STRESZCZENIE

Amyloidozy to grupa chorob bezposrednio zwigzanych z nieprawidlowosciami w przemianach
btednie sfatdowanych bialek, czesto wynikajacymi z wadliwosci systemoéw 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
gléwng forme proteolityczng, ktora musi si¢ zmierzy¢ z rosngcg iloscig wykazujacych tendencje
agregacyjne uszkodzonych biatek. Niestety, w tych warunkach aktywno$¢ proteasomu 20S jest
zwykle hamowana. Przez wiele lat uwazano, ze za obserwowang inhibicje¢ odpowiadajg
fibrylarne formy bialek. W obecnym podejsciu zaklada si¢, Zze najbardziej toksyczne dla
komorek sg rozpuszczalne oligomery, ktore poprzedzaja fibrylarne zlogi na szlaku agregacji.
Ich przyczynowa rolg w hamowaniu proteasomu odkryto w przypadku peptydu A zwigzanego
z chorobg Alzheimera, o-synukleiny zwigzanej z choroba Parkinsona oraz zmutowanej
huntingtyny, ktorej zlogi stwierdzono u oséb cierpiacych na chorob¢ Huntingtona.
Zablokowany przez rozpuszczalne oligomery system proteasomalny traci swoja aktywnos¢
biologiczng, co skutkuje gromadzeniem si¢ cytotoksycznych oligomerow, a nastepnie ich
przeksztatcaniem w protofibryle, fibryle, a nastgpnie widkna amyloidowe. Wedtug badan grupy
Smitha [1] oligomery AP 1-42 hamuja aktywnos$¢ proteasomu 20S w sposéb allosteryczny.
Badacze ci wykazali rowniez, ze krotkie peptydy obejmujace C-koficowy motyw HbYX,
charakterystyczny dla naturalnych aktywatorow biatkowych, moga stymulowa¢ zahamowany
dziataniem oligomerow A proteasom 20S.

Z uwagi na fakt, ze u wigkszosci pacjentow cukrzycowych zaobserwowano zlogi
amyloidowe, cukrzyce typu 2 zaczgto rozpatrywa¢ w kontekscie amyloidozy. Cecha
charakterystyczng amyloidoz jest gromadzenie si¢ cytotoksycznych agregatow, ktore
w przypadku cukrzycy typu 2 odktadaja si¢ gldéwnie w trzustce, a sktadaja z czasteczek amyliny,
zwanej takze IAPP. IAPP to 37-resztowy peptyd o silniejszych wlasciwosciach agregacyjnych
niz AB. Oprocz wspolnych wlasciwosci amyloidogennych, te dwa peptydy posiadaja réwniez
wspolne cechy biochemiczne, co sugeruje wspdlny mechanizm patogenny. Dla peptydu AP
wiadome juz jest, ze w tym mechanizmie uczestniczy proteasom 20S.

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



Do osiagnigcia zatozonych celow potrzebowatam znacznych ilosci ludzkiej amyliny,
dlatego w pierwszym etapie zsyntetyzowatam to biatko, a nastgpnie zoptymalizowatam proces
badania jego oligomeryzacji. Aby scharakteryzowaé utworzone formy oligomeryczne,
zastosowatam zar6wno warunki natywne, jak i denaturujgce, dla ustabilizowania powstajacych
oligomeréw wykorzystujac sieciowanie chemiczne i fotosieciowanie. W kolejnym kroku
zbadalam sile interakcji frakcji zawierajacych rozpuszczalne oligomery amyliny z
proteasomem 20S wyizolowanym z ludzkiej krwi. Okre§lone wartosci EC50, wskazujace na
silng interakcje pomig¢dzy tymi czasteczkami, stanowity punkt wyjscia do proby okreslenia
miejsca ich wzajemnego oddziatywania. W tym celu zsyntetyzowatam rowniez warianty
amyliny z resztg fotosieciujacg lub fluoroforami. Do ustalenia miejsca wigzania oligomeréw do
proteasomu wykorzystatam dwie niezalezne techniki: spektrometri¢ masowa i kriomikroskopig
elektronowa. Odwotujac si¢ do wynikdw badan przedstawionych przez grupe Smitha [1],
postanowitam tez zweryfikowa¢ wpltyw oligomeréw amyliny na aktywnos$¢ proteolityczng
proteasomu 20S. W tym celu przeprowadzilam szereg badan z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnych substratow fluorogenicznych, potwierdzajac hamujace dziatanie oligomeréow na
h20S, a takze okres$lajac kinetyke inhibicji. W kolejnym etapie wykonatam testy majace na celu
przezwycigzenie tej inhibicji przy wykorzystaniu peptydomimetykow z puli naszych
najlepszych aktywatorow. Powyzsze badanie przeprowadzitam nie tylko na izolowanym
proteasomie 20S, ale takze na lizacie ludzkich komérek HEK293-T. Ponadto zweryfikowatam
cytotoksycznos$¢ frakcji zawierajacych oligomery amyliny o malej masie czasteczkowej w
stosunku do powyzszej linii komorkowe;.

W odniesieniu do wynikdéw badan uzyskanych przez grupe Smitha [1] przeprowadzitam
rowniez eksperymenty z przeciwcialem All. Zaprezentowane wyniki w tej pozycji
literaturowej wskazuja, ze frakcje oligomerow oddziatujacych zprzeciwciatem All
odpowiadaja za hamujacy wplyw na aktywnos$¢ proteasomu 20S. Podobne eksperymenty
przeprowadzone dla amyliny dowiodty, ze w jej przypadku oddziatywanie z przeciwciatem nie
blokuje zdolnosci oligomerdéw do inhibicji h20S. Ponadto wykazatam, ze oligomery amyliny o
niskiej masie czgsteczkowej moga by¢ substratem dla proteasomu 20S, a posiadane przez nas

zwigzki aktywujace sg w stanie stymulowac ich proteolizg.



Wyniki zaprezentowanych badan rzucaja nowe $wiatlo na mechanizmy, ktore moga
przyczynia¢ si¢ do rozwoju cukrzycy typu 2. Rozpatrywanie tej jednostki chorobowej w
kontek$cie amyloidozy sprawia, ze w jej terapii nalezatoby uwzgledni¢ metody zapobiegania
agregacji biatek. Wykazana przeze mnie skuteczno$¢ peptydomimetycznych aktywatoréw
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.

[1] T. A. Thibaudeau et al., ‘A common mechanism of proteasome impairment by

neurodegenerative disease-associated oligomers’, Nature Communications, 9 (2018) 1-14






