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Streszczenie rozprawy doktorskiej Malgorzaty Gizynskiej pt.:

»Wykorzystanie C-koncowej sekwencji biatka Blm10 do otrzymania efektywnych

stymulatorow aktywnosci ludzkiego proteasomu 20S”

promotor: dr hab. Elzbieta Jankowska, prof. UG

Nieprawidlowe funkcjonowanie systemu proteasom-ubikwityna prowadzi do zachwiania
homeostazy biatkowej, powodujac wystgpienie zaburzen m.in. w regulacji cyklu komoérkowego
czy ekspresji genow oraz do akumulacji uszkodzonych biatek w komorkach, co w efekcie moze
doprowadzi¢ do powstania stanow chorobowych. Proteasom wydaje si¢ by¢ atrakcyjnym celem
w projektowaniu potencjalnych $rodkéw terapeutycznych na nowotwory, choroby uktadu
krazenia, neurodegeneracyjne czy autoimmunologiczne. Obecnie najbardziej eksploatowana
jest koncepcja wykorzystania inhibitorow w terapii przeciwnowotworowej. W ostatnich latach
trzy inhibitory proteasomu zatwierdzono do leczenia szpiczaka mnogiego i1 chioniaka, a wiele
innych jest w trakcie prob klinicznych. W przeciwienstwie do inhibitoréw, zwigzki, ktore moga
zwigkszy¢ aktywnos$¢ proteasomu sg nieliczne 1 stabo poznane. Takie zwigzki moglyby znalez¢
zastosowanie w terapii chorob, w ktorych obserwowana obnizona aktywno$¢ proteasomu
przyczynia si¢ m.in. do akumulacji toksycznych, oligomerycznych form biatek w komorkach
nerwowych, zaburzajac w ten sposéb ich funkcjonowanie, a ostatecznie prowadzac do ich
obumierania.

Obecnie aktywatorow proteasomu poszukuje si¢ gltoéwnie przeszukujac biblioteki
chemiczne. Do tej pory udato si¢ odkry¢ kilkanascie matoczasteczkowych zwigzkow, ktore
stymulujg bezposrednio lub posrednio aktywno$¢ proteasomu. Zaobserwowano przy tym, ze
cze$¢ z nich byla w stanie zahamowac¢ procesy zwigzane ze starzeniem, spowolni¢ rozwdj
chorob neurodegeneracyjnych, a takze zwickszy¢é odpornos¢ komorek na stres oksydacyjny.
Czesto byly to jednak zwiazki o szerokim spektrum dzialania, ktére musiatyby przej$¢ diuga
droge, aby sta¢ si¢ bardziej selektywne i by zmniejszylo si¢ ryzyko wystgpienia



spowodowanych przez nie reakcji ubocznych. Innym podejSciem jest projektowanie nowych
zwigzkow na podstawie struktury naturalnych biatkowych aktywatoréw proteasomu: 19S, 11S
czy PA200/BIm10. Jednak mimo znanych struktur kompleksow 20S z aktywatorami
biatkowymi, sam mechanizm aktywacji nie zostat w pelni poznany, co utrudnia projektowanie
efektywnych modulatorow.

Gléwnym celem mojej pracy doktorskiej bylo otrzymanie efektywnych stymulatorow
aktywnosci ludzkiego proteasomu 20S, zaprojektowanych w oparciu 0 sekwencje peptydu
BIm-pep. Nasz zespot od kilku lat prowadzit badania dotyczace allosterycznych modulatorow
aktywnos$ci proteasomu, co doprowadzito do otrzymania 14-resztowego peptydu Blm-pep,
ktory kilkukrotnie stymulowat wszystkie peptydazy proteasomu h20S. Zostal on
zaprojektowany w oparciu o0 fragment wigzacy bialkowy aktywator Blm10 z proteasomem i
zawieral w swej sekwencji sze§¢ C-koncowych reszt aminokwasowych tego aktywatora.
Rozwigzana struktura krystaliczna kompleksu drozdzowego 20S z Blm-pep wykazata, iz do
enzymu trwale wigze si¢ jedynie piecioaminokwasowy C-koniec aktywatora, gdyz tylko ten
fragment uwidocznit si¢ w postaci gestosci elektronowe;.

W pierwszym etapie mojej pracy zbadatam znaczenie N-koncowego rejonu Sekwencji
Bim-pep dla jego dziatania aktywujacego ludzki proteasom. W tym celu zsyntezowatam
jedenascie peptydow o skroconej sekwencji. Otrzymane wyniki pozwolity stwierdzi¢, iz mimo
braku w strukturze krystalicznej N-koncowego fragmentu Blm-pep, jest on niezbedny do
skutecznej aktywacji proteasomu h20S, mimo prawdopodobnie przejSciowego charakteru
oddziatywan z enzymem.

W kolejnym etapie pracy probowatam zoptymalizowaé struktur¢ Blm-pep w oparciu o
modelowanie molekularne oraz analize porownawczg struktur krystalicznych proteasomu h20S
oraz komplekséw BIm10 z y20S oraz BIm-pep z y20S, w celu otrzymania bardziej efektywnych
stymulatorow aktywno$ci proteasomu h20S. Otrzymane wyniki wskazuja, ze efektywny
aktywator proteasomu powinien posiada¢ w pozycji 8 19 reszt¢ kwasowg i aromatyczng, a takze
przynajmniej jedng reszt¢ aromatyczng na N-koncu. Natomiast obecnos¢ reszty kwasowej w
pozycji 1 lub we fragmencie tgcznikowym migdzy N- i C-koncowymi segmentami znaczaco
obniza zdolnos$ci stymulujace analogow Blm wzgledem peptydaz ChT-L i PGPH.
Przeprowadzone badania wykazaly rowniez, iz motyw HbYX nie moze by¢ modyfikowany,
nawet jesli ta modyfikacja moglaby umozliwi¢ efektywniejsze wigzanie w kieszeni migdzy
podjednostkami o. Zastgpienie bowiem reszty tyrozyny z tego motywu kwasem

asparaginowym doprowadzito do kompletnego zaniku zdolnosci aktywujacych zwiazku.



Wprowadzajac modyfikacje do N-koncowego rejonu peptydu udato si¢ uzyska¢ modulatory
dzialajace selektywnie na peptydaze T-L proteasomu.

Wszystkie otrzymane aktywatory byly podatne na proteasomalng degradacje. Aby
sprawdzi¢ czy degradacja aktywatora wzmacnia efekt stymulacji poprzez zwrotne sprze¢zenie
miejsca aktywnego z allosterycznym, podjelam proby uzyskania modulatoréow stabilnych
proteolitycznie. Wprowadzanie modyfikacji w postaci aminokwaséw z nienaturalnymi
tancuchami bocznymi, jak i modyfikacji zmieniajacych strukture drugorzedowa zwigzkow,
niekorzystnie wptynelo jednak na aktywnos$¢ modulatoréw. Lepiej tolerowane byty
modyfikacje wigzania peptydowego. Udalo mi si¢ uzyska¢ dwa zwigzki o zwigkszonej
odpornosci na degradacje przez h20S, ktore nie utracity zdolnosci do aktywacji enzymu i moga
stanowi¢ sekwencje wyj$ciowe do dalszych modyfikacji.

Efektywno$¢ wybranych analogéw Blm zostala przetestowana z uzyciem modelowych
substratow biatkowych. Badane zwigzki byly w stanie stymulowa¢ degradacj¢ biatek dopiero
w obecnosci czynnika rozluzniajgcego konformacje rdzenia katalitycznego 20S. Zgadza si¢ to
z doniesieniami literaturowymi na temat braku mozliwosci trwatego otwarcia bramy
prowadzacej] do miejsc katalitycznych proteasomu w wyniku zwigzania elementow
naturalnego, biatkowego regulatora w mniej niz czterech kieszeniach mi¢dzy podjednostkami
a. Sygnat pochodzacy wylacznie z jednej kieszeni, bez dodatkowego wsparcia, nie umozliwia
wystarczajaco szerokiego otwarcia bramy, by do kanatu katalitycznego mogty przedosta¢ si¢
czgsteczki biatka.

Dla wybranych zwiazkoéw zostaty wykonane testy aktywnosci z wykorzystaniem modeli
komorkowych choroby Alzheimera (AD), Parkinsona (PD), Huntingtona (HD) oraz
stwardnienia bocznego zanikowego (ALS). Peptyd 20 stymulowat aktywno$¢é proteasomu w
modelach komérkowych AD, PD, HD oraz ALS, natomiast peptyd 18 tylko w modelu ALS.
Badane zwigzki stymulowaly tez degradacj¢ biatek o nieuporzadkowanej strukturze (SOD,
tau), nie wptywajac na poziom ustrukturyzowanego biatka kontrolnego (-aktyny), co sugeruje,
1z oddziatujg tylko z proteasomem 20S, a nie z 26S, nie grozg wiec niekontrolowanym
wzmocnieniem catkowitej proteolizy realizowanej przez system proteolityczny UPS.

Odrebnym celem mojej pracy byto zidentyfikowanie miejsca wigzania aktywatorow w
strukturze ludzkiego proteasomu 20S za pomoca sieciowania chemicznego w potaczeniu ze
spektrometrig mas. W tym celu do sekwencji wybranych analogéw Blm-pep wprowadzitam
reszty sieciujgce, takie jak 2,4-dihydroksyfenyloalanina lub benzoilofenyloalanina. Po
utworzeniu kowalencyjnego adduktu proteasomu z modulatorem, podjednostki z przytaczonym

ligandem identyfikowalam za pomocg spektrometrii mas. Okazalo sig, Zze analogi Blm wiaza



si¢ zarowno do podjednostek a jak i B. Dla wszystkich analogow Blm zawierajacych reszte
sieciujagcag Bpa najbardziej powtarzalnym miejscem wigzania byla podjednostka a3. Aby
zidentyfikowa¢ doktadne miejsca wigzania aktywatora, kompleks proteasomu i analogu Blm
poddatam dodatkowo trawieniu enzymatycznemu. Jeden z badanych modulatorow wigzat si¢

w kieszeni a5-06, a drugi w kieszeniach 04-a5 oraz a5-06.



