Streszczenie

Amyloidy to grupa peptydow i biatek, ktdre tworzg nierozpuszczalne wiékna, o bardzo
regularnej 1 ciasno upakowanej strukturze B-cross, przypominajacg strukture zamka
blyskawicznego. Sa one zwigzane z wieloma chorobami cywilizacyjnymi, takimi jak cukrzyca
typu 2 i choroby neurodegeneracyjne. Pomimo tego, dzigki swoim unikalnym cechom, takim
jak zdolno$¢ do agregacji oraz korzystne wiasciwoscei fizykochemiczne, mechaniczne i
optyczne, amyloidy moga i sg wykorzystywane w roznych dziedzinach naukowych.

Amyloidy sg bardzo wrazliwe na rozne warunki eksperymentalne, w ktérych badany
jest proces agregacji. Warunki eksperymentu majg duzy wplyw na wihasnosci i klasyfikacje
amyloidow. W wielu przypadkach dane zebrane z eksperymentow wykorzystujacych rézne
techniki i przeprowadzane przez rézne grupy naukowe, nie zawierajg wszystkich informacji o
istotnych szczegotach dotyczacych warunkéw eksperymentalnych. Fakt ten moze mieé istotny
wplyw na skuteczno$¢ stosowanych metod bioinformatycznych, ktérych celem jest
przewidywanie sktonnosci amyloidéow do agregacji.

Prezentowana praca doktorska skoncentrowana jest na opisie wplywu wybranych
czynnikow wewnetrznych i zewnetrznych srodowiska eksperymentalnego, na proces agregacji
peptydow amyloidowych. W badaniach rozwazono przede wszystkim: dlugos$¢ sekwencji
aminokwasow, wplyw mutacji, wplyw rozpuszczalnika, a w tym rodzaju i stezenia soli,
interakcje z innymi peptydami oraz blisko$¢ i interakcje ze $ciang komdrkowa (Srodowisko
lipidowe). Opisane badania dotyczyly wybranych amyloidéw patologicznych i funkcjonalnych
oraz ich  najistotniejszych  fragmentéw. Badania  przeprowadzono  metodami
eksperymentalnymi i obliczeniowymi.

Pierwszy etap badan dotyczyl ustanowienia standardowego protokotu badania
wlasciwosci agregacyjnych krotkich peptydow, koniecznego do identyfikacji mozliwych
sekwencji aminokwasowych o charakterze amyloidogennym. Wykorzystano w tym celu
narzgdzie bioinformatyczne AmyloGram. Nastgpnie zbadano, czy i w jakim stopniu
niewlasciwie opisane dane treningowe moga wplyna¢ na wyniki metod bioinformatycznych.
Ostatecznie, sprawdzono, czy dluzsze sekwencje moga by¢ traktowane w taki sam sposob jak
krétsze.

W drugiej czesci badan wykorzystano metody eksperymentalne, zbadano diugie
sekwencje aminokwasowe (do 23 aminokwaséw) pochodzace z funkcjonalnego amyloidu
CsgA (skladajacego si¢ z fragmentow R1-R5), w celu sprawdzenia czy posiadajg sktonnosé do

tworzenia amyloidow. Zbadano czy takie peptydy sa bardziej wrazliwe niz amyloidy



patologiczne na wybrane czynniki wewnetrzne i zewnetrzne, takie jak: mutacje punktowe,
rozpuszczalnik, rodzaj jondw, stgzenie jonow. Poréwnano wplyw tych parametréw na
wlasciwosci agregacyjne homologicznych fragmentdéw pochodzgcych zdwoch bakterii:
Escherichia coli i Salmonella enterica. W tym przypadku uwzgledniono réwniez wplyw
mutacji, ktory zostat zweryfikowany przez badania obliczeniowe i teoretyczne.

W koncowej czesci przeprowadzono badania na amyloidach patologicznych: AB42 i
hIAPP (sekwencje do 42 aminokwasow). W celu nasladowania warunkéw fizjologicznych,
eksperymenty i symulacje zostaty przeprowadzone w obecnosci blony lipidowej. W tym celu
zbadano wplyw blony lipidowej i interakcji z innym peptydem na agregacje tych amyloidéw.

Wyniki badan wskazujg na istotno$¢ zbierania spdjnych danych z eksperymentdw
przeprowadzonych w nieidentycznych warunkach. Potwierdzono, 7e r6zne metody
eksperymentalne mogg dostarcza¢ rézne wyniki w odniesieniu do tych samych peptydéw.
Roéznica ta jest bardziej widoczna w przypadku niektorych sekwencji.

Stwierdzono, ze krotkie sekwencje heksapeptydow wykazuja wyrazne sktonnosci do
agregacji w odpowiedzi na czynniki zewnetrzne, takie jak stosowany rozpuszczalnik, w
poréwnaniu z dluzszymi sekwencjami (do 23 aminokwaséw). Elastyczno$é sekwencji
heksapeptyddéw pozwala im na przyjmowanie okre$lonych konformacji, a koncepcja przejsé
tamiacych symetri¢ odgrywa istotng role w tym procesie.

Dodatkowo wykazano, ze wybdr rozpuszczalnika ma wplyw na proces agregacii.
Uzycie rozpuszczalnika D>O moze zmienié, na przyklad, klasyfikacje fragmentu R2
pochodzgcego z bakterii S. enterica. Wiokna wykryto w obecnosei ciezkiej wody, ale nie w
roztworze NaOH+PBS. Dominujgca konformacja w D,0O zostata przypisana do agregatow
mig¢dzymolekularnych, sygnatury typowej dla struktur amyloidowych. Na podstawie tych
wynikow klasyfikacja fragmentu R2 jako amyloidowego lub nieamyloidowego zalezy od
zastosowanych warunkow eksperymentalnych.

Badania wykazaty, ze fragment R4 pochodzacy z S. enterica (SR4) ma wicksza
sktonnos¢ do agregacji niz fragment R4 pochodzacy z E. coli (ER4). Teoretyczna analiza
sekwencji wykazata, ze SR4 ma wyzsza hydrofobowos¢ i wartosci tadunku niz ER4. Czynniki
te s znane z przyspieszania agregacji bialek. Dodatkowo, peptyd SR4 posiada znaczace réznice
w aminokwasach regulujacych proces agregacji, tzw. ,,gatekeeper”, ktore odgrywajg istotna
role¢ w regulowaniu formowania amyloidow. Wyniki wskazujg, ze konkretne substytucje
aminokwaséw moga znaczaco wplywac na sktonnos¢ funkcjonalnych bialek amyloidowych do

tworzenia struktur amyloidowych, co moze mie¢ potencjalne konsekwencje funkcjonalne.



Badania podkreslity wplyw jonéw buforowych fosforanéw na morfologie peptydow,
wplywajac na lokalne oddzialywania elektrostatyczne miedzy tancuchami polipeptydowymi.
Symulacje dynamiki molekularnej pokazaly, ze interakcje aminokwaséw naladowanych
dodatnio z ujemnie natadowanymi resztami fosforanowymi w buforze przyczynity sie do
powstatej morfologii agregatu. Zauwazono, ze mutacje jak i obecnos¢ jonow, dla peptydu M4,
mogg przyczyni¢ si¢ do powstania kulistego agregatu, ktory przedstawia widkno zwiniete w
sferyczng strukturg.

W ostatniej fazie, badana byla stabilno$¢ peptydu AB42 w blonie lipidowej za pomoca
symulacji dynamiki molekularnej i badan mikroskopii sit atomowych. Wykazano, ze peptyd
APB42 jest stabilny w blonie lipidowej, co wskazuje, ze agregacja peptydow moze zachodzié
wewnatrz btony. Stwierdzono réwniez, ze AP42 w interakcji z hIAPP wykazywala wyzsza
zawartos¢ B-struktur przy bliskim odziatywaniu peptydéw, w poréwnaniu do peptydu Ap42
samodzielnie. Badania mikroskopii sit atomowych wykazaty, ze dwuwarstwy lipidowe byly
rowniez bardziej uszkodzone w obecnosci obu peptydéw (AB42 i hIAPP).

Badania przedstawione w pracy doktorskiej wskazaly na potencjalne wyzwania
wynikajgce z niejednoznacznosci wynikow eksperymentéw w kontekscie badan amyloidow.
Pokazaly, ze nawet niewielkie réznice w warunkach eksperymentalnych moga zmienié
wlasciwosci peptydéw i bialek amyloidowych, co moze prowadzi¢ do otrzymywania
niepoprawnych modeli i prognoz narzedzi bioinformatycznych opartych na niespdjnych danych
uczgcych. Jednak, jak pokazano w badaniu, niewielkie bledy w danych uczacych nie sa
szkodliwe dla tych narzedzi. Metody bioinformatyczne sg do$¢ odporne na niezgodnosci w
danych, ale ich wydajno$¢ moze zostaé¢ zaburzona, jesli nie uwzgledni si¢ wptywu warunkow
eksperymentalnych i nieznacznych réznic w sekwencjach homologicznych. Opisane powyzej
wyniki potwierdzajg, ze w procesie planowania badan eksperymentalnych wazne jest wybranie
odpowiednich warunkéw zgodnie z badanym obiektem. Na podstawie tego wyboru mozemy

skutecznie modulowa¢ sktonnos¢ peptydow do agregacii.
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