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Neureguliny 1-4 to czynniki wzrostu nalezace do rodziny naskoérkowego czynnika wzrostu
(epidermal growth factor, EGF). Czynniki wzrostu z rodziny EGF wigzg si¢ do blonowych
receptoréw ERBB o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Do ERBB zalicza si¢ cztery receptory:
EGFR (znany takze jako ERBB1 lub HER1 u czlowieka), ERBB2 (HER2), ERBB3 (HER3)
oraz ERBB4 (HER4). Neureguliny 1 oraz 2 oddzialujg z receptorami ERBB3 oraz ERBB4,
natomiast neureguliny 3 i 4 jedynic z ERBB4. Neureguliny uczestniczg w wielu procesach
biologicznych. Sg to zardwno procesy fizjologiczne, jak proliferacja i réznicowanie komarek
W czasie rozwoju embrionalnego organizmu czy réznicowanie komorek sutka w czasie cigzy i
ekspresja bialek mleka podczas laktacji, jak 1 patologiczne — np. progresja nowotworow i

r0zwo] chorob neuropsychiatrycznych.

Wiekszos¢ czynnikow wzrostu z rodziny EGF wykazuje zblizong budowe: na N-koncu biatka
zlokalizowana jest cze$¢ zewnatrzkomoérkowa (ektodomena), nastepnie domena transblonowa
oraz domena wewnatrzkomoérkowa, umiejscowiona blizej C-konca biatka. Cechg
charakterystyczng wszystkich ligandow ERBB jest obecno$¢ w obrebie czedci
zewngtrzkomérkowej domeny typu EGF, ktéra odpowiada za wiazanie do receptora i jego
aktywacj¢. Ligandy ERBB sa produkowane jako blonowe prekursory, z ktérych wickszos¢
wymaga uwolnienia czgs$ci zewnatrzkomorkowej do zwiazania 1 aktywacji receptorow ERBB.
Sposrod wszystkich neuregulin zdecydowanie najlepiej scharakteryzowana pod wzgledem

budowy oraz aktywnosci biologicznej zostata neuregulina 1.

W niniejszej pracy podjeto prébe zbadania proteolizy oraz aktywnosci biologicznej mysiej
neureguliny 2 (NRG2). Uzywajac drobnoczasteczkowych inhibitoréw metaloproteaz oraz
inhibitorow bialek BACE udowodniono, ze w proteolize zaangazowane sa ADAMI0 oraz
BACE2. Udziat ADAMI10, a nie innych bialek ADAM, potwierdzono poprzez badanie
uwalniania domeny zewnatrzkomoérkowej NRG2 w komorkach transfekowanych siRNA
wyciszajgcych ekspresj¢ poszezegdlnych bialek ADAM. Wykorzystujae barwienie

immunohistochemiczne z detekcjg fluorescencyjna na skrawkach mézgu myszy udowodniono,



ze istniejg komorki o jednoczesnej ekspresji BACE2 oraz NRG2, tak wiec BACE2 moze
stanowic fizjologicznie istotng proteaze dla NRG2. Co wiece], udowodniono, ze w pierwotnych
mysich neuronach BACE2, obok ADAMI10, moze uwalnia¢ domene zewnatrzkomdrkows

NRG2.

Stosujac drobnoczasteczkowe inhibitory metaloproteaz oraz elektroporacje komorek mRNA
Cas9 oraz sgRNA targetujacym Adami7 udowodniono takze, ze w komérkach pozbawionych
ekspresji ADAM10 oraz BACE2 proteoliza moze zachodzi¢ z udziatem ADAM17, cho¢ jest to
proces niewydajny. Dodatkowo potwierdzono, ze NRG2 podlega procesowi regulowanej
proteolizy wewnatrzblonowej — zakotwiczony w blonie fragment C-koncowy, powstajacy

po uwolnieniu domeny zewnatrzkomorkowej, stanowi substrat dla kompleksu y-sekretazy.

Drugg czes¢ pracy stanowita analiza aktywnosci biologicznej domeny zewnatrzkomdrkowej
NRG2. Aby zbadaé, jak aktywacja receptoréw ErbB przez NRG2 wplywa na mysie linie
komorek nowotworowych, uzyskano rekombinowane domeny typu EGF dwoch izoform
NRG2: a i B oraz NRG1PB, wykorzystujac prokariotyczny system ekspresyjny. Wykazano,
ze zadna z izoform NRG2, w przeciwienstwie do NRG1[3, nie wplywa znaczgco na fosforylacje
receptoréw ErbB, proliferacj¢ komorek oraz ckspresje bialek proangiogennych. Natomiast
w komorkach mysiego srodbtonka naczyn wiosowatych moézgu (MBE) izoforma o NRG2
zwiekszata fosforylacje receptorow ErbB; NRG2B oraz NRGIB nie wplywaly na poziom
fosforylacji ErbB w tych komoérkach. Co wigeej, jedynie stymulacja przez NRG2a prowadzita
do zwigkszenia zywotnosci komorek MBE oraz nasilata ich migracje; efekty te nie

wystepowaly po stymulacji komorek ani przez NRG2p, ani NRG1p.

Podczas analizy fosforylacji ERBB w ludzkiej linii nowotworu sutka MDA-MB-468 metoda
Western blotting zaobserwowano pojawienie si¢ skroconych form fosfo-EGFR po stymulacji
rekombinowanymi NRG2, przy czym nie dochodzito do zwigkszenia poziomu fosforylacji
EGFR pelnej dlugodei. Stymulacja NRGI1p natomiast prowadzita do zwigkszenia poziomu
fosfo-EGFR pelnej dlugosci, oraz pojawienia si¢ skroconych form fosfo-EGFR. Udowodniono,
ze skrocone formy fosfo-EGFR powstajg na drodze proteolizy. Powstawanie skréconych form

fosfo-EGFR moglo by¢ zahamowane przez inhibitor proteaz serynowych AEBSF, ale nie przez

(foare Burre,
Y

inne inhibitory proteaz tej klasy (PMSF, aprotynina).



Abstract

Neuregulins 1-4 belong to the epidermal growth factor (EGF) family of growth factors. Growth
factors belonging to the EGF family bind to the ERBB membrane receptors possessing tyrosine
kinase activity. The ERBB family includes four receptors: EGFR (also known as ERBB1 or
HERI1 in humans), ERBB2 (HER2), ERBB3 (HER3) and ERBB4 (HER4). Neuregulins 1 and
2 interact with ERBB3 and ERBB4 receptors, while neuregulins 3 and 4 interact only with
ERBB4. Neuregulins participate in many biological processes. These include both
physiological processes, such as cell proliferation and differentiation during embryonal
development or differentiation of breast cells during pregnancy and expression of milk proteins
during lactation, as well as pathological processes, such as cancer progression and the

development of neuropsychiatric diseases.

Most growth factors belonging to the EGF family have a similar structure: the extracellular part
(ectodomain) is located at the N-terminus of the protein, next is the transmembrane domain and
the intracellular domain, located closer to the C-terminus of the protein. A characteristic feature
of all ERBB ligands is the presence of the EGF-type domain within the extracellular part, which
is responsible for binding to the receptor and its activation. ERBB ligands are produced as
membrane precursors, most of which require the release of the extracellular domain to bind and
activate ERBB receptors. Among all neuregulins, neuregulin 1 is by far the best characterized

in terms of structure and biological activity.

In this study, I investigated the proteolysis and biological activity of murine neuregulin 2
(NRG2). Using small molecule inhibitors of metalloproteases and BACE, I proved that
ADAMI10 and BACE2 are involved in NRG2 proteolysis. The contribution of ADAMI10 and
not other ADAM proteins was confirmed by examining the release of the extracellular domain
of NRG2 in cells transfected with siRNA silencing the expression of various ADAM proteins.
Using immunohistochemical staining with fluorescence detection on mouse brain sections, I
showed that the cells expressing BACE2 and NRG2 simultaneously exist, thus BACE2 may be
a physiologically relevant protease for NRG2. Moreover, I demonstrated that in primary mouse
neurons, BACE2, in addition to ADAMI10, can release the extracellular domain of NRG2.

Using small-molecule inhibitors of metalloproteases and electroporation of cells with Cas9
mRNA and Adami7-targeting sgRNA, I also showed that in cells devoid of ADAM10 and
BACE2 expression, proteolysis may occur due to the activity of ADAMI17, although it is an

inefficient process. In addition, I confirmed that NRG2 is subjected to the process of regulated



intramembrane proteolysis — the C-terminal fragment anchored in the membrane, formed after

the release of the extracellular domain of NRG2, is a substrate for the y-secretase complex.

In the second part of the work, I studied the activity of the biological extracellular domain of
NRG2. To study how activation of ErbB receptors by NRG2 affects murine tumor cell lines, I
obtained recombinant EGF-like domains of two NRG2 isoforms: o and  and NRG1p using a
prokaryotic expression system. I showed that none of the NRG2 isoforms, in contrast to
NRG1p, affects substantially the phosphorylation of ERBB receptors, cell proliferation and the
expression of pro-angiogenic factors. In contrast, in mouse brain microvascular endothelial
(MBE) cells, the a isoform of NRG2 increased the phosphorylation of ErbB receptors; NRG23
and NRG1p did not affect the level of ErbB phosphorylation in these cells. Moreover, only
NRG20. stimulation led to an increase in MBE cell viability and enhanced their migration; none

of these effects were observed after stimulation of the cells with NRG2p and NRG1f cells.

When analyzing ERBB phosphorylation in the human breast tumor line MDA-MB-468 by
Western blotting, T observed truncated forms of phospho-EGFR that appeared after stimulation
of the cells with recombinant NRG2, but there was no increase in full-length EGFR
phosphorylation. On the other hand, NRG1p stimulation led to an increase in the level of full-
length phospho-EGFR, and also to the appearance of shortened forms of phospho-EGFR. 1
demonstrated that the truncated forms of phospho-EGFR are a result of EGFR proteolysis. The
formation of truncated forms of phospho-EGFR could be inhibited by the serine protease
inhibitor AEBSF, but not by other protease inhibitors of enzymes belonging to this class

(PMSF, aprotinin).
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