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Srodowisko retikulum endoplazmatycznego (ER) jest optymalne dla biosyntezy
m.in. bialek sekrecyjnych oraz lizosomalnych. Biatka o prawidlowej konformacji
sa transportowane do miejsc docelowych, natomiast nieprawidlowo zwinigte polipeptydy
sa specyficznie rozpoznawane w ER 1 transportowane do cytozolu w celu proteolitycznej
degradacji. Ten proces nosi nazwe ERAD (ang. ER-associated degradation) i jest czeScig
systemu kontroli jakos$ci fatdowania bialek, zapewniajacego prawidlowe funkcjonowanie
komorek eukariotycznych. W procesie rozpoznawania substratow ERAD uczestniczg m.in.
lektyny z rodziny EDEM (EDEM1, EDEM2 i EDEM3), a takze biatka z rodziny Derlin (Derlin-
1, Derlin-2 i Derlin-3),  ktére = s3  zaangazowane W  rozpoznawanie
1 translokacje substratow biatkowych przez btong ER. Rozpoznawanie substratow biatkowych
przez  regulatory  procesu ERAD  jest  prawdopodobnie  zalezne  m.in.
od struktury i stopnia hydrofobowosci tych substratow.

Celem niniejszej pracy byto zatem zbadanie w jaki sposob struktura i hydrofobowo$¢
wybranych substratow biatkowych wplywaja na ich rozpoznawanie 1 transport z ER
do cytozolu, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli biatkka EDEM3 i bialek z rodziny Derlin w
tym procesie.

W pracy wykorzystano rozne substraty biatkowe: toksyn¢ pochodzenia roslinnego rycyne,
B-sekretaze (BACE457) oraz biatko prekursorowe amyloidu (APP). Badania byly prowadzone
na ludzkich embrionalnych komorkach nerkowych (HEK293). Rycyna jest nietypowym
substratem procesu ERAD. Zamiast proteolitycznej degradacji w cytozolu, jej aktywna
enzymatycznie podjednostka A (RTA) wplywa na zahamowanie syntezy biatek. Wykorzystane
w pracy warianty rycyny: RTA P250A, RTA DHF i RTA IHF charakteryzuja si¢ odpowiednio:
Zmieniong strukturg drugorzedowa oraz obnizong
1 podwyzszong hydrofobowoscia. Modelowe biatka o nieprawidtowej konformacji
sg kluczowym narz¢dziem w badaniu mechanizméw kierowania substratéw na szlak degradacji
zwigzanej z ER. Przykladem takich biatek sa warianty ludzkiej p-sekretazy: BACE457,
BACE457 DHF (wariant z obnizong hydrofobowoscia) oraz BACE457A, pozbawiony
hydrofobowej domeny transmembranowej, co czyni go biatkiem $§wiatla ER. Istotnym
modelem badawczym jest rowniez biatko APP, ktorego cigcie proteolityczne moze generowac

powstawanie toksycznych form B-amyloidu, przyczyniajac



si¢ do rozwoju choroby Alzheimera. W tej pracy wykorzystano dwie, réznigce si¢ budowsg
izoformy APP: APP7s1 oraz APPegs.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze nadprodukcja biatka EDEM3 wplywa
na dwukrotnie podwyzszenie zaréwno cytotoksycznosci rycyny P250A, jak 1 transportu
podjednostki RTAp250a z ER do cytozolu, jednoczes$nie nie wptywajgc na redukcj¢ holotoksyny
P250A w ER. Rola EDEM3 w transporcie RTAp2s0a zostala rowniez potwierdzona w
warunkach wyciszenia ekspresji genu kodujacego to biatko. Obnizenie ilosci EDEM3
spowodowato zmniejszenie wydajnosci transportu tej podjednostki z ER do cytozolu. W
eksperymentach z wykorzystaniem réznych wariantow toksyny: RTApzsoa, RTApHr Oraz
RTAHF wykazano, 7e EDEM3 najsilniej oddziatluje
z podjednostkami RTA o zmienionej hydrofobowosci. Zmiana struktury drugorzedowe;j
podjednostki A rycyny réwniez podwyzsza jej interakcje z EDEM3, w poréwnaniu
do oddziatywan tej lektyny z RTA dzikiego typu. Dodatkowo, eksperymenty
z zastosowaniem roznych form B-sekretazy wykazatly, ze EDEM3 skutecznie promuje
degradacje formy BACE457A, pozbawionej domeny hydrofobowej oraz BACE457 DHEF.
Mozna wnioskowaé, ze w wigzaniu substratow ERAD przez biatkko EDEM3 ma istotne
znaczenia ich zmieniona struktura oraz hydrofobowos¢, co wpltywa bezposrednio
na transport tych substratow z ER do cytozolu. Nadprodukcja biatka Derlin-1, podobnie jak
podwyzszona ilo§¢ EDEM3, wplywa na uwrazliwienie komorek HEK293
na dziatanie rycyny P250A i podwyzszenie transportu RTAp2s0a do cytozolu. Co ciekawe,
nadprodukcja biatka Derlin-2 nie ma wplywu na te procesy. Sugeruje to odmienny mechanizm
dziatania biatek Derlin-1 i Derlin-2 w procesie transportu RTA 0 zmienionej strukturze
drugorzedowej. W pracy pokazano rowniez, ze nadekspresja genéw biatek rodziny Derlin w
roézny Sposob wplywa na ilo§¢ nadprodukowanych form APPsos
i APP7s1, z czego podwyzszona ilos¢ biatka Derlin-3 przyczynia si¢ do istotnego obnizenia
ilo$ci niedojrzatych form zarowno APPegs, jak i APP751. Dodatkowo, badania nad wplywem
biatek z rodziny EDEM na ilo$¢ nadprodukowanej izoformy  APP7si,
a zwlaszcza eksperymenty z zastosowaniem inhibitora proteasomu epoksymycyny, wykazaty
ze EDEMI1 jest bardzo waznym regulatorem wewnatrzkomorkowego metabolizmu biatka
APP7z;.

Podsumowujac, prowadzone badania wykazaty, ze zarowno struktura, jak i stopien
hydrofobowos$ci bialek odgrywaja kluczowa role w ich rozpoznawaniu i1 kierowaniu
na szlak degradacji ERAD. Wyniki te moga mie¢ istotne znaczenie dla rozwoju strategii

terapeutycznych, zwlaszcza w kontekscie chordb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba



Alzheimera oraz w  badaniach nad  toksynami, co moze  przyczynié

si¢ do opracowania nowych zastosowan medycznych.



