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Streszczenie rozprawy doktorskiej mgra Przemyslawa Karpowicza pt.:
~Poszukiwanie allosterycznych modulatorow aktywnosci proteasomu”,
wykonanej pod opieka dr hab. Elzbiety Jankowskiej, prof. UG oraz dr Marii
Gaczynskiej (University of Texas Health Science Center at San Antonio, USA)

Patogeneza wielu chorob, takich jak: nowotwory, dystrofia mie$niowa
czy choroby neurodegeneracyjne jest zwigzana z utratg kontroli komorki
nad réwnowaga miedzy biosynteza a degradacja biatek. Az 90% wszystkich biatek
obecnych w jadrze komoérkowym badZz cytoplazmie jest trawionych przez
multikatalityczny kompleks, ktérego gléwnym elementem jest enzym zwany
proteasomem 20S.

Szerokie spektrum dziatania oraz znaczne rozpowszechnienie proteasomu
w komorkach sprawia, iz jego aktywno$¢ musi by¢ S$ciSle kontrolowana.
Jednym z poziomdéw tej kontroli jest sama struktura enzymu. Jego rdzeniowa cze$¢
ma bowiem ksztatt pustego wewnatrz cylindra, ktérego Swiatto prowadzi do ukrytych
wewnatrz katalitycznych podjednostek (3 - posiadajacych trzy odmienne specyficzno$ci
substratowe. Dostep do miejsc aktywnych jest kontrolowany przez niekatalityczne
podjednostki o, stanowigce rodzaj zamykanej bramy molekularnej, regulujacej
transport substratbw do komory Kkatalitycznej. W warunkach fizjologicznych
ich struktura zmienia sie w momencie dotgczenia do zewnetrznego pierScienia 20S tzw.
czastek regulatorowych. Biatka te 13czac sie z podjednostkami a nie tylko wymuszaja
reorganizacje ich $cisle upakowanych N-koncowych fragmentéw, otwierajac wejscie
do kanatu katalitycznego, lecz takze wywierajg swoj wptyw na poziom aktywnoSci
poszczegb6lnych centrow Kkatalitycznych poprzez tzw. modulacje allosteryczna.
Prawdopodobnie wywotujg one uwolnienie ,impulsu” allosterycznego przekazywanego
od pierscieni a az do komory katalitycznej. W ten sposdb zewnetrzne zwigzanie
aktywatoréw oraz inhibitoré6w z rdzeniem 20S wptywa takze na modulacje jego
wtasciwosci katalitycznych, decydujac o profilu degradacji i dtugosSci powstajacych
produktéw proteolizy.

W ostatnich latach proteasom stal sie atrakcyjnym celem w projektowaniu
lekdw. Znane dotad syntetyczne inhibitory proteasomu 20S, mimo poczatkowego
sukcesu w terapii nowotworowej, okazaty sie by¢ dos¢ problematyczne ze wzgledu
na swa cytotoksyczno$¢ oraz lekooporno$¢ wytwarzang u dilugotrwale leczonych
pacjentow. Dlatego istnieje pilna potrzeba opracowania zwigzkéw opartych o nowy
mechanizm dziatania. W $wietle najnowszych badan wiele nadziei wigza¢ mozna
z matoczasteczkowymi, allosterycznymi modulatorami aktywnos$ci proteasomu.
W przeciwienstwie do zwigzkéw ortosterycznych, wigza sie one w miejscu odlegtym
od centréw katalitycznych i sg w stanie zmodyfikowa¢ profil aktywnosci 20S,
tak by indukowac bardziej wybi6rcza proteolize substratéw.



Jednym z nielicznych opisanych dotad allosterycznych inhibitoréw jest biatko HIV-1
Tat, ktorego zaledwie 12-aminokwasowy fragment (zwany Tatl) hamuje aktywnos$¢
ludzkiego proteasomu 20S.

Niestety, mimo potencjalnie ogromnych mozliwosci wykorzystania fenomenu
allosterii w regulacji proteasomu, w dalszym ciggu wiemy o nim bardzo niewiele.
Dlatego, w celu racjonalnego projektowania potencjalnych farmaceutykéw, konieczne
jest zrozumienie zaleznosci struktura-aktywno$¢ modulatoréw oraz sprawdzenie na ile
fenomen allosterycznos$ci moze by¢ efektywnie wykorzystany do modulacji 20S in vivo.

Glownym celem mojej pracy byta préba znalezienia nowych zwigzkéw
hamujgcych aktywnos$¢ ludzkiego proteasomu 20S, ktérych mechanizm dziatania bytby
oparty o modulacje allosteryczng/niekompetycyjng. Podstawe do ich zaprojektowania
stanowit peptyd Tatl. Dodatkowo chciatem zbada¢, ktoére elementy tj. sekwencja,
struktura czy ogdlny fadunek Tatl s3g najistotniejsze w regulacji ludzkiego proteasomu
20S.

Przedstawiona praca dotyczy 37 potencjalnych inhibitoréw aktywnoSci
ludzkiego proteasomu 20S, ktérych mechanizm dziatania jest oparty o modulacje
niekompetycyjng/allosteryczng. Otrzymane zwiazki naleza do analogéw peptydu Tatl,
z czego 10 posiada niepeptydowe modyfikacje w postaci uktadéw potencjalnie
wywotujacych B-zgiecie. Wszystkie zwigzki poddatem badaniom biochemicznym w celu
wyznaczenia ich potencjatu modulujgcego aktywnos$¢ ludzkiego proteasomu 20S,
wykorzystujac jako modelowe substraty krétkie, fluorogenne peptydy. Jednoczesnie
zweryfikowatem czy badane zwigzki same z siebie nie stanowig substratu w procesie
proteasomalnej proteolizy. Dodatkowo wykorzystatem o-synukleine by sprawdzic¢
wptyw wybranych zwigzkéw na profil degradacji biatkowego substratu przez
proteasomu 20S. W tym celu wykorzystatem techniki elektroforetyczne i spektrometrie
mas. Wplyw wybranych zwigzkéw na uktady komdrkowe sprawdzitem okreslajac efekt
cytotoksyczny wzgledem nowotworowej linii komorkowej Hela. Ponadto
zastosowatem techniki takie jak: dichroizm kotowy, spektroskopia THNMR w potaczeniu
z modelowaniem molekularnym oraz termoforeza mikroskalowa, w celu okres$lenia
korelacji struktura-aktywno$¢ badanych zwigzkow oraz oceny wptywu modyfikacji
na zdolno$¢ zwigzkéw do tworzenia kompleksu z proteasomem 20S.

Badania analogéw Tat1 z resztami aminokwasowymi wymienionymi pojedynczo
lub blokami na Ala umozliwily mi wyznaczenie dwoch regionéow farmakoforowych
w pozycji 4-6 i 8-10. Analiza konformacyjna peptydu Tatl z wykorzystaniem
modelowania molekularnego wykazala, ze znajduja sie one w regionie petli/zgiec.
Wprowadzenie motywu potencjalnie stabilizujgcego konformacje B-zgiecia w tych
regionach wptyneto na poprawe zdolnosci otrzymanych zwigzkéw do hamowania
aktywnos$¢ ChT-L proteasomu 20S. Najlepszym zwigzkiem z tej grupy okazat sie by¢
analog z wbudowanym motywem Tic-D-Oic w pozycji 8-9. Badania konformacyjne
peptydu Tatl oraz jego analogéw ze skanu alaninowego pokazaty, ze wszystkie
te zwigzki posiadajgq strukture nieuporzadkowang lub PPII. Z kolei wprowadzenie
Tic-D-Oic w pozycji 8-9 spowodowato drastyczng zmiane widma CD, sugerujac
obecno$¢ konformacji typu zgiecia BII. ROwniez modelowanie molekularne wskazato,
ze zwigzek ten posiada najbardziej upakowang strukture. Badania ukazaty,
ze na zdolnos$¢ do inhibicji proteasomu nie ma wptywu typ modyfikacji stabilizujacej
zwigzek w konformacji typu 3, ale wazna jest dtugos$¢ sekwencji zasadowej znajdujacej
sie po obu stronach modyfikacji.



Niektore zwigzki z tej grupy charakteryzuja sie bardzo podobnymi i niskimi
warto$ciami 1Cso (okoto 70 nM) wzgledem aktywnos$ci ChT-L i PGPH aktywowanego
proteasomu 20S, bedac okoto 3,5-krotnie lepszymi inhibitorami niz Tatl. Zwigzki
te posiadaja nie tylko najwyzszy potencjal hamujacy sposrod wszystkich otrzymanych
przeze mnie analogéw, lecz takze sposréd matoczasteczkowych, niekompetycyjnych/
allosterycznych inhibitoréw opisanych dotad w literaturze. Analiza zaleznoSci
struktura-aktywno$¢ analogéw Tat wzgledem 20S ukazaty, ze fenomen allosterycznej
inhibicji nie jest w tym przypadku tylko i wytgcznie efektem duzego nagromadzenia
reszt o charakterze zasadowym, lecz wynika roéwniez z odpowiedniego
utozenia/rozktadu tadunku w przestrzeni. Zaréwno tadunek, jak i odpowiednia
konformacja inhibitora allosterycznego jest konieczna do efektywnego dziatania
wzgledem proteasomu. Podobne wnioski uzyskatem wyznaczajgc state dysocjacji Kd
kompleksow ludzkiego proteasomu 20S z wybranymi peptydami Tat przy pomocy
mikroskalowej termoforezy. Technika ta zostata po raz pierwszy wykorzystana
do pomiaru tak duzego uktadu jakim jest proteasom. Niezwykle obiecujace wyniki
uzyskatem badajagc wstepnie wybrane zwigzki na linii komérek raka szyjki macicy
(HeLa). Zwigzek Tatl nie jest cytotoksyczny nawet w stezeniu 10 uM,
lecz wprowadzenie modyfikacji stabilizujacej konformacje [ w pozycjach
farmakoforowych peptydu Tatl sprawito, Zze nowe analogi staly sie cytotoksyczne
wzgledem komorek nowotworowych. Czes¢ ze zwigzkéw wykazuje zaskakujaco wysoka
cytotoksycznos$¢ i to juz przy 1uM stezeniu.



