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INTRODUCERE

In ultimul deceniu, mai multe peptide au fost considerate surse terapeutice potentiale
ale diferitelor boli. Interesul pentru peptidele bioactive a crescut in farmacologie si stiinte
medicale datorita cunoasterii lor crescande asupra diverselor moduri de actiune. Peptidele
terapeutice au fost in general derivate din trei surse: peptide naturale sau bioactive produse de
plante, animale sau umane, peptide izolate din biblioteci genetice sau recombinate si peptide
descoperite din biblioteci chimice. Terapiile peptidice sunt limitate de labilitatile chimice si
enzimatice ale peptidelor [1]. Multe peptide sunt inactive atunci cand sunt aplicate pe cale orala
si chiar si aplicarea parenterala nu este adesea posibila [2]. Aplicarea prin intermediul
membranelor mucoase (de exemplu, nazale) este promitatoare. O strategie majora in chimia
peptidelor este proiectarea modificarii chimice pentru a creste stabilitatea sa chimica si
enzimatica, pentru a prelungi timpul de actiune si pentru a creste activitatea si selectivitatea
catre receptor [3].

Clasificate dupa tinte celulare, peptidele au doua grupuri majore [4]. Prima include
peptide care sunt active impotriva celulelor microbiene si canceroase, dar care nu sunt active
impotriva celulelor sanatoase ale mamiferelor. Al doilea grup contine peptide anticanceroase
care au activitate impotriva tuturor celor trei tipuri de celule (microbiene, normale si
canceroase).

Productia industriala de peptide se bazeaza in mod obisnuit pe trei tehnologii alternative:
sinteza in faza solida, sinteza in faza lichida si tehnologia recombinanta biotehnologica in vivo.
Strategiile chimice sintetice sunt provocatoare din punct de vedere economic. Producerea de
peptide cu tehnici recombinante s-a dovedit a fi mai eficienta.

Peptidele au primit o atentie speciala in biologia moleculara in ultima perioada,
deoarece peptidele ar putea fi utilizate in studiul structurii si functiei proteinelor. Apoptoza este
un proces esential in dezvoltarea celulelor. Proteine inhibitorii ale apoptozei (IAP) suprima
moartea celulara. Aceasta supresie este cauzata de inhibarea activitatii caspazelor [5]. Proteina
mitocondriala SMAC (al doilea activator al caspazelor derivat din mitocondrie) promoveaza
apoptoza prin eliminarea efectului inhibitor al IAP prin interactiuni fizice. Secventele amino-
terminale din proteina SMAC (AVPI) sunt necesare pentru aceasta functie. SMAC promoveaza
apoptoza prin activarea caspazelor in calea citocromului ¢ / Apaf-1 / caspazei-9 [5]. In cazul
apoptozei, cercetatorii S-au concentrat pe mimetici Smac cu molecule mici [6] care vizeaza

domeniile BIR3 IAP’s. Acesti inhibitori ai IAP sunt in prezent investigati ca medicamente

anticanceroase in studiile clinice [5, 6].
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In aceasta lucrare, am studiat biosinteza peptidelor mici cu lungimea de 13 aminoacizi.
Aceste peptide contin fractiune tetrapeptidica AVPI a SMAC, care sunt implicate in
interactiunea cu IAP. Mai mult, marcarea C-terminala a peptidelor a fost executata prin reactie
de marcare fluorescenta. S-a folosit un colorant Alexa Flour pentru reactia de reticulare. Studiile
de interactiune au fost efectuate prin metoda de polarizare a fluorescentei. In plus, domeniul
BIR3 al IAP a fost produs si prin tehnici recombinante. In timpul cercetirii noastre am
investigat expresia heterologa a IAP’s. In acest sens, solubilizarea din corpul de incluziune si
replierea cu succes a XIAP au fost executate folosind conditii de nedenaturare. Aceasta
cercetare include, de asemenea, investigatia in Vitro a interactiunii proteine-proteine prin
tehnica pull-down.

Teza este impartita in trei capitole principale. In primul capitol, intr-o prezentare
generala a literaturii, este prezentata importanta peptidelor mici in perspectiva stiintifica
actuald. Urmata de prezentarea moleculelor mimetice SMAC, efectul lor asupra apoptozei si
prezentarea aplicatiilor terapeutice. Mai mult, in acest capitol este discutata in detaliu metoda
pe care 0 consideram cea mai eficienta si cea mai adecvata pentru productia de peptide.

In al doilea capitol sunt prezentate materialele si metodele utilizate in timpul lucrului
practic, incepand de la tehnicile recombinante pana la investigarea interactiunii peptida-
proteina.

Al treilea capitol contine lucrarile de cercetare propriu-zise si discutarea rezultatelor
sale. La inceputul capitolului este prezentata proiectarea si biosinteza peptidelor mici. Acesta
include proceduri de clonare, selectarea vectorului adecvat si a liniei celulare gazda, expresie
heterologa si rezultate eficiente de purificare. Mai mult, acest capitol contine rezultatele noastre
despre biosinteza IAP’s. Tehnicile recombinante mentionate mai sus au fost utilizate si in
aceastd faza a cercetarii. In plus, este prezentata solubilizarea din corpul de incluziune si
replierea XI1AP. Si, in cele din urma, sunt discutate studiile de interactiune a domeniului BIR3

si a peptidelor mici marcate fluorescent.
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CAPITOLUL 1.
PREZENTARE GENERALA A LITERATURII
1.1. PEPTIDE

1.1.2. Peptide terapeutice-medicamente peptidice

O serie de functii biochimice importante ale vietii sunt influentate de peptide. Peptidele
au primit o atentie speciala in biologia moleculara in ultima perioada din mai multe motive. La
inceput, peptidele ar putea fi utilizate in studiul structurii si functiei proteinelor. De exemplu,
peptidele sintetice pot fi utilizate ca sonde pentru a determina interactiunile proteina-peptida.
Peptidele inhibitoare sunt, de asemenea, utilizate in cercetarea clinica pentru a examina efectele
peptidelor asupra inhibarii proteinelor canceroase [4] si a altor boli.

Peptidele bioactive au un interes crescut de farmacologie si stiinte medicale datorita
cunoasterii lor crescande asupra diverselor moduri de actiune. lzolarea si aplicarea tintita a
peptidelor castiga importantd pentru tratamentul proceselor patologice. Noile metode
terapeutice bazate pe peptide pentru o serie de boli dau nastere sperantei ca bolile pot fi supuse
terapiei. In tabelul urmator va prezentim céteva dintre aceste peptide bioactive comerciale.

Table 1.1. Peptide bioactive comerciale

Denumire
generic 5 | tints sotith Referinta
(denumire Boali / tinta Proprietati ¢
comerciald)
Ecallantide Angioedem ereditar Inhibitor al kalikreinei plasmatice [€]
(Kalbitor®)
Telavancin D . .
10
(Vibativ®) Infectia pielii Agent antibacterian [10]
Romidepsin | ;om cutanat de celule T inhibitor HDAC [11]
(Istodax®)
Liraglutide Diabet de tip 2 Agonist al receptorului GLP-1 [12]
(Victoza®)
Boceprevir Genotipul 1 al virusului - 5 13
(Victrelis™) hepatitei C Inhibitor de proteaza NS3/4A [13]
Telaprevir Genotipul 2 al virusului - 5 14
(Incivek®) hepatitei C Inhibitor de proteaza NS3/4A [14]
Brentuxima [15]
b vedotin limfomul lui Hodgkin CD30 regizat
(Adcetris™)
Icatibant Angioedem ereditar Antagonist al receptorului [16]

(Firazyr®) bradicininei B2
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Peptidele terapeutice au fost in general derivate din trei surse: (a) peptide naturale sau
bioactive produse de plante, animale sau oameni (derivate din hormoni peptidici naturali sau
din fragmente de proteine mai mari); (b) peptide izolate din biblioteci genetice sau recombinate
si (C) peptide descoperite din biblioteci chimice.

Terapiile peptidice sunt limitate de labilitatile chimice si enzimatice ale peptidelor.
Multe peptide sunt inactive atunci cand sunt aplicate pe cale oralda si chiar si aplicarea
parenterala nu este adesea posibila [2]. Aplicarea prin intermediul membranelor mucoase (de
exemplu, nazale) este promitatoare. O strategie majora in chimia peptidelor este indreptata spre
modificarea chimica a cresterii stabilitatii chimice si enzimatice.

Clasificate dupa celulele tinta peptidele au doua grupe majore [4]. Prima grupa include
peptide active impotriva celulelor microbiene si canceroase, dar care nu sunt active impotriva
celulelor sanatoase ale mamiferelor. A doua grupa contine peptide anticanceroase care au
activitate impotriva tuturor celor trei tipuri de celule (microbiene, normale si canceroase).

Conform literaturii, au fost comercializate peste 50 de medicamente peptidice si sute de
peptide se afla intr-un stadiu preclinic sau in studii clinice. Vanzarile anuale de medicamente
peptidice sunt de ~ 25 miliarde USD, iar vanzarile de medicamente peptidice sunt estimate sa
depaseasca 50 miliarde USD in 2024 [17].

1.2. BIOSINTEZA

in zilele de astizi, multe peptide terapeutice si proteine sunt produse prin tehnici
recombinante. Expresia heterologa este definitd ca expresia unei gene sau a unei parti a unei
gene intr-un organism gazda, unde gena nu existd in mod natural in organism. Inserarea genei
tintd in gazda heterologa se realizeaza prin tehnici recombinante [18]. Bacteriile, ciupercile,
celulele mamiferelor, celulele animale, celulele vegetale pot fi celule gazda. Sistemele de
expresie heterologa se bazeaza pe ipoteza ca principiile de baza ale expresiei si functiei
proteinelor sunt similare in toate organismele. Proteinele si peptidele au mai multe caracteristici
care ar trebui observate cu atentie atunci cand se alege un sistem gazda pentru productia lor,
cum ar fi dimensiunea, localizarea sau secretia intracelulara, plierea corecta si modelul de
glicozilare.

Teoretic, etapele necesare pentru obtinerea unei peptide recombinante sunt destul de
simple. La inceput, gena de interes trebuie clonata intr-un vector de expresie, rezultand
plasmida corespunzatoare. Aceasta plasmida din a doua etapa este transformata in celula gazda.
Urmatorul pas este inducerea celulei gazda, care incepe productia de peptide. Dupa aceste
proceduri, peptida este gata pentru purificare si caracterizare. In trecut, multe recenzii au descris

sistemele de expresie heterologe cu foarte multe detalii [63-66].
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In practica, planificarea unei expresii si realizarea acesteia pare dificila [64].
Circumstantele care trebuie luate in considerare in timpul planificarii sunt urmatoarele: trebuie
sa examinam modalitati de a izola gena intereselor, alegand vectorul de expresie adecvat si care
functioneaza bine, alegand organismul adecvat pentru expresie, depanand productia, purificarea

si analiza structurala a peptidelor recombinate.

1.2.2. Selectia gazdei

Celulele bacteriene pot fi proiectate pentru a expresa gene non-native, rezultand in
productia de peptide si proteine recombinate, care au diverse aplicatii biotehnologice si
farmaceutice. In eucariote, cum ar fi celulele de mamifere si drojdie, care au genomi mari, 0
expresie mai mare a proteinelor recombinante poate fi dificila.

Alegerea celulei gazda a carei producere a peptidei va initia schita intregului proces.
Sisteme gazda disponibile, de ex. bacteriile, drojdia, ciupercile, celulele vegetale, celulele
animale si algele unicelulare au toate punctele tari si punctele slabe, iar alegerea lor poate
depinde de peptida de interes. In revizuirea recenti a literaturii, ne vom concentra pe expresia
heterologa la bacterii, expresia peptidica recombinanta in Escherichia coli.

Celulele E. coli au fost cele mai populare celule producatoare de proteine recombinate
de peste doua decenii. In sistemul de expresie Escherichia coli, expresia este indusa cu izopropil
b-D-1-tiogalactopiranozida (IPTG). Studiile au aratat niveluri scazute de expresie a peptidelor.
Procesul de productie necesita realizarea a trei factori individuali: expresie, solubilizare si
purificare [23].

Sistemul de expresie E. coli ramane sa fie sistemul preferat pentru investigatiile de
laborator si dezvoltarea initiala in activitati comerciale, deoarece este o gazda bine stabilita, cu
un timp de cultivare scurt si este usor de manipulat genetic [18]. In plus, ne putem aminti ca E.
coli are nevoie de suporturi ieftine. Numarul de copii plasmidice din celula poate varia de la
una la cateva sute. Numarul de copii ale plasmidelor este o proprietate combinata a repliconilor
prezenti in plasmida, celula si starea sa metabolica actuald. De exemplu, familia ColE1 [24] a
repliconilor este utilizata in sistemele vectoriale populare precum pET (pMB1, 15-60 copii /
celuld) si pUC (varianta pMB1, 500-700 copii / celuld). In expresia E. coli, sistemul T7 este
cea mai populard abordare pentru producerea de peptide si proteine. In acest sistem, un vector
de expresie care contine 0 gena de interes clonata in aval de promotorul T7 este introdus intr-0
gazda de expresie T7 [18]. Gazdele de expresie T7, cum ar fi tulpinile DE3 [25] , [26] sau
tulpinile expres T7 poarta 0 copie cromozomiala a genei fagului T7 ARN polimeraza. Cand se
adauga un inductor, ARN polimeraza T7 este expresat si incepe transcrierea genei de interes.

Expresia genei recombinante in E. coli este in mod normal sub controlul unui promotor

inductibil care necesita prezenta unui metabolit specific sau a unui inductor sintetic pentru a

8
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transcrie direct gena de interes. Sunt folositi mai multi promotori diferiti, cei mai frecventi fiind
lac / tac, lacUV5, araBAD si rhaBAD [27],[28], [29].

Avantajele utilizarii E. coli ca organism gazda sunt urmatoarele [28]:

> Are 0 cinetica de crestere rapida, in medii de saruri de glucoza si avand in vedere

conditiile de mediu optime, timpul de dublare este de aproximativ 20 min.

> Se realizeaza cu usurinta culturi cu densitate celulara ridicatd. Limita teoretica a
densitatii unei culturi lichide de E. coli este estimata la aproximativ 200 g greutate
celula uscata / | sau aproximativ 1 x 1013 bacterii viabile / ml, ceea ce reprezinta mai
putin de 0,1% din limita teoretica. Din acest motiv, metodele de cultura cu densitate

celulara ridicata au fost concepute pentru cresterea E. coli.
> Mediile complexe bogate pot fi realizate din componente usor accesibile si ieftine.

> Transformarea cu ADN exogen este rapida si usoara.

1.2.4. Etichete de purificare si afinitate a proteinelor

Etichetele de afinitate pentru proteine si peptide au devenit instrumente foarte populare
pentru purificarea proteinelor recombinante si a complexelor de proteine native din motive
excelente. Avantajele utilizarii unei etichete de proteina/peptida fuzionate cu proteina/peptida
recombinanta sunt in principal de a facilita purificarea si detectarea acesteia. Purificarea simpla
este posibila folosind cromatografia de afinitate. Unele etichete permit legarea puternica de
medii de cromatografie in prezenta denaturantilor, faicand posibild reincarcarea pe coloana.
Etichetele pot imbunatati, de asemenea, stabilitatea si solubilitatea proteinelor recombinate.

Utilizarea proteinelor recombinante a crescut foarte mult in ultimii ani. In acelasi timp,
tehnicile si produsele utilizate pentru expresia si purificarea lor au prezentat o dezvoltare rapida
in ultimii 20 de ani. Majoritatea etichetelor de afinitate pentru proteine si peptide disponibile
pot fi clasificate in trei clase. Prima clasa de etichete de afinitate pentru epitop contine acele
peptide sau proteine care sunt fuzionate la liganzi cu molecule mici legati la un suport solid.
Aceasta grupa contine eticheta de hexahistidina, care se leaga de metalul imobilizat [30], [31]
si fuziunile de proteine glutation S-transferaza care se leaga de glutation atasat la beadurile de
cromatografie [32]. In a doua clasa de etichete de afinitate, sunt acele etichete peptidice care se
leaga de un partener de legare a proteinelor imobilizate la o rasind de cromatografie, ca de
exemplu peptida calmodulina-binding, care se leaga in mod specific de calmodulina. A treia

clasa de etichete de afinitate epitop sunt partenerii de legare a proteinelor atasat la rasina,
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aceasta fiind un anticorp care recunoaste epitopii peptidici specifici [33]. De exemplu, peptida

FLAG poate fi utilizata cu mai multe rasini cu anticorpi anti-FLAG [93],[35].

1.3. MOARTEA CELULARA SI APOPTOZA

In organismul multicelular apoptoza este un proces normal si important. Apoptoza
inseamna moartea celulara programata genetic. Apopoptoza a fost implicata in multe boli
umane: cancer, boala, inflamatie si neurodegradare. Cartografierea regulatorilor critici ai
apoptozei este o strategie comuna pentru dezvoltarea de noi terapii [18]. Sunt cunoscute doua

cai principale apoptotice (Fig.1.3.): Calea intrinseca (mitocondriald) si calea extrinseca.

Extrinsic pathway Intrinsic pathway

chemotherapeutics
DNA damaging agents
irradiation
growth-factor depletion

active Bid
Fas ; caspase-8 ‘
FADD / l
@
cytochromec ® @
tBid
Apaf-1
DISC
procaspase-8 procaspase-3/7 apoptosome

/—\ XIAP /\
substrates .

cleaved substrates

apoptosis
Fig.1.3. Prezentare generala a ciilor apoptotice extrinsece si intrinsece [36]

Calea intrinseca este caracterizatda prin permeabilizarea mitocondriilor indusa de
semnale de stres (de exemplu, medicamente chimioterapeutice si radiatii). La nivel molecular,
calea intrinseca implica translocarea si oligomerizarea proteinelor BAX sau BAC, apoi ele
formeaza un por in peretele mitocondrial exterior care duce la eliberarea citocromului c si al
doilea activator derivat mitocondrial al caspazelor (SMAC / DIABLO-direct IAP -proteina de
legare cu pl scazut) din mitocondrii in citosol [37]. Formarea apoptozomilor are loc in citosol
prin legarea citocromului c, factorului 1 de activare a proteazei apoptotice (APAF1) si
procaspazei-9 [38]. Deci apoptozomul este un complex multi-proteic, care scindeaza pro-
caspaze-9 in caspaza-9 activa. Caspaza activa-9 activeaza caspazele efectoare (caspaza-3 si

caspaza-7), care scindeaza substraturile de moarte celulara in aval, ducand la apoptoza.
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Calea extrinseca este initiata prin legarea liganzilor de moarte (Fas / Apo-1, TNF-a,
Apo2L / TRAIL la receptorii lor corespondenti de moarte (CD95 / FasR, TNFR1 si DR4 / DR5)
de pe suprafata celulei [39]. Aceasta legare are ca rezultat recrutarea complexului de
semnalizare inducator de moarte multiproteic (DISC) la membrana plasmatica. O proteina
adaptoare din DISC recruteaza procaspaza-8 in complex si rezulta activarea automatd a
caspazei-8. Apoi clivarea caspazei-8 activeaza caspaza- 3 si caspaza-7 [40]. Cele doua cai sunt
legate si moleculele dintr-o cale pot influenta cealalta cale [41].

Ambele cii se desfasoara prin activarea caspazelor. Caspazele sunt principalele enzime
ale apoptozei si se gasesc sub forma inactivd, denumite procaspaze, care sunt activate prin
scindare proteoliticd. In plus, caspazele pot fi grupate in caspaze initiatoare upstream(ca
caspazele 8 si 9) si caspaze efectoare downstream (ca caspazele 3,6 si 7) [42].

Proteinele implicate in apoptoza pot fi clasificate in functie de rolul lor, in senzori si
efectori [43]. Mediul celular este monitorizat de senzori, care detecteaza semnale care initiaza
apoptoza ( ca anomalii ale ADN-ului). Senzorii activeaza efectorii mortii celulare apoptotice.

Inhibitorii proteinelor apoptozei contin aproximativ 70 de motive de aminoacizi [18]
denumite domenii repetate IAP baculovirus (BIR) [44]. Cel mai puternic inhibitor al caspazelor
din familia I1AP este inhibitorul uman legat de X al proteinei apoptozei (XIAP), care contine 3
domenii BIR 1in regiunea N-terminald si un domeniu RING dotat cu activitate E3 ubiquitin
ligaza, in regiunea C-terminala. Conform literaturii, au fost gasite niveluri ridicate de XIAP in
mai multe linii de celule canceroase. Cantitatea fiziologica de Smac-DIABLO eliberata din
mitocondrii poate sa nu fie suficienta pentru a depasi efectul inhibitor al XIAP asupra
caspazelor, prevenind astfel apoptoza [45]. Inactivarea XIAP supraexprimat de catre
moleculele mimetice Smac poate usura legarea caspazei, promovand astfel apoptoza in celulele
maligne [18].

1.4. MIMETICE SMAC
1.4.1 Interactiuni cu proteine si molecule mimetice

Proiectarea unei molecule mimetice proteice se bazeaza pe moleculele peptidice mici
sau moleculele non-peptidice care sunt capabile sa imite proprietatile sau activitatea biologica
a unei proteine datorita prezentei structurii secundare si a altor caracteristici care sunt analoge
cu cele ale proteinei originale. In general, interactiunile proteice sunt dependente de alte
proteine, peptide sau molecule organice specifice. Scopul principal al proiectarii
medicamentelor este de a interveni in mod specific in aceste interactiuni. Dupa cum stim,
structura proteinelor dicteaza functia proteinelor.

Proprietatile chimice si fizice ale peptidelor si proteinelor sunt determinate de natura

lanturilor laterale de aminoacizi si a vertebrei de peptide poliamidice. Aceastd naturd a
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proteinelor implica faptul ca moleculele mimetice mici sunt adesea proiectate pentru a mima
contactele cheie cu proteine (interactiuni). Mimeticul trebuie sa fie capabil sa se lege cu proteina
partener de legare naturala. In zilele noastre exista diverse metode pentru dezvoltarea unui
mimetic specific [46], inclusiv metode de screening, metode de calcul, precum si metode
experimentale. In cercetarile recente ne concentram pe molecule mimetice proteice pe baza de
peptide. Mai exact, in locul proteinei tintd se selecteaza partea activa, 0 mica peptida cu
secventa specifica de aminoacizi.

Referindu-ne la prezentarea genecrala a literaturii prezentate mai sus, peptidele au
prezentat un mare potential farmaceutic ca medicamente active si diagnostice in mai multe

domenii clinice, cum ar fi endocrinologie, urologie, obstetrica, oncologie, etc.

1.4.2. Caracteristicile structurale ale moleculelor mimetice Smac
Au fost dezvoltate mai multe strategii pentru proiectarea inhibitorilor moleculari mici
ai X1AP [6]. O prima solutie a fost blocarea interactiunii dintre XIAP BIR2 si caspases-3 / -7
[6]. Structura cristalina a proteinei Smac intr-un complex cu domeniul XIAP BIR3 a fost
dezvoltata in 2000 de grupul lui Shi [47]. Informatiile structurale la nivel atomic au stat la baza
proiectarii moleculelor mimetice Smac.

(A)

Fig.1.4. Reprezentarea schematicia a structurilor Smac / XIAP-BIR3 [6]

Structura cristaling a aratat (Fig.1.4.) ca proteina Smac formeaza un homodimer alungit
(A), in plus cele patru reziduuri N-terminale (Alal-Val2-Pro3-lle4) din Smac recunosc si se
leaga de un sant de suprafata pe XIAP BIR3 (B) indepartarea inhibarii caspazelor-9 si legarea
cu afinitate mai mica la domeniul BIR2, reducand inhibarea de catre caspaze-3 si -7. Grupa
amino liber al Alal formeaza legaturi puternice de hidrogen la reziduurile Glu314 si GIn319 de
pe BIR3. Grupa carbonil a vertebrei formeaza o legatura de hidrogen la grupul indol NH din
Trp323 [6]. Grupul metil alaninei mentionat mai sus este introdus intr-un mic buzunar hidrofob.
Gruparile amino si carbonil ale Val2 formeaza legaturi de hidrogen cu gruparile carbonil si
amino ale Thr308, in timp ce lantul lateral Val2, fara interactiuni cu reziduurile de proteine,
este expus solventului [47]. Prolina formeaza legaturi Van der Waals cu lanturile laterale ale
Trp323 si Tyr324 [48]. Grupul amino a reziduului lle4 formeaza o legatura de hidrogen cu
grupul carbonil din Gly306. Lantul sau lateral hidrofob se insereaza intr-un buzunar hidrofob

format din lanturi laterale de Leu292 si Val298 si portiunea hidrofoba a lanturilor laterale din
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Lys297 si Lys299. CIAP1 si clAP2 ale membrilor familiei IAP sunt similare cu XIAP. Ca si in
cazul X1AP, domeniile BIR2 si BIR3 ale clAP1 si clAP2 leaga, de asemenea, caspase si Smac.
Spre deosebire de XIAP, rolul dominant al clAP1 si clAP2 in reglarea apoptozei pare sa apara
in contextul semnalizarii TNF prin TNFR1, unde aceste proteine joacd un rol esential in
inducerea NF-«xB si suprimarea apoptozei induse de TNF [49].

In ultimii ani, cercetitorii s-au concentrat pe mimetice Smac cu molecule mici care
vizeaza domeniul BIR3 al XIAP, in ciuda faptului ca au existat putine rapoarte privind
proiectarea compusilor care afecteaza inhibarea prin legarea la domeniul BIR2 al XIAP. Acesti
inhibitori ai AP sunt in prezent investigati ca medicamente anticancerigene in studiile clinice.
Cunoscand in detaliu caracteristicile structurii se pot concluziona unele specificitati ale relatiei
structura-activitate (Fig.1.5.). Pozitia (a) este preferabil grup metil sau etil. in cazul metilarii,
existd doua pozitii, 0 pozitic (b) unde metilarea nu este tolerata si 0 alta pozitie (C) unde
metilarea este tolerati. In plus, la pozitia (d) Gly, Asp, pro nu este favorabil. In partea (e) a

moleculei, grupurile hidrofobe mai mari sunt mai optime.

Fig.1.5. Specificitatile structurii peptidei AVPI
In ultimii ani, o serie de grupuri de cercetitori au proiectat si sintetizat multe mimetice

Smac peptidice si nonpeptidice. Mai mult, au fost sintetizate o serie de molecule mimetice
bivalente Smac care imita interactiunea proteinelor Smac cu XIAP [50]. Conform literaturii
moleculele mimetice bivalente Smac pot obtine 0 afinitate mult mai mare fata de XIAP fata de

inductia mimeticd monovalentd Smac corespunzatoare apoptozei in celulele tumorale [51].

In prezent, mai multe mimetice Smac sunt in curs de evaluare in studii clinice. Aceste
mimetice sunt urmatoarele: LCL161 [52], AT-406/Debio1143 [53], TL32711/birinapant [53],
HGS1029, GDC-0917/CUDC-427 [54].

Primul mimetic Smac care a intrat in studii clinice a fost proiectat de Genentech si a fost
unul dintre compusii monovalenti din serie. Studiile initiale au aratat ca GDC-0152 este un
antagonist puternic al XIAP, clAP1/ 2.

Grupul lui Ling a elaborat studii teoretice privind interactiunea domeniului XIAP-BIR2,

cu scopul de a obtine 0 perspectiva asupra naturii legarii, dockingul molecular si simularile
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dinamice au fost utilizate pentru a studia legarea XIAP-BIR3 cu trei grupuri de mimetice Smac
[55].
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CAPITOLUL 3.
REZULTATE
In ultimul deceniu, peptidele au primit o atentie speciali in biologia moleculara in ultima

perioada. Dupa cum am descris in introducere, ne-am concentrat asupra moleculelor mimetice
SMAC. Scopul cercetarii noastre a fost de a dezvolta 0 metoda adecvata pentru biosinteza si
marcarea C-terminala a peptidelor mici. Aceste molecule proteomimetice ar putea fi modificate
chimic in functie de aplicatia lor. Sistemul de expresie a E. coli, in raport cu sinteza chimica,
ramane sa fie sistemul preferat pentru investigatiile de laborator si dezvoltarea initiald in
activitati comerciale, deoarece este 0 gazda bine stabilita, cu timp scurt de cultivare si

manipulare genetica usoara [18], [56].

3.1. BIOSINTEZA proteinelor CIAP1, CIAP2 si XIAP

Pentru biosinteza clAP1, a fost conceput sistemul de expresie clAP2 si XIAP E. coli.
Constructia recombinata (PGEX) a continut un partener de fuziune glutation S-transferaza
(GST), care permite purificarea proteinei prin cromatografie de afinitate. Ca celula gazda a fost
aleasa linia celulara E. coli Rosetta™(DE3)pLysS. Tulpinile gazda Rosetta sunt derivati BL21
lacZY conceputi pentru a spori nivelurile de expresie ale proteinelor care contin codoni rar
utilizati in E. coli. Genele ARNt sunt conduse de promotorii lor nativi. in Rosetta (DE3)pLysS,
genele rare de ARNt sunt prezente pe plasmidele pRARE care poarta lizozima T7.

In cazul producerii de proteine intracelulare, cantitatea de proteina tinti este direct
proportionala cu cantitatea de biomasa. Inducerea celulelor are ca rezultat exprimarea proteinei.
Pentru proteinele heteroloage sensibile, este necesar sa se optimizeze conditiile de expresie
pentru a obtine randamente mai mari. In acest stadiu al cercetarii noastre a fost examinati

cresterea culturii celulare pentru a determina densitatea celulara optima pentru inductie [18].

3.1.2. Optimizarea expresiei proteinei XIAP [18]

In aceasta parte a tezei mele, sunt rezumate rezultatele despre exprimarea balonului de
agitare a XIAP-GST in mediu minim M9 indus cu diferite concentratii finale de IPTG. in timpul
experimentului, probele luate la fiecare 3-3 ore pentru a determina concentratia tinta de proteine

au fost examinate prin analiza SDS-PAGE.

XIAP este o proteina de 53 kDa. In niciun caz, nu se poate observa o expresie proteici
la 37 °C. Se observa ca proteinele au fost produse numai la 18 ° C timp de 12 ore (Fig.3.3.).
Putem observa diferente la concentratia inductorului. Din pacate, proteinele tinta au fost
expresate in corpuri de incluziune, prin urmare solubilizarea si replierea sunt pasi necesari spre

purificarea proteinelor. Frecvent, proteinele umane exprimate in sisteme procariote formeaza
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corpuri de incluziune denaturate. Pentru a obtine forma activa a proteinei, cea mai comuna
tehnica este denaturarea agregatelor proteice, urmata de replierea proteinelor de incluziune.
Denaturantii conventionali pentru solubilizare sunt ureea, clorhidratul de guanidina si dodecil
sulfatul de sodiu (SDS), in timp ce replierea poate fi realizata prin mai multe tehnici gasite in
literatura [57], [58].

M 1 2 24 5 6 -HHE S 10 1112
kDa IPTG 0,2 mM 0,5 mM 0,75 mM 1,0 mM
12h 6h 3h 12h 6h 3h 12h 6h 3h 12h 6h 3h
120
85
= & .
50

. & - ‘
SR | b eded huked suke

Fig.3.3. Expresia heterologa a proteinei XIAP-GST la 18 °C.
Probele au fost analizate prin 10% SDS-PAGE
M:Prestained Protein Ladder 20-120 kDa; 1: inducere cu 0.2 mM, 12h; 2: inducere cu 0.2 mM IPTG,
6h; 3: inducere cu 0.2 mM IPTG, 3h; 4: inducere cu 0.5 mM
IPTG, 12h; 5: inducere cu 0.5 mM IPTG, 6h; 6: inducere cu 0.5 mM IPTG, 3h;
7: inducere cu 0.75 mM IPTG, 12h; 8: inducere cu 0.75 mM IPTG, 6h; 9: inducere cu 0.75 mM
IPTG, 3h; 10: inducere cu 1.0 mM IPTG, 12h; 11: inducere cu 1.0 mM IPTG, 6h; 12: inducere cu
1.0 mM IPTG, 3h. [18]

3.1.3. Solubilizarea proteinei XIAP-GST

Solubilizarea proteinelor a fost executata folosind detergenti. XIAP contine un domeniu
RING si 20 de resturi de cisteina, posibil constructul de fuziune GST este exprimat in E. coli
ca corpuri de incluziune prin protocoale standard de expresie, care pot fi solubilizate in mod
eficient de N-lauroilsarcozina conform rezultatelor noastre. Pentru replierea proteinei, am
folosit 0 procedura modificatda pe baza de cromatografie, asistata de detergent si micele,
prezentata initial de Massiah et. al [59] , care a fost dezvoltat in continuare folosind diferiti
detergenti, optimizati pentru XIAP.

Dupa liza celulara, supernatantul bacterian analizat (Fig.3.4, banda 3) si fractia
granulata (Fig.3.4, banda 4), arata proteina tinta agregata in corpurile de incluziune. Proteinele
indoite nativ pot fi extrase din corpurile de incluziune folosind N-lauroilsarcozina. In cazul
nostru, intr-un prim experiment, etapa de solubilizare a fost efectuata conform protocolului
elaborat de grupul lui Massiah. Rezultatele sugereaza ca practic cantitatea totala de GST-XIAP

insolubil a fost solubilizata cu succes la 10% N-lauroilsarcozina adaugata la tamponul de liza.
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Fig.3.4, banda 6. arata supernatantul corpului de incluziune dupa solubilizare, in timp ce banda

7. arata peleta dupa solubilizare.

Fig.3.4. Analiza 10 % SDS-PAGE a proteinei XIAP-GST exprimat in E. coli la 18 °C.

1: Celule totale inainte de inducere; 2: Celule totale dupa inducere cu 0.2 mM IPTG, 8 hours; M:
Protein molecular weight marker (Novagen, Sigma Aldrich); 3: celule lizate dupa omogenizare; 4.
proteinele solubile; 5: proteine insolubile; 6: supernatant dupa solubilizare cu 10% N-lauroylsarcosina,
7: pellet dupa solubilizre.

Stiind ca solubilizarea usoara a agregatelor corporale de incluziune este cheia pentru
imbunatatirea recuperdrii proteinelor bioactive, ne-am continuat activitatea cu evaluarea
efectului concentratiei de N-lauroilsarcozina asupra randamentului de solubilizare a proteinelor
noastre tinta. Protocolul de repliere, bazat pe solubilizarea proteinelor fara agenti haotropi a
fost optimizat si utilizat pentru constructul XIAP-GST.

Mecanismul exact de actiune al N-lauroilsarcozinei este necunoscut, se presupune ca
moleculele N-lauroilsarcozine perturba agregarea prin incapsularea proteinelor, in timp ce
concentratiile mai mari ale agentului de solubilizare ar putea interfera purificarea ulterioara a
afinitatii proteinelor marcate cu GST. Cu toate acestea, unele date sugereaza ca in timpul
diluarii proteinelor solubilizate cu sarkosil (la o concentratic de 0,01% N-lauroilsarcozind)
detergentul poate actiona ca un amplificator de pliere prin prevenirea agregarii conformerilor
partial pliati prin interactiune hidrofoba [60], [61].

In etapa urmitoare, fractiile de proteine solubilizate au fost analizate prin microcip
electroforetic folosind un kit 2100 Bioanalyzer si Protein 230 pentru determinarea greutatii
moleculare si cuantificarea proteinelor. Pe baza electroperogramei, asa cum se arata in figura
3.6. aratd, greutatea moleculara aparenta a proteinei tinta a fost de aproximativ 80,4 kDa, in
concordantd cu masa moleculara calculata a constructului GST-XIAP (78 kDa), in timp ce
concentratia de proteina solubilizati este de 1,025 pg / pl. In total, am obtinut 20 mg GST-
XIAP solubilizat.
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Fig.3.6. Analiza electroforetica microcip a supernatantului dupa solubilizare cu N-
lauroilsarcozina.

3.1.4. Refoldarea si purificarea cu detergent a proteinei XIAP-GST prin

cromatografie de afinitate si filtrare pe gel

CMC al N-lauroilsarcozinei este mai mare de 0,5% (14 mM). Din pacate, indepartarea
detergentilor cu CMC mai mare de 5 mM nu este posibila prin dializa. Indepartarea N-
lauroilsarcozinei este necesara pentru purificarea eficienta a afinitatii si replierea proteinei tinta.
Exista mai multe studii in literatura de specialitate pentru indepartarea N-lauroilsarcozinei prin
diluare si dializa [62], [63]. O CMC scazuta indica faptul ca echilibrul dintre monomerii
detergenti si micelele de detergent este aproape complet pe partea micelei. in plus, miceliile
sunt de dimensiuni mari, in timp ce numai monomerii detergenti pot difuza cu usurinta in
tamponul din jur. N-lauroilsarcozina poate fi sechestrata prin adaugarea unui detergent neionic,
cum ar fi OTG.

18



Biosynthesis and interaction studies of apoptosis-modulating proteins

Table 3.1. Conditii de refoldare asistata de detergent

Nr. Triton-X (%) CHAPS (mM) OTG (%)
1. 1 10 -

2. 2 20 -

3 3 30 -

4 1 - 1

5 1 - 15

6 - 10 1

Optimizarea conditiilor de refoldare pentru XIAP-GST recombinant a fost efectuata
adaugand TritonX-100, CHAPS si OTG in rapoartele adecvate, testind 6 conditii diferite de
repliere, asa cum este descris in sectiunea Materiale si metode. Purificarea prin afinitate a fost
efectuata in mod discontinuu. Toti cei trei detergenti (TritonX-100, CHAPS si OTG) au dus la
legarea GST la matricea GSH Sepharose. Nu s-au observat precipitatii de proteine in cazul
conditiilor 1, 2, 4, 5, 6, in timp ce in cazul conditiei 3 (Fig.3.7, banda 3), folosind cele mai mari
concentratii de TritonX-100 si 30% CHAPS, aproape totalul cantitatea de proteinad tinta
precipitata. Purificarea proteinei repliate a fost urmata de SDS-PAGE (Fig.3.7.). Pe baza
rezultatelor noastre, replierea ajutata de 2% Triton X-100 si 20% CHAPS (Fig.3.7, banda 2)

poate fi considerata a fi cea mai adecvata pentru XIAP-GST in cadrul nostru experimental.
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Fig.3.7. Purificarea prin afinitate a proteinei XIAP-GST
M: Protein molecular weight marker (Thermo Scientific); 1: 1% TritonX-100 si 10 mM CHAPS; 2:
2% TritonX-100 si 20mM CHAPS; 3: 3% TritonX-100 si 30mM CHAPS; 4: 1% TritonX-100 si 1%
OTG; 5: 1% TritonX-100 si 1.5 % OTG; 6: 10 mM CHAPS si 1% OTG.

Pe scurt, experimentele de refoldare si purificare pot fi considerate de succes. Proteinele
au fost repliate eficient. Cea mai mare eficienta, adica 87,11% proteina repliata, a fost obtinuta
prin experimentul 2. (2% TritonX-100 si 20 mM CHAPS). A fost urmat de experimentul 1.
(79,5 %) si experimentul 5. (73,79 %). Nu poate fi considerata 0 eficientd mult mai mica in
cazul experimentului 4. (68,08 %) si experimentului 6. (67,36 %). In interesul obtinerii

proteinelor de inalta puritate, pentru purificarea ulterioara a fost ales experimentul 2.
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Fig.3.9. Profilul de elutie al XIAP-GST refoldat dupa trecerea printr-o coloana HiLoad 16/600
Superdex 75 pg

Pentru purificarea ulterioara a proteinei tinta, am efectuat cromatografia de excludere prin

dimensiune, folosind coloana HiLoad 16/600 Superdex 75 pg. Detectarea a fost stabilita la 280

20



Biosynthesis and interaction studies of apoptosis-modulating proteins

nm. Coloana a fost mai intai incarcata cu tampon Tris-HCI (pH=7,5), urmata de injectarea
probei in coloana. In Fig.3.9. arati profilul de elutie al XIAP-GST. In cromatogrami se pot
observa un varf mare si doua varfuri mici. Aceasta etapa de purificare a dus la o puritate de
97% a proteinei repliate. Randamentul total de proteina repliata a fost de 15,67 mg/200 ml

cultura de E. coli.

3.1.5. Identificarea proteinei refoldate
Testul pull-down este 0 metoda potrivita pentru examinarea interactiunilor directe
proteina-proteina dintre doua proteine purificate folosind purificarea prin afinitate. Capacitatea
proteinei de fuziune GST-XIAP de a se lega de perlele GST Sepharose a fost esentiala pentru
a efectua experimente GST pull-down. Aceasta metoda poate furniza date decisive in ceea ce
priveste daca studiul este adecvat pentru determinarea structurii. In cazul nostru, interactiunea
directa XIAP-SMAC a indicat autenticitatea proteinei repliate si purificate. Aceasta

interactiune a fost descrisa anterior in literature [64], [65].
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Fig.3.11. Testele pull-down ale GST-XIAP refoldat cu proteina SMAC
(a) arata proteinele “input” in testele de legare pull-down, proteina recombinanta SMAC ca prada cu GST-XIAP
refoldat si corp de incluziune GST-XIAP ca momeala.
1: GST-XIAP refoldat si purificat cu SMAC; 2: GST-XIAP desfasurata si SMAC; 3: SMAC si GST control.

(b) arata teste de legare pull-down a proteinei prada cu proteinele de momeala.
4: complexul de interatiune intre GST-XIAP refoldat si purificat si SMAC; 5: complexul de interatiune intre
GST-XIAP desfasurat si SMAC; 6: SMAC si GST control

In cazul complexului de interactiune, prima bandai a fost identificata ca XIAP (78 kDa),
in timp ce a doua banda a fost recunoscuta ca SMAC (aproximativ 30 kDa). Dupa cum arata
rezultatele prezentate mai sus, solubilizarea si replierea XIAP-GST a avut succes. GST-XIAP
repliat si purificat arata o interactiune adecvata impotriva SMAC (Fig.3.11, banda 4.), in timp
ce in cazul proteinei desfacute nu sunt detectate benzi de interactiune proteice dupa pull-down
(Fig.3.11, banda 5). Acest lucru poate fi, de asemenea, considerat ca 0 dovada ca numai

proteinele repliate interactioneaza cu SMAC. GST este adoptat ca un control negativ.
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In general, constatirile noastre concluzioneaza ca, pornind de la 200 ml cultura de
expresie, se pot obtine 19,62 mg de XIAP-GST solubilizat prin adaugarea a 2% N-
Lauroylsarcozina in salutia de tamponul pentru liza, 92,34% din proteina poate fi repliata
folosind 2% TritonX-100 si 20%. mM CHAPS in timpul purificarii prin afinitate, in timp ce
cromatografia de excludere prin marime asigurda o purificare a 97% din solutia de proteina
repliatd, obtinandu-se astfel un randament total de 17,57 mg XIAP-GST purificat si repliat.

3.2. BIOSINTEZA DOMENIULUI BIR3 AL IAP-urilor

Genele domeniilor BIR3 au fost clonate cu succes in vectorul de expresie pMAL-p2x.
Acest sistem vector contine ca partener de fuziune proteina de legare a maltozei (MBP) si
peptida semnal de pe pre-MBP directioneaza proteinele de fuziune catre periplasma. Expresia
proteinei din balonul agitat a fost realizata in celule pLysS de E. coli Rosetta (DE3) utilizand
mediu bogat. Proteinele au fost izolate din periplasma si purificate prin cromatografie de
afinitate folosind rasind de amiloza. Pentru cresterea puritatii proteinei a fost efectuata

cromatografia de schimb anionic.

3.2.1. Clonarea si expresia domeniului BIR3 al IAP-urilor

Constructia celor trei plasmide recombinante a fost efectuata asa cum este descris in
sectiunea Metode. Genele tinta amplificate (105 bp) au fost subclonate direct in vectorul de

expresie pMAL-2x in toate cele trei cazuri, iar vectorul de expresie a fost construit cu succes.

Plasmidele recombinante au fost confirmate prin digestia cu duble enzime si

secventierea genelor.

Expresia proteinei a fost indusa cu 0,3 mM IPTG. Consideram ca cantitatea de proteine
exprimata in inductie la 18°C timp de 16 ore a fost cea mai semnificativa [66]. Ca Fig.3.13.
arata (banda 1) expresia proteinei a fost executata cu succes. Proteinele tinta pot fi observate pe
gel 10% in jur de 46 kDA. Comparand expresia in citoplasma bacteriana cu periplasma
bacteriana, am constatat ca in spatiul periplasmic pot fi produse mult mai putine proteine. In
plus, mediul oxidant al periplasmei permite 0 mai buna formare a legaturilor disulfurice si

plierea proteinelor.

Izolarea cu succes a proteinelor din periplasma bacteriana poate fi enumerata printre
rezultatele noastre. Inghetarea celulelor in 5 mM MgCI2 este 0 metoda simpli si usoara. Este
important de mentionat ci celulele trebuie si se dezghete usor la 4 °C. In plus, urmitoarea etapa

de resuspendare trebuie executata la 4 °C, acordand atentie la resuspendarea blanda.
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Fig.3.13. Verificarea expresiei si izolarea proteinelor din periplasma bacteriani
M: Marker de proteine 20-120 kDa (Thermo Scientific); 1: proteinele din celule totale; 2: 1l. Extract
din periplasma; 3: |. Extract din periplasma; 4:proteinele celulare dupa extractia proteinelor din
perisplasma,

Banda a 2-a si a 3-a din Fig.3.13. arata ca proteinele tinta directionate catre periplasma
au fost izolate asa cum ne asteptam. Dupa procedura de izolare, nicio proteina tinta nu poate fi

observata in proba analizata.

3.2.2. Cromatografia de purificare prin afinitate si schimb de anioni
Metoda de purificare a proteinelor se bazeaza pe interactiunea MBP-rasina de amiloza
si pe eluarea proteinei tinta folosind maltoza. Dupa cum se arata Fig.3.14. proteinele au fost
eluate cu succes din rasina de amiloza cu tampon de coloana care contine maltoza 10 mM
(culoarele 1, 2 si 3). Proteina de legare a maltozei este 0 eticheta comuna de exprimare a
proteinei si este 0 proteina de aproximativ 42 kDa. Domeniile BIR3 sunt compuse din 35-35 de

resturi de aminoacizi si au 0 masa moleculara de ~ 4 kDa.
kDa M 1 2 3

Fig.3.14. Purificarea prin afinitate a constructiei MBP-XIAP-BIR3

Rezultatele purificarii noastre (Fig.3.14.) in cazul MBP-XIAP/BIR3 si in celelalte doua
cazuri au fost, de asemenea, de succes si dupa dializa am obtinut aproximativ 2 mg/mL proteina.
Pentru cresterea puritatii proteinelor am efectuat o alta etapa de purificare. Punctul izoelectric
al constructiei MBP-XIAP/BIR3 este de aproximativ 5,01, astfel incat cromatografia de schimb

anionic a fost aleasa pentru urmatoarea etapa de purificare. Puritatea proteinei a fost examinata
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pe 10%-SDS PAGE, prezentata in Fig.3.15. Rezultatele arata ca s-a atins o puritate ridicata a
proteinelor.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

\

43 . —

34 .
Fig.3.15. Analiza 8% SDS-PAGE a fractiilor eluate
Rezultatele arata ca proteinele contaminante raman in flux, astfel ca sistemul tampon

BIS-TRIS la pH=5,8 a functionat bine. Proteinele tinta incarcate negativ au fost eluate cu NacCl.
Pe baza cromatogramei, prezentata in Fig.3.16, proteinele tinta au fost eluate din coloana

folosind eluare cu gradient liniar de 24 CV cu aproximativ 250-300 mM NacCl.
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Fig.3.16. Profilul de elutie al MBP-XIAP/BIR3 dupa trecerea printr-o coloana HiTrap Q HP.
Detectarea a fost setata la 280 nm;

Pe baza rezultatelor noastre, se poate afirma ca obiectivul nostru referitor la biosinteza
si purificarea clAP-urilor recombinate a fost atins. Cercetarea noastra s-a extins la investigarea
domeniului BIR3 al proteinelor tinta prin biosinteza si teste de interactiune. Proteinele noastre
recombinante biologic active sunt utile pentru studierea functiilor biologice ale genelor in
diferite boli, pentru dezvoltarea de medicamente terapeutice, biomimetice si biomateriale

pentru industria biotehnologiei [18], [56].
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3.3. PEPTIDA SMAC SI PEPTIDA CONTROL

3.3.1. Design and construction of SUMO fusion system for SMAC mimetic

peptide expression
In urmitoarea parte a tezei voi prezenta un sistem de expresie, dezvoltat de grupul
nostru, care permite producerea de cantitati suficiente de peptide recombinante pentru studiile

de interactiune proteina-peptida.

La inceput, hibridizarea oligonucleotidelor proiectate corespunzatoare are ca rezultat
modelele de ADN tinta. Examinand electroferograma (Fig.3.17.) putem declara in mod evident

un semn bine definit cu lungimea de 50 bp, in concordanta cu lungimea calculata a ADN-ului

tinta.
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Fig.3.17. Analiza electroforetica cu microcip al AND-ul SMAC obtinut din hibridizare
in plus, poate fi mentionata 0 etapa critica pentru hibridizare, racirea reactiei. Acest pas

trebuie efectuat lent, pentru a forma ADN dublu catenar. ADN-ul obtinut are capete
contondente. Urmatoarea etapa de pregatire a insertiei ADN a fost adaugarea de protuberante
A. Plasmida proiectata de noi poate fi formata prin complementaritate intre insertia 3'-A
proeminente si vector 3'-T proeminente. Reactia A-tailing functioneaza cel mai bine atunci cand
este utilizata 0 anumita cantitate de ADN. Cantitatea recomandata este de 10-100 ng (0,15-1,5
pmol) ADN pentru fiecare lungime de 100 bp a ADN-ului. In plus, a fost necesara purificarea
ADN-ului hibridizat.

Dupa ce reactia A-tailing ligarea ADN-ului de insertie la ADN-ul vector a fost efectuata
utilizand ADN ligaza T4, apoi plasmidele recombinante pozitive au fost selectate cu succes. S-
au executat selectia (Fig.3.18.) si examinarea clonelor asa cum este descris in sectiunea Metode.
Situl de donare TA al vectorului pET-SUMO este prezentat in Anexa A.2, Fig.A.2.3.
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Fig.3.18. A: Colonii formate dupa transformarea E. coli TOP10F' cu plasmida recombinanta
pPET-SUMO-SMAC
B: Transformarea controlla dupé ligarea ADN-ului de insertie si vector

Plasmidele amplificate au fost in jur de 300 bp. Fragmentele de ADN amplificate au fost
confirmate cu succes prin electroforeza pe gel de agaroza 1% prezentata in Fig.3.19.

bp M 1 2
10000

5000

300

Fig. 3.19. Fragmentele ADN amplificate;
M: GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific); 1: verificarea pSUMO-SMAC; 2:
verificarea pSUMO-Control

3.3.2. Exprimarea heterologa si purificarea constructelor SUMO-Peptide

Transformation of both recombinant plasmids in E. coli BL21(DE3) host cell line were

successfully executed with high efficiency.

Putem declara ca expresia a avut succes, iar linia de celule gazda selectata a functionat
bine. Inducerea cu concentratii diferite de IPTG a cauzat diferente in nivelurile de expresie a

proteinei. Pe Fig.3.21. putem observa proteine tinta care apar sub 20 kDa.
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Fig.3.21. Optimizarea expresiei heterologi a constructei SUMO-SMAC+K;
10% SDS-PAGE. M: Marker de proteine 20-120 kDa 1: celule neinduse; 2: inductie cu 0,3 mM
IPTG-1h; 3: inductie cu 0,3 mM IPTG-2h; 4: inductie cu 0,3 mM IPTG-3h; 5: inductie cu 0,5 mM
IPTG-1h; 6: inductie cu 0,5 mM IPTG-2h; 7: inductie cu 0,5 mM IPTG-3h; 8: inductie cu 0,8 mM
IPTG-1h; 9: inductie cu 0,8 mM IPTG-2h; 10: inductie cu 0,8 mM IPTG-3h; 11: inductie cu 1 mM
IPTG-1h; 12 inductie cu 1 mM IPTG-2h; 13: inductie cu 1 mM IPTG-3h

Pe masura ce am crescut concentratia de IPTG de la 0,3 mM la 1 mM, nivelul de
expresie al proteinei tinta a crescut, de asemenea. In cazul inductiei IPTG de 1 mM se poate
observa cel mai inalt nivel de expresie. Daca comparam expresia mentionata mai sus in prima
ora (banda 11) cu expresia din a treia ora a cazurilor de inductie IPTG de 0,3 mM (banda 4) sau
0,5 mM (banda 7), putem observa diferente mari de nivel de expresie. in plus, proteina SUMO

imbunatateste productia si solubilitatea proteinelor.

In continuare, expresia heterologi a fost efectuata in 200-200 mL mediu LB. Cresterea
volumului bulionului un numar mai mare de celule si 0 concentratie mai mare de proteine tinta
poate produce. Fig.3.22. prezintd expresia heterologa a constructieci SUMO-SMAK-peptida
folosind parametrii optimi determinati dupa optimizare. Expresia proteinei a fost indusa de 1
mM IPTG timp de 3 ore la 37°C. Proteinele tinta au fost exprimate in citoplasma bacteriana.
Dupa liza celulara, proteinele au fost extrase sub forma solubila. Proteinele solubile (banda 1,

2 si 3) si pelete (banda 6, 7 si 8) sunt prezentate in Fig.3.22.

Pentru liza celulara, sistemele tampon cu solutie salind tamponata cu fosfat (PBS) au
fost alese prin proprietitile de stabilizare a proteinei. in plus, s-a adaugat inhibitor de proteaz,
glicerol pentru cresterea stabilitatii proteinelor. Tamponul de liza continea saruri (NaCl) pentru
a mentine sau a creste puterea mediului ionic si detergent (Triton X-100) pentru a dizolva
membranele celulare si a facilita eliberarea proteinelor solubile si a altor componente celulare
in solutie. Experimentele au fost efectuate in conditii de pH care imita conditiile biologice (pH
7,4). Tamponul de legare a continut imidazol 20 mM pentru a minimiza legarea proteinelor
contaminante si pentru a creste puritatea cu mai putine etape de spalare. Teoretic, cu
concentratie crescutd de sare (1 M NaCl) putem elimina proteinele contaminante. in cele din
urma, s-a efectuat eluarea proteinelor tinta cu tampon care contine imidazol 400 mM. Fig.3.22.
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prezinta experimentul de purificare descris. Se poate considera ca acest sistem tampon
functioneaza bine. Folosind aceste conditii, fractia de elutie contine aproape numai proteine
tinta (Fig.3.22, banda 4).

Fig.3.22. Expresia heterologa a constructei SUMO-SMAC+K
10% SDS-PAGE. 1-3: proteine solubile 1-3 h, 4: SUMO-SMAC+K purificat, 5: proteinele legate cu
Ni-NTA, M: Marker de proteine 20-120 7-9: proteinele insolubile 1-3 h
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Fig.3.23. Analiza electroforetica cu microcip a proteinelor purificate
A: SUMO-SMAC purificat; B: SUMO-Control purificat
Conform electroferogramei din figura 3.23, proteina noastra tinta apare in jur de 19

kDA. Concentratia de proteine tinta obtinuta este de aproximativ 5 mg/mL cu o puritate relativ
ridicatd. Am descoperit ca concentratia de Sumo-SMAC este mai mare (5,25 mg/mL) decat

concentratia Sumo-Control (4,02 mg/mL).

In cele din urma, putem declara ca sistemul de expresie SUMO a fost potrivit pentru
exprimarea constructelor noastre recombinante. Sistemul de purificare prezentat mai sus este
pur si simplu practicabil si se poate obtine 0 puritate ridicata a proteinelor. Acest sistem de

expresie heterolog s-a dovedit a fi potrivit pentru producerea altor peptide recombinante..

3.3.4. Recuperarea peptidelor recombinante

Dimensiunile prezise pentru peptidele recombinante au fost de 1,39 kDa. Conform protocolului
producatorului, hidroliza proteinei de fuziune a fost realizata cu succes. Peptidele au fost
separate de proteina SUMO si proteaza SUMO utilizand purificarea cu afinitatea Ni. Peptidele
recombinante au fost confirmate prin analiza LC/MS. Puritatea peptidelor a fost determinata
prin cromatografie lichida de nalta performanta (HPLC) in faza inversa folosind ca referinte,

peptida SMAC sintetizata chimic si peptida de control.
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Peptidele proiectate au urmatoarele proprietati calculate folosind instrumentele EXPASy

ProtParam si PeptideMass:

Table 3.3. Proprietatile peptidelor proiectate

Peptide/Properties

SMAK+K

Control+K

Number of amino acids

13

13

Amino acid sequence

AVPIAQKSEPHSK

AQVKSIEPAHSPK

Molecular weight (g/mol) 1391.59 1391.59
Theoretical pl 8.64 8.64
Net charge at pH 7 1.1 1.1

Estimated solubility

Good water solubility

Good water solubility

[M-H] 1389.75 1389.75
[M+H]* 1391.76 1391.76
[M - 2H]* 694.37 694.37
[M+3H]* 464.59 464.59
[M+2H]2 696.38 696.38
Spectrum Source Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
Peak (1) in "+ TIC Scan" 150 0 Esi

x10 5 |+ Scan (0.505-0.701 min, 21 scans) SMAC_1_01042021_MS2Scan+_0001.d Subtract (1)

3 46480  696.50
2.5

2]
1.54
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0.54
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Fig.3.24. Analiza MS a peptidei recombinate SMAK+K
Analysis of chemically synthesized peptides in Appendix A.5 were presented.

3.3.5. Marcarea fluorescenta C-terminala a peptidelor si biotinilarea

2000

Pentru a mentine structura nativa a N-terminalului peptidelor, am efectuat o reactie de
marcare fluorescenta C-terminala. Legatura incrucisata cu gruparile carboxil este mediata de o
carbodiimida solubila in apa. Conform literaturii de specialitate, carbodiimidele efectueaza
conjugarea carboxilului cu hidrazide rezulta in formarea de legituri hidrazone. In cazul

experimentului nostru, au fost etichetati aminoacizi care contin carboxil (acid glutamina si

30



Biosynthesis and interaction studies of apoptosis-modulating proteins

lizina C-terminald). Pentru investigarea reactiei de marcare, analiza MS a fost efectuata
utilizand MALDI Biotyper. Pe baza rezultatelor MS, reactia de marcare a fost realizata cu
succes in ambele cazuri. Dupa cum arata urmatoarele figuri (Fig.3.25 si Fig.3.26), tehnica de
ionizare cu laser a fost potrivita pentru investigarea ionilor corespunzatori. Eficienta reactiilor
de etichetare a fost acceptabila. Printre planurile de viitor proiectam optimizarea reactiei de

etichetare.
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Fig.3.25. Analiza MS a peptidei SMAK+K marcate fluorescent
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Fig.3.26. Analiza MS a peptidei SMAK+K biotinilate
3.3.6. Monitorizarea interactiunii BIR3-peptida

Exista mai multe exemple in literatura de specialitate privind clasificarea mimeticelor
Smac. In primul rand sunt clasificate ca mimetice Smac monovalente si bivalente [124].
Compusii monovalenti imita legarea unui singur motiv AVPI la proteinele 1AP. Compusii
bivalenti contin doua motive de legare AVPI. Monitorizarea interactiunii peptidelor BIR3-

SMAC+K apartine obiectivelor majore ale cercetarii noastre.

Interactiunea mentionata este prezentata in Fig.3.24. folosind software-ul de vizualizare

moleculard PyMOL.

Fig.3.24. Interactiunea XIAP-BIR3 si SMAC+K (PyMOL)
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3.3.7. Testul Pull-Down

In partea urmatoare voi prezenta teste de tip pull-down concepute pentru investigarea
interactiunilor domeniului BIR3. Testul pull-down este 0 metoda in vitro utilizata pentru a
analiza interactiunea proteina-proteina folosind purificarea prin afinitate. Aceasta este o
interactiune fizica intre doua sau mai multe proteine. In cazul nostru, la inceput, proteina de
momeala (si anume domeniul BIR3) a fost marcata si capturata pe un ligand de afinitate
imobilizat specific pentru etichetd (rasind de amiloza). Ulterior, proteinele dezlegate au fost
spalate. Urmatorul pas a fost legarea proteinei ,,prada” de proteina momeala. Proteinele ,,prada”
au fost proteinele Cas9 si SMAC separat. Dupa formarea complexului de interactiune proteina-
proteina a fost efectuata o etapa de spalare. Metoda de eluare a proteinei depinde de ligand de
afinitate. In cazul nostru, complexele de interactiune au fost eluate cu maltoza 10 mM. In cele
din urma, complexul de interactiune proteina-proteina a fost analizat prin SDS-PAGE. Acesti

pasi generali ai testului pull-down sunt prezentati in Fig.3.25.

Fig.3.25. Analiza interactiunii IAP1-BIR3 si SMAC cu 10% SDS-PAGE
In aceasta etapi a cercetirii noastre am investigat interactiunea dintre IAP1-BIR3 si

proteina SMAC. Este important de mentionat ca proteina SMAC-EGFP (~ 50 kDa) este si
proteind recombinanta, apartinand cercetarilor noastre anterioare [139]. Pentru exprimarea
proteinei recombinate SMAC-EGFP, tulpina de expresie de E. coli Rosetta™(DE3) pLysS
transformata cu vectorul recombinant a fost utilizata cu succes. O cantitate semnificativa de 20
mg/L de proteina recombinata pura SMAC-EGFP a fost obtinuta intr-0 cultura cu bioreactor.
in ceea ce priveste procedura de purificare, protocolul nostru in doui etape s-a dovedit a fi de

Succes.
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Fig.3.27. Analiza interactiunii XIAP-BIR3 si Cas9 cu 10% SDS-PAGE
In cazul celui de-al doilea test pull-down, de ex. interactiunea dintre Cas9 si XIAP-

BIR3, rezultatele noastre au fost, de asemenea, de succes. Proteina de momeala (XIAP-BIR3)
a fost marcata cu succes pe rasind de amiloza, prin urmare proteinele de momeald nemarcate
au fost spalate din rasina de amiloza (Fig.3.27. banda 3 si banda 4). Interactiunea impotriva
proteinei Cas9 a fost investigata prin incubare peste noapte la 4°C. Dupa cum se arata in figura
3.27. cantitatea de proteine care interactioneazi este semnificativa. In plus, este necesar si se

optimizeze testele recente de interactiune proteina-proteina.
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CONCLUZII
C.1. CONCLUZII GENERALE

Peptidele bioactive prezinta un interes sporit in domeniul farmacologiei si stiintei
medicale datorita cunostintelor crescande despre diversele moduri de actiune. Peptidele
terapeutice sunt in general derivate din trei surse: peptide naturale sau bioactive produse de
plante, animale sau umane, peptide izolate din biblioteci genetice sau recombinate si peptide
descoperite din biblioteci chimice. O strategie importantd in chimia peptidelor este proiectarea
modificarii chimice pentru a creste Stabilitatea chimica si enzimatica a acesteia in interesul de
a prelungi timpul de actiune si de a creste activitatea si selectivitatea fata de receptor [3].

Productia industriala de peptide se bazeaza in mod obisnuit pe trei tehnologii alternative:
sinteza in faza solida, sinteza in faza lichida si tehnologia recombinanta biotehnologica in vivo.
Strategiile de sinteza chimica sunt provocatoare din punct de vedere economic. Producerea de
peptide prin tehnici recombinante a contribuit, de asemenea, la progrese importante ale

metodologiei.

Apoptoza este un proces esential in dezvoltarea celulelor. Proteina mitocondriala
SMAC promoveaza apoptoza prin eliminarea efectului inhibitor al IAP-urilor prin interactiuni
fizice. Secventele amino-terminale din proteina SMAC sunt necesare pentru aceasta functie,
deoarece mutatia primului aminoacid duce la pierderea interactiunii cu IAP. SMAC
promoveaza apoptoza prin activarea caspazelor in calea citocromului c/Apaf-1/caspaze-9 [5].
In cazul apoptozei, cercetitorii s-au concentrat pe mimeticele Smac cu molecule mici care
vizeaza IAP-urile domeniului BIR3. Acesti inhibitori IAP sunt in prezent investigati ca
medicamente anticanceroase in studiile clinice [5, 6]. Cu cunostintele de astazi, am dezvoltat
un sistem de expresie si 0 procedura de purificare care permite producerea de cantitati suficiente
de peptide recombinante pentru studiile de interactiune proteina-peptida. Se poate afirma ca
obiectivul nostru referitor la biosinteza si purificarea clAP-urilor recombinate a fost atins. De
asemenea, este important sa mentionam experimentele noastre de succes de refoldare a
proteinelor. Cercetarea noastra s-a extins si la investigarea domeniului BIR3 al proteinelor tinta
prin biosinteza si teste de interactiune. Proteinele recombinante biologic active mentionate
anterior sunt utile pentru studierea functiilor biologice ale genelor in diferite boli, pentru
dezvoltarea de medicamente terapeutice, biomimetice si biomateriale pentru industria
biotehnologiei [18], [56].

C.2. CONTRIBUTII ORIGINALE
Aceasta teza contribuie la studiul chimiei proteinelor si peptidelor, incluzand productia,

purificarea, replierea, analiza interactiunii proteina-peptida, dupa cum urmeaza:
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1. Sistemul de expresie Champion pET SUMO se dovedeste a fi potrivit pentru
exprimarea peptidelor, in special pentru biosinteza peptidelor mici.

2. Etichetarea chimica C-terminala proiectata a peptidelor folosind hidrazida Alexa
Fluor 350 si hidrazida Biotin XX a fost implementata cu succes. Reactiile de marcare chimica
fluorescenta joaca un rol important in testele de polarizare fluorescenta.

3. Sistemul de expresie pMAL-2px se dovedeste a fi aplicabil pentru exprimarea
productiei de proteine recombinate in cantitati mari.

4. Metoda dezvoltata pentru izolarea domeniilor BIR3 recombinate ale 1Ap-urilor din
periplasma a fost realizata cu succes.

5. Am dezvoltat o procedura de solubilizare rapida si simpla si de repliere asistata de
detergent folosind detergenti pentru recuperarea proteinei XIAP recombinate native etichetate
GST.

C.3. DEZVOLTARI VITOARE IN CERCETARE

In zilele noastre, chimia peptidelor este un domeniu emergent al stiintei. Cunostintele
teoretice dobandite cu privire la aspectele chimiei peptidelor in timpul acestui studiu ne-au
incurajat sa formam un concept al unui proiect viitor cu scopul de a crea alte peptide mici
recombinante. Vor fi selectate peptide de interes pe baza functiei lor biologice. Printre planurile

viitoare ale cercetarii noastre, proiectam sa elaboram in detaliu teste de polarizare fluorescenta.
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