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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Stosowane w tekscie skroty i symbole aminokwasow oraz grup ochronnych sg zgodne z
zaleceniami IUPAC-IUB Joint Commision on Biochemical Nomenclature, Nomenclature
and Symbolism for Amino Acids and Peptides, opublikowanymi w J. Biol. Chem., 260,

14, 1985. Ogdlnie stosowane skroty i symbole sg zgodne z listg zamieszczong w J. Org.

Chem., 65, 21a, 2000 oraz J. Peptide Sci., 5, 465, 1999.
Pozostate skroty i symbole stosowane w pracy:

Aa - aminokwas

AAA - ATP-azy zaangazowane w rdzne komoérkowe aktywnos$ci (ang. ATPases
Associated with diverse cellular Activities)

Ac - grupa acetylowa, CH3C(O)-

ACN - acetonitryl

AcOH - kwas octowy

AD — choroba Alzheimera (ang. Alzheimer’s Disease)

AFM — mikroskopia sit atomowych (ang. Atomic Force Microscopy)
ALS - stwardnienie zanikowe boczne (ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis)
AMC - 7-amino-4-metylokumaryna

APP — biatko prekursorowe amyloidu (ang. Amyloid Precursor Protein)
ATP — adenozyno-5'-trifosforan

ATPaza — enzym katalizujacy reakcj¢ hydrolizy ATP do ADP

Boc — grupa tert-butoksykarbonylowa

Bpa — 4-benzoilofenyloalanina

CDI - 1,1'-karbonylodiimidazol

ChT-L — aktywnos¢ chymotrypsynopodobna proteasomu

C-L — aktywnos$¢ kaspazopodobna proteasomu

CPP — peptydy penetrujace komorke (ang. Cell Penetrating Peptides)
cryo-EM - mikroskopia krioelektronowa (ang. cryo-Electron Microscopy)
DCM - dichlorometan

ddH20 — woda podwojnie destylowana (ang. double distilled water)

DIC — diizopropylokarbodiimid



DIPEA — N,N-diizopropyloetyloamina

DMAP — 4-dimetyloaminopirydyna

DMF — dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DTT - ditiotreitol

DUB — enzym deubikwitynujacy (ang. Deubiquitinating Enzyme)
EDT — etanoditiol

EM — mikroskopia elektronowa (ang. Electron Microscopy)

FA — kwas mréwkowy

Fc — fragment zdolny do krystalizacji (ang. fragment crystallizable)
FDA - Agencja Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration)
FITC- izotiocyjanian fluoresceiny

Fmoc — grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa

FRET - rezonansowy transfer energii Forstera (ang. Forster Resonance Energy
Transfer)

h20S — ludzki proteasom 20S

HATU — heksafluorofosforan O-(7-aza-benzotriazolo-1-ilo)-N,N,N',N'-
tetrametylouroniowy

HD — choroba Huntingtona (ang. Huntington’s Disease)

HEK?293T — linia embrionalnych komorek ludzkiej nerki zawierajacych antygen T
SV40 (ang. human embryonic kidney cell line expressing T antigen of SV40)

HEPES — kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetanosulfonowy

HOBt — 1-hydroksybenzotriazol

IDPs - biatka wewnetrznie nieuporzadkowane (ang. Intrinsically Disordered Proteins)
IDR — region wewnetrznie nieuporzadkowany (ang. Intrinsically Disordered Region)

IFN-y — interferon gamma

KRBH — bufor Krebsa-Ringera (ang. Krebs-Ringer Bicarbonate Buffer)

Mca — 4-karboksymetylo-7-metoksykumaryna

Melm - metyloimidazol

MHC - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. Major Histocompatibility Complex)
Msnt — 1-(mezytyleno-2-sulfonylo)-3-nitro-1,2,4-triazol
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NMR — magnetyczny rezonans jadrowy (ang. Nuclear Magnetic Resonance)
Oxyma — (hydroksyimino)cyjanooctan etylu

PAN — nukleotydaza aktywujgca proteasom (ang. Proteasome-Activating Nucleotidase)
PBS — bufor fosforanowy z solg fizjologiczna

PD — choroba Parkinsona (ang. Parkinson’s Disease)

PEG — poli(glikol etylenowy)

PR — peptydy bogate w reszty proliny i argininy

PrLD — domena prionowa (ang. Prion-Like Domain)

RE — retikulum endoplazmatyczne

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)

RNS - reaktywne formy azotu (ang. Reactive Nitrogen Species)

RP — czastka regulatorowa (ang. Regulatory Particle)

RP-HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwroconym uktadzie faz
SAR — zalezno$¢ struktura-aktywnos$¢ (ang. Structure-Activity Relationship)
SDS — dodecylosiarczan sodu

SDS-PAGE - elektroforeza zelowa w warunkach denaturujacych

TBTU — tetrafluoroboran 2-(1H-benzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy
TFA — kwas trifluorooctowy

TIS — triizopropylosilan

T-L — aktywnos$¢ trypsynopodobna proteasomu

Tris — 2-amino-2-(hydroksymetylo)-propano-1,3-diol

Ub - ubikwityna

UIPS — system proteasomalny niezalezny od ubikwityny (ang. Ubiquitin-Independent
Proteasome System)

UPS — system ubikwityna-proteasom (ang. Ubiquitin-Proteasome System)
y20S — drozdzowy proteasom 20S
a-syn — a-synukleina

Z — grupa benzyloksykarbonylowa



| WSTEP LITERATUROWY

Aby organizm cztowieka mdgl prawidtowo funkcjonowac, musi skutecznie reagowaé
na czynniki zewngtrzne i wewngtrzne. Efektorami tych odpowiedzi s zazwyczaj tysigce
réznych bialek, za$ procesy komorkowe regulujace synteze, zwijanie, transport oraz
degradacj¢ tych biatek sa kluczowe dla zapewnienia prawidlowego rozwoju, a takze
odpornosci na stres srodowiskowy oraz patogeny takie jak wirusy. Utrata homeostazy
bialek stanowi natomiast jedng z cech procesu starzenia si¢, ktory zwigzany jest
Z pojawianiem si¢ nieprawidtowo sfatdowanych lub uszkodzonych biatek, wykazujacych
tendencj¢ do tworzenia agregatow, co w konsekwencji prowadzi do szeregu chorob,
takich jak choroby neurodegeneracyjne czy tez cukrzyca typu II. Agregacja biatek
hamowana jest przez zlozony system proteolityczny, na ktory skladaja si¢: system
autofagosomalno-lizosomalny oraz system proteasomalny, ktére to systemy sa
wspomagane przez chaperony czyli tzw. biatka opiekuncze odpowiedzialne za
prawidlowe (roz)fatdowanie substratow biatkowych 12, a takze stanowia swego rodzaju
ochrong przed powstawaniem toksycznych agregatow biatkowych 2. Kiedy chaperony nie
sa w stanie poradzi¢ sobie z nieprawidlowo uformowanym biatkiem, kieruja je na droge
degradacji. Na szlaku autofagosom-lizosom trawione sg dtugozyjace biatka, agregaty czy
tez wadliwe lub nadmiarowe organelle *. Proteasomy s3 z kolei odpowiedzialne za
degradacje wickszosci bialek komodrkowych, zaréwno w ich natywnej, jak 1
nieprawidlowo sfaldowanej konformacji. Znaczenie systemu proteasomalnego dla
funkcjonowania komorki zostalo potwierdzone doswiadczalnie dzigki badaniom
ilustrujgcym obnizanie wydajno$ci proteasomu, wraz z wiekiem, w tkankach
i komoérkach ssakow °, a spadek ten $cisle powigzano z dhugo$cia zycia organizmu & 7.
Nie dziwi wigc fakt, ze proteasom stal si¢ obiecktem zainteresowania wielu grup
badawczych na catym $wiecie, a modulowanie jego aktywnos$ci rozpoznano jako metode
mozliwg do zastosowania w leczeniu wielu schorzen, w tym patologicznego

nowotworzenia & °.
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1. Proteasomalna degradacja biatek

Jeszcze w 1950 roku za jedyny istniejacy system kontrolujacy synteze i
degradacj¢ bialek uznawano system lizosomalny. Odkrycie ATP (adenozyno-5'-
trifosforanu) sprawito, ze w 1953 roku Simpson zasugerowal istnienie dwoch
wspotistniejagcych mechanizmow niszczenia biatek: hydrolityczny (egzoergiczny) i drugi
- wymagajacy energii. Dopiero w 1977 roku Etlinger i Goldberg zidentyfikowali
istnienie nowego,
ATP-zaleznego systemu degradacji, nieangazujgcego lizosomoéw, co potwierdzilty
badania z 1981r, w ktorych Bigelow wykazal, ze wigkszos¢ biatek
wewnatrzkomoérkowych jest trawiona w cytozolu, a nie lizosomie *°. W mniej wiecej tym
samym czasie Wilk i Ortowski oczyscili 700 kDa biatko, ktére nazwane zostato

proteasomem 11,

Proteasom stanowi centralng maszyneri¢ degradacji bialek. W komodrkach

eukariontéow bialko to stanowi ok. 1-2% calego proteomu ’

, a znalez¢ je mozna
W cytoplazmie oraz nukleoplazmie wypetniajacej jadro komoérkowe. Dzigki swoim
wlasciwosciom hydrolitycznym jest ono w stanie usuwac uszkodzone i niepotrzebne
biatka, tym samym zapewniajagc aminokwasy niezbedne do dalsze; biosyntezy.
Proteasom zostat rowniez powigzany z innym funkcjami, takimi jak regulacja cyklu

komérkowego, réznicowanie, odpowiedz zapalna czy tez apoptoza 2.

Obecnie, termin proteasom uzywany jest w kontekscie kilku poznanych struktur,

ktorych wspolny element stanowi rdzen katalityczny nazywany proteasomem 20S [Rys.
17%.

.
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Rys. 1 Schemat ilustrujacy typy proteasomow wystqpu]qcych w komorkach, z zaznaczonymi
podjednostkami roéznicujgcymi
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1.1. Ubikwitynozalezny system proteasomalny
1.1.1. Budowa i mechanizm dziatania proteasomu 26S

U eukariontow wiekszo$¢ bialek (w cytozolu 1 jadrze komodrkowym) jest
degradowana na szlaku ubikwityna-proteasom (UPS). Proteasom 26S to 2,5 MDa
maszyna molekularna zbudowana z rdzenia katalitycznego 20S i dotaczonej po jednej lub
obu jego stronach czastki regulatorowej 19S (RP — ang. Regulatory Particle). Wiele lat
badan pozwolito na doktadne poznanie funkcji i budowy rdzenia katalitycznego 20S,
jednak struktura, funkcje i dynamika konformacyjna regulatora 19S zostaly opisane
stosunkowo niedawno 4. Strukture proteasomu 26S z przytaczong czastka regulatorows
19S przedstawia Rys. 2.

Wieko Rpn3, 5-9, 11, 12, 15
Rpn2 Rpn13
Rpnl0
Rpnl
Podstawa Rpt4 Rpt5
Rpt3 Rpt6
R 5 Regulator19S
Rpt2 Rptl

Pierscien a -

@ Rdzer katalityczny 20S
) ‘ P ~ Regulator 195
B JB5)
Pierscien B p3 I B6 Proteasom 26S
P2 Jp1)P7

Rys. 2 Schematyczne przedstawienie struktury proteasomu 26S

Architektura proteasomu 20S jest wysoce konserwatywna - tworzy on
cylindryczng strukture o masie 700 kDa, ktorej proteolityczne miejsca aktywne sg
zamkniete w jej wewngtrznej komorze. Wspomniany cylinder tworzony jest przez 28
podjednostek, utozonych w cztery heptameryczne pierécienie (oppo) *°. U organizméw
prokariotycznych, budowa proteasomu jest mniej skomplikowana - mianowicie sktada
si¢ on z jednego rodzaju podjednostek a oraz jednego rodzaju podjednostek B, ktore
wykazuja tylko aktywnos$¢ chymotrypsynopodobna °. U eukariontéw natomiast, dwa
zewngtrzne pierscienie sktadajg si¢ z siedmiu réznych podjednostek o. Podobnie po
siedem réznych podjednostek tworzy dwa wewnetrzne pierscienie B (B 1 B’) [Rys.3].

Szes¢ z czternastu podjednostek B posiada wlasciwosci proteolityczne. Podjednostki 1 1
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B1° wykazuja aktywno$¢ podobng do kaspazy (C-L), B2 i f2° wykazuja aktywno$é
podobng do trypsyny (T-L), a podjednostki BS i B5’ posiadaja funkcje podobng do
chymotrypsyny (ChT-L) 7. Wszystkie razem zapewniaja degradacje wielu substratow
biatkowych. Miejsca aktywne enzymatycznie znajdujg si¢ na N-koncach podjednostek
B1, B2 oraz B5 (mechanizm degradacji omowiono w kolejnym podrozdziale), jednakze
potencjalny substrat, ktory zostat przeznaczony do degradacji, musi pokona¢ barierg tzw.
o-bramki utworzonej przez N-konce podjednostek a 8. Nieliczne substraty, takie jak
krotkie peptydy czy nieustrukturyzowane biatka, s3 w stanie samoistnie wnikng¢ do
wnetrza komory, jednakze w wigkszosci przypadkow, konieczna jest obecno$¢
regulatora, ktorego zadanie polega m.in. na rozluznieniu o bramki poprzez indukowanie

zmian konformacyjnych w jej strukturze °.
y20S h20S

()
o55)

B _Col5D) GO
(ho) Cer)
g8

Rys. 3 Spos6b numeracji podjednostek w proteasomie drozdzowym i ludzkim

W proteasomie 26S rol¢ regulatora pelni kompleks 19S. Jego struktur¢ mozna
podzieli¢ na tzw. podstawe 1 wieko. Podstawa sklada si¢ z podjednostek Rpn (ang.
regulatory particle nonATPase): Rpnl, Rpn2, Rpnl3 oraz Rpn10, odpowiedzialnych za
wigzanie ubikwityny oraz ATP-azowego heteroheksamerycznego pierscienia Rptl-6
(ang. regulatory particle ATPase), ktory dzigki energii pozyskanej z hydrolizy ATP,
stanowi swoisty motor podczas rozfaldowywania substratu. Indukuje on takze zmiany
konformacyjne w pierscieniu o rdzenia 20S, w celu translokacji rozfaldowanego substratu
do wnetrza komory katalitycznej. Wieko regulatora 19S to swego rodzaju rusztowanie,
ktére usztywnia jedna strone podstawy i jest zbudowane z 9 podjednostek Rpn (Rpn3,
RpnS, Rpn6, Rpn7, Rpn8, Rpn9, Rpnll, Rpnl2, Rpnl5). Podjednostka Rpnll pekni
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funkcje¢ deubikwitynazy, odpowiadajac za odcinanie fancuchow ubikwityny od

substratow biatkowych zanim trafia do ATP-azowego pierécienia Rpt %°.

1.1.2. Mechanizm proteolizy

Brak podobienstwa sekwencyjnego do innych proteaz oraz niejednoznaczne
wyniki badan nad inhibitorami uniemozliwily przypisanie proteasomu do jednej ze
znanych rodzin proteaz. Poczatkowo jego wrazliwo$¢ na 3,4-dichloroizokumaryng i na
aldehydy peptydowe sprawita, ze uznano go za rzadki rodzaj proteazy serynowej lub
cysteinowej. Dopiero badania przeprowadzone przez grupe E. Seemiiller wykazaly, ze
delecja
N-terminalnej reszty treoniny w proteasomie, jak rowniez zastgpienie jej resztg alaniny
prowadza do calkowitej dezaktywacji enzymu, natomiast zastgpienie jej reszta seryny
powoduje powstanie wysoce aktywnego enzymu wrazliwego na inhibitory proteaz
serynowych 2!, Te doniesienia, a takze struktura krystaliczna proteasomu z jego
inhibitorem Ac-Leu-Leu-Nle-al %, dowiodly, ze w ataku nukleofilowym, majacym
miejsce podczas trawienia substratu, bierze udziat N-terminalna reszta treoniny. W ten
sposob proteasom zostat uznany za pierwsza odkryta N-koncowa nukleofilowa proteaze
treoninowg 2. Proteazy takie syntezowane sa w postaci prekursorow zawierajacych
nieaktywne propeptydy, przeksztatcanych pozniej na drodze autokatalizy w ich formy
aktywne 22, Obecnosé¢ propeptydow w trakcie sktadania proteasomu jest konieczna, aby
zapobiec
N-acylowaniu podjednostek katalitycznych, ktore to acylowanie doprowadzitoby do

utraty wtasciwosci hydrolitycznych %,

Wszystkie trzy podjednostki B o wilasciwosciach proteolitycznych hydrolizuja
wigzania peptydowe wedlug tego samego mechanizmu, ktory mozliwy jest dzigki
obecnosci wspomniane]j reszty treoniny w pozycji 1 oraz wolnej grupy o-aminowej.

Proces hydrolizy mozna podzieli¢ na 4 zasadnicze etapy 2*:

- nukleofilowy atak grupy hydroksylowej tancucha bocznego treoniny na
karbonylowy wegiel zaangazowany w wigzanie peptydowe substratu (w tym etapie wolna
grupa aminowa reszty treoniny pelni rolg akceptora protonu przeniesionego z grupy
hydroksylowej treoniny, w co zaangazowana jest czasteczka wody — powstaje

tetraedryczny produkt przejsciowy [Rys. 4a]);
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Rys. 4a Schemat reakcji przedstawiajacy pierwszy etap proteolizy wigzania peptydowego przez
proteasom 20S

- przegrupowanie prowadzace do rozerwania wigzania peptydowego substratu,
w wyniku ktérego uwolniony zostaje pierwszy produkt z wolng N-koncowa grupa

aminowg oraz acylowany produkt posredni potaczony wigzaniem estrowym [Rys. 4b];

( NHé
h_
o (¢}
H — *

pierwszy produkt

Rys. 4b Schemat reakcji przedstawiajacy drugi etap proteolizy wigzania peptydowego przez
proteasom 20S (uwolnienie pierwszego produktu)

- kolejny atak nukleofilowy czasteczki wody na karbonylowy wegiel wigzania

estrowego (powstanie tetraedrycznego kompleksu) [Rys. 4c];
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Rys. 4c Schemat reakcji przedstawiajacy trzeci etap proteolizy wigzania peptydowego przez
proteasom 20S

- przegrupowanie prowadzace do powstania drugiego, zawierajacego wolng grupe

karboksylowg produktu oraz odtworzenia katalitycznej reszty treoniny [Rys. 4d].

HO
\ B
o
o HO
—
Y A N +
/ /H, —O0
H—O H
0 HO

~_ 7 4

tetraedryczny produkt drugi produkt
przejsciowy

Rys. 4d Schemat reakcji przedstawiajacy czwarty etap proteolizy wigzania peptydowego przez
proteasom 20S (uwolnienie drugiego produktu, odtworzenie katalizatora)

Pomimo takiego samego mechanizmu degradacji substratow, katalityczne
podjednostki proteasomu: 1, B2 i B5 roznig si¢ specyficznos$ciag substratowg. Jak
ustalono, m.in. na podstawie badan krystalograficznych proteasomu z kompetencyjnymi
inhibitorami, r6znorodnos¢ ta wynika z architektury kieszeni substratowych tworzonych
przez sasiednie podjednostki, odpowiednio: B1-B2, B2-B3 oraz B5-B6. Kieszenie takie
sktadajg si¢ z 6-7 reszt aminokwasowych pochodzacych od jednostki katalitycznej oraz
3-4 reszt z sasiadujgcego tancucha, jednakze zazwyczaj tylko jeden aminokwas dyktuje
specyfike catej kieszeni. W proteasomie jest to reszta 45 kieszeni S1 (wg klasyfikacji
Schechtera-Bergera) %°. Dlatego tez, zasadowa reszta argininy (Arg45) w kieszeni S1

podjednostki B1 klasyfikuje ja jako podjednostke o aktywnos$ci kaspazopodobnej, czyli
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odpowiadajacej za hydrolizowanie wigzan peptydowych po resztach kwasowych, chociaz
przypisuje si¢ jej rowniez aktywnos¢ BrAAP (ang. branched chain amino acid prefering),
czyli preferowanie cigcia po aminokwasach z rozbudowanymi tancuchami bocznymi.
Obecnos¢ reszty glicyny w pozycji 45 podjednostki 2 sprawia natomiast, ze kieszen ta
posiada sporo wolnej przestrzeni, ktora utatwia wigzanie si¢ aminokwaséw zasadowych
posiadajacych rozbudowane tancuchy boczne, ktére dodatkowo chetnie oddziatuja
z kwasowg resztg Asp53. W kieszeni S1 podjednostki B5 w pozycji 45 znajduje si¢ reszta
metioniny, ktora ze wzgledu na swoj hydrofobowy charakter chetnie oddziatuje z innymi
niepolarnymi aminokwasami, przez co nadaje tej podjednostce charakter katalityczny
podobny do chymotrypsyny 2°.

Procesy adaptacyjne zachodzace w organizmie moga indukowac ekspresje
alternatywnych  fenotypéw  proteasoméw,  takich  jak  immunoproteasom,
spermatoproteasom oraz tymoproteasom. Ekspresja tych alternatywnych form

proteasomu zachodzi w gléwnej mierze w srodowisku cytokinowym.

Immunoproteasom r6zni si¢ wlasciwosciami katalitycznymi od konstytucyjnego
proteasomu 208S. Jest to zwigzane z zamiang podjednostek B1, B2, BS na podjednostki 11,
21 oraz B5i. Kieszen substratowa podjednostki f1i wykazuje zwigkszong hydrofobowos¢
w stosunku do jej konstytucyjnego analogu, dzigki czemu posiada zdolno$¢ do
hydrolizowania substratow tylko po rozgalezionych resztach hydrofobowych (BrAAP),
natomiast kieszen podjednostki 51 posiada wigkszg wneke w stosunku do 5, co sprawia,
ze podjednostka ta z tatwoscig trawi duze, hydrofobowe substraty . Badania z ostatnich
15 lat sugeruja role immunoproteasomu w stanach zapalnych 28, rozwoju nowotworéw
29 metabolizmie lipidow *° i sygnalizacji NF-xB 3. Za gltéwny czynnik indukujacy
sktadanie immunoproteasomu uwaza si¢ interferon-y (odpowiedzialny rowniez za
odpowiedz immunologiczng jako reakcje na patogeny) oraz stres oksydacyjny 2. Zmiany
w podjednostkach proteasomu indukowane przez wspomniane czynniki skutkuja
powstaniem immunoproteasomu posiadajacego silniejsze zdolnosci do produkcji
peptydéw antygenowych 3. Potwierdzono réwniez, ze immunoproteasom sktadany jest
w komorkach ok. cztery razy szybciej w poréwnaniu do proteasomu konstytucyjnego,
jednakze posiada przy tym obnizong stabilnos¢ 2. Proteasom 20S i immunoproteasom
zwykle wspotistniejag w komorkach, ale stosunek miedzy tymi dwoma izoformami roézni

sie w zaleznosci od typu komorki i srodowiska .
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Z kolei w tymoproteasomie rdzen katalityczny tworzony jest przez podstawienie
podjednostek B1, B2, B5 podjednostkami B1i, B2i oraz charakterystyczng podjednostka
B5t, ktora wykazuje odmienny, hydrofilowy charakter, dzigki czemu posiada szczegodlne
wlasciwosci proteolityczne *°. Ekspresja tymoproteasomu jest niezbedna do pozytywne;j

selekcji limfocytow T w grasicy *® [Rys. 5].

tymoproteasom 20S proteasom 20S immunoproteasom

. selekc!'a grasica JEN /
limfocytéw T « v, -z
w grasicy ) 1 1
MHC-1
Bli & B1
w \—'—/

B1i
\4’
nierozgateziony kwasowy nierozgateziony
hydrofobowy hydrofobowy
"o B o B2 "o B
—_— —— ~—~—— e
zasadowy/neutralny zasadowy/neutralny zasadowy/neutralny
- B5t B5 B5i
hydrofilowy nierozgateziony rozgateziony
hydrofobowy hydrofobowy

Rys. 5 Schemat ilustrujgcy roéznice w budowie podjednostek katalitycznych konstytucyjnego
proteasomu 20S oraz tymo- i immunoproteasomu z uwzglednieniem preferencji substratowych
(legenda: plus — substrat zawierajgcy reszty zasadowe; minus — substrat bogaty w reszty kwasowe;
z6Mta kropka — substrat posiadajacy hydrofobowe aminokwasy; niebieska kropka — substrat
posiadajacy reszty o charakterze hydrofilowym) .

1.1.3. Mechanizm ubikwitynac;ji

Kolejnym milowym krokiem w badaniu mechanizméw degradacji byto odkrycie
ubikwityny — matego, 8 kDa biatka, petnigcego wazng role w proteasomalnym systemie
degradacji 8. Ubikwitynowanie biatka moze byé podyktowane réznymi celami:
oznaczeniem go jako substratu do degradacji przez proteasom, zmiang jego lokalizacji
w komorce, zmiang aktywnos$ci biatka oraz promowaniem lub zapobieganiem

interakcjom z innymi biatkami °.

Ubikwityna jest prototypem rodziny bialek o podobnych strukturach, ale r6znych
sekwencjach. Dojrzate formy bialek pochodzacych z tej rodziny zawierajg na C-koncu
charakterystyczny motyw dwoch reszt glicyny, ktore eksponowane sg dopiero w trakcie

procesu proteolitycznego. Co ciekawe, u prokariontow nie znaleziono struktury
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funkcjonalnie analogicznej do ubikwityny. U eukariontow wszystkie biatka z rodziny
ubikwityn charakteryzuja si¢ wspdlnym mechanizmem dzialania, w ktorym C-koncowa
reszta glicyny wiaze sie z aminowa grupa biatka docelowego °. Zazwyczaj jest to grupa
g-aminowa reszty lizyny — w wyniku takiego potgczenia powstaje wigzanie
izopeptydowe, jednakze sa rowniez znane przypadki ubikwitynacji na N-koncu substratu
z utworzeniem wigzania peptydowego *. Proces ubikwitynacji jest zalezny od energii

pozyskanej z hydrolizy ATP i mozna go podzieli¢ na trzy etapy:

1) wstepny etap aktywacji katalizowany przez enzym E1;

2) etap posredni, w ktorym ubikwityna jest kowalencyjnie wigzana z
enzymem koniugujacym E2;

3) etap koncowy katalizowany przez ligaz¢ E3, w ktorym ubikwityna

przylacza si¢ do miejsca docelowego, czyli do grupy aminowej substratu.

Na wstgpnym etapie ubikwityna jest aktywowana w dwoch krokach. Pierwszy
polega na adenylacji grupy karboksylowej C-koncowej reszty glicyny ubikwityny,
w drugim za$ kroku dochodzi do przeniesienia ubikwityny na enzym E1 na skutek reakcji
transtioestryfikacji z grupg -SH reszty cysteiny pochodzacej od enzymu aktywujacego
E1. W ten sposob tworzy si¢ wigzanie tioestrowe, majace na celu zaktywowanie wolnej
grupy karboksylowej 2. Nastepnym krokiem jest przeniesienie ubikwityny z enzymu E1
na enzym koniugujacy E2 z ponownym utworzeniem wigzania tioestrowego, tym razem
z grupa -SH enzymu E2 *. Ostatni etap obejmuje przeniesienie ubikwityny na grupe
aminowg docelowego substratu z utworzeniem wigzania (izo)peptydowego, ktora to
reakcja katalizowana jest przez ligaze E3 *. Zazwyczaj przytaczenie tylko jednej
czasteczki ubikwityny do biatka nie powoduje skierowania go na droge degradacji
proteasomalnej. Aby substrat taki zostat rozpoznany przez regulator 19S, potrzebne jest
utworzenie tancucha poliubikwitynowego, ktore jest mozliwe ze wzgledu na obecno$¢
reszt lizyny w sekwencji samej ubikwityny “°. Niedawne badania wykazaly jednak, iz
roOwniez monoubikwitynowane biatka mogg by¢ trawione przez proteasomy. Co ciekawe,
duza cze¢$¢ puli tych bialek (czyli ulegajacych degradacji proteasomalnej na skutek
monoubikwitynacji) stanowig biatka zaangazowane w procesy odpowiedzi na stres
oksydacyjny 6. W celu zachowania homeostazy, komoérki wyksztatcity rowniez enzymy
deubikwitynujace (DUB — ang. deubiquitinating enzyme), petnigce odwrotng rolg
poprzez usuwanie ubikwityny z biatek substratowych. Zazwyczaj sg one proteazami

cysteinowymi, ktore rozcinaja wigzanie amidowe pomiedzy biatkami. Enzymy DUB
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rozszczepiaja takze tancuchy poliubikwitynowe w celu odzyskania wolnej ubikwityny,

ktora moze zostaé uzyta do znakowania nowych substratow #4849 [Rys. 6.].

0. 0.0
AKTYWACIA KONIUGACIA

l ‘; DEUBIKWITYNACJA
LIGACJIA

PROTEASOMALNA {

), DEGRADACIA %
) ) < <

! &R

Rys. 6 Schemat dziatania systemu UPS (system ubikwityna-proteasom — ang. Ubiquitin
Proteasome System), gdzie: Ub - ubikwityna, E1 - enzym aktywujacy Ub, E2 - enzym
koniugujacy Ub, E3 - ligaza ubikwitynowa, E4 - czynnik elongacji tancucha, DUB - enzym
deubikwitynujacy, ATP - energia pozyskana z hydrolizy ATP.

1.1.4. Sygnaty destrukcji

O tym, czy biatko powinno zosta¢ ubikwitynowane i strawione decydujg degrony,

czyli elementy sygnatowe obecne w strukturze biatek i kierujace je na droge degradacji.

Chociaz wigkszos¢ biatek jest syntetyzowana z reszta metioniny na N-koncu,
tozsamos¢ N-koncowego aminokwasu mozna zmieni¢. Klasa enzymoéw zwana
transferazami moze katalizowa¢ dodanie okre$lonych reszt aminokwasowych do N-
konca biatka akceptorowego, tym samym powodujac potranslacyjng modyfikacje

sekwencji biatkowej. Pracujgc z drozdzami Saccharomyces cerevisiae, Bachmair i wsp.
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wykazali, ze rodzaj N-koncowego aminokwasu moze wplyna¢ na stabilno$¢ biatka, a
zalezno$¢ te nazwali reguta N-konca. O tym, czy biatko bgdzie promowane do degradacji
decyduje zazwyczaj 8-10 N-koncowych reszt. Najbardziej podatne na ubikwitynacje i
degradacje¢ sg biatka zawierajace na N-koncu reszty argininy i leucyny, natomiast biatka
posiadajace

w tym miejscu reszty metioniny oraz mate oboj¢tne aminokwasy takie jak Ala, Val, Ser,

Thr, Cys, wykazuja dtuzszy okres poltrwania .

Poréwnujac sekwencje aminokwasowe dwunastu szybko degradowanych biatek
o okresie pottrwania wynoszacym 2 godziny lub krocej, Rogers 1 wsp. stwierdzili, ze
wszystkie maja jeden lub wigcej regiondw bogatych w cztery aminokwasy: proling, kwas
glutaminowy, seryn¢ 1 treoning. Takie obszary nazwano regionami PEST, po
jednoliterowym kodzie aminokwasowym tych reszt i sg one dzisiaj uznawane za jedne

z powszechniej wystepujacych degronéw °L.

Niektore z bialek juz w DNA maja zakodowany fragment sekwencji ubikwityny,
ktory determinuje ich przeznaczenie do degradacji (UFD — ubiquitin fusion degradation);
s3 to zazwyczaj enzymy naprawcze DNA °2, Kolejng sekwencja programujaca ,,$mieré”

biatka jest tzw. kaseta destrukcyjna D-box wystepujaca w niektorych cyklinach *2,

Nowo syntezowane biatka posiadajgce w swojej strukturze degrony sg chronione
przed ubikwitynacja przez bialka opiekuncze — chaperony. Chaperony chronig rowniez
nieprawidlowo sfaldowane bialka przed agregacja, a takze towarzyszg translokacji takich

% Natomiast we wiasciwie

ubikwitynowanych bialek do wnetrza proteasomu
pofaldowanym biatku degrony sg ukryte wewnatrz jego struktury. Dopiero denaturacja
lub nieprawidlowe pofaldowanie powoduje odslonigcie tychze sekwencji, a w

konsekwencji ubikwitynacje¢ i degradacje takiego substratu.

1.2. Niezalezny od ubikwityny system proteasomalny (UIPS)

Jak omowiono powyzej, okoto 90% ludzkiego proteomu regulowane jest przez
UPS. Zdecydowana wigkszo$¢ ustrukturyzowanych biatek musi zosta¢ rozpoznana
1 rozfaldowana przed degradacja, dlatego ich trawienie odbywa si¢ z wykorzystaniem
systemu zaleznego od ubikwityny 1 energii pozyskanej z hydrolizy ATP. Czeg$¢ proteomu
jest natomiast degradowana w sposob niezalezny od ubikwityny. Takie ubikwityno-

niezalezne substraty s3 rozpoznawane przez proteasom bezposrednio w regionach
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inicjacji degradacji lub posrednio poprzez wigzanie z partnerem powodujacym
rozfaldowanie substratu i odsloni¢cie sygnatu destrukcji. Biatka, ktére moga by¢
degradowane przez oba systemy zawierajg najczesciej] dwa typy degronow: jeden
zalezny, a drugi niezalezny od ubikwityny. Taka niezalezna od ubikwityny degradacja
moze stanowi¢ alternatywny mechanizm uzupelniajacy, ktory zapewnia pewng
suwerenno$¢ od dostepnej puli ubikwityny. Ciekawym przypadkiem ukazujacym te
zalezno$¢ jest biatko Rpn4 - czynnik transkrypcyjny stymulujgcy ekspresje gendow
proteasomow, ktory jednoczesnie jest substratem proteasomu. Gdyby homeostaza
ubikwityny i homeostaza proteasomu stanowity identyczne stany komorkowe, dwa
degrony obecne w Rpn4 bytyby catkowicie zbedne *°. Wykazano jednak, ze w réznych
warunkach komorki moga doswiadcza¢ ,stresu ubikwitynowego” 1 ,stresu
proteasomowego” *°. Gdyby degradacja Rpn4 byta ograniczona do zaleznosci od
koniugacji ubikwityny, w przypadku braku dostepnosci Ub dosztoby do nieodpowiednie;j
odpowiedzi regulacyjnej — wzrostu poziomu Rpn4 i napedzenia syntezy proteasomow,
zaburzajac tym samym metabolizm catej komorki.

Istnieje rowniez rodzina bialek wewnetrznie nieuporzadkowanych IDPs (ang.
intrinsically disordered proteins) oraz biatek zawierajacych nieustrukturyzowane regiony
IDR (ang. intrinsically disordered regions), ktore ze wzglgdu na czgsciowo lub catkowicie
rozwini¢ta strukture moga by¢ degradowane przez proteasom 20S w sposob niezalezny
od ubikwityny.

W degradacje niezalezng od ubikwityny zaangazowany jest zazwyczaj proteasom
20S samodzielnie lub wraz z jego swoistymi regulatorami, ktore maja za zadanie
pobudza¢ zdolnoéci degradacyjne enzymu. Do takich regulatoréw naleza PA28 °’oraz
PA200 %8, Aktywatory proteasomu specyficzne dla UIPS nie wykazuja zdolnosci do
wigzania
1 rozfaldowywania substratow. Ich rola polega natomiast na otwieraniu bramy
proteasomu 20S tworzonej przez N-konce zewngtrznych podjednostek alfa poprzez
oddziatywania wywotujace zmiany konformacyjne, powodujac tym samym zwigkszony
przeplyw substratow do miejsc degradacji. Sam proteasom 20S bez przylaczonego
regulatora jest
w stanie trawi¢ tylko niewielkie, niesfaldowane substraty, ktore sg w stanie wnikng¢ do

jego wnetrza nawet przez zamknietg brame katalityczng.
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1.2.1. Regulacja proteasomu 20S w komorkach
1.2.1.1. PA28

Jednym z przedstawicieli komorkowych regulatoréw proteasomu 20S, ktory
aktywuje niezalezng od ATP i ubikwityny degradacj¢ proteasomalna, jest regulator PA28
(nazywany rowniez 11S, REG, lub PMSE). U kregowcoéw kompleksy PA28 tworzone sg
przez trzy wysoce homologiczne podjednostki: o, B, y o przyblizonej masie
czasteczkowej 28 kDa. Powstajace w wyniku asocjacji kompleksy przyjmuja postaé
heptameru heterogenicznego PA28af3 lub homogenicznego PA28y, ktore oprocz
struktury r6znig si¢ miejscem wystepowania oraz rolg jaka petnig w organizmie. Podczas
gdy PA28af
u ssakow znajduje si¢ gtownie w cytoplazmie komorek limfoidalnych oraz w narzadach
uktadu immunologicznego, przyspieszajac degradacje utlenionych biatek 3!, PA28y
znalez¢é mozna w catym organizmie, a przewaznie w jadrach komoérek mozgowych *°.
Dotychczasowe badania wskazuja jakoby kompleks PA28y wykazywat prodegradacyjne
dziatanie stymulujace wzgledem bialek o nieuporzadkowane;j strukturze trzeciorzedowej
%0, Mechanizm aktywacji proteasomu przez regulator PA28 zostal zaproponowany
W oparciu o struktur¢ krystaliczng drozdzowego proteasomu 20S (Saccharomyces
cerevisiae) z regulatorem PA26. PA26 jest homologiem PA28 wystepujacym u pasozyta
— $widrowca nagany (Trypanosoma brucei), ktory pomimo réznic sekwencyjnych
posiada struktur¢ analogiczng do kompleksu wystgpujacego u wyzszych eukariontow i
jest w stanie aktywowaé proteasomy wyizolowane z réznych gatunkéw 1. Ponadto reszty
proteasomu oddziatujace z aktywatorem rowniez wykazuja wysoka konserwatywnos$¢
wsrdd proteasomow pochodzacych z réznych organizméw. W strukturze krystalicznej
rozwigzanej przez Hilla i wspotpracownikow 2, C-koncowe reszty PA26 zaobserwowano
w kieszeniach sgsiadujacych podjednostek o proteasomu. Mostki solne utworzone
pomiedzy C-koncowymi grupami karboksylowymi PA26 oraz grupami aminowymi
Lys66 fancuchow a, a takze liczne wigzania wodorowe, zapewniajg wigzanie
heptamerycznych pierscieni aktywatora i1 enzymu. Do samej za$ aktywacji proteasomu
niezbedne sa jeszcze 6-aminokwasowe petle PA26, zawierajace reszty Glul02
oddziatujace z resztami Prol7 znajdujacymi si¢ na powierzchni proteasomu.
Oddziatywania te, nieznacznie przesuwajac reszty proliny, powoduja destabilizacje
zamknietej bramy poprzez zaburzanie oddzialywan (wigzan wodorowych 1 sit van der

Waalsa). Zmiana potozenia reszt proliny 17 skutkuje nie tylko zniszczeniem oddziatywan
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podtrzymujacych zamknietg strukture, ale umozliwia réwniez stabilizujace otwartg
konformacje interakcje pomiedzy Tyr8/Prol17 i Asp9/Tyr26 sasiadujacych podjednostek
o 52 3 [Rys. 7].

Rys. 7 Schemat przedstawiajacy interakcje PA26 z drozdzowym proteasomem 20S. A: widok
z gbéry na kompleks PA26-y20S (cyframi 1-7 oznaczono podjednostki al-7 proteasomu);
B: zblizenie ukazujace C-konce oraz petle aktywne monomerow PA26 oddzialujacych
z pier§cieniem o proteasomu; C: wigzania wodorowe stabilizujace otwarta konformacje
pierscienia o

1.2.1.2. PA200

Kolejnym aktywatorem proteasomu, ktory pobudza enzym do degradacji biatek
niezaleznej od wigzania ubikwityny oraz od energii pozyskanej z hydrolizy ATP, jest
PA200. Jego drozdzowym odpowiednikiem jest biatko Blm10, a obie te struktury
(w przeciwienstwie do aktywatorow 19S oraz 11S) to monomeryczne biatka o masie
czasteczkowej 200 kDa. Homologi te wykazuja migdzy soba jedynie ok. 20%
podobienstwa sekwencyjnego, ktore ograniczone jest do funkcyjnie kluczowych reszt
aminokwasowych oraz motywoéw strukturalnych. Biatko BIm10 zaangazowane jest
w szereg procesow komorkowych, takich jak: spermatogeneza, naprawa peknigé

dwuniciowego DNA, a takze utrzymanie dziedziczenia mitochondrialnego %% .
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PA200/BIm10 wykryto réwniez w nieaktywnym prekursorze proteasomu — 15S 55 6
a takze w kompleksach z niedojrzatym 208 ®’, co dowodzi jego roli w procesach sktadania
1 dojrzewania proteasomow. PA200 ma ksztalt koputy, ktora prawie catkowicie
zbudowana jest z motywow typu helisa-zwrot-helisa zwanych HEAT (skrot pochodzacy
od 4 biatek, w ktorych znaleziono charakterystyczny motyw: Huntingtin - Elongation
factor 3 - PR65/A subunit of PP2A - lipid kinase TOR). Dzigki takiej strukturze,
utworzonej przez powtdrzenia HEAT, biatko PA200 na powierzchni 20S zwija si¢ w
dwuwarstwowg  struktur¢ przypominajaca $limaka, oddziatujac z kanatem
translokacyjnym proteasomu

i w ten sposob regulujac jego whasciwosci proteolityczne [Rys.8] .

180°

Rys. 8 Schemat ilustrujacy biatko PA200 oraz jego kompleks z proteasomem 20S. A, B: widok
z gory (A) i1 z dotu (B) na strukture biatka PA200 przypominajgca $limaka, z zaznaczonym
N- i C-koncem biatka; C, D: widok z boku na kompleks PA200 z 20S, prezentujacy interakcje
pierscienia a proteasomu z biatkiem PA200

Udowodniono, ze PA200 moze tworzy¢ z proteasomem kompleksy takie jak:
(PA200),-20S, PA200-20S oraz PA200-20S-19S %,

Po zwigzaniu jednej czastki PA200 z pierscieniem o proteasomu 20S, caty obszar
tego pierscienia zostaje przearanzowany, tak aby uzyska¢ konformacje¢ otwartego kanatu,
umozliwiajacg przejscie substratu do komory katalitycznej. Dzieje si¢ to poprzez

interakcje zachodzace pomigdzy aktywatorem a enzymem. Liczne kontakty z
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pierscieniem o proteasomu tworzone sg z C-koncowym motywem HbYX (sekwencja
utworzona przez: Hb - aminokwas o charakterze hydrofobowym; Y-tyrozyng; X-
dowolng reszt¢) biatka PA200 tj. sekwencja Tyr1841-Tyr1842-Alal843. Fragment ten
oddziatuje z kieszenig a5/a6 proteasomu w sposob podobny do aktywatorow 11S 1 19S,

27\ PA200

TS62  “Ee19

Rys. 9 A: Rysunek przedstawiajacy interakcje C-konca oraz petli biatka PA200 z podjednostkami
aS, ab, a7 proteasomu; B: zblizenie ukazujace reszty proteasomu zaangazowane w interakcje
z C-koncem biatka PA200; C: zblizenie ilustrujace reszty proteasomu zaangazowane w interakcje
z petla biatka PA200

powodujac przesunigcie Prol7, a w konsekwencji rozluznienie bramy proteasomu. Dzieje
si¢ to za sprawag wigzan wodorowych utworzonych pomigdzy atomami wodoru grup
hydroksylowych Tyr1841 oraz Tyrl842 biatka PA200 i atomami tlenu grup
karbonylowych a5Glu25 i a5Gly19 proteasomu. Dodatkowe miejsce oddziatywania z
proteasomem stanowi petla Thr562-Lys574 domeny PA200, ktéra tworzy kontakty z

podjednostkami a1 i a2 proteasomu [Rys. 9] .

1.2.2. Biatka wewngtrznie nieuporzadkowane jako substraty proteasomu 20S

Powszechnie spotykang i dobrze opisang grupa biatek sg biatka globularne
posiadajace niepowtarzalng strukture 3D, ktora wynika z ich sekwencji aminokwasowej
oraz  zestawu specyficznych niekowalencyjnych  odzialywan (oddzialywan
elektrostatycznych, hydrofobowych, wigzan wodorowych czy tez sit van der Waalsa).

Struktura takich biatek moze zosta¢ zniszczona na skutek ekspozycji na rézne czynniki,
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w skrajnych przypadkach powodujac powstanie catkowicie nieuporzadkowanego biatka.
Istnieje jednak grupa protein nieposiadajaca $ci§le okreslonej struktury nazywana
biatkami wewngtrznie nieuporzgdkowanymi IDP oraz hybrydy biatkowe zawierajace
zarbwno wewnetrznie nieuporzadkowane regiony biatkowe (IDR), jak 1 domeny
uporzadkowane. IDP i bialka zawierajace IDR charakteryzuja si¢ niska ztozonoscia
sekwencji 1 skltadem aminokwasowym z preferencjami do natadowanych reszt
hydrofilowych. Brak rozbudowanych, hydrofobowych aminokwaséow w  strukturze
skutkuje stosunkowo ptaska powierzchnig takich biatek, a stabe oddziatywania miedzy
resztami tworzg raczej zespot wzajemnie przeksztalcajacych sig stanéw konformacyjnych
niz zwarta natywna konformacje . Statystyki wykazaty, ze biatka te nie tylko wystepuja
we wszystkich organizmach zywych, ale ustalono rowniez, ze ich liczebno$¢ wzrasta
proporcjonalnie do ztozonoéci organizmu °. U organizméw eukariotycznych IDP
stanowia ok. 30% calego proteomu *. Podloze takiej nieuporzadkowanej struktury
przestrzennej bialek IDP stanowi sekwencja aminokwasowa uboga w reszty promujace
stabilne struktury tj. Trp, Cys, Tyr, lle, Phe, Val, Asn i Leu, ale bogata z kolei w
aminokwasy propagujace zaburzenia (Arg, Pro, Gln, Gly, Glu, Ser, Ala i Lys), a takze w
liczne powtarzajace sie fragmenty "> 73,

Ze wzgledu na swoja duzg labilno$¢ biatka takie sa w stanie angazowac si¢ w wiele
interakcji 1 bra¢ udzial w réznych procesach biologicznych, w szczegélnosci w
sygnalizacji i1 regulacji komodrkowej. Poprzez takie partycypowanie w szlakach
regulatorowych, biatka IDP czesto wigzane sg z r6znymi stanami patologicznymi, takimi
jak  nowotwory  lub  choroby  neurodegeneracyjne.  Agregacja  bialek
nieustrukturyzowanych ze wzgledu na ich wysoka podatno$¢ do nieprawidlowego
fatdowania oraz tworzenia losowych asocjatéw jest przyczyng wielu proteinopatii ™.
Przykladem moze by¢ a-synukleina, biatkko wewngtrznie nieuporzadkowane, ktére na
skutek r6znych czynnikéw (stresu oksydacyjnego, uposledzenia mitochondriow), a takze
swoiste] elastycznosci 1 podatnosci na modyfikacje ulega agregacji. Agregaty takie
toksycznie akumuluja si¢ w komorkach, doprowadzajac
w konsekwencji do ich $mierci”. Innym przyktadem mogg byé bialka zawierajace
powtarzajace si¢ fragmenty poliglutaminowe, ktore opisano miedzy innymi jako
przyczyng choroby Huntingtona.

Poniewaz N-koncowe fragmenty podjednostek a proteasomu 20S blokuja centralny
kanat proteolityczny, moze on trawi¢ tylko niesfaldowane, rozciagnigte taficuchy

polipeptydowe 7% 77, Niemniej jednak, obecno$¢ krotkiego, nieustrukturyzowanego
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fragmentu, nie oznacza, ze degradacja biatka bedzie odbywata si¢ za posrednictwem 20S.
Wigkszo$¢ IDP ulega réwniez ubikwitynacji, ktdra prowadzi je na $ciezk¢ degradacji
przez proteasom 26S. Udowodniono jednak, ze proteoliza nieuporzadkowanych
i nieubikwitynowanych substratow zachodzi szybciej przez 20S niz 26S 8. Zwiazane jest
to zapewne z zawitym systemem ubikwitynacji, przetwarzania i translokacji substratow
przez proteasom 26S. Grupa biatek IDP, ktore sa substratami 20S, nazywana jest
20S-IDPome '°. Stwierdzono réwniez, ze biatka nieuporzadkowane, o strukturze
podobnej do prionow (PrLD), ktére oddziatuja =z bialkami posiadajacymi
charakterystyczne powtdrzenia dipeptydowe: Gly-Arg oraz Pro-Arg (biatkami
przyczyniajacymi si¢ do rozwoju ALS) sa najbardziej preferowane jako substraty
proteasomu 20S. Zasadniczym pytaniem pozostaje jednak, jak takie nieuporzadkowane
bialka mogg by¢ trawione przez proteasom 20S bez przylaczonego aktywatora. Jest to
prawdopodobnie  zwigzane z obecnos$cig pewnych specyficznych cech w
nieuporzadkowanych segmentach tych biatek, ktore moga samoistnie oddzialywa¢ z a-
bramg proteasomu 208 i utatwia¢ swoja wtasna degradacije .

Niestety, powstate w stanach patologicznych formy oligomeryczne IDP nie sg juz
tak dobrze trawione przez proteasom 20S. Udowodniono, ze takie toksyczne oligomery,
oddziatujgc z proteasomem, hamuja jego aktywno$¢ i powodujg zaburzenia w regulacji
stezenia bialek IDP w komorce. Taki stan prowadzi do jeszcze szybszego powstawania
toksycznych agregatow, a spirala akumulacji sama si¢ napgdza, w konsekwencji czego

dochodzi m.in. do postepu choréb neurodegeneracyjnych 8% 82 8,

1.2.3. Rola proteasomu 20S w trawieniu bialek utlenionych na skutek stresu
oksydacyjnego

\ﬁ‘;ﬁ"‘ = * Brak narazenia na stres oksydacyjny
& e * Nienaruszona funkcjonalnosc i struktura biatka
- o
*» Niewielkie narazenie na oksydacje — wyeksponowanie
reszt hydrofobowych na zewnatrz — obnizona

funkcjonalnos¢ biatka

* Umiarkowany poziom utlenienia biatka . o
 Utrata struktury i/lub funkcji biatka | Biatko przypominajace
- Catkowicie rozfaldowane biatko pozbawione funkeji IDP

nasilajace sie uszkodzenia oksydacyjne

* Silnie utlenione biatko — agregat
* Odpornosc i blokowanie dziatania proteaz

Rys. 10 Wptyw stresu oksydacyjnego na strukture biatek
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Metabolizmowi komoérkowemu towarzyszy ciagte powstawanie wolnych rodnikéw
1 utleniaczy. Reaktywne formy tlenu (ROS) oraz azotu (RNS) sg uwazane za gtownag
przyczyne starzenia, dysfunkcji komorek oraz stanow patologicznych. Sg one w stanie
modyfikowa¢ wiele sktadowych komorki, takich jak biatka, lipidy czy tez kwasy
nukleinowe. Ze wzglgdu na to, ze modyfikacje oksydacyjne sa procesami cigglymi,
w komorce wyewoluowato kilka systeméw przeciwdziatania tym procesom. Czg$¢ biatek
moze zosta¢ niejako naprawiona i1 przywrocona do wyjsciowego stanu (sprzed
utlenienia). W komorkach ssakow tylko dwie reszty aminokwasowe biatek moga by¢
poddawane odwracalnej oksydacji: metionina i cysteina 8. Jesli natomiast biatko zostanie
utlenione nieodwracalnie, komodrka posiada systemy rozpoznajace oraz usuwajace takie
formy, np. lizosomy lub proteazy mitochondrialne 8. Jednak gtéwnym systemem
,,Sprzatajacym” takie uszkodzone na skutek utleniania biatka jest proteasom 208 €.

Wigkszos¢ biatek globularnych posiada nieustrukturyzowane segmenty tancucha
peptydowego, jednakze albo sa one schowane wewnatrz biatka albo chronione przez
biatka opiekuncze. Na skutek ekspozycji na stres oksydacyjny, biatka ulegaja utlenieniu,
co moze prowadzi¢ do zwigkszenia stopnia nieuporzagdkowania oraz destabilizacji bialka,
powodujac odstoniecie ukrytych wewnatrz fragmentéw nieposiadajacych ustalonej
struktury. Po wyeksponowaniu, segment taki moze Skierowaé cale biatko do degradacji
[Rys. 10]. Udowodniono, ze biatka utlenione na skutek stresu oksydacyjnego staja si¢
substratami proteasomu 20S. Taka proteasomalna degradacja bialek utlenionych ma
ogromne znaczenie dla zycia komorki. Redukcja poziomu utlenionych biatek zapobiega
tworzeniu powstatych na skutek silnych uszkodzen oksydacyjnych toksycznych
agregatow, ktore sg odporne na degradacje enzymatyczng &'

Ze wzgledu na duza odporno$¢ proteasomu 20S na stres oksydacyjny,
w przeciwienstwie do 268, ktory na skutek oksydacji ulega rozpadowi do 20S i 19S
w przewazajace] wiekszosci to 20S odpowiada za trawienie utlenionych bialek.
Co ciekawe, immunoproteasom wraz z aktywatorem 118, ktorych ekspresja zwigksza si¢
wraz z ekspozycja na stres oksydacyjny, réwniez odpowiadaja za usuwanie utlenionych
biatek & . W szczegélnosci obecnoéé podjednostki katalitycznej B5i (zaréwno
w dojrzalym immunoproteasomie, jak i jego formach posrednich, powstalych podczas
sktadania biatka) znaczaco przyczynia sie do degradacji takich biatek 9 %2,

W warunkach bezstresowych wigkszo$¢ biatek przeznaczonych do zniszczenia jest
ubikwitynowana i rozkladana przez proteasom 26S. Biatka regulatora 19S rozpoznaja

ubikwitynowane substraty, usuwajg tancuch poliubikwitynowy i posredniczg w
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otwieraniu o-bramki. Ponadto dostarczaja energii do rozwinigcia i wprowadzenia

tancucha polipeptydowego do wngtrza beczkowatej struktury 20S. W warunkach stresu

warunki normalne
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Rys. 11 Schemat przedstawiajacy degradacje¢ biatek w warunkach normalnych (gora) oraz
podczas narazenia komorek na stres oksydacyjny (warunki oksydacyjne oznaczone symbolem
,O0X”) (dot)

oksydacyjnego, biatka, cze§ciowo rozwinigte na skutek oksydacji, bezposrednio
oddziatujg z pier§cieniami o proteasomu 20S poprzez oddziatywania hydrofobowe,
eliminujac potrzebe wykorzystania energii z hydrolizy ATP, jak réwniez obecnosci
regulatora 19S oraz enzymdw ubikwitynujacych, ktore na skutek narazenia na ROS/RNS
ulegaja dezaktywacji. Utlenianie grup tiolowych bialek w pierscieniu a proteasomu
sprzyja dalszemu otwieraniu bramki 20S 1 wspomaga demontaz czgstek regulatora 198S,
ktore sa sekwestrowane przez Hsp70 %,

Przewlekly stres oksydacyjny indukuje natomiast ekspresj¢ alternatywnego

regulatora 11S 1 trzech alternatywnych podjednostek katalitycznych B, ktore tacza sie
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w immunoproteasom 20S (i20S). Trawienie biatek przez rdzen i20S generuje inne
peptydy niz 20S. Regulator 11S wigze si¢ zardwno z istniejacymi proteasomami 208, jak
1 nowo ztozonymi 120S. Oba dziatajg niezaleznie od ATP i zwigkszaja obrét biatkami

w proteasomie w warunkach stresu oksydacyjnego [Rys.11].

2. Proteasom 20S a procesy starzeniowe i choroby

neurodegeneracyjne

2.1. Wykorzystanie UIPS do przeciwdzialania proteotoksycznos$ci

Zaburzenia neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera, choroba
Parkinsona czy tez stwardnienie zanikowe boczne, charakteryzuja si¢ postepujacym
uposledzeniem funkcji neuronéw. Chociaz choroby te znaczaco ro6znig si¢ objawami
klinicznymi, wszystkie $cisle wigza si¢ z akumulacja biatek w komorkach. Jak juz
wczesniej wspomniano, dysfunkcja UPS moze prowadzi¢ do tworzenia si¢ toksycznych
agregatow. Nie jest jednak oczywistym, czy to akumulacja biatek zaburza funkcje UPS
czy tez dysfunkcja UPS prowadzi do odkladania bialek. Te przypuszczenia sa
przedmiotem wielu badan naukowcéw na calym $wiecie. Jedna z tez tlumaczy, ze
odktadajace si¢ biatka g
w stanie niejako ,,zatyka¢” brame proteasomu, uposledzajac jego funkcjonowanie %,
Taka rosngca proteotoksyczno$¢ zwigzana z odkladaniem si¢ biatek przyczynia si¢
natomiast do powstania sprzezenia zwrotnego, powodujac dysfunkcj¢ mitochondriow,
zwigkszanie poziomu ROS oraz uszkodzenia DNA %. Te procesy napedzaja zaréwno
dalsze nieprawidtowe faldowanie biatek, jak rowniez inaktywacj¢ proteasomu poprzez
utlenianie jego podjednostek. Liczne doniesienia sugeruja jednak, iz komorki
wypracowaly r6zne mechanizmy w celu przeciwdziatania temu problemowi; na przyktad
wzrost reaktywnych form tlenu indukuje ekspresje¢ PA28a, ktéra z kolei promuje
aktywno$¢ UIPS %,

Ponadto stres oksydacyjny indukuje ekspresje podjednostek 20S poprzez czynnik
stresu oksydacyjnego Nrf2 (SKN-1), ktory w odpowiedzi na inhibicje proteasomu,
uruchamia mechanizm kompensujagcy poprzez pobudzanie ekspresji genow
odpowiedzialnych za synteze proteasomu 20S %, przy czym nie zauwazono przy tym
wzrostu poziomu 19S %, Ponadto, stres oksydacyjny posredniczy w rozktadaniu 26S

zaleznym od biatka Ecm29, ktére to biatko nie wpltywa na funkcje proteasomu
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w komérkach nienarazonych na oksydacje *. Doniesienia te sugerujg wiec, ze komorki
narazone na oksydacje usuwaja nieprawidlowo sfatdowane biatka oraz biatka uszkodzone

oksydacyjnie poprzez niezalezny od ubikwityny system proteasomalny.

2.2. Wplyw procesOw starzenia oraz chordb neurodegeneracyjnych na
zawarto$¢ proteasomow w komorce

Nieuniknionym skutkiem starzenia si¢ organizmu jest postepujgca utrata
funkcjonalnosci catego proteomu. Wiele badan potwierdzito, ze skutecznos¢ systemow

proteolitycznych zmniejsza si¢ wraz z wiekiem %1%,

Aktywno$¢ proteasomu w starzejagcym si¢ organizmie moze by¢ znacznie

obnizona, co zaobserwowano w réznych komérkach i tkankach, w tym w limfocytach 1%,

komorkach rdzenia kregowego 102

, czy tez w fibroblastach, ktére potraktowane
inhibitorami proteasomu wykazywaty skrdocona zywotno$¢ oraz stabe zdolnos$ci
replikacji 1% 1% Uposledzenie aktywnosci proteasomu w starzejacych sie komoérkach
moze wynika¢ ze zmniejszonej ekspresji jego podjednostek, w tym podjednostek
tworzacych regulator 19S %4, W innym badaniu Ponnappan i wsp. potwierdzili obnizenie
aktywnosci sytemu UPS poprzez stwierdzenie upo$ledzenia indukcji czynnika
transkrypcyjnego NF-kB u 0s6b starszych w porownaniu z mtodszymi organizmami. To
wlasnie obnizenie aktywno$ci chymotrypsynopodobnej proteasomu 26S wigze si¢ z
niezdolno$cig do degradacji biatka IkBa - inhibitora NF-«xB, ktore $cisle wiaze si¢ ze
stanami zapalnymi u ludzi w podeszlym wieku 1%°. Wydaje sie, ze starzenie ma réwniez
wplyw na znakowanie substratow bialkowych ubikwityna. Podczas badania tkanki

soczewki bydlecej udokumentowano spadek poziomu wolnej ubikwityny, a postgpujaca

z wiekiem bydleca katarakta korelowala z obnizeniem transkrypcji ligazy E3 1%,

Proces starzenia si¢ organizmu wpltywa rownie niekorzystnie na zawarto$¢
i funkcjonowanie immunoproteasomu %, Zubozenie komérek odpornosciowych we
wspomniany rodzaj proteasomu powoduje mniej efektywng prezentacje peptydow dla
biatek klasy MHC, w wyniku czego odpowiedZ immunologiczna stabnie, a antygeny

pochodzace od patogendéw moga nie zostaé prawidtowo rozpoznane i zwalczone 1%,

Choroby zwigzane z proteotoksycznoscig wynikajacg z nadmiarowej agregacji
biatek sg SciS§le powigzane z procesem starzenia si¢ komorek. Wsrdd tych chorob
wymienia si¢ schorzenia takie jak choroba Alzheimera (AD), choroba Parkinsona (PD),

Huntingtona (HD) czy tez stwardnienie zanikowe boczne (ALS). Schorzenia te taczy
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jeden wspolny wzorzec pojawiania si¢ biatkowych agregatdéw, ktory czgséciej objawia si¢
w podesztym wieku % Nagromadzenie nieprawidlowo sfaldowanych biatek moze
prowadzi¢ do zaburzen funkcji komoérkowych i ostatecznie do $mierci neurondw,
objawiajacej si¢ chorobg neurodegeneracyjng. Zmiany w ilosciach proteasomoéw mogag
po czesci tlumaczy¢, dlaczego starzenie si¢ Stanowi czynnik ryzyka wymienionych

schorzen 110,

Eksperymenty z wywotang utrata funkcji proteasomu wykazywaty
wzmocnienie fenotypu choréb neurodegeneracyjnych !, Ponadto, ciata inkluzyjne AD,
PD, HD 1 ALS zawieraly nieprawidlowe ilosci ubikwityny, co sugeruje zwigzek

pomiedzy dysfunkcja proteasomu a neurodegeneracja organizmu 1% 113,

3. Niskoczgsteczkowe aktywatory proteasomu 20S

Powszechnie wiadomo, ze proces starzenia jest Scisle powigzany z akumulacja
uszkodzonych 1 nieprawidtowo sfaldowanych biatek. Zjawisku temu towarzyszy
zmniejszona aktywno$¢ proteasomu. Kiedy akumulacja nadmiarowych biatek
przewyzsza degradacj¢, dochodzi do niepozadanej sygnalizacji i/lub agregacji, ktére sa
cechami charakterystycznymi choréb neurodegeneracyjnych i wielu nowotworow. W
zwiazku z tym, zwigkszanie aktywnos$ci proteasomu zostato uznane za nowe podejScie
do opdznienia wystgpienia lub zlagodzenia objawdéw neurodegeneracyjnych, a
poszukiwanie niskoczgsteczkowych aktywatorow proteasomu nowym obszarem

zainteresowan naukowcow z catego §wiata.

3.1. Odczynniki denaturujgce

Pierwszym poznanym agonistg proteasomu 20S byl laurylosiarczan sodu (SDS —
ang. sodium dodecyl sulfate). Ta powszechnie znana substancja byla w stanie
zaktywowac enzym niemal 20-krotnie, jednakze tylko ponizej tzw. krytycznego stezenia
micelarnego. Takie wyniki potwierdzily mechanizm dziatania SDS jako swoistego
detergentu, ktory prawdopodobnie niejako denaturuje strukture proteasomu, powodujac
otwieranie bramy i umozliwiajac wnikniecie substratu do komory katalitycznej 1*4. Takie
dziatanie substancji w waskim zakresie stgzen, tj. obserwowanie aktywacji wszystkich
peptydaz proteasomu tylko przy niskich stezeniach, a przy wyzszych uwidocznienie
inhibicji, nazwano dzialaniem aktywacyjnym detergentopodobnym. Podobne do SDS
dziatanie stymulujgce proteasom wykazuje szereg innych substancji, takich jak kwasy

thuszczowe % 118 czy tez szeroko opisywana oleuropeina ', Niestety, tego typu
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aktywatory nie moga by¢ stosowane w medycynie w celu pobudzania aktywnosci
proteasomu. Ich wadg jest mozliwo$¢ wywotania niespecyficznych interakcji, ktore
moglyby przyczynic¢ si¢ do pojawienia si¢ niekorzystnych skutkéw ubocznych. SDS sam
W sobie jest za to chetnie stosowany w badaniach in vitro jako substancja rozluzniajgca

natywnie $cisle zamknigtg brame proteasomu.

3.2. Zwiazki maloczasteczkowe

Pomimo iz zaburzenia proteasomalnego systemu degradacji sg $cisle powigzane
Z chorobami neurodegeneracyjnymi, ci¢zko doszukaé si¢ przyktadow zastosowania
indukcji jego aktywno$ci w terapiach medycznych. Istnieje jednak spora grupa
matoczasteczkowych zwiazkéw, ktore maja duzy potencjat w tej dziedzinie. Jednym
z przykladow moze by¢ opisany jako aktywator proteasomu kwas betulinowy 8. Kwas
betulinowy nalezy do rodziny terpendw, a izoluje si¢ go z kory tzw. brzozy omszone;j
(Betula pubescens) 11°. Niestety, pomimo pobudzania aktywnosci proteasomu 20S do
trawienia matych substratow peptydowych, nie jest on w stanie stymulowaé enzymu do
rozktadania biatek zaréwno in vitro, jak i in vivo 12°. Do innych aktywatoréw pochodzenia
naturalnego mozemy zaliczy¢ kwas ursolowy oraz oleuropeing, a takze lipidy, kwasy
thuszczowe oraz fosfolipidy 2.

Jako aktywatory proteasomu zidentyfikowano réwniez dwa zwigzki
nieposiadajace pochodzenia naturalnego: AM-404 i MK-886, ktore byly w stanie
stymulowa¢ proteasom do trawienia o-synukleiny w zywych komérkach 2. Naukowcom
udato si¢ okresli¢ dla zwigzku AM-404 wymagania strukturalne niezb¢dne do aktywacji
proteasomu, ktorymi byly: obecnos¢ dilugiego alifatycznego tancucha weglowego
posiadajacego wigzanie podwdjne o konfiguracji Cis pomigdzy atomami wegli C9 i C10.
Motyw ten strukturalnie przypomina kwas oleinowy, ktory réwniez posiada wtasciwosci
stymulujace 208 122,

Do innych aktywatoréw enzymu zaliczy¢ mozna réwniez chloropromazyny 23,
wykorzystywane ponadto w leczeniu schizofrenii, a takze imidazoliny, posiadajace
wlasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe 124,

Kolejnym ciekawym aktywatorem proteasomu 20S jest czasteczka fluspirylenu.
Zwiazek ten nie tylko jest w stanie pobudza¢ proteasom, ale réwniez przeciwdziataé
zaburzeniom pracy enzymu wywotanym przez toksyczne oligomery, co udowodniono
w badaniach na izolowanym proteasomie. Inng zaleta tego zwigzku jest selektywne

pobudzanie aktywnosci 20S w odniesieniu do proteasomu 268 1%,
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Struktury wymienionych powyzej aktywatorow proteasomu 20S zawiera Tabela

Tabela 1 Struktury matoczasteczkowych aktywatoréw proteasomu 20S

Matoczasteczkowe aktywatory proteasomu

Kwas betulinowy 8

Kwas ursolowy 12

Oleuropeina 1%/

AM-404 122

MK-886 12’

Chloropromazyna analog 8 28

Fluspirylen %

Wymienione powyzej przykladowe matoczasteczkowe zwigzki bedace
agonistami  proteasomu 20S daja wielkie nadzieje w leczeniu chordb

neurodegeneracyjnych, ktore nadal naleza do grupy tych nieuleczalnych. Nalezy jednak
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zaznaczy¢, ze do tej pory nie zostaly poznane dlugofalowe skutki dziatania takich
aktywatorow. Aby mogly by¢ rozpatrywane w charakterze lekéw, niezbedne jest
przeprowadzenie badan in vivo, ocena toksycznosci, selektywnosci, a przede wszystkim

mechanizmu dziatania takich zwigzkow.

3.3. Terapeutyczne zastosowanie peptydow

Zgodnie z definicjg IUPAC peptydy to polimery zbudowane z maksymalnie 50

reszt aminokwasowych 1%°,

Terapeutyczne zastosowanie bioaktywnych peptydow siega roku 1920, kiedy to
insulina pozyskiwana ze zwierzat zrewolucjonizowata leczenie cukrzycy **°. Poczatkowo
peptydowe $rodki terapeutyczne ograniczaty si¢ do peptyddéw pochodzenia naturalnego.
Postep w syntezie peptydow, ktory nastapit w potowie XX wieku, pozwolit na otrzymanie
pierwszych syntetycznych lekow peptydowych: oksytocyny i wazopresyny 3. Merrifield
zrewolucjonizowal podejscie do otrzymywania syntetycznych peptydéw poprzez
wprowadzenie syntezy peptydow w fazie statej (SPPS), ktora to metoda zapewnia szybki
i niezawodny dostep do prawie wszystkich peptydow 2. Intensywne prace badawcze
skupiaty si¢ rowniez na strategii poprawy parametrow farmakokinetycznych peptydow.
Postgpy w tej dziedzinie wzmocnily rynek peptydoéw, a obecnie FDA zatwierdzita ponad
100 peptydéw leczniczych, przy czym wiele innych jest w fazie badan klinicznych %,
Trend ten nadal jest rosngcy ze wzgledu na postgp w syntezie peptyddw 1 wyzszy
wskaznik sukcesu lekow peptydowych w badaniach klinicznych, wynikajacy z
korzystniejszych wlasciwosci w porownaniu do zwiazkéw matoczasteczkowych 134,
Peptydy zwykle wykazuja silne powinowactwo do celu bedacego przedmiotem
zainteresowania, a dzigki swojej strukturze i zdolno$ci do tworzenia réznego typu wigzan
(wodorowych, hydrofobowych, van der Waalsa, mostkéw solnych, mostkéw
disulfidowych) moga oddziatywa¢ z r6znymi molekutami, co umozliwia im celowanie w
tak zwane choroby nieuleczalne. Dodatkowo ich wysoka selektywnos$¢ i specyficzno$¢

zmniejsza ryzyko wystapienia efektow ubocznych [Rys. 12].
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Zwigzki matoczgsteczkowe Peptydy
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Zalety

Wysoka biodostgpnosc przy podaniu Silne dziatanie w matych dawkach

doustnym
Stabilnosé metaboliczna Wysoka selektywnosc
Szeroka gama celéw farmakologicznych Szeroka gama celéw molekularnych
Mata masa czgsteczkowa Niska toksycznosé
Brak lub niewielka akumulacja w
tkankach
Wysoka réznorodnosé chemiczna i
biologiczna
Wady
Wysoka toksycznosé Niska stabilnos¢ metaboliczna

Staba przenikalnos¢ przez btony

Skutki uboczne stosowania . .
biologiczne

Obnizona biodostepnosc¢ przy podaniu

Potencjalnie niska rozpuszczalnosé
doustnym

Niska selektywnos¢ Czasami staba rozpuszczalnosé

Wysokie koszty produkcji

Rys. 12 Poroéwnanie wlasciwosci zwigzkow maloczasteczkowych 1 peptydow jako
potencjalnych lekow

3.3.1. Strategie projektowania peptydowych aktywatorow proteasomu 20S

Funkcje jakie proteasom 20S pelni w organizmie, a takze ich $cisty zwigzek
Z procesami starzenia, stresem oksydacyjnym oraz licznymi chorobami, powoduja, iz jest
on coraz czgscie] wybieranym celem molekularnym dla opracowywania nowych lekow.
Ze wzgledu na ich liczne zalety, peptydy wydaja si¢ by¢ idealnymi kandydatami na
aktywatory takiego duzego kompleksu enzymatycznego [Rys.12].

Projektowanie peptydowych aktywatorow enzymu czesto zaczyna si¢ od

przeanalizowania struktury bialek, ktore naturalnie pobudzaja enzym w komorkach.
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Znalezienie fragmentu sekwencji biatka odpowiedzialnej za wigzanie z enzymem stanowi
zazwyczaj pierwszy krok w projektowaniu aktywnego peptydu. Nastepnie przeprowadza
si¢ badania typu struktura-aktywno$¢ (ang. SAR — Structure-Activity Relationship) w
celu zidentyfikowania motywow odpowiedzialnych za funkcje biologiczne. W tym celu
mozna postuzy¢ si¢ metoda tworzenia biblioteki zwigzkow, a takze technikami
komputerowymi, takimi jak modelowanie molekularne lub dokowanie. Po okresleniu
minimalnej sekwencji aktywnej, kolejnym krokiem jest wprowadzanie modyfikacji
majacych na celu poprawe aktywnosci, a takze stabilno$ci 1 biodostepnosci czasteczki.
Waznym jest rowniez okreslenie mechanizmu aktywacji, ktére pozwala na przewidzenie

ewentualnych skutkow ubocznych stosowania takiego peptydowego leku.

Proteasom nalezy do tak zwanych enzymow allosterycznych, w ktérym poza
centrami aktywnymi, wystepuja réwniez miejsca allosteryczne, podatne na wigzanie
zewngtrznych substancji, €O skutkuje zmiang aktywnosci enzymu. Mechanizm

allosterycznej aktywacji proteasomu 20S omoéwiono w kolejnym podrozdziale.

3.3.2. Mechanizm allosterycznej aktywacji proteasomu 20S

Termin ,,allosteria” odnosi si¢ do proceséw, w ktorych wigzanie liganda w jednym
miejscu makroczasteczki biologicznej wptywa na jej aktywnos¢ w innym, odrebnym
miejscu funkcjonalnym, umozliwiajac regulacj¢ odpowiedniej funkcji. Nazwa
,modulator allosteryczny” odnosi si¢ do efektora wywotujacego zmiany konformacyjne
powodujace zmiany aktywnosci. Pierwsze wzmianki na temat takich mechanizmow
siegaja lat 60-tych XX wieku, a obecnie uwaza sie, ze allosteryczna regulacja odgrywa
kluczowa rol¢ w wielu procesach biologicznych, takich jak transdukcja sygnatow,

135 Dzi§ wiadomo, ze

aktywacja enzymoéw i regulacja szlakoéw metabolicznych
przemiany allosteryczne moga zachodzi¢ zarowno pod wplywem zwigzania
zewnetrznego liganda, jak rowniez na skutek czynnikow S$rodowiskowych lub
modyfikacji potranslacyjnych bialek. Klasyczne podejscia do opracowywania lekow,
wykorzystujace ligandy ortosteryczne, moga napotyka¢ pewne przeszkody, ktore mozna
pokonac za pomocg ligandow allosterycznych. Przyktadem moga by¢ biatka nalezace do
licznych rodzin np. proteaz lub kinaz, ktore charakteryzuja si¢ stosunkowo
konserwatywnymi miejscami katalitycznymi (ortosterycznymi). Czasteczki kandydatow
na leki, ukierunkowanych na takie cele terapeutyczne, moga wigc wykazywaé niska

selektywnos$¢, co prowadzi in vivo do niepozadanych efektow. Warto rowniez pamigtac,
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ze stosowanie lekéw opartych na klasycznej kompetycyjnej inhibicji ortosterycznej,
moze prowadzi¢ do nagromadzenia nieprzetworzonego substratu, ktory zacznie
konkurowa¢ z inhibitorem, tworzac sprz¢zenie zwrotne zaburzajgce jego dziatanie. Pod
tym wzgledem najbardziej pozadany jest mechanizm niekonkurencyjny, poniewaz
wigzania inhibitora z juz ztozonym kompleksem enzym-substrat nie mozna pokona¢ ani

przez nadprodukcj¢ enzymu, ani przez akumulacje¢ substratu.

Kolejng zaleta allosterii jest fakt, iz enzymy posiadajg zazwyczaj wigcej miejsc
podatnych na allosteryczng regulacj¢ anizeli miejsc ortosterycznych, w ktorych wiaza sie
regulatory kompetycyjne. Dodatkowo, modulacja allosteryczna moze by¢ stosowana jako
terapia skojarzona w celu przeciwdziatania lub opdzniania wywotanej mutacja utraty
aktywnoS$ci ortosterycznych lekow, jak ma to miejsce w przypadku nowotworow.
Ponadto wymagania chemiczne dla liganda, narzucone przez miejsce katalityczne, z
ktérym ma oddzialywaé, moga nie pokrywac si¢ z wymaganiami fizykokinetycznymi

leku.

Proteasom jako wielkoczasteczkowy kompleks enzymatyczny, wykazuje wiele
form regulacji allosterycznej. Komunikacja regulacyjna w proteasomie moze rozciggaé
sie na odleglo$é¢ przekraczajaca 100 A i modulowaé interakcje miedzy jego dwoma
glownymi modutami: rdzeniem oraz kompleksami regulatorowymi. Efektory
allosteryczne moga zaré6wno pobudzaé dziatanie proteasomu (aktywatory), jak i
powodowaé¢ zahamowanie jego funkcji (inhibitory). Dodatkowo, dzigki wykorzystaniu
allosterii mozliwe jest selektywne modulowanie tylko jednego z trzech miejsc aktywnych
enzymu. Dowodow na allosteryczng regulacj¢ proteasomu dostarczaja badania
przeprowadzone z wykorzystaniem kilku r6znych metod, takich jak mikroskopia sit
atomowych (AFM), spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR) oraz
mikroskopia elektronowa (EM), a takze testy biochemiczne. Analiza kinetyki trzech
proteasomalnych peptydaz wskazuje, ze centra aktywne sg zwigzane w sie¢ interakcji, od
kooperacji dwoch miejsc katalitycznych ChT-L (trawienie substratu przez jedng z
podjednostek B5 powoduje pobudzenie drugiej - blizniaczej podjednostki, 0 czym
Swiadczy sigmoidalny wykres kinetyczny, charakterystyczny dla enzyméw

allosterycznych %), do ztozonych schematéw aktywacji/hamowania, prawdopodobnie

obejmujacych niekatalityczne miejsca wigzania substratow 36,
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Omowione wezesniej naturalne aktywatory proteasomu 208, czyli kompleks 19S,
biatko PA200, a takze kompleks PAN (ang. Proteasome-Activating Nucleotidase —
archeonowy aktywator proteasomu, homolog eukariotycznego regulatora 19S) oddziatuja
z enzymem w sposOb allosteryczny. Za motyw kluczowy dla oddzialywania tych
regulatorow z proteasomem uwaza si¢ sekwencje HbYX (Hb — aminokwas
0 hydrofobowym tancuchu bocznym, Y- reszta tyrozyny, X —dowolny aminokwas), ktora
posiadajg wszystkie wspomniane czastki. Jak potwierdzono licznymi badaniami,

0 137

zarowno C-koniec biatka Blm1 , jak 1 C-konce podjednostek Rpt2 i Rpt5 regulatora

19S 138, a takze koncowe aminokwasy podjednostek homologicznego kompleksu PAN
139 wigza sie w kieszeniach tworzonych przez sasiadujace podjednostki a proteasomu.
Uwaza sig, ze interakcje kieszeni z konserwatywnym motywem HbY X skutkuja rotacja
podjednostek a i przemieszczeniem petli zwrotnej, ktora utrzymuje konformer z otwartg
bramg, pozwalajac na wejscie substratu do komory katalitycznej. Co cickawe, wigzanie
to nie jest uwarunkowane tylko obecno$cig motywu HbY X, poniewaz podjednostka Rpt3

regulatora 19S, pomimo posiadania sekwencji Phe-Tyr-Lys na swoim C-koncu, hie

pobudza aktywnosci enzymu 40,

Z pierscieniem o proteasomu, pomimo braku charakterystycznego motywu
HbY X, w sposob allosteryczny oddziatuje rowniez kompleks 11S. Co ciekawe, jego dwa
homologi PA28y oraz PA28af wykazuja najprawdopodobniej inne mechanizmy
allosteryczne. Podczas gdy heptamer PA28af najpewniej indukuje tylko otwieranie
bramy proteasomu, PA28y specyficznie reguluje aktywno$¢ trypsynopodobna.
Podejrzewano, Ze ta selektywna aktywacja moze wynika¢ z dziatania podobnego do sita,
ktdre przepuszcza przez bramg tylko substraty podatne na degradacj¢ przez podjednostke
B2, tym samym hamujac dostep dla substratow przeznaczonych dla pozostatych miejsc
ortosterycznych. Za inny potencjalny mechanizm podwyzszonej aktywnos$ci
trypsynopodobnej w obecnosci regulatora PA28y uwazano przeksztalcanie podjednostek
katalitycznych B1 i BS w podjednostki B2. Szereg badan pozwolit jednak wykluczy¢ dwa
powyzsze mechanizmy udowadniajgc, iz najbardziej prawdopodobnym sposobem
selektywnej degradacji substratow bogatych w reszty zasadowe jest allosteryczne
oddziatywanie dalekiego zasiegu z podjednostkami 2 141, Wyniki te pokazuja, jak bardzo
skomplikowanym procesem jest allosteryczna modulacja 1 jak niewielkie rdznice
strukturalne moga wptywa¢ na efekty wywotywane przez allosterycznych agonistow

proteasomu.
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Najnowsze badania wskazuja rowniez, iz zwigzanie na jednym z dwu pierscieni o
regulatora zawierajacego C-koncowy motyw HbY X nie tylko powoduje otwarcie bramy
tegoz pierscienia, ale rowniez allosterycznie otwiera brame tworzong przez N-konce
drugiego (przeciwleglego) pierscienia a, tworzac w ten sposéb oddziatywania dalekiego
zasiegu. Co ciekawe, aktywatory nieposiadajace na C-koncu sekwencji HbYX, takie jak

PA26, nie wykazuja podobnego efektu 142,

Mate wirusowe biatko HIV-1 Tat réwniez allosterycznie wptywa na aktywnos$¢
proteasomu 20S. W sekwencji tego biatka znajduje si¢ tak zwany motyw RTP (ang.
REG/Tat-proteasome-binding site), ktory wystepuje rowniez w sekwencji regulatora
PA28. Uwaza sig, iz biatko HIV-1 Tat poprzez ten wtasnie motyw konkuruje o miejsce
wigzania ze wspomnianym aktywatorem, wigzac si¢ z rdzeniem 20S 1 silnie hamujac
aktywno$¢ ChT-L. Miejscem odpowiedzialnym za allosteryczna modulacje proteasomu
przez biatko HIV-1 Tat sa najprawdopodobniej reszty Lys51, Arg52 oraz Asp67,
natomiast motyw RTP w aktywatorze PA28 tworzg reszty Glu235, Lys236, Lys239 143,

Oprécz wspomnianej powierzchni pierscieni o, W tak rozbudowanym kompleksie
jak proteasom, moga wystepowac jeszcze inne miejsca podatne na allosteryczng regulacje
jego aktywnosci. Inne miejsce wigzania, a takze wpltyw niewielkich modyfikacji na
allosteryczne wlasciwosci modulatoréw, pokazano na przykladzie peptydow bogatych
W reszty proliny 1 argininy (PR). Zwiazki te przez dtugi czas uwazane byly za inhibitory
proteasomu 20S *4, jednakze zamiana C-koncowych reszt aminokwasowych w tych
peptydach spowodowata, iz staty sie jego aktywatorami *°. Badania z wykorzystaniem
dwuhybrydowego systemu drozdzowego potaczone z modelowaniem molekularnym,
atakze sieciowaniem chemicznym sprz¢zonym ze spektrometria mas wskazuja, ze
miejscem wigzania peptydow PR jest C-koncowa cze$¢ podjednostki a7, umieszczona na

zewnetrznym obrzezu powierzchni o 14

. Pozostaje wigc otwarta kolejna droga
allosterycznej modulacji proteasomu, wiodgca z obrzezy pierscieni o az do miejsc

katalitycznych enzymu.

Chlorochina, znana jako lek antymalaryczny, oddziatuje z kolei ze stosunkowo
duza, ujemnie natadowang powierzchnig proteasomu 20S w miejscu styku pierscieni o i
B, inhibujac jego aktywno$¢. W podobny sposéb wigze si¢ jej analog — S5AHQ.
Oddziatywanie to rozciaga sie na ok. 20 A od miejsc aktywnych enzymu i stanowi kolejny

przyklad allosterycznej regulacji proteasomu %
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3.3.3. Peptydowe aktywatory proteasomu

Do znanych zwiazkéw regulujacych aktywno$¢ proteasomoé6w nalezg m.in.

peptydy i peptydomimetyki.

Przyktadem takiego aktywatora proteasomu jest peptyd PAPI1, ktéry pobudza
wlasciwosci proteolityczne proteasomu i jest w stanie zapobiegaé agregacji biatka SODI1

w komoérkowym modelu stwardnienia zanikowego bocznego .

Syntetyczne allosteryczne modulatory peptydowe moga rowniez pochodzié
Z regiondw wiagzacych naturalnych biatkowych regulatorow proteasomow, takich jak
regulator 19S 1 biatko BIm10/PA200. Krotkie peptydy zawierajace motywy HbYX,
wywodzace si¢ z podjednostek Rpt2 i Rpt5 regulatora 19S, zwigkszaty in vitro degradacje
peptydéw i bialek za posrednictwem bydlecego proteasomu 20S 8. Wykazano réwniez,
ze peptyd Rpt5 konkuruje z oligomerami amyloidu B (bgdacego glownym sktadnikiem
blaszek starczych obecnych w strukturach moézgowych o0s6b chorych na chorobe

Alzheimera) o wigzanie z 20S, zapobiegajac w ten sposéb hamowaniu proteasomu 2,

Ponadto BIm-pep, 14-resztowy peptyd, ktorego sekwencja pochodzi od
biatkowego aktywatora Blm10, skutecznie stymulowal wszystkie trzy aktywno$ci

ludzkiego proteasomu 20S w sposob zalezny od dawki 147,

Zaprojektowane z  uzyciem techniki modelowania  molekularnego
peptydomimetyki - analogi zawierajace modyfikacje sekwencji Blm-pep - okazaly si¢
jeszcze silniejszymi aktywatorami proteasomu 20S. Otrzymane przeze mnie zwigzki
najskuteczniej stymulowaty peptydazy ChT-L i T-L proteasomu 20S. Co wigcej, byly one
zdolne do wzmocnienia degradacji natywnie niesfaldowanych i uszkodzonych przez
utlenianie substratow biatkowych (w tym podatnej na agregacje a-Synukleiny) przez

proteasom 20S 148,

Niedawno udato si¢ rowniez opracowa¢ model oddziatywania motywu HbYX
z kieszenig utworzong przez podjednostki o proteasomu pochodzacego z archeonow
(T20S), ktéry od proteasomu ssaczego odroznia homoheptameryczny pierscien a. T20S
przez swoja uproszczong budowe umozliwia zastosowanie symetrycznych modeli, co
maksymalizuje rozdzielczo§¢ prowadzonych pomiardw, przy czy enzym ten posiada
konserwatywne dla proteasoméw elementy bioragce udziat w bramkowaniu, takie jak

motyw YDR na N-koncach podjednostek o, Prol7 oraz charakterystyczne stany
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zamknigte 1 otwarte bramy proteasomu. Struktura cryo-EM peptydu ZY A (Cbz-Tyr-Ala),
opisanego jako minimalny motyw imitujacy sekwencje HbY X, z proteasomem T20S, a
takze wyniki badan przeprowadzonych na mutantach T20S pozwolily zaproponowac
potencjalny mechanizm otwierania bramy proteasomu, w ktorym szczegolng role
przypisuje si¢ tzw. przetagcznikowi IT (Ile12, Tyrl3 z podjednostki a), odpowiadajacemu
za stabilizacj¢ stanu otwartego/zamkni¢tego bramy proteasomu, a allosterycznie
zwigzanemu z Prol7, ktoéra jak juz opisano wczesniej, wrazliwa jest na zwigzanie

aktywatora zawierajacego motyw HbYX 14°,

Dodatkowo, Gestwicki 1 in., syntezujac biblioteke 120 zwigzkow (6-7-
aminokwasowych pochodnych C-konca podjednostki Rpt5 regulatora 19S) udowodnili
istotng role aminokwasu poprzedzajacego motyw HbYX w peptydowych aktywatorach
proteasomu, w ktérej to pozycji preferowany miatby by¢ aminokwas

0 neutralnym/polarnym, ale przede wszystkim nierozbudowanym tancuchu bocznym °.

3.3.4. Stabilno$¢ proteolityczna farmaceutykoéw peptydowych

Szybka degradacja proteolityczna lekow o strukturach opartych na peptydach jest
czgsto uwazana za glowna wade ograniczajaca ogolnoustrojowe zastosowania
terapeutyczne.  Przyczyng niskiej stabilnosci peptydoéw jest obecnos¢ wigzan
peptydowych hydrolizowanych przez klas¢ wyspecjalizowanych enzyméw — proteaz.
Egzoproteazy odcinaja koncowe aminokwasy, podczas gdy endoproteazy moga
rozpoznawa¢ motywy wewnatrz sekwencji peptydowych 1 hydrolizowa¢ wewnetrzne
wigzania peptydowe. W konsekwencji wigkszo$¢ liniowych peptydow sktadajacych si¢ z
aminokwasow o konfiguracji L ma okres pottrwania w surowicy wynoszacy 5-30 minut

131" co wydaje sie niewystarczajace, aby umozliwi¢ skuteczna terapie.

Istnieje szereg chemicznych modyfikacji aktywnych peptydow w celu poprawy
ich stabilno$ci. Zmiany te mozna podzieli¢ na kilka grup ze wzgledu na miejsce
wystgpowania danej modyfikacji strukturalnej tj. przeksztalcanie reszt terminalnych,
restrukturyzacje szkieletu gléwnego peptydu, modyfikacje tancucha bocznego
aminokwasow, cyklizacje, a takze tworzenie koniugatow z elementami poprawiajgcymi

odpornos$¢ na proteolize.

Najczgsciej] stosowang ochrong przed dzialaniem egzopeptydaz jest

modyfikowanie C- lub N-konca peptydu. Do najpopularniejszych technik nalezy
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acetylowanie N-koncowej grupy aminowej oraz zastgpienie reszty karboksylowej C-

konca przez ugrupowanie amidowe 2,

Z kolei w celu zwigkszenia odpornosci peptydu na dziatanie endopeptydaz czgsto
w miejsce wigzania peptydowego wprowadza si¢ ugrupowanie bedace jego bioizosterem.
Surogaty takie imituja wigzanie amidowe, ale nie s3 rozpoznawane przez proteazy.
Przyktady modyfikacji szkieletu gtdownego peptydu, obejmujacych wigzanie peptydowe

oraz pozostate elementy tancucha zebrano w Tabeli 2.

Tabela 2 Modyfikacje wigzania peptydowego poprawiajace stabilno$¢ proteolityczng peptydow.

H R, v [0 R H Ro
Ry o} R4 U o R1 o]
. . . . N-metylowane Zredukowanie
Wiazanie Wigzanie . Y . . :
wigzanic wigzanic
peptydowe estrowe :
amidowe peptydowe
(o] RJ (o} R S R
H ' H ? H ‘ 2
N ﬁ,N N _JJ\/N N o
ﬂ1 O R4 o] R4 (o]
Wiazanie Wigzanie : :
. . Wiazanie
semikarbazydowe | peptydowe retro- Peptoid L
: tioamidowe
(azapeptydowe) inverso

Jedng z szeroko stosowanych modyfikacji jest zamiana wigzania peptydowego na
jego zredukowang forme czyli tzw. surogat aminometylenowy - W[CH2NH].
Wprowadzenie drugorzgdowej aminy w miejscu wigzania amidowego powoduje
zwigkszenie elastycznos$ci tancucha peptydowego w tym miejscu, a takze poprawe
wlasciwosci  hydrofilowych. Co ciekawe,

pseudopeptydy zawierajace surogat

aminometylenowy wykazywaty rowniez lepsze zdolnosci do penetrowania blon

komorkowych 193,

Innymi surogatami moga by¢ ugrupowania ketometylenowe, sulfotlenki,
tioamidy czy tez estry. Zwiazki zawierajace te ostatnie, nazywane depsipeptydami,
dobrze imituja wigzanie peptydowe posiadajagc podobne katy torsyjne i dlugosci
poszczegblnych wigzan oraz planarno$é, ale rdznig si¢ znaczaco charakterem tworzonych
wigzan wodorowych °*. Czesto stosowang strategia jest rtowniez tworzenie tak zwanych

azapeptydow. Azapochodne peptydow otrzymuje si¢ poprzez podstawienie atomu Ca za
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pomocg atomu azotu. Powstale w wyniku takiej zamiany struktury semikarbazydowe
posiadaja odmienne wtasciwosci, ktore wynikajg glownie z ograniczen konformacyjnych
zwigzanych z tworzeniem si¢ tzw. B-skretu. Charakterystyczne zgiecie jest skutkiem
odpychania si¢ wolnych par elektronowych znajdujacych si¢ na sasiadujgcych atomach
azotu. Obnizona w stosunku do wigzania peptydowego elektrofilowos¢ azapochodnych
przyczynia si¢ do mniejszej podatno$ci na atak nukleofilowy enzymu, przyczyniajac si¢

do zwickszenia odpornosci proteolitycznej peptydu °> 1%,

W celu poprawy stabilnosci proteolitycznej stosuje si¢ podstawianie L-
aminokwasow ich odpowiednikami o konfiguracji D. Niestety, jak wykazaly badania,

peptydy z taka modyfikacja rzadko wykazuja odpowiednig aktywno$éé biologiczng **’.

5

Inne zamiany obejmujg wstawianie B- i y- aminokwaséw 1°® | a takze uzywanie

No-alkilowanych (np. sarkozyna) lub C,-podstawionych pochodnych %°.

Cyklizacja jest kolejng powszechnie stosowang technika modyfikacji peptydow.
Techniki cyklizacji peptydéw obejmuja polaczenia: glowa - ogon, glowa - tancuch
boczny, tancuch boczny — ogon, a takze cyklizacje poprzez tancuchy boczne dwoéch

aminokwasow [Rys.13] 160,
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RZ2=R! NH;

Potaczenie przez tancuchy L/\ | Potfaczenie tahcucha bocznego

boczne aminokwasow || 2 N-koficem peptydu
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Potaczenie tancucha bocznego Potaczenie
z C-koncem peptydu gtowa-ogon

Rys. 13 Schemat przedstawiajacy typy cyklizacji tancucha peptydowego

Cyklizacja peptydu moze zwiekszyé jego stabilno$¢ proteolityczng 6%

oraz
poprawié jego przenikalnos¢ przez btony komérkowe 162, Dodatkowo, modyfikacje tego
typu umozliwiaja nasladowanie i stabilizacj¢ drugorzedowej struktury peptydu, ktéra

czesto wigze si¢ z jego wlasciwosciami biologicznymi.
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Aminokwasy niebiatkowe (tzw. nienaturalne aminokwasy) nie s3 naturalnie
kodowane w ludzkim DNA, a przez to nie wystepuja w tancuchach polipeptydowych
biatek 1 enzymoéw czlowieka. Wiele z nich stanowi metabolity bakterii, grzybow i ro$lin,
inne za$ majg pochodzenie syntetyczne. Ze wzglgdu na ich nietypowe struktury, ludzkie
enzymy nie s3 w stanie ich rozpoznawaé, w zwigzku z czym stanowig one ciekawe
zamienniki naturalnych aminokwasow, stosowane w celu poprawy odpornosci
proteolitycznej peptydow. Takie peptydomimetyki moga zawiera¢ homoaminokwasy
(np. homoarginina), czyli analogi zawierajagce o jedng grupe metylenowag wiecej w
tancuchu bocznym. Inng czegsto stosowang modyfikacja sa noraminokwasy, ktore w
miejscu rozgatezionego tancucha bocznego posiadaja jego liniowy odpowiednik (np.
norleucyna, norwalina). Pozostale podstawienia obejmuja np. pochodng ornityny

(cytruling) lub kwas y-aminomastowy.

Powstaja roéwniez inne strategie opracowane gtownie w celu poprawy stabilnosci
enzymatycznej peptydow, takie jak tworzenie koniugatéw z tancuchami PEG %% lub
domenami Fc ¥, W tym przypadku zwigkszona odpornosé na proteolize uwarunkowana

jest efektem ostonowym rozbudowanych grup koniugujacych.

3.3.5. Transport aktywnych peptydomimetykéw do wnetrza komoérki
3.3.5.1. Budowa blony komoérkowej oraz sposoby przenikania substancji do cytozolu

Blona komorkowa pelni wiele roznych funkcji w organizmie, miedzy innymi
zapewnia struktur¢ komorki, chroni zawarto$¢ cytozolu przed $rodowiskiem
zewngtrznym oraz pozwala komdrkom dziata¢ jako wyspecjalizowane jednostki. Btona
jest interfejsem komorki z reszta §wiata, ale rowniez jej straznikiem. Ta fosfolipidowa
dwuwarstwa okresla, jakie czasteczki moga przemieszczac si¢ do lub z komorki, a wige

jest w duzej mierze odpowiedzialna za utrzymanie jej homeostazy.

Btona komorkowa sktada si¢ z lipidow, cukrow oraz biatek btonowych
tworzacych charakterystyczng dwuwarstwe. Na biatka btonowe sktadaja si¢: biatka
transblonowe, powierzchniowe oraz integralne. Lipidy, na ktore sktadaja si¢ fosfolipidy,
sfingolipidy oraz sterole, stanowig natomiast ok. 30-40% blony plazmatycznej. Taka
wysoka zawarto$¢ lipidow w btonie powoduje, ze substancje jonowe i takie 0 wysokiej
polarnos$ci nie sg w stanie swobodnie przenika¢ bariery srodowisko zewngtrzne - btona.

Z kolei substancje lipofilowe z tatwo$cia wnikaja do samej btony, ale trudno$¢ sprawia
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im uwolnienie si¢ z dwuwarstwy do cytozolu. Rézne typy transportu substancji przez

btony komoérkowe omoéwiono ponizej.

Istnieje kilka drég przedostawania si¢ biologicznie aktywnych zwigzkow do
cytozolu [Rys. 14]. Male, $rednio polarne czgsteczki sg w stanie biernie dyfundowaé
przez blon¢ plazmatyczng. Do transportu wigkszych, bardziej polarnych zwigzkow,
takich jak cukry, aminokwasy, peptydy i nukleozydy, wykorzystywane sg transportery
btonowe. Co ciekawe, bakterie i wirusy rozwinety wyrafinowane mechanizmy transportu

catych organizmoéw, toksyn bialkowych lub materialu genetycznego do cytoplazmy

ssakow.
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Rys. 14 Sposoby transportu substancji do wnetrza komorki

Transport bierny polega na przenoszeniu niewielkich czastek zgodnie z zasada
wyroéwnania gradientu stezen. Bezposrednio przez blony moga dyfundowac niewielkie
czastki, takie jak dwutlenek wegla, woda czy tlen, a takze steroidy, ktore wykazuja
wysoka lipofilowos¢ zblizong do tluszczoéw tworzacych btone komoérkowa. Z drugiej
strony, zwiazki obdarzone fadunkiem i1 wykazujace polarno$¢ nie sa w stanie biernie
przenika¢ hydrofobowej btony. Mate jony, takie jak Na*, K*, niezbedne dla prawidlowej
pracy komorki przechodza do jej wnetrza przez tzw. kanaly jonowe, utworzone przez
odpowiednie biatka, natomiast wigksze jony, takie jak np. fosforany, sa przenoszone

przez inng grupe bialek — tzw. translokazy.

Mozliwe jest rowniez przenikanie substancji przez btony przy wykorzystaniu
odpowiednich transporterow. Transportery aktywne wykorzystuja energi¢ w celu

przemieszczenia substratu do wnetrza komorki, wbrew gradientowi stezen. Jednym
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z przyktadow takich transporterow sa tzw. pompy jonowe, ktéore do transportu

wykorzystuja energi¢ pozyskang z hydrolizy ATP.

Cukry, jako zwiazki polarne, sg importowane do komorek przez specjalng grupe
transporterow — GLUT (ang. glucose transporter). Réwniez aminokwasy, niewielkie

oligopeptydy, a takze nukleozydy posiadaja wyspecjalizowane transportery.

Wigkszo§¢ makroczasteczek, takich jak np. biatka, kwasy nukleinowe czy tez
peptydy, jest dostarczana do komoérek na drodze endocytozy. Proces ten dzieli si¢ na 3

zasadnicze etapy:

1. W pierwszym etapie, na skutek oddziatywania z dang czastka, powierzchnia
btony plazmatycznej fatduje si¢ do $rodka, tworzac charakterystyczng wklesta
wneke, ktora wypelnia si¢ pltynem pozakomérkowym zawierajagcym
dostarczane substancje.

2. Nastepnie fragmenty blony tworzace wneke zaczynajg ze sobg oddziatywac,
w wyniku czego konce membrany spotykaja si¢ 1 tworza pecherzyk —
endosom, wewnatrz ktorego zamknigte sg dostarczane substancje.

3. W ostatnim etapie, pecherzyk ten odrywa si¢ od membrany, wchodzac do
wnetrza komorki, gdzie jest dalej przetwarzany, a na skutek jego dojrzewania
nastgpuje uwolnienie uwiezionych w jego wnetrzu substancji, co nazywamy

ucieczka endosomalna.
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Rys. 15 Schemat przedstawiajacy mechanizm przenikania peptydu CPP do wnetrza komorki
na drodze endocytozy
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Rowniez peptydy penetrujace blong komoérkowa CPP (ang. cell-penetrating
peptides), ktorych uzywa si¢ jako transporteréow lekow i samych substancji aktywnych
oraz innych zwigzkow chemicznych (cargo), wnikaja do komoérek na drodze endocytozy

[Rys. 15]. Peptydy CPP szerzej oméwiono w kolejnym podrozdziale.

W przypadku lekéw roznej generacji, jednym z najwickszych wyzwan jest
dostarczenie go w miejsce dziatania, przy zachowaniu jego terapeutycznych wlasciwosci,
ale tez bez wywotywania negatywnych skutkéw ubocznych. Modyfikacjom majgcym na
celu poprawe biodostepnosci moga podlega¢ same czastki aktywne, ale réwniez
srodowisko, do ktéorego maja by¢ dostarczone. Stosowane s3 roéwniez systemy
dostarczania lekow, a wybor odpowiedniego mechanizmu podyktowany jest najczesciej
mozliwo$ciami chemicznej modyfikacji leku, ale réwniez celem molekularnym, na ktory

dana czasteczka ma oddziatywa¢ [Rys. 16].

N ’ > e 0N W <7
CO? Y\ﬁﬁ// e o’ L-LR) G \a,,\)

e e S

M(:dyzkage , PEGYlacja  Humanizacja Podstawienia Zmiana pH Polepszanie — ycieczka endosomalna
CINDUORCYITYCL ..  przeciwcial aminokwasow : przenikpinosci P
Y gt a e ==y @
o ) of=n o ————
o - — =0 _~ )
* - N S 9 E=—2=-
Koniligacia z isand s aci I L Inhibicja Normalizacja
oniugacja z ligandem tymu acja oraz nzynieria Wzmacniacze T ey odowiska
wigzacym sie z celem réznicowanie genetyczna dyspersji
] 7V © o : ST n 3
Fadi » ® ° > 'T?m{.v\ ,.Qw
5 = ’ Systemy Powlekane Nanoczasteczki i
P 2
laster mikroigtowy _Magazyny Plaster multiczasteczkowe  mikroczasteczki na bazie Nanoczasteczki
mikroczasteczek transdermalny - linid&w _ "
\ P O) o
\wr/ \ (/\_ 7
o et ‘ O, AN RGN
5 Implanty z el el J
yradiensa Sonigaly.z sys‘t)em;ymi Inhalatory bwbi(.ierou:a;i‘e =
i rzeciwcialami i j
wewnatrzmaciczne przeciwci | uwalniania lekéw Mikroenkapsulacja komoérkowe
Y s >
e & ! i % - @
. Kapsutki odporne na Soczewki
> ? Urzadzenia TR Opatrunki : Peczniejace hydrozele
okryte lekiem JACE Y
Folia polimerowa nastrzykowe wysokie/niskie pH POKry! A

Rys. 16 Systemy dostarczania lekoéw do organizmu. Sposoby zwigkszania dostgpnosci lekow
obejmujg modyfikacje samego leku lub zmiany otoczenia wokot niego w organizmie, a takze
tworzenia systemu dostarczania, czyli interfejsu kontrolujgcego interakcje migdzy lekiem a jego
mikrosrodowiskiem. W zaleznosci od klasy leku stosowane sa jedna lub kilka potaczonych
strategii (modyfikacji leku i/lub §rodowiska).

3.3.5.2. Sposoby przenoszenia peptydow do wnetrza komorki

W celu tatwego okreslania zdolnosci do przenikania btony komodrkowej przez

réznego typu zwiazki, Lipinski zaproponowal tzw. regute piatki (ang. Rule of 5), ktora
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bardzo dobrze koreluje wlasciwosci fizykochemiczne zwigzku z jego przenikalnoscia

przez blony 1. Wedtug tej reguty, staba przenikalno$é ma miejsce gdy:

1. Obliczona dla substancji lipofilowo$¢ (logP) jest wigksza niz 5.

2. Masa czasteczkowa zwigzku wynosi wigcej niz 500 Da.

3. W strukturze zwigzku istnieje wigcej niz 5 donoréw wigzan wodorowych —
wyrazonych jako suma grup -OH i -NH.

4, W strukturze zwigzku istnieje wigcej niz 10 akceptorow wigzan wodorowych —

wyrazonych jako suma atomow tlenu i azotu.

Okre$lajac powyzsze parametry dla zwigzkéw takich jak peptydy, trudno sie
spodziewad, ze beda one samoistnie przenika¢ blone plazmatyczng. Ich wielko$¢ oraz

polarno$¢ zazwyczaj uniemozliwia im takg spontaniczng dyfuzje.

Istnieja jednak modyfikacje, ktére moga poprawia¢ wlasciwosci peptydow.
Uwaza si¢, ze zardbwno cyklizacja, jak i metylacja atoméw azotu zaangazowanych w
wigzanie amidowe, moze prowadzi¢ do poprawy przenikalnosci. Cyklizacja powoduje
utworzenie wigzan wodorowych wewnatrz peptydu, uwydatniajac hydrofobowe
powierzchnie na zewnatrz w celu umozliwienia oddziatywania z lipofilowa blong,

natomiast metylacja poprawia hydrofobowos¢ zwiazku. 1%

Innym sposobem na poprawe przenikalnosci peptyddéw jest wlaczanie w jego
sekwencje¢ zasadowych reszt lub przylaczanie catego peptydu CPP. Metoda ta wydaje si¢
by¢ najbardziej dost¢png z proponowanych ze wzgledu na latwos$¢ tworzenia takich
koniugatow poprzez zwigzanie CPP z peptydem wigzaniem amidowym na jednym z jego

koncow lub w tancuchu bocznym.

Ze wzgledu na pochodzenie CPP mozna podzieli¢ na biatkowe, syntetyczne
I chimeryczne. W zaleznosci za$ od ich budowy CPP dzielg si¢ na liniowe i cykliczne.
Wiele aktualnych badan potwierdzito, Zze cykliczne CPP oferuja wigcej korzysci
W porownaniu z ich liniowymi odpowiednikami, np. charakteryzuja si¢ zazwyczaj
wyzszg przenikalnoscig 1 wigkszym powinowactwem do receptora znajdujgcego si¢ na
powierzchni komorki, a niektore z nich sa zdolne do penetrowania btony, bez degradacji
endosomu, poprzez miejscowa destabilizacje btony endosomalnej *%7. Ponadto liniowe
CPP s3 zwykle wrazliwe na hydrolize proteolityczng, co skutkuje stabymi

wlasciwosciami farmakokinetycznymi 68,
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W oparciu o roznice w wlasciwosciach fizykochemicznych, peptydy penetrujace

mozna podzieli¢ na trzy podgrupy: kationowe, amfifilowe i hydrofobowe.

W warunkach fizjologicznych, dodatnio natadowane kationowe CPP wykazuja
doskonate powinowactwo do blony cytoplazmatycznej. Kationowe CPP faczg sie¢
z natadowang ujemnie glikoproteing btony komorkowej poprzez oddziatywania
elektrostatyczne, a nast¢pnie ulegajg internalizacji poprzez mechanizm niezalezny od
receptora. Kluczowymi czynnikami wptywajacymi na aktywnos¢ kationowych CPP sg
liczba 1 pozycja dodatnio natadowanych arginin w strukturze CPP. Wigkszo$¢
kationowych CPP zwykle zawiera minimum pi¢¢ dodatnio naladowanych aminokwasow
189 Przedstawicielem kationowych CPP jest 13-aminokwasowy peptyd TAT (48-60),
ktérego mechanizm dziatania zwigzany jest z duzym tadunkiem dodatnim obecnym na
licznych resztach zasadowych. Peptyd ten wywodzi si¢ z sekwencji HIV-1 Tat — 86-
aminokwasowego bialka zaangazowanego w replikacje ludzkiego wirusa niedoboru
odpornosci typu 1. Liczne badania wykazaty, ze biatko to jest w stanie przemieszczac si¢
170

przez btone¢ plazmatyczng do jadra komorkowego, gdzie transaktywuje genom wirusa

Za region odpowiedzialny za zdolnosci penetrujace uznano zasadowy fragment

sekwencji biatka: GRKKRRQRRRPPQ "%,

Tat (48-60), podobnie jak syntetyczny 9-argininowy CPP — R9 172, jest w stanie

173

dostarcza¢ do komorki roznorodne czastki takie jak: peptydy, biatka -°, kwasy

174" a takze liposomy 1°. Badania wykazaly, ze rozne rodzaje szlakow

nukleinowe
endocytotycznych biora udzial w mechanizmie wychwytu CPP bogatych w argining,
zarOwno samych, jak isprzezonych z czasteczkami przylaczonego cargo, a zar6wno
charakter linii komorkowych oraz obecnos¢ 1 rodzaj fadunku transportowanej czastki
moga wplywaé na specyficzny mechanizm stosowany przez CPP 176 177 Wiele badan
wskazuje, ze wigkszo$¢ kationowych peptydow CPP wchodzi do komoérek na drodze
makropinocytozy, w ktorej czastki zawarte w plynie otaczajacym komorke sa przez nia
pobierane na drodze wpuklenia btony plazmatycznej 1 odcigcia pecherzyka
endocytarnego 18 17° Niestety, jak wykazaly badania, takie polikationowe segmenty
mogg przyczynia¢ si¢ do niszczenia blon ssakow, o czym $wiadcza toksyczne
wlasciwos$ci naturalnych peptyddéw przeciwbakteryjnych, ktére zawieraja liczne reszty

lizyny i argininy . Jednakze, w 2012 roku, grupa Hirose, bazujac na konfokalnej

mikroskopii skaningowej oraz elektronowej, potwierdzila, iz niektére zasadowe peptydy
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penetrujace, posiadajace przylaczone hydrofobowe cargo sa w stanie bezposrednio

przenika¢ blong komérkows, pozostawiajac komorke w nienaruszonym stanie 82,

Do innych metod dostarczania peptydow i peptydomimetykow do komorek
mozna zaliczy¢ tworzenie koniugatow aktywnych peptydow z ligandami
powierzchniowych receptoréw komorkowych. Najczgéciej stosowang technikg jest
przytaczanie lipidu lub reszty cukrowej do peptydu. Przyktadowo przytaczenie maltozy
do N-konca somatostatyny skutkowato 10-krotnym zwickszeniem biodostepnosci tego

peptydu 182,

Do transportu aktywnych peptydow moga postuzy¢ rowniez liposomy. Liposomy
to kuliste mikroskopijne pecherzyki zawierajace jedng lub wiecej dwuwarstw
fosfolipidowych. Wewnetrzny rdzen liposomow sktada si¢ z hydrofilowych czesci
fosfolipidu, podczas gdy czesci lipofilowe maja tendencje do pozostawania w lipidowe;j
czgsci dwuwarstw. Peptyd-cargo jest wigc kapsutowany we wnetrzu liposomu, dzieki

czemu nie jest trawiony przez enzymy proteolityczne.

Do innych systemow dostarczania peptydowych lekow, naleza m. in. mikrosfery,

oraz nanoczastki .
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Il ZALOZENIA I CELE PRACY

Wigkszo$¢ kompleksow biatkowych, ktore dziatajg jako naturalne aktywatory
proteasomow (PA), ma wspo6lng konserwatywng sekwencje tripeptydowa HbYX na
swoich C-koncach. Motyw ten oddzialuje z hydrofobowymi aminokwasami
znajdujacymi si¢ w kieszeniach o zaréwno drozdzowego, jak 1 eukariotycznego
proteasomu 20S, w celu allosterycznego otwierania bramy katalitycznej, ulatwiajac w ten
sposob degradacje biatek 8 185 W swojej pracy zajelam sie synteza peptydow —
potencjalnych aktywatorow proteasomu — ktorych sekwencje stanowity zmodyfikowane
fragmenty biatkowych aktywatorow tego enzymu: kompleksu 19S oraz biatka Blm10,
zawierajace charakterystyczny motyw C-koncowy. Prace nad takimi peptydowymi
aktywatorami proteasomu moglyby w przysztosci przyczyni¢ si¢ do opracowania
specyficznych terapeutykow, stosowanych w leczeniu chordb zwigzanych z odktadaniem

si¢ biatek.

Jak udowodniono w wielu badaniach, proteasom 20S odpowiedzialny jest za
trawienie biatek wykazujacych tendencje do agregacji, tj. bialek wewnetrznie
nieuporzadkowanych oraz tych, ktore ulegly uszkodzeniu na skutek dziatania stresu
oksydacyjnego. Dlatego tez w swojej pracy sprawdzitam wplyw otrzymanych

modulatoréw na trawienie takich biatkowych modelowych substratow 20S.

Niestety peptydy, pomimo iz czg¢sto stanowig wysoce specyficzne, pozbawione
cytotoksycznos$ci zwigzki, wcigz uwazane sg za stabych kandydatéw na leki ze wzgledu
na ich krotki okres pottrwania w organizmie oraz stabe zdolno$ci do penetrowania btony
komorkowej. Z tego powodu podjetam probe znalezienia peptydu, ktéry nie tylko bedzie
stymulowat proteasom in vitro, ale rowniez we wngtrzu komorek, przenikajac bariere

btony cytoplazmatyczne;.
W zwiazku z powyzszym za glowne cele mojej pracy przyjelam:

1. Okreslenie  wymogéw  strukturalnych  wzgledem  peptydowych
aktywatorow ludzkiego proteasomu 20S, wywodzacych si¢ z bialkowych
modulatorow jego aktywnoS$ci, poprzez projektowanie, syntez¢ oraz
badania aktywnosci tych zwiazkow.

2. Zbadanie stabilnosci  peptydowych  aktywatoréw i  synteze

peptydomimetykéw 0 potencjalnie podwyzszonej stabilnosci.
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3. Sprawdzenie wplywu najlepszych zwiazkow na trawienie bialek bedacych
substratami proteasomu 20S.
4. Zbadanie wplywu otrzymanych zwigzkow na aktywnos$¢ proteasomu

w zywych komorkach.

Niezbedne do zrealizowania postawionych celéw zadania badawcze mozna

podzieli¢ na:
1. Projektowanie peptydowych modulatoréw proteasomu.
2. Synteze oraz oczyszczanie zwigzkow.

3. Badania aktywnosci in vitro otrzymanych peptydow z wykorzystaniem krotkich

substratow peptydowych (w tym oczyszczanie proteasomu 20S do badan in vitro).
4. Badania stabilnosci otrzymanych zwigzkow.

5. Wybdr bialtkowych substratow 20S poprzez badanie sily powinowactwa bialek do
proteasomu 20S oraz badania zdolnosci otrzymanych aktywatoréw do pobudzania

trawienia tych biatek przez proteasom.

6. Badania aktywnosci zwigzkéw w lizatach komorkowych oraz w zywych komoérkach
(w tym hodowla komorek, przygotowanie lizatow komoérkowych, synteza substratu

TAS3 do badania aktywno$ci zwigzkow w zywych komarkach).

7. Ocena cytotoksyczno$ci zwigzkow.
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1l BADANIA WLASNE. Prezentacja i omowienie wynikow

4. Uwagi og6lne

Wszystkie badania prezentowane ponizej zostaty wykonane w co najmniej trzech
powtorzeniach biologicznych, a ich wyniki wyrazitam jako $rednie arytmetyczne + SEM
(prezentowane jako stupki bledow na wykresach). Szczegotowe opisy wykonania
ponizszych eksperymentoéw, a takze sposobow ewaluacji wynikow zawartam w punkcie:

V - METODOLOGIA.

W trakcie badan prowadzonych w ramach mojego doktoratu, ale réwniez
Z obserwacji poczynionych przez caly zespdt badawczy wynika, iz aktywno$¢
proteolityczna proteasomu moze zmienia¢ si¢ Wraz z partig krwi, z ktorej byt izolowany,
mimo iz kazdorazowo pozyskiwano ja z tego samego zrodla - Banku Krwi
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku. Dodatkowo czas przechowywania
wyizolowanego i oczyszczonego enzymu réznit si¢ w zaleznosci od oczyszczanej partii,
co moglo istotnie wplywaé na jego aktywnos$¢ proteolityczng. Jednakze, pomimo iz
bezwzgledne wartosci stopnia aktywacji proteasomu przez badane peptydy potrafiag si¢
r6zni¢, wzajemna relacja miedzy efektywnos$cig dziatania poszczegolnych modulatorow

pozostawata zachowana.

1A CZESC PIERWSZA — peptydy wywodzace si¢ z regulatora
19S

5. Wybor 1 optymalizacja struktury aktywatora ludzkiego

proteasomu 20S

5.1. Wplyw peptydow wywodzacych si¢ z C-koncowych fragmentow
podjednostek Rptl-6 regulatora 19S na aktywnos$¢ proteasomu 20S
wyizolowanego z ludzkiej krwi

Poszukujac zwigzkéw zdolnych do stymulacji aktywnosci proteasomu 20S
w komorkach, swojg uwage skupitam poczatkowo na regionie wigzagcym naturalnego
biatkowego regulatora proteasomu, 19S, ktory, jak wykazano, stymuluje otwarcie bramki

20S poprzez mechanizm zalezny od sekwencji HbYX.
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Pierwsze badania przeprowadzone przez Smitha i in. ¥ wykazaly, iz tylko
peptydy pochodzace z podjednostek Rpt2 oraz Rpt5 regulatora 19S, o dlugosci min. 7
aminokwasOw, wzmacniajg aktywnos$¢ kroliczego proteasomu. Podobne wyniki uzyskata
grupa Gestwickiego, stwierdzajac, ze do zaktywowania proteasomu niezbe¢dne jest sze$é
C-koncowych aminokwas6w pochodzacych z podjednostki Rpt5; taka dlugos$¢ pozwalata
uzyskac efekt aktywacyjny porownywalny z peptydem o dtugosci siedmiu reszt. Peptydy
0 sekwencjach 4-5-resztowych wykazywaly natomiast o wiele stabszy wplyw na

S 150 W innych badaniach wykazano, iz peptyd wywodzacy si¢

aktywnos$¢ proteasomu 20
z podjednostki Rpt5 skutecznie konkuruje z toksycznymi oligomerami amyloidu 3
0 miejsce wigzania z proteasomem 20S, zapobiegajac w ten sposob inhibicji tego
enzymu, ktora prowadzi do neuropatii 1°. Jednoczesnie, przeprowadzone w ostatnich
latach badania strukturalne z wykorzystaniem mikroskopii krioelektronowej dowodzity,
ze do otwarcia bramy proteasomu nie wystarczaja oddziatywania podjednostek Rpt2 i
RptS. Nawet znalezienie si¢ w kieszeni mi¢dzy podjednostkami a enzymu trzeciej z
podjednostek regulatora 19S zakonczonych motywem HbYX — podjednostki Rpt3, nie
dawalo jeszcze efektu otwartej bramy, ktoéry wystapit dopiero gdy w kieszeni wigzacej
zadokowala si¢ pozbawiona tego motywu podjednostka Rpt6 18 187 18 Te nowe
informacje, jak tez brak wynikow na temat wptywu peptydow Rpt na ludzki proteasom,
sktonily mnie do podje¢cia si¢ zadania okreslenia wptywu peptydow pochodzacych z C-
koncowych fragmentow podjednostek Rptl-Rpt6 na proteasom 20S czlowicka. Aby
sprawdzi¢, czy dalsze przedluzenie sekwencji nie wzmocni efektu aktywacyjnego,
poczatkowo zsyntetyzowalam 8-aminokwasowe analogi ATP-az wywodzacych si¢ z
regulatora 19S (zwigzki Rpt1-6(8), Tabela 3) i przetestowatam ich wptyw na aktywnos¢

proteolityczng ludzkiego 20S przy uzyciu krotkich fluorogenicznych substratow

peptydowych.
Tabela 3 Sekwencje peptydow Rpt1-6(8) wywodzacych si¢ z 6 ATP-az regulatora 19S
Nazwa peptydu Sekwencja
Rpt1(8) TPRYMTYN
Rpt2(8) GTPEGLYL
Rpt3(8) EQEHEFYK
Rpt4(8) SKLDYKPV
Rpt5(8) KANLQY YA
Rpt6(8) MSIKKLWK
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Substraty te zawierajg jako grupe reporterowa 7-amino-4-metylokumaryne
(AMC) 1 odpowiadaja kazdemu z miejsc katalitycznych w 20S: Suc-LLVY-AMC
identyfikuje  aktywno$¢ chymotrypsynopodobng (ChT-L), Boc-LRR-AMC -
trypsynopodobng (T-L) a Z- LLE-AMC - kaspazopodobng (C-L). Otrzymane zwigzki
porownatam na podstawie ich wzglednej zdolnosci do stymulowania hydrolizy wyzej

wymienionych sond aktywnosci.
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Rys. 17 Wptyw peptydow Rpt1-6(8) na aktywnos¢ proteasomu h20S

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze tylko peptyd
pochodzacy z C-konca biatka Rpt5(8) byt w stanie pobudza¢ wszystkie trzy aktywnosci
ludzkiego proteasomu 20S (w najwyzszym badanym st¢zeniu aktywnos¢ ChT-L ok. 2,5-
krotnie, T-L — 4-krotnie oraz C-L — 3-krotnie), natomiast peptyd Rpt2(8) dwukrotnie
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stymulowat aktywno$¢ trypsynopodobng w st¢zeniu 50 i 100 uM, ale nie pobudzat
aktywnos$ci ChT-L ludzkiego proteasomu, pomimo iz byt on w stanie aktywowaé
proteasom bydlecy 8. Zwiazki Rpt2(8), Rpt3(8) oraz Rpt5(8) posiadaja na C-koncu
charakterystyczny motyw HbYX (zaznaczony na zielono w Tabeli 3), jednakze nie
obserwuje si¢ pobudzania aktywnosci proteasomu przez peptyd Rpt3(8), co pokrywa si¢
Z wynikami otrzymanymi przez grupe DeMartino *°. Z kolei zwigzek Rpt6(8), pomimo
braku motywu, ktory uwazany jest za niezbedny do aktywacji proteasomu, pobudzat
aktywnos$¢ chymotrypsynopodobna, jednakze wraz ze wzrostem zastosowanego stezenia
peptydu obserwowano spadek tego efektu [Rys. 17]. W zwiazku z powyzszym, zwigzek

ten przebadatam réwniez w nizszych stezeniach [Rys. 18].
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Rys. 18 Wptyw peptydu Rpt6(8) na aktywnos$¢é chymotrypsynopodobng proteasomu h20S

Otrzymanie w odpowiedzi na zastosowang dawke krzywej dzwonowej sugeruje
obecnos¢ drugorzedowego miejsca wigzania tego peptydu, ktére wywiera efekt
inhibujacy wzgledem aktywnosci ChT-L. Podobny efekt zaobserwowano wczesniej w
przypadku peptydow bogatych w proling i argining *** oraz krotkich peptydow
pochodzacych z biatka Tat HIV-1 18,

5.2. Badanie znaczenia dhugosci tancucha peptydowego zwiagzku Rpt5 dla
aktywnosci ludzkiego proteasomu 20S

Kolejnym krokiem byto zbadanie wplywu dtugosci taficucha peptydowego na
wlasciwosci aktywujace zwigzkow poprzez wydtuzanie ich sekwencji w kierunku N-

konca. W tym celu peptyd o najsilniejszych wtasciwosciach stymulujagcych — Rpt5S
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zsyntezowatam w postaci dtuzszych analogéw - 10 i 12 aminokwasowych (Tabela 4).
Peptydy te przebadatam przy uzyciu trzech krotkich substratéw fluorogenicznych
odpowiadajacych trzem aktywno$ciom proteasomu 20S oraz na dtuzszym substracie
fluorogenicznym — LFP (Mca-AKVYPYPMEDap(Dnp)-NH.). Substrat LFP posiada
lepsze wlasciwosci réznicujace wpltyw modulatoréw, co wynika z dtuzszej sekwencji niz
w przypadku klasycznych, 3-4 aminokwasowych substratow, ktore sa trawione roéwniez
przez latentny proteasom.

Tabela 4 Sekwencje peptydow wywodzacych si¢ z natywnej sekwencji C-koncowego fragmentu
podjednostki Rpt5 regulatora 19S

Nazwa peptydu Sekwencja
Rpt5(8) KANLQYYA
Rpt5(10) KKKANLQYYA
Rpt5(12) QAKKKANLQYYA
£ _ 600 = _ 600
52 o &
g 8 400 28 400
S < =
s 32 <
£ E 200 - s £ 200
T @© C @
W & § e
g Rpt5(8) Rpt5(10) Rpt5(12) Rpt5(8)  Rpt5(10) Rpt5(12)
10pM m20pM E50puM E100uM 10pM B 20pM m 50pM B 100pM
= 8=
ox 000 € 5 o 2000
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§ é 400 :‘E < I 1500
23 2 § 5 1000
© 5 200 &3 @
g2 @S ' 500
38 S =i
w 2 = 0 =l
N o
= Rpt5(8) Rpt5(10) Rpt5(12) Rpt5(8) Rpt5(10) Rpt5(12)
10uM ®20pM E50puM E100uM 10uM ®20pM E50pM

Rys. 19 Wptyw peptydow Rpt5(8), Rpt5(10) oraz Rpt5(12) na aktywno$¢ proteasomu h20S

Peptyd Rpt5 w wersji 10-aminokwasowej byt w stanie pobudza¢ aktywnoSci
chymotrypsynopodobng i trypsynopodobng proteasomu 2 razy silniej od swojego 8-
resztowego analogu w stezeniach 10, 20 oraz 100 pM, natomiast peptydaza
kaspazopodobna pobudzana byta okoto 1,5 raza mocniej. Dalsze wydtuzanie sekwencji
Rpt5 w kierunku N-konca nie powodowalo znaczacych zmian w jego whasciwosciach

oznaczanych z wykorzystaniem krotkich substratow proteasomu. Natomiast dluzszy
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substrat - LFP - byt trawiony przez proteasom o wiele stabiej w obecnosci 8- 1 12-
aminokwasowej wersji Rpt5 niz w obecnosci 10-resztowego peptydu. Podczas gdy
peptyd Rpt5(10) w stezeniu 50 uM powodowat ok. 15-krotne pobudzenie proteasomu do
trawienia substratu LFP, peptyd Rpt5(12) w tym samym stezeniu wykazywat 10-krotne
zwigkszanie aktywnosci enzymu. Najstabszym aktywatorem byl natomiast wyjsciowy
Rpt5(8), ktory tylko 1,5-krotnie aktywowat h20S [Rys. 19]. Tak zr6znicowane wyniki
otrzymane dla substratu LFP moga sugerowa¢, iz do zaindukowania otwarcia bramy
proteasomu na tyle szeroko, aby mogt do niej wniknaé wigkszy substrat, niezb¢dna jest
obecnos$¢ trzech lizyn znajdujacych sig w natywnej sekwencji aktywatora Rpt5(10), ktore
zapewne stabilizujg oddziatywanie peptydu z enzymem. Wydluzenie tego peptydu o
kolejne aminokwasy by¢ moze ostabia to oddziatywanie, co roéwniez objawia si¢ jako

ostabienie zdolnos$ci aktywujacych (peptyd Rpt5(12)).

5.3. Skan alaninowy sekwencji peptydu Rpt5(10)

W celu identyfikacji w peptydzie Rpt5(10) reszt aminokwasowych kluczowych
dla zapewnienia interakcji z proteasomem i powodujacych pobudzanie jego aktywnosci,
postuzytam si¢ metoda skanu alaninowego. Metoda ta polega na systematycznym
podstawianiu grup bocznych poszczegdlnych aminokwaséw tancucha peptydowego,
grupg metylowa. Skanowaniu alaning poddatam pierwsze 7 reszt aminokwasowych
peptydu Rpt5(10), pozostawiajac w ten sposob charakterystyczny motyw HbYX w
nienaruszonej postaci (Tabela 5). Otrzymane analogi przebadatam wykorzystujac jako
substrat proteasomu LFP, aby lepiej rozrozni¢ efekt specyficzny od niespecyficznego
[Rys. 20].

Tabela 5 Sekwencje zwigzkow zaprojektowanych w ramach skanowania alaning peptydowego
aktywatora Rpt5(10)

Nazwa peptydu Sekwencja

Rpt5(10) KKKANLQYYA
Rpt5(Al) AKKANLQYYA
Rpt5(A2) KAKANLQYYA
Rpt5(A3) KKAANLQYYA
Rpt5(A5) KKKAALQYYA
Rpt5(A6) KKKANAQYYA
Rpt5(A7) KKKANLAYYA
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Rys. 20 Wptyw analogow peptydu Rpt5(10) zawierajacych podstawienia alaning w pozycjach 1-
3 oraz 5-7 na aktywno$¢ proteasomu h20S

Otrzymane wyniki pokazaly, ze tylko podstawienie siodmej pozycji w peptydzie
Rpt5(10) nie powodowalo znaczacego spadku wilasciwosci aktywujacych — peptyd
Rpt5(A7) w stezeniu 50 pM niemal 10-krotnie aktywowal proteasom, podczas gdy
Rpt5(10) pobudzat enzym 11-krotnie w stosunku do kontroli. Pozostate analogi
wykazywaty zmniejszong aktywno$¢ w stosunku do peptydu macierzystego. Najwiekszy
spadek aktywnos$ci wystapil w przypadku peptydu Rpt5(A6), ktéry catkowicie utracit
zdolno$¢ do pobudzania 20S. W pozycji 6 pierwotnie znajdowala si¢ leucyna, ktora
podobnie do alaniny posiada hydrofobowy tancuch boczny, jednak jest on bardziej
rozbudowany i to zapewne miato znaczenie dla aktywowania enzymu. Pierwsze 3 reszty
peptydu Rpt5(10) to zasadowe reszty lizyny, ktoérych podstawienie alaning niemal 3-
krotnie ostabito zdolno$ci aktywacyjne. Pozycja 5, w ktorej natywnie wystepowata
asparagina, rowniez stabo tolerowata obecno$¢ alaniny, co objawiato si¢ ok. 2-krotnym

spadkiem aktywno$ci [Rys.20].

Badania te pozwolity mi wyznaczy¢ miejsca w peptydzie Rpt5(10), ktorych

modyfikacja mogtaby spowodowac polepszenie wiasciwosci aktywujacych modulatora.

5.4. Wplyw charakteru chemicznego tancuchéw bocznych aminokwasow w
pozycjach 1-7 peptydu Rpt5(10) na pobudzanie aktywnos$ci proteasomu 20S

Allosteryczne modulatory wykazuja swoje wlasciwo$ci na skutek licznych
oddziatywan pomigdzy nimi a docelowym biatkiem/enzymem. Do takich oddziatywan
zaliczy¢ mozna oddziatywania jonowe, ktore wystgpuja pomiedzy zjonizowanymi
formami grup aminowych lub guanidynowych aminokwasow zasadowych,
a karboksylanami aminokwasow o kwasowych tancuchach bocznych. Innym rodzajem

oddziatywan stabilizujacych wigzanie modulatora z enzymem mogg by¢ oddziatywania
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hydrofobowe, a takze oddzialywania van der Waalsa. Kolejnym waznym typem
oddziatywan sa wigzania wodorowe, ktore mogg tworzy¢ si¢ zardwno pomi¢dzy atomami
wodoru 1 tlenu wigzania amidowego wystepujacego w peptydach i biatkach, jak réwniez
fancuchami bocznymi aminokwasow, ktore posiadajg donory lub akceptory tych wigzan.

W kolejnym etapie badan postanowitam wigc sprawdzi¢ jak charakter lancucha
bocznego aminokwasow (kwasowy, zasadowy, oboje¢tny) w pozycjach 1-7 peptydu
Rpt5(10), wptywa na jego wlasciwosci aktywujace. Sekwencje zsyntezowanych
peptydoéw prezentuje Tabela 6.

Tabela 6 Sekwencje analogow peptydu Rpt5(10) zawierajacych podstawienia resztami o
charakterze zasadowym/kwasowym/obojetnym w pozycjach 1-7

Nr pozycji
Nazwa peptydu Sekwencja podstawianej w
peptydzie Rpt5(10)

Rpt5(R1) RKKANLQYYA

Rpt5(E1) EKKANLQYYA 1
Rpt5(Q1) OKKANLQYYA

Rpt5(R2) KRKANLQYYA

Rpt5(E2) KEKANLQYYA 2
Rpt5(Q2) KOKANLQYYA

Rpt5(E3) KKEANLQYYA

Rpt5(Q3) KKQANLQYYA 3
Rpt5(K4) KKKKNLQYYA

Rpt5(D4) KKKDNLQYYA 4
Rpt5(N4) KKKNNLQYYA

Rpt5(K5) KKKAKLQYYA

Rpt5(D5) KKKADLQYYA °
Rpt5(K6) KKKANKQYYA ]
Rpt5(D6) KKKANDQYYA

Rpt5(K7) KKKANLKYYA ]
Rpt5(D7) KKKANLDYYA

Wszystkie otrzymane peptydy przebadalam pod katem aktywacji 3 peptydaz
proteasomu. Otrzymane wyniki z podzialem na poszczegdlne pozycje w peptydzie

Rpt5(10) prezentujg wykresy przedstawione na rysunku 21.

62



wzgledna aktywno$¢ CHT-L wzgledna aktywno$¢ T-L wzgledna aktywnos¢ C-L
proteasomu 20S [%] proteasomu 20S [%] proteasomu 20S [%]
5uM E10pM E25uM B 50pM 5uM m10pM m25pM = 50puM 5uM ®10uM ®E25uM B 50uM
700 700 700
600 600 600
500 500 500
400 400 400
300 300 300
200 200 200
< 1T ) < 0 ol ol ol | = i
0 0 0
Rpt5(10) Rpt5(Q1) Rpt5(R1) Rpt5(E1) Rpt5(10) Rpt5(Ql) Rpt5(R1)  Rpt5(E1) Rpt5(10) Rpt5(Q1l) Rpt5(R1)  RptS(E1)
700 700 700
600 600 600
500 500 500
400 400 400
300 300 300
200 200 200
I“ Al I“ all |- I|| il all | I|| il || il
0 0 0
Rpt5(10) Rpt5(E2) Rpt5(R2) Rpt5(Q2) Rpt5(10)  Rpt5(E2) Rpt5(R2) Rpt5(Q2) Rpt5(10) RptS(E2) Rpt5(R2) Rpt5(Q2)
700 700 700
600 600 600
500 500 500
400 400 400
300 300 300
200 200 200
0 0 0
Rpt5(10) Rpt5(E3) Rpt5(Q3) Rpt5(10) Rpt5(E3) Rpt5(Q3) Rpt5(10) Rpt5(E3) Rpt5(Q3)

63



wzgledna aktywnos¢ ChT-L
proteasomu 20S[%]
5uM ®m10pM H25uM m50pM

700
600
500
400
300 III
200
100
0
Rpt5(10)
700
600
500
400
300
200
100
0
Rpt5(10)
700
600
500
400
300
200
100
0
Rpt5(10)
700
600
500
400
300 T
200
100
0
Rpt5(10)

Rpt5(D4) Rpt5(K4) Rpt5(N4)

Rpt5(D5) Rpt5(K5)
~mill II
Rpt5(D6) Rpt5(K6)
Rpt5(D7) Rpt5(K7)

700

700
600
500
400
300
200
100

700
600
500
400
300
200
100

700
600
500
400
300
200
100

wzgledna aktywnos¢ T-L
proteasomu 20S [%]

5uM m10uM M 25pM W 50uM

Rpt5(10) Rpt5(D4) Rpt5(K4) Rpt5(N4)

Rpt5(10) Rpt5(D5) Rpt5(K5)

Rpt5(10) Rpt5(D6) Rpt5(K6)
Rpt5(10) Rpt5(D7) Rpt5(K7)

1000
800
600
400
200

700
600
500
400
300
200
100

700
600
500
400
300
200
100

700
600
500
400
300
200
100

wzgledna aktywnos¢ C-L
proteasomu 20S [%]
5uM E10pM E25uM B 50uM

Rpt5(10) Rpt5(D4) Rpt5(K4) Rpt5(N4)

Rpt5(10) Rpt5(D5) Rpt5(K5)
Rpt5(10) Rpt5(D6) Rpt5(K6)
Rpt5(10) Rpt5(D7) Rpt5(K7)

Rys. 21 Wptyw podstawienia pozycji 1-7 peptydu Rpt5(10) aminokwasami o réznym charakterze chemicznym tancucha bocznego (kwasowym, zasadowym,

obojetnym) na aktywno$¢ h20S
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Wyniki badan wskazuja, ze podstawienie pozycji 1 (Lys) kwasowa reszta Glu
spowodowato ostabienie aktywnos$ci wszystkich 3 peptydaz proteasomu. Negatywny
wpltyw na zdolno$¢ stymulacji peptydaz ChT-L oraz T-L (co widoczne bylto szczegdlnie
dla aktywatorow w stezeniach 5 i 10 uM w przypadku aktywnos$ci ChT-L oraz 25 i 50
uM dla T-L) mialo rdwniez podstawienie resztg glutaminy, a takze inng reszta zasadowg
tj. argining. Grupa guanidynowa argininy jest by¢ moze zbyt rozbudowana aby umozliwi¢
tak skuteczne pobudzanie enzymu jak natywnie wystepujaca w tej pozycji lizyna. Jedynie
aktywnos$¢ kaspazopodobna nie byla wrazliwa na podstawienia Arg oraz Gln w tej
pozycji.

Reszta zasadowa wydaje si¢ by¢ krytyczna w pozycji 2, poniewaz ani reszta
kwasowa (Glu), ani obojetna (Gln) nie byty tolerowane, co widoczne byto dla aktywnosci
ChT-L oraz C-L. Fakt ten zostat dodatkowo potwierdzony podobnymi do zwigzku
macierzystego sklonno$ciami aktywacyjnymi peptydu Rpt5(R2), ktory w badanej pozycji
posiadat reszte Arg i tak jak peptyd Rpt5(10) pobudzat ok. 5-krotnie aktywnos$¢ ChT-L
proteasomu.

Wymagania co do pozycji 3 okazaty si¢ bardziej liberalne. Reszta kwasowa Glu
wydaje si¢ by¢ tam najgorzej tolerowana, jednakze i tak nie zmienia znaczaco zdolno$ci
otrzymanych analogdéw do stymulacji aktywnos$ci h20S. Jedynie peptydaza C-L tracita
swoje zdolnosci w obecnosci peptydow z Glu lub GIn w pozycji 3, dla ktorych aktywnosé¢
proteasomu byta 2 razy stabsza niz w obecnos$ci peptydu macierzystego.

Najwigkszy wpltyw na szybko$¢ hydrolizy substratow mialy modyfikacje
W pozycji 4. Podstawienie naturalnie wystepujacej alaniny kwasem asparaginowym
znacznie zmniejszylo zdolno$¢ peptydu do stymulacji kazdej z peptydaz ludzkiego
proteasomu 20S (dla peptydaz T-L i ChT-L ok. 2-krotnie), podczas gdy Asn i Lys
spowodowaty wzrost aktywno$ci ChT-L. Najwiekszy efekt stymulujacy zaobserwowano
w przypadku peptydu Rpt5(K4), ktory przy stezeniu 25 uM wykazywat 1,5-krotny wzrost
zdolnosci do stymulacji aktywnoséci ChT-L i 2,5-krotny aktywnos$ci C-L w stosunku do
macierzystego zwigzku.

Pozycja 5 nie wydaje si¢ by¢ bardzo wrazliwa na podstawienia innych reszt niz
natywnie wystepujaca asparagina. Jedynie aktywno$¢ chymotrypsynopodobna
proteasomu jest silniej pobudzana przez peptyd posiadajagcy w tym miejscu reszte
zasadowa.

Zastgpienie natywnej Leu resztag Asp w pozycji 6 spowodowato catkowita utrate

wlasciwosci aktywujacych przez ten peptyd, jednakze zamiana hydrofobowego tancucha
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leucyny na dodatnio natadowany fancuch boczny lizyny spowodowata silniejsze
aktywowanie podjednostki katalitycznej proteasomu 0 charakterze
chymotrypsynopodobnym. Nie zaobserwowano jednak podobnego efektu w odniesieniu
do pozostatych peptydaz proteasomu.

Podstawienia pozycji siddmej, w ktérej znajdowala si¢ glutamina, nie
spowodowaty zmiany wiasciwosci aktywujacych peptydu, co koreluje z wynikami
otrzymanymi w wyniku skanowania alaninowego peptydu Rpt5(10). Mozliwe, ze reszta
ta nie oddziatuje bezposrednio z proteasomem i nie jest niezbedna do allosterycznej
aktywacji enzymu.

Znaczacy spadek aktywnos$ci trypsynopodobnej obserwowano natomiast po
wprowadzeniu reszty kwasowej w pozycjach: 2, 4 oraz 6. Co ciekawe, Zaden
z syntezowanych analogdw nie wykazywal znaczaco silniejszego od wyjsciowego

peptydu Rpt5(10) pobudzania peptydazy T-L [Rys. 21].

5.5. Poprawa wlasciwosci aktywujacych oraz stabilnosci proteolitycznej
aktywatora Rpt5(10)

5.5.1 Testy stabilnosci peptydu Rpt5(10) w ludzkim osoczu / w obecnosci
proteasomu 20S oraz identyfikacja miejsc degradacji wigzania peptydowego przez
h20S

Peptydy bedace potencjalnymi aktywatorami proteasomu sa zarazem jego
naturalnymi substratami, ktére sg trawione rownolegle z fluorogenicznymi sondami do
badania jego aktywnosci. Z tego wzgledu, jednym z celéw tej pracy byto wprowadzenie
modyfikacji, ktére zwiekszytyby odpornos¢ proteolityczng aktywatora, zar6wno
wzgledem samego proteasomu, jak i innych proteaz obecnych w komoérkach, wydtuzajac
w ten sposOb czas jego dziatania w badaniach in vivo. Pierwszym krokiem byto wigc
sprawdzenie stabilno$ci oraz zidentyfikowanie miejsc cigcia peptydu Rpt5(10)
W obecnosci ludzkiego proteasomu 20S za pomoca chromatografii HPLC oraz LC-MS.
Procent pozostatego niestrawionego peptydu po 1h i 3h inkubacji z proteasomem w 37 C
przedstawia Rys. 22A. Na rysunku 22B nozyczkami zaznaczono wigzanie peptydowe

trawione przez proteasom po 3h inkubacji.
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Rys. 22 Szybkos¢ hydrolizy peptydu Rpt5(10) przez proteasom (A); miejsca trawienia peptydu
Rpt5(10) przez h20S (B)

Proteasom trawil peptyd Rpt5(10) po zasadowej reszcie Lys3 oraz po
hydrofobowych resztach Ala4, Tyr8 oraz Tyr9. Reszta Tyr9 stanowi nienaruszalng
sktadowa motywu HbY X, ktora umozliwia oddzialywanie z kieszeniami a proteasomu,
dlatego w kolejnych badaniach peptyd modyfikowatam tylko w pozostatych trzech
miejscach degradacji.

Te same testy wykonatam dla peptydu Rpt5(10) w obecnos$ci ludzkiego osocza,
stosujac krotsze czasy inkubacji ze wzglgdu na niska stabilno$¢ peptydu [Rys. 23].
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Rys. 23 Zalezno$¢ stopnia hydrolizy peptydu Rpt5(10) od czasu inkubacji z ludzkim osoczem
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Peptyd Rpt5(10) wykazywat wysoka podatno$¢ na degradacje. W obecnosci
proteasomu, po 1h inkubacji z enzymem, w niestrawionej postaci pozostawato go ok.
40%. Podobny odsetek tego zwigzku obserwowany byt po zaledwie 10 min inkubacji

Z ludzkim osoczem.

5.5.2. Wptyw modyfikacji wprowadzonych do sekwencji peptydu Rpt5(10) na
wlasciwosci aktywujace oraz stabilno$¢ proteolityczng aktywatorow

Zwykle wigzanie amidowe peptydu jest stabilne, a jego hydroliza wymaga
trudnych warunkéw z udzialem st¢zonych kwaséw lub zasad w podwyzszonej
temperaturze. Mozliwe jest jednak rozcigcie takiego wigzania w tagodnych warunkach,
w temperaturze pokojowej lub nawet nizszej w obecno$ci odpowiedniego enzymu
proteolitycznego. Jednym z kluczowych powodow, dla ktorych sekwencja peptydowa
moze by¢ podatna na degradacje proteolityczng, sa tancuchy boczne aminokwasow
biatkowych, ktore zawieraja motywy rozpoznawane przez endogenne proteazy.
Polepszenie stabilnosci peptydu Rpt5(10) powinno rowniez poprawic¢ jego wlasciwosci
aktywujace, poprzez wydtuzenie czasu dziatania, zarowno w badaniach na izolowanym
proteasomie, jak i w komorkach. Z tego powodu zdecydowatam si¢ na wprowadzenie
zamiennikow w postaci nienaturalnych aminokwasow w peptydzie Rpt5(10) w miejscu
trawienia tego peptydu, tj. w pozycji trzeciej, czwartej oraz 6smej. Kolejnym typem
modyfikacji byla zamiana wigzania peptydowego pomig¢dzy resztami Ala4 1 AsnS na jego
zredukowang forme.

Ogotem  zaprojektowatam 6  peptydomimetykow z  wprowadzonymi

nastepujacymi zmianami (Tabela 7):

W pozycji trzeciej: zamiast Lys3 — Cit3 / Har3

W pozycji czwartej: zamiast Ala4 — BAlad / Abud / Ay[CH2NH]N*
W pozycji 6smej: zamiast Tyr8 — Nle8

*(nazwany AzrN)
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Tabela 7 Sekwencje analogow peptydu Rpt5(10) zawierajacych podstawienia nienaturalnymi

aminokwasami

Nazwa peptydu Sekwencja
Rpt5(10) KKKANLQYYA
Rpt5(Cit3) KKCitANLQYYA
Rpt5(Har3) KKHarANLQYYA
Rpt5(BAlad) KKK;ANLQYYA
Rpt5(Abu4) KKKAbUNLQYYA
Rpt5(AzrN) KKKAZINLQYYA
Rpt5(Nle8) KKKANLQNIeYA

5.5.2.1. Wiasciwosci aktywujace peptydomimetykow opartych o sekwencje aktywatora
Rpt5(10)

Aby sprawdzi¢ czy zsyntezowane analogi charakteryzuja si¢ lepszymi
wlasciwosciami, wszystkie peptydy z wprowadzonymi modyfikacjami przebadatam
w kierunku aktywacji proteasomu 20S, wykorzystujac trzy krotkie substraty
fluorogeniczne (Suc-LLVY-AMC, Boc-LRR-AMC, Z-LLE-AMC) [Rys.24].
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Rys. 24 Wptyw analogéw peptydu Rpt5(10) zawierajacych modyfikacje w pozycjach 3, 4 1 8 na
trzy aktywnosci proteasomu h20S
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Zamiana Lys w pozycji trzeciej na Har spowodowata polepszenie wiasciwosci
aktywujacych w odniesieniu do peptydaz ChT-L oraz C-L (widoczne przy stezeniach 25
1 50 uM aktywatoréw), natomiast wstawienie w to miejsce cytruliny, ktéra pomimo
strukturalnego podobienstwa do argininy nie posiada zasadowego tancucha bocznego,
skutkowalo niewielkim obnizeniem aktywnosci. Jest to zapewne zwigzane z charakterem
wigzan wodorowych tworzonych przez te aminokwasy. Podczas gdy tancuchy boczne
zasadowych Har oraz Lys posiadajag tylko atomy bedgce donorami wigzania
wodorowego, cytrulina moze oddziatywac zar6wno jako donor, jak i akceptor takiego
wigzania.

Zwiazki Rpt5(Har3), RptS(Abud) oraz Rpt5(Nle8) w stezeniach 25 i 50 uM
wptywaly na poprawe aktywno$ci chymotrypsynopodobnej, za$ peptydy RptS(Har3),
Rpt5(AzrN), Rpt5(Abu4) oraz Rpt5(Nle8) w stezeniach 10, 25 1 50 uM znacznie
wptynety na aktywno$¢ peptydazy kaspazopodobnej proteasomu 20S. Co ciekawe, zaden
z analogow nie stymulowat aktywnosci trypsynopodobnej bardziej niz Rpt5(10).

Zsyntezowatam 3 analogi peptydu Rpt5(10) ze zmieniong pozycja czwartg, gdzie
natywnie wystepowata alanina: Abu4, fAla4 oraz peptyd ze zredukowanym wigzaniem
peptydowym pomigdzy Ala4 i Asn5 (AzrN). Wszystkie te podstawienia spowodowaty
poprawe aktywnosci kaspazopodobnej proteasomu i niewielkie obnizenie efektu
aktywacyjnego pozostalych dwodch peptydaz. Peptyd ze zredukowanym wigzaniem
peptydowym rowniez posiadat nieco stabsze zdolnosci do aktywacji podjednostek 5
I B2, co jest zapewne zwigzane ze zwigkszong gigtkoscig tancucha peptydowego, ktora
wynika z utraty planarnosci charakterystycznej dla wigzania amidowego. Dodatkowo
brak grupy karbonylowej w zredukowanym wiazaniu peptydowym moze ograniczaé
tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy aktywatorem a enzymem. Reszta Tyr8 peptydu
odpowiada reszcie hydrofobowej Hb w charakterystycznym motywie HbYX.
Interesujacym jest fakt, ze zamiana Tyr na rowniez hydrofobowa Nle, spowodowala
poprawe wilasciwosci aktywujacych, czynigc zwiagzek jednoczes$nie najsilniejszym
Z otrzymanych aktywatorow, ktory w najwyzszym badanym stezeniu 50 uM byt w stanie
8-krotnie pobudza¢ aktywnos$ci chymotrypsyno- oraz kaspazopodobng proteasomu 20S.
Mozliwe wiec, ze w tym miejscu preferowany jest mniej rozbudowany hydrofobowy

fancuch boczny [Rys. 24].
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5.5.2.2. Odpornos¢ mimetykow peptydu Rpt5(10) na degradacje proteasomalng

Ze wzgledu na duza podatno$¢ Rpt5(10) na trawienie przez proteasom oraz
proteazy obecne w ludzkim osoczu, zwigzki otrzymane w celu zwigkszenia odpornosci
na degradacj¢ poddatam analogicznym testom stabilno$ci. Badania te podyktowane byty
checig sprawdzenia, czy aktywnos$¢ badanych zwigzkow koreluje z ich odporno$cig na

degradacj¢ proteasomalng.

Wszystkie badane peptydy byly trawione przez proteasom w mniejszym lub
wickszym stopniu. Do analogéw najbardziej odpornych na degradacje proteasomalng
nalezaty: Rpt5(AzrN) oraz Rpt5(BAla4), ktére po 1h inkubacji z enzymem pozostawaty
niestrawione w min. 60% [Rys.25]. Wyniki te korelujg z potencjalem aktywujacym tych
zwigzkoéw — im silniejszy aktywator, tym szybsza jego degradacja przez h20S. Potwierdza
to  allosteryczny  mechanizm  dzialania  zaprojektowanych  modulatoréw.
Najprawdopodobniej wigzanie si¢ zwigzku z proteasomem zwigksza stopien otwarcia o-
bramy, co jednocze$nie utatwia takze jego wnikanie do wnetrza komory katalitycznej

i uleganie degradaciji.
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Rys. 25 Stabilnos¢ peptydomimetykéw wywodzacych si¢ z aktywatora Rpt5(10) wzgledem
ludzkiego proteasomu 20S

5.5.2.3. Stabilnos¢ peptydomimetykow w ludzkim osoczu

Peptydomimetyki przebadatam réwniez pod katem stabilnosci w ludzkim osoczu.
Zwiazki te wykazywaly stabilno$¢ zblizong lub wyzsza od wyj$ciowego aktywatora
Rpt5(10). Najwigksze polepszenie stabilno$ci zaobserwowatam dla zwigzkow

Rpt5(BAlad) oraz Rpt5(AzrN), ktore po 15 min inkubacji z osoczem pozostawaty
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niestrawione w ok. 30% [Rys.26]. Wprowadzenie modyfikacji takich jak B-aminokwasy
lub zredukowane wigzanie peptydowe znaczaco wptywa na strukture drugorzgdowa, CO

moze by¢ kluczem dla zapewnienia stabilno$ci takiego peptydu/peptydomimetyku.

100 = - - - - - -
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80

% pozostatego peptydomimetyku
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Rpt5(10) Rpt5(Har3) Rpt5(Cit3) Rpt5{AzrN) Rpt5(BAlad) Rpt5(Abud4) Rpt5(Nled)

Oh ®M5min MW10min MW 15min

Rys. 26 Stabilnos¢ analogow aktywatora Rpt5(10) w ludzkim osoczu

6. Badania mozliwo$ci wykorzystania otrzymanych aktywatorow

w testach komorkowych

6.1. Badanie zdolnosci peptydu Rpt5(10) oraz jego analogu z przytaczong
sekwencja CPP do penetrowania btony komérek HEK 293 T

Jedng z wad stosowania peptydow jako lekow jest ich staba zdolnos¢ do
penetrowania btony komoérkowej, dlatego waznym celem mojej pracy byto sprawdzenie
czy peptyd Rpt5(10) jest w stanie samoistnie przenika¢ btonge komoérek HEK 293T.
Peptyd ten, posiadajac zasadowe aminokwasy (trzy reszty lizyny) na swoim N-koncu,
moglby dziata¢ w sposob zblizony do kationowych CPP. W celu sprawdzenia tej hipotezy
do peptydu przytaczytam znacznik TAMRA [Rys. 27A], aby umozliwi¢ jego detekcje
w komorkach pod mikroskopem fluoroscencyjnym. Znacznik ten przytaczytam do N-

konca peptydu Rpt5(10).

Dodatkowo w peptydzie tym wymienitam przeciwjon (z trifluorooctanowego na
chlorkowy) w celu uniknigcia cytotoksycznosci. Po inkubacji tak przygotowanego
zwigzku z komorkami HEK 293T, stwierdzitam niewielka zdolnos¢ peptydu Rpt5(10) do
przenikania btony komorkowej [Rys. 27B].
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TAMRA 7E ]

Rys. 27 A - sekwencja peptydu Rpt5(10) z przylaczonym znacznikiem fluorescencyjnym
TAMRA,; B - zdjecie z mikroskopu konfokalnego przedstawiajgce komorki HEK 293T po
inkubacji z peptydem Rpt5(10) wyznakowanym fluorescencyjnie (zaznaczona skala — 50000 nm)

W zwiazku z powyzszym postanowitam zmodyfikowaé peptyd Rpt5(10),
przytaczajac do jego N-konca sekwencj¢ peptydu penetrujacego Tat(48-57), poprzedzona
sekwencja podatng na trawienie przez proteasom 20S, tak aby cze$¢ aktywna byta

uwalniana w komorce [Rys. 28].

peptyd Tat (48-57) sekwencja podatna
penetrujacy btong na trawienie przez
komérkowa proteasom 20S peptyd Rpt5(10)

| "LV |

TAMRA

znacznik
fluorescencyjny

Rys. 28 Schemat przedstawiajacy sekwencje peptydu Rpt5(10) z przylaczonym znacznikiem
fluorescencyjnym TAMRA oraz sekwencja penetrujacg Tat(48-57)

Zdjecie ponizej [Rys. 29] prezentuje komoérki inkubowane z peptydem Tat-
Rpt5(10). Na jego podstawie moge stwierdzi¢, ze peptyd z przylaczonym fragmentem
Tat(48-57) jest w stanie penetrowaé btong komorek HEK 293T, dlatego tez postanowitam
wykorzysta¢ go w badaniach komorkowych.
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Rys. 29 Zdjecie z mikroskopu konfokalnego przedstawiajace komorki HEK 293T po inkubacji z
peptydem Tat-Rpt5(10) wyznakowanym fluorescencyjnie (zaznaczona skala — 25000 nm)

6.2. Badanie wptywu peptydu Tat-Rpt5(10) na aktywnos¢ proteasomu 20S

Ze wzgledu na fakt, iz przylaczenie sekwencji Tat(48-57) do peptydu Rpt5(10)
moglo wplyna¢ na jego wihasciwosci aktywujace, w dalszej czgs$ci swoich badan
sprawdzitam wplyw peptydu Tat-Rpt5(10) (bez przytaczonego znacznika TAMRA) na
pobudzanie aktywno$ci wyizolowanego z krwi proteasomu. Peptyd ten zostat przebadany
w kierunku aktywacji wszystkich trzech peptydaz proteasomu: ChT-L, C-L oraz T-L.

Przedstawione ponizej wyniki pokazuja, ze peptyd Tat-Rp5(10) silniej
stymulowat aktywnosci ChT-L oraz C-L proteasomu anizeli sam peptyd Rpt5(10) [Rys.
30]. Ze wzgledu na zauwazalny spadek aktywnosci peptydu Tat-Rpt5(10) w wyzszych
stezeniach, przebadatam go rowniez w zakresie nizszych stezen na aktywno$¢
chymotrypsynopodobng proteasomu [Rys. 31]. Otrzymana krzywa zalezno$ci stopnia
aktywacji od dawki modulatora odzwierciedla krzywg otrzymang dla samego peptydu Tat
189 i prawdopodobnie jest wynikiem wigzania peptydéw pochodzacych z trawienia
aktywatora Tat-Rpt5(10) do proteasomu, w miejscu innym niz modulator, co moze
powodowac oslabienie efektu aktywujacego. Interesujacy jest rowniez wplyw zwigzku
Tat-Rpt5(10) na aktywnos¢ trypsynopodobng proteasomu. Sekwencja Tat, posiadajaca az

8 aminokwasow zasadowych, moze silnie oddziatywaé z podjednostka katalityczng 2
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proteasomu blokujac tym samym dostgp dla substratu,

zalezny od st¢zenia efekt inhibujacy tego peptydu.

stad tez mozemy obserwowac
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Rys. 30 Wptyw peptydu Rpt5(10) oraz jego analogu z przytaczona sekwencja penetrujaca
Tat(48-57) na aktywnosci ChT-L, T-L oraz C-L proteasomu h20S
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Rys. 31 Wplyw peptydu Tat-Rpt5(10) na aktywnos¢ chymotrypsynopodobng h20S - szerszy

zakres badanych stezen

6.3. Badanie wptywu analogow Rpt5(10) z przytaczong sekwencjag CPP na

aktywnos¢ proteasomu

Ze wzgledu na zachecajace wyniki aktywnosci otrzymane dla peptydu Tat-Rpt5,

postanowitam zsyntezowac jeszcze 3 inne peptydy sktadajace si¢ z sekwencji aktywatora
oraz fragmentu Tat-LLVY. Byly to analogi peptydow: Rpt5(K4), Rpt5(Nle8) oraz
Rpt5(D6). Dwa pierwsze zwigzki to dobre aktywatory proteasomu, z kolei peptyd

Rpt5(D6) zostat wybrany jako kontrola ze wzgledu na brak wtasciwosci stymulujacych.

Zsyntezowatam rowniez peptyd Tat-LLVY, aby upewni¢ sie, ze za efekt stymulujacy

odpowiada cze$¢ farmakoforowa, a nie fragment Tat. Peptydy te poddatam badaniom

aktywnosci na izolowanym proteasomie [Rys. 32].
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Otrzymane wyniki pokazaly, ze przylaczenie sekwencji Tat do peptydow

Rpt5(10), Rpt5(K4), Rpt5(Nle8) wpltywa na ich wilasciwosci aktywujace, powodujac

osiggnigcie maksymalnego efektu aktywacji juz przy stezeniu 5 uM, a nie 50 uM jak

mialo to miejsce dla samych sekwencji aktywnych. Najlepszym aktywatorem

z przylaczong sekwencja penetrujaca byt peptyd Tat-Nle8. Z kolei, peptyd Rpt5(D6)

nawet po przylaczeniu Tat nie wykazal znaczacych wilasciwosci stymulujacych

w zadnym z badanych stezen, podobnie jak Tat-LLVY.
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Rys. 32 Wplyw peptydow =z przylaczong sekwencja Tat(48-57) na aktywnos¢
chymotrypsynopodobng h20S

Ze wzgledu na zaobserwowanie silniejszego wplywu aktywujacego peptydow

Z przylaczong sekwencja penetrujaca w stosunku do ich macierzystych analogow,

postanowitam sprawdzi¢, czy za efekt ten moze odpowiada¢ ich zwigkszona stabilnos¢.

W tym celu przebadalam odpornos¢ najsilniejszego z aktywatorow — Tat-Nle8 na

trawienie przez proteasom 20S [Rys. 33].

z proteasomem 20S
peptydu Tat-Nle8
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Rys. 33 Stabilno$¢ peptydu Tat-Nle8 w obecnosci proteasomu 20S
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Badanie stabilno$ci peptydu Tat-Nle8 potwierdzito, iz posiada on o wiele lepsza
odporno$¢ na trawienie przez h20S niz jego wyjsciowy analog — Rpt(Nle8). Degradacja
tego peptydu przez 20S widoczna jest dopiero po Sh inkubacji z enzymem. Przytaczenie
wiec sekwencji penetrujgcej nie tylko wptywa na zdolnosci tych peptydoéw do przenikania
blony komoérkowej, ale rowniez intensyfikuje ich zdolno$ci aktywacyjne proteasom
I poprawia stabilno$¢.

W celu potwierdzenia, ze peptydy zaréwno z, jak 1 bez przylaczonej sekwencji
Tat sg na tyle stabilne, aby zaktywowal proteasom w obecnosci innych bialek
komoérkowych, postanowitam wykona¢ analogiczne testy aktywnosci, ale w lizacie
komoérkowym.

Peptyd Rpt5(10) nie byt w stanie zaktywowac proteasomu w lizacie komoérkowym
[Rys. 34]. Jest to zapewne zwigzane z jego wysoka podatnoscia na degradacje
proteolityczng. Natomiast peptyd Tat-Rpt5(10) aktywowat proteasom ok. 3-krotnie przy
stezeniu 5 puM. Peptyd ten, posiadajac o wiele dluzsza sekwencje od macierzystego
Rpt5(10), byt zapewne w stanie dtuzej przetrwaé w trudnych warunkach jakie stanowi

lizat komorkowy zawierajacy szereg biatek zdolnych do proteolizy wigzan peptydowych.
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Rys. 34 Wptyw peptydow oraz ich analogow z przytaczong sekwencjg Tat(48-57) na aktywnosé
proteasomu w lizacie komérek HEK 293T

Z peptydow nieposiadajacych sekwencji penetrujgcej, proteasom w lizacie
komorkowym najsilniej aktywowat zwigzek Rpt5(K4). Koreluje to z wynikami badan
stabilno$ci tych peptydow w ludzkim osoczu, gdyz peptyd ten wykazywat najlepsza
odporno$¢ na degradacje proteolityczng i prawdopodobnie dlatego byt tez w stanie
najsilniej zaktywowac proteasom w lizacie komoérkowym [Rys. 34, 35]. Peptyd

Rpt5(D6), pomimo iz réwniez posiada dobrg stabilno$¢ w osoczu [Rys. 35], nie
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aktywowal proteasomu w lizacie, poniewaz jak wykazaly wcze$niejsze badania, nie

posiada on zdolnos$ci do stymulowania enzymu.
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Rys. 35 Stabilnos¢ analogow Rpt5(10) w ludzkim osoczu
Z peptydéw posiadajacych przytaczong sekwencje CPP najsilniejszym
aktywatorem proteasomu w lizacie komorkowym byt niezmiennie peptyd Tat-Nle8.

Peptyd Tat-LLVY, podobnie jak w przypadku badan na izolowanym proteasomie, nie

stymulowat enzymu rowniez w lizacie komorkowym.

6.4. Testy cytotoksyczno$ci peptydow z przylaczonym fragmentem Tat

Pierwszym krokiem w badaniach przeprowadzonych na zywych komorkach byto
sprawdzenie aktywnosci cytotoksycznej zwigzkow: Tat-Rpt5(10), Tat-Nle8, Tat-K4 oraz
Tat-D6. Zywotno$¢ komérek HEK 293 T sprawdzatam wykonujac standardowy test MTT

[Rys. 36].
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Rys. 36 Zywotno$¢ komérek HEK 293T, okreslong na podstawie testu MTT wykonanego po ich
inkubacji z peptydami zawierajacymi sekwencje Tat(48-57)

Najsilniejsze witasciwosci cytotoksyczne wzgledem komorek linii HEK 293T

wykazywal peptyd Tat-Rpt5(10), ktory zmniejszal przezywalno$¢ komoérek do ok. 60%
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juz przy najnizszym badanym stezeniu tj. 1 uM. Zwigzek Tat-Nle8 nie powodowat
umieralno$ci komorek nawet w maksymalnej dawce, tj. 50 uM, natomiast Tat-D6 oraz

Tat-K4 w tym stezeniu powodowaly $mier¢ ok. 20-30% badanych komorek.

6.5. Badania aktywnosci peptydow w zywych komoérkach HEK 293T z
wykorzystaniem sondy TAS3

Do sprawdzenia wptywu otrzymanych zwigzkoéw na aktywno$¢ proteasomu
w komorkach HEK 293T wykorzystalam substrat TAS3. Substrat ten zsyntezowatam
wedhug protokotu opisanego w literaturze 1°°. Jego niewatpliwymi zaletami sa: zdolno$¢
do przenikania btony komoérkowej oraz odporno$¢ na trawienie przez inne proteazy
obecne w komorce, co czyni go wysoce specyficzng sondg aktywnosci proteasomu.

Kontrole stanowita aktywno$¢ proteasomu bez dodatku modulatora. W celu
potwierdzenia obecnosci enzymu w badanej linii komérkowej, jako dodatkowa kontrolg
zastosowatam 10 pM roztwor inhibitora proteasomu - Bortezomibu, ktory
preinkubowatam z komoérkami przez okres 30 min. Wykresy przedstawiajg przyrost
fluorescencji (RFU) uwolnionego w wyniku trawienia przez proteasom fragmentu
substratu w zaleznosci od czasu pomiaru (min). W tabeli umieszczonej na rysunku 37
przedstawione sg przyrosty jednostek fluorescencji na minutg dla kazdego z badanych
aktywatorow (w stezeniu 50 pM).

Zwiazkiem, ktéry najsilniej pobudzat trawienie TAS3 przez proteasom byt
peptyd Tat-Nle8. Peptyd ten w stezeniu 50 uM zwigkszal aktywno$¢ proteasomu o ok.
75% w stosunku do kontroli. Aktywacja przy tym stgzeniu byla réwniez widoczna
w przypadku peptydow Tat-K4 oraz Tat-Rpt5, jednak podobnie jak w badaniach na
izolowanym enzymie, efekt ten byt znaczaco stabszy od zdolno$ci stymulujacych
peptydomimetyku Tat-Nle8 [Rys. 37].

Najlepszy z otrzymanych aktywatorow, peptyd Tat-Nle8, pobudzal proteasom
w komorkach w sposob zalezny od dawki, przy czym staba aktywacja (niespetna 20%)
widoczna byla juz przy stezeniu 10 pM. Wyniki te nie tylko udowadniaja, iz
peptydomimetyk ten byl w stanie pokona¢ bariere¢ btony komodrkowej, ale réwniez
pokazuja, ze zwigzki o charakterze peptydowym sg w stanie aktywowac proteasom

w zywych komorkach.
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Rys. 37 Wplyw peptydow zawierajacych sekwencje penetrujaca Tat(48-57) na aktywnosé
chymotrypsynopodobng proteasomu w zywych komoérkach HEK 293T

Wyjsciowy peptyd Rpt5(Nle8) nie wykazywat podobnego efektu w komorkach,

ze wzgledu na stabe zdolnosci do przenikania btony komorek HEK 293T [Rys. 38].
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Rys. 38 Wptyw peptydow Rpt5(Nle8) oraz Tat-Nle§8 na aktywnos¢ ChT-L proteasomu
w zywych komorkach HEK 293T

Aktywacja zalezna od stezenia byta rowniez widoczna w obecnosci peptydu Tat-

K4, co koreluje z poprzednimi wynikami, jednakze efekt stymulujacy byt zauwazalny

dopiero przy stezeniu 25 uM. Pomimo iz sama sekwencja aktywna tego peptydu (zwigzek
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Rpt5(K4)) byta w stanie aktywowaé proteasom réwniez w lizacie komorkowym, nie

zaobserwowalam podobnego efektu w zywych komoérkach HEK 293T [Rys. 39].
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Rys. 39 Wptyw peptydow Rpt5(K4) oraz Tat-K4 na aktywno$¢ ChT-L proteasomu w zywych
komorkach HEK 293T

W przypadku zwigzku Tat-Rpt5, efekt aktywujacy byt dobrze widoczny dopiero
w przypadku zastosowania stezenia 50 uM tego zwigzku [Rys. 40].
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Rys. 40 Wptyw peptyddéw Rpt5(10) oraz Tat-Rpt5 na aktywnos¢ ChT-L proteasomu w zywych
komoérkach HEK 293T

Peptyd Tat-D6, tak jak si¢ spodziewano, nie pobudzat aktywnosci proteasomu,
podobnie jak jego wyjSciowy analog bez przytaczonej sekwencji penetrujacej — peptyd
Rpt5(D6). [Rys.41].
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Rys. 41 Wplyw peptydow Rpt5(D6) oraz Tat-D6 na aktywnos¢ ChT-L proteasomu w zywych

komoérkach HEK 293T

Wszystkie peptydy nieposiadajace przytaczonej sekwencji penetrujacej Tat nie

powodowaty zmian aktywno$ci enzymu, co jest zgodne z faktem, iz nie s3 one w stanie

przenika¢ blony cytoplazmatycznej komorek HEK 293T. Rowniez sam peptyd Tat-

LLVY nie stymulowat proteasomu w zywych komérkach HEK 293T [Rys. 42].
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Rys. 42 Wptyw peptydu Tat-LLVY na aktywnos$¢ ChT-L proteasomu w zywych komorkach

HEK 293T

Wyniki te nie tylko potwierdzaja zdolno$ci aktywatorow z przylaczona

sekwencja Tat do penetrowania btony komoérkowe;j, ale przede wszystkim udowadniaja,

1z mozliwe jest zaktywowanie proteasomu w zywych komorkach przez selektywny

peptydowy modulator. Stanowi to duzy krok w badaniach nad aktywatorami proteasomu

208, poniewaz jak dotad w zywych komodrkach badano tylko zwigzki matoczasteczkowe,

ktore posiadaja wiele wad w stosunku do modulatoréw peptydowych [Rys.12].
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11IB CZESC DRUGA - peptydy wywodzace si¢ z biatkowego
aktywatora BIm10

Przedstawione powyzej wyniki badan otrzymanych przeze mnie peptydowych
aktywatorow proteasomu potwierdzity ich zdolnosci do pobudzania proteasomu do
trawienia peptydowych substratow, nie tylko in vitro, ale rowniez w zywych komorkach.
Wyniki naszych niedawnych badan udowodnity rowniez, iz wprowadzenie motywu
HbYX do sekwencji peptydow bogatych w proling i argining (ang. PR peptides), znanych
jako inhibitory proteasomu 20S, przeksztatca te zwigzki w silne aktywatory enzymu.
Aktywatory PR stymulowaty 20S do efektywnego rozkladu modelowych substratow
biatkowych in vitro, a takze pobudzaly aktywnoéé enzymu w fibroblastach 4° 144,
Ponadto, peptydowy aktywator Blm-pep, ktorego sekwencja wywodzi si¢ z biatka
BIm10, rowniez skutecznie stymulowal wszystkie trzy aktywnoéci enzymu .
Wykrystalizowany kompleks aktywatora Blm-pep z drozdzowym proteasomem y20S
(PDB: S5NIF) pozwolit na znalezienie miejsca wigzania C-konca tego peptydu
zenzymem. Pig¢ C-terminalnych reszt peptydu (sekwencja: RSYYA) znaleziono
pomiedzy podjednostkami a5 i a6 drozdzowego 20S, gdzie wigzat si¢ rowniez C-koniec
biatka Blm 10 (PDB: 4V70). Jednocze$nie ustalone zostato, ze tak krotki fragment nie
wystarcza do uzyskania aktywacji proteasomu 47,

Bazujac na powyzszej wiedzy, postanowitam wykorzysta¢ sekwencje RSYYA
jako bazowg 1 dobudowac do niej tancuchy peptydowe, ktore wzmocnityby zdolnosci
aktywacyjne zwigzkow. Celem moich badan bylo okreslenie wymagan dla N-konca
aktywatora, ktory skutecznie oddziatywalby z enzymem i powodowat pobudzanie jego
aktywnosci do trawienia zaréwno krotkich peptydowych substratow, jak rowniez

modelowych bialek.

7. Poszukiwanie optymalnej sekwencji aktywatora

7.1. Modelowanie molekularne

Sekwencje peptydow zostaly zaprojektowane w oparciu o wczesniej otrzymany
(przez dr Matgorzate Gizynska) aktywator Blm-pep, ktory z kolei wywodzi si¢
z sekwencji naturalnego aktywatora proteasomu — biatka Blm10 ¥, W strukturach

krystalicznych komplekséw Blm-pep oraz Blm10 z drozdzowym proteasomem
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(odpowiednio PDB: 5NIF oraz 4V70), C-konce tych aktywatoréow znajduja si¢ pomigdzy
podjednostkami a5 i a6 drozdzowego 20S. Dlatego tez punktem startowym modelowania
molekularnego (wykonanego przez dr hab. Artura Gieldonia) bylo wykorzystanie
struktury krystalicznej BIm10 z drozdzowym proteasomem 20S (PDB: 4V70) oraz
struktury krystalicznej proteasomu ludzkiego (PDB: 4R30) i zadokowanie fragmentu
biatka BlIm10 pomig¢dzy podjednostkami a5/al ludzkiego proteasomu, czyli w kieszeni
odpowiadajacej tej, w ktorej wigzaly sie peptydowy aktywator i biatko Blm10
w drozdzowym ortologu.

Nastepnie przeanalizowano trzy mozliwe dlugosci linkera, ktéry powinien taczy¢
N-koncowy fragment potencjalnego aktywatora z siedmioma C-koncowymi resztami
BIm10 zadokowanymi we wspomnianej kieszeni, tak aby umozliwi¢ oddziatywania
z podjednostka a5 [Rys. 43], ktore okreslono jako niezbedne do wywotania aktywacji
208 przez biatko BIm10 ¥, W toku modelowania obliczono, iz dlugo$¢ taficucha, ktéra
jest niezbedna do efektywnego oddzialywania z enzymem wynosi ok. 10A. W oparciu
o analizy powierzchni hydrofobowej oraz elektrostatycznej potencjalnego miejsca
wigzania zaprojektowano trzy sekwencje peptydowe [Tabela 8], w ktorych jako linker
zastosowano odpowiednio 2, 3 lub 4 reszty glicyny.

Cztery N-koncowe reszty tych peptydow, poprzedzajace wspomniane linkery,
wybrano na podstawie interakcji mozliwych do utworzenia z podjednostka a5
proteasomu [Rys. 43] (peptydy: M3-6, M1-1 oraz M2-6). Sekwencje tych peptydow
zawiera Tabela 8.

Rys. 43 Fragment pierScienia alfa proteasomu 20S. Widoczna czg$¢ ligandu znajduje si¢
pomiedzy podjednostkami a5 i al (odpowiadajacymi odpowiednio a5 i a6 w y20S). Po lewe;:
powierzchnia elektrostatyczna generowana przez APBS po prawej: powierzchnia hydrofobowa
(hydrofobowos$¢ aminokwaséw wyrazona zostata w skali Kyte’a-Doolittle’a). Na zolto
zaznaczono najbardziej prawdopodobny kierunek utozenia N-kofica potencjalnego aktywatora 148
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Biatko BIm10 w miejscu C-koncowego aminokwasu posiada hydrofobowa reszte
alaniny. Pozycja ta zostata zastgpiona we wszystkich analogach reszta seryny w celu
umozliwienia tworzenia wigzania wodorowego z resztag Gly76 podjednostki al

proteasomu, wzmacniajgc tym samym oddzialywanie z dnem kieszeni wigzacej a5/al.

Tabela 8 Sekwencje modulatorow réznigcych si¢ dtugoscia linkera, zaprojektowanych przy
uzyciu modelowania molekularnego

Nazwa peptydu | Sekwencja

M1-1 SDVSGGGLWRSYYS
M2-6 KNSNPegZLWRSYYS
M3-6 SESVGGLWRSYYS

Ze wzgledu na problemy w syntezie oraz oczyszczaniu peptydow, ktore w
sekwencji posiadaja 4 kolejne reszty glicyny, do syntezy uzyto pochodnej Fmoc-NH-
Peg2-CH>-COOH o diugosci tancucha zblizonej do tetrapeptydu. Taki hydrofilowy
linker, oprocz odpowiedniej dlugosci, niwelowal dodatkowo  problemy

Z rozpuszczalno$cig peptydow w wodzie.
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Rys. 44 Wplyw modulatoréw o réznej dtugosci linkera tgczacego C-koniec peptydu (oparty
0 sekwencj¢ Blm10) z N-koncem zaprojektowanym przy uzyciu modelowania molekularnego
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Zwiazki te zostaly przebadane w kierunku aktywacji wszystkich trzech peptydaz
proteasomu z zastosowaniem krotkich substratow fluorogenicznych [Rys. 44].
Niezaleznie od uzytego substratu, najlepszym aktywatorem okazal si¢ peptyd
Z najdtuzszym linkerem tj. M2-6. Zwigzek ten najefektywniej stymulowat wszystkie 3
peptydazy proteasomu. W najnizszym badanym stezeniu, w ktorym peptydy M1-1 oraz
M3-6 nie wykazywaty pobudzania aktywnosci ChT-L, peptyd M2-6 pobudzat jg az 3-
krotnie. Peptydaza trypsynopodobna proteasomu w obecnos$ci aktywatora M2-6 w stezeniu
10 uM byta pobudzana az 9 razy w stosunku do kontroli. Podobny efekt zwigzek ten
wywieral pobudzajgc enzym do trawienia substratu LFP [Rys. 44, prawy dolny panel].
Nastepnie ponownie zadokowano siedem C-koncowych reszt biatka BIm10, tym
razem w innych kieszeniach tworzonych przez sasiadujace podjednostki alfa ludzkiego
proteasomu 208, tj. a3/a6, a6/02, a2/04, a4/a7, a7/a5, al/a3 1 zaprojektowano zwigzki,
ktore potencjalnie mogty wigza¢ si¢ w réznych kieszeniach proteasomu na skutek
oddziatywan utworzonych przez ich N-koncowe reszty z ré6znymi podjednostkami o
[Tabela 9]. W zwiazkach tych wykorzystano linker Peg2, ktory w badaniach poprzedniej
serii peptydow okazat si¢ optymalny pod wzgledem dtugosci.

Tabela 9 Sekwencje modulatoréw zaprojektowanych poprzez dokowanie fragmentu biatka
BIm10 w kieszeniach utworzonych przez sasiadujace podjednostki o proteasomu

Nazwa peptydu Sekwencja Kieszen pierscienia o
proteasomu 20S
M2-1 LNENPeg2LWRSYYS a3/ab
M2-2 YSQEPeg2LWRSYYS a6/02
M2-3 SQSLPeg2LWRSYYS a2/od
M2-4 ENSKPeg2LWRSYYS ad/a7
M2-5 LESEPeg2LWRSYY'S a’/a5
M2-6 KNSNPeg2LWRSYYS a5/al
M2-7 NNSEPeg2LWRSYYS al/a3

Peptydy te przebadaltam pod katem aktywacji h20S, aby sprawdzi¢, czy
potencjalna zmiana kieszeni wigzacej wplywa na sile wywieranego przez
peptydomimetyk efektu aktywujgcego proteasom. Do testow uzytam krotkiego substratu
fluorogenicznego odpowiadajgcego aktywnosci ChT-L proteasomu 20S oraz substratu
LFP.
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Rys. 45 Wplyw na aktywnos$¢ proteasomu peptydéw zaprojektowanych w celu sprawdzenia ich
potencjalnego oddziatywania z r6znymi podjednostkami o enzymu

Aktywnos$¢ chymotrypsynopodobng proteasomu najsilniej stymulowat peptyd
M2-4, ktory w najnizszym badanym st¢zeniu (0,5 uM) aktywowal proteasom ok. 3-
krotnie. Peptyd ten w pozycji pierwszej posiadal reszte¢ kwasu glutaminowego,
aw pozycji czwartej zasadowa lizyne. Wyjsciowy aktywator M2-6 posiadal w tych
pozycjach Lysl oraz Asn4. Mozliwe wiec, ze ze wzgledu na odmienne charaktery tych
aminokwasow, peptydy te wigzaly si¢ w réznych kieszeniach proteasomu. Z kolei
substrat LFP byl najchetniej trawiony przez 20S w obecnosci peptydu M2-6, a pozostate
zwigzki nie wykazywaty wiekszych roéznic w stymulowaniu enzymu, tj. w stezeniu 10
uM wszystkie aktywowaty proteasom do trawienia substratu LFP ok. 4-krotnie
w stosunku do kontroli [Rys. 45].

Ze wzgledu na fakt, iz w stosunku do pozostatych zwigzkéw peptyd M2-6 silniej
pobudzat h20S do trawienia dluzszego substratu peptydowego, postanowilam

zsyntezowac kolejne analogi tego aktywatora.
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7.2. Ocena krytycznego znaczenia poszczegolnych reszt w peptydzie M2-6
dla wtasciwosci aktywujacych proteasom

Aby sprawdzi¢, ktére reszty w peptydzie M2-6 najsilniej odpowiadaja za jego
zdolno$¢ do stymulacji proteasomu, zsyntezowatam kolejng pule aktywatorow,

podstawiajgc wybrane reszty w jego sekwencji [Tabela 10].

W zwigzku z tym, iz peptyd M2-6 r6znil si¢ aminokwasami w pozycjach 114 od
zwiazku M2-4 (ktory najsilniej stymulowat aktywno$¢ ChT-L), postanowitam sprawdzi¢
wplyw tych reszt na aktywno$¢ peptydu M2-6. W tym celu zsyntezowatam peptydy M2-
13, M2-14 oraz M2-20. Pierwsze dwa w miejscu Lysl (obecnej w peptydzie M2-6)
posiadaty kwasowa reszte Glu (M2-14) oraz obojetng Leu (M2-13), natomiast peptyd
M2-20 roznit si¢ pozycja czwarta, gdzie zamiast asparaginy wstawitam zasadowa lizyne.
Dodatkowo zsyntezowatam jeszcze dwa analogi peptydu M2-6: peptyd M2-11 oraz M2-
12. Pierwszy z nich w miejscu Ser3 posiadat reszte Glu3. W peptydzie M2-12 natomiast
zamienitam reszt¢ Leu6 na kwas asparaginowy, co miato umozliwi¢ tworzenie mostka
solnego z resztami Lys/Arg, znajdujacymi si¢ nieopodal kieszeni al/a5, a tym samym
stabilizowa¢ oddziatywanie z enzymem. Taka samg modyfikacje posiadaly peptydy M2-
9, M2-10 oraz M2-15. Dodatkowo w peptydzie M2-9 wymienitam L-tyrozyne w pozycji
10 na izomer D, aby sprawdzi¢ czy taka zmiana konfiguracji wptynie na funkcj¢ motywu
HbY X obecnego w peptydzie. Peptyd M2-10 oprocz wspomnianej reszty Asp w pozycji
6 posiadal homoargining w miejscu Lysl. Zamiana ta miata na celu sprawdzenie czy
wydluzenie tancucha bocznego w tej pozycji spowoduje poprawienie wilasciwosci
aktywujacych peptydomimetyku. W peptydzie M2-15 zasadowa argining w pozycji 8
zastgpitam nienaturalng cytruling, co pomoglo oceni¢ wptyw charakteru tancucha
bocznego w tym miejscu na wlasciwosci aktywujace peptydu [Tabela 10]. Aktywno$é
powyzszych peptydow przebadatam stosujac krotkie substraty odpowiadajace trzem

aktywnosciom proteasomu oraz substrat LFP [Rys. 46].
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Tabela 10 Sekwencje peptydow zaprojektowanych w celu dalszej optymalizacji struktury
potencjalnego aktywatora proteasomu 20S

Nazwa peptydu Sekwencja

M2-6 KNSNPeg2LWRSYYS
M2-9 KNSNPeg2DWRSAYYS
M2-10 HarNSNPeg2DWRSYYS
M2-11 KNENPeg2LWRSYYS
M2-12 KNSNPeg2DWRSYYS
M2-13 LNSNPeg2LWRSYYS
M2-14 ENSNPeg2LWRSYYS
M2-15 KNSNPeg2DWCIitSYYS
M2-20 KNSKPeg2LWRSYYS

Aktywno$¢ badanych zwigzkow znaczaco réznita si¢ w zaleznosci od uzytego
substratu. Peptydaza chymotrypsynopodobna 20S byta najsilniej pobudzana w obecnosci
zwigzkow M2-10 oraz M2-12, ktére w najwyzszym badanym stezeniu aktywowaty ja ok.
5-krotnie. Oba te peptydy posiadaty zasadowy aminokwas w pozycji 1 (Har lub Lys) oraz
asparaging w pozycji 6. Peptyd M2-20 w zakresie niskich stezen (0,5 — 2,5 uM) najsilniej
pobudzat aktywno$¢ T-L. Substrat LFP byl rowniez najchetniej trawiony w obecnosci
peptydu M2-20, dla ktorego obserwowatam az 14-krotne polepszenie aktywnoSci
proteasomu (w stosunku do aktywnosci enzymu bez dodatku modulatora) przy
zastosowaniu aktywatora w stezeniu 5 pM. Z kolei peptyd M2-14, zawierajacy kwas
glutaminowy w pozycji 1, wywieral znikomy wplyw na trawienie tego substratu.
Mozliwe, Ze obecne w pozycji pierwszej i czwartej reszty zasadowe W peptydzie M2-20
sa niezb¢dne do pobudzania aktywnosci T-L proteasomu a takze do szerszego otwierania

bramy proteasomu, przez co powoduja lepsze trawienie dtuzszego substratu LFP.
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Rys. 46 Wplyw aktywatoréw opartych o strukture biatka Blm10 na aktywnos$¢ enzymu (osobno
peptydaze ChT-L, C-L i T-L oraz aktywno$¢ multipeptydazowa, scharakteryzowang
z wykorzystaniem substratu LFP)

Peptyd M2-9, zawierajacy D-tyrozyng w pozycji 10, utracit catkowicie zdolno$¢
do aktywacji proteasomu, co widoczne byto dla wszystkich badanych substratow.
Swiadczy to o wysokiej specyficznosci miejsca wigzania C-kofica aktywatorow przez

enzym.
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8. Badania na substratach biatkowych

8.1. Badanie oddzialywania bialek z proteasomem 20S za pomoca
mikroskalowej termoforezy kapilarnej

Krotkie substraty fluorogeniczne, ze wzgledu na dostgpnos¢ i tatwos¢ stosowania,
s czesto uzywane do oceny potencjalu aktywacyjnego zwigzkéw wzgledem proteasomu
20S. Substraty takie, pomimo wielu zalet, nie nasladuja jednak w pelni endogennych
substratow proteasomu jakimi sg biatka. Aby oceni¢ zdolnosci wybranych na podstawie
wczesniejszych testow peptydomimetykow do stymulowania proteasomu do degradacji
substratow biatkowych wykorzystatam dwa biatka, r6znigce si¢ rozmiarem oraz budowa
przestrzenng: o-synukleing oraz ludzka enolazg. Ta pierwsza nalezy do bialek
wewngetrznie nieuporzadkowanych 1 nie posiada S$cisle okre$lonej struktury
trzeciorzgdowej. Wystepuje gldéwnie W mozgu, a w mniejszych iloSciach w sercu,
migéniach i innych tkankach. W stanach patologicznych, np. chorobie Parkinsona,
agregaty o-synukleiny tworza nierozpuszczalne wtdkna w tzw. ciatach Lewy’ego L.
Ludzka enolaza jest natomiast biatkiem o $ciS$le uporzadkowanej strukturze
trzeciorzedowej, wystepujacym gtéwnie w dojrzatych neuronach %2, Za modelowe
substraty przyjeto dwa wspomniane biatka w ich natywnej oraz utlenionej formie. Takie
uszkodzone na skutek stresu oksydacyjnego biatka stanowig gidwne cele proteasomu
20S. Aby oceni¢ przydatnos¢ modelowych bialek jako substratow proteasomu,
przeprowadzitam eksperymenty powinowactwa, wykorzystujac technik¢ mikroskalowe;j
termoforezy kapilarnej. Wybor tej metody podyktowany byt faktem, iz nie wymaga ona
duzych ilosci biatka docelowego, co stanowi duze ulatwienie w przypadku pracy
z trudnym do oczyszczenia multikompleksem jakim jest proteasom 20S.

W celu wykonania eksperymentow MST biatka wyznakowatam przy uzyciu
zestawu NT647 zalecanego przez firm¢ Nanotemper. Ruchliwo$¢ termoforetyczng biatek
znakowanych fluorescencyjnie rejestrowatam przy réznych st¢zeniach proteasomu 20S
(w serii rozcienczen od 1965 do 0,06 nM). Stezenie znakowanego biatka utrzymywatam
na statym poziomie 250 nM dla natywnej i utlenionej a-synukleiny oraz 125 nM i 25 nM
odpowiednio dla natywnej i utlenionej enolazy. Wraz ze wzrostem stezenia proteasomu
zaobserwowatam spadek intensywnos$ci sygnatu MST dla a-synukleiny, utlenionej

synukleiny 1 utlenionej enolazy, co wskazywalo na rosngcg liczbe czasteczek wigzacych
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si¢ z enzymem [Rys. 47]. Dane te wykorzystatam do obliczenia sity powinowactwa,

wyrazonej jako ECso [Tabela 11].

Tabela 11 Wartosci ECso dla poszczegdlnych kompleksoéw biatek z proteasomem 20S, wyliczone
na podstawie krzywych otrzymanych w wyniku przeprowadzonych eksperymentow MST

kompleks ECso[nM]

natywna enolaza + 20S -

utleniona enolaza + 20S 87,8+ 12,9

natywna a-synukleina + 20S | 32,3+ 1,3

utleniona a-synukleina + 20S | 67,6 + 8,9

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzitam ok. 2-krotnie silniejsze
powinowactwo natywnej synukleiny do proteasomu od jej utlenionej formy [Tabela 11].
Utleniona enolaza wykazywata powinowactwo silniejsze niz utleniona synukleina,

natomiast jej natywna forma nie wigzata si¢ z proteasomem.
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Rys. 47 Po lewej: surowe krzywe MST dla miareczkowania proteasomem 20S (w zakresie st¢zen
od 0,06 do 1965 nM): (A) enolazy, (C) utlenionej enolazy, (E) a-synukleiny, (G) utlenionej a-
synukleiny -. Po prawej: Znormalizowana fluorescencja wykre§lona w funkcji rosngcego stezenia
208, w celu okreslenia powinowactwa biatek (enolazy (B), utlenionej enolazy (D), a-synukleiny
(F), utlenionej a-synukleiny (H). Krzywe MST dopasowano za pomocg roéwnania Hilla
w programie OriginLab®, a wartosci EC50 obliczono w oparciu o wyniki uzyskane z trzech

niezaleznych eksperymentow.
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8.2. Sprawdzenie wptywu otrzymanych modulatorow na trawienie biatek
przez proteasom 20S

Aby sprawdzi¢, czy otrzymane przeze mnie aktywatory proteasomu sg w stanie
pobudza¢ enzym aby byt w stanie szybciej trawié¢ substraty biatkowe (utlenione i natywne
formy enolazy oraz a-synukleiny), przeprowadzano -elektroforeze, wykorzystujac
wczesniej wybrane bialka jako potencjalne substraty proteasomu. Badania te zostaly
wykonane przez dr Przemystawa Karpowicza.

Do testow wybralam peptydy, ktore wykazywaly najbardziej obiecujace
wlasciwos$ci podczas badan aktywnosci na substratach peptydowych, tj. zwiazki: M2-2,
M2-4, M2-6, M2-7, M2-10, M2-11, M2-12, M2-13, M2-14, M2-15 oraz M2-20. Peptyd
M2-9 zostal odrzucony, poniewaz nie byl on w stanie pobudza¢ Zadnej z peptydaz
proteasomu. Podobnie peptydy M2-1, M2-3 oraz M2-5 odrzucitam, poniewaz nie byly
W stanie pobudza¢ enzymu do trawienia substratu LFP, a substrat Suc-LLVY-AMC byt
w ich obecnos$ci trawiony porownywalnie lub slabiej niz w obecnosci pozostatych
zwiazkow.

Wzgledne ilosci  niestrawionych  biatek  okreslano na  podstawie
elektroforetycznego rozdzialu probek biatek po ich inkubacji z modulatorami
(w stezeniach 11 10 pM) i proteasomem 20S lub z samym proteasomem (kontrola). Pod
wykresami przedstawiono reprezentatywne elektroforegramy SDS-PAGE z prazkami
wybarwionymi reagentem Coomassie-Blue.

Proteasom niepoddany dziataniu aktywatoréw (kontrola) trawit biatka z r6zna
skuteczno$cig, pozostawiajac ok. 60% niestrawionych utlenionej i natywnej ao-
synukleiny, 70% utlenionej enolazy i niespetna 80% natywnej enolazy [Rys. 48]. Stabsze
trawienie enolazy w natywnej konformacji w stosunku to reszty biatek wynika
prawdopodobnie z faktu, iz nie wigze si¢ ona do proteasomu 20S, co wykazano w testach
MST.

W stezeniu 10 uM zwigzki M2-10 oraz M2-12 znaczaco (ok. 3-krotnie w stosunku
do kontroli) przyspieszaly degradacje utlenionej enolazy przez proteasom 20S, podczas
gdy zaden z badanych modulatoréw nie byt w stanie pobudzi¢ enzymu do trawienia
enolazy w natywnej formie. Co ciekawe, peptyd M2-15, ktory nie wyrdzniat si¢ silnymi
wlasciwosciami aktywujacymi w badaniach z wuzyciem krotkich substratow,
niespodziewanie silnie pobudzat enzym do trawienia zardwno natywnej, jak i utlenionej

a-synukleiny, przys$pieszajac ich degradacje odpowiednio ok. 6- i 3-krotnie [Rys. 48].
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Natywna o-synukleina byta trawiona prawie catkowicie w obecnosci
peptydomimetyku M2-2 oraz M2-15 w stezeniu 10 uM oraz w obecnosci 1 uM M2-12,
Trawienie utlenionej a-synukleiny najsilniej pobudzaty za$ zwigzki M2-12 oraz M2-15
w stezeniu 10 uM [Rys. 48].

Peptydy M2-2, M2-7, M2-11, M2-13 oraz M2-14 oraz M2-15 pobudzaly tylko
trawienie synukleiny i jej utlenionej formy, a nie byty w stanie pobudzi¢ enzymu do
trawienia wigkszego biatka jakim jest enolaza. Utleniona enolaza byta natomiast silniej
trawiona w obecno$ci M2-10 i M2-12, co moze $wiadczyé, iz sg to najsilniejsze
modulatory 1 powoduja szersze otwieranie bramy katalitycznej enzymu. Ciekawym jest
réwniez fakt, iz peptyd M2-12 silniej pobudzat trawienie natywnej synukleiny w stezeniu
1 uM anizeli 10 uM [Rys. 48]. Efekt taki moze by¢ poklosiem wigzania modulatora
W tym samym miejscu, w ktorym wigze si¢ to biatko, a zatem jego wyzsze stg¢zenie moze
utrudnia¢ aktywacj¢ proteasomu przez hydrofobowe rejony biatka.

Pomimo iz peptyd M2-20 skutecznie stymulowat proteasom do trawienia
substratow peptydowych, nie zaobserwowatam podobnego efektu w przypadku badan
przeprowadzonych na biatkach. Zwigzek ten wyrdznia si¢ obecno$cig zasadowej reszty
w pozycji 4, a dodatkowo nie posiada kwasu asparaginowego w pozycji 6, ktory posiadaty
modulatory skutecznie pobudzajace enzym do trawienia synukleiny i utlenionej enolazy,

takie jak: M2-10, M2-12 oraz M2-15.
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Rys. 48 Wptyw modulatoréw wywodzacych si¢ z biatka Blm10 na trawienie przez proteasom: A
- enolazy (enol2); B - utlenionej enolazy (oxy enol2); C - a-synukleiny (o syn); D - utlenionej a-
synukleiny (oxy asyn).

9. Badania komorkowe

9.1. Testy aktywnosci cytotoksycznej wybranych aktywatoréw

Bazujac na otrzymanych wynikach aktywnosci proteasomu in vitro, wybratam 3
reprezentatywne aktywatory enzymu do badan aktywnos$ci w lizacie komorkowym. Byty
to peptydy: M2-2, M2-10 oraz M2-12. Dla zwigzkéw tych wykonatam testy
cytotoksyczno$ci w stosunku do komoérek HEK 293T.

Aktywnos¢ cytotoksyczng zwiazkdéw sprawdzitam w zakresie st¢zen od 1 do 50
uM. Wszystkie z badanych peptydomimetykow nie wykazywaly znaczacego efektu
cytotoksycznego w stosunku do linii komoérkowej HEK 293T. Najmniejsza
zaobserwowana przezywalno$¢ komorek wynosita ok. 80% przy stezeniu 50 uM
zwiazkéw M2-2 oraz M2-10. Odsetek zywych komoérek obliczano w odniesieniu do

kontroli traktowanej jako 100% przezywalnos$ci, ktorg stanowity komoérki inkubowane
z DMEM [Rys. 49].
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Rys. 49 Zywotno$¢ komoérek HEK 293T po inkubacji z peptydami M2-2, M2-10 oraz M2-12
W stezeniach 1, 5, 10, 25 oraz 50 uM

9.2. Stabilnos$¢ wybranych zwigzkow w obecnosci ludzkiego osocza

Przed przystagpieniem do badan na lizacie komérkowym, sprawdzitam réwniez
stabilnos¢ proteolityczng wybranych zwigzkéw w obecnos$ci ludzkiego osocza, jednakze
nie zaobserwowatam znaczacych réznic w podatnosci zwigzkow na degradacje przez

enzymy obecne w plazmie [Rys. 50].
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Rys. 50 Zaleznos¢ stopnia hydrolizy peptydéw M2-2, M2-10 oraz M2-12 od czasu inkubacji
z ludzkim osoczem.
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9.3. Badania wplywu wybranych peptydomimetykow na aktywnos¢
proteasomu w lizacie komorkowym

Ze wzgledu na obiecujgce wyniki badan zwigzkoéw wywodzacych si¢ z sekwencji
biatka Blml0, postanowilam przeprowadzi¢ testy aktywnosci wybranych
peptydomimetykéw w lizacie komorkowym.

Peptydy przebadatam na lizacie komorkowym linii HEK 293T. Jako negatywng
kontrole zastosowatam selektywny inhibitor proteasomu — Bortezomib. Dodatkowo do
badan tych wybratam réwniez peptyd M2-9, ktory nie stymulowal zadnej z aktywnos$ci
proteasomu podczas badan na izolowanym enzymie, w celu potwierdzenia tego efektu

w ekstrakcie komorkowym.
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Rys. 51 Wplyw peptydow M2-2, M2-9, M2-10 oraz M2-12 na aktywno$¢ proteasomu w lizacie
komoérek HEK 293T. Jako kontrole przyjeto aktywno$¢ proteasomu w lizacie bez dodatku
modulatora, jako kontrole negatywng — aktywno$¢ proteasomu w obecnosci 1 M roztworu jego
inhibitora — Bortezomibu

Peptydy M2-10 oraz M2-12 wykazywaly wlasciwosci aktywujace proteasom,
rosngce wraz ze wzrostem stezenia aktywatora. W stezeniu 50 uM zwigzek M2-2 byt
w stanie aktywowac proteasom ok. 2,5-krotnie, podczas gdy M2-10 oraz M2-12 w tym
stezeniu zwigkszaly jego aktywnos$¢ ok. 3-krotnie w stosunku do kontroli. Peptyd M2-9
nie wykazywal efektu stymulujacego w Zadnym z badanych st¢zen. Wyniki te pokrywaja
si¢ zarOwno z testami aktywno$ci przeprowadzonymi wcze$niej na izolowanym
proteasomie z uzyciem krotkich substratow fluorogenicznych, jak i na substratach
biatkowych [Rys. 51].

Badania te udowodnily wiec, iz bazujac na sekwencji naturalnego biatkowego

aktywatora proteasomu 20S — biatka Blm10, udato si¢ zaprojektowa¢ peptydomimetyki,
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ktore pobudzaly enzym in vitro do trawienia substratow peptydowych i biatkowych, ale
réwniez byly w stanie zaktywowac proteasom w bardziej skomplikowanym medium jakie

stanowi lizat komorkowy.
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IV PODSUMOWANIE

Choroby neurodegeneracyjne, ktérych glowng ceche stanowi postepujace
obumieranie struktur w obrebie ukladu nerwowego, wcigz naleza do nieuleczalnych
schorzen. W wigkszosci przypadkow komorki nerwowe nie posiadaja zdolnosci
powielania oraz regeneracji. Do dzisiaj wigc leczenie chordb neurodegeneracyjnych
polega jedynie na spowalnianiu lawiny pojawiajacych si¢ objawow, a nie eliminowaniu
ich przyczyn. Dodatkowe utrudnienie stanowi fakt, iz objawy utrudniajagce normalne
funkcjonowanie cztowieka pojawiajg si¢ dopiero, gdy znaczna cz¢$¢ neurondow ulegnie
degradacji. Dlatego w leczeniu tych schorzen tak waznym czynnikiem jest odkrycie
zrédta obumierania neurondéw i eliminowanie go na wczesnym etapie. Wiele lat badan
nad chorobami takimi jak choroba Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona oraz
stwardnienie zanikowe boczne pozwolito ustali¢, iz §mier¢ komodrek nerwowych $cisle
koreluje z gromadzeniem si¢ nieprawidlowo sfaldowanych biatek, ktore tworzac
nastepnie toksyczne agregaty kieruja komorke na droge apoptozy. Modulowanie
aktywno$ci proteasomu, jako maszyny molekularnej odpowiedzialnej za trawienie
wiekszosci biatek komorkowych, stalo si¢ wigc jednym z potencjalnych sposobow
leczenia chordb neurodegeneracyjnych, a takze zapobiegania ich postepowi. Hipoteza
o roli proteasomu w neurodegeneracji podsycana jest faktem, iz tak jak choroby te
postepuja wraz z wiekiem, tak tez zmienia si¢ liczba zar6wno réznych proteasomow, jak
i ich naturalnych aktywatorow w komoérkach. W mtodych, zdrowych organizmach okoto
20-30% komorkowego proteasomu 20S wystepuje jako kompleks z regulatorem 19S,
aponad 60% wystepuje w jego wolnej postaci. Pozostatle 10% jest zwigzane
z aktywatorami specyficznymi dla UIPS: PA28 i PA200. Wiadomo jednak, ze zawartosc¢
proteasoméw zmienia si¢ Wraz z wiekiem. W miare starzenia si¢ organizmu w miejsce
ubywajacego proteasomu 26S przybywa wolnego 20S. Taki obnizony poziom 26S jest
kluczowym sktadnikiem spadku aktywnosci proteasoméw w komorkach ’. Ze wzgledu
na fakt, iz jednoczes$nie w starzejacych sie komorkach zwigksza sie pula proteasomu 20S,
a jest on odpowiedzialny za degradacje wigkszosci uszkodzonych, rozfaldowanych
biatek, wprowadzenie jego zewnetrznego aktywatora mogloby doprowadzi¢ do
skuteczniejszego usuwania biatek takich jak np. a-synukleina lub biatko tau, ktorych
ztogi znaleziono w strukturach nerwowych pacjentow ze stwierdzong postepujaca utrata

neurondow.
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Proteasom 20S, bedac ponad 700kDa maszyng molekularna, ztozong z az 28
podjednostek, stanowi nie lada wyzwanie dla projektowania modulatoréw jego
aktywnos$ci. Pomimo iz w zasadzie odkryto juz mechanizmy dziatania biatkowych
aktywatorow tego enzymu, zaprojektowanie maltoczasteczkowego zwigzku, ktory
wykazywatby podobny efekt w komorkach nadal nie przynioslo zadowalajacych
rezultatéw. Dobra opcja wydaje si¢ wyszukiwanie fragmentéw sekwencji naturalnych
biatkowych aktywatorow 20S, ktore oddziatujg z enzymem powodujac otwieranie bramy
katalitycznej. Trzeba natomiast mie¢ na uwadze, ze fragmenty te, nalezace do grupy
peptyddw, pomimo iz prawdopodobnie beda wyrdznialy si¢ wysoka specyficznoscia, to
beda tez trawione przez proteasom rownolegle z jego substratami. Dodatkowo wigkszos$¢

peptydow nie pokonuje naturalnie bariery btony komoérkowe;.

Realizujac postawione w tej pracy cele, zaprojektowatam i zsyntezowatam szereg
matoczasteczkowych aktywatoréw proteasomu. Wszystkie zwigzki otrzymatam
wykorzystujac metodologic Fmoc oraz automatyczny syntezator mikrofalowy.
Otrzymane peptydy/peptydomimetyki przebadatam pod katem aktywacji h20S. Wyniki
te uzyskalam wykorzystujac substraty peptydowe oraz modelowe biatka, dla ktérych
okreslitam powinowactwo do enzymu. Proteasom uzyty w badaniach izolowatam
z ludzkich erytrocytow wykorzystujac protokdt opracowany przez wspdtpracownikow
z Katedry Chemii Biomedycznej. Badania komorkowe prowadzitam we wspolpracy
z dr hab. Magdaleng Wysocka oraz dr Ewg Wieczerzak, wykorzystujac m. in. substrat
TAS3, ktory uprzednio zsyntezowatam. Modelowanie molekularne dla kompleksu

proteasomu z biatkiem Blm10 przeprowadzit dr hab. Artur Gietdon.
Otrzymane przeze mnie zwigzki mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy:
| - aktywatory wywodzace si¢ z regulatora 19S,
Il — aktywatory oparte o sekwencje biatka BIm10.

Badania nad zwigzkami z grupy I pozwolily mi na znalezienie sekwencji zdolnej
do aktywacji h20S oraz wyznaczenia jej optymalnej dtugosci — 10 reszt aminokwasowych
(peptyd Rpt5(10)). Nastepnie uzywajac techniki skanowania alaning udalo mi si¢
udowodni¢ wysoka specyficzno$¢ modulatora proteasomu, a takze ustali¢ krytyczno$¢
poszczegblnych pozycji w aktywatorze Rpt5(10). Idac dalej sprawdzitam jak charakter
aminokwasow w poszczegdlnych pozycjach wplywa na wlasciwosci aktywacyjne

wzgledem ludzkiego proteasomu 20S. Najbardziej wrazliwymi miejscami w sekwencji
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aktywatora Rpt5(10) byty pozycje 2, 4 1 6, ktoérych podstawienie resztami o charakterze
zasadowym spowodowato otrzymanie najlepszych aktywatoréw. Zsyntezowatam
rowniez sze$¢ peptydomimetykow, ktore w wigkszosci wykazywatly lepszg aktywnosé
niz wyjsciowy aktywator Rpt5(10), a takze podwyzszong stabilno$§¢ zaréwno
W obecnosci proteasomu, jak i w ludzkim osoczu. Najlepszym aktywatorem z grupy I
okazal si¢ peptydomimetyk z nienaturalng reszta norleucyny w pozycji 8, gdzie
pierwotnie znajdowata si¢ tyrozyna. Zwigzek ten nie wykazywal jednak stabilnosci
w stosunku do 20S, najprawdopodobniej wlasnie ze wzgledu na swoje silne wiasciwosci
aktywujace. Peptyd ten stymulowal proteasom zaréwno w badaniach in vitro,
jak i w lizacie komdérkowym. Dzigki przylaczeniu sekwencji penetrujacej Tat(48-57)
udato mi si¢ wprowadzi¢ modulator do wnetrza komorek HEK 293T oraz wykazac, ze
aktywator ten jest w stanie zaktywowac proteasom w zywych komorkach, co do tej pory

nie zostalo udowodnione dla peptydowych aktywatoréw enzymu.

Tworzenie II puli zwigzkow, opartych o aktywator Blm10, zaczelam od syntezy
trzech peptydow réznigcych si¢ dtugoscig linkera, ktory taczy C-koniec znaleziony
w strukturze krystalicznej drozdzowego 20S z peptydem Blm-pep, z N-koncem, ktory
moze uktada¢ si¢ na rézne sposoby w okolicy kieszeni a5/al. Linkery posiadaty dtugos¢
od 2 do 4 reszt aminokwasowych. Sekwencje znajdujace si¢ na N-koncach tych peptydow
zostaty zaprojektowane przez dr hab. Artura Gietdonia poprzez analize powierzchni
otoczenia najbardziej prawdopodobnego kierunku uktadania si¢ tancucha aktywatora.
Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly, iz najefektywniej dziata peptyd
z linkerem 4-aminokwasowym (w roli ktorego uzytam pochodnej Peg2). W zwigzku
Z powyzszym zsyntezowatam kolejng seri¢ zwigzkow, zaprojektowanych poprzez
dokowanie C-konca peptydu Blm-pep z owym linkerem w 7 kieszeniach utworzonych
przez kolejne podjednostki a ludzkiego 20S. Proteasom 20S najsilniej trawit substraty
W obecnosci peptydow M2-4 oraz M2-6, ktore wigzac si¢ powinny kolejno w kieszeniach
a4/a7 oraz aS/al. W zwigzku z tym, iz peptydy te posiadaly zgota odmienne aminokwasy
w pozycjach 114 (Glul vs Lys1 oraz Lys4 vs Asn4) mozna podejrzewac, iz rzeczywiscie
zwigzaty sie w roznych miejscach enzymu, pobudzajac jego aktywno$¢ na skutek innych
mechanizmow allosterycznych. Ze wzgledu na fakt, iz peptyd M2-6 wykazywat
najsilniejszy efekt aktywujacy podczas badan z substratem LFP, w kolejnym etapie badan
zsyntezowatam szereg peptydomimetykdéw opartych o jego sekwencje. Dzigki temu udato

mi si¢ znalez¢ kilka zwigzkoéw, ktore jeszcze silniej pobudzaty proteasom do trawienia
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peptydowych substratow. Jak wiadomo, 20S w zywych organizmach odpowiada za
trawienie uszkodzonych na skutek stresu oksydacyjnego i/lub nieprawidtowo
sfaldowanych biatek. W zwigzku z tym postanowitam sprawdzi¢, czy najsilniejsze
aktywatory otrzymane przeze mnie sg w stanie pobudza¢ rowniez trawienie takich
biatkowych substratoéw. W tym celu przeprowadzitam testy mikroskalowej termoforezy
kapilarnej, potwierdzajac, iz a-synukleina oraz jej utleniona forma, a takze utleniona
enolaza wykazujg powinowactwo do proteasomu 20S i najpewniej sg jego substratami.
Tych modelowych bialek uzyto nastepnie w testach aktywnosci peptydomimetykow,
ktore zostaty przeprowadzone przez dr Przemystawa Karpowicza. Tylko nieliczne
z testowanych zwiazkow (peptydy M2-10 oraz M2-12 i M2-15) byty w stanie pobudzi¢
proteasom do trawienia bialek, ktorych oddzialywanie z 20S potwierdzono w testach
MST, natomiast zaden z nich nie byt w stanie na tyle zaktywowaé enzym, aby
doprowadzi¢ do degradacji natywnej enolazy. W ten sposob udato mi si¢ potwierdzi¢, iz
mozliwe jest zaktywowanie proteasomu 20S do efektywniejszej degradacji
uszkodzonych lub nieprawidtowo sfaldowanych biatek, ktore enzym trawi selektywnie,
pozostawiajac prawidlowo pofaldowane biatka w nienaruszonej postaci. Biorgc pod
uwagge fakt, iz pula proteasomu 20S zwigksza si¢ wraz z wiekiem, a uszkodzone biatka
(ktorych ilos¢ z wiekiem takze rosnie) stanowia przyczyne wickszosci chorob
neurodegeneracyjnych, jest to obiecujacy wynik, stanowigcy podwaling do tworzenia
lekow ograniczajacych spowodowane agregacja biatek obumieranie neuronéw w stanach

patologicznych.
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V METODOLOGIA

10. Otrzymywanie zwigzkow

10.1. Synteza potencjalnych aktywatoréw ludzkiego proteasomu 20S

Rozpuszczalniki, no$niki state, odczynniki sprzegajace, pochodne aminokwasowe
oraz inne komercyjnie dost¢pne odczynniki chemiczne, niezbedne do przeprowadzenia
syntez, zostaty zakupione m. in. w firmach: Fluka, Acros Organics, Iris-Biotech, Chem-
Impex, Fluorochem, Sigma-Aldrich, Bachem, GL Biochem, Rapp Polymere, POCh,

Merck Millipore, Genaxxon, Selwa Lab.

Wszystkie peptydy syntezowatam przy wykorzystaniu metodologii Fmoc. W celu
zautomatyzowania 1 przys$pieszenia procesu, do syntez uzylam automatycznego
syntezatora mikrofalowego firmy CEM Corporation, z wykorzystaniem procedur

zalecanych przez producenta.

Wszystkie no$niki state jakie wykorzystatam umozliwity otrzymanie peptydu z C-
koncowa wolng grupa karboksylowa: TentaGel®R PHB i Fmoc-Ser-TentaGel®R PHB
(Rapp Polymere), 2-chlorotrityl chloride resin (2CTC) (IRIS Biotech) oraz CI-TCP(CI)
ProTide 1 CI-MPA ProTide Resin (CEM Corporation). Jedynie sonda TAS3 zostata
zsyntezowana z zastosowaniem zywicy TentaGel® R RAM, ktora po odszczepieniu od

no$nika uwalnia peptyd w postaci C-koncowego amidu.

10.2. Procedury osadzania pierwszego aminokwasu na no$niku statym

M1: MSNT/N-metyloimidazol

Jedna z metoda wykorzystywanych do przytaczania C-koncowego aminokwasu
do zywicy TentaGel® R PHB byla metoda estrow aktywnych z wykorzystaniem MSNT
oraz Melm. W tym celu Fmoc-pochodng aminokwasowa (5 eq w stosunku do stopnia
osadzenia zywicy) rozpuszczalam w minimalnej objetosci DCM (w przypadku
problemow z rozpuszczalno$cig dodawatam kilka kropel THF), a nastepnie dodawatam
MSNT (5 eq) oraz Melm (3,75 eq) i mieszatam az do catkowitego rozpuszczenia
reagentow. Tak przygotowang mieszaning dodawatam do namoczonej w DCM zywicy.
Reakcje prowadzitam ok. 1,5h, delikatnie wytrzasajac zawarto$¢ naczynia. Po tym czasie

rozpuszczalnik i nadmiar reagentow odsaczatam, a zywice¢ z przytaczonym pierwszym
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aminokwasem przemywatam wedtug schematu: 3 x DCM, 3 x DMF, 2 x MeOH,
2 X Et20. Po wysuszeniu zywicy w eksykatorze sprawdzatam stopien osadzenia wedtug

protokotu opisanego w punkcie 10.3.
M2: HATU/DIEA

Druga metoda osadzania pierwszego aminokwasu na no$niku TentaGel® R PHB
byta metoda wykorzystujaca sole uroniowe. Metode te stosowatam w przypadku, gdy
sposob M1 nie dawat dobrych rezultatow. W tym celu, rozpuszczong w DMF
| zaktywowang uprzednio za pomocg HATU (2,85 eq) i DIEA (6 eq) pochodng
aminokwasowg (3 eq) dodawatam do namoczonych w DMF ziaren zywicy. Reakcje¢
prowadzitam ok. 2h. Po tym czasie nadmiar reagentdow odsgczatam, zywice
przemywatam kolejno DMF, DCM, DMF, MeOH i Et20, a po jej wysuszeniu powtornie

sprawdzatam stopien osadzenia.
M3: KI/DIEA

Pierwszy aminokwas na zywicach CI-MPA ProTide oraz CI-TCP(CI) ProTide
osadzatam przy uzyciu automatycznego syntezatora mikrofalowego. Do przylaczania
pochodnej do nos$nika uzywatam 1 M DIEA z 0,125 M KI w DMF. Przylaczanie
pierwszego aminokwasu prowadzitam w dwoch etapach z zastosowaniem 10 eq
aminokwasu w stosunku do stopnia osadzenia zywicy [Tabela 12].

Tabela 12 Parametry przylaczania pierwszego aminokwasu do zywic CI-MPA ProTide
oraz CI-TCP(CI) ProTide.

Etap | Temperatura [°C] | Czas [min] | Moc [W]
1 80 1 75
2 90 9 20

M4: DIEA

C-koncowy aminokwas na zywicy 2-chlorotritylowej osadzatam wedtlug
nastepujgcego schematu: do namoczonej w DMF zywicy dodawatam 0,6 eq Fmoc-
aminokwasu rozpuszczonego w DMF z dodatkiem 2,4 eq DIEA i wytrzasalam 1,5h
w temperaturze pokojowej. W celu zablokowania nieprzereagowanych grup na zywicy,
calo$¢ dwukrotnie (2 x 2 min) przemywatam mieszaning DCM:MeOH:DIEA (17:2:1;
V:v:v). Nastepnie roztwor odsaczatam, a zywicg przemywatam Kkolejno: 3 x DMF,
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3xDCM, 3 x DMF, 1 x DCM. Tak przygotowang zywic¢ z osadzonym pierwszym

aminokwasem przemywatam 3 X DCM i suszytam w eksykatorze.

10.3. Okreslanie stopnia osadzenia zywicy

Stopien osadzenia zywicy mierzytam dla zywic: TentaGel®R PHB oraz 2-CTC,
do ktoérych pierwszy aminokwas przylaczatam stosujac syntez¢ manualng, bez uzycia
automatycznego syntezatora. Stopien ten wyznaczalam mierzgc absorbancje adduktu
dibenzofulwen-piperydyna, powstatlego na skutek deprotekcji grupy a-aminowej
aminokwasu. Do doktadnie odwazonej probki suchej zywicy (4-6 mg) dodawatam 1 ml
30% roztworu piperydyny w DMF i wytrzasatam 30 min w temperaturze pokojowej. Po
tym czasie zywice odsaczalam, przesacz wprowadzajac do 25 ml kolby miarowej. Kolbg
te uzupetniatam metanolem, a zawarto$¢ mieszatam. Pomiaru absorbancji dokonywatam
przy diugosci fali 301 nm, jako odno$nik stosujac analogiczny roztwdr piperydyny
w DMF/MeOH bez dodatku peptydylozywicy. Ze zmierzonej wartosci absorbancji
obliczatam stopien osadzenia nosnika wedtug wzoru:

A=V x10"6

stopien osadzenia =
exlxm,

gdzie: A | absorbancja

V | objetosé probki (dm?)

¢ | molowy wspotczynnik ekstynkcji (7800 M cm™)

1 | dlugos¢ drogi optycznej (cm)

m; | masa probki zywicy (mg)

W przypadku zywic Fmoc-Ser-TentaGel®R PHB, CI-TCP(CI), ProTide oraz ClI-
MPA ProTide za stopien osadzenia przyjmowalam warto$¢ podang przez producenta

Zywicy.

10.4. Elongacja tancucha peptydowego przy pomocy automatycznego
syntezatora mikrofalowego

Do syntez prowadzonych przy pomocy automatycznego syntezatora
mikrofalowego Liberty Blue stosowatam protokoty dostarczone przez producenta.
Peptydy syntezowatam w skalach 0,05 oraz 0,1 mmol, w atmosferze azotu. Standardowe
acylowanie odbywato si¢ przy uzyciu 5 eq Fmoc-pochodnej aminokwasu oraz
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mieszaniny: 5 eq DIC i 5 eq Oxyma w DMF. Wyjatek stanowity syntezy na zywicy Cl-
TCP(CI) ProTide , gdzie roztwér Oxyma/DMF wzbogacatam 0,1 M dodatkiem DIEA.
Usunigcie ostony Fmoc z grupy aminowej aminokwasow odbywato si¢ za pomoca 20%
roztworu piperydyny w DMF. Standardowy cykl sprzggania reszt aminokwasowych
w automatycznym syntezatorze przedstawia Tabela 13.

Tabela 13 Parametry przylaczania Kkolejnych reszt aminokwasowych w automatycznym
syntezatorze mikrofalowym (CEM).

Ilos¢ Temperatura | Czas | Moc
Etap ) Reagent
cykli [°C] [s1 | [W]
_ 1 20% piperydyna/DMF 75 15 155
Deprotekcja i
2 20% piperydyna/DMF 90 50 30
Przemywanie | 1-4 4 x DMF - 4x17 -
| 1 1 0,2MFmoc-Aa-OH, 0,5 M 5 15 | 170
Acylowanie
2 DIC, 1 M OXYMA 90 110 30

W celu przytaczenia Fmoc-Arg(Pbf)-OH stosowatam podwdjne sprze¢ganie [Tabela 14].

Tabela 14 Parametry przytaczania reszt Fmoc-Arg(Pbf)-OH w automatycznym syntezatorze
mikrofalowym (CEM).

Tos¢ Temperatura | Czas Moc
Etap _ Reagent
cykli [°C] [s] [W]
) 1 20% piperydyna/DMF 75 15 155
Deprotekcja i
2 20% piperydyna/DMF 90 50 30
Przemywanie 1-4 4 x DMF - 4x17 -
0,2 M Fmoc-Aa-OH,
Acylowanie 1 25 1500 0
. 0,5MDIC, 1M
Przemywanie 1 DMF - 17 -
0,2 M Fmoc-Aa-OH,
Acylowanie 1 25 1500 0
) 05MDIC, 1M
2 OXYMA 75 120 30
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Do syntezy na skale 0,05 mmola uzywalam 2-krotnie rozcienczonych roztworéw

aktywatorow, tj. 0,25 M DIC oraz 0,5 M OXYMA.

Sprzeganie na zywicy 2-chlorotritylowej prowadzitam zgodnie z zaleceniami producenta

W nizszej temperaturze, ale z wydluzonym czasem sprzegania [Tabela 15].

Tabela 15 Parametry przylaczania Kkolejnych reszt aminokwasowych w automatycznym
syntezatorze mikrofalowym podczas syntezy na zywicy 2-CTC.

Ilos¢ Temperatura | Czas | Moc
Etap _ Reagent
cykli [°C] [s] [W]
_ 1 20% piperydyna/DMF 75 15 155
Deprotekcja i
2 20% piperydyna/DMF 90 50 30
Przemywanie | 1-4 4 x DMF 4x 17
| 1 1 0,2MFmoc-Aa-OH, 0,5 M 25 120 | 0
Acylowanie
2 DIC, 1 M OXYMA 50 240 30

W przypadku syntez analogéw zawierajacych sekwencj¢ Tat, ze wzgledu na
problemy w syntezie zasadowego fragmentu tych peptydow, jako odczynniki sprzggajace
zastosowatam 5 eq HATU z 5 eq DIEA w DMF. W przypadku tych zwigzkow cykl
podwojnego sprzegania zastosowatam zaréwno do reszt Arg, jak 1 licznie wystepujacych

reszt Lys.

Tabela 16 zawiera szczegodty dotyczace syntez poszczegdlnych zwigzkow.
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Tabela 16 Parametry syntez poszczegblnych peptydow

Wydajnos¢
o Metoda osadzania Stopien Ho$¢ uzytej do Masa surowego otrzymywania
Nazwa peptydu ROdZ?Jlﬂosnlka pierwszego osadzenia zywicy | syntezy zywicy produktu surowego
stalego i

g aminokwasu [mmol/g] [o] [ma] produktu
[%0]
Rpt1(8) CI-TCP(CI) ProTide M3 04 0,25 72 69
Rpt2(8) CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 41 48
Rpt3(8) CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 70 63
Rpt4(8) CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 53 56
Rpt5(8) CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 66 68
Rpt6(8) TentaGel® R PHB M1 0,05 1 24 46
Rpt5(10) 2CTC M4 0,25 0,4 99 81
Rpt5(12) CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 68 48
Rpt5(Al) CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 70 60
Rpt5(A2) CI-TCP(CI) ProTide M3 04 0,25 81 69
Rpt5(A3) CI-TCP(CI) ProTide M3 04 0,25 75 64
Rpt5(A5) CI-TCP(CI) ProTide M3 04 0,25 60 51
Rpt5(A6) CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 83 70
Rpt5(A7) CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 55 47
Rpt5(Q1) CI-TCP(CI) ProTide M3 04 0,25 74 60
Rpt5(EL) CI-TCP(CI) ProTide M3 04 0,25 80 65
Rpt5(R1) CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 74 59
Rpt5(E2) CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,125 53 86
Rpt5(R2) CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,125 50 80
Rpt5(Cit2) CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,125 30 48
Rpt5(Q2) CI-TCP(CI) ProTide M3 04 0,125 17 28
Rpt5(Har3) CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 50 39
Rpt5(Cit3) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,313 49 78
Rpt5(E3) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,313 60 97
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Wydajnosé

o Metoda osadzania Stopien Hlo$¢ uzytej do Masa surowego otrzymywania
Nazwa peptydu Rﬂdzi‘;lﬂ:ozmka pierwszego osadzenia zywicy | syntezy zywicy produktu surowego
g aminokwasu [mmol/g] [g] [mg] prOdUktu

[%0]
Rpt5(Q3) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,313 56 85
Rpt5(D4) 2CTC M4 0,39 0,128 49 77
Rpt5(AzrN) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 92 76
Rpt5(N4) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 82 65
Rpt5(K4) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,313 59 92
Rpt5(BAla4) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,313 72 117
Rpt5(Abu4) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 90 73
Rpt5(K5) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 65 52
Rpt5(D5) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 72 59
Rpt5(D6) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,313 60 98
Rpt5(K6) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 70 56
Rpt5(K7) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 55 45
Rpt5((D7) CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 65 54
Rpt5(Nle8) 2CTC M3 0,39 0,128 50 85
M1-1 CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 76 50
M3-6 CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 80 54
M2-1 CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 72 45
M2-2 CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 76 47
M2-3 CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 69 45
M2-4 CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 75 48
M2-5 CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 87 55
M2-6 CI-TCP(CI) ProTide M3 0,4 0,25 98 63
M2-7 CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 101 65
M2-9 TentaGel® R PHB M1+M2 0,11 0,454 66 85
M2-10 TentaGel® R PHB M1+M2 0,11 0,454 59 74
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Wydajnosé

) ) Metoda osadzania Stopien Hlo$¢ uzytej do Masa surowego otrzymywania
Nazwa peptydu Rodz?;llel(g)(s)mka pierwszego osadzenia zywicy | syntezy zywicy produktu su r(()jwekgo
; produktu
aminokwasu [mmol/g] [9] [mg]
[%]
M2-11 CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 120 75
Fmoc-Ser-TentaGel®

M2-12 R PHB - 0,19 0,526 119 76
M2-13 CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 83 54
M2-14 CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 65 42
M2-15 CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 88 56
M2-20 CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 70 44
Tat-Rpt5 CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 120 39
Tat-K4 2CTC M4 0,36 0,140 60 38
Tat-Nle8 2CTC M4 0,36 0,28 175 57
Tat-D6 2CTC M4 0,36 0,140 81 52
Tat-LLVY 2CTC M4 0,29 0,345 160 85
Tat-(TAMRA)Rpt5 CI-MPA ProTide M3 0,16 0,625 60 17
TAMRA-Rpt5 CI-MPA ProTide M3 0,16 0,312 45 51
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10.5. Odszczepianie peptydow z nosnika

Wszystkie zsyntezowane peptydy odszczepiatam od nosnika z réwnoczesnym
usunigciem oston grup funkcyjnych z tancuchéw bocznych poszczegdlnych
aminokwasow. W tym celu peptydylozywice traktowatam kwasem trifluorooctowym
wraz z dodatkiem zmiataczy karbokationow.  Stosowatam = mieszaning:
TFA:TIS:fenol:woda w stosunku objetosciowym: 88:5:5:2. Zywice zalewalam
przygotowang mieszaning w ilosci 1 ml mieszaniny na 100 mg zywicy z przytaczonym
peptydem, po czym cato$¢ delikatnie wytrzgsatam w temperaturze pokojowej przez 2 do
3 godzin, w zalezno$ci od sekwencji peptydu. Po tym czasie zywic¢ odsaczatam pod
zmniejszonym ci$nieniem, a przesacz zawierajacy uwolniony peptyd zatezatam przy
pomocy wyparki obrotowej. Do tak odparowanego przesaczu dodawalam schlodzony
wczesniej eter dietylowy w celu wytragcenia peptydu. Zawiesing peptydu w Et20
wirowatam przez 15 min z predkoscig 4000 x g w 4 °C. Procedur¢ wirowania
powtarzatam 3 razy, kazdorazowo przemywajac peptyd §wiezg porcja rozpuszczalnika.
Nastepnie eter dekantowatam znad straconego peptydu, a pozostalty osad rozpuszczatam

w wodzie i poddawatam liofilizacji.

11. Synteza peptydow zawierajacych zredukowane wigzanie

peptydowe

11.1. Utlenianie Fmoc-aminoalkoholu do odpowiedniego aldehydu przy
pomocy odczynnika Dess-Martina

Do Fmoc-alaninolu, rozpuszczonego w nasyconym wodg DCM, dodawatam
odczynnik utleniajacy Dess-Martina ** ¢ (2,1 eq). Zawiesing taka pozostawialam na
mieszadle magnetycznym w temperaturze pokojowej, kontrolujac postep reakcji za
pomocg analizy TLC (uktad rozwijajacy: 2,5% MeOH w DCM). W przypadku gdy
zaobserwowatam brak dalszego postepu reakcji, w celu jej przyspieszenia dodawatam po
kilka porcji DCM nasyconego woda. Po catkowitym przereagowaniu Fmoc-
aminoalkoholu, mieszaning reakcyjng rozcienczatam za pomocg eteru dietylowego,
nastgpnie dodawatam do niej roztwdr tiosiarczanu sodu (11 eq) w nasyconym
wodoroweglanie sodu. Calo$¢ energicznie mieszatam przez 10 min, az do
zaobserwowania rozdzielenia faz. Wyizolowang warstwe wodng ekstrahowalam kolejng

porcja eteru dietylowego. Potaczone warstwy organiczne przemytam wedtug schematu:
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- 1 x nasycony roztwor wodoroweglanu sodu;
- 2 x woda
- 2 x nasycony roztwor chlorku sodu.

Tak przemytg warstwe organiczng suszytam nad bezwodnym siarczanem(V1) sodu. Po
odsaczeniu $rodka suszacego roztwdr odparowatam na wyparce obrotowej, a pozostaty

osad przechowywatam pod argonem w temperaturze 4°C.

11.2. Przytaczanie otrzymanego aldehydu do zywicy z osadzonym peptydem
z utworzeniem wigzania iminowego, potaczone z redukcja wigzania
iminowego za pomoca NaBH3CN

W celu przylaczenia otrzymanego Fmoc-alaninalu (3 eq) do peptydylozywicy
z wolng N-koncowa grupa aminows, aldehyd ten rozpuszczatam w DMF i dodawatam do
peptydylozywicy namoczonej wczesniej w roztworze: kwas octowy: diglym: DMF
(1:5:94). Taka mieszanine umieszczatam w reaktorze mikrofalowym (moc:150 W, temp.
80°C), ciagle ja mieszajac przy wykorzystaniu wbudowanego mieszadla magnetycznego.
Po otrzymaniu negatywnego wyniku testu chloranilowego na obecno$¢ wolnych grup

19 powstale wigzanie iminowe poddawatam reakcji redukcji. W tym celu

aminowych
dodawatam cyjanoborowodorek sodu (3 eq) rozpuszczony w minimalnej objetosci
suchego tetrahydrofuranu. Reakcj¢ prowadzitam w reaktorze mikrofalowym, w tych
samych warunkach co poprzednio, przez 6 min. Nastepnie, po ochtodzeniu mieszaniny
reakcyjnej, zywice z przytaczona pochodng przemywatam 3 x DMF i 2 x MeOH.
Przytaczanie kolejnych reszt do peptydu prowadzitam wedtlug standardowych procedur

w automatycznym syntezatorze mikrofalowym.
12. Synteza peptydow znakowanych fluorescencyjnie

12.1. Przylaczanie barwnika fluoroscencyjnego do grupy aminowej peptydu

Znacznik fluorescencyjny 5(6)-TAMRA-SE (Genaxxon Bioscience) przytaczatam do
peptydu na zywicy. Najpierw wykonywatam deprotekcj¢ grupy aminowej, do ktorej
nastepnie przylaczany byt znacznik. W przypadku peptydu Rpt5(10) byta to N-koncowa
grupa aminowa, z ktorej ostone Fmoc usuwatam przy pomocy 20% roztworu piperydyny
w DMF (2 x 30 min). Po kilkukrotnym przemyciu peptydylozywicy za pomoca DMF,

efektywnos¢ deprotekcji potwierdzitam testem chloranilowym.
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W przypadku peptydu Tat-Rpt5(10), znacznik przylaczany byt do grupy aminowe;j
fancucha bocznego Lys15 tego peptydu. Grupa e-aminowa Lysl5 byla ostonigta za
pomoca grupy Mtt (a nie jak zwykle ostong Boc), aby umozliwi¢ selektywng deprotekcje
fancucha bocznego tej reszty. W celu odszczepienia ostony Mtt, peptydylozywice
namoczytam w DMF (30 min). Nastgpnie przemytam ja 3 x DCM, odsgczylam
rozpuszczalnik, zalalam mieszaning: TFA:AcOH:DCM 2:1:7 (v/v/v) 1 calos¢
wytrzasalam przez 1h. Po tym czasie odsgczylam reagenty, a peptydylozywice
przemytam: 3 x DCM, 3 x 2% DIEA/DCM, 3 x DCM, 3 x DMF. Nastepnie wykonalam

test chloranilowy w celu potwierdzenia obecnosci wolnej grupy aminowe;j.

Znacznik TAMRA z  przylaczonym  wysoce  reaktywnym  estrem
sukcynoimidowym, dotaczatam do wolnej grupy aminowej peptydu stosujac 3-krotne
sprzgganie. Pierwszy raz z uzyciem 2 eq TAMRA oraz 6 eq DIEA rozpuszczonych
w DMF, wytrzasajac catos¢ przez 24h. Po tym czasie zywice przemytam kilkukrotnie
DMF i wykonatam jeszcze dwa sprzegania znacznika do peptydylozywicy, uzywajac
kazdorazowo 1 eq TAMRA oraz 3 eq DIEA w DMF (2 x 24h). Po tym czasie zywice
doktadnie przemytam DMF i DCM, a nastepnie wWysuszytam w eksykatorze.

13. Synteza sondy TAS3

Substrat do badan aktywnos$ci proteasomu w komoérkach HEK 293T
zsyntezowatam manualnie wedlug procedury opisanej w literaturze %, Do syntezy
uzytam 19 zywicy TentaGel R RAM o stopniu osadzenia 0,18 mmol/g, ktdra uprzednio
namoczytam w DMF przez 1h. Nastgpnie usungtam ostone grupy aminowej za pomoca
20% roztworu piperydyny w DMF. Deprotekcje przeprowadzitam dwukrotnie po 10 min,
kazdorazowo zalewajac zywice $wieza porcja roztworu piperydyny. Po przemyciu
zywicy trzykrotnie DMF, pobratam niewielka ilo$¢ ziaren 1 przeprowadzitam test
chloranilowy na obecno$¢ wolnej grupy aminowej. Nastepnie do odsaczonych ziaren
zywicy dodatam roztwor sporzadzony przez zmieszanie 4 ml 2 M roztworu kwasu
bromooctowego w DMF z 4 ml 1 M DIC w DMF. Cato$¢ wytrzgsatam 20 min
w temperaturze 37°C. Po tym czasie odmytam nadmiar reagentéw (3 x DMF) i dodatam
7 ml 1 M roztwor N,N -dimetylo-1,3-propanodiaminy w DMF. Sprzeganie prowadzitam
przez 1h w temperaturze 37°C. W analogiczny sposob przytaczytam kolejne dwie aminy
(3-metoksypropyloaming  oraz ~ ponownie  N,N’-dimetylo-1,3-propanodiaming),

kazdorazowo monitorujac przebieg reakcji za pomoca testu chloranilowego. Do peptoidu
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na zywicy przyltaczytam nastgpnie Fmoc-Gly-OH (214 mg; 4 eq) stosujac jako odczynnik
sprzegajacy mieszaning HATU (257 mg; 3,75 eq) i DIEA (0,25 ml; 8 eq) w DMF.
Reakcje prowadzitam 3h w 37°C, po czym przemylam ziarna zywicy i wykonatam
deprotekcje 20% roztworem piperydyny. W nastepnej kolejnosci do wolnej grupy
aminowej przylaczytam bezwodnik bursztynowy (180 mg; 10 eq), stosujac roztwor
pirydyny (0,174 ml; 12 eq) w 10% DMF w DCM i prowadzac reakcj¢ przez 24h. W celu
przyltaczenia rodaminy, peptydylozywice przemytam 5 ml roztworu Proton-sponge®
(1,8-bis(dimetyloamino)naftalen, 1,54 g; 40 eq) z DIEA (1,25 ml; 40 eq) w 10 ml DMF.
Nastepnie, w celu aktywacji grupy karboksylowej, do zywicy dodatam COMU (77 mg;
leq) rozpuszczony w §$wiezej porcji roztworu Proton-sponge® z DIEA (5 ml)
| wytrzgsatam przez 5 min w temperaturze pokojowej. Po tym czasie roztwor uzupehitam
o chlorek rodaminy 110 (Inter-Chem, 660 mg; 10 eq) rozpuszczony w minimalnej
objetosci DMF i wytrzasatam przez 3h w temperaturze 60°C. Nastepnie w takich samych
warunkach (czas i temperatura) dotgczytam reszte Fmoc-Phe(NO2)-OH (778 mg; 10 eq),
uzywajac COMU (771 mg; 10 eq) jako aktywatora. Kolejne trzy reszty aminokwasowe
(Val-Leu-Leu) dotaczytam stosujac: 6eq odpowiedniego Fmoc-aminokwasu, 6eq
COMU, 12eq DIEA w DMF i wytrzasajac mieszanin¢ przez 1h w 37°C. Po kazdym
sprzgganiu zywice¢ przemywatam 3 X DCM, 3 x DMF i wykonywatam deprotekcj¢ za
pomoca 20% roztworu piperydyny. Po koncowej deprotekcji, peptyd odtaczytam od
no$nika stosujac mieszaning: 95% TFA, 2,5% DCM, 2,5% TIS (2h, temp. pokojowa).
Otrzymany w wyniku odparowania mieszaniny odszczepiajacej surowy produkt
niezwlocznie rozpuscitam w 0,1% wodnym roztworze TFA i poddatam oczyszczaniu
stosujac wysokosprawng chromatografie cieczowa na fazach odwréconych (warunki

oczyszczania zawiera Tabela 17).
14. Oczyszczanie zsyntezowanych surowych peptydow

Oczyszczanie  otrzymanych peptydow prowadzitam z  zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej na fazach odwroconych (RP-HPLC)
z wykorzystaniem semipreparatywnego chromatografu ztozonego z dwoch pomp Knauer
K-1001 i detektora UV K-2500 (Knauer) lub zaopatrzonego w detektor UV
preparatywnego HPLC zawartego w chromatografie CombiFlash EZ Prep,. Detekcja

odbywata si¢ przy dlugosci fali 223 nm. W zaleznosci od otrzymanej ilosci surowego
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peptydu, jego charakteru, a takze dostepnos$ci aparatury do oczyszczania stosowatam

kolumny chromatograficzne:

A: Jupiter Proteo C12, 250 x 21,2 mm, 90 A, 4 um (Phenomenex);
B: Kinetex C18, 250 x 21,2 mm, 100 A, 5 um (Phenomenex);

C: Kromasil-100, C8, 250 x 10 mm, 5 um.

Szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 14 ml/min dla kolumn A i B, oraz 10

ml/min dla kolumny C.

Wszystkie zwiazki oczyszczalam w liniowym gradiencie eluentow. Faze ruchoma

stanowil odpowiednio dobrany gradient rozpuszczalnikow A 1 B, gdzie:
A: 0,1% TFA w H20 (v/v);
B: 80% CH3CN w 0,08% wodnym roztworze TFA.

Szczegoty dotyczace metod oczyszczania poszczegolnych zwigzkéw zostaty zawarte

w Tabeli 17.
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Tabela 17 Sposoby oraz wydajnosci oczyszczania poszczegdlnych peptydow

Ilo$¢ oczyszczanego ) Masa oczyszczonego Wydajnos¢
Nazwa peptydu peptydu Gradient Kolumna produktu oczyszczania
rozpuszczalnikow

[mg] [mg] [%]
Rpt1(8) 72 5-45 %B / 60 min A 37 51
Rpt2(8) 41 5-45 %B / 60 min A 15 37
Rpt3(8) 70 5-45 %B / 60 min A 44 63
Rpt4(8) 53 5-45 %B / 60 min A 24 45
Rpt5(8) 66 5-45 %B / 60 min A 30 45
Rpt6(8) 24 5-45 %B / 60 min C 14 58
Rpt5(10) 99 5-45 %B / 60 min A 35 35
Rpt5(12) 68 5-60 %B / 90 min A 20 29
Rpt5(Al1) 70 5-40 %B / 60 min B 23 33
Rpt5(A2) 81 5-40 %B / 60 min B 25 31
Rpt5(A3) 75 5-40 %B / 60 min B 28 37
Rpt5(A5) 60 5-40 %B / 60 min B 19 32
Rpt5(A6) 83 5-40 %B / 60 min B 30 36
Rpt5(A7) 55 5-40 %B / 60 min B 18 33
Rpt5(Q1) 74 10-40 %B / 60 min A 9 12
Rpt5(EL) 80 10-40 %B / 90 min A 41 51
Rpt5(R1) 74 10-40 %B / 90 min A 22 30
Rpt5(E2) 53 5-45 %B / 60 min A 15 28
Rpt5(R2) 50 5-45 %B / 90 min A 18 36
Rpt5(Cit2) 30 10-50 %B / 90 min C 10 33
Rpt5(Q2) 17 10-50 %B / 60min C 10 59
Rpt5(Har3) 50 10-50 %B /90 min A 25 50
Rpt5(Cit3) 49 10-50 %B / 90 min A 19 39
Rpt5(E3) 65 10-40 %B / 90 min A 33 51
Rpt5(Q3) 66 10-40 %B / 90 min A 30 46
Rpt5(D4) 49 10-30 %B / 60 min A 18 37
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Ilo$¢ oczyszczanego ) Masa oczyszczonego Wydajnosé
Nazwa peptydu peptydu Gradlent. ) Kolumna produktu oczyszczania
rozpuszczalnikow

[mg] [mg] [%]
Rpt5(AzrN) 92 10-45 %B / 90 min A 33 36
Rpt5(K4) 59 10-40 %B /90 min A 21 36
Rpt5(N4) 82 10-40 %B /90 min A 45 55
Rpt5(BAla4) 72 10-30 %B / 60 min A 31 43
Rpt5(Abu4) 90 10-40 %B / 60min A 36 40
Rpt5(K5) 65 10-40 %B /90 min A 28 43
Rpt5(D5) 72 10-40 %B /90 min A 35 49
Rpt5(D6) 60 10-40 %B / 90min A 21 35
Rpt5(K6) 70 10-40 %B /90 min A 38 54
Rpt5(K7) 55 10-40 %B /90 min A 21 38
Rpt5(D7) 65 10-40 %B /90 min A 40 62
Rpt5(Nle8) 50 10-40 %B / 90min B 38 76
M1-1 76 10-50 %B / 60 min A 21 28
M3-6 80 10-50 %B / 60 min A 27 34
M2-1 72 10-50 %B /90 min A 19 26
M2-2 76 10-50 %B /90 min A 17 22
M2-3 69 10-50 %B /90 min A 21 30
M2-4 75 10-50 %B /90 min A 22 29
M2-5 87 10-50 %B /90 min A 23 26
M2-6 98 10-50 %B /90 min B 31 32
M2-7 101 10-50 %B /90 min B 35 35
M2-9 66 10-40 %B /90 min A 14 21
M2-10 59 10-40 %B /90 min A 15 25
M2-11 120 10-40 %B /90 min B 36 30
M2-12 119 10-40 %B /90 min B 31 26
M2-13 83 10-40 %B /90 min A 22 27
M2-14 65 10-40 %B /90 min A 16 25
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Ilo$¢ oczyszczanego ) Masa oczyszczonego Wydajnosé
Nazwa peptydu peptydu Gradlent. ) Kolumna produktu oczyszczania
rozpuszczalnikow

[mg] [mg] [%0]
M2-15 88 10-40 %B / 90 min A 23 26
M2-20 70 10-40 %B / 90 min A 25 36
Tat-Rpt5 120 10-40 %B / 90 min B 35 29
Tat-K4 60 10-30 %B / 90 min B 5 8
Tat-Nle8 175 5-45 %B / 120 min B 32 18
Tat-D6 81 10-30 %B / 90 min B 6 7
Tat-LLVY 160 10-40 %B / 90 min B 51 32
Tat-(TAMRA)Rpt5 60 10-30 %B / 90 min B 5 8
TAMRA-Rpt5 75 10-30 %B / 90 min A 15 20
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15. Charakterystyka otrzymanych zwigzkow

Surowe oraz oczyszczone peptydy byly poddane charakterystyce za pomoca:
- RP-HPLC z uzyciem:
a) chromatografow:
CH1:Varian ProStar 240 (Varian Medical Systems, Inc.);
CH2: Shimadzu LC-20AD z detektorem PDA( Shimadzu);
CH3: Nexera UHPLC z detektorem PDA (Shimadzu).
b) kolumn analitycznych:
K1: Luna C8, 250 x 4,6 mm, 100 A, 5 um (Phenomenex);
K2: Jupiter Proteo C12, 250 x 4,6 mm, 90 A, 4 um (Phenomenex);
K3: Kinetex XB-C18, 250 x 4,6 mm, 100 A, 5 um (Phenomenex);

K4: Kinetex XB-C18, 100 x 2,1 mm, 100 A, 2,6 um (Phenomenex).

- spektrometrii mas:

MS1: MALDI-ToF: spektrometr mas Biflex Il (Bruker) na matrycy CCA (kwas a-
cyjano-4-hydroksycynamonowy) oraz DHB (kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy)

MS2: ESI LC-MS IT ToF: tandemowy spektrometr mas LC-20A (Shimadzu)

z kolumng JupiterProteo, 150 x 2 mm, 90 A , 4 um (Phenomenex).

Szczegotowe dane dotyczace charakterystyki poszczegélnych zwiazkdéw znajduja sig

w Tabeli 18.
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Tabela 18 Charakterystyka poszczegdlnych peptydow

Czas retencji Gradient Rodzaj bl:{lasa
Nazwa peptydu o Kolumna | Chromatograf | analizy | ©P'ICZ0Na | Opserwowane m/z
[min] rozpuszczalnikow MS
[Da]
Rpt1(8) 11,02 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 104446 | 104427 ((M]")
Rpt2(8) 14,23 5-100 %B / 30 min K2 CHL MS2 | 84842 | 84827 (IM]")
Rpt3(8) 11,22 5-100 %B / 30 min K1 CH1 MS2 1108,47 1108,27 (IM]")
Rpt4(8) 10,80 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 94852 | 94835 ([M]")
Rpt5(8) 12,62 5-100 %B / 30 min K1 CH1 MS2 | 969,48 | 969,31 ([M]")
Rpt6(8) 13,84 5-100 %B / 30 min K1 CH1 MS2 | 1032,61 | 103242 ([M]")
Rpt5(10) 11,54 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 1225,67 1225,36 ([M]")
Rpt5(12) 10,82 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 142477 142447 (IM]")
Rpt5(Al) 12,09 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 1168,61 | 116855 ([M]")
Rpt5(A2) 12,12 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 1168,61 | 116843 ((M]")
Rpt5(A3) 12,06 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 116861 | 116843 ([M]")
Rpt5(A5) 11,50 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 1182,67 | 118245 ([M]")
Rpt5(A6) 10,01 5-100 %B / 30 min K3 CH1 MS2 | 118362 | 118342 ([M]")
Rpt5(A7) 12,08 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 1168,65 | 1168.45 ([M]")
Rpt5(Q1) 11,01 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 122564 | 122559 ((M])
Rpt5(EL) 11,26 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 122662 | 122649 ([M]")
Rpt5(R1) 11,38 5-100 %B / 30 min K2 CHL MS2 | 125368 | 1253,63 ((M]")
Rpt5(E2) 11,39 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 1226,62 | 122650 ([M]")
Rpt5(R2) 10,99 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 1253,68 | 125356 ((M])
Rpt5(Cit2) 11,33 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 125466 | 125468 ((M]")
Rpt5(Q2) 11,75 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 122564 | 122557 (IM]")
Rpt5(Har3) 11,00 5-100 %B / 30 min K2 CHL MSL | 1267,69 | 1267,50 ([M]")
Rpt5(Cit3) 11,25 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 125466 | 125462 ((M])
Rpt5(E3) 11,41 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 122662 | 122651 ((M]")
Rpt5(Q3) 11,29 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 1225,64 1225,50 (IM]")
Rpt5(D4) 11,16 5-100 %B / 30 min K3 CHL MS2 | 1269,66 | 1269,59 ((M]")
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Masa

i . Rodzaj
Nazwa peptydu Czas retencl Gradient ) Kolumna | Chromatograf analizyj/ obliczona | opserwowane m/z
[min] rozpuszczalnikow MS
[Da]
Rpt5(AzrN) 11,23 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS1 1211,67 1211,66 ([M]9)
Rpt5(N4) 11,09 5-100 %B / 30 min K2 CHL MS2 | 1268,68 | 1268,53 (IM]")
Rpt5(K4) 11,11 5-100 %B / 30 min K3 CHI MS2 | 128274 | 128264 ((M])
Rpt5(BAlad) 10,81 5-100 %B / 30 min K2 CHI MS2 | 122567 | 122569 ((M])
Rpt5(Abud) 7,95 5-100 %B / 15 min K2 CHL MS2 | 1239,73 | 1239,68 ((M]")
Rpt5(K5) 14,71 5-100 %B / 30 min K3 CH1 MS2 1239,72 1239,60 ([M]")
Rpt5(D5) 4,01 5-100 %B / 15 min K4 CH3 MS2 | 122666 | 1226,54 ((M])
Rpt5(D6) 10,14 5-100 %B / 30 min K2 CHI MS2 | 122761 | 122757 (IM]")
Rpt5(K6) 8,45 5-100 %B / 15 min K2 CHI MS2 | 1240,68 | 124054 ((M])
Rpt5(K7) 10,62 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 1225,71 1225,59 ([M]")
Rpt5(D7) 4,02 5-100 %B / 15min K4 CH3 MS2 1212,64 1212,53 (IM]")
Rpt5(NIe8) 11,95 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 117560 | 117562 ((M])
M1-1 13,81 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 1532,68 1532,65 ([M]")
M3-6 14,76 5-100 %B / 30 min K2 CHL MS2 | 148967 | 1489,65 ((M]")
M2-1 15,03 5-100 %B / 30 min K2 CHI MS2 | 1588,83 | 1588,56 ([M]")
M2-2 15,35 5-100 %B / 30 min K3 CH2 MS2 | 162580 | 162552 (IM]")
M2-3 14,53 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 1533,82 1533,54 ([M]")
M2-4 13,13 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 1576,83 1576,55 (IM]")
M2-5 13,92 5-100 %B / 30 min K2 CHL MS2 | 1576,82 | 1576,53 ((M]")
M2-6 14,16 5-100 %B / 30 min K3 CH1 MS2 | 1561,82 | 1561,71 ((M])
M2-7 13,36 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 1562,78 1562,49 ([M]")
M2-9 11,57 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 1563,77 1563,63 (IM]")
M2-10 14,70 5-100 %B / 30 min K3 CH2 MS2 1605,79 1605,51 (IM]")
M2-11 12,90 5-100 %B / 30 min K3 CHI MS2 | 1603,83 | 1603,76 ([M]")
M2-12 11,76 5-100 %B / 30 min K2 CHI MS2 | 1563,76 | 1563,59 ([M]")
M2-13 13,75 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS1 1546,81 | 1547,81 ([M+H]")
M2-14 13,52 5-100 %B / 30 min K3 CH1 MS2 1562,77 1562,70 (IM]")
M2-15 12,48 5-100 %B / 30 min K2 CHL MS2 | 1564,75 | 1564,63 ((M]")
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Masa

i . Rodzaj
Nazwa peptydu Czas retencl Gradient ) Kolumna | Chromatograf analizyj/ obliczona | opserwowane m/z
[min] rozpuszczalnikow MS
[Da]

M2-20 12,67 5-100 %B / 30 min K2 CHL MS2 | 157588 | 1575,60 ((M]")
Tat-Rpt5 11,74 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 | 3091,86 | 3091,89 ((M]")
Tat-K4 11,46 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 3148,92 3148,68 ([M]")
Tat-Nle8 12,66 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 3041,88 3041,68 ([M]")
Tat-D6 11,55 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 3093,80 3093,62 ([M]")
Tat-LLVY 10,03 5-100 %B / 60 min K2 CH1 MS2 1884,19 1884,08 (IM]")
Tat-(TAMRA)RDI5 9,84 5-100 %B / 15 min K2 CHI MS1 | 350431 | 3505,20 ([M+H]")
TAMRA-Rpt5 16,04 5-100 %B / 30 min K2 CH1 MS2 1783,29 1782,76 ([M]")
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16. Badania biologiczne otrzymanych peptydow

16.1. Badanie zdolnos$ci modulujacych otrzymanych peptydéw wzgledem
ludzkiego proteasomu 20S

Otrzymane zwigzki przebadatam pod katem modulowania aktywnos$ci ludzkiego
proteasomu 20S in vitro, wykorzystujagc zarowno krotkie (3-4-aminokwasowe), jak

I dtuzszy (10-aminokwasowy) peptydowy substrat fluorogeniczny oraz modelowe biatka.

16.1.1. Badania aktywnosci z uzyciem peptydowych substratow fluorogenicznych

Zsyntezowane przeze mnie potencjalne aktywatory proteasomu identyfikowatam
przez uzycie tri/tetrapeptydoéw stanowigcych fluorogeniczne substraty enzymu. Krotnos¢,
z jaka otrzymane przeze mnie zwigzki pobudzaly aktywno$¢ enzymu, obliczalam na
podstawie pomiaru fluorescencji uwolnionej w wyniku trawienia substratu grupy AMC,
gdzie 100% stanowita aktywno$¢ proteasomu bez dodatku modulatora. Ze wzgledu na to,
ze takie krotkie substraty sg trawione roéwniez przez latentny 20S, w niektorych badaniach

poshuzytam sie dodatkowo diuzszym substratem peptydowym (LFP) 1%

, ktorego
dziatanie opiera si¢ na zjawisku przeniesienia energii wzbudzenia elektronowego
(FRET). Substrat ten lepiej roznicowat aktywnos$¢ proteasomu w obecnosci roznych
aktywatorow, poniewaz w przeciwienstwie do krotkich substratéw tylko w niewielkim
stopniu jest on trawiony przez latentny enzym. Donor fluorescencji w tym peptydzie
stanowi grupa Mca, natomiast akceptorem jest reszta Dpa(Dnp). Wzrost fluorescencji
obserwowatam, gdy w wyniku hydrolizy substratu para donorowo-akceptorowa oddalata

si¢ od siebie.

16.1.1.1. Przygotowanie substratow do badan

Badania wplywu poszczegolnych peptydéw na dang aktywno$¢ proteasomu 20S
wykonatam przy uzyciu specyficznych substratow fluorogenicznych firmy Enzo Life
Science lub/oraz dluzszego peptydowego substratu LFP, zsyntezowanego na potrzeby
badan przez dr Matgorzate Gizynska [Tabela 19].
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Tabela 19 Substraty uzywane do badan aktywnosci proteasomu 20S

Substrat AKtywnos¢
Suc-LLVY-AMC ChT-L
Boc-LRR-AMC T-L
Z-LLE-AMC C-L
LFP (Mca-AKVYPYPMEDap(Dnp)-NHy) -

Substraty Enzo:

50 mM podstawowe roztwory substratow w DMSO przygotowywatam
z zakupionych nawazek i przechowywatam w -20°C. Nastepnie, tuz przed wykonaniem
badan biologicznych, rozcienczatam je do stezenia 10 mM (ostateczne stezenie w badane;j

probce wynosito 100 pM).
Substrat LFP:

Substrat LFP rozcienczatam do stezenia 50 mM za pomoca DMSO, w ktérym
przechowywatam go w -20°C. Przed pomiarami substrat rozcienczatam do koncowego

stezenia 2 mM (ostateczne stezenie w badanej probce wynosito 20 uM).

16.1.1.2. Przygotowanie proteasomu do badan

Proteasom 20S potrzebny do badan izolowatam z ludzkich erytrocytow wedtug
procedury opisanej w punkcie 19 i przechowywatam w -20°C. Tak otrzymany proteasom
o stezeniu 1 mg/ml rozcienczatam poczatkowo do st¢zenia 0,5 mg/ml za pomocg buforu:
50 mM TRIS/HCI, 1 mM DTT, 1 mM NaN3z, pH 7, a nastepnie do stezenia ,,work” — 0,2
mg/ml, za pomocg buforu: 50 mM TRIS/HCI, 1 mM DTT, 1 mM NaN3z, 20% glicerol,
pH 7. Nastepnie, tuz przed wykonaniem analiz, h20S rozcienczalam do st¢zenia 0,1
mg/ml za pomocg buforu: 50 mM TRIS/HCI, 20% glicerol, pH 7. Ostateczne st¢zenie

enzymu w badanej probce wynosito 1,25 nM.

16.1.1.3. Przygotowanie zwigzkéw do badan

Zsyntezowane 1 oczyszczane zwigzki rozpuszczatam do podstawowego stezenia

10 mM za pomocg DMSO, a nastepnie serig rozcienczen do stezen: 5 mM, 2 mM, 1 mM,
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0,5 mM, 0,2 mM, 0,1 mM. Ostateczne stezenie modulatora w badanej probce wynosito

od 1 uM do 50 uM.

16.1.1.4. Przeprowadzenie badan

Analizy prowadzitam na 96-dotkowych plytkach (Costar) w objetosci 100 pl.
Bufor do badan stanowil 50 mM TRIS/HCI o pH 8. Kolejnos¢ i objetosci dodawanych
sktadnikoéw przedstawia Tabela 20. Za kontrole przyjetam aktywnos$¢ proteasomu bez
dodatku modulatora (zamiast zwigzku dodano 1 ul DMSO, w ktorym wszystkie peptydy

byly rozpuszczone).

Tabela 20 Reagenty uzywane podczas badan aktywnosci modulatorow. Kolejnos¢ dodawania
poszczeg6lnych sktadnikow roztworu pomiarowego byta zgodna z kolejnoscia kolumn (kolumny

kolejno od lewej do prawej)

h20S
Badany
TRIS/HCIpH 8 | [0,1 | DMSO . Substrat
zwigzek
mg/ml]
Kontrola 97 ul 1l 1 pul - 1 pl
Préba 97 ul 1l - 1l 1 pl

Tak przygotowane roztwory poddawatam pomiarom na spektrofluorymetrze Tecan
Infinite M200 Pro w temperaturze 37°C. Odczyt fluorescencji uwalnianej w wyniku
proteolizy AMC dokonywany byt co 2 min przez 1h w zakresie dtugosci fali od 380 nm
(wzbudzenie) do 460 nm (emisja). W przypadku substratu LFP stosowalam natomiast

dhugosci fali: 332 nm (wzbudzenie) do 398 nm (emisja).

16.1.1.5. Ewaluacja wynikow

Do analizy wybieratam linowe zakresy wzrostu fluorescencji. Na podstawie
otrzymanych warto$ci obliczalam aktywnos¢ proteasomu z dodatkiem modulatora
wzgledem aktywnosci katalitycznej enzymu nie poddanego dodatkowej stymulacji
(kontrola), ktorg przyjetam za 100%. Eksperymenty wykonatam w co najmniej trzech
powtdrzeniach biologicznych, a ich wyniki wyrazitam jako $rednie arytmetyczne z tych

pomiaréw = SEM.
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16.1.2. Badania aktywno$ci z uzyciem modelowych biatek
16.1.2.1. Utlenianie biatek

Utlenione biatka zastosowano w testach MST i badaniach wptywu modulatoréw
na degradacje¢ substratow biatkowych przez proteasom. Komercyjnie dostepne roztwory
podstawowe natywnej ludzkiej enolazy 2 (Novus Biologicals) i a-synukleiny (rPeptide)
rozcienczono za pomocg ddH»O do stezenia 0,5 mg/ml i inkubowano z 0,5% H20> przez
2 godziny w temperaturze 30°C. Reakcje utleniania zatrzymywano przez dodanie DTT
do koncowego stezenia 12,5 mM, a nast¢pnie roztwory utlenionych biatek dializowano
przez noc do 10 mM buforu Tris o pH 7,4 zawierajagcego 50 mM KCl i 2,5 mM MgSOa4
(enolaza) lub 20 mM buforu Tris o0 pH 7,4 zawierajagcego 100 mM NaCl (synukleina).
Stan utlenienia a-synukleiny i enolazy okreslono odpowiednio za pomoca spektrometru
masowego MALDI TOF/TOF 5800+ (AB-Sciex) i spektrometru masowego TripleTOF
6600+ ze zrodlem nanojondéw OptiFlow® ESI (Sciex).

16.1.2.2. Badania aktywnosci z wykorzystaniem substratu biatkowego

Badania wplywu wybranych modulatoréw na zdolnosci trawienia substratow

biatkowych przez proteasom 20S zostaty wykonane przez dr Przemystawa Karpowicza.

Enolazg i jej utleniong forme¢ (20 pmol) rozpuszczono w 20 mM Tris o pH 7,4.
Natywna 1 utleniong a-synukleing (340 pmol) rozpuszczono w 20 mM HEPES o pH 7,4.
Ludzki proteasom 20S byt wstepnie aktywowany 0,01% SDS, co jest stosowane
w badaniach in vitro, aby rozluzni¢ zwartg strukture enzymu. Probki przygotowano przez
zmieszanie h20S, biatka i DMSO (kontrola) lub modulatora rozpuszczonego w DMSO.
Catkowita objetos¢ probki wynosita 10 pl. Stgzenie koncowe rozpuszczalnika
organicznego nie przekroczylo 0,05%. Stosunek 20S:biatko wynosit odpowiednio 1:20
dla enolazy i 1:340 dla a-synukleiny. Probki inkubowano w 37°C przez 3 h, jedynie
w przypadku natywnej a-synukleiny, ze wzgledu na jej szybsza degradacj¢ przez
proteasom, czas ten skrocono do 1 h. Reakcje zatrzymano uzywajac 4 x bufor Laemmli,
a nastgpnie ogrzewano probki w 75°C przez 10 min w celu denaturacji biatek.
W przypadku o-synukleiny, ze wzgledu na wyzsza zawarto$¢ biatka w inkubowanych
probkach, etap ten poprzedzony byt rozcienczeniem mieszaniny reakcyjnej za pomoca 25
ul buforu testowego. Wyniki analizowano elektroforetycznie po natozeniu 8 pl kazdej

probki na 10% (dla enolazy) lub 12% (dla synukleiny) zel SDS-PAGE.
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Procent niestrawionych biatek obliczono z Zeli wybarwionych odczynnikiem
InstantBlue™. Tlosciowa analiz¢ obrazu przeprowadzono za pomocg oprogramowania do
analizy Quantity One® 1-D (Bio-Rad). Intensywnos$¢ prazkow biatka inkubowanego
z modulatorem i h20S lub tylko z h20S poréwnano z intensywno$cig prazka
odpowiadajacego samemu biatku, uznang za 100%. Eksperymenty wykonano w co
najmniej trzech powtdrzeniach, a wyniki przedstawiono jako srednie arytmetyczne z tych

pomiarow = SEM.

16.2. Badania stabilnos$ci peptydow

16.2.1. Badania stabilnos$ci proteolitycznej wybranych modulatorow w ludzkim
osoczu

Badania stabilno$ci wybranych peptydomimetykow w ludzkim osoczu
przeprowadzitam inkubujac peptydy (koncowe stgzenie peptydu 0,1 mM) z osoczem
(Merck) w temperaturze 37°C, przy jednoczesnym wytrzasaniu (300 rpm). Czasy
inkubacji wynosily odpowiednio: 0, 5, 10, 15, 30 min. Po okre$lonym czasie reakcje
zatrzymywatam poprzez dodanie kwasu trichlorooctowego (ostateczne stezenie TCA —
3%), energicznie mieszatam za pomocg wytrzasarki typu ,,vortex” i pozostawiatam
w tazni lodowej na ok. 30 min. Nastepnie probki wirowatam (10 min, 14000 x g, 4°C)
w celu oddzielenia supernatantu od wytragconych biatek. Postep hydrolizy peptydow
monitorowatam przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej (chromatograf:
CH3, kolumna: K4, A = 223 nm) w liniowym gradiencie 5-100% B w 30 min (uktad A:
H.O + 0,1% TFA, B: 80% ACN + 0,08% TFA). Ilo$¢ niezdegradowanego peptydu,
pozostatego po inkubacji z osoczem obliczatam na podstawie pola powierzchni piku, za

100% przyjmujac powierzchni¢ piku w probce kontrolne;.

16.2.2. Badanie szybkos$ci 1 miejsc trawienia wybranych modulatorow przez
proteasom 20S

Aby sprawdzi¢ kinetyke 1 miejsca trawienia peptydowych modulatoréw przez
proteasom 20S, peptydy te inkubowatam z enzymem w temperaturze 37°C. Stezenie
trawionych peptydow wynosito 0,25 mM, a enzymu: 0,0125 mg/ml. Inkubacje
prowadzitam w buforze 25 mM TRIS/HCI o pH 8 przez 3h. Probki pobieratam w czasie
Oh, 1h, 3h, kazdorazowo zatrzymujac proteoliz¢ poprzez dodanie 2,5 pl 20% roztworu
TFA w wodzie (ostateczne stezenie 0,5%). Nastepnie podatno$¢ aktywatoréw na

proteoliz¢ ocenialtam za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
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(chromatograf: CH2, kolumna: K3), obserwujac powstajace produkty degradacji oraz
zanikanie piku pochodzacego od niestrawionego peptydu. Dla modulatora Rpt5(10)
probki te zostaly rowniez poddane analizie masowej (ESI MS IT-ToF) w celu ustalenia

wigzan peptydowych trawionych przez enzym.
17. Badania komorkowe

17.1. Hodowla komorek

Do przeprowadzenia eksperymentéw wykorzystalam lini¢ komorkowa HEK
293T otrzymang z Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego dzigki uprzejmosci dr
hab. Karoliny Pierzynowskiej. Komorki hodowatam w temperaturze 37°C w atmosferze
wysyconej parg wodng i wzbogaconej 5% CO». Jako medium hodowlane zastosowatam
pozywke DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) z dodatkiem 10% ptodowe;j
surowicy bydlecej (FBS) oraz mieszaniny penicyliny (100 jednostek/ml) i streptomycyny
(100 pg/ml).

17.2. Badanie potencjatu wybranych modulatoréw proteasomu 20S do
przenikania blony komorkowe]

Testy przenikania zwigzkéw przez blon¢ komorkowa wykonata dr hab.
Magdalena Wysocka. Komérki wysiano na 24-dotkowej plytce (30 x 10* komorek na
dotek). Po 48h pozywke wymieniono na DMEM wzbogacony fluorescencyjnie
wyznakowanymi peptydami w stezeniu 10 pM. Po 24h inkubacji pozywke zawierajaca
zwiazki usunigto, a dotki przemyto 3-krotnie buforem PBS. Do przemytych komoérek
dodano pozywke hodowlana wolng od czerwieni fenolowej (FluoroBrite™ DMEM,
ThermoFisher Scientific). Nastepnie komorki zbadano za pomoca mikroskopu
konfokalnego Nicon Eclipse T12 (Nicon Instruments Inc.) przy uzyciu czerwonego filtra,
odpowiadajacego czasteczce fluorescencyjnej TAMRA przytaczonej do badanych
zwigzkow. Otrzymane obrazy scalono 1 przeprowadzono kolokalizacje barwnika

fluorescencyjnego.

17.3. Badania aktywnos$ci cytotoksycznej peptydow w stosunku do linii
komorkowej HEK 293T

Testy cytotoksyczno$ci badanych zwigzkow wykonalam z pomocag dr Ewy

Wieczerzak. Cytotoksyczno$¢ badanych zwigzkow zbadatam za pomoca testu MTT.
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W tym celu komérki HEK 293T wysiatam na 96-dotkowe;j ptytce (7 x 10° komérek na
dotek) 1 inkubowatam przez 2 dni w 37°C z 5% COg2. Nastgpnie pozywke hodowlana
zastgpitam pozywka uzupetniong o badane zwigzki w odpowiednich stezeniach (roztwory
podstawowe peptydow przygotowatam w sterylnej wodzie). Komorki inkubowatam
przez 24 godziny, a nastepnie medium wymienitam na 10x stezony roztwoér MTT (Acros
Organics) w buforze PBS (po 250 pnl na dotek), tak aby jego koncowe st¢zenie wyniosto
0,5 mg/ml. Po 4 godz. inkubacji w 37°C, medium usungtam, a krysztaty purpurowego
formazanu (wytworzonego w wyniku redukcji MTT przez metabolicznie aktywne
komorki) rozpuscitam w DMSO (po 150 pl na doltek) i oznaczytam iloSciowo, mierzac

absorbancj¢ przy 570 nm z filtrem odniesienia 690 nm.

17.4. Badania aktywnosci proteasomu w lizacie komoérek HEK 293T

Testy aktywnosci proteasomu w lizacie komdérkowym w obecnos$ci otrzymanych
zwiazkow przeprowadzitam analogicznie do testow prowadzonych na izolowanym z krwi
enzymie. Badania prowadzitam w buforze 50 mM Tris/HCI o pH 8 na 96-dotkowych
ptytkach do pomiaru fluorescencji firmy Costar®. Objetos¢ reakcyjna kazdej proby
wynosita 100 pl. Ste¢zenie biatek w lizacie oznaczytam za pomocg testu Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientific™), zgodnie z zaleceniami producenta. Ostateczne
stezenie biatek w badanych probkach wynosito 20 pg/ml. Do badan uzytam substratu
Suc-LLVY-AMC (Enzo) w ostatecznym stezeniu 100 pM. Roztwory podstawowe
substratu, badanych zwiazkow oraz Bortezomibu (Tebubio) przygotowatam w DMSO.
Aby wyeliminowa¢ niespecyficzny wplyw DMSO na aktywno$¢ proteasomu, jego
stezenie w badanych probkach utrzymywatam na stalym poziomie — 2%. Ostateczne
stezenie Bortezomibu wynosito 1 pM. Aktywno$¢ badanych zwigzkoéw obliczytam na
podstawie wartosci fluorescencji grupy AMC, uwolnionej w wyniku trawienia substratu
przez proteasom. Pomiaru dokonywano co 2 min, przez 1h, na spektrofluorymetrze
Infinite M200Pro (Tecan), w temperaturze 37 C, rejestrujagc intensywnos¢ fluorescencji
w zakresie 380-460 nm. Wzgledna aktywno$¢ proteasomu obliczytam w stosunku do
kontroli, ktorg stanowita aktywnos$¢ proteasomu 20S bez dodatku modulatora, przyjeta
jako 100%. Do obliczen wybieratam kazdorazowo liniowy zakres pomiaru. Badania
przeprowadzitam w 3 niezaleznych powtorzeniach, usrednitam, a jako wynik podatam

warto$¢ sredniej = SEM.
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17.5. Badania aktywnos$ci proteasomu w komorkach HEK 293T z
wykorzystaniem sondy TAS3

Do badan na zywych komodrkach uzytam substratu TAS3 opisanego w literaturze
19 Sonda ta charakteryzuje sie wysoka odpornoscia na hydrolizowanie przez inne
proteazy obecne w zywych komorkach, dlatego jej stosowanie eliminuje konieczno$¢
uzywania niespecyficznych inhibitorow tych enzyméw. TAS3 sktada sie z sekwencji
podatnej na selektywne trawienie przez proteasom, po ktérej odcieciu w komodrkach
emitowany jest sygnat fluorescencyjny wynikajacy z obecnosci czgsteczki Rodaminy
110. Rodamina, charakteryzuje si¢ lepszymi wiasciwos$ciami fluorescencyjnymi niz
AMC, dzieki czemu nie musi by¢ stosowana w wysokich stezeniach, ktore wigzatyby si¢
z cytotoksycznoscia. Ostatni segment sondy TAS3 stanowi fragment poprawiajacy

zdolno$¢ do przenikania blony komdrkowej przez substrat.

W przypadku badan aktywno$ci prowadzonych na zywych komorkach kontrole,
przyjeta jako 100%, stanowit poziom fluorescencji TAS3 wykazywany przez komorki
HEK 293T, ktoére nie zostaly potraktowane zadnym z aktywatorow. Jako kontrole
negatywng, potwierdzajacg obecno$¢ enzymu w komorkach, przyjeto poziom
fluorescencji TAS3 w obecnosci inhibitora proteasomu — Bortezomibu. Bortezomib
nalezy do rodziny silnych, odwracalnych inhibitoréw proteasomu i jako lek Velcade®
znalazt zastosowanie w leczeniu szpiczaka mnogiego 1°. Wyniki zaprezentowano jako

srednie arytmetyczne z wynikow uzyskanych z min. 3 niezaleznych pomiaréw + SEM.

Badania wplywu otrzymanych zwigzkow na aktywno$¢ proteasomu w komorkach
HEK 293T prowadzitam zgodnie z protokotem opisanym w literaturze 1%, W tym celu
komorki wysiatam na czarnej 96-dotkowej plytce (7 x 10° komoérek na dotek)
I inkubowatam przez 2 dni w 37°C z 5% COz. Peptydy rozpuscitam w sterylnej wodzie
przygotowujac ich roztwory podstawowe. Nastgpnie odciagngtam pozywke hodowlana,

a do odpowiednich dotkow z komorkami dodatam:
- 10 uM roztwér Bortezomibu w DMEM,
- peptydy o stezeniach 1, 10, 25, 50, 100 uM w DMEM,

- DMEM (kontrola).
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Bortezomib z komérkami preinkubowatam 30 min, po czym do reszty dotkéw dodatam
peptydy w DMEM lub sam DMEM i inkubowatam kolejne 30 min (w 37°C z 5% COy).

Po tym czasie zawarto$¢ dotkoéw wymienitam na odpowiednio:
- 10 uM Bortezomib rozpuszczony w 10 uM TAS3 w buforze KRBH*,

- peptydy o stezeniach 1, 10, 25, 50, 100 uM rozpuszczone w buforze KRBH
zawierajagcym 10 uM TAS3,

- 10 uM roztwor TAS3 w buforze KRBH (kontrola).
* Sktad buforu KRBH:

- 30 mM HEPES o pH 7,4,

- 10 mM wodoroweglan sodu,

- 120 mM chlorek sodu,

- 4 mM fosforan potasu,

- 1 mM siarczan magnezu,

- 1 mM chlorek wapnia.

Tak przygotowang plytke niezwlocznie umieszczatam w spektrofluorymetrze Tecan
Infinite M200Pro i co 2 min przez okres 2h rejestrowatam intensywnos¢ fluorescencji
fragmentu sondy TAS3 zawierajacego czgsteczke rodaminy, uwolnionego w wyniku
trawienia substratu przez proteasom. Diugosci fali wzbudzenia oraz emisji wynosity
odpowiednio: 485 nm oraz 535 nm. Do obliczen wykorzystatam wartosci fluorescencji
z ostatnich 90 min pomiaru tj. najbardziej liniowy zakres analizy. Poréwnanie nachylenia
wykresow fluorescencji badanych probek w stosunku do nachylenia wykresu
otrzymanego dla probki kontrolnej pozwolito okresli¢ spadek lub wzrost aktywnosci
proteasomu w komorkach. Z rownania prostych wyznaczytam réwniez wartosci srednich

przyrostow fluorescencji ARFU/min.

18. Badanie oddzialywania biatek z proteasomem za pomocg

mikroskalowej termoforezy

18.1. Znakowanie biatek fluoroforem

Enolazg, a-synukleine i ich utlenione formy znakowalam przy uzyciu zestawu

Monolith Protein Labeling Kit RED-NHS 2nd Generation Amine Reactive, NT-647
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(Nanotemper), zgodnie z instrukcja dotaczong przez producenta. Proces znakowania
prowadzitam w 50 mM buforze HEPES o pH 7,4, w stosunku biatko:NT-647 1:2. Czas
inkubacji wynosit 60 min dla enolazy i 30 min dla a-synukleiny, w 21°C. Po znakowaniu
nadmiar odczynnika fluorescencyjnego usungtam stosujac kolumny dotaczone przez
producenta i 20 mM bufor Tris-HCI o pH 7,2, zawierajacy 200 mM NaCl i 10% glicerol.
Otrzymane znakowane biatka zatgzytam na kolumnach Amicon 3K Spin Columns
(Merck). Stezenia bialka okreslatam mierzgc absorbancje przy 280 nm, stosujgc

spektrofotometr UV/Vis (DU730 Beckman Coulter).

18.2. Przeprowadzenie testow MST

Oddzialywanie znakowanych fluorescencyjnie, natywnych i utlenionych biatek
z proteasomem 20S zbadatam przy uzyciu mikroskalowej termoforezy (NanoTemper
Monolith NT.115). Stezenie znakowanego biatka utrzymywalam na statym poziomie 250
nM dla natywnej i utlenionej a-synukleiny oraz 125 nM i 25 nM odpowiednio dla
natywnej i utlenionej enolazy. Znakowane biatka zmieszatam z 16 réznymi st¢zeniami
h20S (w zakresie od 1965 do 0,06 nM), przygotowanymi w serii rozcienczen,
i inkubowatam przez 60 min (enolaza) lub 30 min (a-synukleina) w ciemnosci, w 22°C,
w szklanych kapilarach (Monolith NT Premium Capillaries, Nanotemper). Jako bufor
testowy zastosowatam 20 mM Tris-HCI o pH 7,2, zawierajacy 10% glicerolu, 0,5 mM
DTT, 0,5 mM NaNs, 0,125 mM EDTA i 100 mM NaCl. Eksperymenty termoforetyczne
przeprowadzono laserem IR o natezeniu promieniowania 20% dla natywnej enolazy oraz
natywnej i utlenionej a-synukleiny oraz 40% dla utlenionej enolazy. Krzywe MST
dopasowatam metodg Hilla, stosujac oprogramowanie Origin Pro2021. Wartosci EC50

obliczytam na podstawie wynikow uzyskanych w trzech niezaleznych eksperymentach.
19. Pozyskiwanie proteasomu 20S z ludzkich erytrocytow

Proteasom niezbedny do przeprowadzenia badan izolowalam z ludzkich
erytrocytow w oparciu o protokot opracowany przez dr Julie Witkowska. Krew, z ktorej
izolowatam enzym, pochodzita z Banku Krwi Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego

w Gdansku.

W celu izolacji erytrocytow, do krwi dodawalam roztwoér PBS w stosunku 1:1
| wirowatam przez 15 min w temperaturze 20°C przy predkosci obrotow 600 x g.

Przemywanie prowadzitam 3-krotnie, kazdorazowo odrzucajac supernatant i dodajac do
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pozostatosci §wiezg porcje PBS. Po ostatnim przemywaniu, ostroznie, stosujac dluga igte,
odciggalam warstwe erytrocytow znajdujaca si¢ na dnie probéwki wirdwkowej, w celu
doktadnego oddzielenia jej od wierzchniej warstwy osocza i kozuszka leukocytarno-

plytkowego. Tak przygotowane erytrocyty poddawatam lizie osmotyczne;.

19.1. Liza osmotyczna erytrocytow

Lize erytrocytéw przeprowadzitam stosujac bufor lizujacy zawierajacy: 30 mM
Tris/HCI, 2 mM MgClz, 0,1 mM EDTA, 1,6 mM DTT. Do odwirowanych wcze$niej
erytrocytow dodawatam 1,5-krotny nadmiar buforu lizujacego i poddawatam je lizie
w temp. 4°C przez 1h, stosujac wytrzasarke kotyskowa. Nastepnie catos¢ wirowatam (27
000 x g, 4°C, 30 min) w celu oddzielenia osadu niezlizowanych erytrocytéw i blon
komorkowych. Supernatant zawierajacy lizat erytrocytowy zlewatam do sterylnych

falkonow i przechowywatam w temperaturze -20°C.

19.2. Oczyszczanie biatka

Na oczyszczanie ludzkiego proteasomu ze zlizowanych erytrocytow sktadaty sie

cztery etapy [Rys. 53]:

Etapy oczyszczania proteasomu

/ Chromatografia \ / Wysalanie \ / Chromatografia \ / Chromatografia \

jonowymienna siarczanem amonu hydrofobowa jonowymienna
(Q-Sepharose FF) (HIC) (MonoQ)
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Rys. 52 Schemat obrazujacy etapy oczyszczania proteasomu 20S z ludzkich erytrocytow
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19.2.1. Chromatografia jonowymienna na ztozu Q-Sepharose Fast Flow (GE
Healthcare)

Wszystkie etapy oczyszczania byly prowadzone w temperaturze 4°C.
Oczyszczanie na kolumnie wypetnionej Q-Sepharose FF prowadzitam przy przeptywie
grawitacyjnym, z zastosowaniem 1 ml ztoza na 5 ml lizatu. Na przemyte buforem
lizujacym ztoze nanositam lizat. Nast¢pnie przez kolumng przepuszczatam kolejne porcje
buforu lizujacego w celu odmycia hemoglobiny. Kiedy przesacz si¢ odbarwil, zloze

przemywatam 3 buforami, stosujac skokowy gradient stezenia soli:

Bufor 1: 20 mM Tris/HCI pH 7,6, 10 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 5% glicerol, 100 mM NacCl

Bufor 2: 20 mM Tris/HCI pH 7,6, 10 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 5% glicerol, 400 mM NacCl

Bufor 3: 20 mM Tris/HCI pH 7,6, 10 mM KCI, 2 mM MgClz, 0,1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 5% glicerol, 1M NaCl

Elucje prowadzitam przemywajac kolumne wybranym buforem 3-krotnie, stosujac
kazdorazowo 2-krotny nadmiar eluentu w stosunku do objetosci ztoza. Wymycie
proteasomu nastepowato przy pierwszym przemywaniu buforem zawierajagcym 400 mM

stezenie soli NaCl.

19.2.2. Wysalanie siarczanem (V1) amonu

Nastepnym krokiem w oczyszczaniu bylo wysolenie frakcji zawierajacej
proteasom, zebranej podczas chromatografii na zlozu Q-Sepharose. Siarczan amonu
dodawatam stopniowo przez 30 min, ciggle mieszajac, w ilosci 11,5 g (NH4)2SO4 na 50
ml roztworu. Nastgpnie probke z dodanym siarczanem amonu pozostawitam na
mieszadle magnetycznym przez lh. Po tym czasie cato$¢ zwirowatam (27000 x g),
zdekantowatam supernatant i dodatam do niego stopniowo kolejng porcje siarczanu
amonu (12,1 g/ 50 ml probki). Po uptywie 1h od dodania soli, powtdrzytam wirowanie,
zdekantowatam supernatant, a pellet zawiesitam w buforze dializujacym (20 mM Tris-
HCI pH 7,6,10 mM KCI, 2 mM MgCl;, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5% glicerol).
Przeprowadzitam dializ¢ w kasetce dializacyjnej 10K MWCO.
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19.2.3. Chromatografia oddzialywan hydrofobowych na kolumnie HiPrep Phenyl
FF (High Sub) (Cytiva)

W kolejnym etapie oczyszczania przeprowadzitam chromatografie hydrofobowa
(HIC) stosujac kolumne HiPrep Phenyl FF oraz chromatograf AKTA Pure (Cytiva).
W tym celu probke zawierajaca proteasom wyciagnetam z kasetki dializacyjnej za
pomoca strzykawki z igla i przeniostam do sterylnego falkonu. Do zmierzonej objetosci
probki dodatam siarczan(VI) amonu do stezenia rownego 1,2 M. Tak przygotowang
probke naniostam na kolumng przemytg uprzednio buforem A (5 objetosci kolumny),
a nastgpnie uktadem ztozonym z 40% buforu A i 60% buforu B (8 objetosci kolumny).
Elucj¢ biatka prowadzitam z zastosowaniem malejacego gradientu soli (NH4)2SO4: 60-
100% buforu B (10 objetosci kolumny), gdzie: bufor A stanowit 1,2 M siarczan(VI)
amonu w 20 mM Tris/HCI, 10 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5%

glicerolu. Bufor B miat identyczny sktad jak bufor A, ale bez dodatku soli amonowe;j.

Zebrane frakcje zawierajace enzym h20S zatgezylam przy uzyciu filtra do wirowania
Amicon® o warto$ci granicznej] S0K MWCO 1 pojemnosci 15 ml. Tak zageszczona
probke przeniostam do kasetki dializacyjnej i przeprowadzitam dialize do buforu: 20 mM
Tris/HCI, 10 mM KCI, 2 mM MgClz, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5% glicerolu, 25 mM
NacCl.

19.2.4. Chromatografia jonowymienna na kolumnie Mono-Q (GE Healthcare)

Probke zawierajacg proteasom naniostam na kolumng Mono-Q 5/50 GL.
Do oczyszczania zastosowatam gradient liniowy: 25 mM - 400 mM NaCl w 20 mM Tris-
HCI o pH 7,6, zawierajacym 25 mM NaCl, 10 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,1 mM EDTA,
I mM DTT 1 5% glicerolu (30 x objetos¢ kolumny, z szybkoscig przeptywu 1 ml/min).
Proteasom 20S eluowal przy okoto 340 mM NaCl. Frakcje zawierajagce proteasom
zbieratam i dializowatam wobec buforu 20 mM Tris-HCI 0 pH 7,2, zawierajacego 1 mM
EDTA, 1 mM NaNs, 1 mM DTT 1 10% glicerolu. Po zat¢zeniu za pomocg filtra
wirowkowego o punkcie odcigcia 100 kDa (Amicon Ultra-0.5 ml), stezenie biatka
wyznaczytam metoda Bradforda. Nastgpnie proteasom rozcienczylam do st¢zenia
1 mg/ml. Roztwor proteasomu o tym stezeniu przechowywatam w temperaturze -25C
w buforze o sktadzie: 50% glicerol, 20 mM Tris-HCI pH 7,2, 1 mM EDTA, 1 mM NaNj,
1 mM DTT.
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19.2.5. Charakterystyka oczyszczonego proteasomu 20S

Czystos¢ wyizolowanego proteasomu 20S sprawdzatam za pomoca elektroforezy
SDS-PAGE, na zelu poliakrylamidowym (4% zel zageszczajacy, 12% zel rozdzielajacy)
w uktadzie Laemmli. W sktad buforu elektrodowego wchodzity 0,025 M TRIS, 0,192 M
glicyna oraz 0,1% SDS. Jako markera masy uzywatam PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (10-180 kDa). Zel rozwijatam stosujac napiecie 80 V przez pierwsza godzine,
a nastepnie 130 V. Do zwizualizowania podjednostek proteasomu rozdzielonych na zelu

za pomoca elektroforezy stosowatam barwnik Coomassie Brillant Blue.
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V1l Streszczenie

Zdrowe komorki charakteryzuje obecno$¢ ztozonej, dobrze funkcjonujacej sieci
sktadajacej si¢ z enzymow proteolitycznych oraz bialek opiekunczych, ktére utrzymuja
stan homeostazy. System proteasomalny jest odpowiedzialny za degradacje
ubikwitynowanych bialek, biatek wewnetrznie nieuporzadkowanych, czy tez takich,
ktore ulegly uszkodzeniom na skutek m. in. stresu oksydacyjnego. W okresie starzenia,
zarowno zewngtrznych, jak i endogennych czynnikéw wptywajacych na uszkadzanie
bialek przybywa. Taki zalezny od wicku spadek zdolnosci komoérek do utrzymania
proteostazy jest uwazany za gldwny czynnik powodujacy zwiazane z wiekiem dysfunkcje
komorkowe, w tym odkladanie toksycznych agregatéw biatkowych, ktore S$cisle
powigzano z szeregiem chorob, w szczegdlnosci tych zwigzanych z nieprawidlowym
funkcjonowaniem uktadu nerwowego. Zauwazono réwniez, iz wraz z wiekiem postepuje
rozklad proteasomu 268, z jednoczesnym wzrostem ilo$ci proteasomu 20S, jednakze nie
obserwowano przy tym zwickszonej aktywnosci 20S. Mozna zatem wnioskowac,
iz starzenie wptywa na powstawanie nowej puli proteasomu 20S, niezwigzanego z jego
swoistymi regulatorami, takimi jak 19S, 11S lub biatko BIm10. Z tego powodu kuracja
polegajaca na wprowadzeniu egzogennych modulatoréw jego aktywnosci wydaje si¢ by¢
obiecujacym sposobem zapobiegania odktadaniu toksycznych biatek. Do tej pory uwaga
badaczy skupiata si¢ na poszukiwaniu aktywatorow 20S gltownie wsrod zwigzkow
matoczasteczkowych, ktore ze wzgledu na wigksza stabilno$¢ oraz biodostepnos¢ wydaja
sie by¢ atrakcyjniejszymi farmaceutykami od zwigzkow peptydowych. Trzeba natomiast
mie¢ na uwadze ich niskg selektywno$¢ oraz czesto wysoka toksycznos¢. Dlatego tez
W swojej pracy zajetam si¢ poszukiwaniem sekwencji peptydowych stymulatorow
proteasomu 20S opartych o natywne biatka regulujace jego aktywnos$¢ oraz

sprawdzeniem ich potencjatu do pobudzania proteasomu in vitro oraz in cellulo.

W pierwszym etapie mojej pracy skupitam si¢ na sekwencjach wywodzacych si¢
z C-koncow podjednostek Rpt regulatora 198S, ktore, jak donosi literatura, biora aktywny
udzial w tzw. bramkowaniu proteasomu. Z 6 zsyntezowanych zwigzkéw najbardziej
obiecujacym okazat si¢ peptyd Rpt5(8), w zwigzku z czym w dalszych badaniach
skupitam si¢ na optymalizacji jego sekwencji. W tym celu sprawdzitam kluczowos¢
poszczegblnych reszt aminokwasowych w tym peptydzie wydluzajac jego sekwencje,

stosujac metod¢ skanowania alaninowego oraz syntezujac biblioteke zwigzkow

150



Z podstawieniami aminokwasow o roznym charakterze fancuchow bocznych. Badania te
pozwolity stwierdzi¢, iz optymalna dtugos¢ aktywatora wynosi 10 reszt (zwigzek
Rpt5(10)), przy czym w pozycjach 1, 2 i 4 tego peptydu preferowane sg reszty zasadowe,
natomiast pozycja 7 wydaje si¢ by¢ najbardziej liberalna pod wzgledem charakteru
akceptowanych reszt. W kolejnym etapie sprawdzitam stabilno$¢ peptydu Rpt5(10)
wzgledem ludzkiego proteasomu 20S oraz enzymdw obecnych w ludzkim osoczu. Po 1h
inkubacji w obecnosci h20S, analog ten pozostawat niestrawiony w ok. 40%, natomiast
juz po 10 min inkubacji z plazma pozostawato go niewiele ponad 30%. Z tego powodu
zsyntezowatam 6 kolejnych zwigzkow, opartych o struktur¢ peptydu Rpt5(10), co
zaowocowalo otrzymaniem najsilniejszego aktywatora — zwiazku Rpt5(Nle8). Peptyd ten
jednak nie wykazywal stabilno$ci wyzszej od peptydu macierzystego. Silniejsza
odporno$¢ na degradacje zaobserwowatam natomiast dla peptydow, w ktorych

modyfikowana byla pozycja 4 (zwiazki: RptS(Abu4), Rpt5(BAlad) oraz Rpt5(AzrN)).

W zwiazku z tym, iz udatlo mi si¢ otrzyma¢ obiecujace aktywatory h20S,
postanowitam sprawdzi¢, czy bgda one w stanie wywota¢ podobny efekt w zywych
komorkach. W tym celu sprawdzitam zdolno$¢ peptydu Rpt5(10) do przenikania btony
komorkowej. Peptyd ten, posiadajac 3 zasadowe reszty lizyny na N-koncu, moéglby
wykazywac dziatanie podobne do kationowych CPP, jednakze przenikal on przez btong
jedynie w niewielkim stopniu. Sprawdzitam wiec, czy przytaczenie sekwencji Tat(48-57)
umozliwi przenikanie peptydu do wngtrza komorek. Jak sie okazato, tak zmodyfikowana
sekwencja z powodzeniem pokonata barier¢ btony komorkowej, a dodatkowo silniej
pobudzata peptydazg¢ ChT-L izolowanego proteasomu 20S. Zach¢cona wynikami tych
badan, zsyntezowatam jeszcze 3 podobne analogi, zawierajace sekwencje penetrujaca
przytaczong do dwoch z najsilniejszych otrzymanych aktywatorow: Rpt5(K4) oraz
Rpt5(Nle8), a takze peptydu Rpt5(D6), ktory nie wykazywal potencjatu stymulujgcego.
Wszystkie cztery zwigzki przebadatam pod katem pobudzania aktywnosci ChT-L
proteasomu w lizacie komorek HEK 293T. Otrzymane wyniki korelowaty
Z wezesniejszymi rezultatami badan na izolowanym enzymie, tj. zwigzki Tat-Rpt5(10),
Tat-K4 oraz Tat-Nle8 aktywowaly enzym jeszcze skuteczniej od ich analogow bez
przylaczonej sekwencji CPP, przy czym niezmiennie najsilniejszym modulatorem byt
peptyd zawierajacy reszte Nle8. Dodatkowo udato si¢ wykluczy¢, iz za efekt aktywujacy

odpowiada sekwencja Tat(48-57), poniewaz zarowno analogiczny zwigzek pozbawiony

151



sekwencji aktywatora (Tat-LLVY), jak i peptyd Tat-D6 nie byly w stanie pobudzié
enzymu do skuteczniejszej degradacji substratu.

Ostatnim etapem tej czesci badan bylo sprawdzenie, czy otrzymane przeze mnie
zwiazki beda w stanie zaktywowac proteasom w zywych komoérkach HEK 293T. W tym
celu postuzytam si¢ sondg TAS3, ktora charakteryzuje dobra odporno$¢ na inne niz
proteasom enzymy komorkowe. Otrzymane wyniki badan potwierdzity, ze peptyd Tat-
Nle8 stanowi najsilniejszy z przebadanych przeze mnie modulatoréw proteasomu.
Dodatkowo byt on na tyle stabilny by zaktywowaé proteasom w obliczu szeregu biatek
proteolitycznych obecnych w zywych komodrkach. Stanowi to niewatpliwy sukces, gdyz
peptydy czesto sg dyskwalifikowane jako leki ze wzgledu na swoja niskg stabilnos$¢
proteolityczng oraz brak zdolnosci przenikania btony komoérkowej. Dodatkowo, zwigzki
te nie wykazywaly duzego efektu cytotoksycznego wzgledem linii HEK 293T,

co rowniez powoduje, ze sg obiecujacymi kandydatami do dalszych badan.

Druga cze$¢ wynikéw, jakie przedstawitam w tej pracy, dotyczyta peptydow
wywodzacych si¢ z biatka Blm10. Peptydy te zaprojektowano w oparciu o modelowanie
molekularne, tak aby ustali¢ najbardziej optymalng dlugosé¢ linkera taczacego C- i N-
koncowe fragmenty peptydowe oraz okreslic sekwencje rejonu N-koncowego
umozliwiajacg oddziatywanie z podjednostka a5 proteasomu 20S. Badania na substratach
peptydowych pozwolity ustali¢, ze dlugos¢ lacznika powinna wynosi¢ 4 reszty
aminokwasowe. W celu utatwienia syntezy oraz zwigkszenia rozpuszczalnosci peptydow
zastgpitam je ugrupowaniem Peg2. N-koncowy segment zaprojektowanego modulatora

miat natomiast sekwencj¢: Lys-Asn-Ser-Asn (peptyd M2-6).

Nastepnie zaprojektowano jeszcze 6 zwigzkéw poprzez zadokowanie C-konca
biatka BlIm10 w pozostatych kieszeniach utworzonych przez podjednostki o proteasomu
I wyznaczenie sekwencji czterech N-koncowych aminokwasow, ktore potencjalnie
mogtyby oddzialywac¢ z otoczeniem w poszczegolnych kieszeniach (zwigzki M2-1, M2-
2, M2-3, M2-4, M2-5, M2-7). Badania przeprowadzone na dluzszym substracie
peptydowym (LFP), ktory ze wzgledu na stabsze trawienie przez latentny proteasom
lepiej rdznicuje potencjalne aktywatory, wykazaly, Ze najsilniejszym modulatorem nadal
pozostaje zwigzek M2-6, zaprojektowany w celu oddzialywania z podjednostka aS5.
Z tego powodu, w dalszej czesci badan zajetam si¢ optymalizacjg sekwencji tego wlasnie

peptydomimetyku. W tym celu sprawdzitam podstawienie Lys1 reszta kwasowa (Glu)
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oraz reszta posiadajaca obojetny, hydrofobowy tancuch boczny (Leu). Peptydy te
znaczaco silniej od M2-6 stymulowaty tylko aktywno$¢ trypsynopodobng proteasomu,
w przypadku pozostatych substratow efekt byl porownywalny Ilub stabszy od
wyjsciowego analogu. Najsilniejszymi modulatorami okazaly si¢ peptydy M2-10 oraz
M2-20. Ten pierwszy w pozycji pierwszej posiadal nienaturalng reszt¢ homoargininy
oraz kwas asparaginowy w pozycji 6, gdzie natywnie wystegpowata leucyna. Zwigzek ten
najsilniej stymulowat aktywnos$¢ chymotrypsynopodobng proteasomu. Analog M2-20,
rdéznigey si¢ od wyjsciowego peptydu M2-6 jedynie jedng resztg, posiadajgc Lys4 zamiast
Asn4, okazal si¢ najsilniej pobudzaé proteasom do trawienia dluzszego substratu LFP
oraz substratu peptydazy T-L. Zwiazkiem, ktory calkowicie utracil zdolnosci do
aktywacji enzymu okazat si¢ peptyd M2-9, ktéry w pozycji 10 posiadat tyrozyne
0 konfiguracji D, ktéra spowodowala zapewne zablokowanie wigzania C-konca

W kieszeni o proteasomu.

Poniewaz krétkie fluorogeniczne substraty nie odzwierciedlaja w pelni roli
proteasomu w komorkach, postanowitam sprawdzié, czy otrzymane przeze mnie zwigzki
beda w stanie zaktywowaé enzym do trawienia biatek. Jak wiadomo, proteasom 20S nie
posiada przytaczonej czesci regulatorowej 19S, w zwigzku z czym nie jest w stanie
rozfaldowywa¢ duzych, ustrukturyzowanych biatek, a odpowiada glownie za trawienie
bialek uszkodzonych lub wewng¢trznie nieuporzadkowanych. Aby oceni¢ zdolno$¢
enzymu do oddzialywania z biatkami wybranymi do testow aktywnosci,
przeprowadzitam testy powinowactwa stosujagc  termoforeze  mikroskalowa.
Eksperymenty te pozwolity zaobserwowac wigzanie si¢ biatek utlenionych oraz natywnej
(nalezacej do grupy biatlek wewnetrznie nieuporzadkowanych) a-synukleiny do
proteasomu 20S. Z kolei natywna enolaza, posiadajaca uporzadkowang strukture, nie
wykazywata powinowactwa do 20S. Otrzymane przeze mnie modulatory rowniez nie
byty w stanie pobudza¢ enzymu do trawienia tego biatka, jednakze che¢tnie pobudzaty go
do trawienia biatek uszkodzonych oksydacyjnie oraz natywnej synukleiny, co daje
nadziej¢ na wykorzystanie ich w przysztosci jako lekoéw wzmacniajacych usuwanie
jedynie biatek o potencjale agregacyjnym. Wsrdd otrzymanych aktywatoréw znaczaco
wyréznit si¢ peptyd M2-12, ktory silnie przyspieszal degradacje zarowno natywnej
I utlenionej a-synukleiny, jak i utlenionej enolazy. Takze zwigzek M2-2 silnie pobudzat

proteasom do trawienia natywnej a-synukleiny.
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Wspomniane peptydy M2-2, M2-12 oraz zwigzek M2-10 poddalam réwniez
testom cytotoksyczno$ci. Efekt uszkadzajacy komorki byt widoczny tylko przy
zastosowaniu wysokiego st¢zenia modulatoréw (50 uM). Pomimo stosunkowo stabej
odpornos$ci na degradacje w ludzkim osoczu (ok. 20-30% niestrawionego peptydu po 15
min inkubacji), wszystkie 3 zwigzki byly w stanie zaktywowa¢ proteasom roéwniez

w lizacie komorkowym.
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VIII SUMMARY

Healthy cells are characterized by the presence of a complex, well-functioning
network consisting of proteolytic enzymes and chaperones that maintain a state of
homeostasis. The proteasomal system is responsible for degradation of redundant proteins
marked by a ubiquitin tag, intrinsically disordered proteins or proteins that have been
damaged under conditions such as oxidative stress. During aging, both external and
endogenous factors influencing protein damage increase. Such an age-dependent decline
in the ability of cells to maintain proteostasis is believed to be a major contributor to age-
related cellular dysfunctions, including the deposition of toxic protein aggregates, which
have been closely linked to a number of diseases, particularly those associated with
nervous system malfunctions. It has also been reported that the disassembly of the 26S
proteasome progresses with age, with a concomitant increase in the amount of the 20S
proteasome; however, increased 20S activity was not observed. Therefore, it can be
concluded that aging drives the formation of a new pool of the 20S proteasome, which is
not bound to its specific regulators such as 19S, 11S or BIm10 protein. For this reason,
treatment involving the introduction of exogenous modulators of its activity appears to be
a promising way to prevent the accumulation of toxic proteins. To date, researchers'
attention has focused on the search for 20S activators mainly among small-molecule
compounds, which appear to be more attractive pharmaceuticals than peptides due to their
greater stability and bioavailability. On the other hand, one should keep in mind their low
selectivity and often high toxicity. Therefore, in my studies | focused on searching for
peptide stimulators based on native proteins that regulate 20S proteasome activity and
verified their potential to stimulate the enzyme in vitro and in cellulo.

In the first stage of my work, | focused on sequences derived from the C-terminus
of the Rpt subunits of the 19S regulator, which are reported to be actively involved in
opening the proteasome gate. Based on activity results, of the 6 compounds synthesized,
the Rpt5(8) peptide turned out to be the most promising, so in further studies | focused
on optimizing its sequence. In the course of my research, | verified the impact of
individual amino acid residues in this peptide by elongating its sequence, using the
alanine scanning method and synthesizing a library of compounds with the side chains of
different character. These studies led to the conclusion that the optimal length of the

activator is 10 residues (compound Rpt5(10)), with basic residues most preferred at
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positions 1, 2 and 4 of this peptide, while position 7 seems to be the most liberal in terms
of accepted residues. In the next step, | tested the stability of the Rpt5(10) peptide in the
presence of the human 20S proteasome and in human plasma. After 1h of incubation with
h20S, this analog remained undigested at about 40%, while after just 10 min of incubation
with plasma, a little over 30% remained. For this reason, | synthesized 6 new analogs
based on the structure of the Rpt5(10) peptide, which resulted in the most potent activator
- the Rpt5(Nle8) compound. Unfortunately, this peptide did not show stability higher than
the parent peptide. In contrast, | observed stronger resistance to degradation in peptides
in which position 4 was modified (compounds Rpt5(Abu4), Rpt5(BAla4) and
Rpt5(AzrN)).

In view of obtaining promising h20S activators, | decided to check if they would be able
to show a similar effect in living cells. Therefore, | tested the ability of the Rpt5(10)
peptide to penetrate the cell membrane. This peptide, having 3 basic lysine residues at its
N-terminus, could act similarly to cationic CPPs, however, it penetrated the membrane
only to a small extent. Thus | checked whether attaching the Tat(48-57) sequence would
make the peptide capable of penetrating cells. As it turned out, such a modified sequence
successfully overcame the cell membrane barrier and, in addition, more strongly
stimulated the ChT-L peptidase of the isolated 20S proteasome. Encouraged by the results
of these studies, | synthesized 3 more analogs, containing a penetrating sequence attached
to two of the most potent activators obtained: Rpt5(K4) and Rpt5(Nle8), as well as the
peptide Rpt5(D6), which exhibited no stimulatory potential. | tested all four compounds
for stimulation of ChT-L proteasome activity in HEK 293T cell lysate. The outcome of
these assays correlated with previous results obtained on the isolated enzyme: the
compounds Tat-Rpt5(10), Tat-K4 and Tat-Nle8 activated the enzyme even more
effectively than their analogs without the attached CPP sequence. Again, the strongest
modulator was the peptide containing Nle8 residue. In addition, it was possible to rule
out that the Tat(48-57) sequence was responsible for the activating effect, as both the
analogous compounds: lacking the activator sequence Tat-LLVY and Tat-D6 peptide

were unable to stimulate the enzyme to degrade the substrate.

The final step in this part of the study was to check if the obtained compounds
would be able to activate the proteasome in live HEK 293T cells. For this purpose, | used
the TAS3 probe, which has good resistance to other cellular enzymes. The results

obtained confirmed that the Tat-Nle8 peptide is the most potent of the proteasome
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modulators. Moreover, it was stable enough to activate the proteasome despite a number
of proteolytic enzymes present in living cells. This can be considered a success as peptides
are often disqualified as drugs due to their low proteolytic stability and lack of ability to
penetrate the cell membrane. In addition, the compounds did not show a large cytotoxic
effect against the HEK 293T line, which also makes them promising candidates for

further research.

The second part of my work concerned peptides derived from the BIm10 protein.
These compounds were designed based on molecular modeling to determine the most
optimal linker length connecting the C- and N-terminal segments, as well as the N-
terminal sequence allowing interaction with the a5 subunit of the 20S proteasome.
Studies using peptide substrates determined that the linker length should be 4 amino acid
residues. In order to facilitate the synthesis and increase the solubility of the peptides,
| exchanged them into one Peg2 moiety. The N-terminal region of the designed modulator

consisted of the sequence: Lys-Asn-Ser-Asn (peptide M2-6).

Six more compounds were then designed by docking the C-terminus of the BIm10
protein into the pockets formed by the o subunits of the proteasome, and determining the
sequences of the four N-terminal amino acids that could potentially interact with the
environment in each pocket (compounds M2-1, M2-2, M2-3, M2-4, M2-5, M2-7).
Studies performed using a longer peptide substrate (LFP), which, due to its weaker
digestion by the latent proteasome, better differentiates potential activators, showed that
compound M2-6 designed to interact with the a5 subunit remains the strongest modulator.
For this reason, | decided to optimize the sequence of this particular peptidomimetic. For
this purpose, | substituted Lys1 with an acidic residue (Glu) and a residue having a neutral
hydrophobic side chain (Leu). These peptides more strongly than M2-6 stimulated only
the trypsin-like activity of the proteasome, for the other substrates the effect was
comparable or weaker than the parent compound. The strongest modulators were the
peptides M2-10 and M2-20. The former had an unnatural homoarginine residue in first
position and aspartic acid in position 6, where leucine was natively present. This
compound most strongly stimulated the chymotrypsin-like activity of the proteasome.
M2-20 analogue differing from the starting M2-6 peptide by only one residue, Lys4
instead of Asn4, most strongly stimulated the proteasome to digest the longer LFP
substrate and the substrate of T-L peptidase. The compound that completely lost its ability

to activate the enzyme turned out to be the M2-9 peptide, which had a D-tyrosine at
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position 10, which presumably caused blocking of the C-terminal binding in the o pocket

of the proteasome.

Since short fluorogenic substrates do not fully reflect the role the proteasome plays
in cells, I decided to check if the compounds | obtained would be able to activate the
enzyme for protein digestion. Since the 20S proteasome lacks an attached 19S regulatory
moiety, and is therefore unable to unfold large, structured proteins, it is mainly
responsible for digesting damaged or intrinsically disordered proteins. To assess the
enzyme's ability to interact with the proteins selected for activity assays, | performed
affinity tests using microscale thermophoresis. These tests allowed to observe the binding
of oxidized proteins and native (belonging to the group of intrinsically disordered
proteins) a-synuclein to the 20S proteasome. In contrast, a native enolase, possessing
a folded structure, showed no affinity for 20S. The modulators | obtained were also
unable to stimulate the enzyme to digest this protein, however, they readily stimulated it
to digest oxidatively damaged proteins and native synuclein. It gives hope for future use
of such peptides as drugs to enhance the removal of only those proteins with aggregation
potential. Of particular note is the peptide M2-12, which strongly accelerated the
degradation of both native and oxidized a-synuclein and oxidized enolase. Also
promising is the compound M2-2, which strongly stimulated the proteasome to digest

native a-synuclein.

| also subjected the aforementioned peptides M2-2, M2-12 and compound M2-10
to cytotoxicity tests. The cell-damaging effect was visible only at high concentrations of
the modulators (50 uM). Despite the relatively poor degradation resistance in human
plasma (about 20-30% undigested peptide after 15 min of incubation), all 3 compounds

were able to activate the proteasome in cell lysate.
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