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Abstract

Alzheimer’s Disease (AD) is the most prevalent progressive dementia, constituting
one of the major causes of death of people over 65 years old in developed countries. AD
epidemics spreads in an unstoppable fashion, eliciting gigantic economic and social costs.
This neurodegenerative, progressive and irreversible brain disorder slowly destroys the
sufferer’s memory, cognitive skills and ability to carry out the simplest tasks of daily life. One
of the hypotheses of the origin of AD is the amyloid cascade hypothesis, assuming that
aggregation of AP peptides is the main culprit. AR (consisting of 39-42 amino acids) is
formed by proteolysis of APP (Amyloid Precursor Protein) by B- and y-secretase, and then
degraded and removed from the brain of healthy people, while in AD it forms neurotoxic
oligomers, and later amyloid plaques. The second hypothesis concerns metal ions, among
others Cu(Il), which significantly change the aggregation process, and can modify the
neurotoxicity of the peptides. Both of the above hypotheses are associated with the formation
of oxidative stress caused by free radicals generated in the presence of metal ions, bound to
AP peptides, and natural reducing agents (ascorbic acid or H202), which is the third
hypothesis of AD.

Both healthy and AD human brains contain multiple forms of AP peptides, differing
largely by the varied length of the C-terminal tail of the molecule, however, in recent studies,
it was shown that APas42 is dominant to the most commonly studied APi42 form, and is a
major component of amyloid plaques. Moreover, ABs.16 (a model peptide of APs.42) binds
Cu(ll) ion 3000 times stronger than ABi-x, with Kq of 30 fM at pH=7.4. This complexation is
not accompanied by the generation of reactive oxygen species (ROS) such as hydroxyl
radicals, responsible for oxidative damage of lipids, proteins and DNA, also for declining
mitochondrial function, and ultimately leading to synaptic and neuronal death. Additionally,
in agreement with the gradient of stability constants and the known kinetic liability of the
Cu(Il) complex of APi-16, APas-16 instantly and completely adopts the Cu(ll) ion from the
APi1-16 complex, thus preventing ROS production. Based on these findings, especially
considering the coordination properties of ABs.x towards Cu(ll) ions, their high-affinity metal-
binding sites and the ability to quench CuApix toxicity by rapid Cu(ll) sequestration, the
proposal of potentially significant effect of APa-x peptides on copper homeostasis in the brains
of AD patients was made.

These considerations gave rise to the hypothesis of this dissertation that treats about
the physiological role of APax as a synaptic scavenger of Cu(ll) during neurotransmission and
aims to determine the properties of APasx towards Cu distribution in the synaptic cleft. In
addition, it elucidates the linkage between Cu(I/Il), APsx, neurotransmitters and other



biomolecules coexisting in the synaptic cleft that can alter synaptic activity under
pathophysiologically relevant conditions. Investigated here, competition of CuAfs-16 With
Zn7MT-3 — brain protein orchestrating the Cu and Zn metabolism, showed that CuAPs-16 IS
resistant to the Cu(ll) ion swap. While the Cu/Zn exchange was postulated as a key
mechanism controlling the oxidative toxicity of CuAfix complexes by Zn;MT-3, the
resistance of CuApas-16 to this swap indicates that ABas-42 and MT-3 may play parallel roles in
synaptic copper clearance. Interestingly, glutamate added to the equation of MT-3, Cu and
APas-22 empowered non-negligible, albeit very slow Cu transfer from APs-16 to MT-3 via a
transient ternary complex of Glu with Cu(II)AB4-16. Despite the very small effect of glutamate
on the kinetics of copper transfer in this case, its observation is essential due to presence of
multitude different small molecules in a biological system, which may collectively be
physiologically relevant as transfer facilitators. Despite the role which ABsx variants may
play as Cu(ll) chaperones by scavenging the potentially redox-active copper from the synaptic
cleft, my study shows that it may struggle with delivering Cu(ll) via the transmembrane
copper transporter hCtrl to the neurons and glial cells. In the interaction between the model
peptide hCtrli.14 which apparently serves as an antenna for sequestering copper ions, with
two AP peptides: APi-16 and APas-16, | found that in case of Cu(l) both of them are able to
exchange the ion with hCtrl1.14, however, Cu(ll) is exchangeable rapidly and completely only
with APi.16. The slow release of Cu(ll) from the ATCUN APa-16 Site to hCtrli-14 resulted in a
process that takes about 20 times slower than the transfer of Cu(ll) from HSA to hCtri-14
when tested under similar conditions within this thesis. The reason to test such interaction was
the presence of the ATCUN motif in both HSA to hCtri-14, while HSA is strongly suspected
to be a facilitator of direct shuttling of Cu(ll) ions from extracellular ligands and delivering
them to the cells. The re-evaluated here Cu(ll) affinity of hCtr;-14 in the absence of interfering
solution components made the transfer of Cu(ll) even more feasible. This discovery
potentially describes the first step of copper import to the cells as HSA carries a significant
portion of exchangeable Cu(ll) in the blood.

In order to confirm the Afsx participation in Cu(ll) scavenging during
neurotransmission, the evaluation of relevance of Cu(II)Afas-16 complexation in vivo was
crucial, as the glutamatergic synapse activity occurs on a faster, millisecond scale. The
investigation of the time scale of the Cu(IT)ABs-16 complexation revealed the mechanism of
the reaction of Cu(Il) binding to the APs.1s Which follows a hierarchical fashion, going
through two intermediate states (Species | and Species Il) followed by the final tight complex
formation. The studied here mechanisms of Cu(ll) association with and dissociation from
APsx peptides, revealed the long lifetimes of the discovered intermediates, which is
comparable to the intervals between pulses of neurotransmitter release in glutamatergic
neuronal pathways. This finding has presented these complexes as highly probable
contributors to the biological activity of ABa-42. The previous discovery of short oligopeptides,
such as APs.9 and AP1o-16, their potential ability to cross the blood-brain barrier (BBB) due to
their size and even higher affinity to Cu(Il) than APs-16, Suggested their roles in removing
excess copper from the brain. To check such function, their exposition to GSH — the main
reducing agent for Cu(ll) ions entering the cell interior, was investigated. Kinetic studies have
shown that Cu(I[)APs-16 and Cu(IT)ABa-9 are sufficiently kinetically resistant to reduction by
physiological concentration of GSH, hence their survival in the cell cytosol for many hours



without eliciting oxidative damage is very probable. However, Cu(II)AB12-16 and Cu(II)AB1-16
did not have such ability. These results further support the notion that Cu(I[)APs.x complexes
are good candidates to shuffle Cu(ll) across the BBB and between intra- and extracellular
environment in the brain. All these facts, taken together, strongly support the postulate of the
physiological role of APs-42, the major APsx Species, as a Cu(ll) scavenger in the synaptic
cleft, which by purging in the glutamatergic synaptic cleft of excess Cu(ll) ions, enables rapid
restoration of its basal conditions thereby allowing the release of another portion
of neurotransmitter.

Streszczenie

Choroba Alzheimera (AD) jest najczesciej wystepujaca demencja postepujaca,
stanowigca jedna z gltownych przyczyn $mierci 0sob powyzej 65 roku zycia w krajach
rozwini¢tych. Rozprzestrzenianie si¢ epidemii choroby Alzheimera jest niepowtrzymane,
generujac gigantyczne koszty ekonomiczne 1 spoteczne. AD to neurodegeneracyjne,
postgpujace 1 nieodwracalne zaburzenie moézgu, ktére powoli niszczy pamieé, funkcje
poznawcze, a takze zdolno$¢ do wykonywania najprostszych codziennych czynnosci. Jedna
z hipotez dotyczacych pochodzenia AD jest hipoteza kaskady amyloidowej, zaktadajaca,
ze gtdbwnym sprawcg AD jest agregacja peptydow AP. Peptydy AP (sktadajace si¢ z 39-42
aminokwasow) powstaja w wyniku proteolizy APP (biatka prekursorowego amyloidu) przez
B- i y-sekretaze, a nastepnie ulegajg degradacji i usunigciu z mézgu u zdrowych ludzi,
podczas gdy w AD tworza neurotoksyczne oligomery, a pdzniej ptytki amyloidowe. Druga
hipoteza dotyczy jonéw metali, m.in. Cu (II), ktore w istotny sposdéb zmieniajg proces
agregacji 1 moga modyfikowaé neurotoksyczno$¢ peptydow. Obie powyzsze hipotezy
s zwigzane z powstawaniem stresu oksydacyjnego wywotanego przez wolne rodniki,
powstajace w obecno$ci jonéw metali zwigzanych z peptydami AP oraz naturalnie
wystepujacych zwiazkéw redukujacych (kwas askorbinowy lub H202), co stanowi trzecig
hipotezg AD.

Zaréwno mozgi ludzi zdrowych, jak i tych z chorobg Alzheimera zawierajg wiele form
peptydow AP, réznigcych sie znacznie dtugoscig C-koncowego fragmentu czasteczki, jednak
w ostatnich badaniach wykazano, ze APs-42 dominuje nad najczgsciej badana forma Afi-a,
bedac gtownym sktadnikiem ptytek amyloidowych. Ponadto APs-16 (modelowy peptyd dla
APa-42) wigze jon Cu(Il) 3000 razy silniej niz APix, Z K¢ = 30 fM przy pH = 7,4. Co wazne,
temu kompleksowaniu nie towarzyszy wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT), takich jak
rodniki hydroksylowe, odpowiedzialnych za oksydacyjne uszkodzenie lipidow, biatek i DNA,
a takze za uposledzenie funkcji mitochondridw, co ostatecznie prowadzi do degradacji synaps
1 $mierci neuronéw. Dodatkowo, zgodnie z gradientem stalych stabilnosci 1 znanymi
wlasciwosciami kinetycznymi kompleksu Cu(IT)ABi-16, APs-16 natychmiast i catkowicie
przejmuje jon Cu(ll) z kompleksu Api-16, zapobiegajac w ten sposdéb produkcji RFT.
Na podstawie tych odkry¢, szczegoélnie biorgc pod uwage witasciwosci koordynacyjne
peptydow APsx wzgledem jonéw Cu(Il), miejsca wigzania metali o wysokim powinowactwie
oraz zdolno$¢ do tlumienia toksyczno$ci CuAPix przez szybka sekwestracje Cu(Il),



zaproponowano, ze peptydy APsx potencjalnie majg wpltyw na homeostaz¢ miedzi w
modzgach pacjentéw z AD.

Rozwazania te daly poczatek hipotezie niniejszej rozprawy, ktéra traktuje o
fizjologicznej roli APsx jako ,zmiataczy” synaptycznych jondéw Cu(ll) podczas
neurotransmisji i1 ma na celu okreslenie wlasciwosci APsx wzgledem dystrybucji Cu w
szczelinie synaptycznej. Ponadto wyjasnia ona powigzania miedzy Cu(I/II), APsx,
neuroprzekaznikami i innymi biomolekutami wspotistniejagcymi w szczelinie synaptyczne;,
ktore moga wplywaé na aktywnos$¢ synaptyczng w warunkach istotnych patofizjologicznie.
Badane tutaj wspotzawodnictwo CuAPs-16 Z ZN7MT-3 — biatkiem mézgowym koordynujacym
metabolizm Cu i Zn, wykazalo, ze CuAP4-16 jest kompleksem odpornym na zamiang¢ jonow
Cu/Zn w MT-3. Jako ze wymiana Cu/Zn byla postulowana jako kluczowy mechanizm
kontrolujacy toksyczno$¢ oksydacyjna kompleksow CuABix przez ZnyMT-3, opornosé
CuApfs16 na t¢ zamiang wskazuje, ze APss2 I MT-3 moga odgrywacé rownoleglte, lecz
niezalezne role w wigzaniu miedzi. Co ciekawe, glutaminian dodany do uktadu MT-3, Cu i
APs-42 umozliwit bardzo powolny, ale mierzalny transfer Cu z APs1s do MT-3 poprzez
przejsciowy trojsktadnikowy kompleks Glu z Cu(II)APs-16. Pomimo bardzo matego wptywu
glutaminianu na kinetyke przenoszenia miedzi w tym przypadku, obserwacja ta jest istotna ze
wzgledu na obecno$¢ wielu innych matych czasteczek w uktadzie biologicznym, ktore tacznie
moga mie¢ znaczenie fizjologiczne w umozliwianiu transferu Cu(II). Mimo roli szaperonéw
Cu(Il), jaka moga odgrywac peptydy Apasx, usuwajac przy tym potencjalnie aktywna
redoksowo miedz ze szczeliny synaptycznej, moja praca pokazuje, ze nie one s3 w stanie
dostarcza¢ Cu(Il) do neurondow 1 komorek glejowych przez transbtonowy transporter miedzi
hCtrl. W interakcji mi¢dzy peptydem modelowym hCtrlias, ktory shuzy jako antena do
wylapywania jonéw miedzi, z dwoma peptydami AP: APi1s 1 APs1s, wykazano, ze w
przypadku Cu(I) oba sg w stanie wymienia¢ ten jon z hCtrli.14, jednakze jon Cu(Il) jest
wymienialny szybko i catkowicie tylko z APi-16. Powolne uwalnianie Cu(ll) z miejsca
wigzania ATCUN w Afs-16 do hCtrli14 spowodowato, Ze proces trwa okoto 20 razy wolniej
niz transfer Cu(ll) z HSA do hCtri.14, badany w niniejszej rozprawie w podobnych
warunkach. Powodem dla ktérego przetestowano te interakcje byla obecno$¢ motywu
ATCUN zaréwno w HSA, jak 1 hCtri.14, a takze poglad, iz HSA ulatwia bezposrednie
dostarczanie jondw Cu(ll) z zewnatrzkomodrkowych ligandéw do komorek. Ponowne
wyznaczenie w tej pracy powinowactwo hCtrli.14 do Cu(Il), pod nieobecnos¢ interferujacych
sktadnikéw roztworu umozliwito stwierdzenie, ze przenoszenie Cu(Il) od HSA do hCtr1 jest
tym bardziej mozliwe. Z uwagi na fakt, iz HSA przenosi znaczng cz¢$¢ wymienialnych jonéw
Cu(I1) we krwi, odkrycie to opisuje pierwszy etap potencjalnego importu miedzi do komorek.

W celu potwierdzenia udziatu APsx w sekwestracji Cu(Il) podczas neurotransmisje
kluczowe znaczenie ma ocena istotnosci tworzenia kompleksu Cu(II)APas-16 in vivo pod katem
czasu ich tworzenia, poniewaz procesy w synapsach glutaminergicznych zachodza bardzo
szybko, w skali milisekundowej. Wykonano zatem badanie skali czasowej kompleksowania
Cu(IT)ABs-16, ktore ujawnito hierarchiczno$¢ mechanizmu reakcji wigzania Cu(Il) z APs-1s,
przechodzacego przez dwa stany posrednie (Forma I i Forma II), poprzedzajace tworzenie si¢
ostatecznego trwalego kompleksu. Badane mechanizmy asocjacji i dysocjacji Cu(ll) z
peptydami APs-x pokazaty, iz odkryte stany posrednie maja dlugie czasy zycia, porownywalne
z odstepami miedzy impulsami uwalniania neuroprzekaznikow w glutaminergicznych



szlakach neuronalnych. Odkrycie to przedstawia te kompleksy posrednie jako wysoce
prawdopodobne czynniki przyczyniajace si¢ do biologicznej aktywnosci APs-42. Wezesniejsze
odkrycie krétkich oligopeptydow, takich jak APs-o 1 APi2-16, ich potencjalnej zdolnosci do
przekraczania bariery krew-mozg (BBB) z uwagi na rozmiar i jeszcze wigkszego
powinowactwa do Cu(Il) niz Aas-16, zasugerowato ich rol¢ w usuwaniu nadmiaru miedzi z
mozgu. Aby sprawdzi¢ te¢ wilasciwos¢, zbadano ich ekspozycje na GSH - gléwny czynnik
redukujacy jony Cu (II) wchodzace do wnetrza komorki. Badania kinetyczne wykazaty, ze
Cu(Il)ABs-16 1 Cu(Il)APs-9 sa dostatecznie odporne kinetycznie na redukcje przez GSH w
fizjologicznym stezeniu, stad ich przezycie w cytozolu komorkowym przez wiele godzin bez
wywotania uszkodzen oksydacyjnych jest bardzo prawdopodobne. Natomiast Cu(II)AB12-16 i
Cu(IT)AB1-16 nie wykazaty takiej zdolnosci. Wyniki te dodatkowo potwierdzaja sformutowany
w tej rozprawie poglad, ze kompleksy Cu(II)APsx sa dobrymi kandydatami do przenoszenia
Cu(Il) przez BBB oraz migdzy $srodowiskiem wewnatrz- 1 zewnatrzkomérkowym w mozgu.
Suma tych faktéw silnie potwierdza postulat fizjologicznej roli APs42, gldwnego
przedstawiciela rodziny APsx, jako ,,zmiatacza” Cu(Il) w szczelinie synaptycznej, ktory przez
to dziatanie umozliwia szybkie przywrocenie warunkow wyjsciowych, umozliwiajac tym
samym uwolnienie kolejnej porcji neuroprzekaznika.
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