Biochemiczna charakterystyka pro-apoptotycznej
proteazy HtraA3 czlowieka

Przemystaw Glaza

Biatko HtrA3 nalezy do zachowanej w ewolucji rodziny proteaz serynowych HtrA
(high temperature requirement A). U cztowieka zidentyfikowano cztery biatka HtrA: HtrAl,
HtrA2/Omi, HtrA3 i HtrA4. Biatko HtrA3 stymuluje szlak mitochondrialny apoptozy oraz
uczestniczy w implantacji zarodka i formowaniu tozyska. Jest takze zaangazowane w proces
onkogenezy 1 promuje apoptoz¢ komorek nowotworowych stymulowang przez
chemoterapeutyki. Z tego wzgledu uwazane jest za potencjalny cel terapii
antynowotworowych. HtrA3 posiada trzy domeny: (1) N-terminalng domene Mac25, ktora
nie jest istotna dla aktywnos$ci proteolitycznej; (2) centralng domeng proteazowa (PD); oraz
(3) C-terminalng domen¢ PDZ. HtrA3 wystepuje w dwu izoformach, dlugiej, HtrA3L
1 skroconej, HtrA3S. HtrA3S nie posiada domeny PDZ, ktora jest zastapiona przez unikalny
rejon C-terminalny. Kiedy rozpoczynano t¢ prace, wiedza na temat struktury i wihasnosci
biochemicznych proteazy HtrA3 byla ograniczona. Rozwigzana byla jedynie struktura
krystaliczna izolowanej domeny PDZ, brak bylo danych odno$nie aktywnosci opiekunczej
1 istniato bardzo niewiele informacji dotyczacych aktywnosci proteolitycznej. Celem tej pracy
bylo poznanie struktury i scharakteryzowanie aktywnos$ci proteolitycznej oraz opiekunczej
biatka HtrA3. Z uwagi na to, ze w komorce domena N-terminalna jest odcinana,
skoncentrowano si¢ na biatku HtrA3L pozbawionym tej domeny (AN-HtrA3L).

Opracowano warunki produkcji rekombinowanego biatka AN-HtrA3L w komorkach
bakteryjnych, w ilosci oraz jakosci pozwalajacej na analiz¢ krystalograficzng oraz badania
biochemiczne. Do badan strukturalnych przygotowano preparaty nieaktywnego
proteolitycznie biatka AN-HtrA3L S305A z uwagi na autoproteolityczng aktywnos$¢ HtrA3.
Badania krystalograficzne zostalty wykonane przez wspotpracujacy zespot w Structural
Biology Center Argonne National Laboratory (USA). Rozwigzana zostata struktura domen
PD i PDZ biatka AN-HtrA3L S305A. Biatko to tworzy trimer, ktdry rézni si¢ istotnie
od proteaz HtrAl i HtrA2 pod wzgledem pozycji domeny PDZ wobec PD. Domena PDZ
HtrA3 utozona jest w pozycji posredniej pomi¢dzy zajmowang w ,,zamknietej” formie HtrA2
a zajmowang w ,otwartej”’, plaskiej formie HtrAl. Domena PDZ oddziatuje za pomoca

wigzan wodorowych z resztami 196-201 petli LB domeny proteazowej tego samego



monomeru. Oddzialywania te s3 cecha unikalng dla biatka HtrA3L, nie wystepujaca
w dotychczas poznanych strukturach proteaz HtrA.

Aby okresli¢ role oddzialywan LB-PDZ skonstruowano warianty AN-HtrA3L
z substytucjami reszt w domenie PDZ i delecjg unikalnych reszt LB. Saczenie molekularne
(SEC) zmutowanych biatek wskazato, ze oddziatywania LB-PDZ stabilizujg trimeryczna
forme biatka. SEC pokazato réwniez, ze biatka pozbawione domeny PDZ (AN-HtrA3APDZ
1 AN-HtrA3S) sag monomeryczne. Tak wigec domena PDZ jest niezbedna do trimeryzacji,
inaczej niz stwierdzono dla biatek HtrA1 1 HtrA2.

Stosujac SEC oraz ultrawirowanie analityczne pokazano, ze HtrA3 moze tworzy¢
kompleksy z substratem, jednakze wyniki nie wskazywaly na obecno$¢ oligomerow
wyzszego rzedu.

Usunigcie motywu trimeryzacji w PD spowodowato utrate aktywnosci proteolitycznej,
co sugeruje, ze zachowanie struktury trimerycznej jest istotne dla aktywnosci HtrA3
ztozonego z domen PD i PDZ, podobnie jak stwierdzono dla HtrA1/2. Usuni¢cie domeny
PDZ nie wptywalo w sposdb znaczacy na aktywnos¢ proteolityczna, co $wiadczy o tym, ze
domena ta nie jest istotna dla proteolizy, podobnie jak opisano dla HtrAl lecz odmiennie niz
w HtrA2, gdzie PDZ hamuje aktywno$¢.

Pokazano, ze aktywnos$¢ proteolityczna AN-HtrA3 jest silnie stymulowana przez
temperature, podobnie jak aktywno$¢ HtrA2. Proteaza AN-HtrA3 hydrolizowala B-kazeing
porownywalnie do HtrA2 i znaczaco szybciej od HtrAl. Wykazano, ze biatka AN-HtrA3L/S
bardzo efektywnie trawig antyapoptotyczne biatko XIAP — istnieje wigc mozliwos¢, ze HtrA3
stymuluje apoptoze poprzez proteolizg XIAP.

We wspolpracy z Zespotem prof. Adama Lesnera z W. Chemii UG, stosujac
spektrometri¢ mas, okreslono sekwencj¢ peptydow powstajacych w wyniku proteolizy kilku
substratow. Okazato si¢, ze preferowane miejsca cigcia przez AN-HtrA3L 1 AN-HtrA3S
sa podobne — obie izoformy przecinaly wigzania peptydowe za alifatycznymi
1 hydrofilowymi, pozbawionymi tadunku resztami aminokwasow. Specyficznos$¢ substratowa
HtrA3 jest podobna do wykazanej dla HtrAl i HtrA2.

Pokazano, ze AN-HtrA3L 1 AN-HtrA3S przeciwdziataly agregacji termicznej
modelowego bialka, przy czym biatkko AN-HtrA3L wykazywalo wyzszg aktywno$¢
opiekunczg; AN-HtrA3L nie bylo jednak zdolne do refaldowania zdenaturowanego bialka.
Wyniki te sugeruja, ze biatko AN-HtrA3 posiada aktywno§¢ opiekuncza holdazy
a nie — refoldazy, oraz ze obecno$¢ domeny PDZ pozytywnie wptywa na aktywnos¢ holdazy.



Wyniki tej pracy pozwalaja na lepsze zrozumienie funkcjonowania biatka AN-HtrA3
w warunkach in vitro i powinny utatwi¢ wyjasnienie roli HtrA3 w stanach fizjologicznych
oraz patologicznych. Uzyskane wyniki moga zosta¢ wykorzystane podczas projektowania

nowych lekéw antynowotworowych.



