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248 Badane biatka btonowe

Gdanski

RECEPTORY WAZOPRESYNY | OKSYTOCYNY

VlaR, V2R, OTR

BIALKO UL49.5

RECEPTORY OPIOIDOWE
MOR (p), DOR (6)

H6—-H7, H9-H10

H1-H5, H8

Biatko wirusowe
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Przedmiot badan

RECEPTORY WAZOPRESYNY | OKSYTOCYNY

Vl1aR, V2R, OTR

RECEPTORY OPIOIDOWE
MOR (p), DOR (6)

[D-MePhe?3|AVP
[D-MePhe?,MePhe3|AVP
[MePhe?,D-MePhe3|AVP
[MePhe?3|AVP

[Aic2]AVP

[Mpat,Aic?] AVP
[Aic?,D-Arg®|VP
[Mpat,Aic?,D-Arg®VP

c-(4-9)-[Mpat, Lys*]|AVP [Aic?,Val‘|AVP
c-(4-9)-[Mpat, Orn*]AVP [Mpal,Aic?,Val*,D-Arg®VP
c-(4-9)-[Mpat, Dab*]AVP [Aic’]AVP

c-(4-9)-[Mpat, Dap*]AVP [Mpat,Aic’]AVP
[Mpat,Dpa?,Val*,D-Arg® VP [Aic3,D-Arg®|VP

[Mpa!,D-Dpa?,Val*,D-Arg® VP

[D-Dpa2,D-Arg® VP
[Mpa!,D-Dpa?,D-Arg® VP

c-(2—4)-Tyr-Lys?-Phe3-Dab*-Val*-Val®-Gly’-NH,
c-(2—4)-Tyr-Lys?-Phe3-Dap?-Val*-Val®-Gly’-NH,
c-(2—4)-Tyr*-Orn?-Phe3-Dap*-Val*>-Val®-Gly’-NH,
c-(2—4)-Tyr-Lys?-Phe3-Orn*-Val*>-Val®-Gly’-NH,
c-(2—4)-Tyr'-D-Orn?-Phe3-Orn*-Val*>-Val®-Gly’-NH,
c-(2—-4)-Tyr-Lys?-Phe3-Dab*-NH,
c-(2—4)-Tyr-Lys?-Phe3-Dap*-NH2
c-(2—4)-Tyr'-Orn?-Phe3-Dap*-NH.
c-(2—-4)-Tyr!-Lys?-Phe3-Orn*-NH,
c-(2—-4)-Tyr'-D-Orn?-Phe3-0Orn*-NH;

Leu>-ENK
Leu>-ENK-GIcA

BIALKO UL49.5

MUTANTY: E11G, RRE(9-11)GGG, RRE(9-11)AAA, R95K, R93K, R96D

KLHDC3

94 rozne kompleksy (biatko-ligand i biatko-biatko)




A Receptory sprzezone z biatkiem G (GPCR)
AGONISTA

Vl1aR - presyjne

; V2R -, antydiuretyczne

@ OTR - tokolityczne; galaktokinetyczne

MOR (M) — analgetyczne
DOR () - analgetyczne
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BIALKA EFEKTOROWE

ANTAGONISTA ODWROTNY AGONISTA
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V2R Vl1aR
- moczéwka prosta osrodkowa - zespot watrobowo nerkowy
- moczenie nocne - silne krwawienia

- zespot Schwartza-Barttera

- moczOwka prosta nerkowa (AVPR2)

e RECEPLOry sprzezone z biatkiem G (GPCR) - potencjat terapeutyczny

OTR

- wywotywanie/hamowanie akcji porodowej

- niedorozwdj miesnia sercowego

MOR (H) DOR (6) Efekty uboczne:

_ o ) - tolerancja
- umiarkowany i silny bol
- uzaleznienie
- kaszel

- zaburzenia oddychania
- nudnosci
- wymioty

- Zaparcia

EPIDEMIA
OPIOIDOWA
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Gdanski H I

[D-MePhe?3]AVP
[D-MePhe?,MePhe®]AVP
[MePhe? D-MePhe®]AVP
[MePhe?3]AVP

Receptory wazopresyny i oksytocyny

N-metylo-L/D-fenyloalanina

DZIALANIE ANTAGONISTYCZNE

Stabe oddziatywanie z V2 - (D/K2.65)
Oddziatywanie z TM6 — krytyczne

2 3 _ _ 2,3
LIGAND / pA, OTR V1aR VIR OTR - [D-MePhe?,MePhe?]AVP V1aR - [D-MePhe?3|AVP
[D-MePhe*3]AVP 6.4 1 0 0
[D-MePhe2,MePhe3]AVP 6.6 5.8 0
[MePhe?,D-MePhe?]AVP 0 0 0
[MePhe*?]AVP 0 0 0

H1: Slusarz et al. Journal of Medicinal Chemistry, 2006, 49, 2463-2469
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Gdanski H Z

c-(4-9)-[Mpa?, Lys*]AVP
c-(4-9)-[Mpat, Orn*|AVP
c-(4-9)-[Mpat, Dab*]AVP
c-(4-9)-[Mpat, Dap?*]AVP

cyklizacja 4-9

Receptory wazopresyny i oksytocyny

Brak waznych oddziatywanh kotwiczgcych
Brak preferencji utozenia w kieszeni receptora, orientacja Vv

Analog 2 - wielkosS¢ pierscienia akceptowalna = modyfikacje

c-(4-9)-[Mpa?, Lys*]AVP

c-(4-9)-[Mpa?, Orn*JAVP c-(4-9)-[Mpa?, Dab*]AVP c-(4-9)-[Mpa‘, Dap*]AVP

H2: Slusarz et al. QSAR & Combinatorial Science, 2008, 27, 834-840




K
[Aic?]AVP

[Mpat,Aic?] AVP
[Aic?,D-Arg®|VP

[Aic2,Val]AVP

[Mpat,Aic?,Val*,D-Arg8]VP

Aic®]AVP
[Mpat,Aic®]AVP
[Aic®,D-Arg®]VP

[Mpat,Aic?,D-Arg®]VP

Receptory wazopresyny i oksytocyny

kwas 2-aminoindano-2-karboksylowy

DZIALANIE ANTAGONISTYCZNE/AGONISTYCZNE

Utrata aktywnosci po podstawieniu Aicw pozycji 3

analogue oxytocic pressor antidiuretic
AVP 17 L 412 465
[Aic?]AVP pA2 =17.27 +0.22 941428 ~450 (45 000)
[Mpa',Aic?]AVP pA2, =750+ 0.16 534125 ~450 (45 000)
[Aic?,D-Arg?]VP pA2 = 6.86 + 0.17 0 ~45 (4500)
[Mpa! Aic%,n-Arg®|VP pA>=17.31 +0.25 pA2 =5.60 ~450 (45 000)
[Aic?,Val*]AVP pA2z=17.93 £ 0.17 0 ~450 (45 000)
[Mpal,Aic?,Val*,p-Arg®]VP  pA, =8.06 £ 0.11 pA; = 6.25 ~4500 (450 000)

V1aR - antagonista

7
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OTR - antagonista

V1aR - agonista

H3: Slusarz et. al, QSAR & Combinatorial Science, 2009, 28, 1166-1175



Zf%. H5 Receptory wazopresyny i oksytocyny

[Mpa’,Dpa,Val’,D-Arg® VP ANTAGONISTA AGONISTA

[Mpat,D-Dpa?,Vval*,D-Arg® VP _. 1 | \L N

[D-Dpa2,D-Arg? VP / . <Y r

[Mpat,D-Dpa?,D-Arg? VP Sy Y ’ [ _ ’,«
=S ",_‘ C K 4 > - =

; o4
_" \
. ' Y )
v i =

L/D-difenyloalanina ‘

DZIAEANIE ANTAGONISTYCZNE '/ ﬁ \ B \N -‘ \>
/AGONISTYCZNE ™1 TMZTT " - ._j N G\ M g \
OTR - [Mpa!,D-Dpa?,Vval*,D-Arg® VP V2R - [Mpa',D-Dpa?Val*,D-Arg® VP

V1aR - brak aktywnosci

OTR [pA,]  V1aR[pA)] V2R (IU/mg)

[Mpa',Dpa? Val* p-ArgBIVP (1) 0.24+0.12 0 100
[Mpa',0-Dpa?Val*o-Arg®]VP (Il)  7.78 +£0.08 <58 9000
[o-DpaZ,0-Arg®]VP (1l 7.83+0.08 0 1000
[Mpa',0-Dpa’IVP (IV) 7.80+0.14 0 4500
AVP 17 412 450

H5: Slusarz et. al, Journal of Peptide Science, 2013, 19, 118-126.



caanek H 4
c-(2—4)-Tyr-Lys?-Phe3-Dab*-Val*-Val®-Gly’-NH,
c-(2—4)-Tyr-Lys?-Phe3-Dap*-Val*-Val®-Gly’-NH,
c-(2—4)-Tyr'-Orn?-Phe3-Dap*-Val*-Valé-Gly’-NH,
c-(2—-4)-Tyr-Lys?-Phe3-Orn*-Val>-Val®-Gly’-NH;
c-(2—-4)-Tyr'-D-Orn?-Phe3-0rn*-Val*-Val®-Gly’-NH,
c-(2—-4)-Tyr-Lys?-Phe3-Dab*-NH;
c-(2—-4)-Tyr-Lys?-Phe3-Dap*-NH2
c-(2—-4)-Tyr'-Orn2-Phe3-Dap*-NH;
c-(2—-4)-Tyr!-Lys?-Phe3-Orn*-NH,
c-(2—-4)-Tyr'-D-Orn?-Phe3-0Orn*-NH;

deltorfina: Tyr-D-Ala-Phe-Asp/Glu-Val-Val-Gly-NH;

Ligand Daa? Daa* GPI1Cso (NM) MVD ICso (nM)  GPI/MVD ratio
i

Lys Dab 65.41+9.6 0.640 = 0.043 102

A
B Lys Dap  25.4+2.0 0.483 = 0.065 526
C Orn Dap  >10,000 27.1+3.1 >369

D Lys O >10,000 67.0+6.9 > 149

E Orn orn 159 4 23 0.814 + 0.054 88

a Lys Dab  1.17+£0.25 5.02 4 1.39 429
b Lys Dap  4.15+0.36 19.5+23 4.70
c Orn Dap  3.37 +£0.09 7.76 4+ 1.27 2.30
d Lys omn  156+1.6 47.1+35 3.01
e Orn O 4.77+0.71 11.4+15 239
[LeuSlenk 246 =+ 39 11.4+1.1 214

Receptory opioidowe

D3.32

H4: Slusarz MJ, Journal of Peptide Science, 2013, 19, 118-126.



X H8 Receptory opioidowe

Leu>-ENK
Leu>-ENK-GIcA

kwas B-D-glukuronowy

GIcA
TYRAMINA

MOR-ENK-GlcA

Testy GPI I MVD:
Leus-ENK-GIcA 40 razy bardziej aktywny niz Leu5-ENK; T selektywnos¢

H8: Slusarz MJ, Computational Biology and Chemistry, 2022, 101, 107783
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Receptory op

Gdanski

Leu®>-ENK-GIcA

Leu®-ENK-GIcCA

Leu®-ENK
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Reszty aminokwasowe receptora

Testy GPIT MVD:

Leus-ENK-GIcA 40 razy bardziej aktywny niz Leu5-ENK; T selektywnos¢

z

H8: Slusarz MJ, Computational Biology and Chemistry, 2022, 101, 107783



A H8 Receptory opioidowe

Leu>-ENK
Leu>-ENK-GIcA

kwas B-D-glukuronowy

Y2.64

DLACZEGO WYZSZA SELEKTYWNOSC ENK-GIcA:
K2.63/N2.63 vs W6.58/K6.58

Testy GPI I MVD:
Leus-ENK-GIcA 40 razy bardziej aktywny niz Leu5-ENK; T selektywnos¢

H8: Slusarz MJ, Computational Biology and Chemistry, 2022, 101, 107783



A§ Biatko UL49.5

Gdanski

* biatko BoHV-1 - wirusy z rodzaju Varicellovirus (Alphaherpesviridae)

* 96 reszt aminokwasowych, jednohelikalne, transbtonowe

* brak struktur eksperymentalnych

i
INHIBICJA TAP
DEGRADACJA TAP
TAP
N\

POTENCJAL TERAPEUTYCZNY: peptyd antygenowy
* LEKI PRZECIWWIRUSOWE

X
/r\/

PROTEASOM

* LEKI PRZECIWNOWOTWOROWE
* PROTAC




K :
=34 HE6 H7 Biatko UL49.5

UL49.5 wt
E11G
RRE(9-11)GGG
RRE(9-11)AAA

SYNTEZA PEPTYDOW
BADANIA STRUKTURALNE PEPTYDOW: NMR, CD

BADANIA ATYWNOSCI BIOLOGICZNE]

KONSTRUKCJA MODELU BIALKA Z PEPTYDOW
KONSTRUKCJA MUTANTOW
DYNAMIKA MOLEKULARNA BIALKA I MUTANTOW

H6: Karska N, Graul M, Sikorska E, Slusarz MJ, Zhukov |, Kasprzykowski F, Lipinska A, Rodziewicz-Motowidto S: Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes, 2019, 1861, 926-938.



X -
cccccc - HE6 H7 Biatko UL49.5

UL49.5

E11G
RRE(9-11)GGG
RRE(9-11)AAA

SYNTEZA PEPTYDOW
BADANIA STRUKTURALNE PEPTYDOW: NMR, CD

BADANIA ATYWNOSCI BIOLOGICZNE]

RRE(9-11)AAA

KONSTRUKCJA MODELU BIALKA Z PEPTYDOW “
KONSTRUKCJA MUTANTOW T L. E ”
i - niewielki wptyw na aktywnosc¢ S
DYNAMIKA MOLEKULARNA BIALKA I MUTANTOW S : 8
- niewielki wptyw na strukture catego biatka g .
_ wieksza ruchliwo$é domeny N-terminalnej g T s
s 2,81 -
0 -
wt  ENG 7G§§E(9-¢1A$A

MJS
MJS UL49.5

H7: Karska N, Graul M, Sikorska E, Zhukov |, Slusarz MJ, Kasprzykowski F, Kubis A, Lipifiska A, Rodziewicz-Motowidto S: Chemistry & Biodiversity, 2021, 18, e2000883



X j
B S H9 Biatko UL49.5

UL49.5 (87-96)
UL49.5 (87-96) R95K
UL49.5 (87-96) R93K
UL49.5 (87-96) R96D
KLHDC3

ligaza ubikwityny E3

C - degron
- RGRG

BADANIA EKSPERYMENTALNE :

R93K i R96D nie oddziatujg z KLHDC3 - brak degradaciji TAP
R95K = WT, oddziatuje z KLHDC3 - degradacja TAP

DLACZEGO?

WT-KGRG WT-RGKG WT-RGRD

RMSD = 4.37 RMSD = 1.52 RMSD = 3.90

H9: Slusarz MJ, Bioorganic and Medicinal Chemistry, 2024, 109, 117795.



K -
B S H10 Biatko UL49.5

UL49.5 (87-96)
KLHDC3

- stabilna struktura kompleksu (1200 ns)
- UL49.5 - dwie helisy
- sieC polarnych oddziatywan - triada RSR

A KLHDC3 - UL49.5 B @ KLHDC2-USP1

y
R .
$269
R292 R241 <
240

KLHDC2 - USP1

H10: Slusarz et al. Proteins: Structure, Function and Bioinformatics. 2024, 92, 610-620.
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