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Dr inz. Irena Bylinska (mgr 2005, inz. 2008, dr 2011) zajmuje si¢
poszukiwaniem nowym efektywnych fluoroforow. W ostatnich latach
skupita si¢ na projektowaniu, syntezie oraz badaniu wiasciwosci
spektroskopowych uktadow o znaczacym potencjale biologicznym.
W centrum jej zainteresowan znajduja si¢ fluorofory, ktore bada pod
katem ich zdolnosci do przenikania btony komoérkowej wykorzystujac
konfokalng mikroskopi¢ fluorescencyjng.
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Dr Maria Dzierzynska (mgr 2008, dr 2014) poszukuje zaleznosci
struktura - aktywnos$¢ peptydomimetykéw przeciwdrobnoustrojowych,
ktorych struktura oparta jest na N-terminalnym fragmencie ludzkiej
cystatyny C. Zajmuje si¢ rowniez hybrydowymi hydrozelami
peptydowymi wykorzystywanymi do hodowli komorek skory. Jest
stypendystka Fulbrighta.
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Dr Malgorzata Gizynska (mgr 2014, dr 2020) zajmuje si¢ badaniem
oddziatywan ludzkiego proteasomu 20S z bioczasteczkami
wykazujacymi wihasciwosci amyloidogenne oraz projektowaniem
i synteza peptydow zdolnych do aktywacji proteasomu 20S.

[=] @ https://orcid.org/0000-0002-3206-5605

Dr Katarzyna Guzow (mgr 2000, dr 2005) zajmuje si¢ synteza
fluoryzujacych aminokwasow niebiatkowych, opartych na szkielecie
benzoksazolyloalaniny oraz modyfikowanych nimi peptydow,
poszukuje zaleznosci struktura-aktywnos¢ biologiczna dla tej grupy
zwigzkow.

O] @https://orcid.org/OOOO-OOO1-6343-4787
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Dr hab. Elzbieta Jankowska, prof. UG (mgr 1995, dr 2001, dr. hab.
2013) Poszukuje skutecznych aktywatorow ludzkiego proteasomu 20S
i testuje ich zdolnos¢ do pobudzania enzymu do degradacji oligomerow
polipeptydowych i biatkowych. Zajmuje si¢ badaniem bioczasteczek
wykazujacych tendencje do oligomeryzacji i agregacji (osoczowe
biatko amyloidu A, amylina).

mraE () ,
: https://orcid.org/0000-0002-1099-8885
B

Dr Przemystaw Jurczak (mgr 2012, dr 2019) zajmuje si¢ badaniami
nad wplywem istotnych biologicznie molekut na proces oligomeryzacji
ludzkiej cystatyny C oraz projektowaniem no$nikéw czynnikow
aktywnych, otrzymanych na bazie nanomateriatow.

5 E] https://orcid.org/0000-0001-7962-3953

Dr hab. Zbigniew Kaczynski, prof. UG (mgr 1995, dr 2002, dr hab.
2012). Odbyt trzyletni staz podoktorski w grupie prof. Otto Holsta
w Research Center Borstel (Niemcy). Zainteresowania naukowe
obejmuja badania strukturalne glikandéw i glikokoniugatow, gtownie
pochodzenia bakteryjnego i grzybowego. Od 2013 roku kieruje
Pracownig Biochemii Strukturalnej

Dr Natalia Karska (mgr 2011, dr 2018) zajmuje si¢ projektowaniem,
synteza oraz badaniami strukturalnymi peptydow  technika
magnetycznego rezonansu jadrowego. Badania skupia si¢ gtdwnie na
biatkach herpeswirusow (ligandy biatka TAP).

E‘ lﬁh ® https://orcid.org/0000-0003-2429-4157

Mgr Agnieszka Kowalczyk (mgr 2018) zajmuje si¢ analiza
strukturalna lipopolisacharydéw bakteryjnych. Badania polegaja na
wyodrebnianiu lipopolisacharydéw z fitopatogenéw bakteryjnych,
a nastepnie ustaleniu ich struktury chemicznej, wykorzystujac metody
chemiczne, GC-MS i techniki NMR.

A0 @ https://orcid.org/0000-0002-5890-9618
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Dr Katarzyna Kuncewicz (mgr 2013, dr 2019) zajmuje si¢

projektowaniem, synteza oraz badaniami oddzialywan z celami

molekularnymi zwigzkoéw o whasciwosciach przeciwnowotworowych,

bedacych inhibitorami punktow kontrolnych uktadu
immunologicznego.

E' El ® https://orcid.org/0000-0003-4730-3343

Dr Marta Orlikowska (mgr 2007, dr 2012) odbyla staz podoktorski
w grupie prof. Zbyszka Otwinowskiego (University of Texas,
Southwestern Medical Center, Dallas, TX, USA) oraz w grupie prof.
Grzegorza Bujacza (Politechnika L.odzka). Zajmuje si¢ otrzymywaniem
biatek 1 wyznaczaniem ich struktur przestrzennych metoda
rentgenografii strukturalnej. W wolnych chwilach fotografuje.

EiEsmE @ https://orcid.org/0000-0002-5814-8767
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Dr Justyna Sawicka (mgr 2013, dr 2019) zajmuje si¢ projektowaniem,
synteza ~ oraz  charakterystyka  fizyko-chemiczng  rusztowan
peptydowych o wiasciwosciach pro-regeneracyjnych i przeciw-
bakteryjnych a takze opracowaniem biotuszu do druku 3D w medycynie
regeneracyjnej.
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Dr Marta Spodzieja (mgr 2007, dr 2012) zajmuje si¢ projektowaniem
i synteza inhibitorow punktow kontrolnych uktadu immunologicznego.
Jej badania skupiaja si¢ glownie na badaniu wpltywu otrzymanych
zwigzkow na kompleksy biatek BTLA/HVEM, PD-1/PD-L1,
CD160/HVEM oraz HVEM/LIGHT.

[Ohd0)] ®https://0rcid.org/0000-0003-2712-0048

Mgr Nikola Szpakowska (mgr 2018) zajmuje si¢ badaniami
strukturalnymi polisacharydéw o potencjalnych wlasciwosciach
prozdrowotnych. Jej zainteresowania naukowe gtownie koncentruja si¢
na wyodrgbnieniu bioaktywnych polisacharydow z grzybéw lesnych
oraz ustaleniu ich struktury chemicznej z wykorzystaniem GC, MS oraz
NMR.

@ https://orcid.org/0000-0002-6129-4239
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Dr hab. Aneta Szymanska, prof. UG (mgr 1996, dr 2001,
dr hab. 2013) od poczatku kariery zawodowej zwigzana z Wydziatem
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Odbyla staz podoktorski w grupie
prof. Lili Gierasch na Uniwersytecie Massachusetts w Amherst (USA).
Zajmuje si¢ badaniami peptydow 1 Dbialek o charakterze
amyloidogennym. Gtéwnym przedmiotem badan jest ludzkie biatko
cystatyna C 1 jej analogi. Jest autorka ponad 50 publikacji
w czasopismach naukowych i kilku patentow.

Of=0] ®https://orcid.org/0000-0002-8664-2041
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Dr Ewa Wieczerzak (mgr 1997, dr 2002) odbyta staze podoktorskie
w grupach prof. Andersa Grubba (Lund University, Szwecja) i prof.
Emanuela Eschera (Sherbrooke University, Kanada). Zajmuje si¢
projektowaniem, synteza i badaniem peptydow i peptydomimetykow
o potencjalnym dziataniu terapeutycznym.

EL [=] ®https://orcid,ors‘;/0000-0003-2539-5 160
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Dr Julia Witkowska (mgr 2011, dr 2017) poszukuje zaleznosci
struktura-aktywno$¢  dla  biologicznie  aktywnych  peptydow
wykorzystujac badania strukturalne — krystalografi¢ oraz sieciowanie
chemiczne potaczone ze spektrometria mas.

https://orcid.org/0000-0003-0518-0162

Prof. Sylwia Rodziewicz-Motowidlo (mgr 1997, dr 2001,
dr hab. 2011, prof. 2021) — odbyta staz podoktorski w grupie prof.
Harolda Scheragi w Comell Univeristy (USA), wypromowata
9  doktorow, a jej prace byly cytowane  ponad
1500 razy. Jest autorka ponad 100 publikacji w czasopismach
naukowych 1 kilku patentow. Intensywnie poszukuje zaleznosci
struktura-aktywnos¢ dla biologicznie aktywnych peptydow. Od 2012
kieruje Katedra Chemii Biomedycznej. Zaraza optymizmem do nauki
i poznaje histori¢ Gdanska.

https://orcid.org/0000-0002-4471-5951
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ABSTRACT

The civilization diseases of the 21st century are non-infectious disorders, affecting
a large part of modern society. They are associated with the significant development of
industry and technology, and hence with environmental pollution and an unhealthy
lifestyle. These factors have led to the development of many civilization diseases, which
currently include: cardiovascular diseases, respiratory diseases, diabetes, obesity,
malignant tumors, gastrointestinal diseases, mental disorders and allergic diseases. The
development of technologies, including modern therapies and new drugs, resulted in
increase in life expectancy. This creates a global problem of an aging population with an
increasing number of diseases of the old age, i.e. dementias. In addition, sedentary
lifestyles and changing diets are the reasons why more and more people develop
metabolic diseases, as well as neurological and cognitive disorders characterized by
progressive damage to nerve cells and dementia. Currently, problem on a global scale is
also the growing resistance to existing antimicrobial drugs. Therefore, the scientists face
many challenges related to searching for the causes of these diseases, their diagnosis and
treatment. Scientific research conducted at the Department of Biomedical Chemistry
at the Faculty of Chemistry of the University of Gdansk is part of this research trend.

In this publication, we discuss various research topics with the long-term aim of
solving the problems associated with the disecases mentioned above. The following
chapters are dedicated to (i) looking for new effective fluorophores with diagnostic and
anti-cancer activity; (ii) designing of new compounds with antibacterial and antiviral
activity and their synthesis; (iii) investigating the mechanisms of amyloid deposit
formation by human cystatin C and possibilities of inhibition of this process; (iv)
designing and studies of compounds activating the proteasome with the potential to
suppress the development of neurodegenerative diseases; (v) designing peptide fibrils and
hydrogels as drug carriers; (vi) searching for peptide inhibitors of immune checkpoint as
potential drugs for immunotherapy; (vii) studying the mechanism of action of selected
herpesviruses by determining the structure of viral proteins and (viii) studying the
composition of natural glycans and glycoconjugates in order to better understand the
mechanisms of interaction of bacteria with the environment or with the host.

Keywords: fluorophores, fluorescence spectroscopy, antimicrobial and anticancer
activity, Cystapep, Stahylococcus aureus, antimicrobial compounds, amyloidogenic
protein, mutagenesis, fibrilization, proteasome, aging, neurodegeneration, self-
assembling peptides, tissue engineering, biomaterials, immune checkpoints, peptide
inhibitors, immunotherapy, ligands of TAP protein, viral diseases, NMR structure of
the UL49.5 protein, glycans, glycoconjugates

Stowa  kluczowe: fluorofory, spektroskopia fluorescencyjna, aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa i antynowotworowa, Cystapep, Staphylococcus aureus,
zwiazki przeciwbakteryjne, biatko amyloidogenne, mutageneza, fibrylizacja,
proteasom, procesy starzeniowe, neurodegeneracja, peptydy samoorganizujace,
inzynieria tkankowa, biomaterialy, punkty kontrolne uktadu immunologicznego,
inhibitory peptydowe, immunoterapia, ligandy biatka TAP, choroby wirusowe,
struktura NMR biatka UL49.5, glikany, glikokoniugaty
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

- komorka prezentujaca antygen (ang. antigen presenting cell)
- bydlecy herpeswirus typu 1

- inhibitor limfocytéw T i B (ang. B- and T-lymphocyte
attenuator)

- 9-(2-(4-(N,N-dimetylamino)fenylo)etynylo)antraceno-10-
karbonitryl (ang. 9-(2-(4-(N,N-
dimethylamino)phenyl)ethynyl)anthracen-10-carbonitrile)

- polisacharyd kapsularny

- wirus ospy krowiej

- karboksymetyloindocyjanina (ang. carboxymethylindocyanine)
- dodecylofosforylocholina (ang. dodecylphosphorylcholine)

- wirus Epstein-Barr

- konski herpeswirus typu 1

- konski herpeswirus typu 4

- egzopolisacharyd

- dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin adenine
dinucleotide)

- mikroskopia obrazowania oparta na pomiarze czasow zycia
fluorescencji (ang. fluorescence lifetime imaging microscopy)
- identyfikacja celu molekularnego za pomoca ekspersji proteomu
(ang. functional identification of target by expression proteomics)
- mononukleotyd flawinowy (ang. flavin mononucleotide)

- biatko wirusowe glikoproteina D

- glikoproteina N

- ludzki proteasom 20S

- ludzki proteasom 26S

- ludzka cystatyna C (ang. human cystatin C)

- ludzki wirus cytomegalii

- biatko wejécia wirusa opryszczki (ang. herpesvirus entry
mediator)

- lipopolisacharyd

- kwas lipotejchojowy

- glowny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major
histocompatibility complex)

- glowny uktad zgodnosci tkankowej klasy I

- gronkowiec ztocisty oporny na metycyling (ang. methicillin-
resistant Staphylococcus aureus)

- gronkowiec ztocisty wrazliwy na metycyling (ang. methicillin-
susceptible Staphylococcus aureus)

- dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. nicotinamide
adenine dinucleotide)

- O-swoisty polisacharyd

- wirus pseudowscieklizny

- rodamina 110 (ang. rhodamine 110)

- peptydy samoorganizujace (ang. self-assembling peptides)

- siarczanu dodecylu (ang. sodium dodecyl sulfate)

- transporter zwigzany z przetwarzaniem antygenu

- receptor komorek T (ang. T-cell receptor)



AMINOKWASY, GLIKANY, PEPTYDY I BIALKA W SCIEZKACH DIAGNOSTYCZNYCH 401

TEM - transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. transmission
electron microscopy)

TPP - termiczne profilowanie proteomu (ang. thermal proteome
profiling)

WTA - kwas tejchojowy

Zastosowane skroty jedno- i trjliterowe dla nazw aminokwasow w sekwencjach wszystkich
opisywanych peptydow, biatek oraz badanych ligandow przedstawiono zgodnie z zaleceniami
IUB-IUPAC.
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WPROWADZENIE

Katedra Chemii Biomedycznej wywodzi si¢ z jednej z najstarszych szkot
naukowych gdanskiej chemii uniwersyteckiej — chemii aminokwaséw i peptydow. Jej
historia sigga roku 1959, kiedy to na Wydziale Matematyki, Fizyki i Chemii WyZszej
Szkoty Pedagogicznej w Gdansku, w powstalym w 1957 roku Zaktadzie Chemii Ogdlnej,
rozpoczat prace dr inz. Bogdan Liberek. W 1970 roku, wraz z powstaniem Uniwersytetu
Gdanskiego (UG) i Zakladu Chemii Organicznej w Instytucie Chemii na Wydziale
Matematyki, Fizyki i Chemii zostal powotany Zespot Naukowy Chemii Aminokwasow
i Peptydow pod kierownictwem doc. dr hab. inz. Bogdana Liberka (prof. od 1971).
Funkcjonowat on, pod kierownictwem prof. Liberka, do roku 1994. W latach 1994-1996,
juz na powstatym w 1991 r. Wydziale Chemii UG, Zespotem kierowat prof. dr hab. inz.
Zbigniew Grzonka. W roku 1996 Zespot przeksztatcit si¢ w Zaktad Chemii Peptydow —
w ramach Katedry Chemii Organicznej, kierowanej przez prof. dr hab. inz. Gotfryda
Kupryszewskiego — a jego kierownikiem pozostat prof. Zbigniew Grzonka. Zaktad
Chemii Peptydéw rozwijal si¢ i od roku 1999 funkcjonowal jako Katedra Chemii
Organicznej pod kierownictwem prof. Zbigniewa Grzonki. Wraz z przejSciem prof.
Grzonki na emerytur¢ w roku 2008 Katedra Chemii Organicznej zmienita nazwe na
Katedra Chemii Medycznej, a jej kierownikiem zostal prof. dr hab. Franciszek
Kasprzykowski, prof. nadzw. (prof. od 2014). W roku 2012 obowiazki kierownika
Katedry Chemii Medycznej przejeta dr hab. Sylwia Rodziewicz-Motowidlo, prof. nadzw.
(prof. od 2021). Rok p6zniej nazwa katedry zyskata przedrostek Bio- i powstata Katedra
Chemii Biomedycznej. W Katedrze realizowane sa rozliczne projekty naukowe we
wspolpracy z partnerami zagranicznymi i krajowymi. Ponizej opisane zostaty jedynie
glowne watki tematyki badawczej realizowanej w Katedrze Chemii Biomedyczne;.

1. POSZUKIWANIA NOWYCH EFEKTYWNYCH FLUOROFOROW
O POTENCJALE APLIKACYJNYM W OBSZARZE CHEMII, BIOLOGII
IMEDYCYNY

Czule metody monitorowania zarowno ludzkiego ciala, jak i jego otoczenia maja
krytyczne znaczenie dla zapewnienia zdrowia i bezpieczenstwa publicznego. Wsrod
technik instrumentalnych, ktére to umozliwiajg, spektroskopia fluorescencyjna jest
uznawana za jedng z najbardziej czulych i selektywnych. Wiasciwosci te pozwalaja na
prace z niskimi st¢zeniami probek (co jest wazne zwlaszcza w badaniach biomedycznych)
i wizualizacj¢ nawet bardzo subtelnych zmian w badanym uktadzie. Warunkiem
koniecznym, by moéc wykorzysta¢ spektroskopi¢ fluorescencyjng, jest obecnosé
odpowiedniego fluoroforu w analizowanym uktadzie. Wybodr znacznika jest kluczowy
dla powodzenia zaprojektowanego eksperymentu, poniewaz od jego wtasciwos$ci zalezy
zakres informacji uzyskiwanych w toku badan. Sondy fluorescencyjne mozna podzieli¢
na dwie glowne klasy: wewnetrzne (naturalnie wystepujace) i zewnetrzne (wprowadzane
sztucznie). Przyktadami naturalnych fluoroforéw sa: aminokwasy aromatyczne (Trp, Tyr,
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Phe), kofaktory enzymoéw fluorescencyjnych (NADH, ryboflawina FMN, FAD).
W takich przypadkach zastosowanie technik fluorescencyjnych do ich badania wydaje
si¢ stosunkowo proste. Uktady z fluoroforami o nieodpowiednich wtasciwos$ciach lub bez
nich powinny by¢ wyznakowane zewngtrznymi sondami. Dla przyktadu w przypadku
biatek czesto wymagane jest wprowadzenie znacznika wzbudzanego bardziej
dlugofalowo niz aminokwasy aromatyczne (naturalne fluorofory obecne w probce).
Ponadto, rosngca ztozono$¢ zadan badawczych podnosi wymagania stawiane narzedziom
badawczym, takim jak fluorofory. Pomimo ogromnej ich liczby wcigz istnieje
zapotrzebowanie na bardziej czule i selektywne uklady dedykowane konkretnym
zadaniom badawczym, ktorych potrzeby uwzglednia si¢ juz na etapie projektowania
fluoroforu. Ze wzgledu na to wielu naukowcow zajmuje si¢ obecnie synteza i okreslaniem
wiasciwosei zsyntezowanych fluoroforow. W ten nurt badan wpisuje si¢ nasza grupa
badawcza. Wsrod naszych aktualnych tematow badan mozna wyrdzni¢ synteze oraz
badanie aktywno$ci mikrobiotycznej peptydéw zawierajacych fluoryzujacy niebiatkowy
aminokwas oparty na szkielecie benzoksazolyloalaniny a takze projektowanie, synteze
oraz badanie wlasciwosci spektralnych oraz fotofizycznych:
e symetrycznych 1 asymetrycznych pochodnych aromatycznych mono- oraz
diacetylenu;
e znakowanych fluorescencyjnie pochodnych izotiocyjanianéw, wykazujacych
wlasciwos$ci antynowotworowe;
e fluorogennych niebiatkowych aminokwaséw zawierajacych wiazanie potrojne
mig¢dzy atomami wegla;
e nowych znacznikéw fluorescencyjnych opartych na strukturze oksazolonu
o potencjale diagnostycznym oraz terapeutycznym w chorobach nowotworowych.

Dotychczas otrzymane przez nas wyniki badan pozwolily wyselekcjonowaé
aktywne biologicznie pochodne benzoksazolyloalaniny oraz ustali¢ wptyw sasiadujacego
aminokwasu i sekwencji na ich aktywnos¢ wzgledem bakterii oraz grzybow (Rysunek 1)
[1]. Ponadto, dla otrzymanych peptydéw zweryfikowalismy cytotoksyczno$¢ wzgledem
nowotworowych oraz prawidtowych linii komoérkowych. Wnikliwa analiza wynikow
badan uzyskanych dla licznej grupy tych zwigzkéw, otrzymanych metodami chemii
kombinatorycznej, pozwolita nam ustali¢ sekwencje najbardziej obiecujacych peptydow,
wykazujacych takze aktywno$¢ wzgledem szczepow bakterii wielolekoopornych.
Efektem tych badan jest uzyskany w 2017 r patent. [2].
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Rysunek 1. Bakterie B. subtilis potraktowane estrem metylowym 3-[2-(8-chinolilo)benzoksazol-5-
yloJalaniny
Figure 1. Bacteria B. subtilis treated with 3-[2-(8-quinolinyl)benzoxazol-5-yl]alanine methyl ester

W toku badan symetrycznych pochodnych acetylenowych oraz diacetylenowych
ustalilismy wptyw wielko$ci podstawnika, ilosci jednostek acetylenowych migdzy
aromatycznymi podstawnikami, polarno$ci otoczenia oraz temperatury na ich
wiasciwosci spektralne oraz fotofizyczne. Widma absorpcyjne badanych zwigzkow
wykazujg duza spojno$é w przeciwienstwie do widm emisji. Intensywno$¢ fluorescencji
i fosforescenc;ji jest silnie zalezna od wielko$ci podstawnika oraz temperatury [3]—[8].

Posrod pochodnych asymetrycznych zbudowanych z fragmentu donorowego oraz
akceptorowego, ktore potaczone sa mostkiem m-elektronowym, niezwykle ciekawe
wlasciwosci wykazuje 9-(2-(4-(N,N-dimetylamino)fenylo)etynylo)antraceno-10-
karbonitryl (CNAntAcDMA). W przypadku widm absorpcyjnych zaobserwowaliSmy
rozmywanie struktury oscylacyjnej oraz standardowe tendencje do batochromowego
przesuwania si¢ widm wraz ze wzrostem polarnosci otoczenia [9]. Z kolei na widmach
emisji w rozpuszczalnikach o matych warto$ciach statych dielektrycznych wzrost
polarnosci powoduje batochromowe przesuwanie si¢ widma, natomiast dla wigkszych
wartosci tych statych tendencja ta ulega zmianie, co wskazuje na niezwykle rzadkie
zjawisko dwukierunkowej solwatofluorochromii (Rysunek 2).
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Rysunek 2.  Widma fluorescencji pochodnej CNAntAcDMA (9-(2-(4-(N,N-

dimetylamino)fenylo)etynylo)antraceno-10-karbonitryl)  zarejestrowane w  acetonitrylu,
cykloheksanie oraz 2-metylotetrahydrofuranie

Figure 2. Emission spectra of CNAntAcDMA (9-(2-(4-(N,N-dimethylamino)phenyl)ethynyl)anthracen-
10-carbonitrile) in acetonitrile, cyclohexane and 2-methyltetrahydrofurane

Pozostate otrzymane i przebadane pochodne tego typu charakteryzuja si¢ silnym,
ale zgodnym z oczekiwaniem wptywem rozpuszczalnika na wtasciwos$ci spektralne oraz
fotofizyczne i moga znalez¢ zastosowanie np. jako sondy srodowiskowe (Rysunek 3)
[10].

Ponadto zsyntezowaliSmy i zbadaliSmy aminokwasy niebiatkowe zawierajace
wigzanie potréjne miedzy atomami wegla bedace pochodnymi alaniny, dla ktdrych
ustaliliémy jak na wlasciwosci spektroskopowe wptywaja modyfikacje strukturalne oraz
polarno$¢ rozpuszczalnika. Zwigzki te charakteryzuja si¢ wysokimi lub S$rednimi
molowymi wspoélczynnikami absorpcji, duzym przesunigciem Stokesa, wysoka
wydajnoscig kwantowg fluorescencji oraz bardzo wysoka jasnoscig [11]. Ich jasnos¢ jest
prawie 20 razy wyzsza od jasnosci czgsto stosowanego wzorca fluorescencyjnego
chininy. Parametr ten dla otrzymanych zwigzkow jest wigkszy lub zblizony do jasnos$ci
stosowanych obecnie znacznikow z rodziny cyjanin lub rodamin (ponad 1,5 razy wyzsza
od jasnosci CyS5, a zblizona do Rhy19). Takie wysokie warto$ci jasno$ci umozliwiajg prace
z matymi st¢zeniami tych zwigzkow w badanym analicie, prosta i tatwa detekcje zarowno
absorpcji, jak i1 fluorescencji. Dodatkowo, obecno$¢ fragmentu aminokwasowego
umozliwia kowalencyjne wbudowanie takiego znacznika w tancuch peptydowy lub
biatko i wykorzystanie tych fluoroforéw do analizy uktadow biologicznych. Badania tej
grupy zwiazkow sg obecnie rozwijane w kierunku poszukiwania efektywnego fluoroforu,
ktérego struktura oparta jest na szkielecie naturalnego aminokwasu aromatycznego —

tyrozyny.



406 L. BYLINSKA, M. DZIERZYNSKA, M. GIZYNSKA, K. GUZOW, E. JANKOWSKA ...

AntAcDRA

X, Toluen, AcOEtL, DWF

Rysunek 3. Fluorescencja wybranej asymetrycznej pochodnej acetylenowej w rozpuszczalnikach o réznej
polarnosci
Figure 3. Fluorescence of selected asymmetric acetylene derivative in solvents with different polarity

OtrzymaliSmy takze aktywne, znakowane fluorescencyjnie = pochodne
izotiocyjanianow o aktywnoS$ci przeciwnowotworowej, w ktorych obecnos¢ znacznika
nie pozbawita ich aktywnosci, a ja wzmocnita. Umozliwia to zastosowanie spektroskopii
fluorescencyjnej do dalszej eksploracji tej niezwykle interesujacej grupy zwiazkow.

Dodatkowo  poszukujemy  fluoroforow o  potencjale  diagnostycznym
i terapeutycznym w chorobach nowotworowych, ktére moga by¢ skutecznymi
narzedziami w nowym nurcie medycyny - teranostyce. Pierwsze zaprojektowane
i zsyntezowane pochodne oparte na strukturze oksazolonu majg satysfakcjonujace
wlasciwosci  spektroskopowe 1 wnikaja do komorek, co zostalo zweryfikowane
z wykorzystaniem konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej przy uzyciu techniki FLIM.
W toku badan wstepnych ustaliliSmy, Zze po 24 godzinach ekspozycji wigkszo§¢ komorek
wykazuje morfologiczne cechy apoptozy, co wskazuje na duzy potencjat tej grupy
zwiazkow i zachgca do dalszych badan.

2. ZWIAZKI PRZECIWBAKTERYJNE I PRZECIWWIRUSOWE

Zwiazki przeciwbakteryjne stanowig zainteresowanie wielu naukowcow ze wzgledu
na problem lekooporno$ci. Lata naduzywania antybiotykow w infekcjach
niebakteryjnych, rolnictwie oraz hodowli zwierzat doprowadzity do powstania takich
mikroorganizmow, ktére po wniknigciu do organizmu moga prowadzié¢ nawet do $mierci
gospodarza ze wzgledu na brak dostgpnych skutecznych terapii. Poszukiwanie chemo-
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terapeutykow o odmiennym mechanizmie dzialania niz wykazuja do tej pory poznane
antybiotyki jest waznym elementem tej gatezi nauki. Peptydy i mate biatka moga by¢
inspiracjg do tworzenia nowych typéw zwiazkow. Jednym z takich biatek jest inhibitor
proteaz  cysteinowych  cystatyna C  (hCC), ktéra wykazuje dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe [12], [13].

Wykazalismy, ze N-terminalny fragment hCC o sekwencji -Arg-Leu-Val-Gly-
uczestniczy w wigzaniu z enzymem, dlatego nowa grupe antybiotykdéw oparto
strukturalnie na inhibitorowym centrum ludzkiej cystatyny C. PokazaliSmy, ze N-
benzyloksykarbonylo-leucylo-walilo-glicylo-diazometan (Z-Leu-Val-Gly-DAM)
hamuje wzrost bakterii Streptococcus pyogenes [13]. Bakteriobdjcze dzialanie tego
zwigzku przypisano zdolno$ci do inhibicji proteaz cysteinowych, a konkretnie tzw.
proteazy streptokokowej. Podj¢te pozniej badania aktywnosci antybakteryjnej jego
analogow wykazaly brak jednoznacznego zwiazku pomiedzy aktywnoS$cia
antybakteryjng a zdolnoscig do inhibicji proteaz cysteinowych [14].

W dalszych etapach badan zaprojektowalismy zwiazki przeciwbakteryjne z tzw.
szeregu A o ogo6lnej strukturze: X-Arg-Leu-Val?[CH>-NH]-Y. Sposrod wielu liniowych
analogow, zwigzek o nazwie Cystapep 1 (A-20, Rysunek 4) wykazywal najwicksza
aktywnosc. Jest on aktywny wobec bakterii Staphylococcus aureus (MSSA oraz MRSA)
oraz Streptococcus pyogenes. Jego protekcyjne dziatanie wobec Streptococcus pyogenes
wykazali$my eksperymentalnie. W eksperymencie tym zwigzek A-20 podano myszom,
wraz z letalng iloécig bakterii. Przezywalno§¢ myszy w tym eksperymencie wyniosta
100% [14], [15]. Ponadto nie udato si¢ wyhodowac¢ bakterii, ktére bylyby odporne na
dziatanie tego zwiazku. Do tej pory otrzymaliSmy wiele analogow zwiazku A-20, na
podstawie budowy ktorych prébowalismy wyjasni¢ mechanizm jego dziatania. Dzigki
tym badaniom znalezli§my wiele zwigzkoéw, ktorych dziatanie jest silniejsze wobec
Staphylococcus aureus 1 Streptococcus pyogenes, co dalo mozliwo§é okreslenia
sktadowych budowy, ktore zwiazek wykazujacy dzialanie przeciwbakteryjne musi
posiadaé. Charakterystyczne elementy state to niepodstawione pierscienie fenylowe na
obu koncach zwiazku oraz reszta 1,2-diaminy w $rodkowej czgsci struktury fancucha

peptydowego [16].
HQNYNH
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Rysunek 4.  Struktura jednego z szeregu zwigzkow zaprojektowanych na podstawie N-terminalnego
fragmentu wigzacego cystatyny C — Cystapep 1 (A-20)
Figure 4. One of the structures of the designed peptidomimetics based on N-terminal binding fragment
of human cystatin C — Cystapep 1 (A-20)
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Z uwagi na fakt, iz mechanizm dziatania zwigzku A-20 nie jest znany, a wiele
peptydow przeciwbakteryjnych oddziatuje z blonami komoérkowymi, zbadaliSmy
oddzialywanie tego zwigzku oraz jego aktywnych 1 nieaktywnych analogoéw
z mimetykami bakteryjnej blony komodrkowej. Wyniki te zostaly skorelowane ze
strukturg przestrzenng zwigzkow oraz ich aktywnos$cig przeciwbakteryjna. Uzyskane
rezultaty nie daly jednoznacznej odpowiedzi na temat mechanizmu dziatania tych
zwiazkow, co sugeruje, iz zwiazek A-20 1 jego analogi najprawdopodobniej wykazuja
inny mechanizm dziatania niz oddziatywanie z btong komadrkowa bakterii [16].

Cystapep 1 wykazuje aktywno§¢ wobec bakterii koagulazo-pozytywnych Gram-
dodatnich szczepow streptokokoéw (Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermdius,
Staphylococcus schleiferi) oraz szczepdéw koagulazo-negatywnych (Staphylococcus
haemoliticus, Staphylococcus saprofiticus i Staphylococcus cohnii). Dodatkowo jest on
rowniez aktywny wobec Streptococcus pyogenes (serogrupa A), Streptococcus
agalactiae (serogrupa B), Streptococcus mutans, Enterococcus faecium oraz
Enterococcus faecalis. A-20 nie dziata na bakterie Gram-ujemne takie jak Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa czy Klebsiella pneumonia. Posiada niewielkie
dziatanie wobec Escherichia coli [17].

Dalsze badania zwigzku A-20 wykazaly jego brak cytotoksycznosci wobec komoérek
skory (tj. keratynocytow oraz fibroblastow) do stezenia 50 pg/ml, brak odczynu
alergizujacego oraz pro-zapalnego. Badania wykazaly jego dziatanie immunomodulujace
[17]. Oprécz aktywno$ci przeciwbakteryjnej, zwigzek A-20 wykazuje aktywnos$é
przeciwwirusowg wobec wirusa opryszczki (Herpes simplex type 1). Jego dziatanie jest
chronione patentem [18], [19].

Obecnie prowadzimy prace nad poznaniem celu molekularnego oraz mechanizmu
dziatania A-20 i jego analogéw z wykorzystaniem zaawansowanych technik
spektrometrii mas, takich jak TPP (termiczne profilowania proteomu) oraz FITExP
(identyfikacja celu molekularnego za pomoca ekspresji proteomu). Dodatkowo, majac
baze juz ponad 100 zwiazkdw o znanej aktywno$ci biologicznej wykorzystujemy techniki
chemometryczne do analizy i poszukiwania elementow strukturalnych tych zwiazkow
odpowiedzialnych za ich okreslone dziatanie.

3. CYSTATYNA C - BIALKO O POTENCJALE AMYLOIDOGENNYM

Biatka, podstawowy sktadnik kazdej komorki, speiniaja kluczowa role we
wszelkich przejawach aktywnos$ci biologicznej organizmoéw zywych. Warunkiem ich
prawidlowego funkcjonowania jest osiggniecie przez nie okreslonej struktury
przestrzennej, czyli prawidtowe sfaldowanie. Zdarza si¢ jednak, ze bialka przyjmuja
konformacje inne od natywnej. Nastapi¢ to moze juz podczas ekspresji biatka w komorce,
czegsto w wyniku pojawiania si¢ spontanicznych mutacji punktowych, lub tez na
poézniejszych etapach ,,zycia” biatka, jako nastepstwo przemian konformacyjnych,
wymuszonych przez czynniki sSrodowiskowe (napromieniowanie, zmiana pH lub tempe-
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ratury, stres oksydacyjny, oddzialywanie z innymi czasteczkami, etc.). Kazda taka
zmiana w strukturze przestrzennej biatka moze mie¢ konsekwencje biologiczne. Jedna
z nich sg tzw. choroby konformacyjne (proteopatie), do ktoérych zalicza si¢ m.in. choroby
Parkinsona, Alzheimera, Huntingtona, prionozy i ponad 40 innych rodzajow amyloidoz
[20]-[22].

Cystatyna C (hCC) jest jednym z biatek organizmu Iudzkiego, ktorego
nieprawidtowe faldowanie, bedace nastepstwem mutacji punktowej (zamiana reszty
leucyny w pozycji 68 na glutaming) prowadzi do amyloidowej angiopatii mozgowej,
powodujacej Smier¢ w mtodym wieku z powodu licznych krwotokéw moézgowych [23].
Sa one konsekwencjg odkladania si¢ w naczyniach krwiono$nych mozgu ztogéow
amyloidowych wspomnianego mutanta. Cystatyna C znajdowana jest rowniez w ztogach
tworzonych przez inne amyloidogenne biatka i peptydy, w tym peptyd B-amyloidowy
[24]-[26].

Cystatyna C jest niewielkim, 120-aminokwasowym biatkiem o strukturze
trzeciorzedowej charakterystycznej dla wszystkich cystatyn z rodziny II (I125), w ktorej
wokot pojedynczej, centralnej o-helisy owini¢ta jest f-kartka zbudowana z pigciu B-nici
(Rysunek 5 A). W warunkach fizjologicznych hCC wystgpuje w ptynach ustrojowych
i tkankach czlowicka gdzie peini role efektywnego inhibitora proteaz cysteinowych
z rodziny papain i legumain [27]-[29]. Epitop, rozpoznawany przez proteazy cysteinowe,
tworzg reszty aminokwasowe znajdujace si¢ w N-koncowej czesci biatka oraz petle L1
1 L2 [30]. Cystatyna C wykazuje aktywno$¢ w szerokim zakresie i obejmuje m.in. udziat
w obronie organizmu ludzkiego przed zakazeniami bakteryjnymi i wirusowymi. Biatko
to bierze réwniez udzial w procesach nowotworowych, stanach zapalnych i resorpcji
kosci [31]. Przypisuje mu si¢ rowniez funkcje neuroprotekcyjng [26], [32], [33]. Aktywna
biologicznie cystatyna C jest monomerem, jednak w stanach patologicznych obserwuje
si¢ wystepowanie znacznych iloSci zewnatrzkomoérkowych dimeréow biatka [34].
Struktury te powstaja w nastepstwie procesu okre§lanego mianem tréjwymiarowej
wymiany domen (3D domain swapping), zaobserwowanego dla hCC podczas prob
okreslenia struktury przestrzennej biatka za pomoca metod rentgenografii strukturalnej
[35]. W procesie dimeryzacji hCC istotna rol¢ odgrywa petla L1, ktora faczy fragmenty
biatka ulegajace wymianie: N-koficowg domeng zbudowang z a-helisy oraz nici f1 i 2,
z C-koncowym fragmentem o charakterze B-kartki [35]. Petla L1 jest rowniez jedynym
fragmentem biatka ulegajgcym znaczacym zmianom konformacyjnym podczas wymiany
domen polegajacym na przejsciu od struktury typu ,,spinka do wtosow” do dtugiej, prostej
B-nitki (BL, Rysunek SB). Zjawisko dimeryzacji przez wymian¢ domen nie jest jednak
unikalne dla cystatyny C. Obserwuje si¢ je takze dla innych przedstawicieli inhibitorow
proteaz cysteinowych z rodziny 125, stefiny A i B [36], [37], oraz szeregu biatek
o charakterze amyloidogennym [38], [39]. Dlatego tez, proces wymiany domen
rozwazany jest jako jeden z mechanizméw prowadzacych do tworzenia fibryli
amyloidowych [40]. Zalezno$¢ pomigdzy zdolnoscia do ulegania procesowi wymiany
domen i fibrylizacja wykazano réwniez w przypadku cystatyny C [41]. Jak si¢ okazuje
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proces oligomeryzacji hCC mozna modulowa¢ wprowadzajac niewielkie zmiany
w strukturze biatka. Stabilizacja struktury cystatyny C w formie monomerycznej, przez
wprowadzenie dodatkowych mostkow disulfidowych, taczacych ze soba elementy
struktury drugorzedowej biatka ulegajace wymianie, powoduje istotne zmniejszenie
szybkosci tworzenia wyzszych form oligomerycznych (z fibrylami wiacznie) nie tylko
przez biatko dzikiego typu, ale rowniez jego amyloidogennego mutanta hCC L68Q [41].

B N-konice

Rysunek 5.  Reprezentacje wstazkowe monomeru (A) i dimeru (B) czasteczki cystatyny C. Model
przygotowany na podstawie danych krystalograficznych dla mutanta hCC V57G (monomer, kod
pdb 6ROA) i biatka typu dzikiego (dimer, kod pdb 1G96) w programie PyMol

Figure 5. Ribbon presentations of monomer (A) and dimer (B) of cystatin C molecule. Models prepared
based on crystallographic data for mutant hCC V57G (monomer, pdb code 6ROA) and wild type
protein (dimer, pdb code 1G96) in PyMol [42]

W toku naszych badan wykazali§my, ze wymiana labilnej konformacyjnie reszty
waliny w pozycji 57 petli L1 na resztg asparaginy, kwasu asparaginowego lub glicyny
(hCC V57N, hCC V57D i hCC V57G) prowadzi do stabilizacji czasteczki w formie
monomerycznej [43]-[45]. Stabilizacja ta nie blokuje catkowicie fibrylizacji wariantu
asparaginowego, jednak wariant glicynowy jest na tyle trwaty, by mozliwe bylo
otrzymanie jego nie tylko struktury krystalograficznej, ale rowniez wyznaczenie struktury
w roztworze za pomocg techniki NMR [45]. Nasze prace obejmowaty takze wariant hCC
w ktérym reszta waliny zostala zastapiona resztg proliny. Zmiana ta przyczynita si¢ do
powstania formy otwartej, biatko hCC V57P wykazywato zwigkszong sktonno$¢ do
ulegania procesowi dimeryzacji [46]

Inherentng cecha cystatyny C jest jej sklonnos$¢ do samoasocjacji i tworzenia
wyzszych form oligomerycznych z fibrylami wlacznie [47], [48]. W krysztale za$
tendencja cystatyny C do samoasocjacji przejawia si¢ w sposobie upakowania molekut.
Zaroéwno dla biatka dzikiego typu, jak i dla dimerycznego wariantu (hCC V57P),
obserwuje si¢ tendencj¢ do tworzenia oktaedrycznych asocjatdow zbudowanych z czterech
wymienionych domenowo dimeréw, oddziatujacych za posrednictwem wigzan
wodorowych [46], [47].
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W strukturze cystatyny C wystepuje jeszcze jeden element odgrywajacy bardzo
istotng role w procesie amyloidogenezy. Czasteczka hCC posiada hydrofobowe jadro,
tworzone na powierzchni styku amfipatycznej helisy i -kartki, stabilizowane przez sie¢
oddzialywan hydrofobowych [35]. Naruszenie jego integralnosci przez wprowadzenie
sterycznie rozbudowanej, polarnej reszty glutaminy w pozycji Leu68, nadaje biatku
wiasciwosci wysoce amyloidogenne [49]. Jak si¢ jednak okazuje to nie oddziatywania
steryczne s3 glownym czynnikiem odpowiedzialnym za obnizong stabilno$¢
konformacyjng amyloidogennego wariantu cystatyny C — hCC L68Q. Przeprowadzone
przez nas badania obejmujace zastapienie krytycznej reszty leucyny (L68) za pomoca
mniejszej sterycznie, hydrofobowej reszty waliny wykazaty, Ze na destabilizacj¢ wariantu
L68Q wplywaja glownie zaburzenia elektrostatyczne, wynikajace z obecnosci polarne;j
reszty glutaminy. Otrzymany wariant walinowy jadra hydrofobowego hCC L68V okazat
si¢ by¢ rozpuszczalny w warunkach nadekspresji w systemie bakteryjnym, a jego izolacja
i oczyszczanie prowadzito do otrzymania biatka monomerycznego [50], [51], podobnie
jak w przypadku dwoch stabilnych wariantéow wykazujacych mutacje w petli L1 (hCC
V57N, hCC V57G). W badaniach in vitro wariant hCC L68V wykazywatl jednak
podwyzszong tendencje do dimeryzacji w pordwnaniu z biatkiem dzikiego typu, co
wynika najprawdopodobniej z ostabienia sieci oddziatywan hydrofobowych w jadrze
czasteczki, w wyniku wprowadzenia mniejszej sterycznie reszty. W warunkach
krystalizacji wariant ten zachowuje si¢ jak biatko dzikiego typy tworzac wymienione
domenowo dimery [51].

Oprocz czynnikdow wewnatrzezasteczkowych proces asocjacji biatka sterowany
moze by¢ réwniez za pomoca czynnikdw srodowiskowych, jak obecnos¢ niektdrych
molekut czy jonéw metali [52], [53]. Tym ostatnim po$wiegca si¢ w ostatnich czasach
sporo uwagi ze wzgledu na ich postulowane powigzania z rozwojem chorob
neurodegeneracyjnych [54], [55]. Cystatyna C nie jest biatkiem bezposrednio
rozpatrywanym jako ligand dla jonéw metali, zwlaszcza przejSciowych jak miedz(II),
jednak w toku naszych badan wykazalismy istnienie w jej sekwencji miejsca, mogacego
z tymi jonami oddzialywa¢ [56], [57]. Zlokalizowane jest ono w labilnym
konformacyjnie, C-koncowym fragmencie czasteczki obejmujacym tzw. appending
structure (AS, Rysunek 5). 10-Aminokwasowy peptyd zaprojektowany na bazie
sekwencji AS cystatyny C, obejmujacy potencjalne miejsce wigzania jonow miedzi(Il),
wykazuje zdolno$¢ do tworzenia szeregu mono- i binuklearnych komplekséw z tymi
jonami. WykazaliSmy rowniez, ze z dwoch reszt histydyny obecnych w tym fragmencie
jedna (His86 w notacji sekwencji biatkowej) wykazuje wyzsze powinowactwo do jondw
metalu.

Nasze badania nad oddziatywaniami catego biatka z jonami miedzi pokazaly, ze
wplywaja one na stabilnos¢ hCC w formie monomerycznej, ulatwiajac proces
dimeryzacji, nie modyfikuja natomiast znaczaco jego zdolnosci do fibrylizacji
(Zygowska i wsp. manuskrypt przestany do recenzji), jak to zaobserwowano w przypadku
bliskiego analogu cystatyny C stefiny B [58], [59]. Badania za pomoca technik rentgeno-
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graficznych i NMR potwierdzity wigzanie jonéw Cu(ll) w zaproponowanym rejonie petli
AS, jednak poznanie genezy wpltywu jonéw metalu oraz znaczenia tych oddziatywan
w kontekscie fizjologicznym wymaga poglebionych badan, ktore sa obecnie prowadzone.

Innym czynnikiem wykazujacym wysoki potencjal do modulowania procesu
oligomeryzacji biatek amyloidogennych jest obecnos¢ bton biologicznych, w tym btony
komoérkowej [60]. Badania wskazuja, ze blony biologiczne moga stanowi¢ powierzchnie
promujaca patologiczne procesy oligomeryzajcji biatek amyloidogenneych i tworzenia
fibryli amyloidowych. Ponadto, w trakcie oddzialywania z blonami, bialka moga
potencjalnie tworzy¢ toksyczne oligomery przejsciowe o ksztalcie obwarzankoéw (ang.
annular oligomers), ktorych destrukcyjny mechanizm dziatania jest podobny do tego
obserwowanego w wypadku toksyn tworzacych kanaly transbtonowe.

W wyniku prowadzonych przez nas badan ustalili§my, ze cystatyna C oddziatuje
z roznymi fosfolipidowymi sktadnikami btony komoérkowej, takimi jak DMPC, POPC,
POPG, DOPE itp. Jednak w wypadku zadnego z nich nie udato si¢ zaobserwowaé
wplywu obecnosci lipidow na oligomeryzacje biatka. Co ciekawe, zastosowanie
micelarnego mimetyku blony komorkowej zbudowanego z DPC i SDS pozwolito
wykazaé, ze proces monomeryzacji dimerycznych form hCC oraz stabilizacji biatka
w postaci monomeru jest wprost proporcjonalny do stezenia miceli [61], [62].

4. AKTYWACJA PROTEASOMU JAKO STRATEGIA
W POWSTRZYMYWANIU ROZWOJU PROCESOW
STARZENIOWYCH I NEURODEGENERACYJNYCH

W Katedrze Chemii Biomedycznej od 2008 roku zajmujemy si¢ tematyka zwigzang
z modulacja aktywnosci ludzkiego proteasomu. Proteasomy to ogromne kompleksy
enzymatyczne odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy biatkowej (Rysunek 6).
W warunkach fizjologicznych wystepuja gtownie dwa rodzaje proteasomow: 20S i 268S.
Ludzki proteasom 26S (h26S) to ATP-zalezny kompleks enzymatyczny powstajacy
w wyniku przylaczenia jednej lub dwodch czasteczek regulatora 19S do rdzenia
katalitycznego 20S. Jest on zdolny do rozpoznawania znakowanych ubikwityna
substratow biatkowych, ich rozfaldowywania i degradacji, a takze odpowiada za
proteoliz¢ wigkszosci biatek komorkowych, przede wszystkim krotko zyjacych biatek
sterujacych procesami zachodzacymi w komorkach. Z kolei proteasom 20S degraduje
biatka uszkodzone, na przyktad w wyniku stresu oksydacyjnego, nie potrzebujac do tego
ATP, ubikwityny ani regulatora 19S. Spowodowane przez utlenienie rozfaldowanie
bialek powoduje bowiem wyeksponowanie rejondw hydrofobowych, rozpoznawane
przez sam rdzen katalityczny jako sygnat do degradacji biatka [63], [64].
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Rysunek 6.  Schemat przedstawiajacy dwie mozliwe $ciezki degradacji biatek przez system proteasomalny.
(A) Biatka oznakowane przez ubikwityne sa trawione przez proteasom 26S przy udziale energii
pochodzacej z hydrolizy ATP. (B) Czgsciowo lub catkowicie rozfaldowane biatka moga by¢
bezposrednio degradowane przez proteasom 20S lub 20S zwiazany z regulatorami

Figure 6. Schematic diagram of two possible pathways of proteins degradation by the proteasomal system.
(A) Ubiquitin tagged proteins are digested by the 26S proteasome using energy from ATP
hydrolysis. (B) Partially or fully unfolded proteins can be directly degraded by the 20S or 20S
proteasome associated with regulators

Uposledzenie funkcjonowania szlaku proteolitycznego realizowanego przez
proteasom skutkuje rozwojem proceséw starzeniowych, objawiajacych si¢ m.in.
gromadzeniem uszkodzonych bialek w komorkach, czego konsekwencja jest np.
powstawanie zatmy w soczewce oka, zmniejszona tolerancja migs$nia sercowego na
niedokrwienie/reperfuzje, czy tez powstawanie zmian barwnikowych w skorze na skutek
odktadania si¢ ztogdéw lipofuscyny [65]. Jeszcze powazniejsza konsekwencjg zbyt mato
aktywnego proteasomu jest wzrost ilosci niepotrzebnych i uszkodzonych biatek,
a nastgpnie powstawanie z nich toksycznych form oligomerycznych [66]. Gromadzenie
si¢ tych form w komorkach nerwowych zaburza ich funkcjonowanie, prowadzac do
obumierania neuronéw i rozwoju chordb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba
Alzheimera, Parkinsona czy stwardnienie boczne zanikowe [65], [67].
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Zwiazane z agregacja biatek tzw. choroby konformacyjne stanowia powazny
i rosnacy problem spoteczny. Szybko starzejace si¢ spoleczenstwa, siedzacy tryb zycia,
a takze zmieniajacy si¢ sposob odzywiania, stanowia przyczyny, z powodu ktorych coraz
wigcej ludzi zapada na choroby metaboliczne, a takze zaburzenia neurologiczne
i poznawcze, charakteryzujace si¢ postgpujacym uszkodzeniem komoérek nerwowych
i demencjg. Odkladajace si¢ u tych osob uszkodzone biatka w mtodych, zdrowych
organizmach bylyby skutecznie usuwane przez systemy proteolityczne, gtéwnie przez
proteasom 20S. Niestety, efektywnos¢ proteolizy wraz z wiekiem stabnie. Prowadzone
w ostatnich latach badania wyraznie pokazuja, ze aktywacja proteasomu, czy to na
poziomie ekspresji gendow, czy przy uzyciu naturalnych lub syntetycznych zwigzkow,
moze stanowié¢ obiecujacy strategi¢ terapeutyczna, zapewniajaca opodznienie wystapienia
zwigzanych z wiekiem chorob neurodegeneracyjnych [68].

Badania prowadzone w naszym zespole koncentruja si¢ na mozliwosci
przywrocenia efektywnego funkcjonowania ludzkiego proteasomu 20S (h20S) za
pomoca syntetycznych, niskoczasteczkowych aktywatorow. Jednak mechanizm
aktywacji proteasomu 20S nie jest doktadnie wyjasniony, co utrudnia projektowanie
potencjalnych terapeutykéw. Struktur wiodacych do ich projektowania mozna
poszukiwac opierajac si¢ na kompleksach proteasomu z jego naturalnymi, biatkowymi
aktywatorami. Liczne badania wykazuja, ze krotkie peptydy wywodzace si¢
z regulatorow 19S i PA200, zawierajace ich C-koncowy motyw HbYX (reszta
hydrofobowa - tyrozyna - dowolna reszta aminokwasowa) sa w stanie stymulowac
proteasom 20S [69]-[72]. Wyniki naszych badan réwniez to potwierdzajg - odkrylismy
nowa grup¢ bardzo skutecznych aktywator6w proteasomu, ktorych sekwencje wywodza
si¢ z C-koncowego fragmentu drozdzowego ortologu regulatora PA200, biatka BIm10
(publikacja w przygotowaniu). Odkryli§my takze, ze wprowadzenie motywu HbYX do
nickompetycyjnego inhibitora PR11 powoduje, ze aktywuje on h20S [73]. Zdolnos¢
stymulowania proteasomu 20S przez otrzymane przez nas peptydy wykazali§my zar6wno
w testach aktywnosci ze standardowymi substratami fluorogennymi, jak i z modelowymi
bialkami (a-synukleina, Tau441, enolaza).

Nasze aktywatory w swej obecnej postaci nie sg, niestety, w stanie wnika¢ do
komorek, a takze charakteryzuja si¢ niska stabilnoscia proteolityczng. W prowadzonych
przez nas obecnie badaniach projektujemy peptydomimetyki, ktére majg by¢ pozbawione
dwoch glownych wad ograniczajacych terapeutyczne zastosowanie peptydowych
aktywatoréw typu Blm: krotkiego okresu péditrwania w osoczu i braku przenikalnos$ci
przez btony komodrkowe. Aktywatory modyfikujemy za pomoca nienaturalnych
aminokwaséw, a takze wprowadzajac do sekwencji mimetyki wigzania peptydowego.

Rownolegle prowadzimy badania, ktorych celem jest zweryfikowanie, czy mozliwe
jest zapobieganie gromadzeniu si¢ oligomerycznych form polipeptydowych
bioczasteczek. Wyniki ostatnich badan wskazuja, ze to nie fibryle amyloidowe, ale
poprzedzajace je w procesie agregacji rozpuszczalne oligomery stanowig formy
najbardziej toksyczne dla komoérek [74], [75]. Gdyby wewnatrzkomoérkowe systemy
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proteolityczne dziataly prawidlowo, te niewielkie oligomery moglyby by¢ trawione
i usuwane z komorek. Niestety jednak, wraz ze starzeniem si¢ organizmu wydajnosé¢
proteolizy stabnie. Ponadto, same oligomery sa w stanie hamowaé aktywno$¢
odpowiedzialnego za degradacje¢ nieprawidtowych biatek proteasomu 20S. Fakt ten zostat
potwierdzony  dla  kilku  peptydéw/bialek = zwigzanych z  chorobami
neurodegeneracyjnymi: peptydu B-amyloidowego zwigzanego z chorobg Alzheimera, a-
synukleiny, ktorej agregacja jest powigzana z chorobg Parkinsona i zmutowanej formy
huntingtyny, tworzacej zlogi u chorych cierpigcych na chorobg Huntingtona [76].
W ramach prowadzonych przez nas badan chcemy sprawdzi¢ czy hamowanie aktywnosci
proteasomu 20S przez rozpuszczalne oligomery ma miejsce tylko w przypadku
polipeptydow zaangazowanych w rozwdj choréb neurodegeneracyjnych, czy tez jest
wlasciwos$cia  ogdlng  agregujacych  bioczasteczek.  Badania  prowadzimy
z wykorzystaniem ludzkiej amyliny, ktoérej agregacja jest powigzana z rozwojem
cukrzycy typu drugiego. Zajmujemy si¢ rowniez sprawdzaniem, czy zawierajace motyw
HbYX peptydowe aktywatory proteasomu sg w stanie przeciwdziata¢ hamowaniu
aktywnosci enzymu przez oligomery, a by¢ moze nawet utatwiaé i intensyfikowaé ich
degradacje.

Kolejnym kierunkiem naszych badan jest zglgbianie wiedzy na temat mechanizmu
allosterycznej modulacji aktywnoS$ci proteasomu. Jest to temat zyskujacy coraz wigksze
zainteresowanie wsrod naukowcow, niemniej jednak bardzo stabo zbadany. W celu
okreslenia miejsca wigzania peptydowych, allosterycznych modulatoréw badamy
struktury proteasomu 20S. Okre$lilismy dotad struktury krystaliczne dwoch kompleksow
drozdzowego proteasomu 20S z czasteczkami zdolnymi do pobudzania aktywnosci
enzymu (kod PDB: 4X6Z, SNIF). Dzigki temu okresliliSmy wstepnie preferencije
strukturalne proteasomu wzgledem matoczasteczkowych aktywatorow [77]. W ostatnim
czasie wspotpraca z dr Ashwinem Chari i dr Fabianem Hannebergiem z MaxPlanc
Institute w Getyndze doprowadzita do otrzymania kompleksow aktywatorow z ludzkim
proteasomem 20S oraz ludzkim immunoproteasomem (publikacja w przygotowaniu).
Prowadzone przez nas udoktadnianie otrzymanych struktur pozwoli bardziej precyzyjnie
okresli¢ preferencje konformacyjne wzgledem aktywatoréw i utatwi ich projektowanie.
Poszerzy tez wiedze na temat mechanizmu dzialania matoczasteczkowych modulatorow.
Dodatkowo, miejsce wiazania aktywatorow badamy takze za pomoca trawienia
enzymatycznego polaczonego ze spektrometria mas, uprzednio wprowadzajac do
sekwencji peptydow reszty sieciujace. Sieciowanie chemiczne planujemy takze
wykorzysta¢ do okre$lenia miejsca wigzania oligomeréw B-amyloidu i amyliny do
proteasomu 20S.

Medycyna nie zna obecnie zadnej skutecznej metody terapii chordb
konformacyjnych, wptywajacych nie tylko na centralny uklad nerwowy, ale tez na inne
tkanki i narzady w organizmie. Proponowane przez nas podej$cie zapobiegania chorobom
zwigzanym z agregacja biatek jest nowatorskie, poniewaz nie koncentruje si¢ na samych
agregujacych czasteczkach. Otrzymane wyniki moga pozwoli¢ na otrzymanie w przy-



416 L. BYLINSKA, M. DZIERZYNSKA, M. GIZYNSKA, K. GUZOW, E. JANKOWSKA ...

szto$ci terapeutykow zdolnych do przeciwdziatania uposledzeniu aktywnosci proteasomu
przez toksyczne dla komdrek formy oligomeryczne biatek, a takze do intensyfikowania
usuwania réznego typu oligomeréw z komoérek, co moze zaowocowac odtworzeniem
homeostazy u 0s6b cierpiacych na choroby neurodegeneracyjne i metaboliczne.

5. FIBRYLE i HYDROZELE PEPTYDOWE

Niektére peptydy i bialka potrafia w spontaniczny sposob potaczyé sie
w uporzadkowane drugo- i trzeciorzgdowe struktury. Takie peptydy nazywane sa
peptydami samoorganizujacymi si¢ (SAP, ang. self-assembling peptides). Za tworzenie
struktury odpowiedzialne sg wigzania wodorowe, oddziatywania hydrofobowe oraz sity
van der Waalsa. Ze wzgledu na zdolno$¢ peptydéw do samoorganizacji, zwiazki te
znajduja coraz szersze zastosowania jako biomateriaty peptydowe [78].

Medycyna regeneracyjna oraz inzynieria tkankowa stanowia sektor medycyny
zajmujacy si¢ poszukiwaniem sposobow zastepowania i/lub naprawiania uszkodzonych
tkanek. Trzy komponenty stanowiace triad¢ inzynierii tkankowej to polaczone ze sobg
komérki (np. macierzyste), rusztowania oraz czynniki sygnalizacyjne (substancje
aktywne). Biomateriaty peptydowe stosowane jako rusztowanie, czyli jeden z filaréw
triady inzynierii tkankowej, powinny zapewni¢ komoérkom odpowiednie
mikrosrodowisko do proliferacji, migracji czy roznicowania. Idealne rusztowania
biomimetyczne musza posiada¢ szereg cech: doskonala biokompatybilnos¢, niska
immunogenno$¢, odpowiedniga porowatos¢, przepuszczalno$¢ 1 elastycznosé
mechaniczng oraz musza by¢ latwo syntetyzowane. Cechy te wykazuja SAP, ktore
samoorganizujg si¢ w nanowlokna o s$rednicy okoto 10 do 20 nm, ktére uktadajg si¢
w sie¢ [79]. Tak utworzona struktura sieci ma rozmiary wiokien i wielkosci porow
zblizone do naturalnej macierzy pozakomorkowej. Stad peptydy takie znalazly
zastosowanie jako rusztowania do hodowli komoérkowe;j.

Biomateriaty peptydowe moga by¢ stosowane jako magazyny do przechowywania
lekow i uwalniania ich przez dtugi czas np. biatek, ktére moga by¢ uwalniane przez okres
dni, tygodni lub miesigcy bez utraty ich aktywnosci biologicznej. Biologicznie aktywne
substancje moga by¢ rowniez kowalencyjnie zwigzane z tancuchami peptydowymi, pod
warunkiem ze nie zaburza one samoorganizacji taicuchéw peptydowych.

Z uwagi na fakt, ze Katedra Chemii Biomedycznej posiada wieloletnie
do$wiadczenie w pracy z peptydami ulegajgcymi fibrylizacji, zostaty one wykorzystane
jako nosniki substancji aktywnej. Do tego celu zostal wybrany przegrupowany fragment
motywu zamka sterycznego ludzkiej cystatyny C o sekwencji QAGIVV. Rusztowania
fibrylowe zostaly zaprojektowane w taki sposob, aby uzyskac produkt multifunkcjonalny,
ktéry po aplikacji na rang utworzy mikrosrodowisko dla optymalnego wzrostu komorek,
a jednoczesnie bgdzie stanowi¢ rezerwuar substancji o dziataniu biologicznym, ktora
zostanie uwolniona z fibryli pod wpltywem aktywnosci elastazy neutrofilowej obecnej
w ranie [80].
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Sekwencja aminokwasowa zaprojektowanych przez nas rusztowan fibrylowych jest
polaczeniem 4 roznych sekwencji o zdefiniowanym dziataniu. Pierwszy fragment, FC
(QAGIVYV), posiada potwierdzone wtasciwosci agregacyjne. Fragment ten zostat
polaczony tacznikiem glicynowym (GGG) z fragmentem wrazliwym na dzialanie
elastazy neutrofilowej (AAPV). Wprowadzenie lacznika glicynowego miato na celu
odsunigcie sekwencji aktywnej od celowanego miejsca degradacji oraz ulatwienie
enzymowi dostepu do sekwencji specyficznej AAPV. Czwarty fragment stanowi
sekwencja o potencjalnym dziataniu pro-regeneracyjnym (Rysunek 7). Sposrod
peptydow aktywnych wybralismy sekwencje GHK, KGHK oraz RDKVYR. Pierwsze
dwa s3 znanymi peptydami pro-regeneracyjnymi, stymulujacymi angiogenezg,
wspomagajacymi proces gojenia si¢ ran oraz remodeling skoéry poprzez zmniejszanie
poziomu cytokin TNF-a, regeneracj¢ nerwow oraz stymulacje proliferacji fibroblastow
[81], [82]. Peptyd RDKVYR ma wlasciwosci immunostymulujacye odpowiedz
humoralng i komorkowa oraz wspomagajacym migracj¢ keratynocytow oraz jest
zaangazowany w indukcje transkrypcyjna genu POUF5FI kodujacego czynnik
pluripotencji OCT4 oraz geny TETI i TET3 uczestniczace w demetylacji DNA [83], [84].
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Rysunek 7. Schemat zaprojektowanych hybryd fibrylowych [80]
Figure 7. Scheme of the peptide scaffold construct [80]

Uzyskane przez nas wyniki badan agregacyjnych z zastosowaniem tioflawiny T
potwierdzity tworzenie si¢ kompleksu z barwnikiem w inkubowanych roztworach.
Zdjecia mikroskopowe wykonane przy pomocy transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j,
jak 1 mikroskopii sit atomowych, jednoznacznie potwierdzity obecnos$¢ fibryli
peptydowych o réznej dtugosci i grubosci. Analiza zdje¢ mikroskopowych wykazata, ze
fibryle tworzg si¢ bezposrednio po rozpuszczeniu, tworzgc coraz bardziej ztozone formy
az do dnia 21, jak przedstawiono na zdjeciach TEM (Rysunek 8) [80].
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FC-KGHK

Rysunek 8.  Zdjecia TEM otrzymanych fibryli peptydowych w 0,3,21 dniu inkubacji
Figure 8. Transmission electron micrographs for fibril peptides obtained in 0, 3 and 21* day of incubation

Hybrydowa budowa peptydu w swoich zatozeniach zaktadata uwalnianie fragmentu
o sekwencji aktywnej pod wplywem dzialania enzymu. Analiza widm masowych po
inkubacji peptydow z elastaza neutrofilowa wykazata, ze dla kazdego ze zwiazkoéw
nastapila hydroliza w zaplanowanym miejscu cigcia enzymatycznego.

Analiza wynikéw badan przeprowadzonych na liniach komoérkowych dostarczyta
informacji na temat cytotoksycznosci oraz potencjalu proregeneracyjnego peptydow.
Badania te jednoznacznie potwierdzily, ze badane zwiazki nie sa toksyczne wobec
komorek skornych tj. fibroblastow 46BR.IN oraz keratynocytow HaCaT w catym
badanym zakresie stezen tj. 0,01-25 pg/ml. Wszystkie peptydy wykazaty zwiekszony
efekt pro-proliferacyjny w poréwnaniu do peptydu bazowego FC. Efekt ten utrzymywat
si¢ na poziomie od 20 do 60%.

Obecnie prowadzimy prace badawcze nad drugim rodzajem no$nika peptydowego
jakim sg hydrozele peptydowe na bazie sekwencji RADA16-1. Peptyd RADA16-1 ma
wysoka sktonno$¢ do samodzielnego sktadania si¢ w celu utworzenia bardzo stabilnych
struktur B-kartek, co prowadzi do szeregu zorganizowanych struktur. Na przyktad
w kwasnych warunkach pH obserwuje si¢ nanofibryle, natomiast rusztowanie uzys-
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kuje si¢ poprzez zwigkszenie pH lub dodanie soli. Hydrozele RADA16-I sa idealnymi
materiatami do tworzenia tréjwymiarowych rusztowan do hodowli komorkowej
w inzynierii tkankowej. Prace badawcze z wykorzystaniem peptydu RADAI16-I
wykazaty, ze regeneruje on skore, tkanke nerwowa oraz zatrzymuje mikrokrwotoki [85]—
[87].

Nasze badania konstruktow hydrozelowych potwierdzily ich zdolno$¢ do tworzenia
struktury [-kartki, a obrazowanie mikroskopowe uwidocznito ich strukture 3D
[publikacja wystana] [88]. Efekt pro-proliferacyjny wobec fibroblastow i keratynocytow
utrzymywal si¢ na wysokim poziomie. Wyniki badan in vivo pokazaty, ze w przypadku
dwoch hydrozeli tj. RADA-GHK oraz RADA-KGHK nastgpuje szybsze zamknigcie rany
w poréwnaniu do kontroli. Analiza preparatow histologicznych pobranych ze skory
grzbietu myszy wykazata, ze odbudowana skora byla zdecydowanie grubsza niz
w przypadku zastosowania samego peptydu RADA16-1 oraz posiadata prawidlowa
strukture [publikacja wystana] [88].

6. PEPTYDOWE INHIBITORY PUNKTOW KONTROLNYCH UKEADU
IMMUNOLOGICZNEGO

Nowotwory stanowig drugg co do czestosci przyczyng zgondw na S$wiecie
i odpowiadaja za Smier¢ okoto 10 miliondéw chorych rocznie. Szacuje si¢, ze do 2040 roku
zardwno liczba zgonow, jak i nowo diagnozowanych przypadkéow podwoi si¢ [89].
Istnieje wiele strategii walki z chorobami nowotworowymi, do ktorych zaliczy¢ mozna
chirurgig, radioterapi¢ czy chemioterapi¢, nie sa one jednak skuteczne w leczeniu
wszystkich typow raka. Odkrycie roli, jaka odgrywa uktad immunologiczny w chorobach
nowotworowych zapoczatkowato nowa metode leczenia, okreslang jako immunoterapia.
Jedna z jej strategii jest aktywacja ukladu odporno$ciowego poprzez blokowanie
oddziatywania biatek okreslanych jako punkty kontrolne uktadu immunologicznego.
Tego typu podejScie zaowocowato w 2018 roku przyznaniem Nagrody Nobla
w dziedzinie fizjologii lub medycyny dla James’a P. Allison’a z USA i Tasuku Honjo
z Japonii, za odkrycie terapii przeciwnowotworowej polegajacej na hamowaniu
negatywnej regulacji immunologiczne;j.

Punkty kontrolne uktadu immunologicznego sg to pary receptor/ligand znajdujace
si¢ na powierzchni komorek uktadu odpornosciowego, takich jak limfocyty T i komorki
prezentujace antygen (APC; ang. antigen presenting cell). Odgrywaja one kluczowa role
w aktywacji limfocytow T, do ktorej potrzebne sg dwa sygnaty. Pierwszym z nich jest
prezentacja antygenu limfocytom T przez glowny uktad zgodnosci tkankowej (MHC;
ang. major histocompatibility complex) i jego zwigzanie z receptorem komoérek T (TCR;
ang. T-cell receptor). Drugi sygnat powstaje po utworzeniu odpowiedniego kompleksu
receptor/ligand (Rysunek 9) [90]. Pojecie punktow kontrolnych nie odnosi si¢ tylko do
bialek, ktore przekazujg sygnat aktywujacy limfocyty T. Istnieja pary receptor/ligand,
ktore w wyniku zwigzania si¢ prowadza do ich dezaktywacji [91]. Komoérki
nowotworowe wykorzystaly sygnat hamujacy limfocyty T do wypracowania mechani-
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zmow pozwalajacych im unikngé nadzoru uktadu immunologicznego. Zablokowanie
punktow kontrolnych, ktére negatywnie reguluja dziatanie uktadu odpornosciowego,
prowadzi do zaburzenia tolerancji wobec nowotworu i pobudzenia odpowiedzi

przeciwnowotworowej.
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Rysunek 9. Punkty kontrolne - przyktady biatek stymulujacych oraz hamujacych aktywacje limfocytow T
Figure 9. Immune checkpoints — examples of immune system stimulatory and inhibitory complexes of T
cells

W Katedrze Chemii Biomedycznej od 2012 roku zajmujemy si¢ poszukiwaniem
peptydowych inhibitorow punktow kontrolnych. Nasze badania skupiaja si¢ na
kompleksach hamujacych aktywacje limfocytow T, takich jak CDI160/HVEM,
BTLA/HVEM, TNF/TNFR2, PD-1/PD-L1 oraz TIGIT/PVR. Peptydy projektujemy w
oparciu o struktury krystaliczne kompleksow receptor/ligand. Otrzymane zwigzki
badamy pod katem ich wigzania si¢ z celem molekularnym oraz ich wpltywu na
formowanie si¢ kompleksu receptor/ligand.

Nasze badania nad punktami kontrolnymi rozpocz¢lismy od kompleksu
BTLA/HVEM. Receptor inhibitor limfocytow T i B (BTLA) znajduje si¢ na powierzchni
limfocytow T i oddzialuje z ligandem biatkiem wejscia wirusa opryszczki (HVEM)
obecnym na powierzchni komdrek nowotworowych. Tworzenie kompleksu
BTLA/HVEM powoduje zahamowanie proliferacji limfocytow T oraz produkcji przez
nie cytokin. Projektowanie inhibitoréw biatka BTLA oparliSmy na strukturze
krystalicznej kompleksu BTLA/HVEM (PDB: 2AW?2). ZsyntetyzowaliSmy szereg
peptydow, fragmentdéw biatka HVEM, i przebadalismy je pod katem wigzania z biatkiem
BTLA oraz ich zdolnosci do blokowania tworzenia kompleksu receptor-ligand. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze peptyd HVEM(14-39) oddzialuje 2,5 razy silniej z bialkiem BTLA
niz HVEM oraz hamuje tworzenie kompleksu w testach wykonanych na liniach
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komérkowych. W swojej sekwencji peptyd HVEM(14-39) posiada cztery cysteiny
tworzace dwa mostki disulfidowe, ktore pozwolity nam na uzyskanie peptydu
o strukturze podobnej do tej jaka ten fragment peptydu posiada w biatku HVEM [92],
[93]. Do projektowania inhibitoréw kompleksu BTLA/HVEM wykorzystalismy rowniez
sekwencje aminokwasowa wirusowego biatka — glikoproteiny D (gD), ktore wiaze si¢
z HVEM w tym samym miejscu co biatko BTLA. Struktura krystaliczna kompleksu
HVEM/gD (PDB: 1JMA) poshuzyla nam do zaprojektowania szeregu peptydow,
fragmentow gD, do ktorych wprowadzone zostaly dodatkowo wigzania disulfidowe
stabilizujace strukturg. Najlepsze wilasciwosci hamujace wykazywaly dwa peptydy:
gD(1-36)(K10C-T29C) oraz gD(1-36)(K10C-D30C) [94], [95]. Otrzymane przez nas
zwigzki sa obecnie badane na komoérkach pacjentdw chorujacych na czerniaka, we
wspotpracy z Gdanskim Uniwersytetem Medycznym. Podobne podejscie stosujemy przy
projektowaniu inhibitor6w kompleksow PD-1/PD-L1, CD160/HVEM, TIGIT/PVR czy
TNF/TNFR, a prowadzone do tej pory prace pozwolity na otrzymanie kilku obiecujacych
Zwigzkow.

Rownolegle prowadzimy badania nad uzyskaniem struktur krystalicznych
wspomnianych wyzej biatek oraz ich komplekséw z zaprojektowanymi w Katedrze
Chemii Biomedycznej inhibitorami peptydowymi. Nasze badania w tym zakresie
polegaja na opracowaniu i optymalizacji warunkow ekspresji i oczyszczania wybranych
biatek, tak by uzyskiwane iloéci pozwalaty na przetestowanie kilkuset warunkow
krystalizacji. Podejmujemy réwnoleglte proby uzyskania biatek w kilku systemach
ekspresyjnych: bakteryjnym [96], drozdzowym i ssaczym. Dla uzyskanych biatek
sprawdzamy aktywno$¢ biologiczna badajac zdolnos¢ wiazania si¢ do biologicznego
partnera oraz zdolno$¢ wigzania peptydowego inhibitora.

7. BADANIA KONFORMACYJNE HOMOLOGOW GLIKOPROTEINY
N HERPESWIRUSOW

Herpeswirusy s3 jednymi =z najbardziej rozpowszechnionych patogendéw
zakazajacych czlowieka oraz wywotujacych liczne choroby u zwierzat hodowlanych
i dziko zyjacych. Czesto sg to choroby o charakterze epidemicznym, stanowigce powazny
problem ekonomiczny. Najlepszym sposobem aby zapobiec rozprzestrzenianiu si¢
herpeswirusow sg profilaktycznie szczepionki [97]. Jednak ze wzgledu na rozwijajaca si¢
oporno$¢ herpeswirusow na obecnie stosowane leki, innym rozwigzaniem jest
opracowanie nowych terapeutykow przeciwwirusowych. Obecnie dostgpne leki to
glownie analogi nukleotydow (acyklowir, gancyklowir, idoxurydyna, walacyklowir)
[98], [99]. Opracowanie nowych lekéw jest mozliwe dzigki dokladnemu poznaniu
molekularnych mechanizméw dziatania herpeswirusow, ktore w toku ewolucji
wyksztalcity roznorodne mechanizmy hamowania lub unikania wrodzonej oraz nabytej
odpowiedzi immunologicznej zaatakowanego organizmu [100].

Do najbardziej charakterystycznych cech herpeswirusow wptywajacych na przebieg
choroby naleza zdolno$¢ do przebywania w organizmie gospodarza w stanie utajonym,
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tzw. latencji oraz zdolno§¢ do modulacji odpowiedzi immunologicznej. Odpornosé
komoérkowa, w ktorej posredniczg limfocyty T CD8+, jest podstawowym mechanizmem
obronnym przed wicloma infekcjami wirusowymi. Odpornos¢ ta zalezy od skutecznego
rozpoznawania peptydow wirusowych prezentowanych przez czasteczki MHC klasy I na
powierzchni komorki. Herpeswirusy znalazly rozne strategie zaklocania przetwarzania
i prezentacji antygenu przez czasteczki MHC I, ktorych efektem jest obnizenie ekspresji
czasteczek MHC 1 na powierzchni komorki. Jednym z mechanizméw unikania
odpowiedzi immunologicznej jest inhibicja transportera zwigzanegoz przetwarzaniem
antygenu TAP [101]. Fizjologiczna rolag TAP jest transport peptydow antygenowych
z cytoplazmy do retikulum endoplazmatycznego w celu zwigzania ich z biatkami MHC
I. Ligandami biatka TAP sg wirusowe glikoproteiny N (gN, UL49.5). Biatka UL49.5
pochodzace z wirusé6w rodzaju Varicellovirus, w tym BoHV-1, PRV, EHV-1 i EHV4,
EBV oraz HCMV zostaty zidentyfikowane jako nowa klasa inhibitorow biatka TAP.
U wiruséw tych biatko UL49.5 dokonuje modulacji mechanizmu odporno$ciowego
gléwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC I) poprzez zahamowanie transportu
peptydow patogenu, bedac w kompleksie transportera peptydow antygenowych (TAP)
[100], [102]. W konsekwencji odpowiedz immunologiczna zaatakowanego organizmu
zostaje uposledzona. Skutkiem tego jest rozprzestrzenianie si¢ wirusa w sposob
niekontrolowany w organizmie gospodarza.

Herpeswirusy HSV-1, EBV, HCMV oraz CPXVO012 posiadajg rowniez gen UL49.5,
jednak bialko, bedace produktem tego genu, nie wplywa na transport wirusowych
peptydow z udziatem kompleksu TAP [101]. W wigkszosci przypadkdéw przestrzenne
struktury eksperymentalne bialek UL49.5 nie s3 znane. Jednak zbadanie struktury biatka
ULA49.5 jest niezbedne do okreslenia mechanizmu jego dziatania, a w przysztosci moze
przyczyni¢ si¢ do projektowania nowych lekéw przeciwwirusowych. W ramach
kilkuletnich badan udato si¢ okresli¢ strukture przestrzenng biatka UL49.5 pochodzacego
z wirusa BoHV-1 oraz jego analogow. Biatko UL49.5 (BoHV-1) to mate biatko blonowe
typu I (96 reszt aminokwasowych, 9 kDa w BoHV-1), ktorego struktura przestrzenna
tworzona jest przez trzy regiony o-helikalne. Pierwsza a-helisa 1 (D2-G20) jest
zlokalizowana w domenie §wiatla ER, natomiast kolejne dwa fragmenty znajduja si¢
w domenie transmembranowej (helisa 2: V40-M46 i helisa 3: V49-F58). Ciaglos¢ helis
domeny transblonowej jest przerwana przez zwrot f w regionie M46-V49. Helisy 2 i 3
domeny transbtonowej sa utozone pod katem okoto 110° i razem ze strukturg skretu
tworzg motyw helisa-zgiecie-helisa (Rysunek 10) [103]. Struktura przestrzenna biatka
ULA49.5 wirusa BoHV-1 posiada charakterystyczne dwa zwroty B w domenie luminalnej
ER, w regionach V26-P27-1.28-S29 i E30-P31-P32-Q33. Oba zwroty 3 angazujg reszty
Pro31 i 32, ktére moga by¢ wazne dla specyficznego faldowania UL49.5 i interakcji
migdzy UL49.5 i TAP, a w konsekwencji hamowania transportu peptydow [103]. Co
cickawe, Pro27 i Pro30/Pro32 sa konserwatywne wsrod homologow UL49.5 hamujacych
TAP [104].
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Rysunek 10. Struktura przestrzenna fragmentéw biatka UL49.5 wirusa BoHV-1 w $rodowisku miceli DPC
(kolor biekitny) oraz struktura biatka UL49.5 (kolor czerwony) umieszczona w dwuwarstwie
lipidowej POPC (kolor z6tty) oraz w kompleksie z biatkiem TAP (kolor zielony) [103]

Figure 10.  The spatial structure of the UL49.5 protein fragments of the BoHV-1 virus in the DPC micelle
(light blue) and the structure of the UL49.5 protein (red) located in the POPC lipid bilayer
(yellow) in the complex with the TAP protein (green) [103]

Z danych literaturowych wiadomo, ze N-koncowy fragment biatka UL49.5 wirusa
BoHV-1 oddziatuje z petlami kompleksu TAP, podczas gdy jego C-koncowy fragment
stymuluje proteosomalng degradacje TAP [100]. Wczesniejsze badania wykazaty, ze
niektore reszty aminokwasowe biatka UL49.5, w szczegblnosci motyw R°RE!'!,
zlokalizowany w N-koncowym fragmencie UL49.5, sg kluczowymi wyznacznikami jego
funkcji [105]. Natywny fragment N-koncowy biatka UL49.5 tworzy strukture a-helisy
we fragmencie R9-A19 [103]. Nasze badania konformacyjne i biologiczne obejmujace
modyfikacje domeny N-koncowej w regioniec RRE majace na celu destabilizacj¢ lub
stabilizacj¢ i wydtuzenie struktury helikalnej wykazaly, ze wprowadzone zmiany
strukturalne nie wplynety na inhibujace wtasciwosci biatka [106]. Obecnie pracujemy
nad ustaleniem struktury przestrzennej biatka UL49.5 z innych wirusow, celem poznania
wszystkich elementdéw strukturalnych odpowiedzialnych za jego aktywnos¢ biologiczna.

8. GLIKANY I GLIKOKONIUGATY POCHODZENIA NATURALNEGO

Glikany (oligosacharydy Iub polisacharydy) oraz glikokoniugaty (polaczenia
oligosacharydow lub polisacharydéw z peptydami, biatkami, lipidami i innymi
molekutami) odgrywaja ogromne znaczenie w funkcjonowaniu zywych organizmow,
ktére w pewnym stopniu moze by¢ porownywane do roli jakg spetniaja bialtka i kwasy
nukleinowe. Monosacharydy, bedace podstawowymi elementami strukturalnymi
glikanéw, stanowig szczegdlny rodzaj biologicznego alfabetu. Podobng funkcje
w kwasach nukleinowych i biatkach spetniaja odpowiednio nukleotydy i aminokwasy.
Jednak monosacharydy, w odréznieniu od nukleotydow i aminokwasoéw, wykazujg
zdecydowanie wigksza, a w zasadzie nieograniczong zdolno$¢ kodujaca. Przektada si¢ to
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na ogromng liczbe glikandw 1 glikokoniugatow, ktore teoretycznie moga byc
i praktycznie sg syntezowane przez organizmy zywe [107]. W naszej grupie badawczej
zajmujemy si¢ glikanami i glikokoniugatami bedacymi zewngtrznymi elementami $cian
komoérkowych bakterii, zwlaszcza bakterii powodujacych choroby ludzi, zwierzat i roslin
oraz glikanami wyizolowanymi z grzyboéw podstawkowych.

Znajomos¢ struktury chemicznej glikanow i glikokoniugatow $ciany komorkowej
bakterii jest niezbedna do poznania mechanizméw oddziatywania bakterii ze
srodowiskiem. W przypadku bakterii patogennych do poznania mechanizmow
oddzialywania z gospodarzem, niezwykle waznych podczas procesu wywotywania
infekceji, ale takze bardzo istotnych z punktu widzenia zapobiegania infekcjom oraz ich
zwalczania. Natomiast znajomos$¢ struktury chemicznej glikandow wyizolowanych
z grzybow jest niezbedna do wyjasnienia ich wlasciwosci prozdrowotnych dla cztowieka.

Do okreslenia struktury chemicznej glikandow wykorzystuje si¢ techniki
chromatograficzne i spektroskopowe (m.in. magnetyczny rezonans jadrowy,
spektrometria mas) oraz metody chemiczne (m.in. analiza cukrowa, analiza metylacyjna).
Wyznaczenie struktury chemicznej polisacharydéw wymaga:

e zidentyfikowania monosacharydow i okreslenia ich liczby w powtarzajacej si¢
jednostce,

e ustalenia miejsce podstawienia poszczegdlnych monosacharydow,

e okreslenia wielkos$ci pier§cieni cukrowych (furanozy lub piranozy),

e ustalenia konfiguracji anomerycznych atomoéw wegla (a lub B),

e przyporzadkowania monosacharydow do szeregu konfiguracyjnego (D lub L),

e  okres$lenia sekwencji monosacharydow w powtarzajacej si¢ jednostce,

e zidentyfikowania obecno$ci niecukrowych podstawnikow, ich liczby i miejsc
przylaczenia.

8.1. BAKTERIE GRAM-UJEMNE

Sciany komoérkowe wszystkich bakterii Gram-ujemnych maja bardzo zblizona
budowe niezaleznie od tego, czy sa to bakterie patogenne wzgledem cztowieka, zwierzat
lub roslin, czy catkowicie niepatogenne. Podstawowym elementem budowy Sciany
komoérkowej, elementem  najbardziej wyeksponowanym  (najczgsciej),  jest
lipopolisacharyd (LPS). LPS patogennych bakterii jest istotnym czynnikiem
chorobotwoérczym, wykazujacym zrdznicowang toksycznosé, uzalezniong od struktury
chemicznej. LPS jest zbudowany z lipidu A (endotoksyczny fragment), czesci korowej
(reguluje toksyczno$¢ lipidu A) oraz wykazujacego wihasciwosci antygenowe O-
swoistego polisacharydu (OPS) (Rysunek 11).

Ponadto niektore bakterie mogg tworzy¢ polisacharydowa otoczke wokoét komorki,
ktéora moze by¢ zbudowana z polisacharydow kapsularnych (CPS) Iub
egzopolisacharydow (EPS).
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Rysunek 11. Schemat budowy lipopolisacharydu
Figure 11.  Schematic presentation of the lipopolysaccharide structure

Badania strukturalne OPS-6w prowadziliSmy m.in. dla szczepéw bedacych
patogenami roslinnymi: Pectobacterium parmentieri [108], Pectobacterium aquaticum
[109], Dickeya aquatica IFB0154 [110] i Dickeya solani [111], szczepdw bakterii
bedacych patogenami ludzkimi: Cronobacter sakazakii 767 [112], Cronobacter sakazakii
Sequence Type 12 [113], Salmonella Abortusequi (O4) [114], Franconibacter helveticus
LMG23732T [115], a takze szczepow bakterii wyizolowanych z ryzosfery roslin
uprawnych: Ochrobactrum rhizosphaerac  PR17" [116]. Badania strukturalne
przeprowadziliSmy rowniez m.in. dla oligosacharydow czesci korowej bakterii
Xanthomonas campestris pv. campestris B100 [117], lipidu A bakterii Oligotropha
carboxidovorans [118], egzopolisacharydu bakterii Burkholderia gladioli pv. agaricicola
[119] i polisacharydu kapsularnego bakterii Acinetobacter Iwoffii F78 [120].

8.2. BAKTERIE GRAM-DODATNIE

Sciana komoérkowa bakterii Gram-dodatnich wyraznie rozni si¢ od $ciany
komoérkowej bakterii Gram-ujemnych. W jej zewnetrznej czeSci mozna wyrdézni¢ dwa
charakterystyczne glikokoniugaty: kwas lipotejchojowy (LTA) i kwas tejchojowy
(WTA). Ponadto na powierzchni bakterii Gram-dodatnich, podobnie jak u bakterii Gram-
ujemnych, moze znajdowac si¢ CPS lub EPS, tworzac tzw. biofilm.

Badania strukturalne przeprowadzilismy m.in. dla kwasow tejchojowych
wyizolowanych ze szczepow Enterococcus faecalis strain 12030 [121] i Enterococcus
faecium strain U0317 [122] oraz kwasow lipotejchojowych ze szczepu Enterococcus
faecalis strain 12030 [123].

8.3. GRZYBY PODSTAWKOWE

Polisacharydy wyizolowane z grzybow sa wazng klasg substancji bioaktywnych,
wykazujacych wlasciwosci lecznicze, silnie stymulujagcych uktad immunologiczny
cztowieka. Badania strukturalne przeprowadziliSmy m.in. dla polisacharydow
wyizolowanych z grzybow Sparassis crispa [124] i Cantharellus cibarius [125].
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W wickszosci przypadkdw prowadzonym badaniom strukturalnym towarzysza
badania biologiczne majace na celu wyjasnienie mechanizméw oddziatywan patogen-
gospodarz  (bakteria/czlowiek/zwierzg/roslina) oraz  mechanizméw  biosyntezy
wyizolowanych glikokoniugatow.

UWAGI KONCOWE

Badania prowadzone w Katedrze Chemii Biomedycznej charakteryzuja si¢
interdyscyplinarnoscig, zarowno w zakresie réznych tematow badawczych, jak i roznych
technik badawczych. Cecha wspolng tych badan jest proba znalezienia rozwigzania
probleméw zwigzanych z chorobami cywilizacyjnymi XXI wieku. Warto réwniez
zaznaczy¢, ze wszystkie badania prowadzone sa przez dynamiczny i zgrany zespot
pracownikow, doktorantow i studentow.
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