Streszczenie

Zdrowe komorki charakteryzuje obecno$¢ zlozonej, dobrze funkcjonujacej sieci
sktadajacej si¢ z enzymow proteolitycznych oraz bialek opiekunczych, ktére utrzymuja stan
homeostazy. System proteasomalny jest odpowiedzialny za degradacje ubikwitynowanych
biatek, biatek wewnetrznie nieuporzadkowanych, czy tez takich, ktore ulegly uszkodzeniom na
skutek m. in. stresu oksydacyjnego. W okresie starzenia, zarOwno zewnetrznych, jak i
endogennych czynnikow wplywajacych na uszkadzanie biatek przybywa. Taki zalezny od
wieku spadek zdolnosci komorek do utrzymania proteostazy jest uwazany za gtowny czynnik
powodujacy zwigzane z wiekiem dysfunkcje komoérkowe, w tym odktadanie toksycznych
agregatow biatkowych, ktoére $ciSle powigzano z szeregiem chordb, w szczegoélnosci tych
zwigzanych z nieprawidtowym funkcjonowaniem uktadu nerwowego. Zauwazono rowniez, iz
wraz z wiekiem postepuje rozktad proteasomu 26S, z jednoczesnym wzrostem ilo$ci
proteasomu 20S, jednakze nie obserwowano przy tym zwigkszonej aktywnosci 20S. Mozna
zatem wnioskowaé, iz starzenie wplywa 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 odkladaniu toksycznych biatek. Do tej
pory uwaga badaczy skupiata si¢ na poszukiwaniu aktywatoréw 20S gtéwnie wsrod zwigzkow
matoczasteczkowych, ktore ze wzgledu na wigkszg stabilnos¢ oraz biodostepnos¢ wydaja si¢
by¢ atrakcyjniejszymi farmaceutykami od zwigzkéw peptydowych. Trzeba natomiast mie¢ na
uwadze ich niskg selektywnos¢ oraz czesto wysoka toksyczno$é. Dlatego tez w Swojej pracy
zajetam si¢ poszukiwaniem sekwencji peptydowych stymulatoréw proteasomu 20S opartych o
natywne biatka regulujace jego aktywnos$¢ oraz sprawdzeniem ich potencjatu do pobudzania

proteasomu in vitro oraz in cellulo.

W pierwszym etapie mojej pracy skupitam si¢ na sekwencjach wywodzacych sie z C-
koncow podjednostek Rpt regulatora 195, ktore, jak donosi literatura, biorg aktywny udziat w
tzw. bramkowaniu proteasomu. Z 6 zsyntezowanych zwigzkdéw najbardziej obiecujagcym okazat
si¢ peptyd Rpt5(8), w zwigzku z czym w dalszych badaniach skupitam si¢ na optymalizacji
jego sekwencji. W tym celu sprawdzitam kluczowos$¢ poszczegédlnych reszt aminokwasowych
w tym peptydzie wydluzajac jego sekwencje, stosujac metode skanowania alaninowego oraz
syntezujac biblioteke zwigzkdéw z podstawieniami aminokwasow o roznym charakterze

tahcuchéw bocznych. Badania te pozwolily stwierdzi¢, iz optymalna dlugos$¢ aktywatora



wynosi 10 reszt (zwigzek Rpt5(10)), przy czym w pozycjach 1, 2 i 4 tego peptydu preferowane
s reszty zasadowe, natomiast pozycja 7 wydaje si¢ by¢ najbardziej liberalna pod wzgledem
charakteru akceptowanych reszt. W kolejnym etapie sprawdzitam stabilno$¢ peptydu Rpt5(10)
wzgledem ludzkiego proteasomu 20S oraz enzymow obecnych w ludzkim osoczu. Po 1h
inkubacji w obecnos$ci h20S, analog ten pozostawal niestrawiony w ok. 40%, natomiast juz po
10 min inkubacji z plazma pozostawalo go niewiele ponad 30%. Z tego powodu
zsyntezowatam 6 kolejnych zwigzkow, opartych o strukture peptydu Rpt5(10), co
zaowocowalo otrzymaniem najsilniejszego aktywatora — zwigzku Rpt5(Nle8). Peptyd ten
jednak nie wykazywatl stabilno$ci wyzszej od peptydu macierzystego. Silniejsza odpornos¢ na
degradacj¢ zaobserwowatam natomiast dla peptydoéw, w ktorych modyfikowana byta pozycja

4 (zwiazki: Rpt5(Abu4), Rpt5(BAlad4) oraz Rpt5(AzrN)).

W zwiazku z tym, iz udalo mi si¢ otrzymac obiecujace aktywatory h20S, postanowitam
sprawdzi¢, czy beda one w stanie wywola¢ podobny efekt w zywych komorkach. W tym celu
sprawdzitam zdolno$¢ peptydu Rpt5(10) do przenikania btony komorkowej. Peptyd ten,
posiadajac 3 zasadowe reszty lizyny na N-koncu, mogtby wykazywaé dziatanie podobne do
kationowych CPP, jednakze przenikal on przez blon¢ jedynie w niewielkim stopniu.
Sprawdzitam wigc, czy przylaczenie sekwencji Tat(48-57) umozliwi przenikanie peptydu do
wnetrza komorek. Jak si¢ okazato, tak zmodyfikowana sekwencja z powodzeniem pokonata
barier¢ blony komorkowej, a dodatkowo silniej pobudzata peptydaze ChT-L izolowanego
proteasomu 20S. Zachgcona wynikami tych badan, zsyntezowatam jeszcze 3 podobne analogi,
zawierajgce sekwencje penetrujacg przylaczong do dwoch z najsilniejszych otrzymanych
aktywatorow: Rpt5(K4) oraz Rpt5(Nle8), a takze peptydu Rpt5(D6), ktéry nie wykazywat
potencjatu stymulujacego. Wszystkie cztery zwiagzki przebadatam pod katem pobudzania
aktywnosci ChT-L proteasomu w lizacie komoérek HEK 293T. Otrzymane wyniki korelowaty
Z wceze$niejszymi rezultatami badan na izolowanym enzymie, tj. zwigzki Tat-Rpt5(10), Tat-K4
oraz Tat-Nle8 aktywowaly enzym jeszcze skuteczniej od ich analogow bez przytaczonej
sekwencji CPP, przy czym niezmiennie najsilniejszym modulatorem byl peptyd zawierajacy
reszt¢ Nle8. Dodatkowo udato si¢ wykluczy¢, iz za efekt aktywujacy odpowiada sekwencja
Tat(48-57), poniewaz zar6wno analogiczny zwigzek pozbawiony sekwencji aktywatora (Tat-
LLVY), jak i peptyd Tat-D6 nie byty w stanie pobudzi¢ enzymu do skuteczniejszej degradacji

substratu.

Ostatnim etapem tej czgsci badan byto sprawdzenie, czy otrzymane przeze mnie zwigzki

beda w stanie zaktywowal proteasom w zywych komoérkach HEK 293T. W tym celu



postuzytam si¢ sonda TAS3, ktorg charakteryzuje dobra odporno$¢ na inne niz proteasom
enzymy komoérkowe. Otrzymane wyniki badan potwierdzity, ze peptyd Tat-Nle8 stanowi
najsilniejszy z przebadanych przeze mnie modulatoréw proteasomu. Dodatkowo byt on na tyle
stabilny by zaktywowa¢ proteasom w obliczu szeregu biatek proteolitycznych obecnych w
zywych komorkach. Stanowi to niewatpliwy sukces, gdyz peptydy czesto sa dyskwalifikowane
jako leki ze wzgledu na swoja niska stabilnos$¢ proteolityczng oraz brak zdolnosci przenikania
btony komorkowej. Dodatkowo, zwigzki te nie wykazywaly duzego efektu cytotoksycznego
wzgledem linii HEK 293T, co réwniez powoduje, ze sg obiecujagcymi kandydatami do dalszych

badan.

Druga cz¢$¢ wynikdow, jakie przedstawilam w tej pracy, dotyczyla peptydow
wywodzacych si¢ z biatka Blm10. Peptydy te zaprojektowano w oparciu o modelowanie
molekularne, tak aby ustali¢ najbardziej optymalng dtugos¢ linkera taczacego C- i N-koncowe
fragmenty peptydowe oraz okresli¢ sekwencje rejonu N-koncowego umozliwiajaca
oddzialywanie z podjednostka a5 proteasomu 20S. Badania na substratach peptydowych
pozwolity ustali¢, ze dlugo$¢ lacznika powinna wynosi¢ 4 reszty aminokwasowe. W celu
utatwienia syntezy oraz zwigkszenia rozpuszczalnosci peptydow zastgpitam je ugrupowaniem
Peg2. N-koncowy segment zaprojektowanego modulatora mial natomiast sekwencje: Lys-Asn-

Ser-Asn (peptyd M2-6).

Nastepnie zaprojektowano jeszcze 6 zwigzkow poprzez zadokowanie C-konca biatka
Blm10 w pozostatych kieszeniach utworzonych przez podjednostki o proteasomu i
wyznaczenie sekwencji czterech N-koncowych aminokwasow, ktore potencjalnie moglyby
oddzialywa¢ 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 a5. Z tego powodu, w dalszej czeSci badan zajetam sig
optymalizacja sekwencji tego wlasnie peptydomimetyku. W tym celu sprawdzitam
podstawienie Lysl reszta kwasowa (Glu) oraz reszta posiadajaca obojetny, hydrofobowy
tancuch boczny (Leu). Peptydy te znaczaco silniej od M2-6 stymulowaty tylko aktywnos¢
trypsynopodobng proteasomu, w przypadku pozostalych substratow efekt byt pordéwnywalny
lub stabszy od wyj$ciowego analogu. Najsilniejszymi modulatorami okazaly si¢ peptydy M2-
10 oraz M2-20. Ten pierwszy w pozycji pierwszej posiadat nienaturalng reszt¢ homoargininy

oraz kwas asparaginowy w pozycji 6, gdzie natywnie wystepowata leucyna. Zwigzek ten



najsilniej stymulowat aktywno$¢ chymotrypsynopodobng proteasomu. Analog M2-20,
réznigey sie od wyjsciowego peptydu M2-6 jedynie jedng resztg, posiadajac Lys4 zamiast
Asn4, okazal si¢ najsilniej pobudzaé proteasom do trawienia dluzszego substratu LFP oraz
substratu peptydazy T-L. Zwiazkiem, ktory catkowicie utracit zdolnosci do aktywacji enzymu
okazat si¢ peptyd M2-9, ktéry w pozycji 10 posiadat tyrozyng¢ o konfiguracji D, ktora

spowodowata zapewne zablokowanie wigzania C-konca w kieszeni o proteasomu.

Poniewaz krotkie fluorogeniczne substraty nie odzwierciedlajg w peini roli proteasomu
w komorkach, postanowitam sprawdzié¢, czy otrzymane przeze mnie zwiazki bedg w stanie
zaktywowac enzym do trawienia biatek. Jak wiadomo, proteasom 20S nie posiada przytaczonej
czedci regulatorowej 19S, w zwigzku z czym nie jest w stanie rozfaldowywac duzych,
ustrukturyzowanych bialek, a odpowiada gltownie za trawienie biatek uszkodzonych lub
wewnetrznie nieuporzadkowanych. Aby oceni¢ zdolno$¢ enzymu do oddziatywania z biatkami
wybranymi do testow aktywnosci, przeprowadzilam testy powinowactwa stosujgc termoforeze
mikroskalowa. Eksperymenty te pozwolity zaobserwowaé wigzanie si¢ biatek utlenionych oraz
natywnej (nalezacej do grupy biatek wewnetrznie nieuporzadkowanych) a-synukleiny do
proteasomu 20S. Z kolei natywna enolaza, posiadajagca uporzadkowang strukturg, nie
wykazywata powinowactwa do 20S. Otrzymane przeze mnie modulatory réwniez nie bylty 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 lekow wzmacniajacych usuwanie jedynie biatek o
potencjale agregacyjnym. Wérod otrzymanych aktywatorow znaczaco wyroznit si¢ peptyd M2-
12, ktory silnie przysSpieszal degradacje zardwno natywnej i utlenionej a-synukleiny, jak i
utlenionej enolazy. Takze zwigzek M2-2 silnie pobudzat proteasom do trawienia natywnej a-

synukleiny.

Wspomniane peptydy M2-2, M2-12 oraz zwigzek M2-10 poddatam réwniez testom
cytotoksycznosci. Efekt uszkadzajagcy komoérki byl widoczny tylko przy zastosowaniu
wysokiego stezenia modulatoréw (50 uM). Pomimo stosunkowo stabej odpornosci na
degradacje w ludzkim osoczu (ok. 20-30% niestrawionego peptydu po 15 min inkubacji),

wszystkie 3 zwigzki byly w stanie zaktywowac proteasom réwniez w lizacie komoérkowym.



