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Streszczenie

Choroby neurodegeneracyjne (np. choroba Alzheimera, Parkinsona) zwigzane sg
z zaburzeniami funkcjonowania i stopniowym obumieraniem neurondéw. W ostatnich
latach liczba 0so6b chorych znacznie wzrosta, dlatego choroby neurodegeneracyjne
uwazane s3 za plage XXI wieku. Szacuje si¢, iz liczba pacjentow z chorobg Alzheimera
potroi si¢ do 2050 roku, jest to m.in. konsekwencja wydtuzajacej si¢ sredniej dtugosci
zycia. W zwiazku z brakiem skutecznych form leczenia, trudno$ciami we wczesnym
wykrywaniu choroby, a takze kosztami opieki, choroby neurodegeneracyjne stanowig

powazny globalny problem spoteczno-ekonomiczny.

Cechg charakterystyczng chordéb neurodegeneracyjnych jest odktadanie sie¢
uszkodzonych biatek (biatka tau oraz amyloidu B w chorobie Alzheimera, a-synukleiny
w przypadku choroby Parkinsona), ktére w zdrowych komodrkach sa usuwane przez

systemy proteolityczne.

W fizjologicznych warunkach za degradacj¢ bitednie uksztattowanych struktur
biatkowych odpowiedzialny jest m.in. proteasom 20S — multiproteaza sktadajaca si¢ z 28
podjednostek, tworzacych cztery heptameryczne, wspotosiowo utozone pierscienie.
Znajdujace si¢ na zewnatrz pierscienie o nie s3 aktywne proteolitycznie. Ich gléwna
funkcja jest kontrola dostgpu do centrow aktywnych, znajdujacych si¢ wewnatrz kanatu
katalitycznego. Aktywno$¢ proteolitycznga w przypadku eukariotow wykazujg trzy
podjednostki B kazdego z pierScieni: B1 (kaspazopodobng), B2 (trypsynopodobng),
B5 (chymotrypsynopodobng).

Niestety, z uptywem czasu wydajno$¢ enzymatyczna proteasomu spada, co ulatwia
rozw0j chorob neurodegeneracyjnych. Wyniki ostatnich badan przekonuja, ze stosowanie
matoczasteczkowych modulatorow w celu aktywacji proteasomu moze zapobiegaé

akumulacji uszkodzonych bialek 1 moze by¢ skuteczng strategiag terapeutyczna.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta synteza stymulatoréw proteasomu zdolnych
do przenikania przez btony komoérkowe oraz stabilnych w warunkach proteolitycznych.
Modulatory te zaprojektowane zostaly w oparciu o sekwencj¢ aktywatora Blm-pep.
Chcac uzyska¢ modulatory o podwyzszonej odporno$ci na dzialanie enzymoéw
proteolitycznych wykonano synteze modulatoréw z wprowadzonymi modyfikacjami
w postaci wigzania peptoidowego lub N-metylowanych aminokwasoéw. Zsyntezowano

réwniez aktywatory posiadajace zduplikowany C-koncowy fragment macierzystego
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modulatora, chcac w ten sposob uzyska¢ zwiazki zdolne do wigzania si¢ w dwoch

sasiadujacych kieszeniach proteasomu 20S.

W pierwszym etapie przeprowadzono badania aktywnos$ci otrzymanych aktywatorow.
Potwierdzily one, iz wprowadzenie modyfikacji w rejonie N-konca sekwencji nie
wplyneto negatywnie na zdolno$¢ do aktywacji proteasomu 20S, w przeciwienstwie
do zmian w fragmencie C-koncowym. W kolejnym etapie przeprowadzono badania
stabilnosci proteolitycznej w ludzkim osoczu, ktore wykazaty, ze wuzyskane
peptydomimetyczne analogi charakteryzujg si¢ zwickszong stabilno$ciag w pordwnaniu
z wyjsciowymi zwigzkami. Za pomoca analizy MS wykazano, iz w miejscu
wystepowania modyfikacji nie zachodzi proces degradacji. Nastgpnie, w celu uzyskania
aktywatorow zdolnych do wnikania do wng¢trza komorki, do wybranych sekwencji
dotaczono fragment peptydowy penetrujacy blony komoérkowe (ang. Cell penetrating
peptide, CPP): tat lub 6r. Poprzez zsyntezowanie znakowanych fluoroforem NBD
sekwencji aktywator-CPP, za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej zweryfikowano
przenikalno$¢ komorkowa otrzymanych zwiazkow. Na uzyskanych obrazach widoczna
byla fluorescencja pochodzaca od aktywatorow z fluoroforem NBD wewnatrz komoérek
HEK293T. W kolejnych etapach badan wykazano, ze zwiazki nie sg cytotoksyczne dla

komorek, co sprawdzono za pomocg testu oceny cytotoksycznosci MTT.

Wybrane aktywatory z sekwencja CPP byly zdolne do stymulowania proteasomu
w hodowli komorkowej, co potwierdzono za pomocg badania aktywnosci enzymu
w lizacie komérkowym oraz wewnatrz komorek, dzieki wykorzystaniu specyficznej dla

proteasomu 208, przenikajacej do komorek, fluorescencyjnej sondy TAS3.

Efektywnos$¢ wybranych aktywatorow przetestowano z uzyciem modelowych substratow
bialkowych. Badane zwiazki byly w stanie stymulowa¢ proteasomu 20S
do wydajniejszego trawienia bialka tau oraz o-synukleiny. Aktywatory z dotaczona
sekwencjag CPP byly rowniez w stanie pokonywa¢ bariere krew-mozg, podczas gdy
przenikalno$¢ zwigzku wyjsciowego osiggata poziom kontroli negatywnej. W kolejnym
etapie zostaly przeprowadzone badania wykorzystujace technike MST, ktore
potwierdzity wystepowanie oddziatywan pomigdzy peptydomimetykami a proteasomem

20S.

Dla wybranych aktywatoréw zostaly przeprowadzone testy na mysim embrionalnym

modelu komorkowym. Zwigzki A1-tat, A1-6r oraz Bisl-tat byty zdolne do stymulowania



proteasomu do wydajnej degradacji a-synukleiny w komodrkach hipokampalnych.
Ponadto, po siedmiu dniach inkubacji, zwiazki te nie spowodowaly obnizenia

przezywalnosci komoérek neuronalnych.

Otrzymane aktywatory ze wzgledu na wysoki poziom aktywacji proteasomu, stabilno$¢
w warunkach proteolitycznych oraz zdolno$¢ do wnikania do komorek, posiadaja
pozadane cechy, ktore umozliwiajg terapeutyczne zastosowanie. Modulatory Blm
moglyby przywraca¢ proteostaze u pacjentdéw cierpigcych na powigzane z wiekiem

schorzenia, objawiajace si¢ akumulacja uszkodzonych biatek.



Summary

Neurodegenerative diseases (e.g. Alzheimer's disease, Parkinson's disease) are associated
with impaired functioning and gradual death of neurons. In recent years, the number of
people affected by these diseases has increased significantly, which is why
neurodegenerative diseases are considered the plague of the 21st century. It is estimated
that the number of patients with the Alzheimer's disease will triple by 2050, mainly as a
consequence of increasing life expectancy. Due to the lack of effective treatment,
difficulties in early detection of the disease, and the costs of care, neurodegenerative

diseases constitute a serious global socio-economic problem.

A characteristic feature of neurodegenerative diseases is the deposition of damaged
proteins (tau protein and amyloid B in Alzheimer's disease, a-synuclein in Parkinson's

disease), which are removed in healthy cells by proteolytic systems.

In physiological conditions, the degradation of incorrectly shaped protein structures is
performed, among others, by 20S proteasome - a multiprotease consisting of 28 subunits
forming four heptameric, coaxially arranged rings. The a rings located outside are not
proteolytically active. Their main function is to control access to active sites located
inside the catalytic channel. Proteolytic activity in eukaryotes is demonstrated by three 3

subunits of each ring: B1 (caspase-like), B2 (trypsin-like), B5 (chymotrypsin-like).

Unfortunately, over time, the enzymatic efficiency of the proteasome decreases, which
facilitates the development of neurodegenerative diseases. The results of recent studies
demonstrate that the use of small-molecule modulators to activate the proteasome can
prevent the accumulation of damaged proteins and may be an effective therapeutic

strategy.

The aim of this doctoral dissertation was the synthesis of proteasome stimulators capable
of penetrating cell membranes and stable under proteolytic conditions. These modulators
were designed based on the Blm-pep activator sequence. In order to obtain modulators
with increased resistance to the action of proteolytic enzymes, modulators with
modifications such as peptoid bonds or N-methylated amino acids were introduced.
Activators having duplicated the C-terminal fragment of the parent modulator were also
synthesized in order to obtain compounds capable of binding in two adjacent pockets of

the 20S proteasome.



In the first stage, the activity of the obtained activators was tested. It was confirmed that
the introduction of modifications in the N-terminal region of the sequence did not
negatively affect the ability to activate the 20S proteasome, unlike changes in the C-
terminal fragment. In the next stage, proteolytic stability tests in human plasma were
performed, which showed that the obtained peptidomimetic analogues are characterized
by increased stability compared to the starting compounds. MS analysis verified that there
is no degradation at the site of modification. Then, in order to obtain activators capable
of penetrating cells, a cell penetrating peptide fragment (CPP): tat or 6r was added to the
selected sequences. Using the activator-CPP sequences labeled with the NBD
fluorophore, the cellular permeability of the obtained compounds was assessed by
fluorescence microscopy. The obtained images showed fluorescence coming from NBD
fluorophore inside HEK293T cells. In the subsequent stages of the research, it was
demonstrated that the compounds were not cytotoxic to cells, which was verified using

the MTT cytotoxicity assessment test.

The activators with the CPP sequence were able to stimulate the proteasome in cell
culture, which was confirmed by testing the enzyme activity in cell lysate and inside the

cells, using the 20S proteasome-specific, cell-permeable, fluorescent TAS3 probe.

The effectiveness of selected activators was tested using model protein substrates. The
tested compounds were able to stimulate the 20S proteasome to digest tau protein and a-
synuclein more efficiently. Activators with the CPP sequence attached were also able to
cross the blood-brain barrier, while the permeability of the starting compound reached the
level of the negative control. In the next stage of the research, studies using the MST
technique were carried out, which confirmed the existence of interactions between the

peptidomimetics and the 20S proteasome.

For selected activators, tests were performed on a mouse embryonic cell model.
Compounds Al-tat, Al-6r and Bisl-tat were able to stimulate the proteasome to
efficiently degrade a-synuclein in hippocampal cells. Moreover, after seven days of

incubation, these compounds did not reduce the survival of neuronal cells.

Due to the high level of proteasome activation, stability in proteolytic conditions and the
ability to penetrate cells, the obtained activators have desirable features that enable their
therapeutic use. Blm modulators could restore proteostasis in patients suffering from age-

related diseases characterized by the accumulation of damaged proteins.
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Wykaz skrotow stosowanych w pracy

Stosowane w tekscie skroty 1 symbole aminokwasow oraz grup ochronnych sg zgodne
z zaleceniami IUPAC-IUB Joint Commision on Biochemical Nomenclature
(Nomenclature and Symbolism for Amino Acids and Peptides, J. Biol. Chem., 260, 14,
1985). Ogolnie stosowane skroty i symbole sg zgodne z lista zamieszczong w J. Org.

Chem., 65, 21a, 2000 oraz J. Peptide Sci., 5, 465, 1999.

Pozostate skroty i symbole stosowane w pracy:

ACN — acetonitryl

AD — choroba Alzheimera (ang. Alzheimer s Disease)

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

BAA — kwas bromooctowy

Boc — grupa tert-butoksykarbonylowa

CD — dichroizm kotowy (ang. circular dichroism)

ChT-L — aktywnos¢ chymotrypsynopodobna proteasomu

COMU - heksafluorofosforan (1-cyjano-2-etoksy-2-
oksoetylidenoaminoksy)dimetyloaminomorfolinokarbenu

CPP — peptyd penetrujacy btony komorkowe, (ang. Cell penetrating peptide)
DAPI — 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

DCM - dichlorometan

DIC — diizopropylokarbodiimid

DIPEA — diizopropyloetyloamina

DMAP — 4-dimetyloaminopirydyna

DMEM - pozywka do hodowli komoérkowej, (ang. Dulbecco s Modified Eagle Medium)
DMF — dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DPDS — 2,2'-dipirydylodisulfid

DTT — ditiotreitol
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DUB - enzym deubikwitynujacy, (ang. Deubiquitinating Enzyme)

EC50 —potowiczne maksymalne skuteczne stezenie, (ang. Half Maximal Effective
Concentration)

EDTA — kwas wersenowy
Fmoc — grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa
eq. — rownowaznik molowy

HATU — heksafluorofosforan 2-(1H-7-azabenzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-
tetrametyluroniowy

HCTU - heksafluorofosforan O-(1H-6-chlorobenzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-
tetrametylouroniowy

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

HEK-293 — linia embrionalnych komorek ludzkiej nerki (ang. human embryonic kidney
293)

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

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa, (ang. high-performance liquid
chromatography)

IFN-y — interferon gamma

KBRH — roztwoér Krebsa-Ringera, buforowany HEPES, (ang. Krebs—Ringer
bicarbonate HEPES)

LBs — ciata Lewy’ego (ang Lewy Bodies)

MeOH — metanol

MIm — metyloimidazol

Msnt — 1-(mezytyleno-2-sulfonylo)-3-nitro-1,2,4-triazol

MST - technika mikroskalowej termoforezy

MTT — bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy
NBD — 4-chloro-7-nitrobenzofurazan

NHS — normalna ludzka surowica

NMP — N-metylopirolidon

Nrf2 — czynnik transkrypcyjny (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2)
Oxyma — (hydroksyimino)cyjanooctan etylu

PBL — ekstrakt lipidowy mozgu

PBS — bufor fosforanowy z solg fizjologiczng
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PD — choroba Parkinsona (ang. Parkinson'’s Disease)

PFA — paraformaldehyd

PFF — pre-formowane fibryle, (ang. preformed fibrils)

PEG - poli(glikol etylenowy)

PGPH — aktywno$¢ kaspazopodobna proteasomu

RP-HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwroconym uktadzie faz
SDS — dodecylosiarczan sodu

SDS-PAGE - elektroforeza zelowa w warunkach denaturujacych

SH — SYS5Y - komorki ludzkiej linii neuroblastoma

TBTU - tetrafluoroboran 2-(1H-benzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy
TCA — kwas trichlorooctowy

TIPSI — triizopropylosilan

TFA — kwas trifluorooctowy

TFPh — tetrafluorofenol

TNF — czynnik martwicy nowotworu

T-L — aktywno$¢ trypsynopodobna proteasomu

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

UHPLC — ultrawysokosprawna chromatografia cieczowa

UPS — system ubikwityna-proteasom (ang. Ubiquitin-Proteasome System)

a-syn — a-synukleina

y20S — drozdzowy proteasom 20S
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I.  Wstep literaturowy

1. Wprowadzenie

Proteom komoérkowy podlega cigglym procesom modyfikacji 1 adaptacji, aby prawidtowo
reagowa¢ na zmieniajgce si¢ warunki. Synteza, fatdowanie oraz degradacja bialek sg
scisle skoordynowanymi i regulowanymi mechanizmami. Degradacja odbywa si¢
glownie przez kompleks proteasomowy, ktory eliminuje wewnatrzkomorkowe,
nieprawidlowo sfaldowane, zbgdne lub uszkodzone biatka. Przez lata proces degradacji
przypisywano gltownie szlakowi proteasom 26S-ubikwityna. Jednakze obecnie jest
oczywiste, ze rdzen proteasomu - 20S, ktory sktada si¢ z dwoch zewnetrznych pierscieni
a i dwoch wewnetrznych pierScieni P, bierze udziat w dwoch uzupetniajacych sie
strategiach degradacyjnych. W organizmach zdrowych codziennie usuwanych jest 3-5%
biatek, a w stanach patologicznych liczba ta wzrasta. Degradacja biatek jest kluczowym
czynnikiem nie tylko w homeostazie bialek oraz kontrolowaniu poziomu krotkotrwatych
biatek regulatorowych, ale takze w zapobieganiu akumulacji uszkodzonych bialek.
Nieprawidlowe dziatanie tego mechanizmu moze prowadzi¢ do réznych chorob, w tym
nowotworow 1 choréb neurodegeneracyjnych, zwigzanych =z postgpujacymi
uszkodzeniami neuronéw. Do grupy choréb neurodegeneracyjnych, ktore dotykaja
miliony pacjentow na catym S$wiecie, zalicza si¢ m.in. chorobe Alzheimera oraz
Parkinsona. Niestety, do tej pory nie ma efektywnych $rodkéw terapeutycznych, ktore
moglyby zatrzymaé lub spowolni¢ postep tych chorob. Kluczowa wspolng cecha tych
schorzeh  jest oligomeryzacja 1  agregacja  specyficznych,  wewngtrznie
nieuporzadkowanych bialek (IDP), tworzacych zlogi neuronalne. W usuwaniu tych
patogennych biatek posredniczy proteasom 20S. Liczba proteasomoOw nie jest stala 1 moze
zmienia¢ si¢ pod wptywem np. dzialania stresu lub akumulacji agregatéw biatkowych.
Czynniki te wplywaja réwniez na aktywno$¢ tego enzymu. Obiecujacg strategia
terapeutyczng mogtaby by¢ aktywacja proteasomu przy uzyciu syntetycznych zwigzkow.
Liczne badania wykazuja, ze krotkie peptydy wywodzace si¢ z regulatoréw 19S 1 PA200,
zawierajace ich C-koncowy motyw HbYX (reszta hydrofobowa - tyrozyna - dowolna

reszta aminokwasowa) sa w stanie stymulowac proteasom 20S.
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2. Proteasom 20S

2.1.  Struktura proteasomu 20S

Usuwanie blednie uksztaltowanych oraz uszkodzonych biatek odbywa si¢ zwykle
poprzez degradacje proteolityczng. Najwazniejszy, wewnatrzkomorkowy uktad
proteolityczny znajduje si¢ glownie w cytozolu, gdzie jego zawartos¢ wynosi okoto 1%
wszystkich bialek, w niewielkiej ilosci wystepuje rowniez w retikulum
endoplazmatycznym oraz strukturach jadrowych [1]. Centralng czg$cig tego systemu
proteolitycznego jest proteasom 20S, bedacy rdzeniem katalitycznym w kilku réznych
strukturach, w ktorych jest on uzupeiliony o czastki aktywatorowe. Jego obecnos¢
zidentyfikowano we wszystkich komodrkach wielu najstarszych bakterii oraz
w komorkach zwierzecych 1 ros$linnych. Proteasom 20S to cylindryczna struktura
o wymiarach 100A x 160A, ksztaltem przypominajaca waska beczulke. Zbudowany jest
z 28 podjednostek, tworzacych cztery homologiczne pierScienie, utozone w kolejnosci
appa [2], [3], [4] (Rysunek 1). Jak dotad opisane zostaly dwie podstawowe formy
proteasomu: pierwotna (prokariotyczna), odkryta w bakteriach Archea, takich jak
Thermoplasma acidophilum, oraz ewolucyjnie wyzsza forma wystepujaca w komodrkach
eukariotycznych [5]. Obie formy proteasomu posiadaja taki sam uktad heptamerycznych
pierScieni. W przypadku prokariotycznej formy proteasomu kazdy z pier§cieni
zbudowany jest z takich samych podjednostek a oraz 3, natomiast u Eukaryota proteasom
20S zbudowany jest lacznie z 14 roznych podjednostek: ai-o7 oraz Bi-p7. Srednia masa
czasteczkowa pojedynczej podjednostki wynosi pomiedzy 20 a 30 kDa, za§ masa
czasteczkowa calej struktury wynosi okoto 700 kDa. Wewnetrzna czg$¢ proteasomu jest
podzielona na dwa przedsionki, znajdujace si¢ pomiedzy pierscieniami a i 3 1 prowadzace
do komory Kkatalitycznej tworzonej przez pierscienie [. N-koncowe fragmenty
zewnetrznych pierscieni o tworza brame proteasomu, kontrolujaca dostep substratow
do wewnetrznej komory katalitycznej. Podjednostki o s3 w stanie zmieni¢ zaréwno
specyficznosé, jak 1 aktywnos$¢ proteasomu, wigzac na swojej powierzchni biatka
regulatorowe lub inne modulatory allosteryczne. Polaczenie regulatora z pier§cieniem o
powoduje zmiany konformacyjne, skutkujace otwarciem bramy, co umozliwia wnikanie

substratow do komory katalitycznej oraz ich degradacje [6], [7].
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Model uproszczony Struktura Przekrdj

brama proteasomu

przedsionek

komora katalityczna

Yeast (S. cerevisia)

przedsionek

brama proteasomu

Rysunek 1. Model uproszczony oraz struktura krystaliczna eukariotycznego proteasomu 20S.

Centra enzymatyczne u eukariontow zlokalizowane sg w trzech parach podjednostek f:

Bi/B1, P2/B2, Ps/Ps . a kazda z nich wykazuje inng preferencje substratowa:

B1 — aktywno$¢ kaspazopodobna (ang. caspase-like, C-L), wigzanie peptydowe

hydrolizowane jest po aminokwasach o charakterze kwasowym [8];

B2 — aktywnos¢ trypsynopodobna (ang. trypsin-like activity, T-L), wigzanie peptydowe

hydrolizowane jest po aminokwasach o charakterze zasadowym,;

Bs — aktywno$¢ chymotrypsynopodobna (ang. chymotrypsin-like activity, ChT-L),
wigzanie peptydowe hydrolizowane jest po hydrofobowych resztach aminokwasowych

[9].

Réznica w specyficznosci substratowej wynika z budowy reszty aminokwasowej
znajdujacej si¢ na dnie kieszeni substratowej S1, w pozycji 45. W kieszeni wigzacej Pi
obecna jest Arg45, co zapewnia jej charakter zasadowy, przyczyniajac si¢ do aktywnosci
kaspazopodobnej. Podjednostka 31 dodatkowo posiada zdolno$¢ do hydrolizy wigzan po
resztach aminokwasowych zawierajacych rozgatezione tancuchy boczne (aktywnos$¢
BrAAP ang. branched chain amino acid prefering). Aktywnos$¢ trypsynopodobna
podjednostki 3> wynika z obecnosci w kieszeni substratowej Gly45, ktora zapewnia duzo
przestrzeni dla zasadowych reszt aminokwasowych z dlugimi taficuchami bocznymi.
Obecnos¢ w kieszeni S1 podjednostki Bs metioniny w pozycji 45 (Met45) sprawia, Ze ma
ona charakter apolarny, co zwigzane jest z aktywnos$cig chymotrypsynopodobng. Reszta
Met45 jest mobilna, co daje mozliwos¢ zmiany rozmiaru kieszeni, przyczyniajac si¢
do roznych preferencji substratowych podjednostki PBs, m.in. hydrolizy wigzania
peptydowego miedzy obojetnymi i matymi resztami (ang. small neutral amino acid

prefering, SNAAP) oraz po resztach aminokwasowych zawierajacych rozgatezione
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fancuchy boczne (BrAAP) [10], [I1], [12]. W przypadku prokariontow kazda
podjednostka f wykazuje aktywno$¢ chymotrypsynopodobng [13], [14].

2.2. Mechanizm rozpoznawania i degradacji substratow przez
proteasom 20S

Preferowanymi substratami degradowanymi przez proteasom 20S sg biatka
nieprawidlowo sfaldowane lub nieustrukturyzowane [15]. Za sygnat kierujacy substrat
do degradacji przez 20S uwaza si¢ nieustrukturyzowany, hydrofobowy fragment
sekwencji. Wiele biatek posiada takie fragmenty, ukryte wewnatrz struktury, badz
chronione przez np. biatka opiekuncze [16]. Odstonigcie takiego fragmentu kieruje biatko
do degradacji. Opisano réwniez, iz bialko po utlenieniu lub w wyniku uszkodzenia przez
stres oksydacyjny staje si¢ substratem proteasomu 20S [17]. Dostep do kanatu
katalitycznego odbywa si¢ przez brame tworzong przez przeplatajace si¢, wydtuzone N-
konce podjednostek a. Prawdopodobnie po zwigzaniu biatkowego substratu dochodzi
do zmian konformacyjnych, ktére powoduja przesunigcie rOwnowagi w stron¢ otwartej
formy proteasomu. Kazda z siedmiu podjednostek o posiada na C-koncu helisg
zakonczong skierowang na zewnatrz petla, potencjalnie zapewniajac w ten sposob
miejsca do asocjacji proteasomu 20S z substratem biatkowym (Rysunek 2) [18], [19].
Srednia dtugo$é C-koncow wynosi od 15 do 40 reszt aminokwasowych, najdtuzsze naleza
do podjednostek oz, o4, as, 07 (powyzej 30 reszt aminokwasowych). Kolejnym
potencjalnym miejscem oddzialywania substratow z 20S sg kieszenie wigzace znajdujace
si¢ pomiedzy podjednostkami o. Udokumentowano, iz kieszenie te wigza aktywatory
zawierajace motyw HbYX (Hb — hydrofobowa reszta aminokwasowa, Y — tyrozyna, X —
dowolna reszta aminokwasowa) na C-koncach sekwencji, co wywotuje otwarcie bramy
proteasomu. Po wejsciu przez bramkowany kanat proteasomu, substrat musi najpierw
przemiesci¢ si¢ przez przedsionek, aby pozniej wejs¢ przez otwOr wyznaczony przez
pierscien B do komory katalitycznej [20]. Srednica tego otworu wynosi okoto 2,5 nm;
obecno$¢ kolejnego zwezenia, mimo ze jest ono szersze niz brama w pierscieniu a,
zapewnia kolejng mozliwos¢ interakcji substratu z proteasomem w celu translokacji
w kierunku kanatu katalitycznego. Jedna z grup badawczych wykazata, ze aktywne
podjednostki B przyczyniajg si¢ do ciggltego ruchu substratu do wnetrza kanatu. Substrat
przeciggany jest przez waski otwor, co prowadzi do rozrywania wigzan wodorowych
kolejno po sobie [21]. Szerokos¢ komory katalitycznej wynosi okoto 5-6 nm. Miejsca

katalityczne skierowane sg do wnetrza komory. Tylko sze$¢ podjednostek B z czternastu
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posiada aktywng treoning na N-koncu. Dzigki ich dziataniu proteasom moze rozszczepic¢
wickszos¢ wigzan peptydowych. Podjednostki B1 oraz Bi- utozone sg jedna nad druga
w przeciwienstwie do podjednostek B2/B2' oraz Bs/Bs. Rozluzniony uktad podjednostek
w podwdjnym pierscieniu 3 pozostawia pewng luke w podjednostkach P4, ktore nie sa
aktywne proteolitycznie. By¢ moze ta ,,przerwa proteolityczna” umozliwia czgsciowe
rozszczepienie substratow i powstanie dluzszych produktow peptydowych, ktoére

zachowuja informacje dla dalszej Sciezki [15].

a) wigzanie przez C-koniec podjednostkia  b) wigzanie przez N-koniec podjednostki a c) interakcje z kieszenig wigzaca

Rysunek 2. Modelowe mechanizmy wigzania substratu przez proteasom 20S [19].
2.3. Typy proteasomu

Niewielkie modyfikacje w strukturze konstytucyjnego proteasomu 20S w komorkach
eukariotycznych przyczyniaja si¢ do powstawania innych podtypow tego enzymu, ktére

posiadajg zmieniong specyficzno$¢ substratowg i/lub odmienne funkcje (Rysunek 3).



Proteasom konstytucyjny

B1-B2-PB5

Immunoproteasom Tymoproteasom

Spermatoproteasom lzoforma a,- oy

B1-B2-B5

Rysunek 3. Uproszczone modele podtypdw proteasomu.

Specjalna, indukowalna forma proteasomu 20S nazywana jest immunoproteasomem
(120S). W komodrkach odpornosciowych, takich jak limfocyty typu B 1 T, komorki
dendrytyczne oraz makrofagi, podjednostki katalityczne B1, B2, Bs sa zastgpowane przez
Bii, P2i, Psi, tworzac immunoproteasomy. W komodrkach nieimmunologicznych i20S
powstaje poprzez dziatanie cytokin prozapalnych, m.in. IFN-a, IFN-B, IFN-y lub
czynnika martwicy nowotworu (TNF). Immunoproteasom charakteryzuje si¢ nizsza
aktywno$cig kaspazopodobng oraz wyzsza trypsynopodobng i chymotrypsynopodobna.
Gloéwna funkcjg 120S jest stymulacja uktadu immunologicznego. Poniewaz i20S
wykazuje zwigkszong sktonnos¢ do hydrolizowania wigzania po hydrofobowych resztach
aminokwasowych oraz resztach o charakterze zasadowym, jest bardziej wydajny niz
konstytucyjny proteasom w wytwarzaniu peptydéw antygenowych prezentowanych

przez czasteczki MHC-I, ktére wykazuja wysokie powinowactwo do peptydow
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zawierajacych reszty zasadowe lub hydrofobowe na C-koncu [22], [23]. Jest to mozliwe,
poniewaz podjednostki Bi; oraz Bsi w 120S charakteryzuja si¢ inng budowa kieszeni
substratowych niz konstytucyjny proteasom, co przyczynia si¢ do odmiennych
specyficznosci substratowych. Podjednostka Pii hydrolizuje wigzania glownie po
resztach aminokwasowych z rozgalezionymi fancuchami bocznymi, poniewaz jej kieszen
substratowa S1 ma mniejszy rozmiar i jest bardziej hydrofobowa, co wynika
z podstawienia argininy w pozycji 45 leucyng. Na zmienione preferencje substratowe ma
wpltyw takze kieszen S3 podjednostki Bii. Podstawienie treoniny w pozycji 22 alaning
i alaniny w pozycji 27 waling w podjednostce B1; oraz podstawienie tyrozyny w pozycji
114 histydyna w sasiadujacej podjednostce P2i skutkuje zmniejszeniem rozmiaru oraz
zwigkszeniem polarno$ci kieszeni S3 w Bi; [24]. Kieszen substratowa S1 podjednostki
Bsi, tak jak Bs, ma charakter apolarny, jednakze jest wigksza, co utatwia dostep duzym,
hydrofobowym resztom substratu. Kieszen S3 tej podjednostki preferuje rowniez reszty
aminokwasowe o wigkszym rozmiarze oraz bardziej hydrofilowe, ze wzglgdu na

podstawienie alaniny w pozycji 27 seryng [25], [26].

Kolejna specyficzng podjednostka proteasomu jest Pst, ktora zostala odkryta u myszy
w komorkach nablonka grasicy [25]. Bst odgrywa wazng role w pozytywnej selekcji
tymocytow, w zwigzku z tym termin tymoproteasom zostat zaproponowany do nazwania
proteasomu zawierajacego podjednostki: Bii, Bai, Bst [26]. Tymoproteasom odpowiada za
generowanie krotkich antygenowych oligopeptydow prezentowanych przez MHC-I na
powierzchni komorki, co prowadzi do pozytywnej selekcji komorek CD8+ T. Biorac pod
uwage mechanizm pozytywnej selekcji limfocytow CD8+ T, tymoproteasom
o zmniejszonej aktywnosci chymotrypsynopodobnej, ktéra wynika z polarnej budowy
kieszeni S1 [27] moze generowac ligandy MHC klasy I o niskim powinowactwie, ktore
moga by¢ wymagane do zapewnienia interakcji o niskiej sile wigzania migdzy
kompleksem peptyd-MHC a TCR (receptor komoérek T). Mozliwe jest rowniez, ze
tymoproteasom wytwarza zestaw wyspecjalizowanych peptydoéw, ktore indukuja

pozytywna selekcje CD8+ T, niezaleznie od sity wigzania przeciwciala z antygenem.

Kolejny typ proteasomu to spermatoproteasom, ktory posiada unikalng kombinacje
podjednostek o. Komora katalityczna spermatoproteasomu jest identyczna z komorg
w proteasomie konstytucyjnym. Jedyna rdznica polega na pierscieniu o, ktory zawiera
alternatywng podjednostke o4 - a4s[28], [29]. Podjednostka ta nie modyfikuje aktywnos$ci

katalitycznej proteasomu 1 wystepuje w dojrzatych plemnikach ssakow. Podjednostka ous
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jest niezbedna do prawidlowego tworzenia proteasomu w jadrach, do zaleznej
od acetylacji degradacji histonow rdzeniowych w spermatocytach oraz do prawidtowego

przebiegu mejozy w meskich komoérkach rozrodczych [30], [31].

Izoforma a4-04, w przeciwienstwie do pozostatych podtypéw proteasomu, nie zawiera
w skladzie zmodyfikowanej podjednostki. Posiada natomiast dodatkowa podjednostke o4
w miejscu podjednostki az. Komorki, w ktérych obecna jest izoforma ou-o4 cechujg sie
wiekszg odpornoscig na dziatanie stresu oksydacyjnego spowodowanego dziataniem

jonéw metali [32], [33], [34].

3. Funkcje proteasomu

Gléwnym sktadnikiem budulcowym organizmu sg biatka. Pelnia one wazng roleg
w przebiegu réznych reakcji biochemicznych, ulegajac ciagle przemianom w procesach
degradacji oraz biosyntezy. Bardzo istotne dla utrzymania homeostazy komoérkowej jest
usuwanie bialek blednie uksztaltowanych lub uszkodzonych [35]. Komorki sg chronione
przed zmodyfikowanymi biatkami dzieki dwoém naturalnym mechanizmom
kontrolujacym jako$¢ biatek: molekularnemu systemowi bialek opiekunczych oraz
systemowi degradacji bialek. Eukarionty maja dwa gltéwne szlaki degradacji biatek [36].
Pierwszym z nich jest uklad lizosomalny, ktéry usuwa biatka wnikajace do komorki
w wyniku endocytozy, a takze angazuje si¢ w degradacje ulegajacych autofagocytozie
biatek wewnatrzkomorkowych (Rysunek 4) [37]. Drugim systemem komorkowym jest
system pozalizosomalny, w ktorym glowna role odgrywaja proteasomy. Jest to droga
eliminacji uszkodzonych bialek, ktore powstaty w wyniku ré6znych mutacji, nadmiaru
ciepta, zaburzen translacji, dziatania wolnych rodnikow [38]. Substratami proteasomu sg
tez biatka krotko zyjace, takie jak: czynniki transkrypcyjne oraz biatka regulatorowe,
ktore steruja cyklem komorkowym. Kinazy zalezne od cykliny (CDK) s3a niezbedne
do progresji cyklu komoérkowego. Cykliny i inhibitory CDK reguluja aktywno$¢ tych
kinaz, a te biatka reguluje proteasom. Gdy zostaje zaktocona aktywnos$¢ proteasomu,
nastepuje zatrzymanie cyklu komérkowego [39]. Do substratow proteasomu nalezg tez
onkogeny oraz supresory nowotworowe. W komorkach nowotworowych funkcja
homeostatyczna jest rozregulowana, co prowadzi do hiperaktywacji proteasomu.
Ta szeroka gama substratow powoduje, ze proteasom kontroluje przebieg wielu procesow
komoérkowych, takich jak transkrypcja, naprawa DNA, reakcja na stres, czy apoptoza

[40].
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Rysunek 4. Szlaki degradacji biatek.

3.1. Szlak ubikwityna — proteasom

Uktad ubikwityna-proteasom (UPS) sklada si¢ ze specyficznych enzymow, ktoére
modyfikuja substraty bialkowe za pomocag ubikwityny (Ub) oraz z proteasomu 26S
odpowiedzialnego za proteolize substratow oznakowanych ubikwityna [41]. Koniugacja
substratu z ubikwityng, niewielkim, skladajacym si¢ z 76 reszt aminokwasowych
biatkiem, przeprowadzana jest przez wieloetapowa, kaskadowa reakcje w obecnosci
enzymow El, E2 i E3 (Rysunek 5). Enzymy aktywujace ubikwityne (E1) wykorzystuja
energi¢ z hydrolizy ATP do tworzenia wigzania tioestrowego migdzy C-koncem
ubikwityny a reszta cysteiny znajdujaca si¢ w miejscu aktywnym enzymu EI.
Ta aktywowana ubikwityna jest nastgpnie przenoszona do enzymdéw koniugujacych
ubikwityne (E2), ktore tworza wigzanie tioestrowe migdzy reszta cysteiny w miejscu
katalitycznym enzymu E2 a ubikwityng. W nast¢pnym etapie kompleks E2-Ub wiaze si¢
z ligazg ubikwityny (E3) w celu przeniesienia aktywowanej ubikwityny na substrat
biatkowy przeznaczony do degradacji. Powstaje wigzanie izopeptydowe pomiedzy grupa

€-aminowg lizyny substratu biatkowego a C-koncowa grupa karboksylowa Ub [42].
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Ludzki genom zawiera dwa geny E1: UBA1 i UBAG6, okolo pi¢édziesiat genéw E2 oraz
geny kodujace okoto 700 enzymoéw E3. Enzymy E3 podzielone sa w oparciu
o mechanizm, ktérego uzywaja do przenoszenia ubikwityny z enzymu E2 na substrat
[43]. Pierwsza grupa to RING E3 (ang. Really Interesting New Gene). Jest to najwicksza
klasa enzymow E3, ktéra pomaga przenosi¢ ubikwityne przytaczong do E2 bezposrednio
do substratu biatkowego, bez tworzenia wigzan tioestrowych z ubikwityng [44], [45].
Kolejna grupa — HECT E3 (ang. homologous to E6-APcarboxyl terminus) — poprzez
reszte cysteiny w miejscu aktywnym E3 wigze ubikwityne przylaczong do E2, a nastgpnie
przenosi ja na docelowy substrat biatkowy [46]. Ostatnia grupa to RBR E3 (ang. RING-
in-Between-RING), ktora taczy ze soba dwie domeny RING [47]. Jedna z domen RING
bierze udziat w tworzeniu kompleksu z E2-Ub, druga zawiera reszte¢ cysteiny, ktdra

tworzy wigzanie tioestrowe z ubikwityng przytaczona do E2 [48].

Ubikwityna zawiera siedem reszt lizyny (Lys6, Lysl1, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48,
Lys63) 1 wszystkie one moga si¢ kowalencyjnie przylacza¢ do innych czasteczek
ubikwityny; w ten sposob powstaja rdzne rozgal¢zione lub liniowe tancuchy
poliubikwitynowe [49]. Koniugaty poliubikwityny powstate z udziatem Lys48 i Lys11 sa
uznane jako najsilniejsze sygnaty do degradacji przez proteasom, natomiast fancuchy
poliubikwitynowe z Lys63 sa zwigzane z degradacja nieproteosomalng, mogac
indukowa¢ degradacje substratu biatkowego poprzez szklak autofagii. Inne typy wigzan

nie sg tak dobrze scharakteryzowane [50].
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Rysunek 5. System proteolityczny ubikwityna — proteasom 26S (UPS).

Rozpoznania ubikwitynowanego substratu biatkowego dokonuja specyficzne receptory
Ub regulatora 19S [51]. Mozliwe jest rOwniez wigzanie substratdéw przez zewngtrzne
receptory z rodziny bialek UbL-UBA, ktore zawieraja domeny oddzialujace
z proteasomem (ang. ubiquitin-like, UbL) oraz wigzace tancuch poliubikwitynowy (ang.
ubiquitin-associated, UBA) [52]. Ubikwitynowane biatka s3 wychwytywane przez te
receptory, a nastepnie ulegaja deubikwitynacji przez proteasom. Podstawa 19S sktada si¢
z szes$ciu réznych podjednostek Rpt o charakterze ATPazy, ktére dostarczaja energii
potrzebnej do otwarcia kanatu katalitycznego proteasomu [53]. Pierscien podjednostek
Rpt rozwija tancuchy biatkowe, utatwiajac migracje substratu do wnetrza komory
katalitycznej proteasomu, gdzie nastgpnie ulega on hydrolizie. W tym samym czasie
ubikwityna jest uwalniana przez enzymy deubikwitynujace (DUB), po czym kierowana

jest do cytozolu w celu powtoérnego wykorzystania do znakowania kolejnych biatek [54].

3.2. Degradacja przez proteasom

Szacuje si¢, ze zawarto$¢ proteasomow 20S w komorce wynosi 45-75% 1 jest wyzsza niz
proteasomow 268, ktorych zawartos¢ wynosi 15-25% [19]. Proteasom 20S nie jest zdolny
do degradacji ubikwitynowanych biatek, ale jest w stanie skuteczniej niz proteasom 26S
usuwac biatka uszkodzone przez dziatanie wolnych rodnikéw lub powstate w warunkach

utleniajacych [55], [56]. Ponadto proteasom 20S jest w stanie wykona¢ proteolize
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wewnetrznie nieuporzadkowanych biatek — IDP (z ang. intrinsically disordered protein),
ktoére pozbawione sg struktury trzeciorzedowej oraz biatek, ktore w swojej strukturze
zawieraja motyw IDR (z ang. intrinsically disordered region). Do tej grupy naleza
podstawowe biatka sygnatowe, regulatorowe oraz bialka, ktorych agregaty sg powigzane
z rozwojem chor6éb neurodegeneracyjnych, takie jak biatko tau czy o-synukleina.
Jak dotad, nie poznano do konca mechanizmu tlumaczacego sposob kierowania
substratow na szlak degradacji przez proteasom 20S. Przeprowadzono badania
z wykorzystaniem metody Bifc (ang. Bimolecular fluorescence complementation), na
podstawie ktorych wykazano, ze podjednostka o7 moze odgrywac kluczowa role podczas
rozpoznawania substratu przez proteasom. Wydaje si¢, ze znajdujacy si¢ na zewnatrz
struktury C-koniec podjednostki a7 odpowiada za oddziatywanie z biatkami IDP, poprzez
stabilizowanie ich w miejscu znajdujagcym si¢ blisko bramy prowadzacej do komory

katalitycznej [57].

3.3. Mechanizm proteolizy

Typowymi produktami degradacji proteasomalnej sg oligopeptydy o dtugosci od 2 do 35
reszt aminokwasowych; $rednia dlugos¢ powstatych peptydéw wynosi 8-12 reszt [58].
Za degradacje¢ odpowiadaja miejsca aktywne zlokalizowane w podjednostkach 1, B2, Bs.
We wszystkich trzech aktywnych podjednostkach centrum aktywne tworzone jest przez
N-koncowg reszte treoniny (Thrl) [59]. Podjednostki proteasomu posiadajace
wlasciwos$ci proteolityczne powstaja w formie nieaktywnej, dopiero po autokatalizie
odlaczony zostaje N-koncowy propeptyd, co prowadzi do ekspozycji katalitycznej Thrl
[60].

Poczatkowym etapem mechanizmu reakcji proteolizy jest aktywacja reszty Thrl
(Rysunek 6). Aktywacje te mozna o0siggna¢ poprzez przeniesienie protonu z grupy
hydroksylowej w tancuchu bocznym treoniny do najblizszego w otoczeniu akceptora
protonu. Mechanizmowi tego konkretnego etapu po$wigcono wiele uwagi w ciggu
ostatnich dwoch dekad [61], [62]. Niektorzy badacze sugerowali, ze nukleofil Thr1O” jest
aktywowany przez bezposrednie przeniesienie protonu do wtasnej grupy aminowej Thrl-
NHz. Zhan 1 wsp. udowodnili jednak, Ze transfer protonu zachodzi za posrednictwem
czasteczki wody [63]. Atak nukleofilowy ThrlO" na karbonylowy atom wegla
w wigzaniu peptydowym powoduje uwolnienie pierwszego produktu, zawierajacego

wolng grupe aminowg, a takze utworzenie przejsciowego kompleksu acyl-enzym.
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W kolejnym etapie kompleks pod wptywem czasteczki wody ulega hydrolizie, tworzac
produkt z wolng C-koncowa grupa karboksylowa, jednocze$nie uwalniajagc enzym [64].
Najnowsze badania dotyczace mechanizmu proteolizy wskazujg rowniez na mozliwos¢,
1z pobliska reszta lizyny (Lys33) dziata jako akceptor protonu, tworzac z resztg Thrl oraz
Asp/Glul7 triade katalityczng. Asp170° jest wowczas stabilizowany w odpowiedniej
pozycji przez Lys33NH,, a grupa ThrINHs3" bierze udzial w tworzeniu wigzania
wodorowego z atomem azotu wigzania peptydowego. Ostatecznie w zaproponowanym
mechanizmie czasteczka wody jest deprotonowana przez N-koniec Thrl, dzigki czemu

mozliwy jest atak nukleofilowy na karbonylowy atom we¢gla w kompleksie acyl-enzym
[60].
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Rysunek 6. Mechanizm autokatalityczny oraz proteolityczny proteasomu 20S. A) Przedstawienie
gtéwnych krokow prowadzacych do uzyskania aktywnej formy podjednostki . B) Mechanizm
prowadzacy do hydrolizy wigzania peptydowego substratu przez N-koncowa reszte Thrl [5].
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4. Regulatory aktywnosci proteasomu

4.1. Regulator 19S

Aby zapobiec niekontrolowanej degradacji proteolitycznej aktywnos$¢ proteasomu musi
by¢ doktadnie regulowana poprzez: zmian¢ na poziomie ekspresji podjednostek,
modyfikacje potranslacyjne oraz zmiany w skladzie proteasomu, a takze przylaczenie
naturalnych aktywatoréw. Dotychczas zidentyfikowano kilka biatkowych aktywatorow
proteasomu; niektore z nich sg zalezne od ATP i ubikwityny, a inne dziatajg niezaleznie
od tych czasteczek. Aktywatory wplywaja na konformacje tworzacych brame

podjednostek o, co prowadzi do otrzymania otwartej formy proteasomu [1].

Wséréd dotychezas znanych aktywatoréow proteasomu, 19S/PA700 jest najbardziej
ztozonym  makroczasteczkowym  tworem. Jego funkcja jest rozpoznanie
ubikwitynowanych bialek, usuniecie tanhcuchow ubikwityny, rozwinigcie substratu oraz
otworzenie pierscienia o proteasomu. Jedna lub dwie czasteczki regulatora 19S moga
przytaczy¢ si¢ do proteasomu, tworzac proteasom 26S. Regulator 19S sklada si¢ z co
najmniej 19 podjednostek kanonicznych, ktére mozna podzieli¢ na dwa subkompleksy:
podstawe oraz wieko. W podstawie znajduje si¢ 10 podjednostek; sze$s¢ podjednostek
posiadajacych aktywnos$¢ ATPaz (Rpt 1-6) oraz cztery nie-ATPazowe podjednostki Rpn:
Rpnl, Rpn2, Rpn10, Rpn13. Pozostate dziewie¢ podjednostek: Rpn3, RpnS, Rpn6, Rpn7,
Rpn9, Rpnll, Seml tworzy pokrywe (Rysunek 7) [65], [66]. Oba subkompleksy
zawieraj biatka o masie czasteczkowej od 10 do 110 kDa. Gtoéwna funkcja pokrywy 19S
jest deubiwitynacja przechwyconych substratéw. Aby doszto do rozpoczgcia
deubikwitynacji konieczne jest rozpoznanie substratu przez podjednostki Rpnl, Rpnl0,
Rpnll lub Rpnl3 regulatora 19S, zawierajace na swojej powierzchni miejsca wigzace
ubikwityn¢ oraz biatka jej pokrewne (UBL). Nastgpnie metaloizopeptydaza Rpn 11
rozszczepia tancuch poliubikwityny poprzez hydroliz¢ wigzania izopeptydowego
pomiedzy lizyng substratu a C-koncem pierwszej ubikwityny [67]. Ponadto w komdrkach
ssakow wystepuja dwa zwigzane z proteasomem enzymy DUB: Uspl4 jest zwigzany
z Rpnl 1 wigze drugi z enzymoéw, Uch37, z Rpn2 poprzez Rpnl3 [68], [69]. Podstawe
19S tworzy heksameryczny zbidr podjednostek Rpt 1-6, ktory oddziatuje bezposrednio
z pierScieniem o proteasomu. Odpowiedzialny jest przede wszystkim za rozwijanie
substratu oraz jego translokacj¢ do proteasomu 20S. Dodatkowo reguluje otwieranie

bramy proteasomu poprzez zakotwiczenie C-koncowych fragmentéw podjednostek Rpt
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w kieszeniach proteasomu znajdujacych si¢ miedzy podjednostkami a. Pozostate
podjednostki, do ktorych naleza receptory ubikwityny, deubikwitylazy oraz biatka
rusztowania, czesciowo otaczajg heksamer Rptl-6. Interakcja pomigdzy podjednostkami
posiadajagcymi aktywno$¢ ATPaz oraz podjednostkami nie posiadajagcymi takich
wlasciwosci pomaga sprawnie potaczy¢ procesy rozpoznawania ubikwitynowanego
substratu, jego przetwarzania, rozfaldowywania oraz transportu do wnetrza proteasomu

[70], [71], [72].

Rpt1-6 OB-ring

Rpt1-6 AAA-ring

HbYX tail

Label Subunit function
Ub/Ub-shuttle receptor
Deubiquitinase
ATPase motor

Rysunek 7. Wyznaczona metoda mikroskopii krioelektronowej (krio-EM) struktura ludzkiego
proteasomu 26S z przylaczong pojedyncza czasteczka regulatora 19S. Struktura jest pokazana
w trzech orientacjach obroconych wzgledem siebie o kat 90° [68].

4.1.1. Mechanizm aktywacji proteasomu przez 198

C-koncowy motyw HbYX, skladajacy si¢ z hydrofobowej reszty aminokwasowej,
tyrozyny oraz dowolnej reszty aminokwasowej, jest kluczowy dla mechanizmu aktywacji
proteasomu. W$rdd podjednostek Rpt regulatora 19S taki motyw posiadaja: Rpt2, Rpt3,
Rpt5. Wystepuje on tez w innych biatkach aktywujacych proteasom, np. Bim10, PA200
[73]. Pierwsze przeprowadzone badania strukturalne i1 biochemiczne przy uzyciu
kompleksu proteasomu z PAN, ktory jest wystepujacym u archeonéw homologiem 198,
wykazaly, ze zadokowanie motywu HbYX powoduje otwarcie bramy proteasomu.
Udowodnity tez istotno$¢ reszty hydrofobowej oraz przedostatniej tyrozyny dla
mechanizmu aktywacji. W eksperymencie tym koncowy aminokwas miat pewien stopien

zmiennosci 1 jego tancuch boczny nie odgrywat zadnej roli w mechanizmie [74].

Kolejne wyniki badan dynamiki 26S pozwalajg na stopniowo coraz lepsze rozumienie

procesu rozpoznawania substratu, jego rozwijania 1 translokacji do komory katalityczne;.
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Wyjasnienie przebiegu procesu otwierania bramy proteasomu po przylaczeniu do niego
regulatora 198 stalo si¢ mozliwe dzigki zaobserwowaniu za pomoca techniki krio-EM
siedmiu roznych stanoéw, przedstawiajagcych zmiany konformacyjne zachodzace na styku
powierzchni regulatora 19S z proteasomem 20S (Rysunek 8) [75], [76], [77]. Te nowe
dane sugeruja, ze Rpt3 dziala jak kotwica dla podstawy regulatora 19S, poniewaz posiada
silne wigzania wodorowe w wielu punktach wzdhuz powierzchni styku podjednostki oo

z a1. Takg samg dynamike wykazuje podjednostka Rpt5.

Rpt Rpt3

L27

Rpt6

R17

L76

G75

Rysunek 8. Sugerowane interakcje miedzy fragmentami C-koncow podstawy regulatora 19S
z jednostkami o proteasomu 20S, w stanie otwartej bramy proteasomu. Schemat przedstawia
migjsca zakotwiczenia fragmentu danej podjednostki Rpt. Kolory schematu sa skoordynowane
kolorystycznie z przedstawionym obrazem struktury krystalicznej [73].

Jednak podjednostki pozbawione motywu HbYX rowniez moga wigza¢ si¢ do
proteasomu. Rptl najprawdopodobniej w sposéb podobny jak Rpt2, 3 oraz 5, wigze si¢
z resztami aminokwasowymi w centralnej czesci podjednostki a4, tworzac mostek solny
z resztg Glu26 oraz wigzanie wodorowe z resztg Leu27 [78]. Podjednostka Rpt6 posiada
niewielkie oddzialywania hydrofobowe z podjednostka a» oraz wigksze z podjednostka
a3. Zauwazono tez, ze zakotwiczenie pigciu C-koncdéw podjednostek Rpt w kieszeniach

znajdujacych si¢ pomiedzy podjednostkami a umozliwia uzyskanie stabilnej, otwartej
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konformacji  proteasomu Impulsem do wszystkich zmian konformacyjnych,
prowadzacych do otwarcia bramy i wniknigcia substratu do wnetrza proteasomu 208, jest

energia pochodzaca z hydrolizy ATP przez podjednostki Rpt (Rysunek 9) [79].

O Rptl
O Rpt2
©Rpt3
© Rpt5
O Rpt6

Rysunek 9. Schematyczne przedstawienie wigzania C-koncowych fragmentéw podjednostek Rpt
do kieszeni proteasomu 20S w siedmiu konformacjach, ktére proteasom przyjmuje po zwigzaniu
substratu biatkowego. Ea: (przed rozpoznaniem ubikwityny), Ea> (po rozpoznaniu ubikwityny),
Eg (deubikwitynacja), Eci oraz Ec; (inicjacja translokacji substratu), Epi oraz Ep, (translokacja)
[74], [75].

W zamknigtej konformacji proteasomu brame zamykajaca dostgp do wnetrza kanatu
katalitycznego tworza ulozone poziomo N-konce podjednostek oo, a3 oraz o4, a N-konce
podjednostek a1 as zwrocone sg w kierunku pierscienia ATPaz. W momencie gdy trzy
podjednostki Rpt przylaczaja si¢ do proteasomu, takze te blokujace brameg N-konce

zwracaja si¢ w kierunku podstawy regulatora [80], [81].

4.2. Regulator 11S

Regulator 11S (znany rowniez jako REG lub PA28 (PA26 w T. brucei)) bierze udziat
w procesach zwigzanych z odpornoscia immunologiczng [82], [83]. W eukariontach
wystepuja trzy izoformy podjednostek regulatora 11S, okres$lane jako a, B 1 .
Podjednostki o 1 B tworza heteroheptamer, ktory wystepuje gtownie w cytoplazmie,
podczas gdy izoforma PA28y jest homoheptamerem 1 wystepuje w jadrze komorkowym
[83]. Homomeryczna izoforma PA28a jest niestabilna, ale moze powstawac in vitro,
podczas gdy PA28B nie ma takiej mozliwosci [84], [85]. Srednica podstawy regulatora
11S wynosi okoto 90 A, a jego wysoko$é wynosi okoto 60A. Regulatory 118 s3 zdolne
do wigzania z zewngetrznymi pierscieniami o proteasomu 20S 1 moga wplywac na jego
wlasciwosci degradacyjne (Rysunek 10). Kompleks 11S-20S dziata niezaleznie od ATP
1jest zdolny do degradacji jedynie rozfatldowanych i wewnetrznie nieuporzadkowanych

bialek [86]. Zwigzanie regulatora 11S przyspiesza okoto 2-krotnie hydroliz¢ zachodzaca
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w podjednostce B2 oraz 50-krotnie hydroliz¢ zachodzaca w podjednostkach Bi1 1 s [87],
[88]. Izoforma PA28y aktywuje tylko podjednostke B» [84] Wigzanie PA28 zmienia

konformacje proteasomu, czynigc go bardziej skutecznym w aktywnosci katalityczne;.

Top View

Side View
: P 4 “‘5‘

Rysunek 10. Aktywator 11S. A) Aktywator 11S z monomerami oznaczonymi réznymi kolorami.
B) Widok z goéry drozdzowego kompleksu 11S-20S-11S. C) Widok z boku drozdzowego
kompleksu 11S-20S-11S. W czerwonym obramowaniu powiekszenie ilustrujgce oddziatywanie
11S-20S. Fioletowe reszty ilustruja konserwatywng sekwencje w podjednostce o proteasomu:
Tyr8, Asp9, Prol7, Tyr26, oddziatujaca z podjednostka 11S (z6tty kolor). Petla aktywacyjna 11S
zostata przedstawiona w czerwonym kolorze [73].
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4.2.1. Mechanizm aktywacji proteasomu przez regulator 11S

Mechanizm aktywacji proteasomu 20S przez regulator 11S zostal wyjasniony na
podstawie kompleksu PA26 (wersja ludzkiego REG28 w T. brucei) z proteasomem S.
cerevisiae [89], [90]Joraz Thermoplasma acidophilum [91]. Reszty C-koncowe
poszczegbdlnych monomerdéw PA26 tworzg liczne wigzania wodorowe z podjednostkami
a oraz mostki solne migdzy C-koncowgq resztg tyrozyny a Lys66 w podjednostkach a.
Aktywator 11S nie posiada motywu HbY X na C-koncu sekwencji. Wykorzystuje swoj C-
koniec jedynie do dokowania w kieszeniach mi¢dzy podjednostkami o proteasomu,
jednakze jest to niewystarczajace aby wywotaé otwarcie bramy prowadzacej do miejsc
aktywnych. Kluczowe dla otwierania bramy oddziatywania zapewniane sg przez petle
aktywng o sekwencji: SGEKSGSGGAPTPI [92]. Na skutek oddzialywania petli
aktywnej aktywatora nastgpuje przesunigcie reszty Prol7 w kazdej podjednostce a0 0,5-
3,5 A. Te niewielkie ruchy kazdej podjednostki indukuja otwieranie bramy proteasomu.
Zidentyfikowano cztery konserwatywne reszty jako kluczowe dla wigzania i stabilizacji
formy otwartej: Tyr8, Asp9, Prol7 oraz Tyr26. Zaobserwowano zmniejszenie stopnia
degradacji w zmutowanych proteasomach archeonéw z modyfikacjami ktorejkolwiek
z wymienionych reszt [89], [93]. U drozdzy te cztery konserwatywne reszty s obecne
w kazdej podjednostce a. Jednakze analiza ostatnich struktur krystalicznych ludzkiego
proteasomu 20S pokazuje, ze dwie podjednostki, al oraz a2, nie posiadaja tej kluczowe;j
sekwencji reszt aminokwasowych. Cztery podjednostki (a3, o4, aS5, a6) posiadaja
prawidtowo zachowany motyw, tj. Tyr8, Asp9, nastepnie osiem aminokwasow do reszty
Prol7, potem kolejne 9 aminokwaséw do reszty Tyr26. Natomiast podjednostka o7
posiada cztery kluczowe reszty aminokwasowe, ale w innym ukladzie przestrzennym

[79].

4.3. Aktywator PA200

Mechanizm aktywacji proteasomu 20S przez regulator 11S zostal wyjasniony na
podstawie kompleksu PA26 (wersja ludzkiego REG28 w 1. brucei) z proteasomem S.
cerevisiae [89], [90]Joraz Thermoplasma acidophilum [91]. Reszty C-koncowe
poszczegbdlnych monomeréw PA26 tworzg liczne wigzania wodorowe z podjednostkami
a oraz mostki solne migdzy C-koncowa reszta tyrozyny a Lys66 w podjednostkach a.
Aktywator 118 nie posiada motywu HbY X na C-koncu sekwencji. Wykorzystuje swoj C-

koniec jedynie do dokowania w kieszeniach migdzy podjednostkami o proteasomu,
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jednakze jest to niewystarczajace, aby wywota¢ otwarcie bramy prowadzacej do miejsc
aktywnych. Kluczowe dla otwierania bramy oddziatywania zapewniane sg przez petle
aktywng o sekwencji: SGEKSGSGGAPTPI [92]. Na skutek oddzialywania petli
aktywnej aktywatora nastepuje przesunigcie reszty Prol7 w kazdej podjednostce o
o 0,5-3,5 A. Te niewielkie ruchy kazdej podjednostki indukuja otwieranie bramy
proteasomu. Zidentyfikowano cztery konserwatywne reszty jako kluczowe dla wigzania
1 stabilizacji formy otwartej: Tyr8, Asp9, Prol7 oraz Tyr26. Zaobserwowano
zmniejszenie stopnia degradacji w zmutowanych proteasomach archeonow
z modyfikacjami ktorejkolwiek z wymienionych reszt [89], [93]. U drozdzy te cztery
konserwatywne reszty sg obecne w kazdej podjednostce a. Jednakze analiza ostatnich
struktur krystalicznych ludzkiego proteasomu 20S pokazuje, ze dwie podjednostki, al
oraz 02, nie posiadaja tej kluczowej sekwencji reszt aminokwasowych. Cztery
podjednostki (a3, a4, a5, a6) posiadaja prawidlowo zachowany motyw, tj. Tyr8, Asp9,
nastgpnie osiem aminokwasow do reszty Prol7, potem kolejne 9 aminokwaséw do reszty
Tyr26. Natomiast podjednostka a7 posiada cztery kluczowe reszty aminokwasowe, ale

w innym ukladzie przestrzennym [79].

Regulator proteasomu PA200 jest bialkiem o masie czasteczkowej 200 kDa,
wystepujacym wylacznie w jadrze komoérkowym. Swoim ksztaltem przypomina
asymetryczng kopute ($rednica 100 A, wysokosé okoto 60 A), ktéra moze sie wigzaé do
jednego lub dwoch pierscieni a. W odrdznieniu od innych regulatoréw proteasomu,
PA200 ma struktur¢ monomeryczng [94] 1 wystepuje szczeg6lnie obficie w jadrach.
Myszy z niedoborem PA200 sa zdolne do zycia oraz nie wykazuja Zadnych
nieprawidtowosci oprocz zmniejszenia meskiej ptodnosci, co sugeruje wazna rolg PA200
podczas spermatogenezy [95]. Niedawno przeprowadzone badania wykazaty, ze poziom
PA200 wzrasta w tkankach nowotworowych, a jego ekspresja w niedrobnokomorkowym
raku phluc odgrywa role przeciwzapalng [96]. Po ekspozycji na promieniowanie
jonizujace oraz H>02 hybrydowy proteasom, z dotaczonym regulatorem 19S oraz PA200,
gromadzi si¢ na chromatynie, co sugeruje ze moze odgrywac rolg w naprawie peknigé

podwajnej helisy [97].

4.3.1. Mechanizm aktywacji proteasomu przez PA200

Jedna ze struktur krystalicznych wskazuje, ze wigzanie PA200 z proteasomem 20S

odbywa si¢ za posrednictwem struktury, ktora zawiera kilka powtorzen HEAT (ang.
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Huntingtin-elongation factor 3 - PR65/A subunit of PP2A - lipid kinase TOR). Sa to
domeny o-helikalne sktadajace si¢ z okoto 50 reszt aminokwasowych, ktére tacza sie
tworzac wydtuzong superhelis¢ o wysokim stopniu elastycznosci. Takie dwie potaczone
helisy tworza podstawowg jednostke powtdérzen HEAT. Ze wzgledu na ich wklesta
forme, powtorzenia te tworzg dwuwarstwowa kopute umieszczong nad powierzchnig
proteasomu, stykajacg si¢ prawie z kazda podjednostka o, z wyjatkiem o7 [98]. Brak
interakcji podjednostki a7 z aktywatorem powoduje, iz w miejscu tym pozostaje wolna
przestrzen, umozliwiajac dostep do kanatu katalitycznego znajdujacego si¢ pod spodem
[94]. PA200 wykorzystuje C-koncowy motyw YYA (tyrozyna-tyrozyna-alanina)
do indukowania re-aranzacji podjednostek o proteasomu 20S. Te zmiany powoduja
czgsciowe otwarcie bramy proteasomu, ulatwiajac wejscie substratow i/lub wyjscie
produktow trawienia. Co wigcej, ostatnie dane strukturalne wykazaty, ze PA200 posiada
dwa otwory otoczone skupiskami dodatnio naladowanych aminokwasow, ktore
prawdopodobnie moga bra¢ udzial w kontroli dostepu do kanatu katalitycznego

w kompleksie PA200-20S [99].

Kolejna struktura ludzkiego PA200 zostata opublikowana pod koniec 2019 roku. Analiza
krio-EM o wysokiej rozdzielczos$ci kompleksu PA200-20S wykazata podobng strukture
kopuly jak poprzednio, sktadajaca si¢ gtéwnie z helikalnych powtérzen owijajacych sig
spiralnie nad pierscieniem o proteasomu. PA200 jest zakotwiczony w dwoéch punktach
proteasomu: w poblizu kieszeni pomigdzy podjednostkami os 1 as oraz pomiedzy
podjednostkami a1 1 o2 Po zwigzaniu PA200 podjednostki as-a; przemiescily si¢
w kierunku wewnetrznej powierzchni PA200, podczas gdy oz uleglta przesunieciu
w sposOb powodujacy szersze otwarcie pierscienia o. Te zmiany w podjednostkach o
wptynely allosterycznie na podjednostki [ posiadajace aktywnos$¢ katalityczna,
powodujac poszerzenie kieszeni substratowe] [2, natomiast zmniejszenie kieszeni
substratowej B1 oraz Ps. Zwigzany jest z tym wzrost aktywnosci trypsynopodobnej oraz
spadek aktywnosci chymotrypsynopodobnej i kaspazopodobnej [100]. Kolejna struktura
krio-EM kompleksu PA200-20S zostata opublikowana w 2020 roku (Rysunek 11). Tutaj

rowniez PA200 znajduje si¢ bezposrednio na pierscieniach a proteasomu 20S [99].
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Rysunek 11. Struktura PA200. A) Og6lny widok ztozonej struktury PA200-20S-PA200, B) Widok
z gory PA200 z przylaczonymi dwiema ujemnie naladowanymi czasteczkami, C) 5,6[PP]2-InsP4
(tetrakisfosforanem (5,6)-bisdifosfoinozytolu i D) InsP6 (heksakisfosforanem inozytolu) [93].

Wysoka rozdzielczo§¢ komplekséw ujawnila dwa dodatnio naladowane miejsca na
zewnatrz PA200, ktére tworzyty potencjalne bramy umozliwiajace dostep substratow
do proteasomu. Jednak kanaly te byly wypelnione przez dwie ujemnie natadowane
gestosci:  5,6[PP]2-InsP4  ((5,6)-tetrakisfosforan  bisdifosfoinozytolu) 1 InsP6
(heksakisfosforan inozytolu). W poprzednich strukturach InsP6 byl zaangazowany
w faldowanie oraz stabilizacje struktury [101], [102]. Niewiele jednak wiadomo na temat
roli InsP4 [100]. Niestety, obecnie nie ma struktury PA200 bez obecnosci tych czastek.
Powyzsze dane strukturalne wskazuja, iz wigzanie PA200 moze: zwickszy¢ selektywnos¢
w kierunku ujemnie naladowanych substratow oraz blokowaé przedostawanie si¢

do kanatu katalitycznego duzych i dodatnio natadowanych substratow [103].

4.4. BlmlO

BIm10 jest unikalnym regulatorem, ktory bierze udzial w procesie powstawania oraz
dojrzewania proteasomu. Moze by¢ zwigzany samodzielnie z proteasomem lub
w kompleksach hybrydowych z pozostatymi regulatorami aktywno$ci. BIm10 jest
drozdzowym odpowiednikiem PA200 i wykazuje z nim 20% zgodnosci sekwencyjnej. To

pojedynczy polipeptyd o masie okoto 240 kDa. Kompleks Blm10-20S bierze udziat

35



w degradacji krotkich peptydow oraz nieustrukturyzowanych, nie wymagajacych
ubikwitynacji biatek, takich jak biatko Tau [104]. Blm10 stymuluje degradacje¢ histonow
oraz biatek mitochondrialnych, jego obecnos¢ jest konieczna w procesie spermatogenezy
1 naprawy DNA[105], [106], [107]. Wykazano, ze Blm10 moze wigza¢ acetylowane
histony w celu umozliwienia ich degradacji przez kompleks Blm10-20S [108], [109].

Rysunek 12. Blm10. A) Kompleks proteasomu 20S z Blm10, rzut z boku. B) Mapa gestosci
elektronowej dla przedostatniej tyrozyny Blm10 (Tyr2142) i otaczajacych ja reszt z podjednostek
a. C) Nalozone na siebie ostatnie trzy reszty PA26 (zielone) i Blm10 (czerwone) z kompleksoéw
tych biatek z proteasomem. Reszta Tyr2142 aktywatora Blm10 stabilizuje otwarta brame
proteasomu przez wigzanie wodorowe z atomem tlenu Glyl9 as, natomiast PA26 - poprzez
wigzania wodorowe petli aktywacyjnej z resztag Glu102 [102].

4.4.1. Mechanizm aktywacji proteasomu przez Blm10

BIm10 zawiera motyw HbYX na swoim C-koncu, ktéry pozwala mu zwigzaé si¢
z pierScieniem o proteasomu. Poniewaz Blm10, podobnie jak PA200, jest biatkiem
monomerycznym, wigzanie to zachodzi tylko w jednej kieszeni pomigdzy
podjednostkami enzymu, w kieszeni as-as [110]. Reszta Lys66 podjednostki o tworzy
mostek solny z C-koncowa grupa karboksylowa Blm10. Z kolei atom tlenu Glyl9
z podjednostki as tworzy wigzanie wodorowe z grupa hydroksylowag przedostatniej
tyrozyny aktywatora (Rysunek 12). W ten sposob stabilizowane jest utozenie reszty Prol7
w takiej samej konformacji jak w kompleksie 20S-PA26. Jednakze PA26 stabilizuje
pozycje Prol7 we wszystkich podjednostkach, podczas gdy Blm10 tylko w jednej z nich,

co prowadzi do czesciowo otwartej bramy [111].
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4.5. Aktywacja proteasomu przez motyw HbYX

Wiele biatek wigzacych proteasom posiada motyw C-koncowy HbY X, odpowiedzialny
za wigzanie aktywatorow z czastkg rdzeniowg 20S. Syntezowane sg réwniez zwiazki,
ktore posiadajac taki motyw sg w stanie wigzaé si¢ z proteasomem. Zaobserwowano, iz
motyw HbYX wigze si¢ bardzo podobnie w kieszeniach proteasomu réznych
organizméw (ludzkiego, drozdzowego oraz archeonow): 1) C-koncowy grupa
karboksylowa skierowana jest w kierunku lizyny (Lys66 w archeonach), tworzac
wigzanie jonowe, 2) grupa hydroksylowa przedostatniej tyrozyny taczy si¢ z grupa
karbonylowa Gly19 i jest zorientowana w stron¢ proliny (zlokalizowanej w podstawie
bramy), 3) grupa hydrofobowa (Hb) styka si¢ z kieszenig hydrofobowa w sasiedniej
podjednostce a (Rysunek 13a). W ostatnim czasie zsyntezowano mimetyk peptydowy
ZYA (Z — karboksybenzyl), ktory aktywuje proteasom okoto 10-krotnie w stezeniu 2,5
mM. Grupa Z na N-koncu nasladuje grupe Hb, eliminujac N-koncowy tadunek. ZYA
zadokowano w kieszeni os-os ludzkiego proteasomu, w ktorej wigze si¢ HbYX Rpt5
(Rysunek 13b). Struktur¢ modulatora zmodyfikowano wprowadzajac reszty kwasowe
w miejsce alaniny. ZYE oraz ZYD nie aktywowaty jednak proteasomu. Réwniez analogi
zawierajace proling (ZYP) oraz grupe polarng (ZYQ) utracity zdolno$¢ do stymulacji
proteasomu. Aby potwierdzi¢ istotnos¢ grupy karboksylowej w wigzaniu, zsyntezowano
analog z zablokowana grupa karboksylowa na C-koncu, co tez zniosto aktywnos¢.
Rozwazono tez znaczenie mostkowania kieszeni proteasomu przez ZYA, tj. wigzania
Gly19 w jednej podjednostce i Lys66 sasiadujacej podjednostki. W tym celu dodano
grupe¢ nitrowg lub fosfonowg do grupy hydroksylowej tyrozyny; zaden z analogdéw nie
aktywowatl 20S, co potwierdza, iz dlugos¢ mostka spinajacego podjednostki o musi
odpowiada¢ odleglosci pomiedzy grupa hydroksylowa tyrozyny a C-kofhcem ZYA [112].
Istotnos$¢ tego C-koncowego motywu w aktywacji proteasomu potwierdza tez fakt, iz
wprowadzenie motywu HbY X do sekwencji peptydu PR11, ktéry w natywnej formie jest
allosterycznym inhibitorem proteasomu, spowodowato przeksztatlcenie zwigzku

w aktywator [113].
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Rysunek 13. a) Reszty konserwatywne w kieszeni miedzy podjednostkami a proteasomu 20S z T
acidophilum, oddziatujace z motywem HbY X. b) ZYA zadokowany w kieszeni as-os h20S.

Motyw HbYX wystepuje takze w biatkach Pbal/Pba2. Sa one heterodimerycznymi
biatkami opiekunczymi w procesie sktadania proteasomu. Uwaza si¢, ze jedng z ich
funkcji jest zapobieganie zarowno przedwczesnej aktywacji proteasomu przez 1985, jak
i nieproduktywnej dimeryzacji pierscieni o [114]. Motywy HbYX chaperonow
Pbal/Pba2 wiaza si¢ z proteasomem w taki sam sposob jak Blm10, wbudowujac si¢
do kieszeni miedzy podjednostkami a [115] (Rysunek 14a). Reszta Glu222 i Asp172
w Pbal sg $cisle powigzane z parg Pro17/Tyr8 podjednostki as. Ponadto Tyr275 z motywu
HbYX Pbal tworzy wigzania wodorowe z Gly19 podjednostki a5, co prawdopodobnie
stabilizuje pozycj¢ reszty Prol7 [114]. Pba2 wigze si¢ z kieszenig as-07 1 tworzy mostek
solny z Lys65 a7. Jednak utoZenie pozostatych C-koncowych reszt aminokwasowych jest
inne niz w BIm10 oraz Pbal. Odrgbne konformacje HbYX mozna wyjasni¢ rdznicami
w sekwencjach aminokwasowych. Jedng z nich wida¢ pomiedzy strukturalnie
rownowaznymi resztami Pbal Gly268 1 Pba2 Phe262, poniewaz duzy lancuch boczny
Phe262 zapobiega przyjeciu przez tyrozyne z motywu HbYX kanonicznej konformacji
[116] (Rysunek 14b). Mimo iz Pbal/Pba2 oddzialuja z wewnetrzng czeécig bramy,
zaklocajac interakcje istotne dla utrzymania zamknigtej konformacji proteasomu,
wyprodukowany w bakteriach rekombinowany heterodimer nie byt w stanie aktywowac
dojrzatego drozdzowego proteasomu w badaniach in vitro. Dzieje si¢ tak
najprawdopodobniej dlatego, iz, jak wskazuje struktura otrzymana dzigki zastosowaniu

krio-EM, N-koniec Pbal zamyka kanat katalityczny proteasomu [116].
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Rysunek 14. a) Motyw HbYX Pbal oraz Blm10 oraz otaczajace je reszty aminokwasowe
proteasomu, pokazane po wyréwnaniu struktur wzgledem podjednostek . Elementy struktury i
reszty aminokwasowe BIm10 maja kolor jasnoniebieski, b) Reszty C-koncowe Pbal i Pba2
natozone na siebie. Pbal Gly-269 i Pba2 Phe-262 oznaczono odpowiednio r6zowymi i zielonymi
gwiazdkami. Przy porownaniu sekwencji reszty rownowazne strukturalnie ujeto w ramki. [116].

5. Dysfunkcje proteasomalnego systemu degradacji
bialek

5.1.  Wplyw procesow starzenia na aktywnosS¢ proteasomu

Aby organizm eukariotyczny mogl prawidtowo funkcjonowac, musi skutecznie reagowac
na czynniki zewnetrzne i wewngtrzne. Podczas starzenia zauwazalny jest postepujacy
spadek funkcjonalno$ci organizmu na wielu r6znych poziomach, zwlaszcza na poziomie
komoérkowym 1 molekularnym, zwigkszajac podatno$¢ na choroby 1 ostatecznie
powodujac $mier¢ [117]. Spadek ten jest zwigzany z tym, ze rownowaga dynamiczna
pomiedzy produkcja biatek, utrzymaniem proteomu oraz usuwaniem bialek z wiekiem
zawodzi. Z uplywem czasu gromadzi si¢ coraz wigcej znieksztalconych oraz
uszkodzonych biatek, powodujac pogorszenie stanu komorek. Istnieje dziewigé
charakterystycznych cech starzenia, ktore sa podzielone na nastgpujace kategorie:
niestabilno$¢ genomowa, zmiany epigenetyczne, S$cieranie telomerdow, dysfunkcja
mitochondriéw, zmiana w wykrywaniu sktadnikéw odzywczych, starzenie si¢ komorek,
zmiana w komunikacji miedzykomorkowej, wyczerpanie komorek macierzystych oraz
utrata proteostazy (Rysunek 15). Uposledzona proteostaza zwigzana jest z nieefektywna

degradacja bialek, co sprzyja proteotoksycznosci [118].
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Rysunek 15. Dziewig¢ cech charakterystycznych dla starzenia oraz neurodegeneracji. AD,
choroba Alzheimera; ALS, stwardnienie zanikowe boczne; AT, ataksja-teleangiektazja; HD,
choroba Huntingtona; PD choroba Parkinsona.

Liczne dane literaturowe potwierdzajg fakt, ze podczas proceséOw starzenia aktywno$¢
proteasomu moze by¢ znacznie zmniejszona, co zaobserwowano w réznych starzejacych
si¢ komorkach lub tkankach, np. fibroblastach, limfocytach lub komorkach rdzenia
kregowego. Istnieje kilka modyfikacji, ktore prawdopodobnie przyczyniaja si¢ do spadku
aktywnosci proteasomu. W jednym z badan stwierdzono, iz nieprawidlowa praca
proteasomu wynikata z zaburzen regulacji podjednostek katalitycznych kompleksu
proteasomu 20S oraz podjednostek regulatora 19S [119]. Kolejna grupa badawcza
sugerowala, ze z nieefektywng pracg proteasomu mogg by¢ zwigzane nierowne ilo$ci
podjednostek a oraz B, ograniczajac szybko$¢ tworzenia proteasomu oraz jego izoform
[120]. Oprocz tej obserwacji zauwazono rowniez nieprawidtowg ekspresje podjednostek
regulatorowych. Starzenie organizmu moze mie¢ réwniez wptyw na proces ubikwitynacji

substratow biatkowych. Udokumentowano spadek ilosci wolnej ubikwityny oraz
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obnizenie transkrypcji ligazy E3 [121]. Niedawno zaobserwowano rowniez zmniejszong
aktywnos$¢ proteasomu w starzejacych si¢ limfocytach CD4+ T, co skutkowato
zwigkszong produkcja cytokin, wadliwa proliferacja oraz zwigkszong liczba komorek
PD-1"CD44 CD4'T. Odkrycie to wskazuje, ze spadek aktywno$ci proteasomu zwigzany
jest z procesem immunosenescencji [122], nieodwracalnego, postepujacego procesu
powodujacego m.in. obnizenie liczby limfocytéw B oraz limfocytéw T — komorek uktadu
immunologicznego, ktérych funkcja w procesie starzenia ulega upos$ledzeniu [123].
W innym eksperymencie wykazano, ze indukcja NFxB byla powaznie zaktocona u oséb
starszych w porownaniu z mtodymi. Byto to spowodowane znacznym spadkiem
aktywnosci chymotrypsynopodobnej proteasomu 20S, co uniemozliwia skuteczna
degradacj¢ inhibitora NFxB - IkBa, co z kolei rowniez skutkuje uposledzeniem uktadu

odpornosciowego [124].

5.2.  Choroby neurodegeneracyjne

Neurodegeneracja zwigzana jest z utratg struktur i/lub funkcji komoérek nerwowych.
Neurony nie ulegaja tatwo regeneracji, a ich degradacja prowadzi do licznych dysfunkcji
1 niepetnosprawnosci. Jest to powolny proces, ktory moze trwac przez lata zanim pojawig
si¢ charakterystyczne objawy. Wspdlng cecha chordb neurodegeneracyjnych jest
dysfunkcja w roznych regionach osrodkowego 1 obwodowego uktadu nerwowego.
Dysfunkcja ta jest spowodowana proteotoksycznoscia wynikajacg z obecno$ci form

oligomerycznych oraz nieprawidtowo sfatdowanych biatek [79].

Choroba Alzheimera (AD) jest najpowszechniejszym zaburzeniem
neurodegeneracyjnym, cechujacym si¢ agregacja oraz nieprawidlowym fatdowaniem
biatek. Gtéwnymi objawami tej choroby s3: postgpujaca demencja, utrata pamigci oraz
zdolno$ci rozumowania. Zauwazono zmniejszong aktywno$¢ proteasomu w mozgach
pacjentow z AD w porownaniu z osobami zdrowymi. AD cechuje si¢ odktadaniem dwoch
roznych agregatow biatkowych: wewnatrzkomoérkowych splotow neurofibrylarnych oraz
zewnatrzkomorkowych blaszek starczych (amyloidow). Sploty neurofibrylarne
zbudowane sg gtéwnie z hiperfosforylowanego biatka tau zwigzanego z mikrotubulami
[125]. Ligaza ubikwitynowa CHIP promuje usuwanie biatka tau gdy nie jest ono
zwigzane z mikrotubulami, ale wigze si¢ z biatkiem opiekunczym Hsp70. CHIP
bezposrednio oddziatuje z Hsp70 promujac degradacje ubikwitynowanego biatka tau

[126]. Badania in vitro wykazaty, ze bialko tau moze by¢ tez degradowane przez
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proteasom 20S niezaleznie od ATP i ubikwityny [118], jednakze agregaty bialka tau
hamuja aktywnos$¢ proteasomu. Plytki starcze sa najczgsciej zbudowane z agregatow
amyloidu B (AB). APP to prekursor A, ktory ulega trawieniu enzymatycznemu przez 3-
1 y-sekretazy. Nieprawidlowe rozszczepienie APP powoduje powstawanie peptydow
AP40 oraz AP42, wykazujacych silng tendencje do agregacji. AP z tatwoscia tworza
formy od oligomeréw do fibryli ze wzgledu na hydrofobowy oraz wysoko fibrylogenny
fancuch peptydowy. Akumulacja AP przyczynia si¢ do obnizenia aktywnos$ci proteasomu
[127]. Przeprowadzono badania, ktore pokazujg, ze AP przyjmuje trojwymiarowa
konformacje, ktora jest w stanie uposledza¢ zalezng od ubikwityny i niezalezng od
ubikwityny funkcje proteasomu. Powstate oligomery posiadaja unikalne sekwencje
pierwszorzgdowe, ktore upo$ledzaja proteasom poprzez allosteryczng stabilizacje
konformacji z zamknigta bramka czastki rdzeniowej 20S, blokujac w ten sposdb
degradacj¢ biatek. Toksyczne oligomery specyficznie uposledzaja otwarcie bramki
zalezne od motywu HbYX, poniewaz podjednostki a zwigzane z oligomerami nie sg
w stanie przej$¢ zmian konformacyjnych wymaganych do otwarcia bramki [128]. Procz
hipotezy tau (akumulacja hiperfosforylowanego biatka tau) oraz hipotezy amyloidowej
(tworzenie zlogdw B-amyloidu) w etiologii choroby Alzheimera wymieniana jest rowniez
hipoteza cholinergiczna, zwigzana ze zmniejszong syntezg acetylocholiny. Kolejnymi
czynnikami, ktore moga odgrywac istotng role w chorobie AD jest obecnos¢ genu
apolipoproteiny E (ApoE4), stres oksydacyjny, ekscytotoksycznos$¢, cukrzyca typu 2

1 wiele innych.

Choroba Parkinsona (PD) jest neurodegeneracyjnym zaburzeniem ruchowym. Typowe
objawy to: bradykinezja, sztywno$¢ migsni 1 niekontrolowane drzenia. PD cechuje si¢
nagromadzeniem cial Lewy’ego w neuronach dopaminergicznych oraz utrata neurondéw
dopaminergicznych w czgs$ci zbitej istoty czarnej. Ciala Lewy’ego zbudowane sg gtownie
z a-synukleiny, parkiny (ligazy E3), ubikwityny oraz innych biatek zwigzanych z UPS.
Aby odkry¢ rolg proteasomu opracowano model szczurzy tej choroby, traktujac zwierzgta
inhibitorami proteasomu [129]. Szczury te wykazywaty objawy PD, czyli bradykinezje
oraz drzenie. W neuronach dopaminergicznych zaobserwowano inkluzje zawierajace o-
synukleing oraz ubikwityne [130]. Natywna o-synukleina wystgpuje w mozgu,
w presynaptycznych zakonczeniach neurondw. Bialko to sktada si¢ z okoto 140 reszt
aminokwasowych 1 w fizjologicznym pH ma gléwnie nieuporzadkowang strukture. o-

Synukleina bierze udziat w istotnych interakcjach z tubuling, pelnigc funkcje tacznika,

42



blokuje transport bialek z retikulum endoplazmatycznego do aparatu Golgiego. W stanie
fizjologicznym a-synukleina jest dobrze rozpuszczalna i moze ulega¢ degradacji przez
proteasom w sposob zalezny oraz niezalezny od ubikwityny, zapewniajac w ten sposob
przezywalno$¢ neuronéw. W chorobie Parkinsona a-synukleina moze przeksztalci¢ si¢
wrozne konformacje, w tym oligomery (konformacje rozpuszczalne) i fibryle
(konformacje nierozpuszczalne). Formy te moga hamowaé funkcje proteasomu, co
przyczynia si¢ do wzmozonej akumulacji biatek, w tym takze amyloidogennej o-
synukleiny [131]. U 0so6b cierpigcych na PD zauwazalna jest, gtbwnie w istocie czarnej,
utrata podjednostek o proteasomu w neuronach dopaminergicznych oraz zmniejszenie
aktywno$ci wszystkich trzech peptydaz [132]. Wykonano réwniez eksperymenty
dowodzace, iz nadekspresja oa-synukleiny prowadzi do uposledzenia katalitycznych
funkcji proteasomu 268S. Jest to spowodowane akumulacja a-synukleiny fosforylowanej
w Serl29, co poprzedza degeneracj¢ neuronéw dopaminergicznych oraz wystapienie
deficytow motorycznych [133]. W patogenezie PD procz mutacji i agregacji a-synukleiny
wymienia si¢ dysfunkcje mitochondriow, stres oksydacyjny 1 zaburzenia

w funkcjonowaniu uktadu proteasomalnego i lizosomalnego [79].

Choroba Huntingtona (HD) jest zaburzeniem z grupy choréb poliglutaminowych. Jest to
choroba autosomalna, ktora uposledza koordynacje migsniowa i prowadzi do pogorszenia
funkcji poznawczych 1 psychozy. Selektywna neurodegeneracja wystgpuje w prazkowiu
mozgu. Choroba spowodowana jest ekspansja regionu powtorzen trypletowych CAG
w genie huntingtyny, co przeklada si¢ na odcinek poliglutaminowy w N-koncu biatka,
powodujac tworzenie oraz agregacj¢ fibryli [134]. Inkluzje huntingtyny zawieraja biatka
opiekuncze, skladniki proteasomu oraz ubikwitynowane biatka. W modelach
komoérkowych HD zwiekszona ekspresja PA28y poprawia przezywalno$¢ komorek.
Ektopowa ekspresja PSMD11/Rpn6 w modelu C. elegans tagodzi objawy choroby [135].
Doktadne mechanizmy toksyczno$ci prowadzacej do $mierci neuronéw pozostaja jednak
niewyjasnione, aczkolwiek uznaje si¢, ze ogodlne uposledzenie funkcji proteasomu
powoduje zaburzenie proteostazy 1 $mier¢ komorkowa. Badanie in vitro sugerowalo, ze
proteasom nie jest w stanie rozszczepia¢ wigzania peptydowego w obrebie ditugich
odcinkow poliglutaminowych, a te niedegradowalne sekwencje moga zaktdcaé jego prace

[136].

43



6. Powstrzymywanie neurodegeneracji poprzez
aktywacje proteasomu

6.1. Bezposrednia aktywacja proteasomu

Szacuje sie¢, ze 6 miliondw Amerykanow powyzej 65 roku zycia cierpi na chorobe
Alzheimera, a 1 milion cierpi na chorob¢ Parkinsona. Wraz ze starzeniem si¢
spoteczenstwa prognozowany jest wzrost zachorowalnosci. Pomimo narastajacego
problemu, na rynku farmaceutycznym brakuje lekow, ktore moglyby spowolni¢ postep
chorob neurodegeneracyjnych. Obecnie istnieje jeden lek zatwierdzony przez FDA
do stosowania w leczeniu choroby Alzheimera — donanemab. W przypadku PD Zaden lek
nie zostat oficjalnie zatwierdzony przez FDA. Jednym z potencjalnych oraz obiecujacych
podej$¢ terapeutycznych jest zastosowanie egzogennych aktywatoréw proteasomu,
takich jak mate czasteczki lub peptydy, ktore sa zdolne do bezposredniej aktywacji
proteasomu poprzez indukowanie konformacji z otwarta bramg proteasomu,

umozliwiajacej dostep substratéw biatkowych do kanatu katalitycznego [137].

Wsérdéd matoczasteczkowych aktywatoréw jedng podgrupe stanowiag zwigzki, ktdre
zachowuja si¢ jak detergenty. Dodecylosiarczan sodu (SDS) byl pierwszym opisanym
aktywatorem proteasomu 20S. Stymulowal on 20-krotnie powyzej linii bazowej
hydroliz¢ fluorogennego substratu Suc-LLVY-AMC, specyficznego dla peptydazy
chymotrypsynopodobnej. Taki efekt mozna bylo jednak zaobserwowa¢ tylko powyzej
krytycznego micelarnego stezenia SDS, co sugeruje iz prawdopodobnym mechanizmem
oddzialywania na proteasom jest dziatanie podobne do detergentu. Uktady indukujace
aktywnos$¢ w ten sposob cze$ciowo denaturujg podjednostki o, dopuszczajac do przejscia
substratu w glab kanalu katalitycznego [138]. Wiele zwiazkow wykazuje takie
oddziatywanie, m.in. polikationy, lipidy polianionowe, kwasy ttuszczowe oraz naturalny
produkt oleuropeina. Zwiazki z tej klasy nie majg jednakze potencjatu terapeutycznego

ze wzgledu na brak specyficznosci [137].

Kolejnym matoczasteczkowym zwigzkiem aktywujagcym proteasom jest kwas
betulinowy (Rysunek 16). To naturalny produkt triterpenowy, ktory selektywnie
wzmacnia aktywno$¢ chymotrypsynopodobng proteasomu. Syntetycznie otrzymane
analogi tego zwigzku wptywaty hamujaco na proteasom, co sugeruje ztozong zalezno$¢
struktura-aktywnos$¢ (SAR) [139]. Grupa badawcza z laboratorium Kodadek wysnuta

hipotezg, 1z niektoére zwigzki mogg indukowa¢ otwieranie bramy proteasomu jedynie
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w stopniu wystarczajagcym, by umozliwi¢ degradacje matych fluorogennych peptydow,
ale nie na tyle szeroko, aby umozliwi¢ degradacje nieprawidtowo sfaldowanych biatek.
W wyniku analiz HTS (ang. High-Throughput Screening) zwiazkow z NIH Clinical
Collection zidentyfikowano dwa aktywatory proteasomu: MK-866 oraz AM-404 [140].
Niedawno opublikowano badania dotyczace AM-404, ktore opisuja znaczenie dlugosci
fancucha oraz konieczno$¢ obecnosci cis-alkenu przy atomie wegla C8 [141]. Silnym
aktywatorem proteasomu jest rowniez neuroleptyk chloropromazyna (Rysunek 16), ktory
przyspiesza degradacje bialek o nieuporzadkowanej strukturze (a-synukleina oraz biatko
tau), a jego ECso wynosi 14,8 uM [142]. Obrazowanie AFM wykazalo, ze stosunek liczby
proteasoméw z otwartag bramg do liczby proteasomoéw z zamknigta jest zalezny od
stezenia aktywatora oraz koreluje ze zwigkszong aktywnoscig wszystkich trzech miejsc
aktywnych. TCH-165 =zapobiega wigzaniu peptydu Rpt3 oraz regulatora 19S
do proteasomu, co wskazuje na bezposrednie wigzanie z pierscieniem o [79]. Aktywator
ten najprawdopodobniej oddziatluje z kieszenig pomigdzy podjednostkami o, w podobny

sposob jak motyw HbY X, co wskazuje na allosteryczny mechanizm jego dziatania.
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Rysunek 16. Przyktady znanych matoczasteczkowych aktywatorow proteasomu.



Podczas ciaglej eksploracji aktywatorow proteasomu, przeszukano szereg motywow
strukturalnych, ktére mozna zastosowaé przy projektowaniu nowych klas zwigzkow
aktywujacych [79]. Zaobserwowano, ze zwigzki na bazie dihydrochinazoliny (Rysunek
17a) moga skutecznie oddzialywac z proteasomem. Powstajg one w wielosktadnikowe;j
reakcji amidéw, amin oraz aldehydow. Najlepsze analogi z tej grupy w stezeniu 30 uM
9-krotnie stymuluja aktywno$¢ chymotrypsynopodobng [143]. Roéwniez klasa
aktywatorow bazujacych na rusztowaniu fenotiazynowym (Rysunek 17b) okazala si¢
zdolna do zwickszania w warunkach in vitro degradacji patologicznych biatek, m.in. a-
synukleiny, a co najwazniejsze, takze do zapobiegania nagromadzeniu jej szybko
agregujacego mutanta A53T w liniach komorkowych ssakow [137]. Interesujaca grupa
sa tez analogi oparte na szkielecie pirazolonu, wystepujacego w wielu lekach
przeciwgoraczkowych oraz przeciwbolowych. Dwa zwigzki tego typu: aminopiryna oraz
nifenazon okazaly si¢ szczeg6lnie efektywne i1 obiecujace dla leczenia choroby
Alzheimera, poniewaz wykazywaty wtasciwos$ci neurotroficzne i chronity zréznicowane
ludzkie komorki neuroblastoma SH-SYSY przed toksycznym dzialaniem beta-amyloidu.
Mechanizm ich dziatania zwigzany jest z otwarciem bramy prowadzacej do kanatu
katalitycznego proteasomu, poprzez wigzanie mi¢dzy podjednostkami o 1 02 oraz os i o

[144].
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Rysunek 17. Szkielet aktywatora bazujacy na a) dihydrochinazolinie oraz b) fenotiazynie.
Réwniez syntetyczne analogi fluspirylenu (Rysunek 18) sa zdolne do zwickszania
aktywnosci proteolitycznej proteasomu 20S. Fluspirylen oraz jego amidowa pochodna
acylofluspirylen aktywuja trzy miejsca katalityczne oraz zapobiegaja agregacji

1 oligomeryzacji IDP. Co ciekawe, acylofluspirylen wykazuje nieznacznie wigkszg sit¢

dziatania (ECz00 1,9 uM) w poréwnaniu z fluspirylenem (ECz00 2,2 uM). Dokowanie
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molekularne pokazuje, ze fluspirylen i1 acylofluspirylen wigza si¢ z kieszenig pomigdzy
podjednostka o2 oraz o3, co roézni je od aktywatoréw TCH-165, chloropromazyny oraz
aktywatorow na bazie dihydrochinoliny, ktore wigza si¢ w kieszeni migdzy podjednostka
a1 oraz op.. Ponadto pochodne fluspirylenowe nie wptywaja na aktywnos$¢ proteolityczng
proteasomu 26S, dlatego moga by¢ stosowane do selektywnego zapobiegania
gromadzeniu si¢ uszkodzonych biatek bez wptywu na degradacj¢ bialek zalezng od

ubikwityny [145]
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Rysunek 18. Struktura fluspirylenu i acylofluspirylenu.

Odrebng grupe aktywatoréw proteasomu stanowia zwigzki peptydowe. Jednym z nich
jest syntetyczny peptyd PAP1 (Rysunek 19), ktory zwigksza aktywnos¢
chymotrypsynopodobng poprzez mechanizm otwierania bramy proteasomu [146]. Peptyd
ten chronit fibroblasty przed stresem oksydacyjnym wywotanym nadtlenkiem wodoru.
Zapobiegat takze agregacji dysmutazy ponadtlenkowej 1 (SOD1) w komoérkowym
modelu zanikowego stwardnienia bocznego (ALS) [147]. Aktywatorem posiadajacym
motyw HbYX jest Blm-pep, ktory zostat zaprojektowany w Katedrze Chemii
Biomedycznej] na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, na podstawie C-
koncowego fragmentu aktywatora Blm10. To 14-aminokwasowy peptyd (Rysunek 19),
ktory stymuluje wszystkie aktywnosci ludzkiego proteasomu 20S [148]. N-koncowe
reszty tyrozyny oraz fenyloalaniny wiaczono do jego sekwencji po to, aby zapewnié
oddziatywanie ich grup aromatycznych z N-koncami podjednostek a. Te modyfikacje
wprowadzono na podstawie struktury krystalicznej kompleksu Blm10-y20S, w ktorej
mozna zauwazy¢, ze N-konce podjednostki as odginaja sie¢ w kierunku przytaczonego
aktywatora Blm10, tworzac z nim oddziatywania aromatyczne, co stabilizuje czgsciowe

otwarcie kanatu katalitycznego (Rysunek 20). L.acznik TGS wprowadzono do sekwencji
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Blm-pep chcac poprawi¢ rozpuszczalno$é oraz wydtuzy¢ peptyd, aby zapewni¢ zarowno
zakotwiczenie w kieszeni proteasomu, jak i oddziatywania z jego powierzchnig.
Poniewaz Blm-pep, mimo wigzania si¢ z drozdzowym proteasomem, nie byl w stanie
spowodowac jego aktywacji, byt natomiast skutecznym aktywatorem ludzkiego enzymu,
zadokowano go w tej samej kieszeni as-as ludzkiego proteasomu i poréwnano ich
oddziatywania. Jedyne rdéznice w miejscu wigzania obejmujg asLeu28, ktora jest
podstawiona Ile w h20S oraz asAla78, w miejscu ktorej w ludzkim proteasomie jest Thr.
W obu kompleksach Argl0 w sekwencji aktywatora tworzy mostek solny z asGlu25.
Oddzialywania Tyr12 z asLeu28/ aslle28 i asGlul59/asAsp157 w drozdzowym/ludzkim
proteasomie sg poroéwnywalne pod wzgledem charakteru. Interakcje Tyrl3 z asArg20,
asArg51 1 asGly129 sa konserwatywne w obu rodzajach proteasomu. Mostek solny
pomiedzy C-koncowa grupa karboksylowa Blm-pep z oaclys62 jest rdéwniez
konserwatywny w obu strukturach, podobnie jak dwa wigzania wodorowe pomiedzy C-
koncowa grupa karboksylowa a asSer33 i asGly76. Jednakze oddziatywanie tejze grupy
karboksylowej z fancuchem bocznym asSer33 jest mozliwe tylko dla ludzkiego
proteasomu. Jest to jedyna réznica w wigzaniu Blm-pep w kieszeni as-as proteasomu
ludzkiego i drozdzowego. W badaniach biochemicznych Blm-pep w stezeniu 10 uM
spowodowat trzykrotny wzrost aktywnosci ChT-L oraz C-L ludzkiego proteasomu 20S,
natomiast w przypadku aktywnos$ci T-L wzrost byt siedmiokrotny. Stwierdzony
jednoczes$nie brak wptywu Blm-pep na ktoragkolwiek peptydaze drozdzowego enzymu
mozna probowaé¢ wyjasni¢ roznicami w budowie innych niz kanoniczna dla wigzania
BIm10 1 Blm-pep kieszen os-as, gdzie potencjalnie modulator takze moglby sie¢ dokowac.
Niektore kieszenie drozdzowego proteasomu sa bowiem mniej przestronne niz ich
ludzkie odpowiedniki, dlatego moga selektywnie wyklucza¢ niektore ligandy [148],
[149] Innym wyjasnieniem moze by¢ znaczenie N-koncowego rejonu Blm-pep, ktory
cho¢ niewidoczny w strukturze krystalicznej, moze przyczynia¢ si¢ swoimi
przejSciowymi oddzialywaniami do otwierania kanalu katalitycznego 1 wzmacniania

aktywno$ci ludzkiego proteasomu, ale juz nie jego drozdzowego odpowiednika.
Ile-Pro-Arg-Cys-Arg-Lys-Met-Pro-Gly-Val-Lys-Met-Cys-NH, (PAP1)

Lys-Tyr-Phe-Thr-Gly-Ser-Lys-Leu-Trp-Arg-Ser-Tyr-Tyr-Ala-OH (Blm-pep)

Rysunek 19. Sekwencja PAP1 oraz Blm-pep
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Rysunek 20. a) Aromatyczne reszty aminokwasowe (czerwone) otaczajace wejscie do kanatu
katalitycznego proteasomu. b) Skierowana na zewnatrz N-koncowa reszta Phe2 (czerwona)
podjednostki a6 proteasomu. ¢) Kompleks proteasomu z Blm10. Ta sama reszta asPhe2
skierowana jest w gore po zwigzaniu z Blm10, i wchodzi w kontakt aromatyczny z Phe2120
aktywatora. Reszty C-koncowe sekwencji aktywatora i N-koniec podjednostki s sa
przedstawione z wykorzystaniem pogrubionych wiazan, fragment pochodzacy od aktywatora
zaznaczono na czerwono [149]

Kolejng interesujaca grupa zwigzkow zwigkszajacych aktywno$¢ proteolityczng
proteasomu, zaprojektowanych w Katedrze Chemii Biomedycznej na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego, sa peptydomimetyki oparte na aktywatorze transkrypcji HIV-
1 TAT (Tat), zawierajace motyw RTP wiazacy proteasom, wspolny z aktywatorem 11S.
Na podstawie sekwencji biatka wyodrgbniono fragment TAT1 o sekwencji
GRKKRRQRRRPS, ktory ma zdolno§¢ do przenikania przez barier¢ krew-mozg.
Przeprowadzone badania doprowadzity do otrzymania modulatoréw sktadajacych sie
z dodatnio  natadowanej  sekwencji  peptydowej  polaczonej  ugrupowaniem
wymuszajacym powstanie zgiecia typu B z krotka sekwencja specyficzng (Rysunek 21).
Zwiazek TATI1-8,9TOD posiada doskonata zdolno$¢ do aktywacji proteasomu.
Ciekawym zwigzkiem okazat si¢ rowniez TATI-DEN, ktory posiada rozgaleziong
strukture¢ zbudowang z sekwencji zasadowych. Oba modulatory silnie stymulowatly
aktywnos¢ ChT-L h20S. TAT1-8,9TOD oraz TAT1-DEN aktywowaly proteasom
odpowiednio 8- i1 10-krotnie. EC50 dla tych zwigzkéw miescity si¢ w zakresie 200-400
nM. Zaletg tych zwigzkow jest dtugi okres pottrwania w ludzkim osoczu oraz zdolnos¢
do przenikania bariery krew-moézg. Co wigcej, aktywatory te ztagodzity w organizmach
modelowych patologie podobne do wystepujacych w chorobie Alzheimera, uzyskujac
efekty porownywalne z tymi osigganymi poprzez genetyczng augmentacje proteasomu

[150].
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Rysunek 21. Sekwencja aktywatorow TAT1-8,9TOD oraz TAT1-DEN.

6.2. Posrednia aktywacja proteasomu

6.2.1. Aktywacja poprzez nadekspresje jednostek proteasomu

Aktywnos¢ proteasomu moze by¢ rowniez regulowana przez nadekspresje podjednostek.
W pierwsze] dostepnej w literaturze pracy na ten temat zostala opisana nadekspresja
podjednostki Bs; w limfoblastach oraz komdrkach HeLa, ktora spowodowata zwigkszong
aktywno$¢ ChT-L oraz T-L. Natomiast nadekspresja Pii wplyneta na zwigkszenie
aktywnosci T-L. Dzigki zwickszeniu aktywnosci immunoproteasomu uzyskano
wzmocniong odpowiedZ immunologiczng [151]. Nadekspresja podjednostki Bs w linii
WI38/T oraz HL60 1 pierwotnej IMROO0 linii komérkowej ludzkich fibroblastow indukuje
nadekspresje innych podjednostek [, co prowadzi do zwigkszonej aktywnosci
proteasomu oraz wzrostu szybkosci jego formowania [152]. Linie komérkowe, w ktorych
przeprowadzono nadekspresje s charakteryzowaly si¢ zwigkszong odpornoscig na stres
oksydacyjny 1 podwyzszonym stopniem degradacji utlenionych biatek oraz wolniej
zachodzily w nich procesy starzenia [153]. Aktywacja czynnika transkrypcyjnego Nrf2
(ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) jest kolejnym sposobem, za pomoca
ktérego mozna przeprowadzi¢ nadekspresj¢ proteasomu, a w konsekwencji podnies¢ jego
aktywnos$¢. Nrf2 kontroluje ekspresje enzymow antyoksydacyjnych, w tym S-transferazy
glutationowej, oksydoreduktazy chinonowej NADPH oraz podjednostek proteasomu
[154]. W zwiazku z tym nadekspresj¢ proteasomu mozna przeprowadzi¢ réwniez przy
pomocy matoczasteczkowych aktywatorow Nrf2. Wykazano, ze przeciwutleniacz 3H-
1,2-ditiolo-3-tion (D3T) indukowat nadekspresj¢ podjednostek proteasomu 20S oraz
regulatora 19S, zwigkszajac aktywnos$¢ proteasomu w fibroblastach posiadajacych
funkcjonalny Nrf2 [155]. Wykazano rowniez, ze aktywacja Nrf2 poprzez D3T znaczaco
zredukowata deficyty poznawcze w mysim modelu choroby Alzheimera oraz radykalnie
zmniejszyta poziom stresu oksydacyjnego, jak rowniez ilo$¢ nierozpuszczalnego

amyloidu B [156]. Triterpenoid, kwas 18-a-glicyretynowy (18a-GA), réwniez opdzniat
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replikacyjne starzenie ludzkich fibroblastow poprzez stymulowanie ekspresji
podjednostek oraz wzrost aktywnosci proteasomu [157]. W Caenorhabditis elegans
(model AD nicieni) zwigzek 18a-GA powodowat zmniejszone odktadanie si¢ AP oraz
opozniat postep AD, promujac zalezne od proteasomu wydluzenie zycia [158].
Zwigkszong aktywnos¢ proteasomu uzyskano rowniez przez aktywacj¢ Nrf2 dodatkiem
do zywnosci, tert-butylohydrochinonem (t-BHQ), oraz suplementem diety -
sulforafanem. Wzrostowi aktywnosci proteasomu z t-BHQ oraz sulforafanem
towarzyszylo opdznione zroznicowanie, zwigkszona regeneracja oraz pluripotencja
w ludzkich zarodkowych komoérkach macierzystych (hESC) oraz w indukowanych

pluripotencjalnych komorkach macierzystych (iPS — IMR90) [159].

Na aktywno$¢ proteasomu mozna tez wplywaé poprzez nadekspresj¢ podjednostek
regulatorowych. Nadekspresja podjednostki Rpn6 regulatora 19S doprowadzita
do zwigkszonej aktywnosci proteasomu w embrionalnych komdrkach macierzystych
[160]. Stwierdzono rowniez, ze zwigkszenie aktywnos$ci proteasomu przez nadekspresje
PA28a chroni myszy przed proteinopatia oraz uszkodzeniem niedokrwienno-
reperfuzyjnym. Inne badania pokazaty unikalne podejscie do genetycznej regulacji
proteasomu. Wykazano w nich, iz usunigcie dziewigciu N-koncowych reszt
aminokwasowych podjednostki o3 powoduje destabilizacj¢ struktury pozostatych N-
koncowych fragmentéw podjednostek o, prowadzac do stabilnej otwartej konformacji
mutanta a3-AN. Proteasom a3-AN, dziatajgc sam lub w postaci kompleksu 26S, posiada
wiekszg zdolno$¢ do degradacji okolo dwustu substratow biatkowych, w tym a-
synukleiny oraz bialka Tau. Zaobserwowano rowniez znaczaca odporno$¢ na stres

oksydacyjny w przypadku komorek posiadajacych proteasom os-AN [161].

6.2.1. Aktywacja proteasomu przez stymulacje aktywnosci kinaz

Mozliwa jest rowniez aktywacja proteasomu przez modulacj¢ kinaz, z czym zwigzana
jest potranslacyjna modyfikacja podjednostek. Ludzki proteasom 26S podlega
odwracalnej fosforylacji w wyniku cigglych zmian standéw patofizjologicznych komorek
[162]. Ludzki proteasom 26S posiada ponad 455 miejsc fosforylacji, ktore odgrywaja
istotne role w wielu procesach, zaczynajac od procesu formowania proteasomu 268,
poprzez jego stabilnos¢, na aktywnos$ci konczac. Jednym z przyktadow jest fakt, iz stres
osmotyczny hamuje aktywnos$¢ proteasomu poprzez zalezng od p37-MAPK fosforylacje
podjednostki Rpn2. Zauwazono, ze fosforylacja Ser-14 podjednostki Rpn6 regulatora
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19S przez zalezng od cAMP kinaze biatkowa A (PKA), powoduje przys$pieszenie procesu
sktadania proteasomu 26S oraz wzrost aktywnosci proteasomu in vitro oraz in vivo [163].
Dodatkowo, hamowanie fosforylacji Thr25 podjednostki Rpt3 przez kinaze¢ tyrozynowg
2 o podwojnej specyficznosci (DYRK?2) oraz Ser120 Rpt6 przez kinaze biatkowa II
zalezng od  wapnia/kalmoduliny (CamKII), uposledzaja zdolno§¢ proteasomu
do proteolizy [164]. Stwierdzono réwniez, ze rolipram (Rysunek 21), ktory jest
matoczasteczkowym inhibitorem fosfodiesterazy typu 4 (PDE4), podnosi poziom cAMP
w mozgu myszy [165], aktywuje PKA oraz prawdopodobnie zwicksza aktywnos$¢
proteasomu poprzez fosforylacje podjednostki Rpt6. Rolipram takze usprawniat
degradacje¢ nieprawidtowego biatka Tau oraz poprawial funkcje poznawcze w mysim
modelu choroby Alzheimera [166]. Potwierdzono, ze wywotana przez PKA fosforylacja
podjednostki Rpn6 regulatora 19S zwigksza hydroliz¢ biatek ubikwitynowanych oraz
podatnych na agregacje, takich jak biatko tau, w r6znych liniach komérkowych. Badania
te potwierdzity udzial proteasomu 26S w degradacji niesfaldowanych biatek (lub
wewngetrznie nieuporzadkowanych biatek), dodatkowo utwierdzity w stuszno$ci strategie
celowania w proteasom 20S i/lub 26S w dazeniu do zwickszenia degradacji IDP [147].
Cilostazol (Rysunek 22) jest kolejnym inhibitorem fosfodiesterazy typu 3 (PDE3) [167].
Podawanie cilostazolu myszom rTg4510 powodowalo poprawe funkcji poznawczych
oraz zwigkszong aktywno$¢ proteasomu poprzez szlak cAMP/PKA. Ta mata czasteczka
zostala zatwierdzona przez FDA do leczenia chromania przestankowego oraz moze by¢
stosowana w prewencji wtornej udaru mozgu [168]. Pod koniec 2020 roku FDA
zakonczyta badanie kliniczne majace na celu okreslenie terapeutycznego zastosowania
cilostazolu u pacjentéw z fagodnymi zaburzeniami funkcji poznawczych. Wykazano, iz
zwiazki matoczasteczkowe, ktére podnosza poziom cGMP, aktywuja kinaze biatkowa
zalezng od cGMP (PKG — ang. cGMP-dependent protein kinase), przez co zwigkszaja
aktywno$¢ proteolityczng proteasomu, unikajac przy tym wpltywu na degradacje
lizosomalng. Prowadzi to do zwigkszenia szybkosci hydrolizy zmutowanych bialek,
wtym biatka Tau. Traktowanie ludzkich komorek neuroblastow (SH-SYS5Y)
czasteczkami zwigkszajacymi poziom cGMP, takimi jak tadalafil lub sildenafil (Rysunek
22), ktore sg inhibitorami fosfodiesterazy typu 5 (PDES), lub cynacyguat (Rysunek 22),
ktory jest stymulatorem rozpuszczalnych cyklaz guanylowych, spowodowato szybki
wzrost aktywnosci proteasomow w lizatach komorkowych. Jednak w przeciwienstwie
do fosforylacji Rpn6 przez PKA, Rpt3 przez DYRK2 badz Rpt6 przez CamMKII,

fosforylacja zadnej z tych podjednostek nie byta obserwowana w szlaku PKG. Natomiast
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nadekspresja PKG w komorkach HEK293 oraz SH-SYS5Y przyczynita si¢ do wzrostu
zawarto$ci fosforylowanych bialek w poréwnaniu z komoérkami transfekowanymi
pustymi wektorami [164]. Podjednostka proteasomu 26S lub zwigzanego z nig bialka,
ktore jest fosforylowane w aktywacji proteasomu przy udziale cGMP, sg nieznane,

a mechanizm nadal pozostaje niejasny.
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Rysunek 22. Czasteczki modulujgce aktywno$¢ kinaz.

Innym podej$ciem do aktywacji proteasomu jest zahamowanie ekspresji badz inhibicja
aktywnosci kinazy p38 MAPK. MAPK to enzymy, ktore odpowiadajg za fosforylacje
grupy hydroksylowej treoniny oraz seryny w biatkach. Kinazy te biorg udziat w apoptozie
komorek. W 2017 roku odkryto imidazolowe inhibitory p38 MAPK, ktore wzmacniaja
aktywno$¢ proteolityczng proteasomu 26S. Inhibitor PD169316 oraz jego analog
zwigkszajg aktywnos$¢ proteasomu w sposob zalezny od stezenia, bez toksycznego

wplywu na zywotnos$¢ komorek oraz poziom ubikwitynowanych bialek [169].

7. Zastosowanie peptydow jako leki

Dzigki nowoczesnym metodom produkcji, modyfikacji oraz analiz w ostatniej dekadzie
poczynione zostaly ogromne postepy we wprowadzaniu do terapii lekow peptydowych.
Peptydy terapeutyczne stanowig wyjatkowa klase srodkow terapeutycznych. Sktadajg si¢
z aminokwaséw, a ich masa czasteczkowa wynosi zazwyczaj 500-5000 Da [170]. Badania

nad terapeutycznym zastosowaniem peptydow rozpoczeto od badan naturalnych ludzkich
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hormonow, takich jak insulina, oksytocyna, wazopresyna [171]. W 1921 roku otrzymano
pierwszy syntetyczny lek peptydowy — insuling. Od tego czasu zatwierdzono ponad 80
lekow peptydowych, a rozwdj takich lekow stal si¢ jednym z najgoretszych tematow
w badaniach farmaceutycznych [172]. Rozwo6j lekow peptydowych wkroczyt w nowa ere
wraz z nadej$ciem XXI wieku. Bylo to zwigzane z postgpem biologii molekularnej. Leki
peptydowe nie s3a juz po prostu mimetykami hormondw, ztozonymi z naturalnych
aminokwasow, np. enfuwirtyd jest 36-aminokwasowym biomimetycznym peptydem
nasladujagcym biatko ludzkiego wirusa uposledzenia odpornosci (HIV), stosowanym

w kombinowanej terapii przeciwko HIV [173].

Terapeutyczne peptydy dzialajg jako hormony, czynniki wzrostu, neuroprzekazniki lub
srodku przeciwinfekcyjne. Wigza si¢ z receptorami na powierzchni komorek z wysoka
specyficznoscia i powinowactwem, wywotujac wewnatrzkomorkowe efekty podobne
do dziatania lekéw biologicznych. Jednakze w poréwnaniu z lekami biologicznymi
peptydy terapeutyczne wykazuja mniejszag immunogenno$¢ 1 maja nizsze koszty
produkcji [174]. Matoczasteczkowe leki peptydowe maja wydtuzony czas dziatania oraz
glebiej penetrujg tkanke [175]. Jednak takie leki posiadaja dwie istotne wady. Przede
wszystkim peptydy maja staba przenikalno$¢ przez blony. Przenikalno$¢ lekow
peptydowych przez membrany zalezy od wielu czynnikdéw, m.in. dlugos$ci tancucha
peptydowego oraz rodzaju aminokwasoéw, z ktorych jest zsyntezowany. Peptydy
generalnie nie s3 w stanie przenikng¢ przez btone komorkowa, co ogranicza ich
wewnatrzkomorkowe dziatanie. W 2018 roku ogltoszono, ze >90% lekow peptydowych
jest ukierunkowanych na cele zewnatrzkomorkowe [176]. Druga wada jest niska
stabilno$¢ in vivo. Naturalne peptydy sktadaja si¢ z reszt aminokwasowych potaczonych
wigzaniem amidowym, ale ich struktury drugo- oraz trzeciorzedowe sg niestabilne.
Wiazania amidowe mogg by¢ tatwo hydrolizowane przez enzymy proteolityczne obecne
np. w przewodzie pokarmowym lub osoczu. To sprawia, ze peptydy maja krotki okres
pottrwania i sg szybko eliminowane z organizmu.

Wyzej wymienione wady sprawiaja, ze w przypadku lekow peptydowych konieczne jest
pozajelitowe podanie leku, poprzez wlewy dozylne lub iniekcje podskorng [177].
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7.1. Opracowywanie nowych lekow peptydowych

Poprzez wprowadzenie réznych modyfikacji do sekwencji peptydowej mozna otrzymac
peptydomimetyki, ktére beda si¢ cechowaly wigksza stabilno$cig proteolityczng oraz

lepszymi wlasciwo$ciami fizykochemicznymi niz macierzyste zwiazki.

Peptydomimetyki sga zdefiniowane jako zwigzki organiczne majace strukture
drugorzedowa. R6znigc si¢ budowa od natywnego peptydu, posiadaja jednak zachowany
podstawowy element — farmakofor, odpowiedzialny za zdolno$¢ do interakcji z celem
biologicznym, co umozliwia osigganie takiego samego efektu biologicznego, jaki

wywoluje naturalny peptyd (Rysunek 23) [178].
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Rysunek 23. Przyktady peptydow terapeutycznych oraz ich peptydomimetycznych
odpowiednikow.

Wraz z postgpem poczynionym na przestrzeni lat, klasyfikacja peptydomimetykow
ewoluowala od historycznego podziatu kategoryzujacego zwigzki na podstawie
podobienstwa do substratu wyjsciowego do najnowszej klasyfikacji na podstawie stopnia

peptydowego charakteru [179].
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Mimetyki klasy A — to zwiazki najbardziej podobne do peptydu natywnego. W swojej
strukturze zawieraja ograniczong liczbg lokalnych modyfikacji wprowadzonych w celu
ustabilizowania struktury i ograniczenia szybkosci procesu proteolizy. Ta klasa obejmuje
dawne mimetyki strukturalne typu I, poniewaz szkielet oraz tancuchy boczne wykazuja

Scisle powiazanie z topografig macierzystego peptydu.

Mimetyki klasy B — nadal majag w duzym stopniu zachowany peptydowy charakter, ale
zawierajg liczniejsze modyfikacje, zarowno w tancuchu gtownym, jak i bocznych.
Modyfikacje moga obejmowaé rdézne nienaturalne aminokwasy lub maloczasteczkowe

mimetyki szkieletu.

Mimetyki klasy C — charakteryzuja si¢ wzrostem zawarto$ci  struktur
matoczasteczkowych. Zwiazki te maja niepeptydowy, nienaturalny szkielet, ktory
catkowicie zastgpuje szkielet natywny. Mimo to farmokofory znajdujg si¢ w takiej same;j

topografii jak w bioaktywnej konformacji peptydu naturalnego.

Mimetyki klasy D — w najmniejszym stopniu przypominaja peptyd macierzysty.
Czasteczki takich zwigzkow nasladuja sposob dzialania bioaktywnego peptydu bez

bezposredniego zwigzku z grupami funkcyjnymi tancucha bocznego [179].

Istnieje kilka roznych podejs¢ do tworzenia peptydomimetykdw. Wybor strategii zalezy
od poziomu wiedzy o macierzystym peptydzie na temat jego struktury, funkcji, sekwencji
oraz miejsca wigzania [180]. Podstawowym procesem przy projektowaniu
peptydomimetykow jest przeprowadzenie skanu peptydu natywnego, polegajacego na
syntezie oraz testowaniu peptydow roznigcych si¢ zazwyczaj jedng reszty
aminokwasowg. Pozwala to wskaza¢ minimalng sekwencje kluczowa dla interakcji
biologicznej. Skanowanie alaning lub p-aminokwasami polega na syntezie oraz
biologicznej weryfikacji aktywnosci peptydow, w ktorych aminokwasy peptydu
macierzystego zostaja kolejno zastgpione przez p-aminokwas lub alaning. W ten sposdb
mozna zidentyfikowa¢ farmakoforowe aminokwasy odpowiedzialne za bioaktywnos¢.
Konieczne jest rowniez zidentyfikowanie miejsc w sekwencji macierzystej podatnych na

proteolize, utlenianie badz racemizacj¢ (Rysunek 24) [181].
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Rysunek 24. Schemat procesu projektowania peptydomimetykow.

7.2.  Modyfikacje zwiekszajace stabilnos¢ proteolityczng peptydu

Modyfikowanie macierzystego peptydu jest najbardziej skutecznym podejSciem
w strategii projektowania peptydomimetykoéw. Polega to na wymianie konkretnych
ugrupowan chemicznych na izostery, ktéorymi moga by¢ atomy, jony lub fragmenty
czasteczek, wykazujace podobne wlasciwosci fizykochemiczne. Lokalne modyfikacje sa
ograniczone do pojedynczych aminokwasow i obejmujg izostery szkieletu lub fancuchow
bocznych. Przez lata powstala szeroka gama izosteréw wigzania amidowego, m.in.

wigzanie tioamidowe, azapeptydowe lub pierscien triazolowy [181].
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Rysunek 25. Mimetyki peptydu.

Oprocz glicyny wszystkie aminokwasy sg chiralne 1 moga wystgpowaé w postaci
enancjomeru L (-) oraz D (+). W naturze wigkszo$¢ aminokwasdéw wystepuje w formie
enancjomeru L [182]. Zasadnicze r6znice w budowie przestrzennej powoduja, ze D-

aminokwasy nie sg rozpoznawane przez wiele biatek, w tym proteazy. Rezultatem braku
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tego rozpoznania jest to, ze wigkszo$¢ L-peptydoéw jest podatna na degradacje in vivo,
natomiast analogiczne D-peptydy sa odporne na hydrolizg przez proteazy oraz maja niska
immunogenno$¢ [183], [184]. Jednakze zamiana wszystkich L-aminokwasow
w peptydzie na ich stereoizomery D zazwyczaj jest nieskuteczng strategia, poniewaz
wynikajace z tego zmiany w konformacji peptydu oraz orientacji fancuchow bocznych
mogg uniemozliwi¢ prawidtowa geometri¢ wigzania i zaktoci¢ oddzialywanie z celem
molekularnym [185]. Czestym rozwigzaniem takiego problemu jest retroinwersja,
polegajaca na odwrdceniu sekwencji D-peptydu (Rysunek 26). To podejscie
spowodowato zwigkszenie aktywnos$ci biologicznej niektorych nieustrukturyzowanych
D-peptydow, poprzez przywrdcenie prawidtowych, analogicznych jak w natywnych L-
aminokwasach, katow tancuchow bocznych. Jednak helisy w D-peptydach pozostaja
lewoskretne nawet po odwroceniu sekwencji w retroinwersji, podczas gdy helisy w L-
peptydach sa zawsze prawoskretne. Wigze si¢ to z pogorszeniem wigzania peptydow

z ich biologicznym celem [186].
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Rysunek 26. Budowa L-peptydu i jego analogu D-peptydowego oraz peptydu retro-inverso.

Peptydy mozna réwniez modyfikowac przez N-metylacje (zwana rowniez N-alkilacja)
(Rysunek 27). Ten sposob polega na substytucji jednej lub kilku grup NH w szkielecie
peptydowym ugrupowaniami N-metylowanymi. Proces ten moze przynies¢ kilka
korzys$ci, m.in. polepsza przepuszczalno$¢ przez btony 1 aktywno$¢ biologiczng oraz
zwigksza odporno$¢ na proteolize [187]. Podczas metylacji nastgpuje wymiana donora
wodoru NH na grupe NCH;3;, co eliminuje mig¢dzyczasteczkowe oraz
wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe 1 ma wplyw na elastycznos$¢ konformacyjna
szkieletu peptydowego oraz tancuchow bocznych. Wraz ze zmiang konformacyjng moze
nastapi¢ zmniejszenie powinowactwa peptydu do miejsca aktywnego proteaz, czyli
zwigkszenie stabilno$ci proteolitycznej. Jednakze rozerwanie wewnatrz- oraz
mig¢dzyczasteczkowych  wigzan  wodorowych moze wplynaé negatywnie na
rozpoznawanie docelowego receptora 1 stabilizacje biologicznie aktywnej konformacji

[181].

58



R

R
;f’\NJ\(ﬁ'ﬁ, ;\N)ﬁ(%
Ho 5 CHs O

Naturalny aminokwas N-metylowany aminokwas
Rysunek 27. Struktura naturalnego aminokwasu w poréwnaniu z N-metylowanym.

Kolejng modyfikacja, ktéra moze by¢ zastosowana w celu zwigkszenia odpornosci

proteolitycznej jest ugrupowanie peptoidowe badz azapeptydowe (Rysunek 25).

Peptoidy mozna opisa¢ jako mimetyki peptydow, w ktorym lancuchy boczne sa
przytaczone do amidowego azotu zamiast do atomu wegla a, co wptywa na polepszenie
odpornosci na degradacje enzymatyczng oraz zdolnos$ci do przenikania do wngtrza
komorki. Poniewaz szkielety peptoidow pozbawione sa centrow chiralnych oraz
zaklocone jest w nich tworzenie wigzan wodorowych, zwigzki tego typu moga
wykazywac¢ mniejszg specyficzno$¢. Wegiel o mozna tez zastapi¢ atomem azotu tworzac
azapeptydy, ktore powstaja przez acylowanie hydrazyny lub wlaczenie do sekwencji estru
aza-aminokwasu. Zredukowane wigzanie (-CH2-NH-) (Rysunek 25) jest kolejng forma
modyfikacji, zwigkszajaca elastyczno$¢ tancucha peptydowego. Jednak rowniez w tym
przypadku ograniczenie mozliwosci tworzenia wigzan wodorowych, wynikajace z braku

grupy karbonylowej, moze utrudnia¢ odziatywanie z celem molekularnym [188].

Stwierdzono, ze cyklizacja sekwencji peptydowej zwigksza odporno$¢ na dziatanie
proteaz. Cyklizacje przeprowadza si¢ zazwyczaj poprzez taczenie C-konca z N-koncem
gléwnego tancucha oraz poprzez laczenie C-konca lub N-konca tancucha gléwnego
z tancuchem bocznym (Rysunek 28). Mozliwa jest takze cyklizacja poprzez potaczenie

jednego fancucha bocznego z innym lancuchem bocznym.
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Rysunek 28. Rézne uktady cyklizacji: (a) typu ,,gtowa — ogon”; (b) typu ,.glowa - tancuch boczny”
; (¢) tancuch boczny - tancuch boczny; (d) ,,ogon — tancuch boczny” [171], [172].

7.3.  Modyfikacje polepszajace przenikalnos¢ przez blony
komorkowe

Blona komorkowa jest ogromna bariera, ktora oddziela wnetrze komorki od otoczenia.
Podwdjna warstwa lipidowa zbudowana jest z biatek blonowych oraz weglowodanow,
ktore dziataja jak potprzepuszczalny, selektywny filtr, umozliwiajacy przenikanie
wybranych czasteczek. Hydrofobowe ogony lipidow sg potaczone, tworzac hydrofobowa
membrang o grubo$ci 3-4 nm. Takg barier¢ moze pokonaé tylko mala, nienatadowana
czasteczka, taka jak woda albo hormony steroidowe, ktére mogg z tatwoscig dyfundowac
przez membrang [189]. Mate, hydrofilowe sktadniki odzywcze lub jony, aby przedosta¢
si¢ do cytozolu, wykorzystuja biatka transportowe lub kanaty, natomiast hydrofilowe
makroczasteczki o masie czasteczkowej powyzej 500-1000 Da maja nikla przenikalno$¢
przez membrany [190]. Blona komoérkowa jest jedng z najtrudniejszych przeszkod
do pokonania w projektowaniu oraz syntezie lekow peptydowych. W celu rozwigzania
tego problemu opracowano szereg metod transportu wspomaganego, wykorzystujacego

m.in. wirusy, peptydy CPP, liposomy oraz nanoczastki [191].

Peptydy penetrujace komorki (CPP) to sekwencje aminokwasowe, ktore moga
indukowa¢ procesy wychwytu przez komorki. W 1988 roku odkryto, ze transaktywator
biatka transkrypcyjnego (TAT) z ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci (HIV-1)
wykazuje si¢ niezwykla zdolnoscia do przenikania przez blony komoérkowe [192]. Od
tego czasu odkryto liczne naturalne oraz sztuczne sekwencje CPP. Ich przewaga nad
pozostalymi rozwigzaniami jest prostota chemicznej i biologicznej syntezy, tatwosé

wprowadzenia do sekwencji potencjalnego terapeutyku oraz wysoka biokompatybilnos¢.
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CPP wykazuja zdolno$¢ do penetracji tkanek ze wzgledu na malg hydrodynamike (< 5
nm) [193].

CPP mozna sklasyfikowa¢ wedtug ich tadunku oraz hydrofobowosci, co z kolei wigze si¢
z mechanizmem penetracji komoérek. Dodatnio natadowane CPP w fizjologicznych
warunkach maja og6lny dodatni ladunek, co ulatwia im wigzanie si¢ z ujemnie
natadowang blong komorkowsa. Silna interakcja nie tylko zwigksza lokalne stezenie
peptydow na btonie komorkowej, ale takze indukuje wychwyt komérkowy peptydow
poprzez endocytozg lub bezposrednig penetracje btony. Sztandarowym przyktadem tej
grupy zwiazkow jest peptyd TAT o sekwencji GRKKRRQRRRPQ, posiadajacy osiem
reszt o fadunku dodatnim — lizyn oraz arginin [194]. Lancuch boczny lizyny oraz argininy
maja wysokg warto$¢ pKa, odpowiednio 10,3 oraz 12,5. Te dwa dodatnio naladowane
aminokwasy majg wyrazny wptyw na penetracje komorki. Arginina posiada ugrupowanie
guanidynowe w tancuchu bocznym, natomiast lizyna posiada wolng grupe aminowa.
Ugrupowanie guanidynowe pozwala na silniejsze, bo dwukleszczowe wiazanie z grupa

fosforanowg fosfolipidow blony komdrkowej [195].

Drugim odkrytym peptydem CPP jest penetratyna, ktora nalezy do grupy ampifatycznych
CPP. Penetratyna ma inng budowg niz TAT. Posiada siedem natadowanych dodatnio reszt,
ale w jej sekwencji, sktadajacej si¢ z szesnastu aminokwasow, wystepuje az sze$¢ reszt
hydrofobowych, takich jak: tryptofan, izoleucyna, fenyloalanina, metionina. Te reszty sg
kluczowe dla zdolnosci penetrujacej. Region kationowy w amfipatycznym CPP wchodzi
w interakcje z ujemnie natadowang blong plazmatyczna, dodatkowo hydrofobowy region
moze oddziatywaé z hydrofobowymi tancuchami lipidowymi, wywotujac strukturalng
reorganizacj¢ blony [196]. Kolejng grupg sg ujemnie naladowane CPP, jednak zwigzki
z neutralnym lub ujemnym tadunkiem wykazujg bardzo ograniczong penetracje i to
gléwnie przy stosunkowo wysokich stgzeniach. Jednakze dodatnio natadowane CPP sg
szybko usuwane z krwioobiegu przez uktad siateczkowo-$rodbtonkowy, a ujemne CPP
prawdopodobnie sg pozbawione tej wady, dlatego maja potencjal do zastosowania ich

w strategii dostarczania systemowego [197].
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Tabela 1. Klasyfikacja CPP.

CPP o tadunku dodatnim
TAT48-60 GRKKRRQRRRPPQ +8/13
Oligoarginina R, (6 <n<9) +6-9/6-9
8-lizyna KKKKKKKK +8/8
Ampifatyczne CPP
pVEG LLIILRRRIRKQAHAHSK +8/18
Penetratyna  RQIKIWFQNRRMKWKK +7/16
MAP KLALKLALKALKAALKLA +5/18
Pepl KETWWETWWTEWSQPKKKRKV +5/21
Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL +4/27
CPP o0 ujemnym ladunku
SAP(E) (VELPPP)3 -3/18
P28 LSTAADMQGVVTDGMASGLDKDYLKPDD -4/28

7.3.1. Mechanizm dziatania CPP

Jak dotad, sugerowano dla CPP r6zne mechanizmy penetracji i wciaz jest trudno wskazac
dominujacy mechanizm. Ten sam CPP moze wykorzystywa¢ kilka opcji przenikania
przez blong komoérkowa w zalezno$ci od warunkéw. Mechanizmy ogélnie podzielone sg

na penetracj¢ zalezng oraz niezalezng od energii ATP [197].

Wigkszos¢ CPP wnika do komorki poprzez endocytoze - mechanizm, za pomoca ktérego
komorki wychwytujg pozakomorkowe sktadniki odzywcze, hormony, ligandy lub obce
czasteczki. Proces endocytarny wykorzystuje energi¢ ATP do utworzenia struktury
przypominajacej pecherzyk, zwanej endosomem. Pecherzyki te sa transportowane
do wnetrza komorki. Istnieje kilka typéw endocytozy, m.in. fagocytoza, makropinocytoza
oraz endocytoza zalezna i1 niezalezna od receptora [198]. We wszystkich szlakach
endocytarnych wymagana jest znaczna ilos¢ ATP do zmiany krzywizny btony, jednak
wiele CPP pokonuje ten wymog przez destabilizacje blony plazmatycznej [199].
Bezposrednia interakcja pomiedzy CPP a dwuwarstwa fosfolipidowg jest konieczna, aby
wplynac¢ na integralno$¢ blony plazmatycznej. Dodatnie tadunki, zwlaszcza ugrupowania
guanidynowe reszt argininy, oddzialujg z lipidowymi grupami fosforanowymi (Rysunek

29). W zalezno$ci od rodzaju interakcji zaproponowano trzy niezalezne od energii
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mechanizmy, ktoére powstaly w oparciu o badania CPP z modelami membranowymi:
modelem odwrdconej miceli, modelem tworzenia poréw oraz modelem dywanu. Peptydy
bogate w reszty argininy, takie jak TAT, wykazujg preferencje do tworzenia odwroconych
miceli. W mechanizmie tym CPP sg otaczane przez fosfolipidy w wyniku interakcji
ugrupowanie guanidynowe-fosforan, indukuja réwniez przegrupowanie lipidéw, tworzac
struktur¢ przypominajaca tor, co umozliwia przenikanie przez blong komorkowa [200].
Wiekszos¢ CPP przenika do komorek na drodze wigcej niz jednego mechanizmu.
Stezenie CPP, temperatura, wielko$¢ tadunku oraz komorki docelowe wptywaja na
preferowany mechanizm. Przy wysokim st¢zeniu (~ 10 — 100 uM) wiele CPP wykazuje

zdolno$¢ penetracji niezaleznie od energii ATP.

Peptydy penetrujgce komaorki (CPP)
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Rysunek 29. Oddziatywanie dodatnich tadunkéw CPP z ujemnymi tadunkami lipidow
1 weglowodanow btony komdrkowe;.

63



II. Cel pracy

Glownym celem mojej pracy doktorskiej byto zaprojektowanie oraz zsyntezowanie
stymulatorow proteasomu, zdolnych do przenikania przez btony komorkowe i stabilnych
w warunkach proteolitycznych. Odkryto nowa grupe bardzo skutecznych aktywatorow
proteasomu, ktorych sekwencje wywodzg si¢ z C-koncowego fragmentu naturalnego
regulatora proteasomu, biatka BlIm10 (drozdzowego ortologu biatka PA200). Zdolnos¢
tych peptydow do stymulowania ludzkiego proteasomu 20S zostala udowodniona
zarowno w testach aktywno$ci ze standardowymi substratami fluorogennymi, jak
1z modelowymi biatkami (a-synukleina, Tau441). Okazato si¢ jednak, ze w obecnej
postaci analogi Blm nie s3 w stanie wnika¢ do komorek, a takze charakteryzuja si¢ niska
stabilno$cig proteolityczng. Poprawa tych dwodch parametrow byla niezbedna do
zaproponowania nowej struktury wiodacej, mogacej pomode zaprojektowac skuteczne
stymulatory proteasomu, ktére ograniczalyby gromadzenie si¢ nieprawidtowych biatek

w komorkach. Na tej podstawie wyodrebnitam nastgpujace cele szczegdtowe:

1. Projektowanie oraz otrzymanie aktywatorow Blm zdolnych do przenikania przez

blony komoérkowe oraz stabilnych w warunkach proteolitycznych.

Na podstawie wynikow badan przeprowadzanych w ramach wcze$niej realizowanych
projektow zoptymalizowatam sekwencje aktywatorow typu Blm, aby otrzymac zwiazki,
ktore mogg tatwo przenikac przez btony komorkowe i sg bardziej odporne na degradacje
proteolityczng niz naturalne peptydy. Wybratam sekwencje z puli Blm, w oparciu o ich
skuteczno$§¢ w stymulacji ludzkiego proteasomu 20S. Wprowadzitam modyfikacje
w postaci N-metylowanych aminokwaséw lub mimetyku wigzania peptydowego, co
zapewnito wigksza stabilno$¢ proteolityczng powstatych peptydomimetykow.
Zoptymalizowalam zaréwno rodzaj modyfikacji, jak i ich potozenie w sekwencjach
aktywatorow. Aby spetni¢ kluczowy warunek przenikalnosci do komérek, wydhuzytam
sekwencj¢ poprzez dotaczenie kilku reszt niosgcych tadunek dodatni. Wykorzystatam
sekwencje znanych CPP — fragmentu 49-57 biatka HIV-1 Tat oraz
sze$cioaminokwasowego peptydu zbudowanego wylacznie z reszt argininy. Otrzymatam

26 zmodyfikowanych aktywatorow Blm.

2. Oznaczenie zdolnos$ci aktywujacych zwiazké4w — badania z wyizolowanym

ludzkim proteasomem 20S.

64



Wplyw otrzymanych zwigzkéw na aktywno$¢ katalityczng peptydaz chymotrypsyno,
trypsyno- i1 kaspazopodobnych proteasomu okreslitam przy uzyciu standardowych
substratow fluorogennych i proteasomu 20S izolowanego z ludzkich erytrocytow.
Dodatkowo aktywnos¢ proteaosmu badatam przy uzyciu zsyntezowanego substratu typu

FRET, Dabcyl-EDANS.

3. Oznaczenie stabilno$ci zwiazkéw w ludzkim osoczu.

Stabilno$¢ proteolityczng zwigzkéw o udowodnionej zdolnosci stymulujacej wobec
ludzkiego proteasomu 20S okreslitam in vitro. Zwigzki inkubowatam w osoczu
w temperaturze 37°C. Stabilno$¢ kazdego zwigzku oszacowatam za pomocg analizy

UHPLC. Miejsca rozszczepienia okreslitam metodg spektrometrii mas.

4. Badanie przenikalnosci przez blony komoérkowe.

Aby oceni¢, czy otrzymane aktywatory proteasomu sg w stanie przeniknaé przez btong
komorkowa, zsyntezowatam analogi znakowane barwnikiem fluorescencyjnym 4-chloro-
7-nitrobenzofurazanem (NBD). Nastepnie wykorzystatam mikroskopi¢ fluorescencyjna
do wykrycia ich przedostawania si¢ do komorek. Do testow wykorzystalam ludzkie

embrionalne komorki nerki 293 (HEK293T).

Przed wykonaniem badan biologicznych, peptydomimetyki poddatam ocenie

cytotoksycznosci wobec linii komdrkowej w hodowli in vitro.

5. Badanie aktywnos$ci proteasomu w hodowli komoérkowe;.

Chcac oceni¢ zdolnos$¢ aktywacyjng proteasomu w hodowli komoérkowej, komorki
HEK293T poddatam lizie, a nast¢pnie zbadatam wplyw zwigzkdéw na aktywnos$¢ stosujac
standardowy substrat fluorogenny Suc-LLVY-AMC. Dodatkowo przeprowadzitam
eksperyment z zsyntezowang sonda fluorescencyjng TAS3, ktora jest specyficzna dla

proteasomu oraz przenika przez blony komoérkowe.

6. Ocena oddzialywan pomiedzy peptydomimetykiem a proteasomem 20S.

Zweryfikowalam za pomocg techniki MST mozliwos¢ tworzenia kompleksu

peptydomimetyk : proteasom 20S.
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7. Okreslenie zdolnos$ci zwiazkdw do stymulaciji proteasomu do wydajnej degradacii

substratow bialkowych przez proteasom 208S.

Aby okresli¢, czy otrzymane zwigzki moga stymulowac proteasom do efektywniejszej
degradacji biatek sklonnych do agregacji, wykorzystatam modele, ktére sg
potwierdzonymi substratami 20S. Jednym z nich byla a-synukleina, ktérej agregaty biora
udzial w rozwoju choroby Parkinsona. Drugim bylo bialko Tau, ktérego agregacja
towarzyszy chorobie Alzheimera. Biatka modelowe zostaly poddane inkubacji
z proteasomem 20S w obecnosci/nieobecnosci aktywatora. Wyniki dos$wiadczenia

poddatam analizie metoda elektroforezy SDS-PAGE.

8. Okreslenie zdolno$ci  zwiazkéOw do stymulacji proteasomow w modelu

komoérkowym.

Zweryfikowatam zdolno$¢ otrzymanych aktywatorow do redukowania indukowanych
agregatow a-synukleiny w mysich pierwotnych komoérkach hipokampalnych. Komorki
wyizolowatam z zarodkéw myszy. Agregaty a-synukleiny powstaly poprzez
wprowadzenie PFFs, prionopodobnej, tatwo wnikajacej do komorek, nieprawidlowo
sfaldowanej a-synukleiny, ktéra moze indukowaé tworzenie si¢ inkluzji podobnych do
ciat Lewy’ego 1 dysfunkcji komoérkowych w modelach in vivo 1 in vitro. Utrwalone
komorki zwizualizowatam poprzez uzycie przeciwciat pierwszorzgdowych: kroliczego
monoklonalnego  anty-fosfoserynal29-alfa-synukleinowego 1  mysiego  anty-
neuronalnego. Kolejno wybarwitam komorki przeciwciatami drugorzegdowymi: D@R
488 oraz D@M 647. Nastepnie rozpoczelam skanowanie ptytek pod mikroskopem

fluorescencyjnym, a uzyskane obrazy analizowatam za pomocg programu CellProfiler.
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III. Metodologia przeprowadzonych badan
1. Uwagi ogolne

Do wyznaczenia mas czasteczkowych otrzymanych zwigzkow wykorzystatam
spektrometr mas LCMS-ESI-IT-TOF (Shimadzu) oraz spektrometr MALDI TOF Biflex
I (Bruker). W przypadku techniki MALDI stosowatam matryce DHB (kwas 2,5-
dihydroksybenzoesowy) oraz CCA (kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy).

2. Synteza pochodnych aminokwasowych

Przebieg syntez byt kontrolowany za pomocg chromatografii TLC (plytki pokryte zelem
krzemionkowym F254, 60 um, uktad rozwijajacy: chloroform: metanol: kwas octowy
(85:10:5) oraz HPLC (Varian ProStar, kolumna Kinetex 100 x 2,1 mm, 2,6 um, gradient
5-100% B, 30 minut, gdzie A: H O + 0,1% TFA, B: 80% ACN + 0,08% TFA).

2.1.  Synteza pochodnej kwasu glutaminowego z propargiloaming
dotaczong do grupy karboksylowej w tancuchu bocznym.

Przygotowatam roztwor sktadajacy si¢ z 1 eq. Fmoc-Glu-OtBu rozpuszczonego w 2 ml
DCM, 1,3 eq. aktywatora HATU rozpuszczonego w DMF oraz 3 eq. DIPEA. W kolbie
umiescitam 1 eq. propargiloaminy oraz dodatam roztwdr zawierajacy preaktywowany
aminokwas. Mieszanin¢ pozostawitam na mieszadle magnetycznym, w temperaturze
pokojowej, przez noc. Nastepnie odparowatam rozpuszczalniki korzystajac z wyparki
prozniowej. Do ok. 1 ml zatgzonego roztworu dodatam octan etylu, calo$¢ przeniostam
do rozdzielacza. Warstw¢ organiczng przemytam kolejno: 1 M HCI, solanka, 1 M
Na2CO;3, solanka do uzyskania obojetnego pH. Warstwe organiczng wysuszylam za
pomoca bezwodnego Na,SO4. Po odsaczeniu srodka suszacego odparowatam octan etylu,
co spowodowato wytrgcenie si¢ osadu. W kolejnym etapie usunetam ostong OtBu. W tym
celu otrzymany osad rozpuscitam w okoto 10 ml 6 M HCI w dioksanie, a nastepnie
mieszatam na mieszadle magnetycznym, kontrolujac postep reakcji za pomocg HPLC.
Lacznie reakcja przebiegata 1 godzing. W ostatnim etapie syntezy odparowatam
rozpuszczalnik, a produkt wytrgcitam zimnym eterem dietylowym. Zawiesing

pozostawitam przez 24 godziny w lodowce, po czym osad odsgczytam na lejku Buchnera.
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2.2.  Synteza pochodnej Boc-Lys(Boc)-OH

10 mmoli H-Lys-OH rozpuscitam w 10 ml 1 M NaOH i 10 ml zert-butanolu. Nastepnie
dodatam 24 mmole Boc,O w ciggu 30 minut, utrzymujac pH na poziomie 8-9 za pomocg
1 M NaOH. Zawarto$¢ kolby byla mieszana przez 24 godziny na mieszadle
magnetycznym. Po uptywie tego czasu odparowalam tert-butanol, dodalam wody
1 dwukrotnie ekstrahowatam heksanem w celu usunigcia nadmiaru Boc,O. Warstwe
wodng zakwasitam 1 M HCI, po czym poddatam jg czterokrotnej ekstrakcji octanem
etylu. Nastepnie warstwe organiczng przemytam woda, solanka i wysuszylam nad
bezwodnym MgSO4. W ostatnim etapie odsaczytam s$rodek suszacy, odparowatam
rozpuszczalnik do momentu pojawienia si¢ oleju. Powstaty oleisty produkt suszytam w
eksykatorze. Otrzymany zwigzek bez dalszego oczyszczania wykorzystatam w kolejnym

etapie syntezy.

3. Synteza peptydow i peptydomimetykow
3.1. Osadzanie pierwszego aminokwasu na no$niku stalym

Pierwszy aminokwas do zywicy Wang przylaczylam przy uzyciu metody estrow
aktywnych (5 eq. Fmoc-AA-OH, 5 eq. MSNT, 3,85 eq. Mlm). Przygotowatam roztwor
Fmoc-aminokwasu w bezwodnym DCM z dodatkiem kilku kropel THF w celu lepszego
rozpuszczenia, dodalam MSNT oraz MIlm. Usungtam powietrze zroztworu,
przepuszczajac przez niego strumien argonu. Szczelnie zamknigtg kolbe pozostawitam na
mieszadle magnetycznym do rozpuszczenia MSNT, po czym jej zawarto$¢ za pomoca
strzykawki przeniostam do zywicy znajdujacej si¢ w naczyniu reakcyjnym. Calo$é
wytrzasatam przez godzine, na wytrzagsarce o ruchu drgajagcym. Odsgczytam mieszaning
reakcyjng, nastepnie peptydylozywice przemylam S5SxDMF, 5xDCM oraz 2xMeOH.
Przeprowadzitam dodatkowe osadzenie Fmoc-aminokwasu, przygotowujac roztwor 4 eq.
Fmoc-AA-OH, 3,8 eq. TBTU, 8 eq. DIPEA w DMF. Po zmianie zabarwienia mieszaniny
na delikatnie z6lty kolor, dodatam jg do zywicy. Po 2 godzinach wytrzasania mieszaning
reakcyjng odsgczylam pod zmniejszonym cisnieniem, peptydylozywice przemytam

DMF, DCM, MeOH oraz umiescitam ja w eksykatorze w celu wysuszenia.

Aby dotaczy¢ pierwszy aminokwas do zywicy CI-TCP(CIl) ProTide przygotowatam
roztwor 0,6 eq. Fmoc-aminokwasu oraz 4 eq. DIPEA w DMF, ktory dodatam

do napeczniatej zywicy. Calo$¢ wytrzasalam przez 1,5 godziny. Po tym czasie
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odsaczytam mieszaning od peptydylozywicy, ktora przemylam 5xDMF, 5xDCM oraz
2xMeOH. Nastgpnie zywic¢ z osadzonym aminokwasem wytrzasatam z mieszaning
DCM-MeOH-DIPEA (17:2:1), dwukrotnie przez 2 minuty. Ostatecznie peptydylozywice
przemytam DCM.

3.2. Sprawdzenie stopnia osadzenia pierwszego aminokwasu na
ZyWICY.
Do umieszczonej w szklanej amputce osuszonej peptydylozywicy (3-6 mg) dodatam
1 ml roztworu piperydyny w DMF (3:7). Po zakonczeniu 30-minutowego wytrzasania
dodatam 5 ml metanolu. Po 5 minutach znajdujaca si¢ w ampulce mieszaning
przesaczytam oraz przeniostam ilosciowo do kolby miarowej, uzupelniajac ja nastepnie
metanolem do objetosci 25 ml. Probe referencyjng stanowil roztwdr zawierajacy
piperydyne, DMF, metanol w proporcji 0,3: 0,7: 2,4 w objetosci 25 ml. Nastgpnie
dokonatam pomiaru absorbancji dla obu przygotowanych roztworow w kuwecie
o pojemnosci 1 ml, przy dtugosci fali 301 nm, na spektrofluorymetrze Infinite M200Pro

(Tecan).
Stopien osadzenia obliczatam ze wzoru:

_ Agp1xVx10°
 Exlxm

Aso1 - absorbancja zmierzona przy dlugosci fali 301 nm
V — pojemno$¢ kolby miarowej [dm?]

| — dlugo$¢ drogi optycznej [cm]

m — masa zywicy [mg]

€ — wspolczynnik ekstynkeji (7800 M cm™)

3.3. Synteza manualna peptydomimetykow

Syntezy manualne sekwencji peptydowych prowadzitam w temperaturze pokojowej w
strzykawce ze spiekiem. Reszty aminokwasowe dotgczalam korzystajac z mieszaniny
zawierajacej 4 eq. Fmoc-aminokwasu, 4 eq. DIC, 4 eq. HOB, 8 eq. DIPEA, rozpuszczone

w niewielkiej iloSci DMF. Deprotekcje grupy aminowej przeprowadzitam przy uzyciu
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20% roztworu piperydyny w DMF. Kazdorazowo po zakonczeniu acylowania lub

deprotekcji sprawdzatam postep syntezy za pomoca testu chloranilowego.

Tabela 2. Przyktadowy cykl syntezy.

Lp Reagenty i rozpuszczalniki Etap syntezy Czas [min]
1. DMF Przemywanie 5x1

2. 20% piperydyna w DMF Deprotekcja 2x15

3. DMF Przemywanie 5x1

4. DCM Przemywanie 5x1

5. Fmoc-AA-OH/odczynnik Acylowanie 90

sprzegajacy/DIPEA w DMF

6. DMF Przemywanie S5x1

7. DCM Przemywanie 5x1

3.4. Synteza z wykorzystaniem automatycznego syntezatora
mikrofalowego

Syntezy prowadzitam w skali 0,05 lub 0,1 mmol, w atmosferze azotu, korzystajac
z automatycznego mikrofalowego syntezatora Liberty Blue (CEM Corporation).
Standardowe acylowanie prowadzitam uzywajac 4 eq Fmoc-aminokwasu, 4 eq DIC oraz
4 eq Oxyma pure w stosunku do stopnia osadzenia nos$nika stalego. Podczas dotaczania
Fmoc-Arg(Pbf)-OH zastosowatam podwojne acylowanie. Do deprotekcji stosowatam
20% roztwor piperydyny w DMF. W przypadku syntez na zywicy CI-TCP(Cl) Protide,
do 1 M roztworu Oxyma dodawatam 0,1 M DIPEA, chcac zapobiec odszczepieniu
peptydu od no$nika. Podczas wykonywania syntez korzystatam z DMF suszonego nad

sitami molekularnymi A3 oraz A4.
Opis procesu syntezy:

W pierwszym etapie syntezy nastgpito odblokowanie osloni¢tej ugrupowaniem Fmoc
grupy aminowej na nosniku stalym. Etap ten zostal wykonany przez potraktowanie
zywicy 20% roztworem piperydyny w DMF, przy jednoczesnym poddawaniu jej przez
15 sekund dziataniu promieniowania mikrofalowego o mocy 125 W (temperatura 70°C),
a nastepnie promieniowania o mocy 30 W w czasie 110 sekund (temperatura 85-90°C).

Nosnik staly byl odsgczany i przemywany 4-krotnie DMF. Wszystkie N-chronione
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aminokwasy byly dolaczane w analogiczny sposob, z wykorzystaniem 0,5 M roztworu
DIC w DMF jako odczynnika sprzegajacego oraz 1 M roztworu Oxyma pure jako
odczynnika zapobiegajacego racemizacji. W reakcji uzywano 4-krotnego nadmiaru
aminokwasu w stosunku do stopnia osadzenia stalego nosnika. Reakcja sprz¢gania byta
prowadzona z wykorzystaniem indukcji mikrofalowej o mocy 170 W przez 15 sekund
(temperatura 75°C), a nastepnie mocy 30 W przez 110 sekund, podczas ktérych
temperatura utrzymywata si¢ w zakresie 89-90°C. Kazdorazowo po dotaczeniu N-
chronionego aminokwasu peptydylozywica byta odsgczana i dodawany byt do niej 20%
roztwor piperydyny w DMF, w celu odblokowania grupy aminowej. Etap deprotekcji
prowadzony byt z wykorzystaniem promieniowania mikrofalowego o mocy 125 W przez
15 sekund (temperatura rowna 75°C), a nastgpnie mocy 30 W w czasie 110 sekund
(temperatura w zakresie 89-90°C). Po zakonczeniu syntezy peptydylozywicg przenositam
z naczynia reakcyjnego do strzykawki ze spiekiem i przemywatam 4-krotnie DMF,
nastepnie 3-krotnie MeOH oraz 1-krotnie Et;O i pozostawiatam ja w prézniowym

eksykatorze.

Tabela 3. Przyktadowy cykl syntezy z zastosowaniem syntezatora mikrofalowego.

Lp Reagenty i rozpuszczalniki Etap syntezy Temperatura i czas
1. 20% piperydyna w DMF Deprotekcja 75°C, 15 s
90°C, 50 s
2. DMF Przemywanie 17 s
3. DMF Przemywanie 17s
4. DMF Przemywanie 17 s
5. DMF Przemywanie 17s
6. 0,2 M Fmoc-AA-OH/ 0,5 M DIC/ 75°C, 15's
1 M OXYMA Acylowanie 90°C, 110’5

W przypadku analogdéw aktywatora E ze wzgledu na zywice Cl-TCP(Cl) wprowadzitam
nastepujace zmiany do cykli:

Acylowanie: moc 30 W; czas 480 sekund; temperatura 50°C

W przypadku Al-tat, Al-6r, DI-tat oraz DI1-tat(R1) jako odczynnik sprzg¢gajacy
zastosowatam 0,5 M roztwér HCTU w DMF w potaczeniu z 2 M roztworem DIPEA

w NMP. Dodatkowo wprowadzitam nastepujace zmiany do cykli:
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Acylowanie: moc 29 W; czas 600 sekund; temperatura 75°C, podwojne sprzeganie.

Deprotekcja: moc 28 W; czas 180 sekund; temperatura 75°C

3.5. Wprowadzenie do sekwencji wigzania peptoidowego lub N-
metylowanych aminokwasow

3.5.1. Wprowadzenie wigzania peptoidowego do sekwencji

Wiazanie peptoidowe wprowadzitam w nastepujacy sposob: przygotowatam mieszaning
2 M roztworu kwasu bromooctowego w DMF oraz 2 M roztworu aktywatora DIC (50:50,
v/v). Mieszaning wytrzasalam do momentu pojawienia si¢ osadu, nastgpnie catosc
dodatam do peptydylozywicy znajdujacej si¢ w strzykawce ze spiekiem i wytrzasatam
przez 30 min. Po tym czasie odsaczylam mieszaning, peptydylozywice przemytam 4-
krotnie DMF oraz dodatam do niej 1,5 M roztwoér odpowiedniej aminy w DMF, po czym
ponownie wytrzagsalam calos¢ przez 1,5 godziny. W =zaleznosci od sekwencji

peptydomimetyku do jego syntezy uzytam odpowiedniej aminy.

Tabela 4. Przyklady amin wykorzystanych w syntezie poszczegolnych zwigzkow.

Amina Nazwa zwiazku
N-Boc-1,4-diaminobutan Al, A3, BI, C1, C2, C3, Al-tat, Al1-6r, D1-tat
4-metoksybenzyloamina C4, C5, Co6
Etanoloamina A2,A3,E2, E3
Benzyloamina El,E3
1,3-diaminopropan DI1-tat(R1)

Poczatkowo, przy syntezie zwigzkow C2 oraz C3, korzystalam z aminy nieposiadajace]
ugrupowan ochronnych 1 po dolgczeniu aminy do peptydylozywicy wprowadzatam
roztwor zawierajacy ugrupowanie ochronne ivDde-OH. 10 eq. tego zwiazku
rozpuszczalam w 2,5 ml DMF. Cato$¢ byla wytrzasana przez 1h. Po syntezie dalszej
sekwencji, przed odszczepieniem produktu od no$nika statego, usuwatam ostone¢ ivDde
stosujac 4-krotne wytrzasanie, kazdorazowo przez 4 minuty, ze §wiezg porcja 5%
roztworu hydrazyny w DMF. Jednakze ze wzgledu na brak dobrej wydajnosci podczas

zakladania osltony, duzg liczb¢ produktéw ubocznych oraz problemy podczas
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oczyszczania, zacz¢tam przy wprowadzaniu tej modyfikacji korzysta¢ z N-Boc-1,4-

diaminobutanu, co zdecydowanie usprawnito oraz przys$pieszylo proces syntezy.

Podczas syntezy DI1-tat(R1), po dotaczeniu 1,3-diaminopropanu do peptydylozywicy
dodatam roztwor z odczynnikiem guanidylujacym: 6 eq. pirazolo-1-karboksyamidu oraz

6 eq. DIPEA. Mieszaning wytrzasatam przez 1 godzing.

Po manualnym wprowadzeniu modyfikacji w kolejnym etapie mieszaning reakcyjng
odsaczytam od peptydylozywicy, ktorg 4-krotnie przemytam DMF. Kolejny N-chroniony
aminokwas z sekwencji takze dolaczylam w sposdob manualny. Peptydylozywice
poddalam 2-godzinnemu wytrzasaniu z rozpuszczonymi w DMF N-oslonigtym
aminokwasem, odczynnikiem aktywujagcym DIC oraz HOBt. W reakcji uzywatam 4-
krotnego nadmiaru kazdego ze skladnikow w stosunku do stopnia osadzenia zywicy.
Reakcje acylowania przeprowadzitam 2-krotnie. Synteze dalszej czgsci sekwencji
kontynuowatam z wykorzystaniem syntezatora mikrofalowego Liberty Blue, zgodnie

z protokotem opisanym w rozdziale 3.4.

3.5.2. Wprowadzenie N-metylowanych aminokwasow do sekwencji

N-metylowane aminokwasy wprowadzatam do nastepujacych peptydomimetykow:

Tabela 5. Przyktady N-metylowanych aminokwaséw zastosowanych w syntezie.

N-metylowany aminokwas Nazwa zwiazku
Fmoc-N-MeLys(Boc)-OH AS, B3
Fmoc-N-MeSer(tBu)-OH A4
Fmoc-N-MeTyr(tBu)-OH A5, B3
Fmoc-N-MeArg(Pbf)-OH A4, B2

Pochodne aminokwasowe dotgczytam poprzez 3-godzinne wytrzasanie peptydylozywicy
z mieszaning sktadajaca si¢ z: 3 eq. N-chronionego N-metylowanego aminokwasu, 3 eq.
aktywatora COMU oraz 5,4 eq. DIPEA, rozpuszczonych w DMF. Przed dodaniem do
Zywicy mieszaning wytrzasatam przez 3 minuty w celu preaktywacji aminokwasu. Po
zakonczeniu sprzegania wykonywatam test chloranilowy. Po uzyskaniu wyniku testu
wskazujgcego na brak wolnej grupy aminowej przeprowadzatam usunigcie ostony Fmoc,
stosujac 20% roztwor piperydyny w DMF. Roztwor do deprotekcji wytrzasatam

z peptydylozywica przez 15 minut, nastgpnie mieszaning odsaczalam, po czym proces
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deprotekcji wykonywatam ponownie. Kolejny N-chroniony-N-metylowany aminokwas
badz standardowy N-ostoniety aminokwas przytaczalam wedtug analogicznej procedury.
W przypadku A4 oraz B2, po zakonczeniu tego etapu dalszg syntezg prowadzitam przy
uzyciu syntezatora mikrofalowego Liberty Blue, zgodnie z protokotem opisanym

w punkcie 3.4.

3.6. Synteza Bisl

Sekwencje KTRNTGE(propargiloamina) DWRSYYS zsyntezowatam z wykorzystaniem
syntezatora mikrofalowego Liberty Blue. Jako odczynnik sprzegajacy zastosowalam
0,5 M roztwor HCTU w DMF w potaczeniu z 2 M roztworem DIPEA w NMP. Natomiast
w celu deprotekcji wykorzystatam 5% roztwor piperazyny w DMF zawierajacy 0,1 M
HOBt. Dodatkowo wprowadzilam nastg¢pujace modyfikacje do cykli:

Sprzgganie: moc 29 W; czas 600 sekund; temperatura 75°C, podwojne sprzeganie.

Deprotekcja: moc 28 W; czas 180 sekund; temperatura 75°C.

Pochodng kwasu glutaminowego z modyfikowanym propargiloaming lancuchem
bocznym dotaczylam do peptydylozywicy manualnie, dodajac mieszaning zawierajaca
3 eq. pochodnej aminokwasowej, 3 eq. DIC oraz 3 eq. HOBt. Dalszy, N-koncowy
fragment sekwencji, zsyntezowatam ponownie z wykorzystaniem syntezatora

mikrofalowego Liberty Blue.

Sekwencje TRNEGK(Mtt)DWRSYYS zsyntezowalam przy uzyciu syntezatora
mikrofalowego. Ostatnig, N-koncowg reszte¢ — pochodng Boc-Lys(Boc)-OH, dotaczytam
manualnie, stosujac 4 eq. pochodnej, 4 eq. DIC oraz 4 eq. HOBt w stosunku do stopnia
osadzenia zywicy. Wszystkie reagenty rozpuscitam w DMF. Mieszanina byta wytrzasana
z peptydylozywica przez 1,5 godziny. W kolejnym etapie usun¢lam ostone Mtt z lizyny
poprzez 10-krotne wytrzasanie peptydylozywicy z 1,8% roztworem TFA/DCM,
kazdorazowo po 3 minuty. Nastgpnie przemylam peptydylozywice za pomoca DMF,
dodatam do niej mieszanine sktadajacg si¢ z 4 eq. Fmoc-PEG2-OH, 4 eq. DIC oraz 4 eq.
HOBt, rozpuszczonych w DMF. Cato$¢ wytrzasatam 1,5 godziny, po czym ponownie
zywicg¢ przemylam DMF, dodatam do niej mieszaning 4 eq. Fmoc-PEG2-OH, 3,5 eq.
HATU oraz 3 eq. DIPEA w DMF i ponownie wytrzasalam przez 1,5 godziny. Nast¢pnie
usungtam ostong¢ Fmoc poprzez 3-krotne wytrzasanie zywicy z 20% roztworem

piperydyny w DMF, kazdorazowo po 20 min, w temperaturze pokojowe;j.

74



Po przeprowadzeniu deprotekcji do peptydylozywicy dodalam roztwdr zawierajacy
1,25 eq. DIPEA oraz 2 eq. HOBt rozpuszczone w DMF. Po czym porcjami, przez 0,5 h,
dodatam 10 eq. bezwodnika bursztynowego rozpuszczonego w 5 ml DMF, za pomoca
DIPEA utrzymujac pH na poziomie 7. Nastepnie cato$¢ mieszatam przez 1 godzing.
W ostatnim etapie do zsyntezowanej sekwencji dotaczytam N3-PEG3-NHa, trzykrotnie
wykonujac 1,5-godzinny cykl sprzggania. W kolejnych cyklach stosowatam 4 eq. N3-
PEG3-NH; oraz odmienne czynniki sprzegajace. Za pierwszym razem wprowadzitam
mieszaning 4 eq. DIC 1 4 eq. OXYMA w DMF, za drugim dodatam 3,5 eq. HATU oraz
3 eq. DIPEA w DMF, za trzecim natomiast 4 eq. HCTU i 3 eq. DIPEA.

Peptyd =z dotaczonym ugrupowaniem azydkowym oraz ten =z przylaczong
propargiloaming odszczepitam od nos$nika statego 1 poddatam oczyszczaniu.
Do potaczenia obu peptydow wykorzystatam reakcje CLICK. W kolbie umiescitam
rozpuszczony w 1 ml H2O peptyd z wigzaniem potréjnym, nastepnie dodatam peptyd
zawierajacy ugrupowanie azydkowe, 0,5 M roztwor askorbinianu sodu oraz 0,1 M
roztwor siarczanu (VI) miedzi (II). Reagenty dodatam w stosunku molowym: 1:3:4:3.
Mieszaning poddatam ogrzewaniu mikrofalowemu przez 5 min w 60°C, nastepnie reakcje
prowadzitam w temperaturze pokojowej, na mieszadle magnetycznym, przez 24 godziny.
Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodalam H>O, nastgpnie zamrozitam ja

w ciektym azocie 1 poddatam procesowi liofilizacji.

3.7. Synteza Bisl-tat

Bis1-tat zsyntezowalam w analogiczny sposob jak Bisl. Jedyna réznice stanowit fakt, iz
peptyd posiadajacy propargiloaming dolaczong do grupy karboksylowej w tancuchu
bocznym kwasu glutaminowego wydtuzylam o sekwencj¢ peptydowa polepszajaca

przenikalnos¢ przez blony komérkowe - RKKRRQRRR (tat).

3.8. Synteza Bis2

Zsyntezowatam oraz odszczepitam od nosnika stalego sekwencje peptydowa (zgodnie
z procedurg zawartg w punkcie 3.4. oraz 3.14.), ktérg nastgpnie rozpuscitam w 5 ml H>O.
Do roztworu dodatam 2,5 eq, p-dibromoksylenu. Doprowadzitam pH do okoto 7,5 za
pomoca 0,2 M roztworu NH4sHCO3. Catos¢ mieszatam na mieszadle magnetycznym, co

pot godziny przeprowadzajac analiz¢ HPLC badajaca postep reakcji. Po 3 godzinach
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roztwor zakwasitam 2% TFA w DMF do pH 2-3. Mieszanine przesaczytam przez saczek

karbowany.

3.9. Synteza Bis3

Zsyntezowatam sekwencje peptydowa zgodnie z protokotem opisanym w punkcie 3.4,
nastepnie peptyd odszczepitam od no$nika stosujac procedure opisang w punkcie 3.14.
Nastepnie otrzymany peptyd rozpuscitam w 2 ml DMSO i utlenitam, dodajac go
w stosunku molowym 1:2 do DPDS rozpuszczonego w minimalnej ilosci DMSO.
Reakcja trwata 24 godziny. Po tym czasie do kolby dodatam 5 ml uktadu A: 100% H>O
+ 0,1% TFA i przystgpitam do oczyszczania.

3.10. Synteza Bis4

Korzystajac z syntezatora mikrofalowego zsyntezowatam na nos$niku stalym sekwencje
peptydowa zawierajaca Fmoc-N-amido-PEG2-OH. Po zakonczeniu syntezy
peptydylozywice podzielitam na dwie rowne czg$ci. Do jednej czgsci dotaczytam Fmoc-
Gly-OH. W tym celu zywic¢ poddatam 2-godzinnemu wytrzasaniu z mieszaning
zawierajacg 4 eq. rozpuszczonego w DMF N-ostonigtego aminokwasu, 4 eq. DIC oraz

4 eq. HOBLt. Te reakcje przeprowadzitam 2-krotnie.

Do drugiej czg$ci peptydylozywicy przytaczytam bezwodnik bursztynowy. Do no$nika
statego dodatam mieszaning DIPEA z dodatkiem HOBt, rozpuszczone w 4 ml DMF.
Nastepnie porcjami dodatam roztwor bezwodnika bursztynowego w 3 ml DMF. Catos¢
mieszatam przez godzing, kontrolujac pH. Podczas reakcji uzytam 1,25 eq. DIPEA, 2 eq.
HOBt oraz 2 eq. bezwodnika bursztynowego w stosunku do stopnia osadzenia nosnika.
W celu utworzenia estru aktywnego TFPh na grupie karboksylowej powstalej po
dolaczeniu bezwodnika bursztynowego, peptydylozywice umiescitam w kolbie
okragtodennej zawierajacej niewielkg ilo§¢ DMF. 11 eq. TFPh rozpuscitam w 3 ml DMF
1 dodatam do zywicy. Cato$¢ mieszatam na mieszadle magnetycznym w 0°C, przez dwie
godziny, porcjami dodajac 11 eq. DIC. Mieszaning reakcyjng przeniostam do tazni
lodowej 1 pozostawitam ja na 24 godziny na mieszadle magnetycznym, w lodowce.
W kolejnym etapie odsaczylam mieszaning reakcyjng, a do peptydylozywicy dodatam
roztwor o pH ustalonym za pomoca TEA na poziomie ok. 8,5, zawierajacy 40 pmol
odszczepionego od nosnika i rozpuszczonego w DMF peptydu H-Gly-PEG2-LERSY Y S-
OH. Mieszaning poddatam wytrzasaniu z peptydylozywica przez 3 dni, po czym
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odsaczytam mieszaning reakcyjng, a peptydylozywice przemytam 4-krotnie DMF,
nastgpnie 3-krotnie MeOH oraz 1-krotnie Et;O i pozostawilam ja w prézniowym

eksykatorze.

3.11. Doftaczanie fluoroforu NBD do sekwencji

Do peptydylozywicy dodatam 3 eq. NBD oraz 3 eq. DIPEA rozpuszczone w minimalne;j
objetosci DMF. Catos¢ wytrzgsatam przez 24 godziny. Nastepnie odsaczytam nadmiar
reagentow, a peptydylozywice przemytam 5-krotnie DMF, 5-krotnie DCM oraz 2-krotnie
MeOH.

3.12. Synteza substratu fluorescencyjnego Dabcyl-EDANS

Sekwencje H-K(Dabcyl)MSGFAATAE(EDANS)G-OH zsyntezowatam w  sposob
manualny na zywicy Wang z recznie osadzong glicyna. Reakcje acylowania prowadzitam
w 55°C przez 1 godzing. Przed dodaniem do zywicy mieszaniny zawierajacej 4 eq. Fmoc-
aminokwasu, 4 eq. COMU, 8 eq. DIPEA w DMF, wytrzasalam ja przez 3 minuty
w temperaturze pokojowej w celu preaktywacji. Po przylaczeniu kolejnych reszt
aminokwasowych peptydylozywice przemywalam za pomoca DMF, DCM. Podczas
deprotekcji korzystatam z 20% roztworu piperydyny w DMF, reakcje przeprowadzitam

w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Deprotekcje przeprowadzatam dwukrotnie.

3.13. Synteza sondy fluorescencyjnej TAS3

Sond¢ TAS3 zsyntezowatam w sposob manualny na nos$niku stalym TentaGel R RAM
(m= 0,6 g; stopien osadzenia = 0,20 mmol/g). W pierwszym etapie, po usuni¢ciu grupy
Fmoc znajdujacej si¢ na zywicy, do uwolnionej grupy aminowej dotgczytam kwas
bromooctowy (BAA). W tym celu przygotowatam 4 ml mieszaniny sktadajacej si¢ z2 M
roztworu BAA oraz 1 M aktywatora DIC (1:1 v/v), po wytraceniu si¢ biatego osadu calg
mieszaning dodatam do zywicy 1 wytrzgsatam 20 minut w temperaturze 37°C. Nast¢pnie
odsgczytam mieszaning reakcyjng, przemytam zywice trzykrotnie DMF. Po uzyskaniu
negatywnego wyniku testu chloranilowego do zywicy dodalam 1 M roztwor N,N-
dimetylo-1,3-propanodiaminy w DMF 1 wytrzasalam przez 1 godzing w 37°C. Po
uzyskaniu pozytywnego wyniku testu chloranilowego przystgpitam do wydtuzania
fancucha peptoidowego w analogiczny sposob, sprzegajac kolejno BAA oraz 3-
metoksypropyloaming i N,N-dimetylo-1,3-propanodiaming. Po ukonczeniu syntezy

fragmentu peptoidowego dotaczylam do sekwencji reszte glicyny. W tym celu 4 eq.
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Fmoc-Gly-OH i 3,75 eq. HATU rozpuscitam w DMF i dodatam 8 eq. DIPEA. Po zmianie
zabarwienia na kolor z6tty mieszaning dodalam do zywicy i poddalam ja wytrzasaniu
przez 3 h w 37°C. Po przeprowadzeniu deprotekcji 20% roztworem piperydyny,
potwierdzonej pozytywnym wynikiem testu chloranilowego, do zywicy dodatam roztwoér
10 eq. bezwodnika bursztynowego w DMF z dodatkiem 12 eq. pirydyny. Cato$¢
wytrzasatam przez 24 godziny. W kolejnym etapie przygotowatam 6 ml mieszaniny
zawierajacej 40 eq. gabki protonowej w DMF oraz 40 eq. DIPEA. Potowe tego roztworu
dodatam do zywicy na pigciominutowe wytrzgsanie, do pozostatej mieszaniny dodatam
1 eq. COMU. Po odsaczeniu mieszaniny gabki protonowej i DIPEA dodatam do zywicy
mieszaning zawierajaca odczynnik aktywujacy. Po pigciominutowym wytrzasaniu
w 60°C do zawiesiny dodatam 3 ml roztworu zawierajacego 10 eq. chlorku rodaminy
110. Calo$¢ zostala poddana wytrzasaniu w 60°C przez 3 godziny. W nastgpnym etapie
dotaczytam Fmoc-Phe(4-NOz)-OH. W tym celu ponownie przygotowalam roztwoér 40 eq.
gabki protonowej w 6 ml DMF, potowe roztworu dodatam na 5 minut do zywicy w celu
aktywacji, a do pozostatej porcji dodatam 10 eq. pochodnej aminokwasowej oraz 10 eq.
aktywatora COMU. Po odsaczeniu pierwszego roztworu dodalam do zywicy roztwor
z aktywatorem 1 pozostawitam cato$¢ na trzygodzinne wytrzasanie w 60°C. W dalszej
kolejnosci usungtam ostong Fmoc korzystajac z 20% roztworu piperydyny i przystapitam
do wydluzenia sekwencji o fragment peptydowy: walina-leucyna-leucyna. Do nos$nika
statego dodatam roztwor 6 eq. Fmoc-Val-OH, 6 eq. COMU i 12 eq. DIPEA w DMF. Po
1 godzinie wytrzasania w 37°C odsgczylam reagenty 1 przeprowadzitam usuniecie ostony

Fmoc. Kolejne dwa aminokwasy przytaczytam w analogiczny sposob.

3.14. Odszczepianie peptydow/peptydomimetykow z nosnika

Peptydy/peptydomimetyki po zakonczonej syntezie odszczepialam z nos$nika statego,
z jednoczesnym usuni¢ciem oston lancuchéw bocznych reszt aminokwasowych, za
pomocg mieszaniny TFA z dodatkiem zmiataczy karbokationéw: TFA/Fenol/TIPSI/H>O
(90:5:2,5:2,5, v/w/v/v). Stosowatam 5 ml mieszaniny odszczepiajacej na 0,5 g
peptydylozywicy. Czas trwania reakcji srednio wynosit 2 godziny na wytrzasarce o ruchu
drgajacym. W przypadku Al-tat, Al-6r, D1-tat oraz DI-tat(R1) czas trwania reakcji
wydtuzytam do 3,5 godziny ze wzglgdu na duzg ilo$¢ reszt argininy w sekwencji.
Nastepnie, staty no$nik odsaczatam pod zmniejszonym ci$nieniem na lejku Schotte’a.
Nadmiar TFA odparowywatam przy pomocy rotacyjnej wyparki prozniowej. Pozostatosé

zadawatam eterem dietylowym (Et20), ktory uprzednio schtadzatam do temperatury 4°C.
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Wytracony osad wraz z eterem przenositam do falkonu o pojemnosci 50 ml i poddawatam
wirowaniu przez 15 min (4000xg) w 4°C. Supernatant dekantowatam, a osad traktowatam
kolejna porcja schtodzonego Et>O. Procedure t¢ wykonywatam 3-krotnie. Tak uzyskany

surowy produkt rozpuszczatam w wodzie 1 poddawatam liofilizacji.

Tabela 6. Szczegoty dotyczace syntez poszczegolnych zwigzkdw .

Nazwa Rodzaj zywicy Stopien osadzenia  Ilos¢ Ilos¢
zywicy [mmol/g]  zywicy surowego

[g] zwiazku [mg]

Al Fmoc Ser(t-Bu) 0,20 0,5 235
TentaGel R PHB

A2 Fmoc Ser(t-Bu) 0,20 0,5 212
TentaGel R PHB

A3 Fmoc Ser(t-Bu) 0,20 0,5 199
TentaGel R PHB

A4 Fmoc Ser(t-Bu) 0,20 0,5 220
TentaGel R PHB

A5 Fmoc Ser(t-Bu) 0,20 0,5 230
TentaGel R PHB

Al-tat Fmoc Ser(t-Bu) 0,20 0,5 302
TentaGel R PHB

Al-6r Fmoc Ser(t-Bu) 0,20 0,5 290
TentaGel R PHB

A1-NBD Fmoc Ser(t-Bu) 0,20 0,5 202
TentaGel R PHB

Al-tat-NBD Fmoc Ser(t-Bu) 0,20 0,5 306
TentaGel R PHB

Al-6r-NBD Fmoc Ser(t-Bu) 0,20 0,5 299
TentaGel R PHB

B1 Fmoc Ser(t-Bu) 0,20 0,5 239
TentaGel R PHB

B2 Fmoc Ser(t-Bu) 0,20 0,5 120
TentaGel R PHB

B3 Fmoc Ser(t-Bu) 0,20 0,5 234
TentaGel R PHB

Cl1 Wang 0,25 0,46 153

C2 Wang 0,25 0,46 160

C3 Wang 0,25 0,46 170

C4 Wang 0,36 0,35 199

C5 Wang 0,36 0,35 180

Cé6 Wang 0,36 0,35 192

D1-tat CI-TCP(CI) ProTide 0,40 0,25 172

D1-tat(R1) CI-TCP(CI) ProTide 0,40 0,25 132
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DI-tat-NBD CI-TCP(C!) ProTide 0,39 0,25 150

D1-tat(R1)-NBD  CI-TCP(CI) ProTide 0.39 0,25 162
El CI-TCP(CI) ProTide 0,40 0,25 113
E2 CI-TCP(CI) ProTide 0,40 0,25 101
E3 CI-TCP(CI) ProTide 0,40 0,25 82
Substrat Dabcyl- Wang 0,36 0,5 181
EDANS
Sonda TAS3 TentaGel R RAM 0,20 0,6 217

4. Oczyszczanie i charakterystyka peptydow i
peptydomimetykow

Surowe peptydomimetyki oczyszczatam z wykorzystaniem semipreparatywnego HPLC

z detektorem UV: K2001 (Knauer) z wykorzystaniem nastepujacych kolumn:

A

B

C

D

Jupiter Proteo C12, 250 x 21,2 mm, 4 um, 90 A (Phenomenex)
Jupiter Proteo C12, 250 x 10 mm, 10 um, 90 A (Phenomenex)
Kinetex C18, 250 x 21,2 mm, 5 um, 100 A (Phenomenex)

Kromasil C8, 150 x 4,6 mm, 5 pm, 100 A

Oczyszczanie prowadzitam stosujgc gradient liniowy rozpuszczalnikéw A 1 B, z detekcja

przy dlugosdci fali A = 223 nm. Gradient dobieratam indywidualnie, w zaleznos$ci od

hydrofobowosci i stopnia zanieczyszczenia zwigzku. Do oczyszczania zastosowatam

nastepujace uktady eluentow:

I

II

II

v

VI

VII

A: H,0 +0,1% TFA, B: 45% ACN + 0,1% TFA
A: H,0 +0,1% TFA, B: 35% ACN + 0,1% TFA
A: H,0 +0,1% TFA, B: 50% ACN + 0,1% TFA
A: H,0 +0,1% TFA, B: 40% ACN + 0,1% TFA
A: H,0 +0,1% TFA, B: 80% ACN + 0,1% TFA
A: 10% ACN + 0,1% TFA, B: 40% ACN + 0,1% TFA
A: 10% ACN + 0,1% TFA, B: 50% ACN + 0,1% TFA
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VIII  A:10% ACN +0,1% TFA, B: 70% ACN + 0,1% TFA

Do sprawdzenia czystosci surowych peptydow i frakcji otrzymanych po oczyszczaniu
wykorzystalam chromatograf HPLC Varian ProStar 240 (Varian), z nastgpujacymi

kolumnami analitycznymi:
a) Jupiter Proteo C12, 250 mm x 4,6 mm, 4 pm, 90 A (Phenomenex),
b) Luna C18, 250 x 4,6 mm, 5 um, 100 A (Phenomenex),

Uzyskane  oczyszczone  zwigzki  poddawatam  analizie  chromatograficznej
z wykorzystaniem chromatografii cieczowej U-HPLC z detektorem PDA (Shimadzu).
Kolumna chromatograficzna: Kinetex 100 x 2,1 mm, 2,6 um, 100 A. Uktad faz A: H,O
+ 0,1% TFA, B: 80% ACN + 0,1% TFA, przepltyw 0,5 ml/min, detekcja UV przy A=223
nm, gradient 5% B — 100% B w 15 minut.

Natomiast w celu weryfikacji poprawnej masy czasteczkowej korzystalam ze
spektrometru mas MALDI TOF (Bruker) lub LCMS-ESI-IT-TOF (Shimadzu) z kolumnag
analityczng Jupiter Proteo, 150 x 2 mm, 4 pm, 90 A (Phenomenex). Analiza LC-MS
zostala przeprowadzona w gradiencie liniowym 5-100% B w 60 min (eluenty A: H>O +
0,1% TFA, B: 80% ACN + 0,1% TFA), w trybie pozytywnej jonizacji metoda

elektrorozpylania.
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Tabela 7. Warunki oczyszczania zwiazkow oraz ich masy czasteczkowe.

Warunki oczyszczania

Nazwa Ilo$¢ oczyszczanego Kolumna Uklad Ilo$¢ czystego produktu M., obliczona M., wyznaczona
zwigzku [mg] eluentow [mg] [Da] [Da]

Al 162 A I 36,40 1788,2 1788.,4
A2 158 A I 37,30 1800,5 1800,8
A3 94 A I 1,56 1800,5 1800,8
A4 122 A 111 32,59 1815.,9 1815,8
A5 112 A 111 26,55 1815,9 1816,0
Al-tat 150 C II 20,50 3108,5 3108,7
Al-6r 102 C v 15,10 2724,1 27244
A1-NBD 52 C VI 0,50 1956,6 1958.8
Al-tat-NBD 88 C VI 8,33 3270,1 3270,3
Al-6r-NBD 90 C VI 5,90 2886,0 2886,1
B1 118 A I 30,30 1857,9 1857,8
B2 104 A 111 27,90 1871,2 1871,0
B3 117 A I 22,36 1883,6 1883,8
Cl 72 A I 14,79 1832,6 1832,8
C2 68 A I 12,40 1832,6 1832,8
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C3 76 A I 9,80 1834,3 1834,5

C4 90 A I 9,70 1846,6 1846,8

Cs 94 A I 15,80 1846,8 1846,8

Co6 89 A I 14,35 1860,7 1860,9

D1-tat 103 A I 10,30 3009,0 3009,1
D1-tat(R1) 99 A I 12,87 3009,0 3009,2
D1-tat-NBD 62 B VII 3,23 3170,1 3170,3
D1-tat(R1)-NBD 50 B VII 1,37 3170,1 3170,3
El 45 D I 1,30 1675,9 1675,7

E2 43 D I 0,83 1689,5 1689,7

E3 39 D I 0,80 1689,5 1689,7

Bisl 10,6 D I 2,20 4049,3 4049.4
Bis]-tat 10 D I 0,20 5369,1 5369,2
Bis1-tat-NBD 8 D VII 0,72 55325 55327
Bis2 7 B II 2,50 3563,7 3563,8

Bis3 8 B \Y 3,30 34583 3458,6

Bis4 25 B II 6,40 2290,1 2290,0
Substrat Dabcyl-EDANS 102 A VIII 20,50 1567,5 1567,6
Sonda TAS3 81 A A% 2,50 1416,5 1416,7
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5. Badania strukturalne (dichroizm kolowy)

Pomiary zostaty przeprowadzone w Zespole Pracowni Fizykochemicznych na Wydziale
Chemii UG, przy uzyciu spektropolarymetru Jasco J-815 (Jasco), w kuwecie kwarcowe;j
o dhugosci $ciezki optycznej 10 mm. Pomiary CD zostaty zarejestrowane dla wodnych
roztworéw peptydomimetykow o stezeniu 0,2 mg/ml w zakresie 185-260 nm

w temperaturze 25°C.

6. Oczyszczanie ludzkiego proteasomu

6.1. Izolacja erytrocytow z krwi

W sterylnej probdéwce wirdéwkowej typu Falcon umiescitam 20 ml koncentratu
czerwonych krwinek, do ktérego dodatam 20 ml buforu PBS. Nastepnie calo$¢ poddatam
wirowaniu przez 10 minut z predkoscia 600 x g, w temperaturze 20°C. Po zakonczeniu
wirowania korzystajac ze strzykawki z dlugg igla przeniostam warstwe erytrocytow
donowej sterylnej probowki wirowkowej typu Falcon. W kolejnym etapie
przeprowadzitam liz¢ erytrocytéw poprzez zmieszanie w stosunku 2:3 (v/v) erytrocytow
z buforem lizujacym o sktadzie: 30 mM Tris pH 7,6, 2 mM MgCl, 0,1 mM EDTA,
1,6 mM DTT. Lize prowadzitam przez godzing w 4°C, na wytrzasarce kotyskowej. Chcac
usung¢ niezlizowane erytrocyty oraz blony komorkowe, mieszaning po zakonczonej lizie
poddatam wirowaniu przez 30 minut, w 4°C, z predkoscia 17500 rpm. Supernatant
przeniostam do nowej probowki wirdwkowej 1 ponownie poddatam wirowaniu

w analogicznych warunkach.

6.2. Wpysalanie siarczanem(VI) amonu

Lizat przeniostam do zlewki, znajdujacej si¢ na mieszadle magnetycznym w lodoéwce
(4°C). Do lizatu czerwonych krwinek dodawatam matymi porcjami (NH4)2SOs, tak aby
koncowo uzyskac stezenie 35% soli. Po skonczeniu dodawania, roztwér poddatam 30-
minutowemu mieszaniu. Wysolony lizat przeniostam do gilz oraz poddatam wirowaniu
przez 1 godzing, z predkoscig 17500 rpm w temperaturze 4°C. Supernatant przeniostam
do worka dializacyjnego z membrang o punkcie odcigcia 6-8 kDa, ktory nastepnie
umiescitam w schtodzonym buforze dializacyjnym o sktadzie: 10 mM Tris pH 7,6, 50

mM NaCl, 1 mM EDTA, 5% glicerol, 2 mM DTT. Dializ¢ prowadzitam w 4°C. Po okoto
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3 godzinach worek dializacyjny przeniostam do $wiezego schtodzonego buforu

dializacyjnego, kontynuujac proces przez noc.

6.3. Oczyszczanie za pomoca chromatografii jonowymienne;j
(kolumna HiTrap CaptoQ)

Kolumne HiTrap CaptoQ podiaczytam do systemu chromatograficznego AKTA.
Zawartos¢ worka dializacyjnego przeniostam do zlewki oraz przefiltrowatam przez filtr
membranowy. Nastgpnie roztwor naniostam na kolumne HiTrap. Podczas rozdzialu
stosowatam bufor A: 50 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI pH 7,6, | mM EDTA,1 mM DTT,
5% glicerol oraz bufor B: 700 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI pH 7,6, 1 mM EDTA,1 mM
DTT, 5% glicerol. Rozdziat w gradiencie 10-100% B trwal okoto godzing. Zebrane
frakcje dializowatam w worku dializacyjnym o odcigciu 6-8 kD w buforze o sktadzie

20 mM Tris/HC1 pH 7,6, 1 mM EDTA,1 mM DTT, 5% glicerol, w 4°C przez noc.

6.4. Oczyszczanie za pomocg chromatografii odzialywan
hydrofobowych (kolumna HiPrep Phenyl FF)

Po dializie do roztworu proteasomu dodawalam porcjami (NH4)>SO4 do ostatecznego
50% stezenia soli. Nastgpnie roztwoér mieszalam przez 30 minut na mieszadle
magnetycznym w 4°C. Po zakonczeniu wysalania roztwor poddatam wirowaniu przez
1 godzing z predkoscia 17500 rpm w 4°C. Supernatant naniostam na kolumn¢ HIC, po
uprzednim jej rownowagowaniu w buforze startowym. Podczas oczyszczania
stosowatam bufor A o sktadzie: 1,2 M (NH4)2SO4, 20 mM Tris/HCl pH 7,6, 1 mM EDTA,
1 mM DTT, 5% glicerol oraz bufor B o sktadzie: 20 mM Tris/HCI pH 7,6, 1 mM EDTA,
1 mM DTT, 5% glicerol. Biatko eluowatam stosujac gradient liniowy 60-100% B przez
10 objetosci kolumny. Zebrane frakcje umiescitam w worku dializacyjnym o odcigciu 6-
8 kD i dializowatam w 4°C przez noc w buforze 20 mM Tris/HCI pH 7,6, zawierajagcym
25 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT i 5% glicerolu.

6.5. Oczyszczanie za pomocg chromatografii jonowymienne;j
(kolumna Mono-Q)

Po dializie roztwor z worka dializacyjnego przefiltrowatam przez membrang do sterylne;j
butli. Cala objetos¢ naniostam na kolumng MonoQ. Do oczyszczania stosowatam
gradient liniowy: 0 — 1 M NaCl w buforze 20 mM Tris/HCI pH 7,6, zawierajacym 1 mM
EDTA, 1 mM DTT 1 5% glicerolu (30 x objetos¢ kolumny, z szybkoscig przeptywu
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1 ml/min). Proteasom 20S eluowal przy okoto 340 mM NaCl. Frakcje zawierajace
proteasom zbieratam i dializowatam przez noc w 4°C w worku dializacyjnym o punkcie
odciecia 15 kD, wobec buforu 20 mM Tris/HCI pH 7,2, zawierajacego 1 mM EDTA,
1 mM NaN3, 2 mM DTT i 10% glicerolu.

6.6. Zatgzanie oczyszczonego proteasomu

Frakcje po dializie zatezalam za pomocg koncentratora 10K o pojemnosci 15 ml
(Vivaspin 6), wirujagc go kazdorazowo z predkoscig 8000xg przez 10-15 minut
w temperaturze 4°C. Po zate¢zeniu stezenie biatka wyznaczalam metoda Bradforda.
Roztwor proteasomu o stezeniu 1 mg/ml przechowywany byl przez kilka miesiecy
w temperaturze -20 °C w buforze o sktadzie: 50% glicerol, 20 mM Tris/HCI pH 7,2,
1 mM EDTA, 1 mM NaN3, 1 mM DTT.

7. Badania biologiczne otrzymanych zwiazkow

7.1.  Badanie wplywu otrzymanych zwigzkéw na aktywnos$¢
ludzkiego proteasomu z  wykorzystaniem  substratow
z fluoroforem AMC oraz substratu Dabcyl-EDANS

Wpltyw  zsyntezowanych  zwigzkdbw na  chymotrypsynopodobng  (ChT-L),
trypsynopodobng (T-L) oraz kaspazopodobna (C-L) aktywnos$¢ proteasomu badatam przy
wykorzystaniu latentnego proteasomu 20S wyizolowanego z ludzkich erytrocytow.
Do analizy uzylam substratow fluorogenicznych odpowiednich do oznaczania
aktywnosci poszczegolnych peptydaz, Suc-LLVY-AMC (ChT-L), Boc-LRR-AMC (T-L)
1 Z-LLE-AMC (C-L). Zwiazki zbadalam rowniez uzywajac substratu typu FRET,
zawierajacego par¢ EDANS-Dabcyl jako odpowiednio donor oraz wygaszacz
fluorescencji. Substrat ten, o sekwencji H-K(Dabcyl)MSGFAATAE(EDANS)G-OH
(dalej nazywany w skrocie Dabcyl-EDANS), jest w niewielkim stopniu degradowany
przez latentny proteasom 1 dlatego lepiej nadaje si¢ do oceny efektywnos$ci dziatania

aktywatorow.

Pomiary prowadzitam w 96-dotkowej ptytce, w 50 mM buforze Tris/HCI o pH 8.
Koncowa objetos¢ probek wynosita 100 pl. Peptydomimetyki i substraty fluorogeniczne
rozpuszczalam w DMSO do stezenia 10 mM, natomiast substrat Dabcyl-EDANS
do stgzenia 1,5 mM. Ostateczne stgzenie proteasomu 20S w probkach pomiarowych

wynosito 0,002 mg/ml (= 2,8 nM), steZenie substratu za$ odpowiednio 100 pM (substraty
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z fluoroforem AMC) lub 15 pM (Dabcyl-EDANS). Otrzymane zwigzki badatam
w zakresie stezen: 1 uM — 50 uM, oprocz analogow z sekwencja TAT oraz 6R, ktore
testowatam w zakresie 0,5 uM do 10 puM. Pomiary przeprowadzitam na
spektrofluorymetrze Infinite M200Pro (Tecan), w temperaturze 37°C, rejestrujac
intensywnos$¢ fluorescencji w zakresie 380-460 nm (substraty fluorogeniczne) badz 335-
493 nm (Dabcyl-EDANS). Pomiary z wykorzystaniem substratu Dabcyl-EDANS
poprzedzitam 10-minutowg inkubacja w 37°C. Odczyt fluorescencji byt wykonywany co
2 minuty, przez 60 minut. Kazdy eksperyment wykonywalam co najmniej trzykrotnie.
Wzgledng aktywnos$¢ obliczalam w stosunku do aktywnos$ci katalitycznej latentnego

proteasomu, zmierzonej bez dodatku modulatora, ktora traktowana byta jako 100%.

7.2.  Ocena stabilnosci otrzymanych zwigzku w ludzkim osoczu

Otrzymane modulatory inkubowatam z ludzkim osoczem w 37°C przez 30 min. Zwiazki
rozpuszczalam w wodzie, a ich ostateczne stgzenie wynosito 200 uM. Co 5 min
z inkubowanego roztworu pobieralam probki, zatrzymywatam postep reakcji za pomoca
6% TCA, ktéry dodawatam do probki w proporcji 1:1 (v:v). Calkowity czas trwania
inkubacji wynosit 30 minut. Wszystkie probki poddawatam wirowaniu przez 10 minut
w 4°C przy obrotach 14000 rpm. Pobrany znad osadu supernatant poddawatam analizom

HPLC 1 MS.

Postgp proteolitycznej degradacji aktywatorow monitorowatam przy uzyciu
chromatografu UHPLC z detektorem PDA (Shimadzu), z kolumng analityczng Kinetex
100 x 2,1 mm, 2,6 pm, 100 A. Do analizy stosowalam 15-minutowy gradient 5—100%
B (eluenty A: H,O +0,1% TFA, B: 80% ACN + 0,08% TFA) z detekcja UV przy dlugosci
fali 223 nm. Stopien degradacji oszacowatam na podstawie powierzchni zawartej pod
pikami odpowiadajacymi zwigzkom wyjsciowym. W celu zidentyfikowania fragmentow
peptydow powstatych w wyniku degradacji przeprowadzalam analizg¢ przy uzyciu
spektrometru mas MALDI TOF. Dla kazdego zwiagzku eksperymenty przeprowadzitam
3-krotnie.

7.3. Badania komorkowe

7.3.1. Hodowla komorek

Ludzkie embrionalne komoérki nerki (HEK293T) hodowatam w kolbie T-75, w 37°C

1 w atmosferze wysyconej parg wodng i wzbogaconej 5% CO», do ~80% konfluencji.
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Hodowle komorek prowadzitam w pozywce Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) zawierajacej mieszaning penicyliny (100 jednostek/ml) i streptomycyny (100
png/ml) z 10% dodatkiem ptodowej surowicy bydlece;.

7.3.2. Badanie przenikalnosci znakowanych zwigzkow przez btony komorkowe

Komorki HEK293T wysiewalam w ilo$ci 30 tysigcy na dotek na szkietkach pokrytych
poli-L-lizyng, umieszczonych w dotkach ptytki 24-dotkowej. Po 2 dniach inkubacji
w standardowych warunkach calg objetos¢ pozywki wymienialam na pozywke
zawierajaca wybrane aktywatory wyznakowane fluoroforem NBD, w ostatecznym
stezeniu 10 uM. P6t godziny przed zakonczeniem inkubacji dodawatam do kazdego
dotka 20 pL barwnika Hoechst 33342, ktory stuzy do wizualizacji jader komorkowych,
nastgpnie umieszczalam plytke ponownie w inkubatorze. Po 3-godzinnej inkubacji
usuwatam catkowicie pozywke. Po uprzednim 2-krotnym przemyciu komoérek za pomoca
200 uL PBS, dodawalam pozywke FluoroBrite™ DMEM. Nastepnie szkietka
zawierajace preparat analizowatam pod mikroskopem Zeiss AXIO Observer DI,
korzystajac z filtru Alexa Fluor 488. Kazdy zwigzek testowalam w 3 dotkach, kontrole
negatywng stanowity dotki z komodrkami nietraktowanymi aktywatorami, natomiast
pozytywna kontrole stanowity komorki z dodatkiem dioctanu fluoresceiny. Eksperyment

wykonatam 3-krotnie.

7.3.3. Wphyw otrzymanych zwigzkow na przezywalnosé¢ hodowli komorkowej

Zywotno$¢ hodowli komorkowej mierzytam ilosciowo przy uzyciu testu MTT, za
pomoca ktérego mozna dokonaé oceny aktywnos$ci metabolicznej komorek. Zywe
komorki, z aktywnym metabolizmem, przeksztalcajg rozpuszczalny tetrazol o zoitym
zabarwieniu w purpurowy, nierozpuszczalny formazan. Jego detekcji dokonuje si¢ przez

pomiar absorbancji przy dtugosci fali 570 nm.

Komorki wysiewatam na plytke 96-dotkowa, w ilosci 7 tysiecy na dotek. Po 2 dniach
inkubacji standardowa pozywke wymienialam na pozywke zawierajagca wybrane
aktywatory w stezeniach: 1, 10, 25, 50, 100 pM. Po 24 godzinnej inkubacji
w standardowych warunkach do komorek dodawalam roztwor MTT w DMEM
w koncowym st¢zeniu 0,5 mg/ml. Inkubacja MTT z komoérkami trwata 4 godziny. Po tym
czasie usuwalam catkowicie roztwor, otrzymane fioletowe krysztalty formazanu
rozpuszczalam w DMSO. Przygotowang w ten sposob ptytke 96-dotkowa zakrywatam

foliag aluminiowa. Po okoto 12 godzinach przeprowadzalam pomiar na
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spektrofluorymetrze Infinite M200Pro (Tecan) przy dtugosci fali 570 nm. Jako kontrole
przyjelam nietraktowane zwigzkami aktywujacymi komorki, do ktorych dodawatam
roztwor MTT. Kazde stezenie aktywatora testowatam w 4 dotkach, a caty eksperyment

wykonatam 3-krotnie.

Z odczytow testu MTT dla prob kontrolnych (bez dodatku aktywatora) uzyskatam
warto$¢ $rednig, uznang za 100%, ktéra stosowalam pdzniej jako warto$¢ referencyjng
(odniesienia) dla pomiaréw dotkéw, w ktérych komorki potraktowatam zwigzkiem

o okre$lonym stezeniu.

7.3.4. Badanie wplywu otrzymanych zwigzkow na proteasom w lizacie
komorkowym

Komorki HEK293T wysiewatam w kolbie T-75 w ilosci 600 tys. Hodowlg prowadzitam
w standardowej pozywce 1 w standardowych warunkach (5% CO», 37°C). Po dwoch
dniach inkubacji komorki poddawatam lizie przy uzyciu buforu Reporter Lysis Buffer
(Promega, Madison, WI, USA), zgodnie z protokolem producenta. Zawarto$¢ biatka
mierzytam za pomoca testu BCA. Roztwory podstawowe substratu fluorogenicznego
(Suc-LLVY-AMC) i badanych zwigzkéw przygotowatam w sulfotlenku dimetylu
(DMSO). Aktywatory badatam w stezeniach: 1, 2,5, 5, 10 1 25 uM (w przypadku
aktywatorow z sekwencja TAT lub 6R stezenia wynosity: 0,5, 1, 2,5, 5, 10 uM). Koncowe
stezenie DMSO utrzymywatam na stalym poziomie 2%. Testy aktywnos$ci
przeprowadzitlam na ptytkach 96-dotkowych w 50 mM buforze Tris/HCI o pH 8,0,
stosujac 100 pl objetos¢ reakcyjna. Koncowe stezenie substratu Suc-LLVY-AMC i biatek
lizatu komorkowego wynosito odpowiednio: 100 puM 1 20 pg/ml. Jako kontrole
negatywng zastosowatam lizat zawierajacy 1 pM roztwdr inhibitora proteasomu,
bortezomibu. Uwalnianie aminometylokumaryny (AMC) mierzytam w sposob ciagly
w odstgpach  2-minutowych przez 60 minut w temperaturze 37°C, stosujac
spektrofluorymetr Infinite M200Pro (Tecan). Dtugos¢ fali wzbudzenia i emisji ustawitam

odpowiednio na 380 nm 1 460 nm.

7.3.5. Badanie wplywu otrzymanych zwigzkow na aktywnos¢ proteasomu z
zastosowaniem sondy fluorescencyjnej TAS3.

Komorki wysiewatam na ptytke 96-dotkowa w ilosci 7 tysiecy komorek na dotek. Po
dwoch dniach inkubowania komoérek usuwatam pozywke, wymieniajac ja na pozywke

zawierajacg aktywatory w stezeniach: 1, 10, 25, 50, 100 uM. Objetos¢ reakcyjna wynosita
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100 pl. Komorki z dodatkiem aktywatorow poddawatam 30-minutowej inkubacji. W tym
czasie przygotowywalam rozcienczenia aktywatorow w przygotowanym 10 pM
roztworze TAS3 w buforze KRBH o nastepujacym sktadzie: 30 mM HEPES pH 7.4, 10
mM NaHCO3, 120 mM NaCl, 4 mM K3POs4, 1 mM MgSO4, 1 mM CaClo. Koncowe
stezenia aktywatoréw wynosily 1, 10, 25, 50, 100 uM. Po zakonczeniu inkubacji
usuwatam z dotkow pozywke zawierajaca aktywatory i dodatam roztwory aktywatorow
w buforze TAS3/KRBH. Obj¢tos¢ reakcyjna rowniez wynosita 100 pl. Nastgpnie
przeprowadzatam pomiar intensywnosci fluorescencji na spektrofluorymetrze Infinite
M200Pro (Tecan), w sposob ciagly w odstgpach 2-minutowych przez 90 minut
w temperaturze 37°C. Dlugo$¢ fali wzbudzenia i1 emisji ustawitam odpowiednio na 485
nm 1 535 nm. Jako kontrol¢ przyjetam nietraktowane zwigzkami aktywujacymi komorki,
do ktorych dodawatam roztwér 10 pM TAS3 w buforze KRBH. Kontrol¢ negatywna
stanowit 10 pM roztwor bortezomibu, ktory inkubowatam z komérkami w analogiczny
sposob do aktywatoréw. Kazde stezenie aktywatora testowatam w 4 dolkach, a caly

eksperyment wykonatam 3-krotnie.

7.4. Badanie zdolno$ci wybranych aktywatoréw do pokonywania
bariery krew-mozg.
Weryfikacje  zdolnosci  aktywatoréw do pokonywania Dbariery krew-mozg
przeprowadzilam przy wykorzystaniu testu PAMPA (ang. Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay), ktory pozwala na symulowanie w warunkach in vitro procesow
zwigzanych z transportem substancji przez btony biologiczne. Podczas przeprowadzenia
tego testu wykorzystywalam dwie wlozone w siebie plytki, z ktorych jedna, tzw. ptytka
donorowa, posiada studzienki o dnach zbudowanych z membrany PVDF. Na te¢
membrang nanositam warstwe lipidowa w organicznym rozcienczalniku, imitujaca
barier¢ krew-mozg. Nastepnie badany zwigzek, rozcienczony w buforze, umieszczatam
w studzience ptytki donorowej. Zwiagzki zdolne do przenikania bariery krew-moézg
przechodza ze studzienek donorowych do studzienek akceptorowych na drodze biernej
dyfuzji. Aby okresli¢ szybko$¢ przenikania zwigzku obliczalam tzw. efektywna

przepuszczalnos¢ (Pe).

Przygotowatam 5,26% roztwéor DMSO w 0,1 M PBS o pH 7,4. Roztworem tym
rozcienczatam 10 mM roztwory aktywatorow w DMSO do stezenia 500 uM. Koncowe
stezenie DMSO wynosito 5%. Plytke MultiScreen-IP (donorowg) przygotowywatam
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zgodnie z protokolem producenta. W celu przygotowania ekstraktu mozgowego (PBL;
Avanti Polar Lipids Inc.), jego chloroformowy roztwdr przeniostam do kolby
o pojemnosci 5 ml, nastgpnie odparowalam rozpuszczalnik pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostatly na $cianach kolby film lipidowy rozpuscitam w bezwodnym
dodekanie, tak by uzyskaé¢ 2% roztwor (20 mg/ml). Rozpuszczanie filmu lipidowego
wspomagatam dziataniem ultradzwigkéw (5 minut). W nastgpnym etapie na ptytke
donorowg nanositam po 5 pl 2% roztworu ekstraktu moézgowego, po czym plytke
umieszczalam w wytrzasarce na okoto 1 minutg, w temperaturze pokojowej. W dotkach
ptytki akceptorowej umieszczatam po 300 pl 0,1 M buforu PBS o pH 7,4, zawierajacego
5% DMSO. Na membrang pokryta 2% ekstraktem moézgowym nanositam po 200 ul
badanego zwigzku. Kazdy zwiazek testowalam w co najmniej 5 powtoérzeniach. Jako
kontrole pozytywna zastosowatam peptyd TAT oraz propranolol, jako kontrola
negatywna postuzyla mi natomiast dopamina. Po naniesieniu wszystkich probek,
delikatnie usuwatam gume zabezpieczajaca ptytke donorows, po czym taczytam ja
z ptytka akceptorowa. Potaczone ptytki przykrywatam pokrywa, do dna ptytki
akceptorowej przyktadatam zmoczony woda arkusz rgcznika papierowego. Cato$¢
umieszczalam w worku zip-lock, szczelnie go zamykajac. Plytke wstawialam
do inkubatora, nastawionego na 37°C, z drganiami o cze¢stotliwosci 250 rpm. Inkubacje

prowadzitam przez 22 godziny.

Po zakonczeniu inkubacji dla roztwordw z ptytki akceptorowej przeprowadzatam pomiar
fluorescencji. Jedynie dla propranolu wykonatam pomiar absorbancji przy dlugosci fali
290 nm. Pomiar fluorescencji przeprowadzatam po uprzednim potraktowaniu probek
fluorescaming. W tym celu na czarng ptytke 96-dotkowa nanositam 5% roztwor DMSO
w PBS, nastepnie roztwor pobierany z odpowiednych dotkow ptytki akceptorowej oraz
0,02% roztwor fluorescaminy w bezwodnym acetonie. Plytke zabezpieczatam przed
odparowaniem 1 wytrzasalam ja przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
dokonywatam pomiaru fluorescencji, rejestrujac jej intensywnos¢ w zakresie 388-462 nm
na spektrofluorymetrze Infinite M200Pro (Tecan). Jednoczesnie wykonywatam tez
pomiar dla roztworow odpowiadajacych réwnowadze miedzy dotkami z plytki

donorowej i akceptorowej (equilibrium).

Na postawie uzyskanych danych szybko$¢ dyfuzji biernej obliczalam jako liniowa

predkos¢ przenikania (Pe), korzystajac z rownania:
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Pe =Cx —In(1 ODA)
e=Cx—In( 0D,

ODa = absorbancja/fluorescencja roztworu akceptora

ODk = absorbancja/fluorescencja roztworu wzorca rownowagi

7.5. Badanie wptywu otrzymanych aktywatorow na zdolno$¢
proteasomu h20S do trawienia substratow biatkowych

Probke natywnej ludzkiej a-synukleiny (800 ng) oraz ludzkiego biatka tau-441 (800 ng),
inkubowatam w 37°C z proteasomem h20S (400 ng), latentnym badz aktywowanym za
pomoca 0,01% SDS lub z buforem 50 mM Tris/HCI pH 7.0, zawierajacym 1 mM DTT,
1 mM azydek sodu, 20% glicerol (préba kontrolna). Eksperymenty prowadzitam
w 20 mM HEPES pH 7,4. Czas inkubacji dla a-synukleiny wynosit 1h natomiast dla
biatka tau 2h. Objetos¢ reakcyjna wynosita 10 pl. Reakcje proteolizy zatrzymywatam
poprzez dodanie do mieszaniny 4xbufor Laemmli. W kolejnym etapie denaturowatam
probki w temperaturze 95°C, przez 5 minut, po czym nanositam je na 10% (biatko Tau)
lub 12% (a-synukleina) zel SDS-PAGE. Rozdziaty elektroforetyczne prowadzitam
w buforze elektrodowym o nastepujacym sktadzie: 25 mM Tris/HCI, 192 mM glicyna,
0,1% SDS. Czas trwania rozdziatow wynosit 1 godzing 45 minut. Poczatkowo podczas
rozdzialu stosowatam napigcie 90 V przez 15 minut, a nastgpnie 120 V. W celu
wizualizacji produktow trawienia wykorzystalam biekit brylantowy Coomassie R-250.
Podczas analiz ilosciowych zeli korzystatam z programu Quantity One 1-D (BioRad).
Kazdy eksperyment wykonatam 3-krotnie. I1o§¢ niestrawionego biatka obliczytam jako

% proby kontrolnej po odjeciu tta obrazu.

7.6. Badanie oddziatywania wybranych aktywatoréw
z proteasomem za pomocg techniki MST (Microscale
thermophoresis).

Proteasom 20S wyznakowalam stosujac Monolith Protein Labelling Kit RED-NHS 2nd
Generation Amine Reactive, NT-647 (NanoTemper Technologies GmbH, Monachium,
Niemcy), zgodnie z instrukcjami producenta. Bezposrednie interakcje migdzy
znakowanym fluorescencyjnie proteasomem 20S a aktywatorami badatam za pomoca
termoforezy mikroskalowej (NanoTemper Monolith NT.115). SteZzenie znakowanego
proteasomu utrzymywalam na stalym poziomie 10 nM. Znakowany proteasom

mieszatam z 16 ro6znymi stezeniami aktywatora, przygotowanymi jako seryjne
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rozcienczenia, w zakresie od 1,5 nM do 50 uM. Roztwoér z kazdej probki pobieratam
do szklanej kapilary (Monolith NT Premium Capillaries, NanoTemper Technologies
GmbH, Monachium, Niemcy). Jako bufor testowy zastosowatam 50 mM bufor Tris/HCI,
pH 7,2, zawierajacy 5% glicerolu. Eksperymenty termoforezy przeprowadzatam stosujac
laser IR o natezeniu promieniowania dobieranym automatycznie przez system. Krzywe
MST dopasowatam metoda Hilla, korzystajac z programu OriginPro 2021. Warto$ci
EC50 obliczytam na podstawie wynikow uzyskanych w trzech niezaleznych

eksperymentach.

7.7. Badania degradacji a-synukleiny w mysim modelu
komorkowym choroby Parkinsona

Badania degradacji o-synukleiny zostaly wykonane we wspodlpracy z Zakladem

Farmakologii i Farmakoterapii Uniwersytetu w Helsinkach.

7.7.1 Izolacja oraz hodowla komorek hipokampalnych

Komorki byly izolowane z embriondw ci¢zarnej myszy w dniu E16.0. Dotki 96-
dotkowych plytek pokrytam poli-L-lizyng i wysiatam do nich wyodrebnione komoérki
hipokampalne w ilosci 25 000 komorek/dotek. Koncowa objetos¢ reakcyjna wynosita 150
pl. Komorki hodowatam w temperaturze 37 “C w atmosferze wysyconej parg wodng
1 wzbogaconej 5% COx». Jako medium zastosowatam pozywke NB (Neurobasal Medium)
uzupetniong o suplement do hodowli komorek neuronalnych B27 (2%), L-glutaming
(0,25%) oraz Primocin (0,2%). Pozywke wymienitam trzeciego (-25ul/+75ul) oraz
siodmego (-75ul/+75ul) dnia eksperymentu.

7.7.2 Indukowanie agregatow a-synukleiny w komorkach oraz wprowadzenie
aktywatorow do hodowli komorkowej.

Rozcienczytam za pomocg PBS roztwor pre-formowanych fibryli (PFFs) do stezenia 100
png/ml. Eppendorfke z roztworem poddalam dziataniu ultradzwickow (10 cykli
30sON/30sOFF, 4°C). Osmego dnia eksperymentu dodatam 3,75 ul roztworu PFFs/dotek
(ostateczne stezenie PFFs wynositlo 2,5 pg/ml). Probe kontrolng stanowity dotki
z dodatkiem takiej samej objetosci PBS. Tak przygotowana ptytke umiescitam
w inkubatorze na 1 godzing. Po tym czasie do komorek z PFFs dodatam 1,5 pl roztworu
testowanych aktywatorow w stezeniu 0,5 oraz 2,5 uM. W przypadku prob kontrolnych
dodatam takg samg objetos¢ PBS.
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7.7.3 Immunobarwienie

W 15 dniu eksperymentu odciagngtam pozywke oraz dodalam 4% PFA
(paraformaldehyd) w ilosci 50 pl/dotek. Piytke inkubowatam przez 20 minut
w temperaturze pokojowej. Po utrwaleniu komoérek usungtam PFA 1 przemytam
trzykrotnie wszystkie dotki roztworem PBS. W kolejnym etapie rozpoczetam
permabilizacj¢: usungtam PBS oraz inkubowatam komorki z 0,2% roztworem Triton X-
100 w PBS (PBST) przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Odciggnetam z dotkow
roztwor PBST, a nast¢pnie komorki poddatam godzinnej inkubacji z 5% roztworem NHS
(normalna surowica konska) w PBST, w temperaturze pokojowej. Przygotowalam
roztwor pierwszorzedowych przeciwciat przeciwko pS129-asyn (Rb@pasyn, 1:2000)
oraz neuronom (M@NeuN 1:500) w 5% roztworze NHS/PBST. Po zakonczeniu
inkubacji komoérek z 5% NHS/PBST odciggnetam zawartos¢ dotkéw oraz dodatam 40 pl
roztworu pierwszorzedowych przeciwcial/dotek, catos¢ inkubowata si¢ przez 3 godziny
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie usungtam przeciwciala oraz przemytam
wszystkie dotki trzykrotnie roztworem PBS. W kolejnym etapie do komoérek dodatam
znakowane fluorescencyjnie drugorzedowe przeciwciala rozcienczone w PBST:
D@M647 (1:500) oraz D@R488 (1:500); 40 pl/dotek. Po inkubacji, ktéra trwata
1 godzing w temperaturze pokojowej, ponownie odciggnetam zawarto$¢ dotkow,
a komorki trzykrotnie przemytam PBS. Ostatnim etapem byto barwienie DAPI. W tym
celu przygotowatam roztwor barwnika poprzez rozcienczenie w stosunku 1:5000
wyj$ciowego roztworu o stezeniu 1 mg/ml za pomocg PBS. Dodatam 40 pl roztworu
DAPI na dofek, calo$¢ inkubowatam przez 10 minut. Ostatecznie komorki ponownie

przemytam trzykrotnie PBS.

Ptytke skanowalam za pomocag zautomatyzowanego mikroskopu Image Xpress Nano
Automated Imaging System, z trzema filtrami fluorescencyjnymi. Uzyskane obrazy
zostaly przeanalizowane za pomoca pakietow oprogramowania CellProfiler i CellProfiler

Analyst.
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IV. Badania wlasne. Prezentacja i omowienie wynikow

1. Aktywnos$¢ zsyntezowanych peptydomimetykow Blm
wzgledem ludzkiego proteasomu 20S.

Na podstawie struktury krystalicznej kompleksu biatka Blm10 z drozdzowym
proteasomem, zaprojektowano peptydowy aktywator Blm-pep (KYFTGSKLWRSYYA).
Bazujac na sekwencji tego aktywatora zsyntezowano pule jego analogéw o wigkszej
zdolnosci do aktywacji proteasomu. Charakteryzowaty si¢ one jednak niska stabilno$cia
proteolityczng oraz stabg przenikalnoscia przez btony komodrkowe. Te dwie wiasciwosci
sa krytyczne do tego, aby aktywator mégt mie¢ potencjalne zastosowanie jako terapeutyk.
Chcac otrzymaé aktywatory proteasomu, ktore beda odporne na dzialanie proteaz,
wprowadzitam do ich sekwencji modyfikacje. Jako sekwencje bazowe z puli
aktywatorow Blm wybratam te zwigzki, ktore cechuja si¢ najwyzsza zdolno$cia
do aktywacji: A, C, E. Dodatkowo zsyntezowatam analog B, posiadajacy N-koniec od
aktywatora A oraz C-koniec od aktywatora C, chcac zweryfikowa¢ aktywnos¢ takiej
hybrydowej sekwencji. Zaprojektowane modulatory zawieraja 13-14 reszt
aminokwasowych (Tabela 8). Wplyw otrzymanych modulatoréw na aktywno$¢
ludzkiego proteasomu 20S zweryfikowatam stosujac substraty fluorogeniczne dla kazdej

z peptydaz proteasomu: Suc-LLVY-AMC, Boc-LRR-AMC i Z-LLE-AMC.

Tabela 8. Nazwy oraz sekwencje otrzymanych peptydomimetykéw Blm.

Nazwa: Sekwencja:

A KYFTGSKDWRSYYS

B KYFTGSKDWRRYYS

C KYFTGSKDYRRYYS

E EFTDEPLWRSY YA

Al Nab-YFTGSKDWRSYYS

A2 KYFTGSKDWR-Nhe-YYS

A3 Nab-YFTGSKDWR-Nhe-YYS
A4 KYFTGSKDW-MeR-MeS-YYS
A5 NH-MeK-MeY-FTGSKDWRSYYS
B1 Nab-YFTGSKDWRRYYS

B2 KYFTGSKDWR-MeR-YYS
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B3 MeK-MeY-FTGSKDWRRYYS

C1 Nab-YFTGSKDYRRYYS

C2 KYFTGS-Nab-DYRRYYS

C3 Nab-YFTGS-Nab-DYRRYYS

C4 K-Nompe-FTGSKDYRRYYS

Cs KYFTGSKD-Nompe-RRYYS

Cé K-Nompe-FTGSKD-Nompe-RRYYS
E1l E-Npm-TDEPLWRSYYA

E2 EFTDEPLWR-Nhe-YYA

E3 E-Npm-TDEPLWR-Nhe-YYA

Skroty: Nompe — N-(4-metoksybenzylo)glicyna; Nab — N-(4-aminobutylo)glicyna, Nhe
—  N-(2-hydroksyetylo)glicyna, Npm —  N-benzyloglicyna, Nag - N-(3-
guanidylopropylo)glicyna, MeK — N-metylolizyna, MeR — N-metyloarginina, MeS — N-
metyloseryna, MeY — N-metylotyrozyna.

Miejsca wprowadzenia modyfikacji wytypowatam na podstawie testow stabilno$ci
aktywatorow Blm, ktore polegaty na inkubacji zwigzkéw z proteasomem 20S (c=0,025
ug/ul) w 37°C. Po okreslonym czasie (0, 1 oraz 3 godziny) proteoliza byta zatrzymywana
przez dodanie roztworu kwasu TFA (c=1%), a probki byty analizowane za pomocg HPLC
z detektorem PDA. Miejsce degradacji zostalty wyznaczone przy uzyciu spektrometru
masowego LCMS-ESI-IT-TOF. Dla wybranych aktywatorow wykonatam roéwniez
badanie stabilno$ci w osoczu, poprzez jego inkubacj¢ z modulatorami przez 30 minut
w 37°C. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze aktywatory Blm sg trawione
zarbwno przez proteasom 20S, jak 1 enzymy obecne w ludzkim osoczu. Ponadto,
wprowadzenie do aktywatorow Blm reszt aminokwasowych o zmodyfikowanym
tancuchu bocznym, np. nitroargininy badz 4-fluorofenyloalaniny, nie przyniosto poprawy
stabilnosci oraz wptyneto negatywnie na zdolno$¢ do stymulacji h20S. W zwigzku z tym
zdecydowatam si¢ na wprowadzenie modyfikacji obejmujacych szkielet peptydowy:
wiazanie peptoidowe oraz N-metylowane aminokwasy. Aktywatory A1, B1, B2, C1, C4,
E1 zaprojektowalam w celu zweryfikowania jak na zdolnos$¢ do aktywacji proteasomu
wplyna modyfikacje w rejonie N-kofica, natomiast aby sprawdzi¢ jak na aktywnos¢

proteasomu 20S wplyna modyfikacje w fragmencie C-koncowym zaprojektowatam
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modulatory A2, B2, C2, C5 oraz E2. Zaprojektowatam réwniez dla kazdej grupy
zwigzkow analog posiadajacy w sekwencji obie modyfikacje jednoczesnie. Wszystkie

aktywatory posiadajg na C-koncu zachowany motyw HbY X.

Hybrydowa sekwencja B posiada podobng do aktywatora A oraz nieco nizszg niz
aktywator B aktywno$¢ wzgledem peptydazy ChTL (Rysunek 30A). Modulatory A1, AS,
B1, B3, C1 posiadajg takie same lub nieco wyzsze zdolnosci do aktywacji jak ich
macierzyste zwiazki, co oznacza, iz modyfikacje w rejonie N-konca nie obnizajg
zdolnosci do stymulacji proteasomu 20S. Wymienione zwigzki aktywujg proteasom 20S
8-krotnie. Najstabszym aktywatorem z modyfikacja na N-koncu okazat si¢ by¢ zwigzek
C4. Modyfikacje w rejonie C-konca sekwencji spowodowaly zmniejszenie zdolnosci do
stymulacji aktywno$ci ChTL proteasomu. Najlepszym zwiazkiem z modyfikacja tego
typu jest aktywator B2, ktéry posiada N-metylowang argining w 11 pozycji.
Wprowadzenie zmian w pozycji 7 (C2, C3) nie przyczynito si¢ do drastycznego spadku
lub wzrostu aktywnosci. Motyw GSK zostal wprowadzony do macierzystych sekwencji
by pemli¢ funkcje tacznika oraz przyczynia¢ si¢ do polepszenia rozpuszczalno$ci
zwigzku, by¢ moze dlatego lizyna w pozycji 7 nie jest reszta kluczowa
w oddziatlywaniach z proteasomem. W przypadku analogéw E, kazda modyfikacja
wplynela na obnizenie aktywno$ci. Sposrdd modulatoréw posiadajacych obie
modyfikacje, zwigzek C3 charakteryzowat si¢ najlepsza aktywnoscia wzgledem
peptydazy ChTL. Moze to wynika¢ z faktu, iz fragment $cis§le C-koncowy zostal
zachowany, a wprowadzona zmiana nie narusza motywu HbYX. Wynik badania
pokazuje, iz C-koncowy fragment jest istotny w aktywacji proteasomu, co mozna
wywnioskowa¢ na postawie obnizenia zdolnosci do aktywacji proteasomu 20S
zwiagzkow: A2, B2, C5 oraz E2, ktore posiadaja modyfikacje w tym rejonie. W przypadku
aktywnos$ci TL dla analogobw A i1 B zostal utrzymany podobny trend — modulatory
z modyfikacja w fragmencie N-koncowym zachowuja swoja efektywnos$¢ w stymulacji
h20S, natomiast zmiany w fragmencie C-koncowym powoduja jej obniZenie
w porownaniu do natywnych aktywatorow (Rysunek 309B). Wszystkie modyfikacje
wprowadzone w analogu C spowodowaly obnizenie aktywno$ci w pordwnaniu
znatywnym zwiagzkiem. Aktywator E w stezeniu 50 pM stymuluje aktywno$¢
trypsynopodobng az 12-krotnie. Tak dobry rezultat w pordwnaniu z innymi modulatorami
moze wynika¢ z obecno$ci dwoch reszt o charakterze kwasowym, znajdujacych sig¢

w fragmencie tacznikowym. Jednakze wprowadzenie jakichkolwiek modyfikacji do
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sekwencji tego modulatora powodowato obnizenie aktywnosci. Widoczna jest pewna
korelacja miedzy stymulowaniem aktywnosci CL oraz ChTL - wprowadzone
modyfikacje wptynety podobnie na aktywacyjne zaleznosci w przypadku kazdej z nich
(Rysunek 309C). Jednakze peptydaza CL silniej zwigksza swoja aktywnos¢ pod
wptywem modulatoréw Al oraz A5, ktére powoduja az ponad 20-krotng jej aktywacje.
Réznice w selektywnosci otrzymanych zwigzkéw wzgledem roznych peptydaz wskazuja,
ze fragment C-koncowy otwierajacy bram¢ prowadzacg do komory katalitycznej h20S
jest istotny i moze tez bezposrednio wpltywaé na miejsca aktywne. Na podstawie
wynikow aktywnos$ci dla zwigzkéw C4 oraz E1 mozna rodwniez potwierdzi¢ istotno$¢
reszt posiadajacych ugrupowanie aromatyczne w rejonie N-konca. Na podstawie
struktury kompleksu BlIm10-y20S wykazano, iz grupy aromantyczne reszt tyrozyny oraz
fenyloalaniny moga stabilizowa¢ cze$ciowe otwarcie kanatu katalitycznego poprzez ich
oddziatywania z N-koncami podjednostek a. Dla obu zwigzkéw przesuni¢cie tancucha
bocznego zawierajacego pierscien aromatyczny z wegla o na sgsiadujgcy z nim atom
azotu wigzalo si¢ z obnizeniem zdolnosci do stymulacji h20S . W przypadku zwiazku
C4 w wyniku modyfikacji nastgpilo roéwniez podstawienie wodoru z grupy
hydroksylowej w tancuchu bocznym grupa metylowa, co moglo przyczyni¢ si¢
do zaburzenia oddziatywan wodorowych i utrudnienia stymulacji proteasomu 20S. Warto
tez zwrdci¢ uwage, iz wprowadzenie N-metylowanych reszt w rejonie N-konca nie
wplynelo negatywnie na potencjal aktywacyjny zwigzkow wzgledem poszczegdlnych
peptydaz, pomimo tego, ze podstawienie wodoru przy atomie azotu o grupg metylowa

prawdopodobnie miato wptyw na oddzialywania wodorowe w tych miejscach.

Aktywno$¢ zsyntezowanych aktywatordw oznaczytam rdéwniez stosujac efektywny
peptydowy substrat typu FRET. Zbudowany z 11 reszt aminokwasowych substrat
Dabcyl-EDANS (H-K(Dabcyl)MSGFAATAE(EDANS)G-OH; dalej okreslany skrotowo
jako Dabcyl-EDANS), jest stabo degradowany przez nieaktywowany proteasom,
ze wzgledu na utrudniajacy dostgp do kanatu katalitycznego znaczny rozmiar. Klasyczne
substraty fluorogeniczne, zwykle zbudowane z 3-4 reszt aminokwasowych, moga tatwo
wnika¢ do komory nawet latentnego proteasomu, co utrudnia charakteryzowanie
aktywatorow. Na podstawie analizy MS zidentyfikowatam miejsca degradacji substratu
Dabcyl-EDANS przez proteasom, wykazujac, ze zwigzek ten jest hydrolizowany po kilku
roznych resztach aminokwasowych — Lys(Dabcyl), Glu(EDANS) oraz Phe, dlatego

substrat ten lepiej obrazuje procesywny sposob degradacji biatkowych substratow przez
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proteasom, a przez to dostarcza bardziej wiarygodnych informacji. Dla wigkszo$ci
zwigzkdéw najwigksza zgodno$¢ wystepuje miedzy wynikami uzyskanymi przy uzyciu
Dabcyl-EDANS oraz Z-LLE-AMC (C-L) (Rysunek 30C, 309D). Odmienna dla obu
substratow jest jedynie aktywacja h20S wywotywana przez modulator E oraz jego
analogi. W przypadku aktywno$ci ChT-L oraz C-L aktywator E1 znacznie slabiej
stymulowal proteasom niz jego macierzysty zwigzek, podczas gdy w badaniach
z wykorzystaniem substratu Dabcyl-EDANS modulatory E oraz El dziataly w bardzo
podobny sposob. Kolejng roéznicg jest to, iz zwigzki A4 oraz C4 wykazuja lepsze
zdolnosci aktywacyjne podczas badan z wykorzystaniem tego substratu niz z Suc-LLVY-
AMC (ChT-L), Podczas badan z substratem Dabcyl-EDANS modulatory B1 oraz B3
stymulowaly proteasom 3-krotnie lepiej niz macierzysty zwiazek B, w przypadku
standardowych substratow ChT-L oraz C-L ich zdolnosci aktywacyjne byly na
porownywalnym poziomie. Mozna tez zauwazy¢ podobng tendencj¢ analogéw E
do pobudzania degradacji substratow Dabcyl-EDANS oraz Boc-LRR-AMC (T-L); w obu
przypadkach mozna zaobserwowac charakterystyczny intensywny przyrost aktywnosci

dla aktywatora w najwyzszym testowanym stezeniu 50 pM.
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Rysunek 30. Wplyw otrzymanych analogdéw na aktywnos$¢ A: chymotrypsynopodobna, B: trypsynopodobng, C: kaspazopodobng, D: 0gdlng aktywno$¢ proteasomu
h20S. Wzgledng aktywno$c¢ obliczono przez porownanie przyrostow fluorescencji w obecnosci modulatoréw z wartosciami uzyskanymi dla latentnego proteasomu
(kontrola), ktére przyjeto jako 100%. Wyniki zostaly przedstawione w postaci §redniej arytmetycznej £ SEM, liczba powtdrzen n=4. Statystyke wykonano
porownujac uzyskane wyniki z kontrola za pomocg testu One-way ANOVA: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, ns — brak istotnosci statystyczne;j.
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Przeprowadzone wcze$niej badania z wykorzystaniem rentgenografii strukturalnej
wykazaly, iz jeden z aktywatorow z puli Blm, o sekwencji: KFTQKPLERSYYS (zwigzek
F), zwiazal si¢ w dwoch kieszeniach o proteasomu: o2-a3 i1 a3-04. Kieszenie te
zlokalizowane s3 na powierzchni proteasomu, a zwigzanie w nich modulatora
najprawdopodobniej indukuje przestanie sygnatu w postaci zmian konformacyjnych do
miejsc aktywnych, wptywajac na efektywnos¢ ich dziatania. Otrzymanie modulatora
zdolnego jednoczes$nie wigzac si¢ w obu kieszeniach mogloby pozwoli¢ na wzmocnienie
tego sygnatu. By¢ moze efektem byloby takze zwigkszenie stabilnosci formy otwartej
proteasomu. Bazujac na aktywatorze F zaprojektowatam zwiazki posiadajace
zduplikowany C-koncowy fragment potaczony tacznikiem opartym na bezwodniku
bursztynowym oraz PEG2 (Bis4) badz tacznikiem w postaci wigzania disulfidowego
(Bis3) lub jego zmodyfikowanej formy (Bis2) (Tabela 9). Aktywator Bis3 otrzymatam
poprzez utlenienie cysteiny z sekwencji aktywatora za pomocg DPDS w niewielkiej
objetosci DMSO, co pozwolito na otrzymanie migdzyczasteczkowego wigzania
disulfidowego. Zwiazek Bis2, ktory posiada taka samg sekwencj¢ peptydowa oraz
zmodyfikowane wigzanie disulfidowe, uzyskalam stosujac p-dibromobenzen
1 przeprowadzajac reakcje CLIPS. Dodatkowo,  wykorzystujac modelowanie
molekularne dr hab. Artur Gieldon (Katedra Chemii Teoretycznej, Wydzial Chemii,
Uniwersytet Gdanski) zaprojektowat aktywator Bisl opierajacy swoja sekwencje
aktywna na modulatorze A. Zwiazek ten otrzymatam poprzez syntez¢ na nosniku stalym
dwoch jego fragmentow. Kazdy z peptydow w tancuchu bocznym pigtej reszty
aminokwasowej posiadatl dotgczony fragment tacznika. Jedna cze$¢ aktywatora zawierata
propargiloaming w tancuchu bocznym kwasu glutaminowego, w drugiej czgsci do
fancucha bocznego piatej reszty aminokwasowej (Lys) dotaczytam PEG2, bezwodnik
bursztynowy oraz PEG3 z ugrupowaniem azydkowym. Oba fragmenty po odszczepieniu
od nosnika potaczytam stosujac reakcje CLICK. Zdolnos¢ zsyntezowanych aktywatorow
do stymulacji proteasomu 20S zweryfikowatam stosujac standardowe substraty

fluorogeniczne oraz substrat Dabcyl-EDANS.
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Tabela 9. Nazwy i struktury zwigzkow z grupy aktywatordéw Bis.

Nazwa: Struktura:
Bisl: KTRNEGKDWRSYY S—OH
o)
)
o)
N HNS
N=N o0 Mo
%(N\/\ON o
"
K TRNTGEDWRSYY S—OH
Bis2: KYFCGSKLERSYY S-OH
KYFCGSKLERSYY S-OH
Bis3: @)
|
KYF_NJ/C\GSK-LERSYYS-OH
S
I
S
j\ _~GSK-LERSYYS-OH
KYF—N C
H Il
(0]
Bis4:
8] 0
]
Q c
ﬂ/\\/ NN N Lersyys-on
H o LERSYYS-OH
NN \/\[(
O 8]
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Bisl, ktory jest analogiem zwigzku A, okazat si¢ najlepszym modulatorem; stymulowat
aktywnos$¢ ChTL 12-krotnie, 33% bardziej niz zwigzek A (Rysunek 31A). Bis2, Bis3 oraz
Bis4 bazuja na aktywatorze F, ktory ma stabsze wlasciwosci stymulujace proteasom niz
zwiazek A, stad moze wynika¢ ich nizsza zdolno$¢ do aktywacji enzymu. Najstabszym
aktywatorem jest Bis4. Prawdopodobng przyczyng takiego rezultatu moze by¢ brak
rejonu N-koncowego modulatora F, a oddziatywania tego rejonu moga odgrywac istotng
rolg w procesie aktywacji enzymu. Bis2 oraz Bis3 posiadaja podobne wiasciwosci
aktywacyjne wzgledem peptydazy ChTL, co wskazuje, iz niezmodyfikowane wigzanie
disulfidowe jest stabilne podczas przeprowadzanych eksperymentéw 1 nie ulega
degradacji. W przypadku aktywno$ci TL oraz CL (Rysunek 31B, 31C) uzyskane wyniki
pokazuja podobienstwo tendencji stymulacyjnych wykazywanych przez poszczegdlne
zwiazki, jednak sita ich oddzialywania nie jest taka sama. Zwiazek Bisl przy stezeniu
50 uM jest najlepszym aktywatorem tej peptydazy i stymuluje ja az 17-krotnie
w poréwnaniu do kontroli. W badaniach aktywnos$ci z wykorzystaniem substratu Dabcyl-
EDANS gléwng zaobserwowang roznica bylo znaczne polepszenie wihasciwosci

aktywujacych Bis3 wzgledem innych aktywatorow (Rysunek 31D).
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Rysunek 31. Wptyw aktywatoréw Bis na aktywnos$¢ proteasomu h20S. Pomiar zostal wykonany
przy uzyciu substratu A: Suc-LLVY-AMC, B: Suc-LRR-AMC, C: Suc-LLE-AMC, D: Dabcyl-
EDANS. Wyniki zostaly przedstawione w postaci $redniej arytmetycznej + SEM, liczba
powtorzen n=4. Statystyke wykonano poréwnujac za pomoca testu One-way ANOVA dane
uzyskane dla modulatoréw z kontrola : *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, ns — brak
istotnosci statystycznej.

Zmiana wlasciwosci aktywacyjnych zaprojektowanych modulatorow nie jest
bezposrednio powigzana ze zmiang struktury drugorzedowej. Widma CD
peptydomimetycznych aktywatorow, macierzystych aktywatoroOw oraz zwigzkoéw z grupy
bisBlm maja podobny przebieg, z wyraznym minimum w zakresie 190-200 nm oraz
maksimum w okolicy 225-235 nm (Rysunek 32). Wiekszos$¢ peptydomimetykow
charakteryzuje si¢ struktura nieuporzadkowana, oprocz zwigzkéw, w ktorych C-
koncowej sekwencji wystepuja N-metylowane aminokwasy (A4, B2). Widma tych
zwigzkow posiadajg maksimum w zakresie 200-210 nm oraz minimum w zakresie 220-
230 nm. Widma te ksztattem odpowiadaja a-helisie, ale przesunigcie batochromowe

moze wskazywac na obecno$¢ B-zgiec.
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mg/ml.
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2. Stabilnos¢ proteolityczna otrzymanych aktywatorow
w ludzkim osoczu.

Otrzymane aktywatory przebadatam pod katem stabilnosci proteolitycznej poprzez
inkubacje¢ z ludzkim osoczem w 37°C przez 30 minut, stosujac protokédt z uzyciem kwasu
trichlorooctowego. Proces monitorowatam wykonujac analizy na instrumencie UHPLC.
Za pomoca spektrometrii mas dokonana zostata identyfikacja fragmentéw powstajacych
po inkubacji zwigzkow z osoczem, a na ich podstawie wyznaczytam miejsca degradacji
proteolitycznej. Zawartos¢ wickszosci aktywatorow z wprowadzonymi modyfikacjami
utrzymuje si¢ po 30 minutach na poziomie okoto 50-60% (Rysunek 33, 34), podczas gdy
zawarto$¢ wyjsciowych zwigzkéw jest na poziomie <10%. Dokonane modyfikacje
spowodowaty, iz otrzymane modulatory sg znacznie mniej podatne na dzialanie enzymow
proteolitycznych obecnych w osoczu. Z serii A oraz E najlepsza stabilno$¢ posiadaty
zwiazki, ktore w swej strukturze miaty dwie modyfikacje: na N- oraz C-koncu (A3 oraz
E3). W serii B najstabilniejszym aktywatorem okazatl si¢ zwigzek B2, posiadajacy N-
metylowang argining. Prawdopodobnie umieszczenie w C-koncowym fragmencie takiej
pochodnej w sasiedztwie reszty argininy skutecznie zapobiega degradacji wigzania
peptydowego w tym miejscu. W serii C rowniez aktywatory posiadajace jednoczesnie
dwie modyfikacje charakteryzowaty si¢ wysokg stabilnoscig (C3, C6). Stabilnym

zwiagzkiem jest rowniez C1 z modyfikacja na N-koncu.

[ Kontrola [ ] 30 minut
100

80
60

40

ilos¢ niestrawionego zwigzku (%)

20

° A Al A2 A3 A4 A5 B Bl B2 B3 C C1 C2 C3 C4 C5 C6 E E1 E2 E3
Rysunek 33. Poroéwnanie stabilnoSci proteolitycznej aktywatorow w ludzkim osoczu. Ilo$¢
niestrawionego zwigzku obliczylam poprzez poréwnanie pol powierzchni pikéw na
chromatogramach zarejestrowanych dla aktywatoréw inkubowanych z ludzkim osoczem przez
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0 (kontrola) oraz 30 min. Wyniki zostaly przedstawione w postaci $redniej arytmetycznej +
SEM., liczba powtorzen n=3.

Najnizsza stabilno$¢ proteolityczng <30% wykazuje zwigzek A4 z dwoma N-
metylowanymi aminokwasami na N-koncu, zwiazek C5 z modyfikacja w postaci
wigzania peptoidowego w 10. reszcie oraz E2 z wprowadzong modyfikacja w 2. reszcie.
Najlepsza stabilnos¢ posiadaty natomiast zwigzki A3 oraz B2; po 30 minutach inkubacji

w osoczu obu pozostato okoto 80%.
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Rysunek 34. Postep degradacji aktywatorow z grupy peptydomimetykéw Blm podczas inkubacji
z ludzkim osoczem.
Analizujac widma MS po przeprowadzonej inkubacji z osoczem mozna zauwazy¢, ze
wprowadzone modyfikacje maja wplyw na miejsca degradacji, przy czym nie dotyczy to
tylko bezposredniego sgsiedztwa modyfikacji (Tabela 10). Zmiany w N- lub C-

koncowym fragmencie sekwencji powoduja zablokowanie degradacji wigzania
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peptydowego w dalszej czesci sekwencji. W zwigzkach A4 oraz B2, ktore zawierajg N-
metylowane aminokwasy, zablokowana zostaje hydroliza wigzania poprzedzajacego
miejsce modyfikacji.

Tabela 10. Zidentyfikowane za pomoca LC-MS miejsca degradacji w aktywatorach. Kolorem

czerwonym zostal oznaczony fragment sekwencji modulatora, pozostaly po zakofczeniu
inkubacji.

Nazwa: Fragment sekwencji, ktory nie ulegl degradacji (czerwony):
A KYFTGSKDWRSYYS

Al Nab-YFTGSKDWRSYYS

A2 KYFTGSKDWR-Nhe-YYS

A3 Nab-YFTGSKDWR-Nhe-YYS

A4 KYFTGSKDW-MeR-MeS-YYS

A5 NH-MeK-MeY-FTGSKDWRSYYS
B KYFTGSKDWRRYYS

B1 Nab-YFTGSKDWRRYYS

B2 KYFTGSKDWR-NR-YYS

B3 MeK-MeY-FTGSKDWRRYYS

C KYFTGSKDYRRYYS

C1 Nab-YFTGSKDYRRYYS

C2 KYFTGS-Nab-DYRRYYS

C3 Nab-YFTGS-Nab-DYRRYYS

C4 K-Nompe-FTGSKDYRRYYS

C5 KYFTGSKD-Nompe-RRYYS

Co K-Nompe-FTGSKD-Nompe-RRYYS
E EFTDEPLWRSYYA

E1 E-Npm-TDEPLWRSYYA

E2 EFTDEPLWR-Nhe-YYA

E3 E-Npm-TDEPLWR-Nhe-YYA
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Rysunek 35. Postep degradacji aktywatorow z grupy Bis podczas inkubacji z ludzkim osoczem.

Zbadalam réwniez stabilno$¢ zwiazkow z grupy Bis (Rysunek 35). Najwicksza
odpornoscig na obecno$¢ enzymow proteolitycznych w osoczu posiadat Bis4. Jego
podwyzszona stabilno$§¢ moze by¢ zwigzana z obnizeniem zdolnosci stymulujacych
proteasom, wynikajacym z braku fragmentow N-koncowych. Zawarto$¢ zwigzkéw Bisl
oraz Bis2 byta na poziomie okoto 70% po 30 minutowej inkubacji, co jest bardzo dobrym
rezultatem w $Swietle zdolnos$ci aktywacyjnych tych zwigzkow. Podwyzszona stabilnos¢
wynika z nienaturalnych modyfikacji oraz rozbudowania czasteczki. Najnizszg stabilnos¢
sposrod tej grupy ma zwigzek Bis3, prawdopodobnie przyczyna tego jest jego sekwencja,

ktora sktada si¢ z samych naturalnych reszt aminokwasowych.

3. Wplyw wprowadzenia CPP do sekwencji aktywatorow
na zdolnos¢ do aktywacji proteasomu 20S oraz
stabilnos¢.

Wyniki z badan aktywnos$ci oraz stabilno$ci proteolitycznej zsyntezowanych
peptydomimetycznych analogow aktywatoréw Blm oraz grupy Bis pozwolily mi wybrac
sekwencje, ktére cechujg si¢ jednoczesnie zadowalajaca zdolnoscig do aktywacji
proteasomu 20S oraz odporno$cig na degradacj¢ wigzania peptydowego w osoczu.

Analizujac te dwa parametry oraz majac na uwadze trudno$ci podczas przeprowadzanych
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syntez wytypowatam zwiazki, ktore poddatam kolejnej modyfikacji — wprowadzeniu
fragmentu polepszajacego przenikalno$¢ przez btony komorkowe, sekwencji CPP.
Zdolnos¢ do wnikania aktywatora do wngtrza komorki jest konieczna, aby zwigzek mogt
by¢ zastosowany jako terapeutyk. W literaturze dost¢gpna jest baza sekwencji CPP
o r6znym charakterze. Opisano m.in., iz peptyd sktadajacy si¢ z wigcej niz pigciu reszt
zawierajacych ugrupowanie guanidynowe skutecznie penetruje blone komodrkowa.
Zdecydowatam si¢ na dolaczenie do modulatorow peptydu tat o sekwencji
RKKRRQRRR oraz peptydu sktadajacego si¢ wylacznie z sze$ciu reszt argininy (6r).
Zpuli otrzymanych przeze mnie aktywatorow wybraltam peptydomimetyk Al.
Zsyntezowatam jego dwa analogi Al-tat oraz Al-6r, chcac porownaé¢ wptyw dwoch
réznych sekwencji CPP na zdolno§¢ modulatora do aktywacji proteasomu, stabilno$¢
w osoczu oraz przenikalno$¢ przez blone. Z grupy aktywatorow Bis wybratam zwigzek
Bisl, do jednego z N-koncéw ktorego dotaczytam sekwencje tat (Bis1-tat). Dodatkowo
zaprojektowatam analogi aktywatora D, ktéry réwniez byl interesujacym modulatorem
zpuli aktywatorow Blm. Zwigzek DI-tat posiada modyfikacj¢ w postaci wigzania
peptoidowego pomiedzy lizyng a fenyloalaning z sekwencji aktywnej, natomiast zwigzek
D1-tat(R1) posiada dodatkowe wigzanie peptoidowe na N-koncu. Oba analogi zostaty
zsyntezowane w ramach realizacji pracy magisterskiej. Struktury pierwszorzedowe

otrzymanych zwigzkow przedstawitam w Tabeli 11.

Tabela 11. Nazwy oraz sekwencje aktywatorow z dolaczong sekwencjg CPP.

Nazwa:  Sekwencja:

Al-tat RKKRRQRRR-Nab-YFTGSKDWRSYYS
Al-6r RRRRRR-Nab-YFTGSKDWRSYYS
D1-tat RKKRRQRRR-Nab-FTQKPLWRSY YA

D1- Nag-KKRRQRRRKFTQKPLWRSY YA
tat(R1)
Bisl-tat KTRNEGKDWRS Y Y S—OH
(0]
o
¢
N hN
Nﬁ/NN\/\O/\/O\/\O/\/O ©

sy
z

DWRS Y Y S—OH

m—

RKKRRQRRRKTRNTG
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Aktywatory zostaly otrzymane w kilku etapach: 1) synteza sekwencji aktywnej na
nos$niku statym z wykorzystaniem syntezatora mikrofalowego, 2) wprowadzenie
wigzania peptoidowego poprzez syntez¢ manualng, 3) dolgczenie wybranej sekwencji
CPP z wykorzystaniem syntezatora mikrofalowego z zastosowaniem podwojnych,
wydhuzonych cykli sprzegania. Konieczno$¢ podwojnych, wydhuzonych cykli oraz
uzycia silniejszego odczynnika sprzegajacego wynikala z trudno$ci w syntezie sekwencji
zawierajacych wiele reszt argininy. Stosowanie tradycyjnych cykli podczas syntezy
mikrofalowej prowadzitlo do otrzymania wielu produktow ubocznych, posiadajacych
delecje tej reszty aminokwasowej. Aktywator Bis1-tat uzyskatam w analogiczny sposob
do syntezy modulatora Bis1, jedyna r6znicg byto dotaczenie sekwencji tat do fragmentu
z propargiloaming w tancuchu bocznym. Wykonalam to korzystajac z syntezatora
mikrofalowego. Zbadatam zdolno$¢ otrzymanych zwigzkow do aktywacji proteasomu
20S stosujgc standardowe substraty fluorogeniczne oraz substrat Dabcyl-EDANS.
Dotaczenie CPP do sekwencji spowodowato, iz aktywno$¢ ChTL proteasomu wzrosta 2,7
razy wzgledem wyjsciowych peptydomimetykéw (Rysunek 36A). Najlepszymi
modulatorami sg Al-tat, A1-6r oraz Bis1-tat, ktore w stezeniu 5 uM stymulujg aktywnos¢
ChTL proteasomu okoto 17-krotnie. Chcac wykluczy¢ mozliwo$¢, iz tak wysoka
aktywacja zalezy w duzej mierze od sekwencji 6r oraz tat zsyntezowatam te peptydy
1 rownolegle zbadalam ich wiasciwosci aktywacyjne. Okazalo si¢, ze zwiagzki te maja
bardzo slabe wlasciwos$ci stymulujace, peptyd tat wraz ze wzrostem stezenia wykazuje

wrecz wlasciwosci inhibicyjne.
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Rysunek 36. Wptyw aktywatorow z dotaczonag sekwencjg CPP na aktywnos¢ ChTL i TL
proteasomu h20S. Pomiar zostat wykonany przy uzyciu substratu A: Suc-LLVY-AMC, B: Suc-
LRR-AMC. Wyniki zostaty przedstawione w postaci $redniej arytmetycznej £ SEM, liczba
powtorzen n=6. Statystyke wykonano porownujac uzyskane wyniki z kontrolg za pomoca testu
One-way ANOVA: *p<0,05, , **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, ns — brak istotnosci
statystyczne;j.

W przypadku aktywno$ci TL mozna zaobserwowa¢ spadek zdolnos$ci do aktywacji wraz
ze wzrostem stezenia (Rysunek 36B). Wynika to prawdopodobnie z tego, ze zwigzki
z dotaczonag sekwencjg CPP, z racji nagromadzenia na N-koncu reszt zasadowych,

skutecznie rywalizujg z substratem i po wniknieciu do wngtrza proteasomu, co jest
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mozliwe po jego zaktywowaniu, moga ulega¢ degradacji. Hipoteze t¢ potwierdzitam
poddajac analizie MS probki z aktywatorem A1l-tat oraz A1-6r: na widmie MS pojawity

si¢ sygnaly odpowiadajace masie czgsteczkowej zwigzku z odcieta resztg argininy.
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Rysunek 37. Wplyw aktywatoréw z dotaczong sekwencjg CPP na aktywnos¢ kaspazopodobnag
proteasomu h20S. Pomiar zostal wykonany przy uzyciu substratu Z-LLE-AMC. Wyniki zostaty
przedstawione w postaci $redniej arytmetycznej £ SEM, liczba powtorzen n=6. Statystyke
wykonano porownujac uzyskane wyniki z kontrolg za pomoca testu One-way ANOVA: *p<0,05,
, ¥*¥p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, ns — brak istotnosci statystyczne;.

Aktywatory bardzo skutecznie stymulujg rowniez peptydazge CL (Rysunek 37). Zostat
zachowany taki sam trend jak przy aktywnosci ChTL, jednak wartosci liczbowe sg

znacznie wigksze (nawet 30-krotna aktywacja wzgledem kontroli).

W dalszym etapie zbadalam stabilnos¢ otrzymanych zwigzkéw stosujgc protokot
z kwasem trichlorooctowym, nast¢pnie analizujagc probki na instrumencie UHPLC.
Zawarto$¢ wigkszo$ci aktywatoréw po 30 minutach inkubacji z osoczem wynosi okoto
60% (Rysunek 38). Najnizszg stabilno$¢ na poziomie okoto 30% posiadat zwigzek D1-
tat.

Na podstawie analizy MS zidentyfikowalam miejsca degradacji podczas inkubacji
w ludzkim osoczu. Wigzanie peptydowe jest hydrolizowane po czwartej reszcie od C-

konca lub po pierwszym aminokwasie od N-konca. Dotgczenie sekwencji zawierajace]
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wiele reszt argininy do aktywatoréw skutecznie hamuje dzialanie enzymoéw zawartych

z ludzkim osoczu.
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Rysunek 38. A: Poréwnanie stabilnosci proteolitycznej aktywatorow w ludzkim osoczu. Ilos¢
niestrawionego zwigzku obliczylam poprzez porownanie po6l powierzchni pikéw na
chromatogramach zarejestrowanych dla aktywatorow inkubowanych z ludzkim osoczem przez 0
(kontrola) i 30 minut. Liczba powtorzen n=3, B: Postep degradacji aktywatorow z sekwencja CPP
W czasie.

4. Zdolnos¢ peptydomimetykow Blm do przenikania
przez blon¢ komorkow3g oraz ich cytotoksycznos¢.

Przeprowadzitam réwniez badanie wptywu aktywatoréw z CPP na zywotno$¢ hodowli
komorkowej. W tym celu wykonatam test MTT dla komérek HEK293T inkubowanych
przez 24 godziny z modulatorami o st¢zeniach w zakresie 1-100 uM. Za pomoca tego
testu mierzytam aktywno$¢ metaboliczng komorek poprzez pomiar absorbancji

metabolitu MTT przy dtugosci fali 570 nm.
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Rysunek 39. Cytotoksycznos¢ aktywatorow z dotagczong sekwencja CPP wobec linii komorkowej
H293T podczas 24-godzinnej inkubacji. Wyniki zostaly przedstawione w postaci $redniej
arytmetycznej £ SEM, liczba powtdrzen n=3. Statystyke wykonano poréwnujac uzyskane wyniki
z kontrolg za pomoca testu One-way ANOVA: *p<0,05, , **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001,
ns — brak istotno$ci statystycznej.

Aktywatory w stezeniu 25 uM oraz 50 uM sa stabo cytotoksyczne, liczba zywych
komorek jest na poziomie powyzej 60% (Rysunek 39). W najwyzszym testowanym
stezeniu zywotno$¢ komorek utrzymuje si¢ na poziomie okoto 50%, co oznacza, ze
aktywatory w tym stezeniu wykazuja umiarkowana cytotoksyczno$¢. W najnizszym
stezeniu 1 uM oraz 10 uM modulatory nie sg cytotoksyczne, dlatego jest to zakres stezen,
ktére wybrano w pozniejszych badaniach komoérkowych. Zwigzek Al-6r wykazat
najwigkszy wplyw na obnizenie przezywalnosci komorek sposréd badanych

modulatorow.

W celu zweryfikowania przenikalno$ci otrzymanych aktywatorow przez btony
komoérkowe zsyntezowatam analogi z dolaczonym fluoroforem NBD. Znacznik ten
wykazuje wysoka reaktywnos¢ w stosunku do amin, dlatego zostat dotaczony do grupy
aminowe] na N-koncu. Przylaczeniu tego znacznika do sekwencji towarzysza zmiany
kolorymetryczne i fluorescencyjne. Dlugos¢ fali wzbudzenia dla tego fluoroforu wynosi
467 nm, natomiast emisji 539 nm. Duza jego zaleta jest maly rozmiar czasteczki.

Do eksperymentow wykorzystatam ludzkie embrionalne komérki nerki (HEK293T), po
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dwoch dniach ich inkubacji dodatam zwigzki: Al, Al-tat NBD, Al-6r NBD, DI-
tat NBD, D1-tat(R1) NBD oraz Bisl-tat NBD w stezeniu 10 uM oraz barwnik Hoechst
33342. Po trzech godzinach inkubacji preparaty analizowatam za pomocg mikroskopu

fluorescencyjnego AXIO Observer D1, stosujac filtr Alexa Fluor 488 oraz DAPI 465.

Na Rysunku 40 zostaty przedstawione zdjecia spod mikroskopu fluorescencyjnego dla
kontroli oraz wyznakowanych aktywatoréw. W przypadku kontroli oraz zwigzku A1 na
zdjeciach wykonanych z zastosowaniem filtra Alexa Fluor 488 (kolumna oznaczona jako
NBD) nie jest zauwazalna fluorescencja. Natomiast w przypadku modulatorow
z sekwencja CPP wewnatrz komorek HEK293T widoczna jest fluorescencja pochodzaca
od dotaczonego do aktywatorow znacznika NBD, co jest dowodem na to, iz
wprowadzenie sekwencji CPP poprawito przenikalno$¢ przez btone komodrkowa.
Poréwnujac zdjecia dla zwigzkéw Al-tat NBD oraz Al-6r NBD nie zauwazylam
réznicy w intensywnos$ci fluorescencji, co wskazuje na ich podobng zdolnos¢ do
przenikania btony komodrkowej. Na obrazach uzyskanych przez nalozenie sygnatow
pochodzacych od odczynnika Hoechst 33342, barwigcego jadra komoérkowe, oraz NBD
aktywatorow obserwuje si¢ pewnag fluorescencje cytozolowa, co wskazuje na
kolokalizacje modulatorow i proteasomu, ktéry obecny jest gtéwnie w cytozolu. Aby to
potwierdzi¢ konieczne sa jednak dalsze eksperymenty. Barwienie Hoechst 33342
wykorzystywane jest do oznaczania zywych komorek, eksperyment ten zatem potwierdza

rowniez wynik uzyskany w badaniach cytotoksycznosci.
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Rysunek 40. Zdjecia mikroskopowe przedstawiajace komorki linit HEK293T inkubowane w ciggu 3 godzin z wyznakowanymi aktywatorami. Na rysunku
przedstawiono reprezentatywne zdjecia, wybrane z trzech niezaleznych powtorzen. Skala wynosi 100 pm.
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5. Pobudzanie przez peptydomimetyki Blm aktywnosci
proteasomu w lizatach komorkowych oraz wewnatrz
komorek HEK293T.

Po dwoch dniach inkubacji komérki HEK293T zostaty poddane lizie komorkowej przy
uzyciu buforu Reporter Lysis Buffer. Nastepnie przeprowadzitam badanie aktywnos$ci
z zastosowaniem substratu Suc-LLVY-AMC. Wybrane modulatory Blm byly badane w
zakresie stezen 1-25 uM, a w przypadku aktywatoréw z dotagczong sekwencja CPP 0,5-
10 uM. Stezenie bialek lizatu wynosito 20 pg/ml, inhibitor bortezomib stosowatam
w eksperymencie jako kontrole negatywna. Z grupy peptydomimetykow Blm
zdecydowatam si¢ przebadac¢ zwiazki, ktére najlepiej stymulowaty proteasom 20S oraz
zwiazki A4 1 B2 ze wzgledu na ich odmienne widmo CD w poréwnaniu z pozostatymi

zwigzkami. W przypadku zwigzkoéw grupy Bis rowniez wybralam najlepsze aktywatory.

Badanie aktywnosci proteasomu w lizacie komérkowym w pewnym stopniu powielito
wyniki badan aktywnos$ci z izolowanym proteasomem. Najskuteczniejsze aktywatory
z grupy peptydymimetykow aktywowaty proteasom prawie 3-krotnie (Rysunek 41A).
Tak jak w przypadku standardowych badan aktywnos$ci zwiazki A4 oraz B2,
z modyfikacja w postaci N-metylowanych aminokwasoéw, miaty stabszy wpltyw na
aktywno$¢ proteasomu. Modulatory z dolaczong sekwencja CPP w stezeniu 5 uM
aktywowaly proteasom okoto 4-krotnie (Rysunek 41B). Najlepszym aktywatorem z tej
grupy okazal si¢ zwigzek Bisl-tat.

A |- r.0 [ 2,5 M [ 5.0 M [ 10,0 M [ 50,0 UM

50 +

wzgledna aktywnos$¢ ChT-L proteasomu (%)

SSSSOSNNSNSNSSNSSN
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Rysunek 41. Wptyw na aktywno$¢ proteasomu w lizacie komérkowym A: peptydomimetycznych
aktywatorow Blm, B: aktywatorow z dolaczong sekwencja CPP. Podczas badan wykorzystalam
substrat Suc-LLVY-AMC. Wyniki zostaly przedstawione w postaci $redniej arytmetycznej +

SEM, liczba powtorzen n=4. Statystyke wykonano porownujac uzyskane wyniki z kontrolg za
pomoca testu One-way ANOVA: *p<0,05, , **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, ns — brak
istotnosci statystyczne;j.

W grupie aktywatorow typu Bis, aktywno$¢ chymotrypsynopodobng proteasomu
najefektywniej stymulowal zwigzek Bisl (Rysunek 42), co réwniez pokrywa si¢
zbadaniami na izolowanym proteasomie. Wszystkie modulatory posiadajace

zduplikowany fragment pochodzacy z natywnego zwiazku, sa zdolne do lepszej

aktywacji niz wyjsciowe modulatory.
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Rysunek 42. Wptyw na aktywno$¢ proteasomu w lizacie komorkowym aktywatoréw z grupy Bis.
Podczas badan wykorzystalam substrat Suc-LLVY-AMC. Wyniki zostaly przedstawione
w postaci Sredniej arytmetycznej £ SEM, liczba powtdrzen n=4. Statystyke wykonano
porownujac uzyskane wyniki z kontrolg za pomoca testu One-way ANOVA: *p<0,05, , **p<0,01,
***p<(0,001, ****p<(0,0001, ns — brak istotnosci statystycznej.

Zbadatam takze zdolno$¢ aktywatoréw do stymulowania proteasomu w komorkach
HEK293T. W tym celu zsyntezowatam sond¢ fluorescencyjng TAS3, zdolng do wnikania
do komorek oraz odporng na degradacj¢ enzymatyczng. Sekwencj¢ sondy TAS3 mozna
podzieli¢ na trzy czesci: fragment zdolny do przenikania przez btony komorkowe,
fluorofor, ktorym jest rodamina 110 oraz cze$¢ substratowg z wprowadzonym
nienaturalnym aminokwasem, po ktorym nastgpuje specyficzne cigcie wigzania
peptydowego przez proteasom 20S. Komorki HEK293T inkubowatam z aktywatorami
z dotaczong sekwencja CPP, w zakresie stezen 1-100 uM przez 30 minut. Po tym czasie
usunetam pozywke zawierajaca aktywatory i dodatam roztwory aktywatorow w buforze
z sondg TAS3. Nastepnie przeprowadzitam pomiar fluorescencji przy dtugos$ci fali 485

nm oraz 535 nm. Ostateczne stezenie sondy TAS3 wynosito 10 pM.
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Rysunek 43. Wpltyw aktywatorow na aktywnos¢ proteasomu w hodowli komérkowej HEK293T.
Badania zostaly wykonane przy uzyciu sondy fluorescencyjnej TAS3. Wyniki zostaty
przedstawione w postaci $redniej arytmetycznej = SEM. Liczba powtorzen n=6.

Kontrole stanowila probka komorek z sonda TAS3, natomiast $lepg probe (Blank)
stanowita tylko sonda fluorescencyjna. Po dodaniu Bortezomibu, ktory jest zdolnym do
przenikania do komoérek inhibitorem proteasomu, mozna byto zaobserwowac ostabienie
sygnatu fluorescencyjnego w poréwnaniu do kontroli (Rysunek 43), co bylo zgodne
z oczekiwaniami 1 potwierdzalo, ze sonda TAS3 pozwala na ocen¢ aktywnosci
proteasomu w komorkach. Po wykresleniu Sredniej wartos$ci fluorescencji w czasie
1 przeprowadzaniu regresji liniowej z wynikow uzyskanych dla komoérek inkubowanych
z Bisl-tat, zaobserwowalam przyrost liniowy oraz zwigkszenie wartosci w punkcie

koncowym krzywej o 100% w poréwnaniu do krzywej kontroli (Rysunek 44).
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Rysunek 44. Przyrost fluorescencji pochodzacej od degradacji substratu TAS3 w komorkach
w obecnosci aktywatora Bis1-tat.

Aktywator Al-tat oraz A1-6r takze spowodowaty wzrost szybkosci rozszczepienia sondy

przez proteasom w poréwnaniu z probami kontrolnymi (Rysunek 45). Jednak

obserwowany przyrost intensywnosci fluorescencji nie byt tak duzy, jak w przypadku

Bis1-tat. Na podstawie tego eksperymentu zostaly wytypowane zwiazki, ktdre zostaty

wykorzystane w pdzniejszych badaniach w hodowlach komorek hipokampalnych.
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Rysunek 45. Przyrost fluorescencji pochodzacej od degradaciji substratu TAS3 w komorkach
w obecnosci aktywatora A: Al-tat, B: A1-6r.
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6. Zdolnos¢ aktywatorow do pokonywania bariery krew-
mozg.

Test PAMPA (ang. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay), pozwala na
symulowanie w warunkach in vitro procesOw zwigzanych z transportem substancji przez
btony biologiczne, w tym z przekraczaniem bariery krew-modzg. Analiza jest oparta na
dyfuzji badanego zwigzku przez membrang PVDF pokryta roztworem odpowiedniej
substancji lipidowej. Podczas przeprowadzania takiego eksperymentu korzysta si¢
z dwoéch ptytek (donorowej 1 akceptorowej), ktore oddzielone sg sztuczng membranag.
Z substancji opisanych w literaturze jako zdolne do przenikania przez blony komorkowe
wybratam propranolol oraz peptyd tat*’’ jako kontrole pozytywna, dopaming
wykorzystalam w eksperymencie jako kontrolg negatywng. Pomiar absorbancji mozliwy
byt tylko dla zwiazku, ktorego maksimum absorpcji lezy poza zakresem absorpcji DMSO
(dla propranolu — 290 nm), dla reszty zwigzkow, po dodaniu 0,02% roztworu
fluorescaminy przeprowadzilam pomiar intensywnosci fluorescencji w zakresie 388-462
nm. Dla propranolu wykonatam pomiar przy dhugosci fali 290 nm. Na podstawie
otrzymanych warto$ci obliczytam efektywna przepuszczalno$¢ zwigzkow, ktora okresla
szybkos$¢ przenikania. W przeprowadzonym eksperymencie analizowatam zwigzki Al
oraz jego analogi z dotaczong sekwencja tat i 6r. Aktywator Al-tat oraz A1-6r wykazuja
wieksza zdolnos$¢ do przenikania przez sztuczng membrang niz macierzysty analog bez
sekwencji CPP oraz dopamina (Rysunek 46), co wskazuje na zdolno$¢ tych zwigzkow do

pokonywania bariery krew-mozg.

Przenikanie przez bariere krew-mézg,
Pamp x 10°° (cm/s)

Propranolol TAT A1 A1l-tat A1-6r Dopamina

Rysunek 46. Przenikalnos¢ przez barier¢ krew-mozg okreslona za pomocg testu PAMPA. Wyniki
zostaty przedstawione w postaci Sredniej arytmetycznej = SEM. Liczba powtorzen n=3.
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7. Stymulacja proteasomu 20S przez otrzymane
peptydomimetyki Blm do wydajniejszego trawienia
substratow bialkowych.

Zweryfikowatam czy otrzymane aktywatory sa w stanie stymulowaé degradacje
natywnych biatek. W tym celu wykorzystatam dwa modelowe biatka: a-synukleine
zwigzang z chorobg Parkinsona oraz biatko tau zwigzane z chorobg Alzheimera. Sg to
bialka o nieuporzadkowanej strukturze. Bialka inkubowatam z proteasomem 20S bez
dodatku zwigzkow (proba kontrolna) oraz w ich obecnosci, w stg¢zeniu 10 uM. Za pomoca
elektroforezy SDS-PAGE oszacowalam ilo$¢ strawionego biatka. Do eksperymentu
wybralam modulatory z dotaczong sekwencja CPP, z puli Bis najlepszy aktywator Bisl
oraz najstabszy Bis4, z grupy peptydomimetykéw Blm do testow wybralam zwigzki

o najlepszych wlasciwosciach aktywacyjnych.

W zastosowanych warunkach eksperymentalnych dla wigkszosci modulatorow okoto
30% a-synukleiny oraz 70% biatka tau uleglo degradacji przez proteasom (Rysunek 47).
Dla obu biatek do najbardziej efektywnych stymulatorow degradacji nalezaly zwiazki
Bisl ijego analog Bis1-tat oraz A1-tat i A1-6r. Natomiast Bis4 nie przy$pieszat degradacji
zadnego z badanych biatek, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi w testach aktywnosci
z uzyciem standardowych substratow fluorogenicznych. W przypadku biatka tau
skutecznymi aktywatorami okazal si¢ rowniez zwigzek Bl oraz B3. Mozna rowniez
zaobserwowa¢ iz modulatory efektywniej wptywaly na degradacj¢ biatka tau niz a-

synukleiny.
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Rysunek 47. Wplyw aktywatoré6w na degradacje A: a-synukleiny, B: zlozonego z 441 reszt
aminokwasowych fragmentu biatka Tau. Wykresy przedstawiaja wzgledna ilos¢ substratu
biatkowego pozostatego po zakonczeniu inkubacji z proteasomem 20S, bez obecnosci
aktywatorow (proba kontrolna) oraz w ich obecnosci w stezeniu 10 uM. Wyniki zostaly
przedstawione w postaci $redniej arytmetycznej £ SEM, liczba powtorzen n=3. Statystyke
wykonano poréwnujac uzyskane wyniki z kontrolg za pomoca testu One-way ANOVA: *p<0,05,
, ¥*¥p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, ns — brak istotnosci statystycznej. Ponizej wykresow
dotaczono przyktadowe elektroforegramy.

Roznice wplywu poszczegodlnych aktywatoréw na trawienie bialek przez proteasom
wynikajg z ich réznych struktur. Pomimo iz wszystkie posiadajg ten sam C-koncowy
fragment HbYX, moga si¢ wigza¢ miedzy r6znymi podjednostkami badz w dwoch

sasiadujacych kieszeniach jednocze$nie (w przypadku aktywatorow typu Bis).

Aktywatory moga wigza¢ si¢ tez do tej samej kieszeni, jednak ich zréznicowane
fragmenty N-koncowe moga oddziatywaé¢ w inny sposéb z enzymem. Jedyng rdznica
w sekwencji Al oraz Bl jest podstawienie seryny w pozycji 11 argining. Ta jedyna
roéznica sprawia, iz zwigzek B1 jest w stanie nieco wydajniej stymulowa¢ degradacje
biatka tau. Substraty biatkowe mogg allosterycznie wywotywacé otwieranie si¢ kanatlu
katalitycznego proteasomu przez oddziatywanie hydrofobowych fragmentow
nieustrukturyzowanych bialek z powierzchnig pierscieni a, zatem procesy wigzania

aktywatora oraz biatka moga by¢ wzgledem siebie konkurencyjne.

SDS, ktéry byt zawarty w buforze uzywanym w eksperymentach trawienia biatek,
utatwia otwarcie bramy wejSciowe] proteasomu poprzez rozluznienie jego konformacji,

co moze wprowadza¢ pewien dodatkowy efekt w obserwowanych wynikach. Z tego
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wzgledu postanowilam przeprowadzi¢ analogiczne eksperymenty bez dodatku SDS.
Do testow wybratam zwigzki z dolaczong sekwencja CPP, ktére daly najbardziej
obiecujace wyniki. Obecno$¢ SDS nie wykazata znaczacego wptywu na zdolnosé
stymulacyjng zwigzkow D1-tat oraz D1-tat(R1) w przypadku degradacji a-synukleiny
przez proteasom (Rysunek 48A). Dzialanie modulatoréw Al-tat, A1-6r oraz Bisl-tat bylo
z kolei bardziej skuteczne pod nieobecno$¢ SDS. W ich przypadku proteasom trawit o-
synukleing 40 punktéw procentowych bardziej intensywnie w eksperymencie bez
dodatku SDS niz podczas inkubacji w obecnosci detergentu. W przypadku biatka tau ta
réznica jest jeszcze bardziej zauwazalna (Rysunek 48B). Zwiazek Al-tat, ktory
w eksperymencie z SDS spowodowat degradacje biatka na poziomie okoto 70%, podczas
badan bez dodatku SDS przyczynit si¢ do wydajniejszej degradacji — po zakonczeniu
inkubacji pozostalo okoto 4% biatka (~96% uleglo hydrolizie). Pozostate zwigzki
rowniez bardzo efektywnie stymulowaty proteasom do wydajniejszej degradacji biatka
rozluznionej konformacji proteasomu, co powoduje zwiekszong degradacj¢ aktywatora
przez h20S, konkurujac z trawieniem bialkowego substratu. By¢ moze tez bez obecnosci
SDS aktywatory moga wigza¢ si¢ lepiej do mniej dynamicznej konformacji proteasomu,

przez co widoczny jest ich wiekszy wptyw na degradacje substratow biatkowych.
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Rysunek 48. Wpltyw aktywatorow bez dodatku SDS na degradacj¢ A: a-synukleiny, B: biatka
Tau-441. Wykresy przedstawiaja wzgledng ilo$¢ substratu bialkowego pozostatego po
zakonczeniu inkubacji z proteasomem 20S, bez obecnos$ci aktywatoréw (proba kontrolna) oraz
wich obecno$ci w stezeniu 10 uM. Wyniki zostaly przedstawione w postaci $redniej
arytmetycznej = SEM, liczba powtdrzen n=3 . Statystyke wykonano poréwnujac uzyskane wyniki
z kontrola za pomoca testu One-way ANOVA: *p<0,05, , **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001,
ns — brak istotno$ci statystycznej. Ponizej wykresow dotaczono przyktadowe elektroforegramy.

8. Termoforeza mikroskalowa (MST) - badanie
oddzialywania aktywatorow z proteasomem 20S.

Kolejny eksperyment, ktory wykonalam mial na celu potwierdzenie zdolnos$ci
aktywatorow do tworzenia kompleksu z proteasomem. Wykorzystalam w nim technike
termoforezy mikroskalowej. Gtownym zadaniem MST jest badanie oddzialywan migdzy
dwiema molekutami oraz wyznaczenie stalej ich oddzialywania. Wyznaczytam stalg
EC50 wybranych aktywatoréw z proteasomem. Pomiary wykonatam dla Al-tat, A1-6r,
Bisl, Bis2 oraz Bisl-tat w obecnos$ci proteasomu wyznakowanego barwnikiem NT-647.
Przejscie termoforetyczne oznaczonego fluorescencyjnie proteasomu rejestrowalam przy
roznych stezeniach aktywatorow. Uzyskane dane (Rysunek 49) wykorzystalam
do obliczenia powinowactwa. Przedstawione w tabeli wyniki (Tabela 12)potwierdzaja, iz

aktywatory oddziatlujg z proteasomem 20S. Najsilniej wiaze si¢ zwigzek Bisl-tat, ktory
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posiada stata EC50 3,59 x 107 M + 5,30 x 108, Zwiazki posiadajace dolaczona sekwencje
CPP, zawierajaca wiele reszt zasadowych, silniej oddziatujg z proteasomem, co mozna
zaobserwowa¢ na podstawie roznicy statej EC50 dla zwiazku Bisl oraz Bisl-tat.
Analizujgc wynik tego doswiadczenia oraz wyniki aktywno$ci dla aktywatorow
przenikajacych przez btony mozna potwierdzi¢, ze N-koniec sekwencji aktywatora
réwniez jest istotny w oddziatywaniu z proteasomem, przyczyniajac si¢ do polepszenia

zdolnosci do aktywacji enzymu.

Tabela 12. Stata EC50 wyznaczona dla wybranych aktywatorow.

Nazwa: EC50 [M]

Al-tat 133x10°+£931x 10°
Al-6r 2,03x 100+ 1,43 x 107
Bisl 1,80 x 10° +4,22 x 10
Bisl-tat 3,59 x 107 +5,30x 10
Bis2 2,79x 10° + 8,58 x 10°8
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Rysunek 49. Wigzanie si¢ aktywatorow ze znakowanym fluorescencyjnie proteasomem,

okres$lone za pomocg techniki MST. Liczba powtorzen n=3.
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9. Degradacja  a-synukleiny w mysim modelu
komorkowym choroby Parkinsona.

W kolejnym eksperymencie sprawdzitam zdolno$¢ wybranych aktywatorow do
zwickszenia degradacji o-synukleiny w modelu komoérkowym wykorzystujacym
pierwotne mysie komorki neuronalne. Dos$wiadczenia przeprowadzitam podczas
realizacji stazu w Zakladzie Farmakologii i Farmakoterapii na Uniwersytecie
w Helsinkach. Obecno$¢ neurytow oraz cial Lewy’ego zawierajacych zagregowang o-
synuklein¢ z fosforylowang seryng 129 jest cecha charakterystyczna dla mézgow osob
z chorobg Parkinsona. Aby uzyska¢ takie warunki wprowadzatam do komorek
neuronalnych roztwor pre-formowanych fibryli (PFFs), co prowadzito do indukowania
fosforylacji a-synukleiny oraz jej agregacji w neuronach izolowanych z mysich
embrionéw. PFFs to oczyszczona, prionopodobna, sfaldowana a-synukleina, ktora
powstaje przez ekspresje rekombinowanego monomerycznego biatka w bakteriach. 7 dni
po wprowadzaniu PFFs do komorek widoczne sg duze agregaty w somie komorkowej,
czesto obok jadra komorkowego. W celu uzyskania wynikow po 7 dniach inkubacji
komorek hipokampalnych dodatam roztwoér PFF, po godzinie inkubacji wprowadzitam
roztwory aktywatorow: Al-tat, Al-6r, Bisl-tat. Po kolejnych 7 dniach dokonatam
immunobarwienia komdrek neuronalnych, korzystajac z przeciwciata monoklonalnego
przeciwko biatku NeuN, ktore jest zlokalizowane w jadrach komorkowych oraz
cytoplazmie okotojadrowej neuronow. Te przeciwciata sg wykorzystywane w badaniach
réznicowania neuronéw w celu oceny ich stanu funkcjonalnego. Dodatkowo jadra
wszystkich inkubowanych komorek wybarwitam za pomocg DAPI. Jak wida¢ na rysunku
49, testowane aktywatory nie wykazujg cytotoksycznosci dla komorek hipokampalnych.
Warta zauwazenia jest minimalnie wyzsza liczba komorek w probkach z niektoérymi
aktywatorami, co moze wskazywa¢ na witasciwosci neuroprotekcyjne. Taka zdolnos¢
moze okazac¢ si¢ kluczowa w kwestii niwelowania niemotorycznych objawéw choroby

Parkinsona.
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Rysunek 50. Wptyw aktywatorow na przezywalno$¢ komorek hipokampalnych po 7 dniach
inkubacji. Wyniki zostaly przedstawione w postaci $redniej arytmetycznej + SD. Liczba
powtodrzen biologicznych wynosita 3, natomiast liczba powtorzen technicznych 9-11.

Badane aktywatory skutecznie redukuja ilo$¢ agregatow o-synukleiny w komodrkach
hipokampalnych (Rysunek 50). Widoczna jest zalezno§¢ zdolnosci do degradacji od
stezenia testowanego zwigzku. Al-tat oraz Bisl-tat juz w bardzo niskim stezeniu
zmniejszaja o 50% ilo$¢ powstalych agregatow. Gléwnym narzedziem do monitorowania
tego procesu bylo przeciwcialo przeciwko a-synukleinie fosforylowanej na reszcie
Ser129. Na obrazach wykonanych za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego (Rysunek
51) widoczna jest roznica migdzy ilo$cig zagregowanego biatka w probce kontrolnej oraz

w probkach zawierajacych aktywatory w roznych st¢zeniach.
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Rysunek 51. Ilo§¢ ciat Lewy'ego po 7 dniach inkubacji z aktywatorem badz bez dodatku
modulatoréw (kontrola). Wyniki zostaty przedstawione w postaci $redniej arytmetycznej = SD.
Statystyke wykonano poréwnujac uzyskane wyniki z kontrolg za pomoca testu One-way
ANOVA: *p<0,05, , ¥*p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, ns — brak istotnosSci statystycznej,
liczba powtorzen biologicznych wynosita 3, natomiast powtorzen technicznych wykonano 9-11.

a-syn

Kontrola

Al-6r 0,5 uM

Al-6r 2,5uM

Al-6r 5,0 uM
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Rysunek 52. Poréwnanie obrazéw mikroskopowych komorek hipokampalnych inkubowanych
bez aktywatora i w obecnos$ci Al-6r w trzech roznych stezeniach. Na rysunku przedstawiono
reprezentatywne zdjgcia, wybrane z trzech niezaleznych powtérzen. Skala wynosi 100 pum.
Obrazy otrzymane na podstawie immunofluorescencji DAPI (kolor niebieski), NeuN (kolor
czerwony), pS129-asyn (kolor biaty).

V. Podsumowanie.

Choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera (AD), choroba Parkinsona
(PD) lub stwardnienie zanikowe boczne (ALS) sg niezwykle powaznym i narastajgcym
problemem spotecznym. Wystepowanie tych schorzen jest silnie powigzane z wiekiem
i charakteryzuje si¢ postepujaca neurodegeneracja oraz demencja. Ich cecha
charakterystyczng jest odktadanie si¢ uszkodzonych bialek, ktore w zdrowych komérkach
s usuwane przez systemy proteolityczne; jednym z nich jest proteasom 20S. Ten
ogromny kompleks enzymatyczny usuwa z komorek zmutowane, nieprawidlowo
sfaldowane 1 utlenione biatka. Niestety, wraz z wiekiem jego efektywno$¢ stabnie.
Aktywacja proteasomu, czy to na poziomie ekspresji gendow, czy przy uzyciu naturalnych
lub syntetycznych zwiazkéw, moze stanowi¢ obiecujaca strategi¢ terapeutyczna,
zapewniajaca  opOznienie  wystgpienia  zwigzanych z  wiekiem  chorob
neurodegeneracyjnych. Jednak mechanizm aktywacji proteasomu 20S przez zwiazki
matoczasteczkowe nie jest dokladnie wyjasniony, co utrudnia projektowanie
potencjalnych terapeutykow. Struktur wiodacych do ich projektowania mozna
poszukiwac¢ opierajac si¢ na kompleksach proteasomu z jego naturalnymi, biatkowymi
aktywatorami. Liczne badania wykazuja, ze krotkie peptydy wywodzace si¢
z regulatorow 19S 1 PA200, zawierajace ich C-koncowy motyw HbYX (reszta
hydrofobowa - tyrozyna - dowolna reszta aminokwasowa) sg w stanie stymulowac
proteasom 20S. Podczas badan prowadzonych przez grupe badawcza, w ktorej
realizowalam prace doktorska, odkryto nowa grupe bardzo skutecznych aktywatorow
proteasomu, ktérych sekwencje wywodzg sie z C-koncowego fragmentu innego
naturalnego regulatora proteasomu, biatka Blm10 (drozdzowego ortologu biatka PA200).
Zdolnos¢ tych peptydéw do stymulowania proteasomu 20S zostala udowodniona
zarowno w testach aktywno$ci ze standardowymi substratami fluorogennymi, jak
1z modelowymi biatkami (a-synukleina, Tau441). Okazato si¢ jednak, ze w obecnej
postaci analogi Blm nie s3 w stanie wnika¢ do komorek, a takze charakteryzujg si¢ niskg
stabilno$cig proteolityczng. Poprawa tych dwoch parametrow jest niezbgdna do

zaproponowania nowej struktury wiodacej, mogacej pomde zaprojektowaé skuteczne
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stymulatory proteasomu, ktore ograniczatyby gromadzenie si¢ nieprawidlowych biatek

w komorkach.

Glownym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zaprojektowanie stymulatorow
proteasomu, zdolnych do przenikania przez btony komoérkowe i stabilnych w warunkach
proteolitycznych. Zsyntezowatam 26 nowych potencjalnych modulatorow aktywnos$ci
proteasomu 208, ktore zaprojektowatam na podstawie sekwencji aktywatorow z puli
Blm. Zwiazki te w swojej strukturze posiadaly C-koncowy motyw HbYX. Synteze
peptydomimetykow oraz peptydow przeprowadzitam zgodnie z metodologia Fmoc, na
nos$niku statym, korzystajac z automatycznego syntezatora mikrofalowego. Wszystkie
modyfikacje do sekwencji aktywatorow wprowadzalam w sposob manualny. Otrzymane
modulatory przebadatam pod katem zdolnos$ci do stymulowania aktywnosci proteasomu
20S wyizolowanego z erytrocytow, za pomoca standardowych substratow
fluorogenicznych, specyficznych dla wybranych peptydaz (ChT-L, T-L, C-L) oraz
zsyntezowanego substratu bazujacego na zjawisku FRET, Dabcyl-EDANS, ktory ze
wzgledu na swoja budowe jest bardziej wiarygodnym narzedziem do oceniania

skutecznos$ci dziatania modulatorow.
Zwiazki, ktére otrzymatam moge podzieli¢ na trzy grupy:

- grupa 1 — peptydomimetyczne analogi Blm-pep, do ktérych wprowadzitam modyfikacje
w postaci wigzania peptoidowego lub N-metylowanych aminokwaséw; zwiazki te
zaprojektowatam w celu otrzymania stabilnych w warunkach proteolitycznych

aktywatorow ludzkiego proteasomu 20S.

- grupa 2 — zwigzki bisBlm, ktére posiadaja zduplikowany fragment C-koncowy
potaczony tacznikiem o odpowiedniej dlugosci; zwiazki te zaprojektowatam na
podstawie struktury krystalicznej jednego z aktywatorow Blm, w celu uzyskania
jednoczesnego wigzania si¢ modulatora w dwoch sgsiadujacych kieszeni pomigdzy

podjednostkami a.

- grupa 3 — analogi Blm z dotaczong sekwencjg CPP; do wybranych aktywatoréw z obu
grup, charakteryzujacych si¢ najlepszymi wilasciwosciami aktywujagcymi oraz
stabilno$cig w ludzkim osoczu dolaczylam sekwencje CPP; zwiazki te zaprojektowatam

w celu otrzymania aktywatoréw zdolnych do przenikania przez btony komorkowe.
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Wprowadzone w grupie 1 modyfikacje przyniosty oczekiwany efekt. Wszystkie zwigzki
z tej grupy cechuja si¢ wigksza stabilno$cig w warunkach proteolitycznych niz zwigzki
macierzyste, ktorych procentowa zawarto$¢ w probce w eksperymentalnych warunkach
wynosita <10%. Miejsca degradacji proteolitycznej w sekwencji potwierdzitam za
pomocg techniki MS. Zmiany w sekwencji blokuja dziatanie enzymow proteolitycznych,
natomiast nie powoduja znaczacego obnizenia zdolno$ci do stymulacji proteasomu. Na
podstawie przeprowadzonych badan aktywnosci dla grupy 1 mozna zaobserwowac, iz
modyfikacje w rejonie N-konca nie majg negatywnego wplywu na aktywnos¢
proteasomu, w przeciwienstwie do modyfikacji w rejonie C-konca, co potwierdza
istotno$¢ motywu HbYX w aktywacji proteasomu. Wyniki badan wskazuja rowniez na
istotno$§¢ oddziatywan z podjednostkami o ugrupowan aromatycznych. Przy
modyfikowaniu tych ugrupowan widoczne byto zmniejszenie dzialania stymulujacego

modulatoréw w poréwnaniu z wyjsciowymi aktywatorami.

Zwiazki z grupy 2 charakteryzuja si¢ lepszymi zdolno$ciami aktywacyjnymi niz ich
macierzyste aktywatory Najlepszym modulatorem z tej grupy okazat si¢ zwigzek Bisl,
ktory w przeciwienstwie do pozostatych aktywatorow posiadat zachowany rejon N-
koncowy. Uzyskane rezultaty wskazuja na istotno$¢ oddzialtywan tego fragmentu

z w procesie aktywacji proteasomu.

Aktywatory z 3 grupy skutecznie przenikaja przez btong komoérkows, co zweryfikowatam
za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej, przeprowadzajac eksperyment z modulatorami
wyznakowanymi fluoroforem NBD. Dotaczenie fragmentu CPP — tats9.57 oraz 6r nie
spowodowato pogorszenia wtasciwosci stymulacyjnych. Wrecz przeciwnie, otrzymane
zwiazki sg w stanie aktywowaé proteasom az 17-krotnie, znacznie efektywniej niz
zwigzek bez sekwencji CPP. Modulatory z sekwencja CPP s3 réwniez stabilne podczas
inkubacji z ludzkim osoczem oraz nie wykazuja cytotoksycznosci w stosunku do

komorek HEK293T.

Wybrane aktywatory sg w stanie skutecznie aktywowaé proteasom w hodowli
komorkowej, co sprawdzitam za pomocg testu aktywnos$ci w lizacie komorkowym przy
uzyciu substratu Suc-LLVY-AMC oraz eksperymentu z wykorzystaniem sondy

fluorescencyjnej TAS3, ktorg zsyntezowatam.

Efektywnos$¢ aktywatoréow zweryfikowatam réwniez stosujac modelowe substraty

biatkowe: a-synukleing oraz tau-441. Testowane analogi byly w stanie stymulowac
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proteasom do bardzo wydajnej degradacji bialek. Uzyskane wyniki sa powigzane
z zaobserwowang zdolno$cig do aktywacji proteasomu 20S. Aktywatory efektywniej
wptywaja na rozktad biatek w warunkach bez dodatku SDS niz w jego obecnosci. Efekt
ten moze by¢ zwigzany z wywolywanym przez detergent preaktywacjg h20S , w wyniku
czego proteasom moze by¢ w stanie trawi¢ modulator, przez co zwigzek stabiej aktywuje

enzym.

Na podstawie testu PAMPA ocenitam zdolnos¢ wybranych aktywatoréw do pokonywania
bariery krew-moézg. Jako kontrole pozytywng zastosowatam peptyd tat oraz propranolol,
za$ jako kontrole negatywna dopaming. Przenikalno$¢ modulatora bez dotaczonej
sekwencji CPP byla na poziomie kontroli negatywnej, natomiast w przypadku
aktywatorow z CPP byta na znacznie wyzszym poziomie. Za pomocg techniki MST udato
mi si¢ wyznaczy¢ stala oddziatywan aktywatoréw =z proteasomem, poprzez

miareczkowanie wyznakowanego enzymu roztworem aktywatora w rosngcym stezeniu.

Oprocz badan na izolowanym proteasomie, podczas realizacji stazu zagranicznego na
Uniwersytecie w Helsinkach przeprowadzitam dla kilku zwigzkéw badania
z wykorzystaniem mysiego embrionalnego modelu komérkowego. Eksperymenty miaty
na celu oznaczenie zdolnos$ci aktywatorow do degradacji a-synukleiny w neuronalnych
komorkach myszy. Zwigzek Al-tat, Al-6r oraz Bisl-tat skutecznie stymulowaty
proteasom do skutecznego degradowania agregatéw a-synukleiny powstatych przez
wprowadzenie PFFs do komorek oraz nie wpltywaly negatywnie na przezywalnos¢
wyizolowanych komoérek neuronalnych. W tych testach korzystatam z przeciwciat
pierwszorzgdowych oraz fluorescencyjnych drugorzgdowych przeciwko pSer129-asyn,
ktora jest charakterystyczna dla osob z chorobg Parkinsona oraz przeciwko neuronom, co

pomogto mi oznaczy¢ wptyw zwigzkoéw na przezywalnos¢ komorek hipokampalnych.
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