpatrywaé w kontekscie amyloidozy. Cechg
charakterystyczng amyloidoz jest gromadzenie si¢ cytotoksycznych agregatoéw, ktore
w przypadku cukrzycy typu 2 odktadaja si¢ gtownie w trzustce, a skiadaja z czasteczek
amyliny, zwanej takze IAPP. IAPP to 37-resztowy peptyd o silniejszych wiasciwosciach
agregacyjnych niz AB. Oprdocz wspdlnych wiasciwosci amyloidogennych, te dwa peptydy
posiadaja rowniez wspdlne cechy biochemiczne, co sugeruje wspdlny mechanizm
patogenny. Dla peptydu AP wiadome juz jest, Ze w tym mechanizmie uczestniczy

proteasom 20S.
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Dlatego glownym celem tej pracy doktorskiej bylo scharakteryzowanie
procesu oligomeryzacji ludzkiej amyliny i zbadanie, czy akumulacji jej form
oligomerycznych mozna zapobiec poprzez aktywacje¢ ukladu proteolitycznego
opartego na proteasomie 20S.

Do osiggnigcia zatozonych celéw potrzebowalam znacznych ilosci ludzkiej
amyliny, dlatego w pierwszym etapie zsyntetyzowalam to biatko, a nastgpnie
zoptymalizowatam proces badania jego oligomeryzacji. Aby scharakteryzowac
utworzone formy oligomeryczne, zastosowalam zaré6wno warunki natywne, jak
1 denaturujace, dla ustabilizowania powstajacych oligomeréw wykorzystujac sieciowanie
chemiczne i fotosieciowanie. W kolejnym kroku zbadalam sit¢ interakcji frakcji
zawierajacych rozpuszczalne oligomery amyliny z proteasomem 20S wyizolowanym
z ludzkiej krwi. Okreslone warto$ci EC50, wskazujace na silng interakcje¢ pomigdzy tymi
czasteczkami, stanowity punkt wyjécia do proby okreslenia miejsca ich wzajemnego
oddziatywania. W tym celu zsyntetyzowatam roéwniez warianty amyliny z reszta
fotosieciujacg lub fluoroforami. Do ustalenia miejsca wigzania oligomerow do
proteasomu wykorzystatam dwie niezalezne techniki: spektrometri¢ masowa
1 kriomikroskopi¢ elektronowa. Odwotujac si¢ do wynikéw badan przedstawionych przez
grupe Smitha [1], postanowitam tez zweryfikowa¢ wplyw oligomeréw amyliny na
aktywnos$¢ proteolityczng proteasomu 20S. W tym celu przeprowadzitam szereg badan
z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnych substratéw fluorogenicznych, potwierdzajac
hamujace dziatanie oligomerow na h20S, a takze okreslajagc kinetyke inhibicji.
W kolejnym etapie wykonalam testy majace na celu przezwyci¢zenie tej inhibicji przy
wykorzystaniu peptydomimetykéw z puli naszych najlepszych aktywatorow. Powyzsze
badanie przeprowadzitam nie tylko na izolowanym proteasomie 208, ale takze na lizacie
ludzkich komoérek HEK293-T. Ponadto zweryfikowatam cytotoksyczno$¢ frakeji
zawierajacych oligomery amyliny o matej masie czgsteczkowej w stosunku do powyzszej
linii komorkowe;.

W odniesieniu do wynikéw badan uzyskanych przez grupe Smitha [1]
przeprowadzilam réwniez eksperymenty z przeciwcialem All. Zaprezentowane wyniki
w tej pozycji literaturowej wskazuja, ze frakcje oligomerow oddziatujacych
z przeciwciatem A1l odpowiadajg za hamujacy wptyw na aktywnos$¢ proteasomu 20S.
Podobne eksperymenty przeprowadzone dla amyliny dowiodty, ze w jej przypadku
oddziatywanie z przeciwciatem nie blokuje zdolnosci oligomeréw do inhibicji h20S.

Ponadto wykazalam, ze oligomery amyliny o niskiej masie czasteczkowej moga byc¢
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substratem dla proteasomu 20S, a posiadane przez nas zwigzki aktywujace sa w stanie
stymulowac ich proteolizg.

Wyniki zaprezentowanych badan rzucajag nowe $wiatto na mechanizmy, ktore
moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju cukrzycy typu 2. Rozpatrywanie tej jednostki
chorobowej w kontekscie amyloidozy sprawia, ze w jej terapii nalezaloby uwzglednié
metody zapobiegania agregacji bialek. Wykazana przeze mnie skuteczno$¢
peptydomimetycznych aktywatorow opartych na fragmencie bialka Blm10 moze
stanowi¢ dobre podtoze dla opracowywania nowych terapii w leczeniu amyloidozy

zwigzanej z cukrzyca typu 2, a tym samym zmniejszy¢ negatywne skutki tej choroby.
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