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Biatka HtrA2 oraz HtrA3 naleza do rodziny zachowanych w procesie ewolucji proteaz
serynowych HtrA (ang. High temperature requirement A), ktorych cechg charakterystyczng
jest obecnos¢ domeny proteazowej (PD) oraz co najmniej jednej domeny PDZ na koncu
karboksylowym. U cztowieka zidentyfikowano cztery biatka HtrA (HtrA1-4), sposrod ktorych
biatko HtrA3 wystepuje w dwodch izoformach: dhugiej - HtrA3L i krotkiej - HtrA3S, ktéra nie
posiada domeny PDZ na C-koncu. Znaczenie wspoOtistnienia dwoch izoform biatka HtrA3 nie
zostato dotychczas wyjasnione. Wykazano, iz proteazy HtrA2 i HtrA3 petnig istotne funkcje
w komorce. Uczestnicza one m.in w utrzymywaniu homeostazy mitochondriéw oraz
indukowaniu mechanizméw $mierci komorki na drodze apoptozy, a zaburzenia w ich
funkcjonowaniu przyczyniaja si¢ do rozwoju szeregu chordb, w tym nowotworowych. Czesci
N-terminalne tych bialek nie sg istotne dla aktywnosci proteolitycznej i mogg by¢ w komorce
odcinane, generujac formy AN-HtrA2 oraz AN-HtrA3.

Celem pierwszej czgs$ci niniejszej pracy byla weryfikacja hipotetycznego modelu
aktywacji proteazy HtrA2, zaktadajacego, ze w trakcie aktywacji zmienia si¢ potozenie
domeny PDZ wzgledem PD w trimerycznej czasteczce biatka. Skonstruowano zestaw
wariantow biatka AN-HtrA2, w ktérych wybrane reszty aminokwasowe polozone na styku
domen zostaly wymienione na reszty o przeciwnych wlasciwosciach chemicznych. Wplyw
wprowadzonych substytucji na aktywnos$¢ proteolityczng analizowano z wykorzystaniem [3-
kazeiny oraz syntetycznego peptydu fluorogenicznego. Stwierdzono, ze aktywnos$¢ wariantow
AN-HtrA2 V226K, AN-HtrA2 D302A, AN-HtrA2 R337L, AN-HtrA2 I1373N, AN-HtrA2
E376L, AN-HtrA2 L377E, AN-HtrA2 R380L, AN-HtrA2 E425L i AN-HtrA2 R432L ulegla
podwyzszeniu w wigkszosci badanych temperatur w stosunku do aktywnosci biatka AN-
HtrA2. Wyniki te, w polaczeniu z analiza kinetyki reakcji, sugeruja, ze destabilizacja
oddziatywan miedzy PD a PDZ w obrebie podjednostki oraz pomigdzy podjednostkami
trimeru promuje aktywacje. Uzyskane wyniki sg zgodne z teoretycznym modelem aktywacji
proteazy HtrA2.

W kolejnym etapie pracy dokonano biochemicznej charakterystyki obu izoform biatka
HtrA3. Wykazano, ze aktywno$¢ proteolityczna krotkiej izoformy, AN-HtrA3S, jest
poréwnywalna z aktywno$cig AN-HtrA3L, co wskazuje, ze domena PDZ nie jest konieczna

dla aktywnosci biatka AN-HtrA3. Ponadto okreslono wplyw na aktywno$¢ proteolityczng



unikalnych dla tego biatka oddziatywan reszt petli LB domeny PD z resztami domeny PDZ
(R362, E371, Q389). Pokazano, ze unikalne reszty LB i ich interakcja z resztami PDZ
promuja aktywnos¢ proteolityczng AN-HtrA3L wobec substratu peptydowego.

W ramach poszukiwania aktywatoroOw proteazy HtrA3 wykazano, ze dwa nowe
peptydy, oznaczone jako X1 oraz X2, opracowane oraz zsyntetyzowane w Zespole prof. A.
Lesnera z Wydziatu Chemii UG, efektywnie aktywowaty proteazg AN-HtrA3L. Istotny (50 %)
wzrost aktywno$ci AN-HtrA3L obserwowano juz przy 0,3 uM stezeniu peptydu X1.

W kolejnym etapie pracy, za pomocg metody pull down oraz spektrometrii mas,
wykorzystujgc lizat komoérek nowotworowych ptuc linii A549 dokonano identyfikacji
potencjalnych substratow obu izoform AN-HtrA3. Pokazano, ze obie izoformy
rekombinowanego biatka (nieaktywne proteolitycznie) moga oddziatywaé z biatkami
formujacymi cytoszkielet, biatkami odpowiedzialnymi za utrzymywanie homeostazy
komoérkowej, ubikwitynacje, procesy naprawy DNA, regulujagcymi $mier¢ komorkowas,
replikacjgc DNA, modyfikacjc RNA oraz transport komoérkowy, zwigzany gléwnie z
endocytozg. W dalszych badaniach skupiono si¢ na potwierdzeniu formowania kompleksow
HtrA3 z biatkami cytoszkieletu, z biatkiem opiekunczym TCP1 niezb¢dnym dla formowania
cytoszkieletu, oraz z anty-apoptotycznym biatkiem XIAP. Za pomoca specyficznych
przeciwcial sprawdzono, iz obie izoformy AN- HtrA3 (nieaktywne proteolitycznie) tworza
kompleksy z aktyna, B-tubuling, wimentyng, TCP1 oraz XIAP z lizatu komoérkowego.
Nastepnie, za pomoca immunoprecypitacji i metody western blotting potwierdzono, ze biatka
te tworzyly kompleksy z endogennym HtrA3 komoérek nowotworowych linii HCC827 oraz
SKBR3 in vivo. Aby sprawdzié, czy obie izoformy HtrA3 oddziatuja in vivo z badanymi
biatkami, wykonano ko-immunoprecypitacj¢ z egzogennie produkowanymi biatkami AN-
HtrA3L oraz AN-HtrA3S w formie nieaktywnej proteolitycznie, znakowanymi GFP. Analiza
western blotting potwierdzita formowanie kompleksow in vivo z obiema izoformami HtrA3.

Za pomocg fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej pokazano kolokalizacje
endogennego HtrA3 komorek linii HCC827 i SKBR3 z aktyna, B-tubuling, wimentyng, TCP1
oraz XIAP. Podobne doswiadczenie wykonano réwniez na komorkach A549 z egzogenna
produkcja aktywnego proteolitycznie biatka AN-HtrA3S znakowanego GFP. Uzyskane wyniki
potwierdzity kolokalizacje krotkiej izoformy HtrA3 i badanych bialek.

Aby stwierdzi¢, czy oddziatywania te nie zachodza poprzez inne biatka komorkowe,
wykonano test immunoenzymatyczny ELISA. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze
weryfikowane biatka oddzialuja z AN-HtrA3 w sposob bezposredni. W celu doktadnego
oznaczenia efektywnosci wigzania AN-HtrA3 do XIAP oraz TCP1 wykorzystano technike



MST (ang. MicroScale Thermophoresis). Pokazano, iz AN-HtrA3S nieznacznie efektywniej
wigze XIAP niz AN-HtrA3L. W przypadku TCP1 odnotowano podobng efektywnosé
wigzania przez obie izoformy AN-HtrA3.

W celu weryfikacji charakteru oddziatywan badanych biatek z HtrA3 przeprowadzono
trawienie biatek lizatu komorkowego linii A549, stosujagc rekombinowane biatka HtrA3.
Analizy western blotting ujawnity, ze biatka AN-HtrA3L oraz AN-HtrA3S trawig aktyng,
wimentyng, B-tubuling oraz XIAP. Nie zaobserwowano trawienia komérkowego biatka TCP1.

Probujgc wyjasni¢ fizjologiczne znaczenie oddziatywania izoform AN-HtrA3 z
biatkami cytoszkieletu, badano ich wptyw na proces polimeryzacji tubuliny. Pokazano, ze
zaréwno nieaktywne jak i aktywne proteolitycznie biatka AN-HtrA3 znaczaco wspomagaly
proces polimeryzacji tubuliny in vitro. Powyzsze wyniki wskazujg, iz aktyna, tubulina,
wimentyna, TCP1 oraz XIAP sg komdrkowymi partnerami obu izoform HtrA3 oraz sugeruja,
ze HtrA3 moze uczestniczy¢ w modelowaniu szkieletu komorkowego.

Podsumowujac, wyniki tej pracy pozwalaja na lepsze zrozumienie funkcjonowania
biatka AN-HtrA3 w warunkach in vitro oraz in vivo, co moze utatwi¢ wyjasnienie roli tej
proteazy w stanach fizjologicznych oraz patologicznych. Ponadto uzyskane wyniki moga

zosta¢ wykorzystane podczas projektowania nowych lekdw antynowotworowych.



