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1. Wstep teoretyczny

1.1 Wprowadzenie

Enzymy proteolityczne, znane rowniez jako proteazy lub peptydazy sa podklasa
hydrolaz odpowiedzialng za hydroliz¢ wigzania peptydowego [1]. Ze wzgledu na swojg funkcje
uczestniczag one w wielu istotnych procesach biologicznych, migedzy innymi: apoptozie,
kaskadzie krzepnigcia krwi, odpowiedzi immunologicznej czy wewnatrzkomorkowe;j
degradacji biatek [2-5]. W przeciwienstwie do innych modyfikacji post-translacyjnych,
hydroliza biatek 1 peptydow jest reakcja nieodwracalng, co w konsekwencji wymaga Scistej
kontroli aktywnosci enzymdw proteolitycznych [6]. Ta z kolei moze nastgpi¢ poprzez kilka
mechanizmow, m.in. regulacje ekspresji genow, synteze nieaktywnych form proteaz zwanych
zymogenami lub zahamowanie aktywnos$ci za pomoca endogennych inhibitorow [7, 8].
Wszelkie zaburzenia w funkcjonowaniu proteaz moga prowadzi¢ do rozwoju standéw
patofizjologicznych,  takich  jak:  nowotwordéw, choréb  autoimmunologicznych
i neurodegeneracyjnych [9-11]. Z tego tez wzgledu staly si¢ one istotnym i obiecujacym celem

terapeutycznym we wspotczesnej medycynie [12-15].

W zaleznosci od mechanizmu, wedhug ktoérego zachodzi katalizowana reakcja hydrolizy,
proteazy mozna podzieli¢ na: proteazy aspartylowe, glutaminowe i metaloproteazy oraz
proteazy cysteinowe, serynowe 1 treoninowe [16]. Pierwsze trzy w procesie hydrolizy jako
nukleofil wykorzystuja aktywowang czasteczke wody, natomiast wsrod nastepnych trzech
nukleofilem jest grupa hydroksylowa (proteazy serynowe i treoninowe) lub tiolowa (proteazy
cysteinowe) reszty aminokwasowej zlokalizowanej w centrum aktywnym [17, 18]. Pod koniec
lat 70 XX wieku Schechter oraz Berger opisali budowg centrum aktywnego papainy, ktora stata
si¢ uniwersalnym modelem stosowanym w badaniach specyficznosci substratowej proteaz
(Rysunek 1). Zgodnie z tym modelem centrum aktywne enzymu proteolitycznego posiada

specjalne kieszenie, do ktorych wigzg si¢ reszty aminokwasowe tancucha peptydowego (lub

biatkowego). Aminokwasy znajdujace si¢ na N-koncu substratu oznacza si¢ jako: Pn, ..., P2,
P1, a aminokwasy znajdujace na C-koncu jako: P1’, P2’, ..., Pn’. Kieszenie wigzace
poszczegblne reszty oznacza si¢ odpowiednio jako Sn, ..., S2, S1 oraz S1°, S2°, ..., Sn.

Hydroliza wigzania peptydowego zawsze nast¢puje pomiedzy aminokwasami P1 oraz P1° [19].
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Rysunek 1. Schemat wigzania 1 hydrolizy substratu w centrum aktywnym proteazy.
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Jako specyficzno$¢ substratowa nalezy rozumie¢ komplementarno$¢ sekwencji
peptydowej substratu z architekturg miejsca aktywnego enzymu [20]. Niektore proteazy sa
zdolne rozpoznawac¢ szeroka game substratow, podczas gdy inne ograniczajg si¢ do jednego lub
kilku [21]. Ponadto, specyficzno$¢ substratowa wybranych grup proteaz moze si¢ wzajemnie
pokrywaé, co utrudnia projektowanie zwigzkow selektywnych (substratow, inhibitoréw)
wzgledem tylko jednego enzymu [22-24]. Jednym ze sposobOéw na rozwigzanie tego problemu
jest zastosowanie nienaturalnych pochodnych aminokwasowych, ktore ze wzgledu na swoja
duzg liczbg oraz réznorodny charakter chemiczny znaczaco zwigkszaja szans¢ na otrzymanie
sekwencji peptydowej specyficznej wobec wybranego enzymu [25]. Przyktadowo takie
rozwigzanie pozwolilo na otrzymanie zwigzkow selektywnych wobec poszczegolnych kaspaz

oraz czynnikow krzepnigcia krwi [26-28].

Niniejsza rozprawa doktorska jest poswigcona okresleniu rozszerzonych profili
specyficznosci substratowej ludzkiego proteasomu konstytutywnego oraz ludzkiego

immunoproteasomu z wykorzystaniem bibliotek fluorogenicznych substratow peptydowych
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zawierajacych w swej strukturze zarowno naturalne jak 1 nienaturalne pochodne

aminokwasowe.

1.2. System ubikwityna-proteasom

Wewnatrzkomoérkowy poziom bialek zalezy zaréwno od szybkos$ci ich syntezy jak
idegradacji, a roéwnowaga pomiedzy tymi dwoma procesami jest niezwykle istotna
w utrzymaniu homeostazy [29]. Poczatkowo uwazano, ze degradacja biatek zachodzi
wylacznie w lizosomach, jednak w roku 1977 Etlinger i Goldberg odkryli kolejng Sciezke
degradacji, ktora jest zalezna od ATP i1 zachodzi w retikulocytach nieposiadajacych lizosomow
[30]. Dalsze badania nad tym procesem doprowadzily do odkrycia systemu ubikwityna-
proteasom (UPS), ktory jest odpowiedzialny za rozktad od 80 do 90% wszystkich biatek
komorkowych [31, 32]. Naukowcy zaangazowani w pracg nad UPS zostali nagrodzeni w 2004

roku Nagroda Nobla w Dziedzinie Chemii [33].

Proteasom 26S jest wielkoczasteczkowym kompleksem enzymatycznym bezposrednio
odpowiedzialnym za proteoliz¢ Zle ztozonych badz uszkodzonych bialek [34]. Ze wzgledu na
swoja struktur¢ 1 obecno$¢ trzech rdéznych centrow aktywnych posiada on szeroka
specyficznos¢ substratowa, ktéra umozliwia hydrolize wielu sekwencji aminokwasowych [35].
Ubikwityna jest matoczasteczkowym biatkiem zlozonym z 76 reszt aminokwasowych, ktorego
rola jest oznaczanie bialek majacych ulec degradacji przez proteasom w procesie zwanym

ubikwitynacja [36].

Ubikwitynacja polega na stworzeniu wigzania izopeptydowego pomiedzy C-koncowa
glicyng ubikwityny, a grupa e-aminowa wybranego biatka. Proces ten nastgpuje w kaskadzie
reakcji z udzialem trzech réznych enzymow (Rysunek 2). W pierwszym etapie enzym El
(enzym aktywujacy) wigze si¢ z ubikwityng poprzez wigzanie tioestrowe [36]. Nastepnie
aktywowana ubikwityna zostaje przeniesiona na enzym E2 (enzym koniugujacy) w wyniku
reakcji transestryfikacji. Ostatni etap polega na potaczeniu substratu przeznaczonego do
degradacji z ubikwityng. Nastepuje to przy udziale enzymu E3 — ligazy ubikwitynowe;j. Caty
proces ubikwitynacji jest powtarzany az do momentu uzyskania odpowiednio dhlugiego
tancucha poliubikwitynowego, ktéry nastepnie jest rozpoznawany przez proteasom 26S [36].
Jako ostatnie ze sktadnikow kaskady ubikwitynacji, enzymy E3 s3a odpowiedzialne za

rozpoznanie jak najwigkszej liczby substratow bialkowych. W konsekwencji sa one
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najliczniejsza 1 najbardziej zréznicowang grupg zaangazowang w tym procesie. Szacuje si¢, ze
u ludzi wystepuje od 600 do 700 genéw kodujacych ligazy E3, co stanowi 5% catego genomu
[37].

Proteasom

Rysunek 2. Schemat dziatania uktadu ubikwityna-proteasom.

1.3. Proteasom 26S

1.3.1. Budowa proteasomu 26S

Proteasom 26S, zwany roéwniez proteasomem Kkonstytutywnym jest niezwykle
wyrafinowanym kompleksem enzymatycznym odpowiedzialnym za pozalizosomalna
degradacje biatek. Sktada si¢ z on wewnetrznej podjednostki katalitycznej - proteasomu 20S
oraz dwoch zewnetrznych podjednostek regulatorowych - proteasomow 19S (Rysunek 3) [38].
Kazda podjednostka regulatorowa sktada si¢ z tzw. podstawy i1 wieka. Wieko zbudowane jest

dziesigciu biatek (Rpn3, Rpn 5, Rpn6, Rpn 7, Rpn 8, Rpn 9, Rpn 11, Rpn 12 and Rpn 15) 1 jest
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ono odpowiedzialne za deubikwitynacj¢ substratow przeznaczonych do degradacji. Podstawa
podjednostki 19S zawiera sze$§¢ homologicznych ATPaz (adenozynotrifosfotaz) oznaczanych
jako: Rptl-Rpt6 oraz cztery biatka: Rpnl, Rpn2, Rpnl0 and Rpnl3 [35]. Jej funkcja jest
rozwijanie lancucha biatkowego 1 kierowanie do wewnatrz podjednostki katalityczne;.
Proteasom 20S zbudowany jest z czterech heptamerycznych pierscieni natozonych na siebie,
ktore tworza cylindryczny ksztatt. Kazdy z zewngtrznych pier§cieni zawiera siedem
podjednostek o, natomiast wewnetrzne posiadaja siedem podjednostek B [39]. Podjednostki
a pelnig funkcje strukturalng, a trzy z siedmiu podjednostek B wykazuja aktywnos¢ katalityczng.
Podjednostka B1 wykazuje aktywnos¢ kaspazo-podobna, co oznacza, ze hydrolizuje wigzanie
peptydowe po aminokwasach kwasowych (Asp, Glu). Podjednostka B2 posiada aktywnos¢
trypsyno-podobng i rozpoznaje w pozycji P1 reszt¢ aminokwasowg argininy. Podjednostka 5
odpowiada za aktywno$¢ chymotrypsyno-podobna i hydrolizuje wigzanie peptydowe po
resztach hydrofobowych (Phe, Leu, Ala) [40]. Tak dobrany zestaw podjednostek katalitycznych
zapewnia proteasomowi szerokg specyficzno$¢ substratowa i mozliwos¢ degradacji wielu

sekwencji aminokwasowych.

[ 4 ) ___— wieko
19S —— Ot
——— podstawa

K —— pierscien a
N
5 208 —— — pierscienie B
©
)
o ——— piersciena
& ——— podstawa

19S ——

Rysunek 3. Schemat budowy proteasomu 26S.
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1.3.2. Specyficznos¢ substratowa proteasomu 26S

Wraz z odkryciem proteasomu 26S oraz jego potencjatu jako celu terapeutycznego
wzrosto zainteresowanie nad okresleniem specyficznos$ci substratowej tego enzymu, bowiem
peini on istotng role w rozwoju szpiczaka mnogiego [41-43]. Pierwszy zatwierdzony przez
Amerykanski Urzad ds. Spraw Zywnosci i Lekow terapeutyk przeznaczony do leczenia tego
nowotworu jest inhibitorem proteasomu 26S (Bortezomib) [44]. Nie dziata on jednak
selektywnie 1 powoduje znaczne efekty uboczne, w zwigzku z czym kazda nastepna generacja
lekow jest opracowywana pod katem zwigkszenia specyficznos$ci wzgledem wybranych

podjednostek katalitycznych [45, 46].

Jednym z dostgpnych narzgdzi stuzacych do okreslania specyficzno$ci substratowe;
proteaz sa biblioteki peptydowych substratow fluorogenicznych. Zazwyczaj zawierajg one
substraty tri- badz tetrapeptydowe, a badania z ich wykorzystaniem ograniczaja si¢ do
determinacji preferencji substratowej] w pozycjach P4-P1. Poza cz¢écia peptydowa
zaprojektowane substraty zawieraja réwniez fluorofor umiejscowiony w pozycji P1°.
Najczesciej stosowanymi fluoroforami do badan na specyficznoscia substratowg proteaz sg: 7-
amino-4-metylokumaryna (AMC), 2-naftyloamina (NA), 4-metoksy-2-naftyloamina (MNA)
oraz kwas 7-aminokumaryno-4-octowy (ACC) [47, 48].

Pomimo swej poczatkowej przydatnosci w zrozumieniu specyficznosci substratowej
proteasomu, badania z wykorzystaniem fluorogenicznych substratow nie pozwolily na
jednoznaczne okreSlenie roznic pomiedzy poszczegdlnymi podjednostkami katalitycznymi.
Dodatkowo wyniki otrzymane w warunkach in vitro nie mogly shuzy¢ do opisania
specyficznosci substratowej proteasomu w warunkach in vivo. Zastosowanie biblioteki
inhibitorow pozwolito na globalng analiz¢ kieszeni wigzacych poszczegdlnych podjednostek
katalitycznych [49]. Biblioteka sktadata si¢ z 3 podbibliotek (Rysunek 4). Pierwsze dwie
zawieraly tripeptydowe inhibitory z grupa winylosulfonowa (VS) w pozycji P1°, asparaging
w pozycji Pl, jednym z 19 wybranych aminokwaséw w jednej z kolejnych pozycji oraz
rownomolowa mieszaning (Mix) 18 naturalnych aminokwasdéw 1 norleucyny w nastepnej (z
pominigciem cysteiny 1 metioniny). Trzecia podbliblioteka sktadala si¢ z inhibitoréw
tetrapeptydowych, ktore rowniez zawieraly ugrupowanie winylosulfonowe, zdefiniowang
sekwencj¢ P3-P1 (Leu-Leu-Asn) oraz jeden z 19 wybranych aminokwaséw w pozycji P4. Do

zaprojektowania powyzszej biblioteki zostalty wykorzystane naturalne aminokwasy. Cysteina
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oraz metionina zostalty pominigte ze wzgledu na ryzyko ich utlenienia. Ponadto metionina
zostala zastgpiona swoim analogiem — norleucyng. Otrzymane w ten sposob profile
specyficznosci pozwolily na zaprojektowanie zwiazkéw, ktore wykazywaly selektywno$é

wzgledem wybranych podjednostek [49].

Pozycja Struktura inhibitora

P2 5 H
0 Wi o 2 NH,
HO Y
NO, o)
Mix o)
7 SN
P3 ©
0 AAq1o 0 2 NH,
HO \[r
NO, 0

o AAq1g

P4 )kN H\)LH H\/\\/\\S\\j

H

NH,

Rysunek 4. Struktura biblioteki inhibitoréw peptydowych wykorzystanej do okreslenia profilu
specyficznosci proteasomu. Mix — rownomolowa mieszanina 19 naturalnych aminokwasow (z
wylaczeniem cysteiny 1 metioning zastgpiong norleucyng); AAi-19 — jeden z wybranych
naturalnych aminokwasow (z wylaczeniem cysteiny 1 metioning zastgpiong norleucyna).

Pomimo swoich poczatkowych zalet, przedstawiona biblioteka inhibitorow posiadala
pewne ograniczenia. Cho¢ pozwolila na okreslenie preferencji substratowych w pozycjach P4-
P2, to pomijata indywidualne preferencje kazdej podjednostki w pozycji P1. Dodatkowo
zastosowanie kowalencyjnych inhibitoréw dostarczato informacji wytacznie o poczatkowym

etapie rozktadu substratu, nie uwzgledniajac etapu deacylacji i uwolnienia produktu hydrolizy.
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Zastosowanie metodologii z wykorzystaniem pozycyjnego skanowania kombinatorycznych
bibliotek substratéw (ang. Positional Scanning Substrate Combinatorial Library, PS-SCL)
umozliwilo na lepsze zbadanie profilu specyficznosci proteasomu w pozycjach P1-P4
oraz kompleksoOw proteasomu z podjednostkami regulatorowymi REGo/p oraz REGy [50].
W opisanych badaniach zsyntezowano dwie biblioteki typu PS-SCL (Rysunek 5). Pierwsza
sktadata si¢ z substratow tetrapeptydowych, ktére zawieraty jedng zdefiniowana pozycje, zas
trzy pozostale stanowity rownomolowg mieszaning 19 aminokwas6éw (naturalne aminokwasy
Z pominigciem cysteiny i1 zastgpieniem metioniny norleucyng) oraz kwas 7-aminokumaryno-4-
octowy (ACC) w pozycji P1°. W drugiej bibliotece substraty zawieraty dwie zdefiniowane
pozycje i dwie skladajace si¢ z rownomolowych mieszanin 19 aminokwasow. Zastosowanie
ACC w strukturze zwigzkéw umozliwito ich syntez¢ na podlozu stalym oraz mierzenie

predkosci hydrolizy substratow w zalezno$ci od przyrostu intensywnosci fluorescencji.

Biblioteka 1
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kompleksow z podjednostkami regulatorowymi REGo/B oraz REGy. Mix — rownomolowa
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mieszanina 19 aminokwaséw (z wylaczeniem cysteiny i metioning zastgpiong norleucyng);
AA1-19 — jeden z wybranych naturalnych aminokwasow (z wylaczeniem cysteiny 1 metioning
zastagpiong norleucyna).

Otrzymane wyniki wykazatly znaczace rdznice preferencji substratowych proteasomu
w zaleznos$ci od obecno$ci podjednostek regulatorowych. Wolny proteasom 20S preferowat
w pozycji P1 aminokwasy alifatyczne takie jak: alanina i leucyna, natomiast nie rozpoznawat
proliny. Obecno$¢ podjednostki REGa/p dodatkowo zwigkszata aktywno$¢ wobec
aminokwasow kwasowych, zasadowych, polarnych i1 aromatycznych. Kompleks
Z podjednostka REGy wykazal najwezsza preferencje substratowa, ktéra ograniczata si¢ do
aminokwasow zasadowych. Profile specyficzno$ci w pozycji P2 okazaly si¢ podobne dla
wszystkich form, natomiast znaczaco rézne w pozycjach P3 i P4. Kompleks REGo/p wykazat
szeroki zakres preferencji, a REGy ograniczal si¢ do aminokwasow zasadowych [50].
Biblioteka zawierajgca dwie zdeterminowane pozycje w strukturze substratow pozwolita na
okreslenie profili specyficznosci dla indywidualnych podjednostek katalitycznych.
Podjednostka Pl wykazuje waska specyficzno§¢ w pozycjach P4-P2. W obecnosci
podjednostek regulatorowych REGa/p oraz REGy wykazuje ona preferencje dla aminokwasow
aromatycznych lub o duzym tancuchu alifatycznym w pozycji P2; dla proliny, alaniny lub
duzych aminokwasow alifatycznych w pozycji P3 1iszeroka specyficzno$¢ w pozycji P4.
Podjednostka B2 wykazata najwigksze roznice pomiedzy kompleksami REGo/f oraz REGy.
Kompleks REGy preferuje aminokwasy zasadowe w kazdej pozycji, zwlaszcza P2 i P3.
W przypadku kompleksu REGa/p specyficznos¢ wobec aminokwaséw zasadowych jest
utrzymana dla pozycji P3, natomiast jest znaczaco zmniejszona dla pozycji P2 1 P4.

W przeciwienstwie do podjednostki 1, B2 nie preferuje proliny w pozycji P3. Podjednostka 5
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wykazata szeroki zakres specyficznosci w kazdej pozycji dla kazdej z badanych form

proteasomu [50].

Rut 1 wspodlpracownicy w swoich badaniach nad specyficznoscig substratowg
proteasomu 20S wykorzystali dwa rodzaje hybrydowych kombinatorycznych bibliotek
substratow (ang. Hybrid Combinatorial Substrate Libraries, HyCoSuL). Strukturalnie sa one
zblizone do bibliotek PS-SCL, jednak w zdefiniowanych pozycjach wykorzystuja zarowno
naturalne jak 1 nienaturalne reszty aminokwasowe [51]. Pierwsza biblioteka zawierata substraty
tetrapeptydowe o zdefiniowanej sekwencji: Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC (Rysunek 6), gdzie P1
byl jednym ze 139 naturalnych i nienaturalnych aminokwasow. Analiza wykazata, ze hydroliza
po aminokwasach zasadowych takich jak Arg, L-hArg, L-Arg(Me), L-Phe(guan) stanowi
glowna czes$¢ aktywnosci proteasomu 20S [52]. Aminokwasy hydrofobowe w pozycji P1 byty
rozpoznawane w umiarkowanym stopniu, podczas gdy kwasowe prawie w ogodle. Dodatkowo
badania te wykazaly, ze aminokwasy w pozycjach P4-P2 s3 kluczowe dla aktywnosci
katalitycznej proteasomu i dobor odpowiednich reszt moze prowadzi¢ do otrzymania zwigzkow

selektywnych wobec wybranej podjednostki.
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Rysunek 6. Struktura substratow biblioteki wykorzystanej do okreslenia preferencji
substratowej proteasomu w pozycji P1. AA1-139 — jeden ze 139 naturalnych i nienaturalnych
aminokwasow wykorzystanych do badan.

W celu okreslenia profilu specyficznosci w pozycjach P2-P4 wykorzystano trzy rozne
biblioteki dedykowane poszczegdlnym podjednostkom katalitycznym proteasomu (Rysunek 7).

Zawieraly one odpowiednio w pozycji P1: L-Asp (dla podjednostki 1), L-Arg (dla podjednostki
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B2) oraz L-Ala (dla podjednostki B5). Otrzymane wyniki pokazaty, ze w pozycji P2
podjednostka kaspazo-podobna preferuje aminokwasy hydrofobowe takie jak: L-Trp, L-Nle, L-
Phe, L-hLeu, L-2-Aoc, L-Lys(2-Cl-Z) oraz pochodne tyrozyny L-hTyr, L-hTyr(Me).
Podjednostka trypsyno-podobna preferowata w tym miejscu metioning oraz jej pochodne (L-
Met, L-Met(O), L-Met(O), oraz L-Hyp(Bzl) 1 L-Gln. Podjednostka chymotrypsyno-podobna
rozpoznawata roéwnie dobrze aminokwasy hydrofobowe i zasadowe (L-2-Aoc, L-Met, L-
Met(O)2, L-Cha, L-Hyp(Bzl) oraz L-Oic, L-Orn, L-Dap, L-Lys, L-Arg). W pozycji P3
podjednostka kaspazo-podobna rozpoznawata kilka aminokwaséw hydrofobowych (L-Pro, L-
2-Abu, L-Nva, L-Leu, L-Nle). Podjednostka trypsono-podobna rozpoznawata wigkszos$¢
wykorzystanych w badaniach aminokwasow z wyjatkiem reszt kwasowych, D-aminokwaséw
oraz proliny wraz z jej pochodnymi (najbardziej preferowane: L-2-Abu, L-hSer, L-Met, L-hArg,
L-Phe(guan), L-Val, L-Arg, L-Thr). Podjednostka chymotrypsyno-podobna najlepiej
rozpoznawata w tej pozycji reszty hydrofobowe (L-2-Nal, L-hPhe, L-Phe(4-I), L-Phe(4-Cl), L-
Chg, L-Cha, L-2-Aoc, L-Phe(NH»)). W pozycji P4 podjednostka kaspazo-podobna wykazata
dos¢ waska specyficznosé, sktadajaca sie glownie z pozytywnie natadowanych aminokwasow
(L-hArg, L-Phe(guan), L-Arg, L-Lys). W przeciwienstwie do niej, podjednostka trypsyno-
podobna wykazata szeroka preferencje, rozpoznajac nawet D-aminokwasy. Podjednostka

chymotrypsyno-podobna rozpoznawata duzg czgs¢ aminokwasow hydrofobowych [52].
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Rysunek 7. Struktura substratow bibliotek wykorzystanych do okreslenia preferencji
substratowej proteasomu w pozycjach P2-P4. P1 — L-Asp, L-Arg lub L-Ala; Ai-139 — jeden ze
139 naturalnych i1 nienaturalnych aminokwaséw wykorzystanych do badan;, Mix -
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rownomolowa mieszanina 19 naturalnych aminokwasoéw (z wylaczeniem cysteiny i metioning
zastagpiong norleucyna).

Do tej pory niewiele badan zostato poswigconych preferencji substratowej proteasomu
dla kieszeni S5, S6 oraz po stronie primowanej. Rut 1 wspolpracownicy okreslili profil
specyficznosci w pozycjach P5 i P6 z wykorzystaniem technologii HyCoSuL. Postuzyly do
tego dwie biblioteki (odpowiednio penta- i heksapeptydowe), ktdre w pozycji P5 1 P6 posiadaty
jeden z 18 naturalnych aminokwasdw oraz norleucyne (cysteina 1 metionina zostaty pominigte)
(Rysunek 8) [53]. Podjednostka kaspazo-podobna wykazata szerokg preferencje substratowg w
pozycji P5, natomiast w pozycji P6 preferowata pozytywnie natadowane aminokwasy (L-Arg,
L-Lys). Podjednostka trypsyno-podobna preferowata zasadowe aminokwasy w pozycji P5
1 wykazala szeroki zakres preferencji w pozycji P6. Podjednostka chymotrypsyno-podobna w
obu pozycjach rozpoznawata reszty alifatyczne 1 hydrofobowe. Kolejng cz¢s¢ badan stanowito
sprawdzenie zalezno$ci pomigdzy dtugoscia tancucha peptydowego substratu, a aktywnoscia
katalityczng enzymu. W tym celu dla kazdej z podjednostek zsyntezowano zwiazki zawierajace
od dwoch do szeSciu reszt aminokwasowych. Podjednostki kaspazo- oraz chymotrypsyno-

podobne wykazaly najwigksza aktywnos¢ wzgledem substratow heksapeptydowych, podczas
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gdy trypsyno-podobna preferowata pentapeptydy. Jednoczesnie wszystkie trzy podjednostki

wykazywaly dobra aktywno$¢ wzgledem substratow tetrapeptydowych [53].

Biblioteka P5
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Biblioteka P6
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Rysunek 8. Struktura bibliotek substratow wykorzystanych do okreslenia profilu
specyficznosci proteasomu z pozycjach P5 i P6. AAi-19 — jeden z wybranych naturalnych
aminokwasow (z wylaczeniem cysteiny 1 metioning zastgpiong norleucyng).
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Gruba 1 wspdlpracownicy w dwoch swoich pracach wykorzystali biblioteki
wewnetrznie wygaszanych fluorescencyjnych substratow (ang. Internally Quenched
Fluorescent Substrates, IQF) w celu okreslenia preferencji substratowych dla podjednostek

trypsyno- 1 chymotrypsyno-podobnej [54, 55]. Zwiazki te zawierajg w swojej strukturze pare
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fluorofor (donor) 1 wygaszacz fluorescencji (akceptor), ktore sg zlokalizowane na przeciwnych
koncach hydrolizowanego wigzania peptydowego. W sytuacji, gdy spektrum emisji donora
i spektrum absorpcji akceptora wzajemnie si¢ naktadaja, dochodzi do wewnetrznego transferu
energii 1 wygaszenia fluorescencji. W wyniku hydrolizy cze$ci peptydowej substratu IQF,
odlegtos¢ pomigdzy donorem a akceptorem zwigksza si¢, przez co fluorofor nie jest dtuzej
wygaszany 1 nastepuje wzrost sygnatu fluorescencji (Rysunek 9). Zwiazki te stanowig porgczne

narzg¢dzie do badania aktywnosci 1 specyficznosci proteaz, zwlaszcza po primowanej stronie
[56].

Niezhydrolizowany substrat (brak fluorescencji)
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Zhydrolizowany substrat (nastepuje fluorescencja)
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Rysunek 9. Schemat dziatania substratow typu IQF.

W opisanych badaniach Gruba i wspolpracownicy najpierw okreslili specyficznosé
substratowa obu podjednostek po nieprimowanej stronie za pomocg Wwczesniej

zaprojektowanych bibliotek substratowych. W nastepnym etapie na podstawie otrzymanych
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wynikéw wybrano najlepiej rozpoznawane aminokwasy w pozycjach P4-P2 i zaprojektowano
biblioteki o ogdlnej sekwencji: ABZ-Val-Val-Ser-Arg-X1’-X2’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH:
(podjednostka trypsyno-podobna) oraz ABZ-Val-Val-Ser-Tyr-X;’-X>’-X3’-Tyr(3-NO2)-NH>
(podjednostka chymotrypsyno-podobna) (Rysunek 10). Kwas 2-aminobenzoesowy (ABZ) jest
w tym przypadku donorem fluorescencji, a 3-nitro-L-tyrozyna jej akceptorem. W pozycjach
X1’; X2’ 1 X3” umieszczono jeden z 19 naturalnych aminokwasow (z pominigciem cysteiny)
i stuzyly one do okreslenia profilu specyficznosci odpowiednio w pozycjach P1°, P2’ i P3’.
Podjednostka trypsyno-podobna najlepiej rozpoznawata: w pozycji P1° - L-Ser i Gly; w pozycji
P2’ - L-Leui L-Met; 1 w pozycji P3’ - Gly, L-GIn, L-Leu i L-Met. Podjednostka chymotrypsyno-
podobna najlepiej rozpoznawata: w pozycji P1’ — L-Ala; w pozycji P2’ — L-Leu, L-Met;
i w pozycji P3’ — Gly, L-Ala, L-Trp [54, 55].
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Rysunek 10. Struktury bibliotek wykorzystanych do okreslenia profilu specyficznos$ci
jednostek trypsyno- i chymotrypsyno-podobnej w pozycjach P1°, P2’ 1 P3’. X1, X2’°, X3’ —
jeden z 19 proteinogennych aminokwaséw (cysteina zostata pominigta).

1.3.3. Substraty proteasomu 26S

1.3.3.1. Substraty selektywne wobec podjednostki 1

Jednym z najwcze$niej stosowanych w badaniach nad aktywnos$cia kaspazo-podobna

byt substrat peptydowy Z-Leu-Leu-Glu-NA (Rysunek 11). Zwigzek ten byl jednak
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hydrolizowany w dwoch miejscach — pomiedzy reszta glutaminowg i 2-natftyloaming (NA)
oraz pomiedzy resztami leucynowa i glutaminowa. Ponadto zastosowana jako fluorofor NA
wykazuje rakotworcze dziatanie i daje stabszy sygnat fluorescencji niz AMC. Jednocze$nie
zamiana fluoroforu na AMC spowodowata 600-krotny spadek predkosci hydrolizy substratu
[57]. Innym standardem stosowanym do badania aktywnos$ci kaspazo-podobnej jest zwigzek
o sekwencji: Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-AMC, ktory jest hydrolizowany ponad 50-krotnie szybciej
niz Z-Leu-Leu-Glu-AMC, ale znacznie wolniej niz pozostate zwigzki stosowane do badania
aktywnos$ci trypsyno- i chymotrypsyno-podobnej [57]. Kisselev ze wspotpracownikami
w trakcie swoich badan opracowatl dwa substraty selektywne wobec podjednostki kaspazo-
podobnej. Zwigzki o strukturach: Ac-Nle-Pro-Nle-Asp-AMC oraz Ac-Gly-Pro-Leu-Asp-AMC
byly szybciej hydrolizowane niz standard Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-AMC, ale ze wzglgdu na
wysoka warto$¢ statej Michaelisa-Menten (Kwv) dla tych zwigzkéw nie mozna byto okresli¢
doktadnych warto$ci maksymalnej predkosci hydrolizy (Vmax) [57]. Wczesniej opisane badania
Rut 1 wspotpracownikdéw nad specyficznoscig substratowg proteasomu rowniez doprowadzity
do powstania zestawu selektywnych substratow. Dwa zwiazki o sekwencjach Ac-hArg-Pro-
Phe(2-F)-Asp-ACC oraz Ac-hArg-Pro-Abu-Asp-ACC wykazywaly selektywno$¢ wobec
podjednostki kaspozo-podobnej przy stezeniu SuM, z czego drugi substrat utrzymywat ja
réwniez przy stezeniu 100 uM [52].
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Rysunek 11. Substraty peptydowe stosowane do mierzenia aktywnosci kaspazo-podobne;j
proteasomu.

1.3.3.2. Substraty selektywne wobec podjednostki 32

Istnieje kilka komercyjnych substratow stosowanych do pomiaréw aktywnosci
trypsyno-podobnej proteasomu: Boc-Leu-Arg-Arg-AMC, Bz-Phe-Val-Arg-AMC, Boc-Val-
Gly-Arg-AMC 1 Boc-Leu-Ser-Thr-Arg- AMC (Rysunek 12). Wykazuja one jednak dos¢
wysoka warto$¢ Kw dla proteasomu (>0,5 mM) oraz niewielkg aktywno$¢ w niskich st¢zeniach,
co wywotato konieczno$¢ opracowania nowych sekwencji [44]. Na podstawie informacji
zebranych z profili specyficzno$ci opracowanych przez Bogyo i Harris powstat substrat Ac-
Arg-Leu-Arg-AMC. Wykazuje on znacznie nizszg wartos¢ Km (78 uM) 1 jest wytacznie
hydrolizowany pomiedzy argining w pozycji P1, a fluoroforem AMC [44,46]. Podobnie jak
w przypadku podjednostki kaspazo-podobnej, badania z wykorzystaniem nienaturalnych
aminokwasow poskutkowaty dwoma selektywnymi substratami: Ac-p-Ala-Met(O),-Thr-Arg-
ACC oraz Ac-D-Arg-hSer-Thr-Arg-ACC [49]. Ponadto opisane zostaly rowniez dwa substrat
typu IQF o sekwencjach: ABZ-Val-Val-Ser-Arg-Ser-Leu-Gly-Tyr(3-NO2)-NH> 1 ABZ-Val-Val-
Ser-GNF-Ala-Met-Gly-Tyr(3-NO2)-NH,, ktére wykazaly wysoka selektywno$¢ wobec
aktywnosci trypsyno-podobnej [51].
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Rysunek 12. Substraty peptydowe stosowane do mierzenia aktywnosci trypsyno-podobnej
proteasomu.

1.3.3.3. Substraty selektywne wobec podjednostki 5

Aktywnos$¢ chymotrypsyno-podobna proteasomu moze by¢ monitorowana za pomoca
komercyjnych substratow: Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, Z-Gly-Gly-Phe-AMC, Suc-Ala-Ala-
Phe-AMC oraz Ac-Trp-Leu-Ala-AMC [47, 58]. Gruba wraz ze wspolpracownikami
opracowata substrat typu IQF o sekwencji ABZ-Val-Val-Ser-Tyr-Ala-Met-Gly-Tyr(3-NO»)-
NH», ktory wykazuje wysoka selektywnos$¢ wobec podjednostki chymotrypsyno-podobne;j
1 pozwala na detekcje proteasomu w stezeniach do 0,5 pM [52].
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Rysunek 13. Substraty peptydowe stosowane do mierzenia aktywnos$ci chymotrypsyno-
podobnej proteasomu.

1.3.4. Inhibitory proteasomu

Poczatkowo inhibitory proteasomu byly projektowane jako zwiazki, ktore mialy
zapobiega¢ kacheksji nowotworowej [59, 60]. Z czasem jednak badania przedkliniczne
wykazaty, ze maloczasteczkowe inhibitory posiadajg zdolno$¢ wywotywania apoptozy
w hodowanych liniach komodrkowych i1 mysich modelach raka, co skierowalo uwage
naukowcOw na ich potencjat jako chemioterapeutykéw [61]. Pierwszym zwigzkiem, ktory
zostal z powodzeniem zastosowany klinicznie jest Bortezomib (Rysunek 14) [62].
Z chemicznego punktu widzenia jest on dipeptydowa pochodng kwasu boronowego, ktéra
w odwracalny sposob wigze si¢ z proteasomem 26S. Przede wszystkim odpowiada on za
inhibicj¢ aktywnosci chymotrypsyno-podobnej, jednak oddzialuje réwniez z podjednostkami
kaspazo- 1 trypsyno-podobng [58]. Cho¢ poczatkowo Bortezomib wykazal Swietnie dziatanie
w terapii szpiczaka mnogiego to pewna czg$¢ pacjentdw okazata si¢ by¢ oporna na jego
dzialanie, a u niemal wszystkich nastgpowal nawrot nowotworu. Ponadto przyjmowanie

zwigkszonych dawek leku oraz dilugotrwata terapia prowadzilty do rozwoju neuropatii
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obwodowej. Niemniej pierwsze pozytywne wyniki kliniczne postuzyty do opracowania nowej

generacji inhibitorow proteasomu o zwigkszonej skutecznosci i bezpieczenstwie [63].

Karfilzomib jest inhibitorem drugiej generacji, ktory rowniez zostat zatwierdzony jako
lek w terapii nowotworéw hematologicznych [64]. Jest to tetrapeptydowy epoksyketon bedacy
analogiem epoksymicyny, ktory kowalencyjnie wigzg¢ si¢ z N-koncowa reszta treoninowa
podjednostek katalitycznych proteasomu. W poréwnaniu do Bortezomibu wykazuje on
zwiekszong selektywno$¢ wobec podjednostki 5 oraz mniejszg neurotoksycznos¢. Choé
odsetek osob, u ktorych rozwijata si¢ neuropatia obwodowa byt nizszy to u czgsci stosujacych
karfilzomib nastapily powiktania sercowo-naczyniowe, w tym nadcis$nienie i niewydolno$¢

serca [65].

Iksazomib jest inhibitorem proteasomu najnowszej generacji zatwierdzonym jako
chemioterapeutyk. W listopadzie 2015 r. amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow dopuscita
Iksazomib do stosowania w skojarzeniu z Lenalidomidem i Deksametazonem w leczeniu
pacjentéw ze szpiczakiem mnogim, ktorzy przeszli przynajmniej jedng wczesniejsza terapig
[66]. Pod wzgledem chemicznym jest on peptydowa pochodnga kwasu boronowego, ktora
w odwracalny sposob wigze si¢ gldéwnie z podjednostka 5 proteasomu [67].
W przeciwienstwie do swoich poprzednikéw, Iksazomib jest podawany raz na tydzien w formie

doustnych tabletek, co znaczaco poprawia komfort samej terapii [68].
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Karfilzomib

Rysunek 14. Wzory strukturalne Bortezomibu, Karfilzomibu i Iksazomibu.

1.4. Immunoproteasom

1.4.1. Budowa immunoproteasomu

Immunoproteasom jest izoforma proteasomu konstytutywnego
ekspresjonowang w komoérkach odpornosciowych [69]. Jego gldwng rola jest przetwarzanie
antygenow przekazywanych do prezentacji na czasteczkach gtownego kompleksu zgodnosci
tkankowej klasy I (MHC I) w celu aktywacji limfocytow T CD8". Ze wzgledu na swoja funkcje
immunoproteasom jest kluczowym czynnikiem w przebiegu infekcji wirusowych oraz
patogenezie chorob o podtozu autoimmunologicznym, neurodegeneracyjnym i nowotworow
[70, 71]. W ostatnich latach stat on si¢ obiecujgcym celem terapeutycznym i coraz wigcej badan
jest poswieconych jego roli w stanach chorobowych oraz poszukiwaniu selektywnych

substratow 1 inhibitorow oddziatywujacych z jego podjednostkami katalitycznymi [72-75].

Immunoproteasom powstaje wskutek wymiany konstytutywnych podjednostek
katalitycznych proteasomu — 1, B2 1 B5 na ich indukowalne odpowiedniki — 11, 21 oraz B5i
(Rysunek 15). Zamiana nastgpuje wskutek indukcji regulacyjnej przez cytokiny zapalne takie
jak: interferon-y (IFN-7Y ) lub czynnik martwicy nowotworu-a (TNF-o) [76]. Konwersja
proteasomu konstytutywnego na immunoproteasom jest niezwykle istotna, poniewaz zapewnia
zmian¢ aktywnos$ci katalitycznej. W trakcie prezentacji antygenowej immunoproteasom
wytwarza wigcej peptydow z resztami hydrofobowymi ze wzgledu na zwigkszong aktywno$¢
chymotrypsyno-podobna. Te za$ lepiej dopasowuja si¢ do czasteczek MHC I, co skuteczniej

uwrazliwia krazace limfocyty efektorowe [77]. Ponadto w strukturze immunoproteasomu
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zewngetrzne podjednostki regulatorowe 19S zostajg zastgpione przez mniejsze kompleksy 118,

ktore nie dokuja ubikwitynowanych biatek [78].

198 —— E—
20S —— — 20s
[T Jp— b TS

Rysunek 15. Schemat zlozenia i budowy immunoproteasomu.

1.4.2. Specyficzno$¢ substratowa immunoproteasomu

W przeciwienstwie do proteasomu 26S, specyficzno$¢ substratowa immunoproteasomu
zostata gldwnie okre$lona na podstawie badan krystalograficznych i poréwnaniu struktury
podjednostek konstytutywnych z ich indukowanymi odpowiednikami. Huber wraz ze
wspolpracownikami dokonata analizy wyizolowanych mysich proteasoméw oraz ich

kompleksow z inihibitorem PR-957 [79].

Porownanie podjednostek B1 1 f1i wykazalo kilka znaczacych réznic wplywajacych na
réznice w ich specyficznosci substratowej. Zamiana treoniny na waling w pozycji 20, treoniny
na fenyloalaning w pozycji 31, argininy na leucyn¢ w pozycji 45 i tyrozyny na alaning w pozycji
52 zwigkszyta hydrofobowy charakter kieszeni S1 podjednostki fli. Dodatkowo odmienna
konformacja metioniny w pozycji 45 sprawia, ze kieszen jest mniejsza. W konsekwencji
preferuje ona rozgalezione i hydrofobowe aminokwasy jak leucyna, izoleucyna czy walina
w pozycji P1 1 wykazuje aktywnos$¢ elastazo-podobng zamiast chymotrypsyno-podobne;.

Ponadto zamiana treoniny na alaning w pozycji 22, alaniny na waling w pozycji 27
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w podjednostce B1i oraz tyrozyny na histydyng w pozycji 114 sasiadujgcej z nig podjednostki

B2i wspolnie zmniejszaja 1 polaryzuja kieszen S3 tej pierwszej [75].

Analiza struktur podjednostek B2 oraz f2i wykazata, ze ich miejsca wigzace substrat sg
niemal identyczne (wyst¢puje jedynie zamiana kwasu asparaginowego na glutaminowy
w pozycji 53). Do tej pory zasadno$¢ substytucji podjednostki B2 nie zostala doktadnie
wyjasniona, a dodatkowe funkcje podjednostki f2i nieokreslone [75].

Poréwnanie podjednostek B5 1 B51 wykazato, ze ich kieszenie S1 odpowiedzialne za ich
chymotrpsyno-podobng aktywno$¢ pozostaja niezmienne. Kieszen S2 podjednostki B5i jest
ptytsza ze wzgledu na obecnos$¢ cysteiny w pozycji 48 (podjednostka B5 posiada w tym miejscu
glicyng). Zamiana alaniny na seryn¢ w pozycji 27 kieszeni S3 sprawia, ze wykazuje ona

bardziej hydrofobowy charakter w odniesieniu do konstytutywnego odpowiednika [75].

Winter wraz ze wspotpracownikami dokonali analizy porownawczej specyficznosci
substratowej proteasomu konstytutywnego i immunoproteasomu wykorzystujac w tym celu
wielokrotne profilowanie substratow za pomoca spektrometrii mas (ang. Multiplex Substrate
Profiling by Mass Spectrometry, MSP-MS) [80, 81]. Badanie to wykorzystato rownomolowa
mieszaning specjalnie zaprojektowanych 228 substratow peptydowych sktadajacych sig
z czternastu reszt aminokwasowych. Po odpowiednim czasie inkubacji z enzymami produkty
hydrolizy zostaty zidentyfikowane za pomoca chromatografii cieczowej z tandemowa
spektrometria mas (ang. liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MC/MS).
Analiza statystyczna wykazala znaczace roznice pomiedzy profilami specyficznosci obu form
proteasomu. Immunoproteasom wykazal wigkszg preferencj¢ substratowa dla duzych,
hydrofobowych reszt aminokwasowych takich jak tryptofan w pozycji P1. Proteasom
konstytutywny wykazal zwiekszong preferencje dla reszt zasadowych jak arginina oraz matych
1 polarnych aminokwasow jak seryna, treonina, glutamina, glicyna i alanina [76]. Nalezy
podkresli¢, ze badanie to okreslito globalng specyficzno$¢ substratowa obu bez enzymow, bez

uwzglednienia indywidualnych preferencji poszczegolnych podjednostek katalitycznych.

1.4.3. Substraty immunoproteasomu

Ze wzgledu na zblizong specyficznos¢ obu enzyméw, komercyjne substraty zawierajace
sekwencje aminokwasowe dedykowane do mierzenia aktywnosci katalitycznej proteasomu

konstytutywnego mogg by¢ z powodzeniem stosowane wobec immunoproteasomu [82].
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Ponadto dostepne sg dwa substraty o sekwencjach Ac-Pro-Ala-Leu-AMC i Ac-Ala-Asn-Trp-

AMC stworzone do monitorowania aktywnosci odpowiednio podjednostki Bli oraz B5i

(Rysunek 16) [83, 84].
T e 2 S 0 o o AN
° Y I Lo

Ac-Pro-Ala-Leu-AMC Ac-Ala-Asn-Trp-AMC

Rysunek 16. Substraty dedykowane do monitorowania aktywnos$ci podjednostek 11 oraz B5i.

1.4.4. Inhibitory immunoproteasomu

1.4.4.1. Inhibitory podjednostki B1i

Inhibitorem pierwszej generacji, wykazujacym selektywnos$¢ wobec podjednostki Bli
jest zwiazek o nazwie UK-101 (Rysunek 17) [85]. Pod wzgledem chemicznym jest on
syntetycznym analogiem dihydroeponemycyny, bedacej naturalnym inhibitorem aktywnosci
proteasomalnej. Zamiana reszty serynowej na alaninowa w pozycji P2 oraz dotaczenie
ugrupowania tert-butyldimetylosililowego do C-koncowej grupy hydroksylowej poskutkowato
zwigkszeniem selektywnosci wobec podjednostki Bli. Inhibitor UK-101 wykazat rowniez
aktywnos$¢ biologiczng wobec komorek raka prostaty PC3. W wyzszych stezeniach indukowat

on apoptoz¢ 1 hamowat wzrost guza w mysim modelu ksenoprzeszczepu [81].

Zwigzek DB-310 jest analogiem opisanego inhibitora YU102 [86]. Zastgpienie N-
koncowej grupy acetylowej ugrupowaniem pirazyno-2-karboksyamidowym znaczaco
zwigkszylo jego selektywno$¢ wzgledem podjednostki PBli. Testy na mysich modelach
wykazaty, ze terapia DB-310 znaczaco obnizyta poziom cytokiny IL-la, ktora odgrywa
kluczowa role w progresji choroby Alzheimera oraz zatagodzita zaburzenia poznawcze

u badanych osobnikéw [82].
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Kolejnym inhibitorem podjednostki B1i jest tetrapeptydowy epoksyketon o strukturze
N3Gly-Ala-Pro(4,4-F»2)-Nle-ChaEK, nazwany LU-001i [87]. Podobnie jak w przypadku DB-
310, struktura YU-102 postuzyta jako podstawa do opracowania nowego zwigzku. Zamiana
fenyloalaniny na cyckloheksyloalaning w pozycji P1 znaczgco zwickszyta selektywnos$¢ wobec
podjednostki Bli. Podobnie zamiana proliny w pozycji P3 na jej fluorowang pochodng
zwigkszyla selektywnos$¢ zwigzku nie zmieniajac przy tym sily jego oddziatywania. Badania
na lizatach komorek Raji wykazaty, ze LU-0011 wykazuje ponad 250-krotnie wicksza
preferencje wobec podjednostki B1i wzgledem 1 [83].

UK-101 DB-310

LU-0011

Rysunek 17. Struktury inhibitoréw podjednostki B1i.



1.4.4.2. Inhibitory podjednostki 2i

Jedynym dotychczas opisanym inhibitorem wykazujagcym selektywno$¢ wobec
podjednostki B2i jest zwigzek LU-002i (Rysunek 18) [88]. Zwigzek ONX-0914, bedacy
inhibitorem podjednostki B5i, ktory wykazuje rowniez czgsciowa aktywno$¢ wobec
podjednostek B2 oraz 21, postuzyt jako wyjsciowa struktura podczas opracowywania LU-0021.
Zamiana reszty fenynoalaninowej w pozycji P1 na wigkszy, bicykliczny uktad poskutkowata
zwiekszeniem selektywnosci wobec aktywnosci trypsyno-podobnej immunoproteasomu oraz
jednoczes$nie brakiem aktywnosci wobec pozostalych dwdch podjednostek. Badania na lizatach
komoérek Raji wykazaty, ze LU-002i wykazuje 67-krotnie wicksza aktywno$¢ wobec
podjednostki 21 w stosunku do podjednostki B2 [84].

Lu-0021

Rysunek 18. Struktura inhibitora podjednostki 2i.

1.4.4.3. Inhibitory podjednostki BSi

Zwigzek ONX-914 jest tripeptydowym epoksyketonem wykazujacym selektywno$¢
wobec podjednostki B51 (Rysunek 19) [89]. Strukturalnie jest on zblizony do Carfilzomibu z tg
roznicg, ze leucyna i1 fenyloalanina w pozycjach P2 i1 P3 zostaly zastagpione odpowiednio:
metylowang pochodna tyrozyny i alaning. Podczas badan z wykorzystaniem ludzkich komorek
jednojadrzastych krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells PBMCs) zwigzek
ten w stezeniu 50 nM hamowal aktywnos$¢ podjednostki 51 w ponad 80%. Jednoczesnie

aktywnos$¢ podjednostek Bli oraz B2i byta hamowana w niewielkim stopniu (ponizej 20%).
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Badania na mysich modelach dotkni¢tych reumatoidalnym zapaleniem stawow wykazaty, ze
zwigzek ten blokuje produkcje cytokin, obniza poziom autoprzeciwcial w surowicy i zmniejsza

stan zapalny [85].

SV S PUL
O
ONX-914

Rysunek 19. Struktura inhibitora podjednostki B5i.
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2. Cel pracy

Ludzki proteasom konstytutywny i1 immunoproteasom odgrywaja kluczowa rolg
w procesie degradacji biatek oraz regulacji odpowiedzi immunologicznej [90, 91]. Wszelkie
zaburzenia w funkcjonowaniu tych enzymdéw moga prowadzi¢ do rozwoju standw
patologicznych takich jak: choroby nowotworowe, neurodegeneracyjne i autoimmunologiczne
[92-94]. Jedng z obiecujacych strategii terapeutycznych jest hamowanie aktywnosci
proteosomow. Obecnie dostgpne sg trzy terapeutyki oparte na inhibitorach proteasomu 20S,
jednak stale prowadzone sa badania nad opracowaniem nowych zwigzkoéw o lepszej
selektywnosci. Jedng z metod umozliwiajacych zwickszenie selektywnosci zwigzkoéw nowych
generacji moze by¢ wydtuzenie tancucha peptydowego o dodatkowe pozycje — P6, P5, P11 P2’.
W tym celu niezbedne jest jednak okreslenie profilu specyficzno$ci substratowej w kieszeniach

S6, S5, S1° oraz S2’ kazdej podjednostki katalitycznej proteasomu 20S i immunoproteasomu.

Celem pracy byto okreslenie specyficzno$ci substratowej ludzkiego immunoproteasomu
w kieszeniach S6-S2 oraz S1°-S2°, a takze proteasomu 20S w pozycji S6-S51 S1°-S2°. W tym
celu zaprojektowano i zsyntezowano zestawy bibliotek peptydowych typu HyCoSuL oraz IQF,
z wykorzystaniem ktdrych utworzono matryce specyficznosci substratowej dla podjednostek

katalitycznych B1, B2, B5 oraz Bli, B2i 1 B5i.

Niniejsza rozprawa doktorska zostala wykonana w Katedrze Chemii Biologicznej
1 Bioobrazowania na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej pod opieka prof. dra
hab. Marcina Draga. Badania zostaly sfinansowane z grantu Opus Narodowego Centrum Nauki
pt. ,,Zintegrowana platforma skriningowa do wyznaczania rozszerzonej specyficznosci
substratowej ludzkich proteasomow” (2017/25/B/ST5/00215). Realizacja powyzszych celéw

badawczych obejmowata:

1. Okreslenie specyficzno$ci substratowej trzech podjednostek katalitycznych

ludzkiego immunoproteasomu w kieszeniach S4-S2.

2. Zaprojektowanie i1 syntez¢ hybrydowych bibliotek peptydowych substratow
fluorogenicznych  stuzagcych do  okreslenia  specyficznosci  substratowe;j
poszczegdlnych podjednostek katalitycznych proteasomu 20S 1 immunoproteasomu

w kieszeniach S5 1 S6.

3. Okreslenie specyficznosci substratowej kazdej aktywnosci katalitycznej proteasomu

20S 1 immunoproteasomu w kieszeniach S5 oraz S6.
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4. Zaprojektowanie 1 syntez¢ zdefiniowanych bibliotek substratow typu IQF
zawierajacych naturalne i nienaturalne aminokwasy w pozycjach P11 P2’ dla obu

proteasomow.

5. Okreslenie specyficznos$ci substratowej kazdej aktywnosci katalitycznej proteasomu

20S 1 immunoproteasomu w kieszeniach S1° oraz S2°.
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3. Badania wlasne

3.1. Okreslenie specyficznoS$ci substratowej immunoproteasomu w pozycjach P4-P2

Celem tej czesci pracy bylo okreslenie preferencji substratowych poszczegdlnych
podjednostek katalitycznych ludzkiego immunoproteasomu w kieszeniach S4-S2. Zostaty
wykorzystane do tego hybrydowe biblioteki substratow fluorogenicznych zsyntezowane
w laboratorium prof. dr hab. Marcina Draga przez dr hab. inz. Marcina Por¢be, dr hab. inz.
Pauling Kasperkiewicz-Wasilewska oraz dr inz. Tomasza Janiszewskiego. Kazda z bibliotek
sktadata si¢ z tetrapeptydowych substratow, ktére zawieraly w pozycji P1’ znacznik
fluorescencyjny - kwas 7-aminokumaryno-4-octowy (ACC), jeden z trzech naturalnych
aminokwasow w pozycji P1 (Leu dla podjednostki B1i, Arg dla podjednostki $2i oraz Phe dla
podjednostki [5i) oraz acetylowany N-koniec. Kazda z bibliotek sktadala si¢ z trzech
podbibliotek o nastepujacej strukturze: Ac-Mix-Mix-P2-P1-ACC; Ac-Mix-P3-Mix-P1-ACC
i Ac-P4-Mix-Mix-P1-ACC (Tabela 1).

Tabela 1. Struktury hybrydowych bibliotek substratow fluorogenicznych wykorzystanych do

okreslenia specyficzno$ci substratowej podjednostek immunoproteasomu w pozycjach P4-P2.

Biblioteka Podbiblioteki Badana podjednostka
Ac-Mix-Mix-P2-Leu-ACC
Ac-P4-P3-P2-Leu-ACC Ac-Mix-P3-Mix-Leu-ACC Bli

Ac-P4-Mix-Mix-Leu-ACC
Ac-Mix-Mix-P2-Arg-ACC
Ac-P4-P3-P2-Arg-ACC Ac-Mix-P3-Mix-Arg-ACC B2i
Ac-P4-Mix-Mix-Arg-ACC
Ac-Mix-Mix-P2-Phe-ACC
Ac-P4-P3-P2-Phe-ACC | Ac-Mix-P3-Mix-Phe-ACC Boi
Ac-P4-Mix-Mix-Phe-ACC

Badana pozycja (P4, P3 1 P2) zawierala 19 naturalnych aminokwasow (z pominigciem
cysteiny) oraz 109 nienaturalnych aminokwasdéw. Mix oznaczal rdwnomolowg mieszaning 18

naturalnych aminokwasdw 1 norleucyny (cysteina i metionina zostaly pominigte ze wzgledu na
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ryzyko utlenienia podczas syntezy). Zrdznicowana struktura tancuchéw bocznych
nienaturalnych aminokwaséw pozwala na dokladne okreslenie preferencji substratowych
kazdej z badanych kieszeni wigzacych w centrum aktywnym proteazy. Do okreslenia
specyficznosci substratowej immunoproteasomu w pozycjach P4-P2 wykorzystano enzym
w stezeniu 1,5 nM oraz biblioteki substratow w st¢zeniu 5 uM. Pomiary przeprowadzono co
najmniej dwukrotnie, a usrednione wyniki przedstawiono w postaci wykresow stupkowych, na
ktérych o$ OX przedstawia aminokwasy, a 0§ OY wzglednag aktywno$¢ enzymu wyrazong w
procentach, gdzie 100% to aktywnos$¢ wobec najlepiej rozpoznawanego substratu (Rysunki 20-

28).

3.1.1. Specyficznos¢ substratowa immunoproteasomu w pozycji P2

Podjednostka f1i immunoproteasomu w pozycji P2 najlepiej rozpoznaje aromatyczne,
hydrofobowe reszty aminokwasowe, takie jak: L-Tyr (100%), L-hPhe (97,5%), L-Phe(4-Cl)
(91,2%) czy L-Trp (81,4%). Aminokwasy posiadajace alifatyczny tancuch boczny sa takze
dobrze rozpoznawane, mi¢dzy innymi: L-hLeu (76,5%), L-2-Aoc (68,9%) i L-Met (66,4%).
Podjednostka [2i preferuje zarowno aromatyczne jak i alifatyczne reszty aminokwasowe, takie
jak: L-hTyr (100%), L-hLeu (96,2%) 1 L-Met (95%). Podjednostka ta dobrze rozpoznaje rowniez
alifatyczne tancuchy boczne o zasadowym charakterze, takie jak: L-hArg (78,8%) czy L-Lys
(67%). Wsrod najlepiej rozpoznawanych przez podjednostke 51 aminokwasow znalazly sig:
duze, rozgalezione 1 hydrofobowe reszty aminokwasowe, takie jak: L-Tyr(2-Br-Z) (100%), L-
Ser(Bzl) (93,7%) 1 L-hSer(Bzl) (92,4%) oraz reszty o zasadowym charakterze: L-His (91%) 1 L-
Lys (78,7%). Zadna z podjednostek katalitycznych immunoproteasomu nie rozpoznaje

w pozycji P2 proliny i jej pochodnych oraz D-aminokwasow.
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Immunoproteasom podjednostka p1i
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Rysunek 20. Profil specyficznosci substratowej podjednostki Bli immunoproteasomu

w pozycji P2.
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Rysunek 21. Profil specyficzno$ci substratowe] podjednostki B2i immunoproteasomu

w pozycji P2.



Immunoproteasom podjednostka p5i
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Rysunek 22. Profil specyficznosci substratowej podjednostki [B5i immunoproteasomu
w pozycji P2.

3.1.2. Specyficznos¢ substratowa immunoproteasomu w pozycji P3

Podjednostka Bli w pozycji P3 preferuje przede wszystkim duze, aromatyczne
1 hydrofobowe reszty aminokwasowe. Najlepiej rozpoznawanymi sg: L-hPhe (100%), L-Glu(O-
Chx) (95,5%), L-Phe(3,4-Cl2) (92,4%) i L-Phe(4-Br) (86,2%). Podjednostka B2i w tej pozycji

preferuje aminokwasy o charakterze zasadowym zawierajace w strukturze tancucha bocznego
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grupe guanidynowaq: L-Arg (100%), L-hArg (82,7%), L-Phe(guan) (76,5%). Podjednostka
trypsyno-podobna w tej pozycji rozpoznaje roOwniez reszty zawierajace krotkie tancuchy
alifatyczne (zar6wno liniowe jak i rozgatezione), takie jak: L-Val (83,1%), L-Abu (75%), L-Nva
(71,7%), L-Leu (69,9%) oraz L-Ile (69,2%). Zar6wno podjednostka P11 jak 1 21 nie rozpoznaja
D-aminokwasow oraz proliny i jej pochodnych. Podjednostka B51 w pozycji P3 rozpoznaje
reszty o zroznicowanym charakterze chemicznym. Najlepiej rozpoznawanymi aminokwasami
sa: L-Trp (100%) 1 L-2-Nal (95,3%), posiadajace w strukturze tancucha bocznego odpowiednio
grupe indolowa 1 naftylowa. Nastepnymi preferowanymi aminokwasami sg (bedaca pochodna

proliny) azetydyna (91%) oraz norleucyna (90,4%).
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Rysunek 23. Profil specyficznosci substratowej podjednostki Bli immunoproteasomu
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w pozycji P3.
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Rysunek 24. Profil specyficzno$ci substratowe] podjednostki B2i immunoproteasomu
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w pozycji P3.



Immunoproteasom podjednostka p5i
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Rysunek 25. Profil specyficznosci substratowej podjednostki B5i immunoproteasomu
w pozycji P3.

3.1.3. Specyficznos¢ substratowa immunoproteasomu w pozycji P4

Podjednostka B1i w pozycji P4 preferuje duze i hydrofobowe reszty aminokwasowe,
takie jak: L-Lys(2-Cl-Z) (100%), a nastepnie L-1-Nal (71,73%), L-Phe(3-Cl) (72,96%), L-
Tyr(Me) (72,28%) i L-Bip (72,26%). Podjednostka B2i w pozycji P4 ma szeroki profil
specyficznosci. Pierwsza preferowang grupa sa pochodne proliny: L-Oic (100%), L-Thz
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(78,70%), L-Hyp(Bzl) (77,32%), L-Tic (76,97%) i L-Idc (75,30%). Nastepnie hydrofobowe
pochodne aminokwasowe zawierajagce w swojej strukturze ugrupowanie aromatyczne, takie jak:
L-Cys(MeBzl) (98,26%), L-Nle(O-Bzl) (97,59%), L-hSer(Bzl) (91,79%), L-Ser(Bzl) (89,10%)
1 L-Cys(Bzl) (87,96%). Wybrane pochodne alifatyczne (L-2-Aoc (94,31%), L-hLeu (90,95%),
L-Tle (87,20%) oraz cykliczne (L-hCha (81,93%) 1 L-Chg (79,13%)) sa rowniez dobrze
rozpoznawane. Podjednostka B5i w pozycji P4 najlepiej rozpoznaje hydrofobowe
i aromatyczne aminokwasy, takie jak: L-Arg(Z): (100%), L-Hyp(Bzl) (87,87%), L-Thr(Bzl)
(86,25%), L-Cys(Bzl) (84,18%), L-Glu(O-Chx) (81,89%) i L-Cys(4-MeOBzl) (81,84%).
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Rysunek 26. Profil specyficznosci substratowej podjednostki Bli immunoproteasomu

w pozycji P4.
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Rysunek 27. Profil specyficzno$ci substratowe] podjednostki B2i immunoproteasomu

w pozycji P4.
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Rysunek 28. Profil specyficznosci substratowej podjednostki [B5i immunoproteasomu
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w pozycji P4.



3.2. Projektowanie i synteza bibliotek substratow fluorogenicznych do badania

specyficznosci substratowej proteasomu 20S i immunoproteasomu w pozycjach PS i P6

Proteasom 20S i1 immunoproteasom wykazuja trzy rozne aktywnosci katalityczne,
w zwiazku z czym koniecznym byto zaprojektowanie i synteza dedykowanych bibliotek dla
kazdej z nich w celu okreslenia preferencji substratowych w kieszeniach S5 oraz S6. Ze
wzgledu na zblizong architekture 1 aktywnos¢ podjednostek B2 i f21 oraz B5 1 B51 do okreslenia
ich profili specyficznosci w pozycjach P5 i P6 wykorzystano te same biblioteki. Podjednostki
B1 1 Bli wykazujg znacznie odmienne preferencje substratowe w pozycjach P4-P1, w zwiagzku
z czym kazda z nich wymagata osobnych bibliotek do okreslenia profilu specyficznosci dla

kieszeni S5 oraz S6.

Zaprojektowano 1 zsyntetyzowano cztery biblioteki HyCoSuL dedykowane czterem
réznym aktywnosciom katalitycznym, ktore skladaly si¢ z dwoch podbibliotek (Tabela 2).
Kazda z nich zawierala w pozycji P1’ fluorofor: kwas 7-aminokumaryno-4-octowy (ACC) oraz
zdefiniowang sekwencje w pozycjach P4-P1. Nastgpnie, w zalezno$ci od badanej kieszeni,
w pozycji P5 lubP6 zostala umieszczona réwnomolowa mieszanina 18 naturalnych
aminokwasow 1 norleucyny (z pomini¢ciem cysteiny i metioniny) lub jeden z wczedniej
wybranych 98 aminokwasow, ktore reprezentuja szeroki wachlarz roéznorodnych struktur
chemicznych. Wszystkie substraty posiadaja rowniez N-koncowa grup¢ acetylowa. Naturalne
sekwencje aminokwasowe P4-P2 dla bibliotek dedykowanych podjednostkom 1, 2/B2i oraz
B5/B51 zostaly wybrane na podstawie profili specyficznosci substratowej proteasomu 20S
otrzymanych przez dr inz. Wiolette Rut [49]. Sekwencja dla biblioteki B1i zostata opracowana
zgodnie z otrzymanymi wczesniej] wynikami preferencji substratowej immunoproteasomu

w pozycjach P4-P2.

55



Tabela 2. Struktury podbibliotek wykorzystanych do okreslenia profili specyficznosci
substratowej proteasomu 20S i immunoproteasomu w pozycjach P5 i P6.

Podjednostka | Pozycja Struktura podbiblioteki
P5 Ac-Mix-P5-Lys-Pro-Nle-Asp-ACC
B1
P6 Ac-P6-Mix-Lys-Pro-Nle-Asp-ACC
P5 Ac-Mix-P5-Phe-His-Glu-Leu-ACC
Bli
P6 Ac-P6-Mix-Phe-His-Glu-Leu-ACC
P5 Ac-Mix-P5-Val-Thr-Nle-Arg-ACC
B2/B2i
P6 Ac-P6-Mix-Val-Thr-Nle-Arg-ACC
P5 Ac-Mix-P5-Ile-Tyr-Lys-Ala-ACC
B5/B5i
P6 Ac-P6-Mix-Ile-Tyr-Lys-Ala-ACC

Synteze bibliotek rozpoczeto od syntezy znacznika fluorescencyjnego Fmoc-ACC-OH,
wykorzystujac w tym celu zmodyfikowany protokét przedstawiony przez Maly’ego
1 wspotpracownikéw, ktory obejmowat 4 etapy (Rysunek 29) [45]. W pierwszym etapie
przeprowadzono reakcj¢ 3-aminofenolu z chloromréwczanem etylu otrzymujac (3-
hydroksyfenylo)karbaminian etylu. W drugim etapie produkt poddano reakcji z kwasem 1,3-
acetonodikarboksylowym, otrzymujac kwas 7-N-(etoksykarbonylo)aminokumaryno-4-octowy.
Nastepnie otrzymany zwigzek poddano hydrolizie zasadowej, co doprowadzito do powstania
kwasu 7-aminokumaryno-4-octowego. Ostatni etap polegat na zabezpieczeniu wolnej grupy
aminowej ugrupowaniem ochronnym Fmoc. W tym celu produkt otrzymany w poprzednim

etapie poddano reakcji z chloromréwczanem 9-fluorenylometylu.
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Rysunek 29. Schemat syntezy Fmoc-ACC-OH.

Kazda z bibliotek zsyntetyzowano w analogiczny sposoéb wykorzystujac metode syntezy
na podtozu statym. W tym celu wykorzystano opisany w literaturze protokot [48]. Do zywicy
Amide Rink AM (stopien podstawienia 0,74 mmol/g) przytaczono Fmoc-ACC-OH
z wykorzystaniem HATU oraz 2,4,6-trimetylopirydyny. Po przylaczeniu fluoroforu usunigto
grupe ochronng Fmoc 2z wykorzystaniem 20% roztworu piperydyny w N,N’-
dimetyloformamidzie (DMF), a nastgpnie przytaczono odpowiedni aminokwas w pozycjach
P4-P1. Przygotowang w ten sposdb zywice wysuszono i podzielono na 98 porcji, ktore
umieszczono w potautomatycznym aparacie do syntezy rownolegtej. W pozycji PS5 przytaczono
rownomolowa mieszaning 19 aminokwaséow z wykorzystaniem HOBt 1 N,N’-
diizopropylokarbodiimidu (DICI) 1 usuni¢to grupe Fmoc. W kolejnym etapie w pozycji P6
przylaczono jeden z wybranych 98 aminokwaséw z wykorzystaniem HATU oraz 2.4,6-
trimetylopirydyny. W przypadku podblibliotek dedykowanych badaniu specyficznosci
substratowej w pozycji PS5 najpierw przylagczono jeden z 98 aminokwasdéw, a nastgpnie
réwnomolowa mieszaning 18 naturalnych aminokwasow i norleucyny w pozycji P6. Do N-
koncowej grupy aminowej przytaczono grupe acetylowa i zywice wysuszono. W ostatnim
etapie peptydy uwolniono z podtoza statego za pomoca mieszaniny: TFA/TIPS/H,0O w stosunku
95:2,5:2,5wytracono w zimnym eterze dietylowym 1 zliofilizowano. Tak przygotowane
substraty rozpuszczono w DMSO do stezenia 10 mM i przechowywano w temperaturze -80°C.
Do okreslenia specyficznosci substratowej enzymow w pozycjach P5 i P6 wykorzystano

proteasom 20S w stezeniu 0,5 nM i immunoproteasom w st¢zeniu 1,5 nM oraz biblioteki
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substratow w stezeniu 5 uM. Pomiary przeprowadzono co najmniej dwukrotnie, a usrednione
wyniki przedstawiono w postaci wykreséow stupkowych, na ktoérych os OX przedstawia
aminokwasy, a 0§ OY wzgledna aktywnos¢ enzymu wyrazong w procentach, gdzie 100% to

aktywnos¢ wobec najlepiej rozpoznawanego substratu (Rysunki 30-41).

3.3. OKkreslenie specyficznosci substratowej proteasomu 20S i immunoproteasomu w
pozycjach P5i P6

3.3.1 Specyficznos¢ substratowa proteasomu 20S w pozycji PS

Podjednostka B1 proteasomu 20S wykazuje bardzo szeroki profil preferencji
substratowej w pozycji P5. Rozpoznaje ona zaré6wno L- jak i D-aminokwasy o réznym
charakterze chemicznym. Wsrdéd preferowanych reszt aminokwasowych znajduja sig:
zasadowe - D-Arg (100%), D-Lys (95,98%), L-Orn (95,11%) oraz aromatyczne 1 hydrofobowe:
L-Lys(2-Cl-Z) (94,78%), L-Glu(O-Bzl) (94,49%), L-Tyr(2,6-Cl>-Bzl) (86,13%). Podjednostka
B2 w tej pozycji rozpoznaje znacznie wezszg grupg reszt aminokwasowych. Najlepiej
rozpoznawanymi aminokwasami sg: D-Lys (100%), D-Arg (84,64%) i L-Dab (78,06%).
Podjednostka B5, podobnie jak pozostale podjednostki proteasomu 20S, réwniez najlepiej
rozpoznaje w pozycji P5 D-aminokwas — D-hPhe (100%), a nastgpnie alifatyczne 1 aromatyczne

hydrofobowe aminokwasy, takie jak: L-Leu (76,33%), L-hPhe (71,83%) 1 D-Leu (65,51%).
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Rysunek 30. Profil specyficznos$ci substratowej podjednostki f1 proteasomu 20S w pozycji P5.



Proteasom 20S podjednostka 2
Ac-Mix-P5-Val-Thr-Nle-Arg-ACC
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Rysunek 31. Profil specyficzno$ci substratowej podjednostki B2 proteasomu 20S w pozycji P5.



Proteasom 20S podjednostka 5
Ac-Mix-P5-lle-Tyr-Lys-Ala-ACC
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Rysunek 32. Profil specyficznosci substratowej podjednostki B5 proteasomu 20S w pozycji PS.

3.3.2. Specyficznos¢ substratowa proteasomu 20S w pozycji P6

Podjednostka B1 proteasomu 20S w pozycji P6 preferuje gltownie aromatyczne
1 hydrofobowe reszty aminokwasowe. Najlepiej rozpoznawanymi sg: L-Lys(2-CI-Z) (100%), L-
Tyr(2,6-Cl>-Bzl) (93,95%) 1 L-Tyr(Bzl) (91,45%). Podjednostka B2 w tej pozycji wykazuje

szerokg specyficznos$¢ substratowg. Najlepiej rozpoznawanymi aminokwasami sg aromatyczne
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pochodne, takie jak: L-2-Abz (100%), L-Tic (88,88%) i L-Phe(guan) (85,85%), lecz D-
aminokwasy oraz reszty zasadowe s3 rowniez przez nig dobrze rozpoznawane: D-Leu (81,16%),
D-Arg (80,27%) i L-His (76,93%). Podjednostka 5 wykazuje znacznie wezsza specyficznosé
substratowa, a najlepiej rozpoznawanymi przez nig aminokwasami sg: Gly (100%) oraz D-Tyr
(97,79%).

Proteasom 20S podjednostka 1
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Rysunek 33. Profil specyficznosci substratowej podjednostki f1 proteasomu w pozycji P6.
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Proteasom 20S podjednostka 2
Ac-P6-Mix-Val-Thr-Nle-Arg-ACC

100-

80-
60=
20~

0=

40 =

1 1 1 1 1 1
o [=] o =] [=] o
o 3 6 4 2
1

[%] nwAzus 9soumdpie eupd|Bzp

100+

80—
60=

40 =

Rysunek 34. Profil specyficznos$ci substratowej podjednostki B2 proteasomu 20S w pozycji P6.
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Proteasom 20S podjednostka B5
Ac-P6-Mix-lle-Tyr-Lys-Ala-ACC
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Rysunek 35. Profil specyficznosci substratowej podjednostki B5 proteasomu 20S w pozycji P6.

3.3.3. Specyficznos¢ substratowa immunoproteasomu w pozycji P5S

Podjednostka P11 immunoproteasomu preferuje w pozycji PS5 gltownie duze
i aromatyczne pochodne aminokwasowe, takie jak: L-Lys(2-Cl-Z) (100%), L-Ser(Bzl)
(97,81%), D-hPhe (92,55%) 1 L-hPhe (91,82%). Podjednostka B2i w tej pozycji preferuje
przede wszystkim pochodne zasadowe: L-Dab (100%), L-Lys (100%), D-Lys (100%), D-Arg
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(99,73%) 1 L-Orn (94,67%). Podjednostka B5i, podobnie jak Bli, wykazuje najwyzsza

rr

aktywno$¢ wzgledem duzych i aromatycznych aminokwasow, takich jak: L-Ser(Bzl) (100%),

D-hPhe (88,04%) i L-Trp (82,91%).

Immunoproteasom podjednostka B1i
Ac-Mix-P5-Phe-His-Glu-Leu-ACC
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Rysunek 36. Profil specyficzno$ci substratowej podjednostki Bli immunoproteasomu

w pozycji P5.
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Immunoproteasom podjednostka p2i
Ac-Mix-P5-Val-Thr-Nle-Arg-ACC
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Rysunek 37. Profil specyficznosci substratowej podjednostki B2i immunoproteasomu
w pozycji P5.
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Wzgledna aktywnos¢ enzymu [%]

Rysunek 38.
w pozycji P5.

Immunoproteasom podjednostka B5i
Ac-Mix-P5-lle-Tyr-Lys-Ala-ACC
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Profil specyficznosci substratowej podjednostki 51 immunoproteasomu

3.3.4. Specyficznos¢ substratowa immunoproteasomu w pozycji P6

Podjednostka B1i immunoproteasomu w pozycji P6 preferuje przede wszystkim duze

1 hydrofobowe pochodne aromatyczne, takie jak: L-1-Nal (100%), L-Tic (100%), L-Phe(3,4-Cl>)
(92,26%), L-Phe(4-NO2) (89,01%) i L-Trp(Me) (86,89%). Podjednostka P2i najlepiej
rozpoznaje pochodne o charakterze zasadowym, takie jak: D-Arg (100%), D-Lys (88,38%), L-
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Dap (87,07%), L-Dab (82,12%) oraz pochodne proliny: L-Pip (84,64%) 1 L-Tic (80,48%).
Podjednostka B5i w pozycji P6 najlepiej rozpoznaje pochodne aromatyczne, takiej jak: D-Tyr
(100%), L-Ala(2-th) (95,63%), L-Cys(MeBzl) (94,21%), L-Ser(Bzl) (91,95%).

Immunoproteasom podjednostka p1i
Ac-P6-Mix-Phe-His-Glu-Leu-ACC
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Rysunek 39. Profil specyficzno$ci substratowe] podjednostki Bli immunoproteasomu
w pozycji P6.
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Immunoproteasom podjednostka p2i
Ac-P6-Mix-Val-Thr-Nle-Arg-ACC
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w pozycji P6.



Immunoproteasom podjednostka B5i
Ac-P6-Mix-lle-Tyr-Lys-Ala-ACC
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Rysunek 41. Profil specyficzno$ci substratowej podjednostki B5i immunoproteasomu
w pozycji P6.

3.4. Projektowanie i synteza bibliotek substratow typu IQF do badania specyficznosci
substratowej proteasomu 20S i immunoproteasomu w pozycjach P1’i P2’

Ze wzgledu na swoja strukture, biblioteki HyCoSuL nie sa odpowiednie do badania

specyficznosci substratowej proteaz po stronie primowanej. W celu okres§lenia profili

specyficznosci w pozycjach P1’° 1 P2’ wykorzystano biblioteki substratow peptydowych typu
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IQF [95]. Podobnie jak w przypadku bibliotek dedykowanych badaniu specyficznosci
substratowej proteasomu 20S i immunoproteasomu w kieszeniach S5 i1 S6, do badania kieszeni
S1° 1 S2° zaprojektowano i zsyntetyzowano cztery biblioteki przeznaczone dla kazdej

aktywnosci proteasomalne;.

Kazda z zaprojektowanych bibliotek typu IQF sktadata si¢ z dwoch podbibliotek
i posiadata jako par¢ donor-akceptor kwas 7-aminokumaryno-4-octowy (ACC) oraz 2,4-
dinitrofenylo-L-lizyn¢ (Lys(Dnp)) i sktadata si¢ z dwoch podbibliotek o ogdlnej strukturze:
ACC-Gly-P4-P3-P2-P1-X-P2’-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH> 1 ACC-Gly-P4-P3-P2-P1-P1’-X-Gly-
Lys(Dnp)-Gly-NH> (Tabela 3). Naturalne sekwencje aminokwasowe P4-P2 dla bibliotek B1,
B2/B2i1 oraz P5/B5i zostaly wybrane na podstawie profili specyficznosci proteasomu 20S
otrzymanych przez dr inz. Wiolette¢ Rut [49]. Sekwencja dla biblioteki B1i zostala opracowana
zgodnie z otrzymanymi wczesniej wynikami preferencji substratowej immunoproteasomu
w pozycjach P4-P2. Aminokwasy w pozycjach P1’ oraz P2’ zostaly wybrane na podstawie
informacji zawartych w internetowej bazie peptydaz MEROPS. Pozycje X zawierajg 18
naturalnych i1 78 nienaturalnych aminokwaséw reprezentujacych reszty o réznym rozmiarze

1 charakterze chemicznym.

Tabela 3. Struktury bibliotek substratow typu IQF wykorzystanych do okres$lenia preferencji
substratowych proteasomu 20S 1 immunoproteasomu w pozycjach P1°1P2’.

Podjednostka | Pozycja Struktura podbiblioteki
PI’ ACC-Gly-Lys-Pro-Nle-Asp-P1°-Val-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH2
B1
P2’ ACC-Gly-Lys-Pro-Nle-Asp-Ser-P2’-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH>
PI’ ACC-Gly-Phe-His-Glu-Leu-P1’-Ser-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH>
Bli
P2’ ACC-Gly-Phe-His-Glu-Leu-Lys-P2’-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH;
P1’ ACC-Gly-Val-Thr-Nle-Arg-P1’-Leu-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH:
B2/B2i
P2’ ACC-Gly-Val-Thr-Nle-Arg-Ser-P2’-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NHz
PI’ ACC-Gly-lle-Tyr-Lys-Ala-P1'-Met-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH>
B5/B5i
P2’ ACC-Gly-lle-Tyr-Lys-Ala-Ser-P2’-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH2
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Wszystkie substraty wchodzace w sktad bibliotek zostaly zsyntezowane na podtozu
statym — zywicy amidowej. Pierwszy aminokwas z wolng grupa karboksylowa i N-koncem
zabezpieczonym grupa ochronng Fmoc przylaczono do podloza przy uzyciu 2.4,6-
trimetylopirydyny 1 HATU w DMF. Po zakonczonej reakcji grupe Fmoc usuni¢to za pomoca
20% roztworu piperydyny w DMF. Kazda kolejna reszta aminokwasowa i fluorofor Fmoc-
ACC-OH zostaly przylaczone identyczny sposdb. Zywice wysuszono, a gotowe substraty
zostaly uwolnione z podtoza za pomocg mieszaniny: TFA/TIPS/H,O w stosunku 95:2,5:2.5,
wytrgcone w zimnym eterze dietylowym. Otrzymane substraty zostaty oczyszczone za pomocg
HPLC 1 scharakteryzowane z pomocg LC-MS (czystos¢ >95%). Zliofilizowane substraty
zostaty rozpuszczone w DMSO do stezenia 10 mM i przechowywane w temperaturze -80°C.
Do okreslenia specyficznosci substratowej enzymoéw w pozycjach P1° i P2’ wykorzystano
proteasom 20S w stezeniu 0,5 nM i immunoproteasom w st¢zeniu 1 nM oraz biblioteki
substratow w stezeniu 1 uM. Pomiary przeprowadzono co najmniej dwukrotnie, a usrednione
wyniki przedstawiono w postaci wykresow stupkowych, na ktorych o§ OX przedstawia
aminokwasy, a 0§ OY wzgledna aktywnos¢ enzymu wyrazong w procentach, gdzie 100% to

aktywnos¢ wobec najlepiej rozpoznawanego substratu (Rysunki 42-53).

3.5. Okreslenie specyficznosci substratowej proteasomu 20S i immunoproteasomu w

pozycjach P1’i P2’

3.5.1. Specyficznos¢ substratowa proteasomu 20S w pozycji P1’

Podjednostka B1 proteasomu 20S w pozycji P1° wykazuje bardzo waska specyficznos¢
substratowa. Najlepiej rozpoznawanym aminokwasem jest L-Asp (100%). Wobec pozostatych
aminokwasOw wykazuje ona znacznie nizsza aktywnos$c: L-Ala (56,21%), L-Glu (55,37%).
Podjednostka B2 rowniez wykazuje najwigksza aktywno$¢ wobec dwoch aminokwasow: L-
Ser(Bzl) (100%) oraz L-Ala (85,44%). Podjednostka B5 wykazuje szerszy profil specyficznosci
substratowej w pozycji P1° niz pozostate dwie podjednostki. W duzej mierze dobrze rozpoznaje
naturalne aminokwasy o zréznicowanym charakterze chemicznym, takie jak: L-Asp (100%), L-

Asn (96,16%) L-Glu (94,63%), L-Gln (94,39%) i L-Ala (91,24%).
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Proteasom 20S podjednostka p1
ACC-Gly-Lys-Pro-Nle-Asp-P1'-Val-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH»
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Rysunek 42. Profil specyficzno$ci substratowej podjednostki 1 proteasomu 20S w pozycji P1'".
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Proteasom 20S podjednostka 32
ACC-Gly-Val-Thr-Nle-Arg-P1'-Leu-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH,
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Rysunek 43. Profil specyficznosci substratowej podjednostki 2 proteasomu 20S w pozycji P1'.
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Proteasom 20S podjednostka 5
ACC-Gly-lle-Tyr-Lys-Ala-P1'-Met-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH,
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Rysunek 44. Profil specyficznosci substratowej podjednostki B5 proteasomu 20S w pozycji P1'.

75



3.5.2. Specyficznos¢ substratowa proteasomu 20S w pozycji P2’

Podjednostka B1 w pozycji P2’ wykazuje waska specyficznos$¢ substratowa. Najlepiej
rozpoznawanymi przez nig aminokwasami s3: L-hPhe (100%), L-Glu (88,39%) i L-Asp
(82,24%). Podjednostka P2 najlepiej rozpoznaje hydrofobowe, aromatyczne reszty
aminokwasowe takie jak: L-Ser(Bzl) (100%), L-Ala(2-th) (99,31%), L-Phe(4-Br) (78,28%) 1 L-
Phe(3-Cl) (78,28%). Podjednostka PS5 wykazuje w pozycji P2’ najszersza specyficznos¢
substratowa. Wérdd preferowanych aminokwasoéw znajdujg si¢ gtownie reszty hydrofobowe —

L-Thr(Bzl) (100%), L-Cys(Bzl) (96,96%) i L-hPhe (95,95%).
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Proteasom 20S podjednostka 31
ACC-Gly-Lys-Pro-Nle-Asp-Ser-P2'-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH-
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Rysunek 45. Profil specyficznosci substratowej podjednostki f1 proteasomu 20S w pozycji P2'.
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Proteasom 205 podjednostka 32
ACC-Gly-Val-Thr-Nle-Arg-Ser-P2'-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH,
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Proteasom 20S podjednostka 5
ACC-Gly-lle-Tyr-Lys-Ala-Ser-P2'-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH,
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Rysunek 47. Profil specyficznosci substratowej podjednostki 5 proteasomu 20S w pozycji P2'.
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3.5.3. Specyficznos¢ substratowa immunoproteasomu w pozycji P1’

Podjednostka Bli immunoproteasomu w pozycji P1’ nie wykazuje specyficznosci
substratowej. Najlepiej rozpoznawanym przez nig aminokwasem jest L-Asp (100%).
Podjednostka B2i réwniez wykazuje aktywno$¢ wobec niewielkiej grupy reszt
aminokwasowych, z czego najlepiej rozpoznawanymi sg: L-Ser(Bzl) (100%), L-Ala (83,93%),
1 L-Phe(2-F) (82,73%). Podjednostka 51 preferuje gtdéwnie naturalne reszty aminokwasowe,
takie jak: L-Glu (100%), L-Asp (87,61%), L-Ser (83,81%) 1 L-Asn (80,13%) oraz nienaturalng
pochodng L-Aad (90,15%).

80



Immunoproteasom podjednostka p1i
ACC-Gly-Phe-His-Glu-Leu-P1'-Ser-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH,
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Immunoproteasom podjednostka B2i

ACC-Gly-Val-Thr-Nle-Arg-P1'-Leu-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH
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Immunoproteasom podjednostka B5i
ACC-Gly-lle-Tyr-Lys-Ala-P1'-Met-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH»
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Rysunek 50. Profil specyficzno$ci substratowej podjednostki B5i immunoproteasomu

w pozycji P1".
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3.5.4. Specyficznos¢ substratowa immunoproteasomu w pozycji P2’

Podjednostka B1i w pozycji P2’ nie wykazuje specyficznosci substratowej. Najlepiej
rozpoznawanym przez niag aminokwasem jest L-Cys(MeBzl) (100%). Podjednostka [2i
wykazuje najwyzsza aktywno$¢ wobec alifatycznej L-Ala (100%), a nastepnie wobec duzych
1 hydrofobowych pochodnych takich jak: L-Se(Bzl) (96,94%), L-Thr(Bzl) (88,65%), L-Ala(2-
th) (84,79%) 1 L-Phe(4-Br) (81,15%). Podjednostka 51 najlepiej ropoznaje aminokwas L-Nle
(100%), a nastepnie L-Ser(Ac) (91,69%) oraz L-Ala(2-th) (90,46%).

84



Immunoproteasom podjednostka 1i
ACC-Gly-Phe-His-Glu-Leu-Lys-P2'-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH,
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Immunoproteasom podjednostka B2i
ACC-Gly-Val-Thr-Nle-Arg-Ser-P2'-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH,
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Rysunek 52. Profil specyficzno$ci substratowej podjednostki B2i immunoproteasomu

w pozycji P2'.
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Immunoproteasom podjednostka B5i
ACC-Gly-lle-Tyr-Lys-Ala-Ser-P2'-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH»
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3.6. Okreslenie wplywu dlugosci lancucha peptydowego substratu na aktywnos¢

proteasomu 20S i immunoproteasomu

Selektywno$¢ matoczasteczkowych zwigzkéw peptydowych wzgledem proteaz jest
determinowana przez aminokwasy zawarte w sekewencji peptydowej oraz jej dlugos¢. W celu
okreslenia wplywu dlugosci tancucha peptydowego na aktywnos$¢ poszczegodlnych
podjednostek katalitycznych ludzkich proteasomow dla kazdej kazdej z nich zaprojektowano
zestaw siedmiu substratow, ktorych sekwencje byty stopniowo wydtuzane o jeden aminokwas.
W sktad kazdego zestawu wchodzito pig¢ fluorogenicznych substratow, ktorych diugosé
tancucha zmieniata si¢ od pozycji P2 do P6, oraz dwa substraty typu IQF, ktére zawieraty
sekwencj¢ P6-P1° oraz P6-P2’. Ze wzgledu na wysokie podobienstwo podjednostek 2 oraz 2i

do badania ich aktywnosci wykorzystano ten sam zestaw substratow (Tabele 4-8).

Wszystkie sekwencje peptydowe zostaly zaprojektowane na podstawie wczesniej
otrzymanych profili specyficzno$ci. Na etapie projektowania zwigzkéw wzigto pod uwage nie
tylko  aktywno$¢  poszczegélnych podjednostek  wobec  wybranych  pochodnych
aminokwasowych, ale rowniez ich rozmiar i charakter chemiczny. Mialo to na celu zapewnienie
odpowiedniej hydrofilowosci substratow i zapobiegniecie ich wytraceniu w $rodowisku
wodnym podczas pomiardw kinetycznych oraz umozliwienie przeprowadzenia syntezy
z dostatecznie wysoka wydajnoscig. Wszystkie zwigzki zostaly zsyntezowane na podiozu
statym zgodnie z wcze$niej opisanymi protokotami. Otrzymane substraty zostaty oczyszczone
za pomocg HPLC i scharakteryzowane z pomoca LC-MS (czysto$¢ >95%). Zliofilizowane
substraty zostaly rozpuszczone w DMSO do stezenia 10 mM 1 przechowywane w temperaturze
-80°C do momentu pomiaru. Do okreslenia wptywu dtugosci tancuchowego peptydowego na
aktywno$¢ enzymoéw wykorzystano proteasom 20S w stezeniu 1,5 nM 1 immunoproteasom
w stezeniu 3 nM oraz zestawy substratéw w stezeniu 5 puM. Pomiary przeprowadzono co
najmniej dwukrotnie, a usrednione wyniki przedstawiono w postaci wykresow stupkowych, na
ktorych o$ OX przedstawia substraty, a 0§ OY wzgledng aktywno$¢ enzymu wyrazong we
wzglednych jednostkach fluorescencji na sekunde (Rysunki 54-56).
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Tabela 4. Substraty peptydowe o réznej dlugosci tancucha dedykowane podjednostce B1

ludzkiego proteasomu 20S.

Podjednostka 1
Substrat Pozycje Sekwencja
Dipeptyd P2-P1 Ac-Phe(2-F)-Asp-ACC
Tripeptyd P3-P1 Ac-Pro-Phe(2-F)-Asp-ACC
Tetrapeptyd P4-P1 Ac-hArg-Pro-Phe(2-F)-Asp-ACC
Pentapeptyd P5-P1 Ac-D-Arg-hArg-Pro-Phe(2-F)-Asp-ACC
Heksapeptyd P6-P1 Ac-Lys-(2-Cl-Z)-D-Arg-hArg-Pro-Phe(2-F)-Asp-ACC
IQF PI’ 6P ACC-Gly-Lys-(2-CI-Z)-D-Arg-hArg-Pro-Phe(2-F)-Asp-Asp-
Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH>
IQF P2’ P6.P2" ACC-Gly- Lys-(2-CI-Z)-D-Arg-hArg-Pro-Phe(2-F)-Asp-Asp-

Cys(MeBzl)-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH>

Tabela 5. Substraty peptydowe o roznej dlugosci tancucha dedykowane podjednostkom (2 1

B21 ludzkiego proteasomu 20S 1 immunoproteasomu.

Podjednostka B2 i f2i
Substrat Pozycje Sekwencja
Dipeptyd P2-P1 Ac-hTyr-Arg-ACC
Tripeptyd P3-P1 Ac-Ile-hTyr-Arg-ACC
Tetrapeptyd P4-P1 Ac-Idc-Ile-hTyr-Arg-ACC
Pentapeptyd P5-P1 Ac-D-Lys-Idc-Ile-hTyr-Arg-ACC
Heksapeptyd P6-P1 Ac-D-Arg-D-Lys-Idc-Ile-hTyr-Arg-ACC
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IQF P1’

P6-P1’

ACC-Gly-D-Arg-D-Lys-Idc-Ile-hTyr-Arg-Ser(Bzl)-Gly-
Lys(Dnp)-Gly-NH>

IQF P2’

P6-P2’

ACC-Gly-D-Arg-D-Lys-Idc-Ile-hTyr-Arg-Ser(Bzl)-His-Gly-
Lys(Dnp)-Gly-NH»

Tabela 6. Substraty peptydowe o r6éznej dtugosci tancucha dedykowane podjednostce B5

ludzkiego proteasomu 20S.

Podjednostka B5

Substrat Pozycje Sekwencja
Dipeptyd P2-P1 Ac-Aze-Phe-ACC
Tripeptyd P3-P1 Ac-Cha-Aze-Phe-ACC
Tetrapeptyd P4-P1 Ac-Dap-Cha-Aze-Phe-ACC
Pentapeptyd P5-P1 Ac-D-Phe-Dap-Cha-Aze-Phe-ACC
Heksapeptyd P6-P1 Ac-Gly-D-Phe-Dap-Cha-Aze-Phe-ACC
ACC-Gly-Gly-D-Phe-Dap-Cha-Aze-Phe-Cit-Gly-Lys(Dnp)-
IQF P1’ P6-P1° i P Y P)
Gly-NH»
ACC-Gly-Gly-D-Phe-Dap-Cha-Aze-Phe-Cit-Cys(Bzl)-Gly-
IQF P2’ P6-P2’ i P ys(Bal)}-Gly

Lys(Dnp)-Gly-NH;

Tabela 7. Substraty peptydowe o réznej dtugosci tancucha dedykowane podjednostce 11

ludzkiego immunoproteasomu.

Podjednostka B1i

Substrat ‘ Pozycje ‘

Sekwencja
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Dipeptyd P2-P1 Ac-lIle-Leu-ACC

Tripeptyd P3-P1 Ac-Glu(O-Bzl)-Ile-Leu-ACC
Tetrapeptyd P4-P1 Ac-D-Tyr-Glu(O-Bzl)-Ile-Leu-ACC
Pentapeptyd P5-P1 Ac-Trp(Me)-D-Tyr-Glu(O-Bzl)-Ile-Leu-ACC
Heksapeptyd P6-P1 Ac-Chg-Trp(Me)-D-Tyr-Glu(O-Bzl)-Ile-Leu-ACC
ACC-Gly-Chg-Trp(Me)-D-Tyr-Glu(O-Bzl)-Ile-Leu-Asp-Gly-
IQF P1” P6-P1°
Lys(Dnp)-Gly-NH>
ACC-Gly-Chg-Trp(Me)-D-Tyr-Glu(O-Bzl)-Ile-Leu-Asp-Glu-
IQF P2’ P6-P2’ y-Che-Trp( Y ) P

Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH;

Tabela 8. Substraty peptydowe o r6znej dtugosci tancucha dedykowane podjednostce 51

ludzkiego immunoproteasomu.

Podjednostka p5i
Substrat Pozycje Sekwencja
Dipeptyd P2-P1 Ac-Gly-Phe-ACC
Tripeptyd P3-P1 Ac-D-Tyr-Gly-Phe-ACC
Tetrapeptyd P4-P1 Ac-D-Trp-D-Tyr-Gly-Phe-ACC
Pentapeptyd P5-P1 Ac-Ser(Bzl)-D-Trp-D-Tyr-Gly-Phe-ACC
Heksapeptyd P6-P1 Ac-D-Tyr-Ser(Bzl)-D-Trp-D-Tyr-Gly-Phe-ACC
IQF PI’ P61’ ACC-Gly-D-Tyr-Ser(Bzl)-D-Trp-D-Tyr-Gly-Phe-Asp-Gly-
Lys(Dnp)-Gly-NH>
IQF P2’ P6.P2" ACC-Gly-D-Tyr-Ser(Bzl)-D-Trp-D-Tyr-Gly-Phe-Asp-Nle-Gly-
Lys(Dnp)-Gly-NH>
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Rysunek 56. Aktywno$¢ podjednostek B5 1 f51 wobec substratow o roznej dlugos$ci tancucha

peptydowego.

Podjednostka Bl  wykazuje najwicksza  aktywno$¢  wobec  substratéw
heksapeptydowych. Wobec substratow tetra- i pentapeptydowych wykazuje blisko trzykrotnie
mniejsza aktywno$¢. W jeszcze mniejszym stopniu hydrolizuje ona substraty typu IQF, a di-
1 tripeptydy sa przez nig praktycznie nierozpoznawane. Podjednostka 11 wykazuje najwigksza
aktywnos$¢ wobec substratow tripeptydowych. Wobec substratow tetrapeptydowych wykazuje
trzyknotnie mniejszg aktywnos$¢. W niewielkim stopniu rozpoznaje ona rowniez substraty di-

1 pentapetydowe, a substraty typu IQF prawie w ogole.

Podjednostki B2 oraz 21 wykazujg aktywnos¢ praktycznie wytacznie wobec substratow
tripeptydowych. W niewielkim stopniu hydrolizowaly one rowniez substrat IQF zawierajacy

sekwencje P6-P2.

Podjednostka B5 wykazuje najwyzszg aktywno$¢ wobec substratow heksapeptydowych.
Blisko dwukrotnie mniejszg aktywno$¢ wykazuje wobec substratow pentapeptydowych oraz
typu IQF. W niewielkim stopniu rozpoznaje rOwniez substraty tripeptydowe. Podjednostka 51
réwniez wykazuje najwigksza aktywno$¢ wobec substratow heksapeptydowych, a takze
pentapeptydowych. W nieco mniejszym stopniu wykazuje aktywno$§¢ wobec substratow
tripeptydowych. W najmniejszym stopniu rozpoznaje substraty di- i tetrapeptydowe, a substraty

IQF praktycznie w ogole.
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3.7. Synteza selektywnych substratow dla podjednostki pli immunoproteasomu

Na podstawie otrzymanych profili specyficznosci oraz wynikéw badan wplywu
dhugosci tancucha peptydowego na aktywnosci poszczegdlnych podjednostek katalitycznych
ludzkich proteasomoéw zaprojektowano siedem dipeptydowych substratéw fluorogenicznych,
ktére miaty wykazaé selektywno$¢ wobec podjednostki Bli immunoproteasomu. Zwigzki
zostaly zsyntezowane na podiozu stalym wedtug tej samej procedury, co biblioteki substratow
P5 1 P6. Po uwolnieniu ich z zywicy, zwiazki zostaly oczyszczone za pomocg HPLC
i zliofilizowane. Gotowe zwiazki zostaly rozpuszczone w DMSO do stezenia 10 mM
i przechowywane w temperaturze -80°C. Czystos$¢ kazdego zwigzku zostata potwierdzona za

pomoca LC-MS i wyniosta przynajmniej 95%.

Tabela 9. Wyniki analizy LC-MS substratéw dla podjednostki B1i immunoproteasomu.

Nazwa substratu Sekwencja m/z teoretyczne | m/z zmierzone
Bli_dip 1 Ac-Bpa-Leu-ACC 624,68 625,03
Bli dip 2 Ac-Tyr-Leu-ACC 537,23 537,34
Bli dip 3 Ac-hPhe-Leu-ACC 535,25 535,28
Bli_dip 4 Ac-Phe(4-Cl)-Leu-ACC 555,19 555,32
Bli dip 5 Ac-2-Nal-Leu-ACC 571,25 571,36
Bli_dip 6 Ac-Tyr(2,6-Cl-Bzl)-Leu-ACC 695,20 695,29
Bli dip 7 Ac-Phe(4-Br)-Leu-ACC 599,47 599,65

3.8. Badania Kinetyczne selektywnych substratéow dla podjednostki pli

immunoproteasomu

W celu okreslenia selektywnosci zsyntezowanych substratoéw przebadano jest w dwoch
stezeniach: 5 uM i 100 uM. Stezenie proteasomu 20S i immunoproteasomu wyniosto 3 nM.

Pomiary przeprowadzono co najmniej dwukrotnie, a usrednione wyniki przedstawiono
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w postaci wykresow stupkowych, na ktorych o§ OX przedstawia aminokwasy, a 0§ OY

wzgledng aktywno$¢ enzymu wyrazong we wzglednych jednostkach fluorescencji na sekunde

(Rysunek 57).
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Rysunek 57. Badania selektywno$ci substratow dla podjednostki f1i immunoproteasomu.

Dla dwoch substratow wykazujacych najwieksza aktywno$¢ wzgledem podjednostki Pli

w stosunku do podjednostki B1 (B1i_dip 4 oraz Bli_dip 7) wyznaczono parametr kinetyczny

kxa/KM (Tabela 10) korzystajac z zalezno$ci:

gdy [S] << Kwm to nachylenie prostej na wykresie zaleznosci szybkos$ci reakcji hydrolizy od

stezenia substratu jest rtowne vmax = [E];

natomiast vimax = [E] - kiat, stad: kxa/Km = nachylenie/[E].

Tabela 10. Wartosci parametru kinetycznego substratow B1i_dip 41 p1i_dip 7.

Substrat Kkat/ KM immunoproteasom Kkat/Km proteasom 20S
Bli_dip 4 1270 £ 61 4723 £139
Bli dip 7 989 £ 93 630 £ 59
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3.9. Projektowanie i synteza specyficznego inhibitora dla podjednostki pli

immunoproteasomu

W celu potwierdzenia selektywnos$ci substratu Bli dip 7 wzgledem podjednostki Bli
immunoproteasomu zsyntezowano inhibitor (Rysunek 58), ktory byt oparty o te samg
sekwencj¢ peptydowa. Otrzymany zwigzek sktadal si¢ z: czgsci peptydowej zawierajacej

wigzaca grupe winylosulfonowa, linkera (glikol polietylenowy - Peg-4) oraz znacznika (D-

biotyna).
0 D-Biotyna Linker Czesc peptydowa
o
Grupa
wigzgca

Br

Rysunek 58. Struktura specyficznego inbitora podjednostki B1i immunoproteasomu.

Synteza inhibitora obejmowata 3 glowne etapy: synteze grupy wigzacej; syntezg czesci
peptydowej z przytaczonym linkerem i biotyng oraz potaczenie obu wczesniej otrzymanych

fragmentow.

Syntez¢ grupy wiazacej (Rysunek 59) rozpoczgto od przeksztatcenia N-
zabiepieczonego aminowaksu (Fmoc-Leu-OH) w pochodng amidu Weinreba za pomocg N,O-
dimetylohydroksyloaminy. Nastepnie otrzymang pochodng zredukowano z wykorzystaniem
glinowodorku litu do aldehydu, ktory poddano reakcji kondensacji Horner-Wadsworth-
Emmonsa (HWE) otrzymujac ugrupowanie winylosulfonowe. Otrzymany produkt

zliofilizowano i uzyto do dalszej reakcji bez wczesniejszego oczyszczania.
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Rysunek 59. Schemat syntezy winylosulfonowej grupy wigzace;j.

VA

Fragment peptydowy potaczony z linkerem i biotyng otrzymano na drodze syntezy na
podtozu statym z wykorzystaniem zywicy 2-chlorotrytylowej (Rysunek 60). Ten rodzaj zywicy
umozliwil otrzymanie zwigzku zawierajacego wolng grupe karboksylowa, ktéra mozna bylo
podda¢ reakcji sprzegania z wolng grupa aminowa pochodnej zawierajacej grupe wigzaca.
Aminokwas — Fmoc-Phe(4-Br)-OH przylaczono do zywicy z wykorzystaniem N,N-
diizopropyloetyloaminy (DIPEA) w dichlorometanie (DCM). Nastepnie usuni¢to grupe
ochronng Fmoc wykorzystujac 20% roztwor piperydyny w N,N-dimetyloformamidze (DMF).
Linker oraz biotyne przylaczono przy uzyciu HATU oraz 2,4,6-trimetylopirydyny. Po
zakonczone] syntezie zywice wysuszono 1 otrzymany fragment zhydrolizowano z niej za
pomoca mieszaniny TFE:DCM:AcOH (1:8:1, v/v). Otrzymany produkt zliofilizowano 1 uzyto

do dalszej reakcji bez wczesniejszego oczyszczania.
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Rysunek 60. Schemat syntezy czgsci peptydowej z przytagczonym linkerem 1 biotyna.

W ostatnim etapie otrzymany fragment peptydowy zawierajacy linker 1 biotyne
sprzegnigto z grupa wigzacg wykorzystujac HATU oraz 2,4,6-trimetylopirydyne (Rysunek 61).
Reakcje prowadzono w DMF przez 2,5 godziny, a nastgpnie mieszaning poreakcyjna
rozcienczono octanem etylu i przeprowadzono ekstrakcje kolejno: 5% roztworem kwasu
cytrynowego, 5% roztworem wodoweglanu sodu oraz solanka. Po odparowaniu
rozpuszczalnika otrzymany produkt oczyszczono na HPLC 1 zliofilizowano. Gotowe zwigzek
zostat rozpuszczony w DMSO do stezenia 10 mM i byt przechowywany w temperaturze -80°C.
Czystos¢ otrzymanego inhibitora zostata potwierdzona za pomoca LC-MS i1 wyniosta

przynajmniej 95%.
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Rysunek 61. Schemat sprzggania czesci peptydowej i grupy wigzace;.

3.10. Badania Kkinetyczne specyficznego inhibitora dla podjednostki pli

immunoproteasomu

W kolejnym etapie badan sprawdzono aktywnos$¢ i specyficzno$¢ zsyntezowanego
inhibitora ~ wzgledem podjednostek  katalitycznych  ludzkiego  proteasomu  20S
1 immunoproteasomu. W tym celu wybrany enzym inkubowano z inhibitorem w 37°C przez 30
minut, a nastgpnie dodawano substrat dedykowany danej podjednostce i mierzono ilo$¢
uwalnianego znacznika fluorescencyjnego ACC w zaleznos$ci od ilosci dodanego inhibitora.
Dla podjednostki Bli immunoproteasomu uzyto substratu: Ac-Pro-Ala-Leu-ACC, a dla
podjednostki B1 proteasomu 20S: Ac-Nle-Pro-Nle-Asp-ACC. Stgzenie immunoproteasomu
1 proteasomu 20s wyniosto 6 nM, natomiast inhibitora od 0,5 uM do 100 uM. Kazdy pomiar
powtorzono co najmniej 3 razy, a na podstawie otrzymanych wynikéw wyznaczono warto$¢
parametru IC50 dla immunoproteasomu (Tabela 11). W przypadku proteasomu wyznaczenie

wartosci IC50 okazalo si¢ niemozliwe, jednak szacuje sig, Ze wyniostaby ona ponad 100 uM.

99



Tabela 11. Wartosci parametru IC50 dla inhibitora Ac-Phe(4-Br)-Leu-VS

Immunoproteasom ‘ Proteasom 20s

12,10 uM ‘ >100 uM
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4. Podsumowanie i wnioski koncowe

W niniejszej rozprawie doktorskiej opisano projektowanie i synteze¢ bibliotek substratow
peptydowych, ktore pozwolity okreslic profil specyficznosci substratowej ludzkiego
immunoproteasomu w pozycjach P6-P2 i P1°-P2’ oraz proteasomu 20S w pozycjach P6-P5 i
P1°-P2°. W nastgpnym kroku zbadano réwniez zalezno$¢ pomigdzy dlugoscia substratu
peptydowego, a aktywno$cig poszczegdlnych podjednostek katalitycznych ludzkiego
proteasomu 20S 1 immunoproteasomu. Otrzymane wyniki ujawnity réznice w preferencjach
substratowych poszczegolnych podjednostek katalitycznych, co jest niezwykle istotne podczas

projektowania selektywnych narzgdzi chemicznych (substratéw, inhibitorow) dla proteaz.

Podjednostka Bli ludzkiego immunoproteasomu w pozycji P2 preferuje aminokwasy
hydrofobowe, posiadajace w strukturze tancucha bocznego ugrupowanie aromatyczne. Do
najlepiej rozpoznawanych naleza: L-Tyr, L-hPhe, L-Phe(4-Cl) i L-Trp. Podjednostka kaspazo-
podobna proteasomu 20S, bedaca odpowiednikiem podjednostki Bli, w tej pozycji rowniez
preferuje hydrofobowe i aromatyczne reszty aminokwasowe: L-Trp, L-Phe, L-hTyr, L-hTyr(Me)
[52]. Pochodne alifatyczne o hydrofobowym charakterze: L-hLeu, L-2-Aoc, L-Met sg rOwniez
dobrze rozpoznawane przed obie podjednostki. Podjednostka 31w pozycji P3 preferuje proline,
co jest dla niej charakterystyczne [52]. Podjednostka Bli rozpoznaje przede wszystkim
hydrofobowe 1 aromatyczne tancuchy boczne: L-hPhe, L-Glu(O-Chx), L-Phe(3,4-Cl) i L-
Phe(4-Br), a prolina jest przez nig ropoznawana na bardzo niskim poziomie. W pozycji P4
podjednostka kaspazo-podobna proteasomu wykazuje waska specyficzno$¢ substratowa.
Przede wszystkim preferuje ona aminokwasy z pozytywnie naladowanym tancuchem bocznym,
takie jak: L-hArg, L-Phe(guan), L-Arg i L-Lys [52]. Podjednostka B1i rowniez wykazuje w¢zsza
specyficzno$¢ substratowa 1 rozpoznaje ona przede wszystkim duze i1 hydrofobowe reszty
aminokwasowe: L-Lys(2-Cl-Z), L-1-Nal, L-Phe(3-Cl), L-Tyr(Me) 1 L-Bip. Podjednostka B1
w pozycji PS5 ma bardzo szeroki profil specyficznosci substratowej. Rozpoznaje ona dobrze
taficuchy boczne aminokwaséow o zrdznicowanej strukturze i charakterze chemicznym, D-
aminokwasy 1 pochodne proliny. Podjednostka 11 preferuje gtownie duze i aromatyczne reszty
aminokwasowe: L-Lys(2-Cl-Z), L-Ser(Bzl), D-hPhe 1 L-hPhe. Niemniej, rozpoznaje ona
rowniez pochodne proliny 1 D-aminokwasy, jednak w mniejszym stopniu niz podjednostka B1.
Obie podjednostki preferujag w pozycji P6 duze 1 hydrofobowe tancuchy boczne. W przypadku
B1 najlepiej rozpoznawanymi aminokwasami s3: L-Lys(2-Cl-Z), L-Tyr(2,6-Cl>-Bzl) i L-
Tyr(Bzl), za§ Pli: L-1-Nal, L-Phe(3,4-Cly), L-Phe(4-NO2) i L-Trp(Me). Dodatkowo
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podjednostka B1i preferowata réwniez w tej pozycji pochodng proliny — L-Tic. Specyficznos¢
substratowa obu tych podjednostek jest znacznie wezsza po stronie primowanej. W pozycji P1’
podjednostka B1 najlepiej rozpoznaje L-Asp. L-Ala, bedaca drugim w kolejnosci preferowanym
aminokwasem, jest rozpoznawana prawie 2 razy stabiej. Obie podjednostki najlepiej
rozpoznaja w pozycji P2’ ten sam aminokwas — L-hPhe. Dodatkowo podjednostka B1 wykazuje

preferencje substratowa wobec dwoch kwasowych pochodnych — L-Glu i L-Asp.

Podjednostka trypsyno-podobna proteasomu 20S w pozycji P2 preferuje L-metioning
oraz jej pochodne: L-Met(O) 1 L-Met(O); oraz L-Hyp(Bzl) i L-GIn. Podjednostka 2i rowniez
rozpoznaje L-Met, L-Met(O), L-Met(O)2 i inne pochodne zawierajace dlugi tancuch alifatyczny:
L-2-Aoc i L-hLeu. Dodatkowo w tej pozycji preferowane sg pochodne tyrozyny: L-hTyr i L-
hTyr(Me). W pozycji P3 podjednostka 2 najlepiej rozpoznaje: L-Arg, L-hArg, L-Phe(guan), L-
Abu, L-hSer, L-Met, L-Val 1 L-Thr. Podjednostka B2i réwniez najlepiej rozpoznaje: L-Arg, L-
hArg, L-Phe(guan), L-Val i L-Abu. W pozycji P4 obie podjednostki maja szeroki profil
specyficznosci substratowej. Podjednostka 2 w przeciwienstwie do 2i rozpoznaje nawet
pochodne o stereochemii D oraz pochodne proliny. W pozycji P5 obie podjednostki wykazuja
specyficznos¢ wobec zasadowych aminokwasow, rowniez tych o stereochemii D. Najlepiej
rozpoznawanymi przez obie podjednostki aminokwasami sg: D-Arg i D-Lys (w przypadku p2i
rowniez L-Lys), a nastgpnie L-Dap, L-Dab, L-Orn 1 L-Pip. W pozycji P6 obie podjednostki
wykazujg szeroki profil specyficzno$ci substratowej i rozpoznaja pochodne o zré6znicowanym
charakterze chemicznym, wliczajac D-aminokwasy oraz pochodne proliny. Najlepiej
rozpoznawanymi przez podjednostke B2 aminokwasami sg: L-2-Abz, L-Tic, L-Phe(guan), D-
ArgiD-Leu. Podjednostka 21 najlepiej rozpoznaje gtownie zasadowe pochodne: D-Arg, D-Lys,
L-Pip, L-Dap, L-Dab i L-Tic. Obie podjednostki wykazuja znacznie we¢zszg specyficznosé
substratowa w pozycji P1’. Najlepiej rozpoznaja wtej pozycji L-hSer(Bzl) i1 L-Ala,
a podjednostka $2i dodatkowo jeszcze L-hCit i L-Thz. W pozycji P2’ podjednostka 2 preferuje
przede wszystkim duze, hydrofobowe pochodne: L-Trp(Me), L-Cys(Bzl), L-Ala(2-th) 1 L-Bta.
Podjednostka 21 rowniez najlepiej rozpoznaje L-Cys(Bzl) 1 L-Trp(Me), a takze L-Ala1 L-Met.

Podjednostka chymotrypsyno-podobna proteasomu 20S najlepiej rozpoznaje w pozycji
P2 aminokwasy zasadowe oraz hydrofobowe, takie jak: L-2-Aoc, L-Met, L-Met(O)>, L-Cha, L-
Oic, L-Orn, L-Lys i1 L-Arg [52]. Podjednostka B5i rowniez rozpoznaje hydrofobowe pochodne
aminokwasowe, ale o rozbudowanym tancuchu bocznym, ktére zawierajg w swojej strukturze
ugrupowanie aromatyczne: L-Tyr(2-Br-Z), L-Ser(Bzl) 1 L-hSer(Bzl). Pochodne zasadowe, takie

jak: L-His 1 L-Lys sa rowniez dobrze przez nig rozpoznawane. W pozycji P3 podjednostka 5
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preferuje przede wszystkim reszty hydrofobowe bedace pochodnymi fenyloalaniny: L-2-Nal,
L-hPhe, L-Phe(4-1), L-Phe(4-Cl) i L-Phe(NH2) [52]. Podjednostka 51 w tej pozycji rOwniez
rozpoznaje L-2-Nal, a takze: L-Trp, L-Aze i L-Nle. Obie podjednostki w pozycji P4 preferuja
aminokwasy hydrofobowe. Najlepiej rozpoznawanymi przez podjednostke chymotrypsyno-
podobng proteasomu 20S s3: L-Cys(MeBzl), L-Lys(TFA), L-Nle i L-Nle(O-Bzl). Jej
odpowiednik za$ najlepiej rozpoznaje: L-Arg(Z)2, L-Hyp(Bzl), L-Thr(Bzl), L-Cys(Bzl), L-
Glu(O-Chx) 1 L-Cys(4-MeOBzl) [52]. W pozycji P5 podjednostka B5 najlepiej rozpoznaje
hydrofobowe pochodne, w tym te o stereochemii D: D-hPhe, D-Leu, L-hPhe i L-Leu.
Podjednostka 51 najlepiej rozpoznaje w pozycji P5 aminokwasy hydrofobowe i aromatyczne,
takie jak: D-hPhe iL-Ser(Bzl). Podjednostka B5 w pozycji P6 rozpoznaje wickszos¢
aminokwasow, jednak preferowanymi przez nig s3: Gly i D-Tyr. Podjednostka B5i rowniez
wykazuje wysoka aktywno$¢ wobec tych reszt aminokwasowych, a dodatkowo mozna
zaobserwowa¢ u niej zwigkszong preferencje w stosunku do duzych, aromatycznych
1 hydrofobowych pochodnych. W pozycji P1' podjednostka B5 najlepiej rozpoznaje naturalne
aminokwasy o kwasowym i zasadowym charakterze: L-Asp, L-Asn, L-Glu, L-Glu, a takze L-
Aze. W pozycji P2' preferuje ona pochodne o duzym i hydrofobowym tancuchu bocznym: L-
Cys(Bzl), L-Cys(MeBzl), L-Ser(Bzl). Podjednostka B5i w pozycji P1' rowniez dobrze
rozpoznaje naturalne aminokwasy: L-Asp, L-Asn, L-Glu, L-Glu oraz L-Aad. W pozycji P2'

preferuje przede wszystkim hydrofobowe pochodne: L-Nle, L-Ala(2-th), L-Ser(Bzl).

Poréwnujac dane zebrane z analizy profili specyficznosci substratowej podjednostek 1
oraz B1i mozna zauwazy¢, ze B1li wykazuje znacznie wigksza preferencj¢ wobec pochodnych
hydrofobowych, posiadajacych duze i aromatyczne tancuchy boczne. Widoczna zmiana profilu
specyficznosci  substratowej podjednostki Bli na bardziej hydrofobowy znajduje
odzwierciedlenie w zwigkszonej przez immunoproteasom produkcji niepolarnych epitopow dla
glownego uktadu zgodno$ci tkankowej klasy I [96]. Podjednostka B2 oraz B2i wykazuja
najmniejsze roznice strukturalne pomiedzy sobg i1 znajduje to potwierdzenie w otrzymanych

matrycach specyficznos$ci substratowej [75].

. Obie podjednostki chymotrypsyno-podobne w duzej mierze wykazuja preferencje dla
reszt aminokwasowych o podobnym charakterze chemicznym 1i strukturze. W przypadku
podjednostek B5 oraz 51 mozna zaobserwowaé zmiang profilu specyficzno$ci w strone

bardziej hydrofobowych aminokwasow, jak ma to miejsce w przypadku podjednostek B1 1 B1i.

Przeprowadzone badania nad wptywem dlugosci tancucha peptydowego na aktywnos¢

danej podjednostki katalitycznej rowniez wykazaty pewne roznice pomiedzy proteasomem 20S
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1 immunoproteasomem. Podjednostka f1 wykazata najwigkszg aktywno$¢ wobec substratow
zawierajacych w swojej strukturze 6 reszt aminokwasowych, podczas gdy Bli preferuje
znacznie krotsze substraty tripeptydowe. Podjednostki B2 oraz B2i rowniez wykazuja
najwicksza aktywnos¢ wobec sekwencji tripeptydowych. Podjednostka B5 wykazywata
najwicksza aktywnos$¢ wobec substratow heksapeptydowych, jednak w mniejszym stopniu
rozpoznawata rowniez pentapeptydy oraz substraty typu IQF. Podjednostka B5i najlepiej
rozpoznawata substraty penta- i heksapeptydowe, ale wykazata réwniez aktywnos¢ wobec
tripeptydow. Otrzymane wyniki moga postuzy¢ jako podstawa do dalszych badan nad
opracowaniem narze¢dzi chemicznych (substratéw, inhibitorow) o zwiekszonej selektywnosci

wobec poszczegdlnych aktywnosci proteasomalnych.

Podsumowujac, w niniejszej rozprawie doktorskie;j:

1. Zsyntezowano biblioteki peptydowych substratow fluorogenicznych stuzace do
okreslenia specyficznosci substratowej podjednostek katalitycznych ludzkiego

proteasomu 20S oraz immunoproteasomu w pozycjach P6-P5

2. Zsyntezowano biblioteki peptydowych substratow typu IQF stuzace do okreslenia
specyficznosci substratowej podjednostek katalitycznych ludzkiego proteasomu

20S oraz immunoproteasomu w pozycjach P1°-P2’

3. Scharakteryzowano specyficzno$¢ substratowa podjednostkek katalitycznych P11,
B2i oraz B5i ludzkiego immunoproteasomu w pozycjach P4-P2 i porownano z

wczesniej opisang specyficznoscig substratowg ludzkiego proteasomu 20S

4. Scharakteryzowano 1 poroéwnano specyficzno$¢ substratowg podjednostkek
katalitycznych B11, B21, 51 ludzkiego immunoproteasomu oraz podjednostek 1, B2,
BS proteasomu 20S w pozycjach P6-P5

5. Scharakteryzowano 1 porownano specyficzno$¢ substratowa podjednostkek
katalitycznych P11, 21, 51 ludzkiego immunoproteasomu oraz podjednostek 1, B2,
B5 proteasomu 20S w pozycjach P1’-P2’

6. Zsyntezowano seri¢ dipeptydowych substratoéw fluorogenicznych wykazujacych

specyficzno$¢ wobec podjednostki B1i ludzkiego immunoproteasomu

7. Zsyntezowano dipeptydowy inhibiotor specyficzny wobec podjednostki Bli

ludzkiego immunoproteasomu
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5. Cze¢$¢ eksperymentalna

Wszystkie badania opisane w rozprawie zostaly wykonane w laboratorium prof. dra hab.
Marcina Draga w Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania na Wydziale Chemicznym
Politechniki Wroctawskiej. Odczynniki wykorzystane do syntez zostaly zakupione w firmach:
Sigma-Aldrich, VWR International, Iris Biotech GmbH, Combi Blocks, AAPPTec, Merck
Milipore 1 Termo Fisher Scientific. Wyizolowane i1 oczyszczone ludzkie proteazy: proteasom
20S 1 immunoproteasom zostaly zakupione w firmie South Bay Bio.

Analizy LC-MS otrzymanych zwigzkoéw wykonano z uzyciem systemu Waters Alliance
€2695, detektora UV-Vis 2489 oraz spektrometru masowego Acquity QDa. System LC byt
wyposazony w kolumne analityczng Phenomex Jupiter C4. Rozdziat prowadzono w ukladzie
odwréconych faz: A — 0,1% wodny roztwor HCOOH, B — 0,1% roztwér HCOOH w ACN.
Zmiana gradientu: 95% fazy A do 95% B fazy B w ciggu 15 minut.

5.1. Synteza znacznika fluorescyjnego Fmoc-ACC-OH

Synteza znacznika fluorescencyjnego Fmoc-ACC-OH sktadata si¢ z 4 etapow 1 opierata

si¢ zmodyfikowanym raporcie opisanym przez Maly’ego 1 wspoOtpracownikow [48].

Synteza (3-hydroksyfenylo)karbaminianu etylu:

W kolbie trdjszyjnej okraglodennej o objetosci 2 1 umieszczono 3-aminofenol (154,63
g, 1,42 mol) oraz 750 ml EtOAc. Mieszaning ogrzewano w koszu grzejnym pod chiodnicg
zwrotng przez 30 minut. Nastgpnie przez godzing wkraplano powoli chloromréwczan etylu
(65,8 ml, 0,69 mol). Mieszaning ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 30 minut, a nast¢pnie
schtodzono do temperatury pokojowej. Otrzymany bialy osad przefiltrowano na lejku ze
spiekiem 1 przemyto trzykrotnie 300 ml EtOAc. Przemyty osad odrzucono, a przesacz
zageszczono na wyparce. Kiedy roztwor przyjat posta¢ gestego syropu o zoitym zabarwieniu,
wylano go do krystalizatora i zainicjowano proces krystalizacji za pomocg szklanej bagietki.
Wykrystalizowany produkt w postaci biatych krysztalow odsaczono na lejku ze spiekiem,
przeniesiono do krystalizatora 1 wysuszono na powietrzu. Otrzymano 105,35 g (3-
hydroksyfenylo)karbaminianu etylu (wydajno$¢: 84,6%). Mas¢ molowa produktu

potwierdzono za pomocg LC-MS (m/z obliczone [M+H]" = 182,08, m/z zmierzone [M+H]" =
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181,88). Otrzymany produkt wykorzystano w kolejnym etapie syntezy bez dalszego

oczyszczania.

) o)
+ )J\ EtOAc, refluks )k
HoN OH /\o cl /\o N OH

H

Rysunek 62. Schemat syntezy (3-hydroksyfenylo)karbaminianu etylu.

Synteza kwasu 7-N-(karbetoksy)aminokumaryno-4-octowego:

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 3 1 zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne
dodano 1,51 70% H2S04 i schtodzono w tazni lodowej. Przez godzing dodawano porcjami (3-
hydroksyfenylo)-karbaminian etylu (55,02 g, 0,304 mol), a nastgpnie przez kolejng godzing
porcjami dodawano kwas 1,3-acetonodikarboksylowy (49 g, 0,335 mol). Nastepnie taznie
lodowa usuni¢to i reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 10 godzin. Po tym
czasie zawarto$¢ kolby przelano do dwoch zlewek o pojemnosci 3 1 wypetionych
pokruszonym lodem i mieszano przez 30 minut. Otrzymany bialy osad przesaczono na lejku ze
spiekiem, przemyto Et20 i rozpuszczono w acetonitrylu. Mieszaning doprowadzono do
wrzenia 1 mieszano przez 30 minut. Nastgpnie schtodzono ja do temperatury pokojowe;j
iprzesagczono na lejku ze spiekiem. Otrzymano 70,83 g kwasu 7-N-
(karbetoksy)aminokumaryno-4-octowego (wydajnos¢: 79,95%). Mase molowag produktu
potwierdzono za pomocg LC-MS (m/z obliczone [M+H]" = 292,08, m/z zmierzone [M+H]" =
291,93). Otrzymany produkt wykorzystano w kolejnym etapie syntezy bez dalszego

oczyszczania.

OH

0 X

o) o
HO OH
/\o N OH /\o N 0 o
H H
0 0

Rysunek 63. Schemat syntezy kwasu 7-N-(karbetoksy)aminokumaryno-4-octowego.
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Synteza kwasu 7-aminokumaryno-4-octowego:

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 3 1 zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne
rozpuszczono NaOH (189,94 g, 4,75 mol) w 1,24 wody destylowanej. Nastgpnie porcjami
dodawano kwas 7-N-(karbetoksy)aminokumaryno-4-octowy (138,84 g, 0,477 mol)
1 mieszaning ogrzano do wrzenia. Reakcj¢ prowadzono przez 3 godziny pod chtodnicg zwrotna,
a nastepnie schtodzono do temperatury pokojowej. Zawarto$¢ kolby przelano do zlewki
o pojemnosci 5 1 zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne. Roztwor schtodzono w tazni lodowe;j
1 powoli dodawano do niego niewielkimi porcjami stezony H2SO4 do otrzymania pH 2,35.
Kwas 7-aminokumaryno-4-octowy wytracit si¢ z roztworu w postaci zoéttego osadu wraz
z produktem ubocznym — Na2SO4. Wytracony osad odsgczono i wysuszono w eksykatorze nad
bezwodnym P205. W celu oddzielenia produktu od Na2SO4, 20 g mieszaniny osadéw
umieszczono w kolbie gruszkowej o pojemnosci 1 1 1 dodano 200 ml acetonu i ogrzewano
w temperaturze 60°C przez 20 minut. Otrzymang zawiesing przesaczono na lejku ze spiekiem
i odrzucono osad. Zachowany przesacz odparowano do sucha na wyparce proézniowej w celu
odzyskania produktu. Czynno$¢ t¢ powtarzano az oddzielono cato§¢ kwasu kwasu 7-
aminokumaryno-4-octowego od Na2SO4. Uzyskano 55,17 g produktu (wydajnos¢ 52,8%).
Mase molowg i czysto$¢ produktu potwierdzono za pomocg LC-MS (m/z obliczone [M+H]" =
220,06, m/z zmierzone [M+H]" = 219,87). Otrzymany produkt wykorzystano w kolejnym

etapie syntezy bez dalszego oczyszczania.

OH OH

\o o)
0 X X
)L NaOH, refluks
/\o N o/ \o H,N o/ (o)

Rysunek 64. Schemat syntezy kwasu 7-aminokumaryno-4-octowego.

V4
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Synteza kwasu 7-N-(fluorenylometoksykarbonylo)aminokumaryno-4-octowego:

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 1 1 zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne
umieszczono kwas 7-aminokumaryno-4-octowy (9,70 g, 0,04 mol), DMC (73 ml) i DIPEA (17
ml). Mieszaning¢ schtadzano w 1azni lodowej przez 15 minut i dodano TMSCL (13 ml).
Nastepnie tazni¢ lodowa usunigto 1 mieszaning ogrzewano pod chtodnica zwrotng

w temperaturze wrzenia przez 3 godziny. Po tym czasie zawarto$¢ kolby schtodzono do
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temperatury ponizej 10°C 1 porcjami dodawano Fmoc-Cl (12,8 g, 0,05 mol). Nastepnie reakcje
prowadzono na mieszadle magnetycznym w temperaturze pokojowej i bez dostepu Swiatta
przez 12 godzin. Po tym czasie do zawartosci kolby dodano 243 ml MeOH 1 wytrzasano przez
30 minut. Wytragcony produkt w postaci bialego osadu odsgczono na lejku ze spiekiem
1 przemyto: trzykrotnie MeOH, trzykrotnie heksanem i trzykrotnie Et20. Odsaczony produkt
przeniesiono do krystalizatora i wysuszono na powietrzu. Otrzymano 15,73 g Fmoc-ACC-OH
(wydajnos¢ 81,0%). Mase molowa i czysto$¢ produktu potwierdzono za pomocg LC-MS (m/z
obliczone [M+H]" = 442,13, m/z zmierzone [M+H]" = 442,21). Otrzymany produkt

wykorzystano do kolejnych syntez bez dalszego oczyszczania.
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Rysunek 65. Schemat syntezy kwasu 7-N-(fluorenylometoksykarbonylo)aminokumaryno-4-
octowego.

5.2. Synteza bibliotek fluorogenicznych substratow peptydowych PS5 i P6

Wszystkie biblioteki P5 oraz P6 zsyntezowano na podtozu stalym. Synteza dla kazdej
znich przebiegata w analogiczny sposob, a ponizsza procedur¢ opisano na przyktadzie
biblioteki P5 dedykowanej podjednostce kaspazo-podobnej proteasomu 20S. W szkalnym
reaktorze umieszczono 10 g zywicy amidowej Amide Rink (stopien podstawienia: 0,74
mmol/g). Zywice spulchniono w dichlorometanie (DCM) przez 30 minut i nastepnie przemyto
trzykrotnie dimetyloformamidem (DMF). Nastepnie, w celu usunigcia grupy ochronnej Fmoc,
do reaktora dodano 20% roztwor piperydyny w DMF i1 umieszczono na kotysce na 5 minut. Po
tym czasie zywic¢ przemyto DMF, dodano §wieza porcj¢ roztworu piperydyny 1 reaktor
pozostawiono na kotysce na 15 minut. Po tym Zywica zostata przemyta szesciokrotnie DMF.
Po przeprowadzeniu hydrolizy grupy Fmoc wykonano test ninhydrynowy w celu potwierdzenia
obecnosci wolnych grup aminowych. Kilkanascie ziaren zywicy zostatlo umieszczonych
w szklanej probowce 1 dodano do niej roztwor ninhydryny w 96% alkoholu etylowym

skazonym eterem dietylowym. Probowke z zywica inkubowano w temperaturze 95°C przez 5

108



minut. Po tym czasie zaobserwowano zmian¢ koloru zywicy z jasnozottej na ciemnogranatowa,
co potwierdzito obecno$¢ wolnych grup aminowych. Opisang procedur¢ usuni¢cia grupy Fmoc
wraz z wykonaniem testu ninhydrynowego przeprowadzono przed przytaczeniem kazdej reszty
aminokwasowej. Nastepnie w proboéwce typu Falcon o pojemnosci 50 ml odwazono Fmoc-
ACC-OH (8,16 g, 18,5 mmol, 2,5 rownowaznika molowego) i HATU (7,03 g, 18,5 mmol, 2,5
roéwnowaznika molowego). Zawarto$¢ probéwki rozpuszczono w 45 ml DMF 1 dodano 2.,4,6-
kolidyne (2,44 ml, 18,5 mmol, 2,5 réwnowaznika molowego). Aktywowany roztwor
przeniesiono do reaktora i pozostawiono na kolysce na 24 godziny. Po tym czasie zywice
przemyto trzykrotnie DMF, dodano §wieza porcje aktywowanego roztworu Fmoc-ACC-OH,
HATU i 2,4,6-kolidyny i pozostawiono na kolejne 24 godziny. Po tym czasie przeprowadzono
test ninhydrynowy, ktorego negatywny wynik §wiadczyt o braku wolnych grup aminowych
1 usunigto grupe ochronng Fmoc zgodnie z procedura opisang powyzej. Nastepnie w probowce
typu Falcon odwazono po 2,5 rownowaznika molowego Fmoc-Asp-OH (7,60 g, 18,5 mmol)
oraz HATU (7,03 g, 18,5 mmol) i nastepnie rozpuszczono w 40 ml DMF. Do roztworu dodano
2,4,6-kolidyng (3,66 ml, 18,5 mmol, 2,5 rownowaznika molowego) i przeniesiono do reaktora.
Po 2,5 godziny usuni¢to grupe ochronng Fmoc bez uprzedniego przeprowadzenia testu
ninhydrynowego, poniewaz ninhydryna nie reaguje z grupa aminowg ACC. W kolejnych
etapach wydhuzono tancuch peptydowy o pozycje P2, P3 i P4 postepujac w analogiczny sposéb
jak podczas przytaczania aminokwasu P1. Po otrzymaniu sekwencji H>oN-Lys-Pro-Nle-Asp-
ACC-Rink, zywicg¢ przemyto trzykrotnie DMF, trzykrotnie DCM 1 trzykrotnie metanolem,
a nastgpnie wysuszono w eksykatorze nad bezwodnym P;0Os. Wysuszona zywice
rozporcjowano do dwoch 48-dotkowych syntezatoréw potautomatycznych (100 mg na porcje),
spulchniono przez 30 minut w DCM, a nastepnie przemyto trzykrotnie DMF. Do kazdej z porcji
przytaczono w pozycji P5 jeden z 98 wcze$niej wybranych aminokwaséw (Tabela 12).
Sprzeganie zostatlo przeprowadzone z wykorzystaniem 2,5 réwnowaznikow molowych
aminokwasu, HATU 1 2,4,6-kolidyny rozpuszczonych w 0,8 ml DMF. Reakcja byla
prowadzona przez 24 godziny, a nastgpnie przeprowadzono test ninhydrynowy, usuni¢to grupe
ochronng Fmoc i1 wykonano kolejny test ninhydrynowy. W kolejnym kroku do kazdej porcji
zywicy przylaczono mieszaning izokinetyczng 18 naturalnych aminokwasow i norleucyny (2,5
réwnowaznika molowego, z pomini¢ciem cysteiny i metioniny) za pomoca HOBt (28 mg,
0,185 mmol, 2,5 r6wnowaznika molowego) 1 DICI (24 pl, 0,185 mmol, 2,5 rownowaznika
molowego). Reakcje prowadzono 24 godziny, a nast¢pnie usuni¢to grupe ochronng Fmoc. Po
hydrolizie przeprowadzono reakcje acetylacje koncowej grupy aminowej. W tym celu w dwoch

probdéwkach typu Falcon odwazono HBTU (6,75g, 17,76 mmol, 5 réwnowaznikéw molowych,
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dla 48 porcji z zywicg) i rozpuszczono w 40 ml DMF. Do kazdej probéwki dodano kwas octowy
(1,07 ml, 17,76 mmol, 5 rownowaznikow molowych, dla 48 porcji z zywicg) i DIPEA (3,09 ml,
17,76 mmol, 5 réwnowaznikow molowych, dla 48 porcji z zywica. Roztwory aktywowano
przez 3 minuty, a nastepnie rozpipetowano do syntezatorow (po 0,8 ml na dotek z zywicg). Po
godzinie zywice przemyto pigciokrotnie DMEF, trzykrotnie DCM, trzykrotnie MeOH
1 wysuszono w eksykatorze nad bezwodnym P205. Ostatni etap syntezy polegal na hydrolizie
peptydow z zywicy. Do tego celu wykorzystano mieszaning kwas trifluorooctowy (TFA):
triizopropylosilan (TIPS): woda w stosunku 95:2,5:2,5. Reakcj¢ hydrolizy prowadzono przez 2
godziny, a nastgpnie roztwor z kazdego dotka przeniesiono do osobnej probowki typu Falcon o
obojetosci 15 ml. Do kazdej probéwki dodano zimny eter dietylowy do objetosci 12 ml.
Wytracony osad zwirowano (4°C, 4 minuty, 4400 rpm), a nastepnie zlano roztwor i uzupetniono
Swiezg porcja eteru do objetosci 6 ml. Zawarto§¢ proboéwek wymieszano, a nastepnie znow
zwirowano 1 zlano roztwor znad osadu. Otrzymane osady pozostawiono do wysuszenia na
powietrzu, a nastepnie zliofilizowano. Gotowa biblioteke rozpuszczono w DMSO do st¢zenia

10 mM i przechowywano w temperaturze -20°C do momentu uzycia.

Tabela 12. Lista naturalnych i nienaturalnych aminokwaséw wykorzystanych do syntezy
bibliotek fluorogenicznych substratéw peptydowych PS5 i P6.

Numer Aminokwas w pozycji
substratu PS lub P6

1 L-Ala
2 L-Arg
3 L-Asn
4 L-Asp
5 L-GIn
6 L-Glu
7 Gly

8 L-His
9 L-Ile
10 L-Leu

110



11 L-Lys
12 L-Nle
13 L-Phe
14 L-Pro
15 L-Ser
16 L-Thr
17 L-Trp
18 L-Tyr
19 L-Val
20 D-Ala
21 D-Arg
22 D-Asn
23 D-Asp
24 D-GIn
25 D-Glu
26 D-His
27 D-Leu
28 D-Lys
29 D-Phe
30 D-Pro
31 D-Ser
32 D-Phg
33 D-Thr
34 D-Trp
35 D-Tyr
36 D-Val

111



37 D-hPhe

38 L-Hyp

39 L-Hyp(Bzl)
40 L-Oic

41 L-Pip

42 L-Tic

43 L-Dap

44 L-Dab

45 L-Cit

46 L-Orn

47 L-Lys(TFA)
48 L-Lys(Ac)
49 L-Lys(2-Cl-Z)
50 L-Trp(Me)
51 L-Asp(O-Me)
52 L-Asp(O-CHx)
53 L-Asp(O-Bzl)
54 L-Glu(O-Me)
55 L-Glu(O-CHx)
56 L-Glu(O-Bzl)
57 L-Aad

58 L-Phe(guan)
59 L-Phe(2-Cl)
60 L-Phe(3-Cl)
61 L-Phe(4-Cl)
62 L-Phe(3,4-Cl>)
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63 L-Phe(2-F)
64 L-3-Pal

65 L-4-Pal

66 L-Ala(2-th)
67 L-Ala(Bth)
68 L-Abu

69 L-Phe(4-NO»)
70 L-Ser(Ac)
71 L-Ser(Bzl)
72 L-Dab(Z)
73 L-Phe(4-Me)
74 L-Phe(NH>)
75 L-Cys(MeBzl)
76 L-Cys(4-MeOBzl)
77 L-Met(O)
78 L-Met(O),
79 L-2-Aoc

80 L-Phg

81 L-hPhe

82 L-Chg

83 L-hCha

84 L-Igl

&5 L-1-Nal

86 L-2-Nal

87 L-hLeu

88 L-Tyr(Me)
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89 L-Tyr(2,6-Cl>Bzl)
90 L-Tyr(Bzl)

91 L-hTyr

92 L-Nva

93 L-2-Fal

94 L-2-Abz

95 L-3-Abz

96 L-4-Abz

5.3. Badania Kkinetyczne bibliotek fluorogenicznych substratow peptydowych P2-P4 oraz
P5SiPé6

Zsyntezowane biblioteki P5 1 P6 zostaty wykorzystane do okreslenia specyficznosci
substratowej proteasomu 20S i immunoproteasomu w kieszeniach S5 i S6. Badania kinetyczne
przeprowadzono z wykorzystaniem spektrofluorymetru (Molecular Devices Spectramax
Gemini XPS) w 384 dotkowych plytkach (Corning®, ptaskie dno, biate) zawierajacych 1 pl
roztworu substratu w DMSO i 49 pl roztworu enzymu w buforze (sktad buforu: 0,5 mM EDTA,
20 mM HEPES), ktory byt wczesniej inkubowany w temperaturze 37°C. Koncowe st¢zenie
substratow na plytce wynosito 5 uM, natomiast stezenie proteasomu 20S 0,5 uM,
a immunoproteasomu 1,5 nM. Pomiar szybkos$ci hydrolizy substratow prowadzono przez 30
minut w temperaturze 37°C przy dtugos$ciach fali: wzbudzenia Aexc = 355 nM 1 emisji Aem = 460
nm. Podczas analizy wybrano jedynie liniowy odcinek przyrostu fluorescencji w czasie
(RFU/s). Kazdy pomiar przeprowadzono trzykrotnie, a wyniki przedstawiono jako wartosci
srednie. Profile specyficznosci ludzkich proteasomach w kieszeniach S5 1 S6 przedstawiono
w postaci wykresow kolumnowych, gdzie najwyzsza wartos¢ RFU/s w danej pozycji

przedstawiono jako 100% i przyrownano do niej wartosci RFU/s pozostatych substratow.

5.4. Synteza bibliotek substratow peptydowych typu IQF P1’i P2’

Wszystkie biblioteki P1° oraz P2’ zsyntezowano na podiozu stalym. Synteza dla kazde;

z nich przebiegala w analogiczny sposob, a ponizszg procedure¢ opisano na przyktadzie
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biblioteki P1’ dedykowanej podjednostce kaspazo-podobnej proteasomu 20S. W szkalnym
reaktorze umieszczono 10 g zywicy amidowej Amide Rink (stopien podstawienia: 0,74
mmol/g). Zywice spulchniono w dichlorometanie (DCM) przez 30 minut i nastepnie przemyto
trzykrotnie dimetyloformamidem (DMF). Nastepnie, w celu usuni¢cia grupy ochronnej Fmoc,
do reaktora dodano 20% roztwor piperydyny w DMF i umieszczono na kotysce na 5 minut. Po
tym czasie zywic¢ przemyto DMF, dodano §wieza porcje roztworu piperydyny i reaktor
pozostawiono na kotysce na 15 minut. Po tym Zywica zostata przemyta szesciokrotnie DMF.
Po przeprowadzeniu hydrolizy grupy Fmoc wykonano test ninhydrynowy w celu potwierdzenia
obecnosci wolnych grup aminowych. Kilkanascie ziaren zywicy zostato umieszczonych
w szklanej probowce i dodano do niej roztwor ninhydryny w 96% alkoholu etylowym
skazonym eterem dietylowym. Probowke z zywicg inkubowano w temperaturze 95°C przez 5
minut. Po tym czasie zaobserwowano zmiang¢ koloru zywicy z jasnozoéttej na ciemnogranatowa,
co potwierdzito obecno$¢ wolnych grup aminowych. Opisana procedure usuni¢cia grupy Fmoc
wraz z wykonaniem testu ninhydrynowego przeprowadzono przed przytaczeniem kazdej reszty
aminokwasowej. Nastepnie w probowce typu Falcon o pojemnosci 50 ml odwazono Fmoc-Gly-
OH (5,50 g, 18,5 mmol, 2,5 rdwnowaznika molowego) i HATU (7,03 g, 18,5 mmol, 2,5
roéwnowaznika molowego). Zawarto$¢ probéwki rozpuszczono w 45 ml DMF 1 dodano 2.4,6-
kolidyne (2,44 ml, 18,5 mmol, 2,5 rownowaznika molowego). Aktywowany roztwor
przeniesiono do reaktora 1 pozostawiono na kotysce na 2,5 godziny. Po tym czasie
przeprowadzono test ninhydrynowy, ktorego negatywny wynik $§wiadczyt o braku wolnych
grup aminowych i usunieto grupe ochronng Fmoc zgodnie z procedura opisang powyze;j.
Nastepnie w probowce typu Falcon odwazono po 2,5 rownowaznika molowego Fmoc-
Lys(Dnp)-OH (9,89 g, 18,5 mmol) oraz HATU (7,03 g, 18,5 mmol) i nast¢gpnie rozpuszczono
w 40 ml DMF. Do roztworu dodano 2,4,6-kolidyne (3,66 ml, 18,5 mmol, 2,5 rownowaznika
molowego) 1 przeniesiono do reaktora. Po 2,5 godziny przeprowadzono test ninhydrynowy
(wynik negatywny) 1 usuni¢to grupe ochronng Fmoc. Nastepnie do zywicy przylaczono Gly
1 Val. Po otrzymaniu sekwencji H2N-Val-Gly-Lys(Dnp)-Gly-Rink zywice przemyto trzykrotnie
DMEF, trzykrotnie DCM, trzykrotnie MeOH i1 wysuszono w eksykatorze nad bezwodnym P>Os.
Wysuszong zywice rozporcjowano do dwdch 48-dotkowych syntezatoréw potautomatycznych
(100 mg na porcje), spulchniono przez 30 minut w DCM, a nastgpnie przemyto trzykrotnie
DMF. Do kazdej z porcji przytaczono w pozycji P1’ jeden z wczesniej wybranych
aminokwasow (Tabela 13). Sprzeganie zostalo przeprowadzone z wykorzystaniem 2,5
réwnowaznikow molowych aminokwasu, HATU 1 2,4,6-kolidyny rozpuszczonych w 0,8 ml

DMF. Reakcja byla prowadzona przez 24 godziny, a nastgpnie przeprowadzono test
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ninhydrynowy (wynik negatywny), usuni¢to grupe ochronng Fmoc 1 wykonano kolejny test
ninhydrynowy (wynik pozytywny). W kolejnych krokach wydluzono tancuch peptydowy
o pozycje P5-P1. W kolejnym kroku do otrzymanej sekwencji HoN-Gly-Lys-Pro-Nle-Asp-P1°-
Val-Gly-Lys(Dnp)-Gly-Rink przylaczono znacznik fluorescencyjny Fmoc-ACC-OH. W tym
celu w dwoch probdéwkach typu Falcon o pojemnosci 50 ml odwazono Fmoc-ACC-OH (8,16
g, 18,5 mmol, 2,5 réwnowaznika molowego) i HATU (7,03 g, 18,5 mmol, 2,5 rownowaznika
molowego). Zawarto$¢ kazdej probowki rozpuszczono w 45 ml DMF i dodano 2,4,6-kolidyne
(2,44 ml, 18,5 mmol, 2,5 réwnowaznika molowego). Roztwory aktywowano przez 3 minuty,
rozpipetowano do reaktorow (0,8 ml na dotek) i pozostawiono na kotysce na 24 godziny. Po
tym czasie zywice przemyto trzykrotnie DMF, dodano §wiezg porcje aktywowanego roztworu
Fmoc-ACC-OH, HATU i 2.,4,6-kolidyny i pozostawiono na kolejne 24 godziny. Po tym czasie
przeprowadzono test ninhydrynowy (wynik negatywny) i usuni¢to grup¢ ochronng Fmoc.
Nastepnie zywice przemyto trzykrotnie DMF, trzykrotnie DCM, trzykrotnie MeOH
i wysuszono w eksykatorze nad bezwodnym P205. Ostatni etap syntezy polegat na hydrolizie
peptydow z zywicy. Do tego celu wykorzystano mieszaning kwas trifluorooctowy (TFA):
triizopropylosilan (TIPS): woda w stosunku 95:2,5:2.5. Reakcj¢ hydrolizy prowadzono przez 2
godziny, a nast¢pnie roztwor z kazdego dotka przeniesiono do osobnej probowki typu Falcon
o0 obojetosci 15 ml. Do kazdej probowki dodano zimny eter dietylowy do objetosci 12 ml.
Wytragcony osad zwirowano (4°C, 4 minuty, 4400 rpm), a nastepnie zlano roztwor 1 uzupelniono
Swiezg porcja eteru do objetosci 6 ml. Zawarto$¢ probéwek wymieszano, a nastepnie zndw
zwirowano 1 zlano roztwor znad osadu. Otrzymane osady pozostawiono do wysuszenia na
powietrzu, a nastepnie oczyszczono za pomocg HPLC 1 zliofilizowano. Gotowe proszki
rozpuszczono w DMSO do stezenia 10 mM 1 przechowywano w temperaturze -20°C do
momentu badafh. Kazdy z otrzymanych zwiazkéw poddano analizie LC-MS, a ich czystos$¢

wynosita przynajmniej 95%.
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Tabela 13. Struktura podbiblioteki: ACC-Gly-Lys-Pro-Nle-Asp-P1’-VaL-Gly-Lys(Dnp)-Gly-

NHz
Numer substratu A;I:)izn;cl;iw;:,w (M+H)?* obliczone z(rlr\l/i[::zl()) :e
1 L-Ala 654,29 654,48
2 L-Arg 696,83 697,08
3 L-Asn 675,80 676,04
4 L-Asp 676,29 676,50
5 L-Gln 683,30 683,51
6 L-Glu 682,82 682,98
7 Gly 647,29 647,45
8 L-His 687,31 687,50
9 L-Ile 675,32 675,56
10 L-Leu 675,32 675,57
11 L-Lys 682,82 683,05
12 L-Nle 675,32 675,57
13 L-Phe 692,32 692,53
14 L-Pro 667,3 667,41
15 L-Ser 662,29 662,57
16 L-Thr 669,30 669,55
17 L-Trp 711,82 712,13
18 L-Tyr 700,31 700,62
19 L-Val 668,32 668,57
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20 D-Ala 654,29 654,42
21 D-Arg 696,83 697,02
22 D-Asn 675,8 675,93
23 D-Asp 676,29 676,44
24 D-GIn 682,82 682,92
25 D-Glu 683,30 683,45
26 D-His 687,31 687,46
27 D-Leu 675,32 675,43
28 D-Lys 682,82 682,97
29 D-Phe 692,32 692,48
30 D-Pro 667,3 667,44
31 D-Ser 662,29 662,42
32 D-Phg 685,31 685,44
33 D-Thr 669,30 669,42
34 D-Trp 711,82 712,01
35 D-Tyr 700,31 700,50
36 D-Val 668,32 668,40
37 D-hPhe 699,32 699,49
38 B-Ala 654,29 654,30
39 L-Cit 697,32 697,49
40 L-hCit 704,33 704,52
41 L-Agp 682,81 682,96
42 L-Arg(NO») 719,32 719,51
43 L-Aad 690,32 690,58
44 L-hArg 703,85 704,12
45 L-Phe(NH>) 699,82 700,10
46 L-Phe(guan) 720,83 721,04
47 L-Aze 660,29 680,42
48 L-Hyp 675,3 675,44
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49 L-Hyp(Bzl) 720,33 720,52
50 L-Thz 676,29 676,46
51 L-Oic 694,33 694,5

52 L-Idc 691,31 691,55
53 L-Pip 674,32 674,62
54 L-Tic 698,32 698,5

55 L-Inp 674,32 674,44
56 L-2-Fal 687,30 687,48
57 L-Dap 661,80 681,94
58 L-Dab 668,81 668,97
59 L-Dab(Z) 736,03 736,08
60 L-Orn 675,82 675,99
61 L-Lys(TFA) 730,82 731,04
62 L-Lys(Ac) 703,78 704,02
63 L-Lys(2-Cl1Z) 766,83 767,04
64 L-Lys(Me) 689,84 690,12
65 L-His(Bzl) 732,33 732,59
66 L-His(3-Bom) 747,34 747,67
67 L-Ala(2-th) 695,29 695,49
68 L-Ala(Bth) 687,30 721,01
69 Aib 661,31 661,42
70 L-Abu 661,32 661,43
71 L-Trp(Me) 718,77 719,03
72 L-Ser(Ac) 683,30 654,16
73 L-Ser(Bzl) 707,32 707,45
74 L-hSer 669,30 669,44
75 L-hSer(Bzl) 714,33 714,52
76 L-Thr(Bzl) 714,33 714,52
77 L-Cys(Bzl) 715,31 715,61
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78 L-Cys(MeBzl) 722,32 722,6
79 L-Cys(4-MeOBzl) 730,31 730,58
80 L-Met 684,30 684,47
81 L-Met(O) 692,29 692,48
82 L-Met(O)2 700,29 700,48
83 L-Igl 705,32 705,55
84 L-hPhe 699,32 699,5
85 L-Chg 688,33 688,52
86 L-Cha 695,34 695,53
87 L-hCha 702,35 702,58
88 L-Tle 675,32 675,52
89 L-hLeu 682,33 682,49
90 L-3-Pal 692,81 692,98
91 L-4-Pal 692,81 693,02
92 L-1-Nal 717,32 717,54
93 L-2-Nal 717,32 717,57
94 L-Bip 730,33 730,62
95 L-Bpa 744,33 744,61
96 L-Nva 668,45 668,64
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Tabela 14. Struktura podbiblioteki: ACC-Gly-Lys-Pro-Nle-Asp-Ser-P2’-Gly-Lys(Dnp)-Gly-
NH>

NH,

HoN
o]

H
N

\)}\ : on
N o 0 o o
H
H H H

o o N N N N NH,

; N : N N ; N

i H : H H : H

= ) E\’/o ) P2 o 2 o

B

OH

Numer substratu Aminokwas w pozycji (M,+ Wy (M+H)** zmierzone
PY° obliczone
1 L-Ala 647,78 648,42
2 L-Arg 690,81 691,01
3 L-Asn 669,29 669,92
4 L-Asp 670,28 670,40
5 L-GIn 677,28 677,43
6 L-Glu 676,79 676,94
7 Gly 640,27 641,40
8 L-His 680,29 681,46
9 L-Ile 669,30 669,44
10 L-Leu 669,30 669,44
11 L-Lys 676,81 676,96
12 L-Nle 669,30 669,46
13 L-Phe 686,29 686,51
14 L-Pro 661,29 661,45
15 L-Ser 656,28 656,40
16 L-Thr 663,29 663,42
17 L-Trp 705,80 706,11
18 L-Tyr 694,29 694,49
19 L-Val 662,29 662,44
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20 D-Ala 647,78 648,45
21 D-Arg 690,81 691,00
22 D-Asn 669,29 669,95
23 D-Asp 670,28 670,44
24 D-GIn 677,28 676,99
25 D-Glu 676,79 677,46
26 D-His 680,29 681,50
27 D-Leu 669,30 661,48
28 D-Lys 676,81 656,45
29 D-Phe 686,29 686,51
30 D-Pro 661,29 661,16
31 D-Ser 656,28 656,44
32 D-Phg 679,29 679,56
33 D-Thr 663,29 663,46
34 D-Trp 705,8 706,06
35 D-Tyr 694,29 662,51
36 D-Val 662,29 694,6

37 D-hPhe 693,30 693,44
38 B-Ala 647,78 648,65
39 L-Aze 654,28 654,33
40 L-Hyp 669,29 669,53
41 L-Hyp(Bzl) 714,31 714,56
42 L-Thz 670,29 670,48
43 L-Oic 688,31 688,56
44 L-ldc 685,29 641,96
45 L-Pip 668,29 668,50
46 L-Tic 692,29 692,53
47 L-Inp 690,29 668,50
48 2Fal 674,28 681,51
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49 AC5C 668,29 668,47
50 L-Dap 655,79 656,44
51 L-Dab 677,78 663,01
52 L-Dab(2) 722,81 730,04
53 L-Cit 691,31 691,47
54 L-hCit 698,31 699,09
55 L-Orn 669,58 670,49
56 L-hArg 697,82 698,10
57 L-His(Bzl) 726,32 726,56
58 L-His(3-Bom) 741,32 741,64
59 L-3-Pal 686,79 687,04
60 L-4-Pal 686,79 686,98
61 L-Ala(2-th) 689,29 689,52
62 L-Ala(Bth) 714,78 715,12
63 Aib 655,29 655,92
64 L-Abu 655,29 655,44
65 L-Ser(Ac) 677,28 701,50
66 L-Ser(Bzl) 701,30 701,98
67 L-hSer 663,29 663,44
68 L-hSer(Bzl) 708,31 708,59
69 L-Thr(Bzl) 708,29 708,58
70 L-Cys(Bzl) 709,29 709,58
71 L-Cys(MeBzl) 716,29 716,83
72 L-Cys(4-MeOBzl) 724,28 724,43
73 L-Met 678,28 678,52
74 L-Met(O) 686,28 686,54
75 L-Met(0)2 694,28 694,52
76 L-Bip 724,31 724,59
77 L-Bpa 738,31 738,63




78 L-hPhe 693,30 693,57
79 L-Chg 682,31 689,56
80 L-Cha 689,32 689,55
81 L-hCha 696,33 696,57
82 L-Igl 699,30 699,56
83 L-1-Nal 711,31 711,57
84 L-2-Nal 711,32 711,95
85 L-hLeu 676,31 676,47
86 L-Tle 669,30 699,56
87 L-Tyr(Me) 701,30 701,48
88 L-Tyr(2,6-Cl>-Bzl) 773,28 773,44
89 L-Tyr(Bzl) 739,32 739,62
90 L-Tyr(2-Br-2) 800,27 800,40
91 L-hTyr 701,30 701,50
92 L-hTyr(Me) 708,31 708,74
93 L-Nva 662,29 662,43
94 2-Abz 672,28 672,42
95 3-Abz 672,28 672,42
96 4-Abz 672,28 672,42

Tabela 15. Struktura podbiblioteki: ACC-Gly-Phe-His-Glu-Leu-P1’-Ala-Gly-Lys(Dnp)-Gly-
NH:

\%/TN\JKH ! N\)ki/ioN\)k”/H!/N\)LNWN\)L”WNHZ
o oy

NH
2
HN f
N

(M+H)?* zmierzone

(M+H)2Jr
obliczone

Aminokwas w pozycji

Numer substratu
P1’
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1 L-Ala 676,78 677,12
2 L-Arg 719,31 719,69
3 L-Asn 698,28 698,6

4 L-Asp 698,78 699,12
5 L-GIn 705,78 706,14
6 L-Glu 705,29 705,64
7 Gly 669,77 670,06
8 L-His 709,79 710,16
9 L-Ile 697,80 698,17
10 L-Leu 697,80 698,18
11 L-Lys 705,31 705,69
12 L-Nle 697,80 698,17
13 L-Phe 714,80 715,2

14 L-Pro 689,79 690,12
15 L-Ser 684,78 685,06
16 L-Thr 691,79 692,11
17 L-Trp 734,30 734,67
18 L-Tyr 722,79 723,15
19 L-Val 690,80 691,12
20 D-Ala 676,78 677,09
21 D-Arg 719,31 719,59
22 D-Asn 698,28 698,61
23 D-Asp 698,78 699,07
24 D-GIn 705,29 705,63
25 D-Glu 705,78 706,1
26 D-His 709,79 710,12
27 D-Leu 697,80 698.2
28 D-Lys 705,31 705,73
29 D-Phe 714,78 715,21
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30 D-Pro 689,79 690,15
31 D-Ser 684,78 685,11
32 D-Phg 708,22 708,22
33 D-Thr 691,79 692,12
34 D-Trp 734,30 734,70
35 D-Tyr 722,79 723,15
36 D-Val 690,80 691,16
37 D-hPhe 721,80 722,18
38 B-Ala 676,78 677,11
39 L-Cit 720,23 720,31
40 L-hCit 727,54 727,63
41 L-Agp 705,71 706,11
42 L-Agb 712,73 713,14
43 L-Arg(Z)2 853,87 854,11
44 L-hArg 726,75 727,04
45 L-Phe(NH2) 722,74 722,65
46 L-Phe(guan) 743,76 743,55
47 L-Asp(O-Me) 705,78 706,10
48 L-Asp(O-CHx) 739,81 740,43
49 L-Asp(O-Bzl) 743,79 744,21
50 L-Glu(O-Me) 712,79 713,71
51 L-Glu(O-CHx) 746,82 747,18
52 L-Glu(O-Bzl) 750,81 751,34
53 L-Aad 712,79 713,33
54 L-Phe(2-F) 723,79 724,17
55 L-Phe(3-F) 723,79 724,09
56 L-Phe(4-F) 723,79 724,08
57 L-Phe(3,4-F2) 732,79 733,27
58 L-Phe(4-NO2) 731,78 732,24
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59 L-Phe(2-Cl) 731,78 732,29
60 L-Phe(3-Cl) 731,78 732,11
61 L-Phe(4-Cl) 748,76 749,12
62 L-Phe(3,4-Cl) 753,75 754,07
63 L-Phe(4-Br) 777,74 778,16
64 L-Phe(3-]) 777,74 778,22
65 L-Phe(4-1) 721,80 722,01
66 L-Phe(4-Me) 723,79 724,17
67 L-Ala(2-th) 717,78 718,21
68 L-Ala(Bth) 743,28 743,69
69 Aib 683,79 684,14
70 L-Abu 683,79 684,12
71 L-Abu(Bth) 729,80 730,19
72 L-Ser(Ac) 706,05 706,12
73 L-Ser(Bzl) 729,80 730,19
74 L-hSer 691,79 692,02
75 L-hSer(Bzl) 736,81 737,18
76 L-Thr(Bzl) 736,81 737,21
77 L-Cys(Bzl) 737,79 738,15
78 L-Cys(MeBzl) 744,80 745,16
79 L-Cys(4-MeOBzl) 752,80 753,13
80 L-Met 706,78 707,14
81 L-Met(O) 714,78 715,12
82 L-Met(O)2 722,78 723,14
83 L-Phg 708,22 708,22
84 L-hPhe 721,80 722,17
85 L-Chg 710,81 711,16
86 L-Cha 717,81 717,81
87 L-hCha 724,77 724,65
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88 L-2-Aoc 711,82 712,02
89 L-hLeu 704,81 705,16
90 L-Tyr(Me) 729,80 729,73
91 L-Tyr(2,6-Cl,-Bzl) 801,78 802,2
92 L-Tyr(Bzl) 767,82 768,31
93 L-Tyr(2-Br-Z) 829,75 830,05
94 L-hTyr 729,80 730,41
95 L-hTyr(Me) 736,81 737,13
96 L-Nva 690,80 691,16

Tabela 16. Struktura podbiblioteki: ACC-Gly-Phe-His-Glu-Leu-Lys’-P2’-Gly-Lys(Dnp)-Gly-
NH»

OH

NH;
o]
HN
o o o o
H H H H
N\)L N\)L N N\)J\ NH,
N Y N Y N Y N
o o o E\E\‘ o S o P2’ o = o
NO,

2
HN
OZN: i

<

Numer substratu A:)I:)izn;cl;iw;ls,w (fgf;i?:e (M+H)*" zmierzone
1 L-Ala 705,31 705,66
2 L-Arg 747,84 748,22
3 L-Asn 726,81 727,17
4 L-Asp 727,31 727,67
5 L-Gln 734,31 734,73
6 L-Glu 733,82 734,24
7 Gly 698,30 698,33
8 L-His 738,32 738,71
9 L-Ile 726,33 726,72
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10 L-Leu 726,33 726,75
11 L-Lys 733,84 734,14
12 L-Nle 726,33 726,73
13 L-Phe 743,33 743,73
14 L-Pro 718,32 718,71
15 L-Ser 713,31 713,72
16 L-Thr 720,32 720,73
17 L-Trp 762,83 763,22
18 L-Tyr 751,32 751,71
19 L-Val 719,33 719,71
20 D-Ala 705,31 705,66
21 D-Arg 747,84 748,18
22 D-Asn 726,81 727,15
23 D-Asp 727,31 727,69
24 D-GIn 733,82 734,19
25 D-Glu 734,31 734,69
26 D-His 738,32 738,64
27 D-Leu 726,33 726,77
28 D-Lys 733,84 734,23
29 D-Phe 743,31 743,72
30 D-Pro 718,32 718,68
31 D-Ser 713,31 713,65
32 D-Phg 736,77 737,02
33 D-Thr 720,32 720,65
34 D-Trp 762,83 763,20
35 D-Tyr 751,32 751,70
36 D-Val 719,33 719,66
37 D-hPhe 750,33 750,74
38 B-Ala 705,31 705,67
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39 L-Cit 748,78 748,82
40 L-hCit 755,59 755,96
41 L-Agp 734,26 734,55
42 L-Agb 740,27 740,45
43 L-Arg(Z)2 875,41 875,55
44 L-hArg 755,30 755,44
45 L-Phe(NH2) 751,33 751,17
46 L-Phe(guan) 772,31 772,41
47 L-Asp(O-Me) 734,31 734,44
48 L-Asp(O-CHXx) 768,34 768,55
49 L-Asp(O-Bzl) 772,32 772,45
50 L-Glu(O-Me) 741,32 741,67
51 L-Glu(O-CHx) 775,35 775,75
52 L-Glu(O-Bzl) 779,34 779,78
53 L-Aad 741,76 742,33
54 L-Phe(2-F) 752,32 752,75
55 L-Phe(3-F) 752,32 752,77
56 L-Phe(4-F) 752,32 752,71
57 L-Phe(3,4-F2) 761,32 761,68
58 L-Phe(4-NO2) 760,31 760,88
59 L-Phe(2-Cl) 760,31 761,54
60 L-Phe(3-Cl) 760,31 761,33
61 L-Phe(4-Cl) 777,29 777,88
62 L-Phe(3,4-Cly) 782,28 783,41
63 L-Phe(4-Br) 806,27 806,64
64 L-Phe(3-1) 806,27 806,81
65 L-Phe(4-1) 750,33 750,81
66 L-Phe(4-Me) 752,32 752,75
67 L-Ala(2-th) 746,31 746,72

130




68 L-Ala(Bth) 771,81 772,19
69 Aib 712,32 712,69
70 L-Abu 712,32 712,68
71 L-Abu(Bth) 778,91 779,12
72 L-Ser(Ac) 734,80 735,21
73 L-Ser(Bzl) 758,33 758,75
74 L-hSer 720,32 720,68
75 L-hSer(Bzl) 765,34 765,72
76 L-Thr(Bzl) 765,34 765,72
77 L-Cys(Bzl) 766,32 766,82
78 L-Cys(MeBzl) 773,33 773,74
79 L-Cys(4-MeOBzl) 781,33 781,74
80 L-Met 735,31 735,74
81 L-Met(O) 743,31 743,72
82 L-Met(0)2 751,31 751,76
83 L-Phg 736,77 737,02
84 L-hPhe 750,33 750,73
85 L-Chg 739,34 739,73
86 L-Cha 746,34 746,66
87 L-hCha 753,55 753,67
88 L-2-Aoc 740,35 740,73
89 L-hLeu 733,34 733,73
90 L-Tyr(Me) 758,33 758,75
91 L-Tyr(2,6-Cl>-Bzl) 830,31 830,74
92 L-Tyr(Bz) 796,35 796,75
93 L-Tyr(2-Br-Z) 858,29 858,44
94 L-hTyr 758,33 758,73
95 L-hTyr(Me) 765,34 765,71
96 L-Nva 719,33 719,71
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Tabela 17. Struktura podbiblioteki: ACC-Gly-VaL-Thr-Nle-Arg-P1’-Leu-Gly-Lys(Dnp)-Gly-

NH:
¢I(¢ )i¢ ISV P S
o o o L o = A P A
o S U
)\ ““jé
Numer substratu A;I:)izn;cl;iw;:,w (M+H)?* obliczone z(rlr\l/i[::zl()) :e
1 L-Ala 669,44 669,56
2 L-Arg 712,21 712,13
3 L-Asn 691,88 690,93
4 L-Asp 691,33 691,44
5 L-Gln 698,74 698,46
6 L-Glu 698,74 698,89
7 Gly 662,32 622,42
8 L-His 702,33 702,50
9 L-Ile 690,35 690,47
10 L-Leu 690,35 690,44
11 L-Lys 697,85 698,27
12 L-Nle 690,35 690,43
13 L-Phe 707,34 707,48
14 L-Pro 682,32 682,44
15 L-Ser 677,33 677,44
16 L-Thr 684,33 684,43
17 L-Trp 726,84 726,99
18 L-Tyr 715,34 715,49
19 L-Val 683,44 683,44
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20 D-Ala 669,44 669,43
21 D-Arg 712,21 712,33
22 D-Asn 691,88 691,94
23 D-Asp 691,33 691,41
24 D-GIn 697,74 697,96
25 D-Glu 698,74 698,4

26 D-His 702,33 702,53
27 D-Leu 690,35 690,57
28 D-Lys 697,85 698,04
29 D-Phe 707,34 707,46
30 D-Pro 682,32 682,42
31 D-Ser 677,33 677,43
32 D-Phg 700,33 700,47
33 D-Thr 684,33 684,47
34 D-Trp 726,84 727,06
35 D-Tyr 715,34 715,54
36 D-Val 683,34 683,44
37 D-hPhe 714,35 715,38
38 B-Ala 669,32 669,58
39 L-Cit 713,02 712,57
40 L-hCit 719,36 719,49
41 L-Agp 698,25 698,45
42 L-Agb 705,13 705,33
43 L-Arg(Z)2 846,41 846,55
44 L-hArg 719,29 719,65
45 L-Phe(NH2) 715,28 715,65
46 L-Phe(guan) 736,31 736,47
47 L-Asp(O-Me) 698,32 698,44
48 L-Asp(O-CHXx) 732,59 732,87
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49 L-Asp(O-Bzl) 736,33 736,54
50 L-Glu(O-Me) 705,33 705,48
51 L-Glu(O-CHx) 739,37 739,52
52 L-Glu(O-Bzl) 743 45 743,49
53 L-Aad 705,75 705,88
54 L-Phe(2-F) 716,33 716,6
55 L-Phe(3-F) 716,33 716,73
56 L-Phe(4-F) 716,33 716,6
57 L-Phe(3,4-F2) 725,33 725,67
58 L-Phe(4-NO2) 729,83 730,25
59 L-Phe(2-Cl) 724,32 724,99
60 L-Phe(3-Cl) 724,32 724,87
61 L-Phe(4-Cl) 724,32 724,62
62 L-Phe(3,4-CI2) 741,30 741,28
63 L-Phe(4-Br) 746,29 74722
64 L-Phe(3-]) 770,28 770,64
65 L-Phe(4-1) 770,28 770,6
66 L-Phe(4-Me) 714,34 714,81
67 L-Ala(2-th) 710,32 710,45
68 L-Ala(Bth) 735,82 736

69 Aib 676,33 676,45
70 L-Abu 676,33 676,47
71 L-Abu(Bth) 742,84 743,09
72 L-Ser(Ac) 698,33 688,13
73 L-Ser(Bzl) 722,35 722,46
74 L-hSer 684,33 684,43
75 L-hSer(Bzl) 729,35 729,02
76 L-Thr(Bzl) 729,35 729,47
77 L-Cys(Bzl) 730,33 730,44
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78 L-Cys(MeBzl) 737,34 737,5
79 L-Cys(4-MeOBzl) 74534 745,51
80 L-Met 699,31 699,41
81 L-Met(O) 707,35 707,56
82 L-Met(O)2 715,33 715,46
83 L-Phg 700,33 700,49
84 L-hPhe 714,33 714,52
85 L-Chg 703,33 703,52
86 L-Cha 710,37 710,48
87 L-hCha 716,81 717,15
88 L-2-Aoc 704,29 704,55
89 L-hLeu 697,52 697.8
90 L-Tyr(Me) 722,34 722,62
91 L-Tyr(2,6-C12-Bzl) 795,32 794.6
92 L-Tyr(Bzl) 760,36 760,43
93 L-Tyr(2-Br-Z) 822,28 822,38
94 L-hTyr 722,34 722,72
95 L-hTyr(Me) 729,35 729,69
96 L-Nva 683,34 683,44

Tabela 18. Struktura podbiblioteki: ACC-Gly-VaL-Thr-Nle-Arg-Ser-P2’-Gly-Lys(Dnp)-Gly-

NH>
\%/T I é\ N a = P2 \k‘
Aminokwas M+H)*"
Numer substratu ! w W (M+H)** obliczone ( . )
pozycji P2’ Zzmierzone
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1 L-Ala 656,30 656,42
2 L-Arg 698,83 698,70
3 L-Asn 677,81 677,92
4 L-Asp 678,29 678,40
5 L-Gln 685,31 685,38
6 L-Glu 684,86 684,91
7 Gly 649,29 649,39
8 L-His 689,31 689,36
9 L-Ile 677,33 677,41
10 L-Leu 677,33 677,44
11 L-Lys 684,83 684,07
12 L-Nle 677,33 677,38
13 L-Phe 694,32 694,31
14 L-Pro 669,31 669,31
15 L-Ser 664,30 664,30
16 L-Thr 670,80 669,42
17 L-Trp 713,82 714,11
18 L-Tyr 702,32 702,35
19 L-Val 670,32 670,45
20 D-Ala 656,30 656,41
21 D-Arg 698,83 698,60
22 D-Asn 677,81 667,82
23 D-Asp 678,29 678,34
24 D-GIn 684,86 684,80
25 D-Glu 685,31 685,30
26 D-His 689,31 689,41
27 D-Leu 677,33 677,35
28 D-Lys 684,83 684,87
29 D-Phe 694,31 694,47
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30 D-Pro 669,31 669,43
31 D-Ser 664,30 664,43
32 D-Phg 687,31 687,47
33 D-Thr 671,31 671,44
34 D-Trp 713,82 713,81
35 D-Tyr 702,32 702,55
36 D-Val 670,32 670,44
37 D-hPhe 701,33 701,29
38 B-Ala 663,31 656,30
39 L-Cit 699,33 699,42
40 L-hCit 706,33 706,37
41 L-Agp 685,21 685,56
42 L-Agb 692,22 692,41
43 L-Arg(Z)2 833,37 833,44
44 L-hArg 697,85 698,05
45 L-Phe(NH2) 702,24 702,32
46 L-Phe(guan) 723,26 723,41
47 L-Asp(O-Me) 685,31 685,41
48 L-Asp(O-CHx) 719,76 719,88
49 L-Asp(O-Bzl) 723,32 723,55
50 L-Glu(O-Me) 692,32 692,82
51 L-Glu(O-CHx) 726,36 726,86
52 L-Glu(O-Bzl) 730,44 730,94
53 L-Aad 691,81 692,55
54 L-Phe(2-F) 703,32 703,82
55 L-Phe(3-F) 703,32 703,82
56 L-Phe(4-F) 703,32 703,82
57 L-Phe(3,4-F2) 712,32 712,82
58 L-Phe(4-NO2) 716,82 717,32



59 L-Phe(2-Cl) 711,31 711,77
60 L-Phe(3-Cl) 711,31 711,75
61 L-Phe(4-Cl) 711,31 711,69
62 L-Phe(3,4-CI2) 728,29 728,79
63 L-Phe(4-Br) 733,28 733,78
64 L-Phe(3-]) 757,27 757,77
65 L-Phe(4-1) 757,27 757,77
66 L-Phe(4-Me) 701,33 701,83
67 L-Ala(2-th) 696,29 696,47
68 L-Ala(Bth) 714,85 715,08
69 Aib 663,31 663,44
70 L-Abu 663,31 663,45
71 L-Abu(Bth) 730,28 730,55
72 L-Ser(Ac) 685,31 685,45
73 L-Ser(Bzl) 702,32 702,66
74 L-hSer 671,28 671,44
75 L-hSer(Bzl) 716,55 716,58
76 L-Thr(Bzl) 715,88 716,52
77 L-Cys(Bzl) 717,31 717,52
78 L-Cys(MeBzl) 724,32 724,56
79 L-Cys(4-MeOBzl) 732,32 732,53
80 L-Met 686,30 686,46
81 L-Met(O) 694,30 694,45
82 L-Met(O)2 701,79 702,46
83 L-Phg 687,72 687,88
84 L-hPhe 701,33 701,52
85 L-Chg 690,33 690,51
86 L-Cha 697,34 697,69
87 L-hCha 704,35 704,42
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88 L-2-Aoc 691,34 691,56
89 L-hLeu 68433 684,39
90 L-Tyr(Me) 709,74 709,85
91 L-Tyr(2,6-C12-Bzl) 78231 782,39
92 L-Tyr(Bzl) 74735 747,36
93 L-Tyr(2-Br-Z) 809,29 809,35
94 L-hTyr 709,32 709,48
95 L-hTyr(Me) 716,55 716,58
96 L-Nva 67032 670,41

Tabela 19. Struktura podbiblioteki: ACC-Gly-Ile-Tyr-Lys-Ala-P1’-Met-Gly-Lys(Dnp)-Gly-
NH:

NH,
HoN 4
o 0 0 p1' Q 0
H H H H H
N\)k N\)k N\)k N\)k N\)k NH,
N Y N Y N Y N Y N
H H H H H H H H H
o. o o 2 0o B 0 5\ o 2 o
! \O\ .
OH N \k‘ NO,

Numer substratu A;I:)i;;cl;:vsls,w (M+H)?* obliczone Z%:E()):e
1 L-Ala 681,29 681,19
2 L-Arg 723,73 723,81
3 L-Asn 702,79 702,88
4 L-Asp 703,28 703,43
5 L-Gln 710,29 710,37
6 L-Glu 709,81 709,76
7 Gly 674,28 674,26
8 L-His 714,34 7144
9 L-Ile 702,31 702,27
10 L-Leu 702,31 702,27
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11 L-Lys 709,82 709,83
12 L-Nle 702,31 702,29
13 L-Phe 719,31 719,39
14 L-Pro 694,33 694,28
15 L-Ser 689,29 689,31
16 L-Thr 696,29 696,29
17 L-Trp 738,81 738,91
18 L-Tyr 727,31 727,38
19 L-Val 695,31 695,44
20 D-Ala 681,29 681,34
21 D-Arg 723,73 723,87
22 D-Asn 702,79 702,56
23 D-Asp 703,28 703,24
24 D-Gln 709,81 709,71
25 D-Glu 710,29 710,59
26 D-His 714,34 714,34
27 D-Leu 702,31 702,34
28 D-Lys 709,82 710,26
29 D-Phe 719,31 720,01
30 D-Pro 694,35 694,22
31 D-Ser 689,29 689,24
32 D-Phg 712,36 712,24
33 D-Thr 696,29 697,65
34 D-Trp 738,81 738,85
35 D-Tyr 727,36 727,15
36 D-Val 695,31 695,91
37 D-hPhe 726,315 726,26
38 B-Ala 681,29 680,85
39 L-Cit 724,31 724,29
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40 L-hCit 731,35 731,37
41 L-Agp 709,85 709,56
42 L-Agb 716,85 717,11
43 L-Arg(Z)2 857,86 858,04
44 L-hArg 730,83 730,93
45 L-Phe(NH2) 726,81 726,66
46 L-Phe(guan) 747,85 747,9

47 L-Asp(O-Me) 710,25 710,25
48 L-Asp(O-CHXx) 744,35 744,48
49 L-Asp(O-Bzl) 748 31 748,31
50 L-Glu(O-Me) 717,34 717,44
51 L-Glu(O-CHx) 751,35 751,5

52 L-Glu(O-Bzl) 755,31 756,24
53 L-Aad 717,31 717,52
54 L-Phe(2-F) 728,31 728,36
55 L-Phe(3-F) 728,31 728,41
56 L-Phe(4-F) 728,31 728,35
57 L-Phe(3,4-F2) 737,29 737,56
58 L-Phe(4-NO2) 741,85 741,94
59 L-Phe(2-Cl) 736,28 736,35
60 L-Phe(3-Cl) 736,28 736,39
61 L-Phe(4-Cl) 736,28 736,44
62 L-Phe(3,4-CI12) 753,26 753,98
63 L-Phe(4-Br) 758,26 758,99
64 L-Phe(3-I) 782,25 782,77
65 L-Phe(4-1) 782,25 782,47
66 L-Phe(4-Me) 726,31 726,39
67 L-Ala(2-th) 722,28 722,38
68 L-Ala(Bth) 747,79 747,86




69 Aib 688,33 688,37
70 L-Abu 688,33 688,45
71 L-Abu(Bth) 754,79 755,14
72 L-Ser(Ac) 710,29 710,43
73 L-Ser(Bzl) 734,31 734,78
74 L-hSer 696,29 696,39
75 L-hSer(Bzl) 741,32 741,64
76 L-Thr(Bzl) 741,32 741,52
77 L-Cys(Bzl) 742,33 742,39
78 L-Cys(MeBzl) 749,31 749,43
79 L-Cys(4-MeOBzl) 757,31 757,39
80 L-Met 711,29 711,35
81 L-Met(O) 719,29 719,42
82 L-Met(O)2 727,28 727,34
83 L-Phg 712,3 712,43
84 L-hPhe 726,315 726,45
85 L-Chg 715,32 715,45
86 L-Cha 722,33 722,41
87 L-hCha 729,34 729,49
88 L-2-Aoc 716,33 716,49
89 L-hLeu 709,32 709,55
90 L-Tyr(Me) 734,31 734,45
91 L-Tyr(2,6-C12-Bzl) 806,29 806,89
92 L-Tyr(Bzl) 772,33 772,46
93 L-Tyr(2-Br-Z) 833,28 833,45
94 L-hTyr 734,31 734,44
95 L-hTyr(Me) 741,32 741,44
96 L-Nva 695,31 695,53

142




Tabela 20. Struktura podbiblioteki: ACC-Gly-Ile-Tyr-Lys-Ala-Ser-P2’-Gly-Lys(Dnp)-Gly-
NH>

Hz

N
HoN OH .
o 0 0 0 0
H H H H H
N . N . N N . N
! é \ é \ H/ﬁ( é H/Y
o ) 0o 2 : o B o P2 o 2 o
°

OH NO,

HN f
N

Numer substratu Aminokwas w pozycji (M,+ Wy (M+H)** zmierzone
P2’ obliczone
1 L-Ala 659,56 659,66
2 L-Arg 702,23 701,84
3 L-Asn 681,19 681,56
4 L-Asp 680,68 681,32
5 L-Gln 688,71 688,28
6 L-Glu 688,25 687,77
7 Gly 652,12 652,24
8 L-His 692,32 692,39
9 L-Ile 680,32 680,32
10 L-Leu 680,32 680,74
11 L-Lys 687,82 687,94
12 L-Nle 680,31 679,71
13 L-Phe 697,31 698,83
14 L-Pro 672,31 672,77
15 L-Ser 667,29 667,24
16 L-Thr 674,29 674,59
17 L-Trp 716,81 716,89
18 L-Tyr 705,3 705,29
19 L-Val 673,31 673,45
20 D-Ala 659,29 659,51
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21 D-Arg 702,23 701,86
22 D-Asn 681,19 681,12
23 D-Asp 680,68 682,64
24 D-GIn 688,21 687,96
25 D-Glu 688,71 688,44
26 D-His 692,31 692,66
27 D-Leu 680,32 680,81
28 D-Lys 687,82 687,87
29 D-Phe 697,33 697,41
30 D-Pro 672,34 672,24
31 D-Ser 667,29 667,35
32 D-Phg 690,72 690,84
33 D-Thr 674,29 674,49
34 D-Trp 716,81 717,21
35 D-Tyr 705,3 705,65
36 D-Val 673,3 673,82
37 D-hPhe 704,13 704,42
38 B-Ala 659,5 659,64
39 L-Cit 702,55 702,60
40 L-hCit 709,74 710,48
41 L-Agp 688,21 688,64
42 L-Agb 695,22 095,41
43 L-Arg(Z)2 836,37 836,49
44 L-hArg 709,25 709,28
45 L-Phe(NH2) 704,81 704,22
46 L-Phe(guan) 725,82 725,89
47 L-Asp(O-Me) 688,29 688,65
48 L-Asp(O-CHx) 722,32 722,48
49 L-Asp(O-Bzl) 726,25 726,54
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50 L-Glu(O-Me) 695,3 695,3
51 L-Glu(O-CHx) 7293 729,33
52 L-Glu(O-Bzl) 733,21 733,34
53 L-Aad 6955 695,32
54 L-Phe(2-F) 706,32 706,59
55 L-Phe(3-F) 706,32 706,44
56 L-Phe(4-F) 706,32 706,32
57 L-Phe(3,4-F2) 715,32 715,63
58 L-Phe(4-NO2) 720,34 720,17
59 L-Phe(2-Cl) 714,31 714,38
60 L-Phe(3-Cl) 714,31 714,23
61 L-Phe(4-Cl) 714,31 714,61
62 L-Phe(3,4-C12) 731,29 732,84
63 L-Phe(4-Br) 736,28 737,37
64 L-Phe(3-1) 760,27 760,56
65 L-Phe(4-1) 760,27 760,69
66 L-Phe(4-Me) 704,33 704,61
67 L-Ala(2-th) 700,29 700,49
68 L-Ala(Bth) 725,79 726,58
69 Aib 666,3 666,54
70 L-Abu 666,3 666,48
71 L-Abu(Bth) 732,59 732,86
72 L-Ser(Ac) 688,70 688,87
73 L-Ser(Bzl) 712,31 712,33
74 L-hSer 674,29 674,35
75 L-hSer(Bzl) 719,32 719,11
76 L-Thr(Bzl) 719,32 719,38
77 L-Cys(Bzl) 720,30 720,31
78 L-Cys(MeBzl) 727,30 727,73
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79 L-Cys(4-MeOBzl) 735,30 735,44
80 L-Met 689,29 689,99
81 L-Met(O) 697,29 697,29
82 L-Met(0)2 705,29 705,27
83 L-Phg 690,72 691,14
84 L-hPhe 703,30 704,39
85 L-Chg 693,34 693,58
86 L-Cha 700,34 700,72
87 L-hCha 707,77 708,11
88 L-2-Aoc 694,33 694,51
89 L-hLeu 687,32 687,24
90 L-Tyr(Me) 712,30 712,38
91 L-Tyr(2,6-C12-Bzl) 784,33 784,91
92 L-Tyr(Bzl) 750,32 750,43
93 L-Tyr(2-Br-Z) 812,25 812,45
94 L-hTyr 712,31 712,52
95 L-hTyr(Me) 719,32 719,37
96 L-Nva 673,31 673,51

5.5. Badania kinetyczne bibliotek substratow peptydowych typu IQF P1’i P2’

Zsyntezowane biblioteki P1’ 1 P2’ zostaty wykorzystane do okreslenia specyficznos$ci
substratowej proteasomu 20S i immunoproteasomu w kieszeniach S5 i S6. Badania kinetyczne
przeprowadzono z wykorzystaniem spektrofluorymetru (Molecular Devices Spectramax
Gemini XPS) w 384 dotkowych plytkach (Corning®, ptaskie dno, biate) zawierajacych 1 pul
roztworu substratu w DMSO i 49 ul roztworu enzymu w buforze (sktad buforu: 0,5 mM EDTA,
20 mM HEPES), ktéry byt wczesniej inkubowany w temperaturze 37°C. Koficowe st¢zenie
substratow na plytce wynosito 1 uM, natomiast stezenie proteasomu 20S 0,5 uM,
a immunoproteasomu 1,5 nM. Pomiar szybkos$ci hydrolizy substratow prowadzono przez 30

minut w temperaturze 37°C przy dlugosciach fali: wzbudzenia Aexc =355 nM 1 emisji Aem = 460
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nm. Podczas analizy wybrano jedynie liniowy odcinek przyrostu fluorescencji w czasie
(RFU/s). Kazdy pomiar przeprowadzono trzykrotnie, a wyniki przedstawiono jako wartosci
srednie. Profile specyficzno$ci ludzkich proteasomach w kieszeniach S5 i S6 przedstawiono
w postaci wykresow kolumnowych, gdzie najwyzszg wartos¢ RFU/s w danej pozycji

przedstawiono jako 100% 1 przyréwnano do niej warto$ci RFU/s pozostatych substratow.

5.6. Badanie wplywu dlugosci lancucha peptydowego na aktywnos¢ proteasomu 20S i
immunoproteasomu

Wszystkie substraty peptydowe wykorzystane w badaniu wptywu dtugosci tancucha na
aktywno$¢ poszczegdlnych podjednostek  proteasomalnych zostaly zsyntezowane
w analogiczny sposob jak substraty wczesniej opisanych bibliotek. Kazdy z otrzymanych
zwigzkéw oczyszczono na HPLC i poddano analizie LC-MS, a ich czystos¢ wynosita

przynajmniej 95%.

Badania kinetyczne przeprowadzono z wykorzystaniem spektrofluorymetru
(Molecular Devices Spectramax Gemini XPS) w 384 dotkowych ptytkach (Corning®, ptaskie
dno, biate) zawierajgcych 1 ul roztworu substratu w DMSO i 49 ul roztworu enzymu w buforze
(sktad buforu: 0,5 mM EDTA, 20 mM HEPES), ktéry byt wczesniej inkubowany
w temperaturze 37°C. Koncowe stgzenie substratow na plytce wynosito 5 uM, natomiast
stezenie proteasomu 20S 1,5 uM, a immunoproteasomu 3 nM. Pomiar szybkosci hydrolizy
substratow prowadzono przez 30 minut w temperaturze 37°C przy dlugosciach fali: wzbudzenia
Aexe = 355 nM 1 emisji Aem = 460 nm. Podczas analizy wybrano jedynie liniowy odcinek
przyrostu fluorescencji w czasie (RFU/s). Kazdy pomiar przeprowadzono trzykrotnie, a wyniki

przedstawiono jako wartosci Srednie.

5.7. Synteza inhibitora specyficznego dla podjednostki f1i ludzkiego immunoproteasomu

Otrzymang specyficzng sekwencje¢ peptydowa wykorzystano do  syntezy
kowalencyjnego inhibitora. Synteza obejmowala trzy etapy: synteze grupy wigzacej, synteze

fragmentu peptydowego z linkerem 1 D-biotyng oraz polaczenie obu fragmentéw inhibitora.
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Synteza grupy wiazacej:

Synteze¢ grupy wiazacej inhibitora przeprowadzono wedlug metodologii opisanej
w literaturze [tu, literatura]. Do kolby okragtodennej o pojemnosci 10 ml odwazono Fmoc-Leu-
OH (1,06 g, 3 mmol), HOBt (495 mg, 3,3 mmol) oraz DCC (681mg, 3,3 mmol), rozpuszczono
w 3 ml DMF i mieszano przez 30 minut w temp. pokojowej. Nastgpnie wytragcony
dicykloheksylomocznik odsaczono na lejku ze spiekiem, a do przesaczu dodano chlorowodorek
N,O-dimetylohydroksyloaminy (421,2 mg, 3,6 mmol) oraz DIPEA (626,4 ul, 3,6 mmol). Kolbe
umieszczono na mieszadle magnetycznym 1 reakcje prowadzono przez 2 godziny
w temperaturze pokojowej (postep reakcji prowadzono za pomocag HPLC). Nastepnie
mieszaning reakcyjng rozcienczono w octanie etylu i ekstrahowano NaHCO3, 5% roztworem
kwasu cytrynowego i1 solankg. Warstwg organiczng wysuszono za pomocg bezwodnego MgSO4
1 odparowano na wyparce. Otrzymany produkt: Fmoc-Leu-N(CH3)-O(CH3) uzyto do dalszej
syntezy bez wczesniejszego oczyszczania. Otrzymany amid Weinreba rozpuszczono w 5 ml
bezwodnego THF i ochtodzono do temperatury 0°C w atmosferze argonu. Kolejno dodano
LiAlHs4 (4,5 mmol, 1 M roztwor w THF) 1 reakcje prowadzono przez 25 minut, a nast¢gpnie
zakonczono ja dodajac 6 ml 5% roztworu KHSO4. Mieszaning rozcienczono octanem etylu
i ekstrahowano dwukrotnie 5% roztworem KHSO4 oraz solankg. Faz¢ organiczng wysuszono
za pomocg bezwodnego MgSO4 1 odparowano na wyparce otrzymujgc Fmoc-Leu-H. W drugiej
kolbie umieszczono dietylometylosulfonylmetylofosfonian (690,3 mg, 3 mmol) i rozpuszczono
w 6 ml bezwodnego THF. Kolb¢ umieszczono w tazni chlodzacej pod argonem, a po 20
minutach dodano do niej NaH (86,4 mg, 3,6 mmol) i mieszano przez 30 minut. Po tym czasie
dodano $wiezo otrzymany aldehyd Fmoc-Leu-H rozpuszczony w 6 ml bezwodnego THF.
Reakcje prowadzono z mieszaniem w atmosferze argonu przez godzing (postep reakcji
monitorowano za pomocg HPLC). Reakcje¢ zakonczono dodajac 12 ml 5% roztworu KHSOq4,
a mieszaning poreakcyjna rozcienczono w octanie etylu i ekstrahowano 5% roztworem KHSO4
1 solankg. Warstwe¢ organiczng wysuszono za pomocag bezwodnego MgSO4 1 rozpuszczalnik
odparowano na wyparce. Surowy produkt Fmoc-Leu-VS oczyszczono za pomoca
chromatografii kolumnowej (heksan:octan etylu 2:1) otrzymujac 0,614 g produktu (wydajnos¢

45%).
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Synteza fragmentu peptydowego:

Synteze fragmentu peptydowego z linkerem i znacznikiem — D-biotyng przeprowadzono
na podtozu statym — zywicy 2-chlorotrytylowej o stopniu podstawie 1,6 mmol/g. W szklanym
reaktorze odwazono 0,3 gzywicy i dodano bezwodny DCM w celu jej spulchnienia. Po 30
minutach zywice przemyto 3-krotnie DMF. W probéwce typu Falcon odwazono Fmoc-Phe(4-
Br)-OH (559,58 mg, 1,2 mmol, 2,5 rownowaznika molowego), dodano 5 ml bezwodnego DCM
1 DIPEA (209 ul, 1,2 mmol, 2,5 rownowaznika molowego). Nastepnie mieszanine¢ przelano do
reaktora z przemytg zywica. Reakcje prowadzono z mieszaniem przez 3 godziny. Po tym czasie
zywice przemyto 3-krotnie DCM 1 3-krotnie DMF. W nastepnym kroku usuni¢to grupe
ochronng Fmoc dodajac 20% roztwor piperydyny w DMF i mieszajac zywice przez 5 minut.
Po tym czasie roztwor usunigto, zywice przemyto 3-krotnie DMF i dodano §wiezg porcje 20%
roztworu piperydyny w DMF. Zywice mieszano przez 20 minut, po tym czasie roztwor usunieto
1 przemyto reaktor 6-krotnie DMF. Po etapie hydrolizy grupy ochronnej Fmoc przeprowadzono
test ninhydrynowy na obecno$¢ wolnych grup aminowych. W szklanej probéwce umiesczono
5% roztwor ninhydryny w alkoholu etylowym 1 przeniesiono kilka ziaren zywicy. Probowke
umieszczono na 5 minut w termobloku. Po tym czasie zaobserwowano zmiang koloru zywicy
z jasnozoétte] na ciemnogranatowa, co potwierdzito obecnos¢ wolnych grup aminowych
1 catkowitg hydroliz¢ grupy ochronnej Fmoc. W nast¢pnym kroku do zywicy przytaczono linker
— glikol polietylenowy (Peg-4). W tym celu w probowce typu Falcon odwazono Fmoc-NH-
Peg(4)-OH (585 mg g, 1,2 mmol, 2,5 rownowaznika molowego i HATU (456,3 mg, 1,2 mmol,
2,5 rdwnowaznika molowego), a nastgpnie rozpuszczono w 5 ml DMF. Do mieszaniny dodano
kolidyn¢ (158,4 ul, 1,2 mmol, 2,5 rGwnowaznika molowego) 1 przeniesiono jg do reaktora
z zywica. Reakcje¢ prowadzono przez 2,5 godziny, a po tym czasie usunig¢to roztwor 1 przemyto
zywicg 3-krotnie DMF. Wykonano test ninhydrynowy (wynik negatywny) i usuni¢to grupe
ochronng Fmoc. W probowce typu Falcon odwazono D-biotyne (293,1 mg, 1,2 mmol, 2,5
rownowaznika molowego) 1 HATU (456,3 mg, 1,2 mmol, 2,5 r6wnowaznika molowego),
a nastepnie rozpuszczono w 5 ml DMF. Do mieszaniny dodano kolidyne (158,4 ul, 1,2 mmol,
2,5 réwnowaznika molowego) i przeniesiono ja do reaktora z zywica. Reakcj¢ prowadzono
przez 2,5 godziny, a po tym czasie usuni¢to roztwor i przemyto zywice¢ 3-krotnie DMF.
Wykonano test ninhydrynowy (wynik negatywny), zywice przemyto 3-krotnie DMF, 3-krotnie
DCM 1 3-krotnie MeOH 1 suszonoo w eksykatorze nad P,Os przez 24 godziny. Ostatni etap
syntezy polegat na hydrolizie fragmentu peptydowego z zywicy. W tym celu w reaktorze

umieszczono 5 ml mieszaniny TFE/CH3COOH/DCM (1:1:8, v/v/v). Reakcje hydrolizy
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prowadzono przez 30 minut, mieszaning poreakcyjng zebrano do kolby okragtodennej i dodano
20 ml heksanu i odparowano na wyparce. Otrzymany osad D-biotyna-Peg(4)-Phe(4-Br)-OH
rozpuszczono w mieszaninie ACN:woda (3:1) i zliofilizowano. Produkt uzyto do dalszej

syntezy bez wczesniejszego oczyszczania.

Polaczenie fragmentu peptydowego z grupa wiazaca:

Przed przytaczeniem fragmentu peptydowego do grupy wigzacej, usunieto z niej grupe
ochronng Fmoc. W kolbie okragtodennej umieszczono Fmoc-Leu-VS (48,3 mg, 0,106 mmol)
i1 dodano 4 ml mieszaniny ACN:Et;NH. Kolbe umieszczono na mieszadle i reakcje prowadzono
przez 30 minut, po czym roztwdr odparowano na wyparce. Do otrzymanego H>N-Leu-VS
dodano D-biotyna-Peg(4)-Phe(4-Br)-OH (52 mg, 0,106 mmol), HATU (40,3 mg, 0,106 mmol)
oraz kolidyne (56 ul, 0,424 mmol) rozpuszczone w 2 ml DMF. Reakcj¢ prowadzono przez 2
godziny (postep monitorowano za pomocg HPLC). Nastepnie otrzymany produkt oczyszczono
za pomocg HPLC i zliofilizowano otrzymujac 16,9 mg proszku (wydajnosé: 18%).
Oczyszczony zwigzek rozpuszczono w DMSO do stgzenia 10 mM 1 przechowywano

w temperaturze -20°C do momentu badan.

Tabela 21. Wyniki analizy LCMS dla grupy wiazacej, fragmentu peptydowego oraz gotowego
inhibitora.

Zwiazek (M+H)+ obliczone (M+H)+ zmierzone
Fmoc-Leu-VS 455,57 455,65
D-Biotyna-Peg(4)-Phe(4-Br)-OH 491,60 491,77
D-Biotyna-Peg(4)-Phe(4-Br)-Leu-VS 890,94 891,04

5.8. Badania Kkinetyczne specyficznego dla podjednostki pli ludzkiego
immunoproteasomu

W celu okreslenia aktywnosci 1 specyficznos$ci zsyntezowanego inhibitora wobec

proteasomu 20S i immunoproteasomu wykonano pomiar hamowania aktywnosci. W tym celu

oba enzymy inkubowano z inhibitorem w temperaturze 37°C przez 30 minut, a nastgpnie
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zmierzono ich aktywno$¢ wobec substratow: Ac-Nle-Pro-Nle-Asp-ACC (dla proteasomu 20S)
1 Ac-Pro-Ala-Leu-ACC (dla immunoproteasomu). Na ptytce 96 dotkowej umieszczono 20 pl
inhibitora w stezeniu od 100 uM do 0,5 uM (rozcienczenie seryjne), nastepnie do kazdego
dotka z inhibitorem dodano 60 pl roztworu enzymu w buforze (sktad buforu: 0,5 mM EDTA,
20 mM HEPES) o st¢zeniu koncowym 6 nM. Plytke z enzymem 1 inhibitorem inkubowano
w temperaturze 37°C przez 30 minut, a nast¢pnie dodano 20 pl substratu o stezeniu koncowym
50 uM. Pomiary prowadzono przez 40 minut i kazdy powtdrzono 3-krotnie. Na podstawie

otrzymanych wynikow obliczono warto$¢ wspotczynnika IC50.
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