Streszczenie

Ludzkie osoczowe biatko amyloidu A (hSAA) jest niewielkim, zbudowanym ze 104
reszt aminokwasowych biatkiem, ktére w warunkach fizjologicznych wystepuje gtéwnie
w formie oligomeryczej. Petni ono istotng funkcje m.in. w odpowiedzi na stan zapalny,
a takze w transporcie i metabolizmie cholesterolu. Nadal jednak nie wiadomo, czy jest to
gtdwna rola tego biatka. Srednie stezenie SAA w osoczu/surowicy zdrowego cztowieka
wynosi okoto 3 mg/l. Drastycznie zmienia sie ono w odpowiedzi na urazy, stany zapalne czy
infekcje, wzrastajagc nawet 1000-krotnie. Tak duze nagromadzenie czasteczek SAA
W organizmie sprzyja taczeniu sie ich i tworzeniu agregatow amyloidowych. Agregaty te
odktadajg sie jako ztogi zewnatrzkomorkowe w rdézinych narzadach, powodujac ich
obcigzenie, czego skutkiem jest ich dysfunkcja, a w ostatecznos$ci nawet obumieranie.

Poniewaz natywna forma biatka jest dos¢ stabilna i trudno jest na niej prowadzic¢
badania agregacyjne, zdecydowatam sie na uzycie do badan mniej stabilnej izoformy,
w ktérej proces oligomeryzacji/agregacji przebiegat znacznie szybciej. lzoforma ta ma
dodatkowg resztg metioniny na N-konicu (MetSAA1.1). Przedstawione w pracy badania
weryfikujg i uzupetniajg dostepne w literaturze informacje odnosnie mozliwego mechanizmu
agregacji tej izoformy. Wykorzystujac natywnga elektroforeze pokazatam jak wiele form
oligomerycznych bierze udziat w procesie agregacji biatka. Ponadto stosujac fluorescencje
wewnetrznych jak i zewnetrznych barwnikéw florescencyjnych udowodnitam, ze podczas
agregacji nastepujg istotne przeksztatcenia strukturalne w biatku.

Gtéwnym celem mojej pracy doktorskiej byto uzyskanie skutecznego inhibitora
fibrylizacji/agregacji biatka SAA. W rozprawie przedstawitam 24 matoczasteczkowe zwigzki
jako potencjalne inhibitory procesu fibylizacji silnie amyloidogennego fragmentu 1-27 SAA
(SAA1-27). Zaprojektowatam je w oparciu o N-koricowa sekwencje biatka SAA (RSFFS) oraz
sekwencje peptydu B-amyloidowego (KLVFF). Zgodnie z zatozeniem peptydy te miaty
oddziatywac¢ z rdzeniem amyloidogennym znajdujgcym sie na N-koricu SAA i tym samym
blokowa¢ ten fragment, zapobiegajac agregacji biatka. Badania wykonane w ramach pracy
doktorskiejwykazaty, ze wiekszos¢ zaprojektowanych matoczgsteczkowych zwigzkéw byta

w stanie hamowac proces fibrylizacji SAA1-27. Z puli inhibitoréw do dalszych badan, juz na



catym biatku, wybratam tylko jeden zwigzek, saa3Dip, ktéry w pozycji 3 zawierat niebiatkowy
aminokwas, B,B-difenyloalanine.

Wyniki eksperymentéw z uzyciem izoformy MetSAA1.1 pokazujg, ze zwigzek saa3Dip
hamuje agregacje réwniez catego biatka. Wyniki z zastosowanych w pracy doktorskiej
technik fizykochemicznych, sugerujg, iz inhibitor jest w stanie wptyngé¢ stabilizujgco na
niektére elementy natywnej drugorzedowej struktury oraz wptynaé¢ na natywng strukture
trzeciorzedowg biatka. Wykonane badania pokazujg, ze saa3Dip wptywa réwniez w istotny
sposdb na wielko$¢ tworzonych oligomeréw/agregatéow oraz ich morfologie. Dodatkowo
rezultaty uzyskane z badania frakcji rozpuszczalnej pokazujg, ze biatko ulega czesciowo
reakcji hydrolizy w warunkach inkubacji. Hydroliza biatka wydaje sie zachodzi¢ szybciej
w obecnosci inhibitora agregacji, saa3Dip. Bardzo prawdopodobnym jest wiec,
iz oddziatywanie MetSAA1.1 z saa3Dip sprzyja eksponowaniu fragmentow sekwencji biatka
wrazliwych na reakcje hydrolizy.

W ramach pracy doktorskiej podjetam réwniez prébe uzyskania biatka MetSAA1.1
za pomocg natywnej chemicznej ligacji. Metoda ta jest oparta na chemoselektywnym
potgczeniu dwoch peptyddw natywnym wigzaniem peptydowym. Reakcja ta wymaga
odpowiednich dwéch peptyddw, w jednym na C-koricu musi znajdowac sie aktywny tioester,
za$ w drugim na N-koncu wolna grupa cysteiny. W sekwencji aminokwasowej SAA nie ma
cysteiny , dlatego tez potrzebny byt dodatkowy etap, etap desulfuryzacji cysteiny, aby
odtworzy¢ natywnie wystepujgcg w sekwencji alanine. Natywng chemiczng ligacje biatka
MetSAA1l.1 przeprowadzitam poprzez potgczenie dwdch fragmentéow polipeptydowych:
-1-44 oraz 45-104. Zsyntezowane fragmenty peptydowe przeksztatcitam odpowiednio na
C- lub N-koncu, aby mozliwe byto ich chemoselektywne potaczenie. Wykorzystujgc CD, FTIR-
ATR oraz natywng elektroforeze udowodnitam, ze biatko uzyskane tg metodg jest zdolne to
tworzenia natywnej struktury oraz natywnych form oligomerycznych. Opracowana przeze
mnie metoda syntezy nie tylko utatwi otrzymywanie biatka SAA, ale przede wszystkim
umozliwi wprowadzanie w fatwy sposéb modyfikacji w natywnej sekwencji, co jest istotne

w kontekscie badania mechanizmu oligomeryzacji/agregacji SAA.



