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Domeniul inventiei

Prezenta inventie se refera la peptide de interferenta ca inhibitori ai interactiunilor
legate de endocitoza receptorului AMPA si la compusi peptidici ai unora dintre
peptidele respective care pot fi utilizati in medicind, in domeniul neurologiei si a
psihiatriei, in particular pentru preventia si terapia deprecierii cognitive usoare in

bolile neurodegenerative si/ sau in profilaxia depresiei si anxietatii.

Stadiul tehnicii

Receptorul acidului a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionic , denumit pe
scurt AMPAR sau, denumit alternativ, receptor AMPA este un receptor de glutamat
si un canal ionotropic care mediaza transmisia sinapticd excitatorie rapida in
sistemul nervos central.

Un numar important de articole de specialitate, intre care Whitlock & colab. [1]
indica un rol al acestui receptor in memorie §i invatare printr-un proces numit
potentare pe termen lung denumit pe scurt LTP (long-term potentiation).

Prin potentarea pe termen lung LTP, transmisia semnalului nervos prin sinapsa
este mai buna datoritd unui numar peste medie de receptori AMPA implicati in
proces.

Asa cum se cunoaste de la Guntupalli & colab.[2], si Temkin & colab. [3], mai
multe boli precum boala Alzheimer sau boala Parkinson par sa implice o capacitate
redusa de mentinere a LTP in sinapse. Aceasta depreciere este cauzata de retragerea
receptorilor AMPA din regiunea post-sinaptica implicata in transmisia semnalului si
incluziunea acestora in formatiuni din interiorul neuronului indepartate de sinapsa,
numite endozomi, printr-un proces numit internalizare.

Cercetéri in domeniu, precum cele ale lui Jang & colab. [4], s-au concentrat asupra
unei reactii enzimatice implicate in procesul de internalizare a receptorului:
defosforilarea tirozinei 876 din coada citoplasmica a subunitatii GluA2 a receptorului
AMPA de catre o fosfataza numita STEP (striatal-enriched protein tyrosine
phosphatase). Aceastd modificare post-translationala are un rol important in cascada
de reactii care duc la endocitoza receptorului AMPA.

Studiile efectuate de Scholz, R. & colab. [5], au indicat ca, intr-o etapa ulterioara
defosforilarii receptorului, in procesul de internalizare, interactiunea dintre GluA2 si
BRAG?2 (Brefeldin A-resistant Arf Guanine Nucleotide Exchange Factor 2) joaca de
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asemenea un rol important. Avand in vedere rolul jocat de receptori AMPA in
memorie (prin LTP), in cercetarea din domeniu s-au facut eforturi pentru gasirea unor
molecule cu potential terapeutic care sa impiedice internalizarea receptorului.

In prezent se cunosc doua abordari tehnice pentru inhibitia defosforilarii tirozinei
876 din GluA2.

Prima abordare presupune infuzia neuronilor cu fragmente specifice din, sau
derivate din GluA2 care interactioneaza in locul GluA2 cu proteine din cascada de
reactii care duc la internalizare, reducand astfel numarul de proteine din cascada de
internalizare care ajung sa interactioneze cu receptorul, internalizandu-l, asa cum se
dezvaluie in brevetul EP1687427B1 apartinand titularului The University of British
Columbia, acordat in 24.08.2016.

A doua abordare, descrisa de Hou & colab. [6], dar si de Witten& colab. [7] si
regasita in descrierea publicatiei cererii internationale de brevet WO 2012 /037397A2
din 22.03.2012, presupune caracterizarea structurii tridimensionale a STEP si
proiectarea asistata de calculator a unor molecule care inhiba proteaza prin legarea
in zone specifice din molecula ei.

Din cererea internationala WO 2012/037397 publicata la data de 22.03.2012, se
cunoaste, in plus, ca au fost create molecule terapeutice avand la baza o secventa
peptidica, care este un derivat al STEP si care are capacitatea de a ameliora si trata
leziunile cerebrale ca urmare a eliberarii excesive de glutamat si/sau a stresului
oxidativ, dar care au eficienta si in tratamentul si ameliorarea bolilor asociate cu
pierderea memoriei. Autorii revendicd o peptida izolatd, care cuprinde anumite
domenii ale proteinei STEP, in care cel putin un sit de fosforilare din aceste domenii

este astfel modificat incat sa fie impiedicata fosforilarea la acel sit.

Dezavantajele stadiului tehnicii

Moleculele dezvoltate pand acum pentru impiedicarea internalizarii receptorilor

AMPA sunt fie substante chimice de sinteza cu potentiale efecte adverse datorate
toxicitatii, fie peptide de interferenta a caror eficienta nu a fost inca cuantificata in
termeni de tarie a interactiei cu care se leaga de fosfataza STEP si proteina BRAG2
sau presupune blocarea unei regiuni din coada citoplasmaticdi a AMPAR cu un
derivat al STEP, ceea ce ar putea interfera negativ cu alte procese esentiale care au
loc in aceeasi zona din receptor. In plus, pand acum nu au fost raportate cercetari
pentru a gasi molecule terapeutice care sa vizeze interactiunea BRAG2-receptor
AMPA.

In absenta unor secvente de transport incorporate in molecula peptidei, peptidele
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de interferenta existente sunt relativ lungi, punand probleme dificile legate de calea

si modul de administrare ca medicament.

Problema rezolvatid de inventie

Prezenta inventie inlatura dezavantajele expuse in stadiul tehnicii, furnizand
peptide de interferentd mai scurte, care sa impiedice interactiile receptorilor AMPA
cu STEP, dar si a BRAG2 cu receptorii AMPA de la nivelul sinapselor neuronale,
fosfataza STEP si proteina BRAG2 intervenind in secventa de reactii care duc la
internalizarea receptorului AMPA.

In plus, prezenta inventie furnizeaza peptide scurte fosforilate, care se pot cupla
cu o secventa virala drept secventa de transport, pentru facilitarea penetrarii
membranei celulare la nivelul sinapselor neuronale.

Un avantaj al inventiei consta si in metoda de inhibitie a endocitozei receptorilor
AMPA de la nivelul sinapselor neuronale utilizand peptidele de interferenta fosforilate
conform inventiei.

Ca urmare, problema tehnica pe care o rezolva prezenta inventie este de a dezvolta
peptide mai scurte cu activitate inhibitorie ridicata in cascada de procese biochimice
ce duce la endocitoza receptorilor AMPA, avand o penetrabilitate crescuta la nivelul
membranei celulare care determina utilizarea lor ca substante active in compusi
peptidici cu rol de medicament in terapia afecfiunilor in care internalizarea

receptorilor AMPA joaca un rol important.

Termeni utilizati in inventie
Ach - Acetilcolina

AchE -Acetilcolinesteraza

AMPAR - receptorul acidului a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionic (a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor)

BRAG2 -Factor de schimb 2 Arf Guanina rezistent la Brefeldina A (Brefeldin-A
resistant Arf Guanine Nucleotide Exchange Factor 2)

CNS - sistemul nervos central

DHPG - 3,5-dihidroxi-fenil-glicina

DMSO - dimetilsulfoxid

DTT - ditiotreitol

F2Pmp - 4-(fosfonodifluorometil) fenillalanina

FP - polarizarea fluoresceniei

GST - Glutation S Transferaza
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HEPES - acid 2-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-il] etan sulfonic

IC50 - jumatate din concentratia maxima inhibitorie

Kd - constanta de disociere

Ka - constanta de asociere

Ki — constanta de inhibitie

LE - eficienta ligandului

LTD — depresie pe termen lung (long-term depression)

LTP - potentare pe termen lung (long-term potentiation)

mAChR - receptorul muscarinic de acetil colina

mGIuR - receptorul metabotropic de glutamat

NMDAR - receptorul N-metil D-aspartat (N-methyl D-aspartate receptor)

PEG - polietilenglicol

PSD - densitatea post-sinaptica

Rmax — raspunsul maxim al aparatului (Biacore)

RU - unitati de raspuns

SDS-PAGE -electroforeza cu dodecil sulfat poliacrilamida (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis)

SPR - Rezonanta plasmonului de suprafata (surface plasmon resonance)

STEP - protein tirozin fosfataza abundenta in Striatum (striatal-enriched protein
tyrosine phosphatase)

STEP32-GluA2-CT complexul dintre STEP 32 si coada citoplasmatica a GluA2
TAT - peptida din trans-activatorul de transcriptie al virusului imunodeficientei
umane (Trans-activator of transcription of the human immunodeficiency virus)
TAM = TAMRA - tetrametil rodamina

A - alanina

C - cisteina

D - acid aspartic

E - acid glutamic

F - fenilalanina

G - glicina

K - lizina

N - asparagina

Q - glutamina

R ~ arginina

S ~ serina

T - treonina
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V - valina
W - triptofan
Y - tirozina

pY - fosfotirozina

Descrierea pe scurt a inventiei

Un obiectiv al acestei inventii este acela de a dezvolta peptide scurte cu sanse
crescute de a traversa bariera hematoencefalica, capabile sa se lege de fosfataza
STEP, formand un compus fosforilat, care apoi, fiind defosforilat prin actiunea STEP
sa inhibe formarea complexului dintre proteina BRAG2 si receptorul AMPA,
impiedicand astfel endocitoza receptorului AMPA la nivelul sinapselor neuronale.

Pentru aceasta, un prim obiect al prezentei inventii se referd la o peptida de
interferen{a cu formula

E-G-Y-N-V-Xal-Xa2-Xa3,
avand actiune inhibitorie asupra legaturilor dintre GluA2 si STEP32 si/sau dintre
GluA2 si BRAG2 la nivelul sinapselor neuronale, in care:
Xal reprezinta aminoacidul Y care este fosforilat sau nefosforilat.
Xa2 reprezinta un aminoacid care lipseste sau care este ales, in mod
independent, dintre E si G;
Xa3 reprezinta un aminoacid care lipseste sau care este D

Inventia furnizeaza o hexapeptida, o heptapeptida si o octapeptida, ca atare sau
fosforilate la al doilea rest de tirozina ca urmare a unor modificari post-translationale.

Un al doilea obiect al inventiei il reprezinta un compus peptidic care cuprinde o
peptida de interferenta fosforilata, cuplata cu o secventa de aminoacizi numita
secventa de transport, pentru penetrarea membranei celulare la nivelul sinapselor
neuronale, in vederea utilizarii peptidei de interferentd conform inventiei ca
medicament.

Inventia furnizeaza si un al treilea obiect al inventiei, care se refera la compusi
peptidomimetici ai peptidelor de interferenta fosforilate la al doilea rest de tirozina, in
care acest rest este inlocuit cu gruparea 4-(fosfonodifluorometil)-L-fenilalanina
(F2Pmp), compusii peptidomimetici mentionafi avand actiune inhibitorie asupra
legaturilor dintre GluA2 si STEP la nivelul sinapselor neuronale.

Este, de asemenea furnizat un al patrulea obiect al inventiei, care consta intr-o
metoda de inhibitie a endocitozei receptorilor AMPA de la nivelul sinapselor utilizand
peptidele de interferentd fosforilate conform inventiei, care cuprinde ca etape

succesive: inhibarea formarii complexului receptor AMPA-STEP prin legarea STEP de
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o peptida de interferenta fosforilata, defosforilarea compusului format in etapa
precedenta sub actiunea STEP si inhibarea de catre compusul defosforilat a

complexului BRAG2-receptor AMPA, impiedicandu-se astfel endocitoza receptorului

Avantajele inventiei

Prezenta invenfie prezinta urmatoarele avantaje:

Peptidele conform inventiei sunt mai scurte decét cele existente in stadiul tehnicii,
cu o biodisponibilitate mai mare ca a acestora si toxicitate previzibil mai mica decat
a inhibitorilor proteazei STEP din stadiul tehnicii.

Peptidele conform inventiei au la baza secvente polipeptidice, ceea ce le confera
sanse mari sa prezinte tolerabilitate buna si toxicitate scazutd ca substante
medicamentoase.

Peptidele conform inventiei au o actiune dubla la nivelul sinapselor neuronale, in
sensul impiedicarii atat a interactiunii receptorului AMPA cu fosfataza STEP, cat si a
interacfiunii dintre proteina BRAG?2 si receptor, impiedicandu-se astfel seria de
procese biochimice in cascada care produc internalizarea receptorilor AMPA.

Asa cum o arata experimentele de comportament facute pe animale, prin utilizarea
peptidelor conform inventiei in preparate farmaceutice, datorita intarzierii sau
impiedicarii secventei de procese biochimice care duc la internalizarea receptorilor
AMPA se imbunatateste memoria de scurta durata si de lunga durata a pacientului,
obtinandu-se, in plus si efecte antidepresive si anxiolitice ale acestor peptide cuplate
cu secvente de transport adecvate.

Existenta multiplelor variante ale peptidelor conform inventiei si a compusilor
peptidici corespunzéatori acestora are avantajul de a permite selectionarea pentru
utilizare ca medicament a uneia sau alteia dintre respectivele peptide in functie de
factori precum biodisponibilitate, specificitate (minimizarea reactiilor adverse), timp
de injumatatire, potenta medicamentului.

In fine, peptidele conform inventiei prezinta o tarie de legare de STEP mai mare
decat cea a peptidelor din stadiul tehnicii, asa cum o demonstreaza rezultatele din
Tabelele 2 si 3.

Prezentarea figurilor

Figura 1 - reprezinta situsul de legare al STEP cu peptida 3Y fosforilata (p3Y)
Figura 1S - reprezintd comparativ structurile cristaline ale STEP;

Figura 2 - reprezinta testul pulldown a GST-GluA2 fosforilat si STEP32
subliniind efectul concurent al 3Y fosforilat (p3Y);
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Figura 2S - reprezinta pozitiile prezise de legare ale peptidei 3Y fosforilate (A)
si nefosforilate (B) la STEP;

Figura 3 - reprezinta structura si secventa peptidei modificate cu TAMRA-3Y-
F2Pmp utilizate in experimentele de polarizare a fluorescentei;

Figura 3S - reprezinta fosforilarea la tirozina a proteinei recombinante GST-
GluA?2 folosind Src kinaza in prezenta ATP;

Figura 4 - reprezinta exemple de peptide mai scurte propuse care
interactioneaza cu situsul de legare a fosfatazei STEP;

Figura 4S - reprezintd analiza prin rezonanta plasmonului de suprafaii a
interactiunii dintre fosfopeptidele derivate 3Y p3Ysh-2, respectiv, p3Ysh-6 si
STEP32 C/S;

Figura 5 - reprezintd analiza prin rezonanta plasmonului de suprafati a
interactiunii dintre fosfopeptidele scurte derivate 3Y si STEP32 C/S, obtinute
prin injectarea de concentratii crescute de STEP32 pe fosfopeptidele
imobilizate;

Figura 5S - reprezinta pozitiile suprapuse de legare a peptidelor EGYNVpY si
GYNVpY

Figura 6 - reprezinta curbele datelor obtinute prin masuratori de polarizare a
fluorescentei pentru studiul inhibitiei interactiunii STEP32 - TAMRA-3Y-
F2Pmp cu peptide p3Y derivate;

Figura 6S - reprezinta pozitiile docate ale analogilor extingi ai EGYNVpY. (A)
Peptida EGYNVpYE formeaza o legatura de hidrogen suplimentara cu cavitatea
secundara. (B) Peptida EGYNVpYGD formeaza o punte salina cu catena
laterala a K439, in timp ce pastreaza interactiunea secundara cu Q516.
Figura 7 - reprezinta analiza prin rezonanta plasmonului de suprafata a
interactiunii dintre STEP32 si tirozina fosforilata si peptidele continand F2Pmp
Figura 8 - reprezinta efectele administrarii peptidei (15 uM) la sobolani tratati
in prealabil cu scopolamina (Sco -0,7 mg/kg) asupra numarului de erori de
memorie de lucru (de scurta durata) in labirintul cu bragte radiale.

Figura 9 — reprezinta modul in care administrarea peptidelor (15 uM) a inversat
deficitul cauzat de scopolamina (Sco, 0,7 mg/kg) in procentul alternarilor
spontane in labirintul Y.

Figura 10 - reprezinta efectele administrarii peptidei (15 uM) la sobolanii tratati
in prealabil cu scopolamina (Sco -0,7 mg/kg) asupra numarului de erori de
memorie de referinta (de lunga durata) in labirintul cu brate radiale

Figura 11 - reprezinta efectul antidepresiv al peptidelor (15 uM) asupra

!
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timpului de inot in testul de inot fortat la sobolanii tratati cu scopolamina (0,7
mg/kg)

Figura 12 - reprezinta efectul antidepresiv al peptidelor (15 pM) asupra
timpului de imobilitate in testul de inot fortat la sobolanii tratagi cu
scopolamina (0,7 mg/kg).

Figura 13 - reprezinta profilul anxiolitic al administrarii peptidelor (15 uM)
pentru timpul petrecut in bragele deschise in testul cu labirintul elevat in
forma de cruce la soarecii tratati cu scopolamina (0,7 mg/kg).

Figura 14 - reprezinta profilul anxiolitic al administrarii peptidelor (15 uM)
pentru numarul de intrari in bragele deschise in testul cu labirintul elevat in
forma de cruce la soarecii tratafi cu scopolamina (0,7 mg/kg).

Figura 15 - reprezinta pozitiile docate de legare ale hexapeptidei, heptapeptidei
si octapeptidei nefosforilate in situs-ul propus de legare al BRAG2.

Figura 16 - reprezinta rolul 3Y in desfacerea complexului BRAG2-GluA2

Descrierea detaliatd a inventiei

Reducerea capacitatii cognitive este una dintre cele mai debilitante trasaturi ale
bolilor degenerative. Din ce in ce mai multe dovezi arata ca modificarile plasticitatii
sinaptice [8] reprezinta caracteristici cheie ale acestor boli. Functia sinaptica depinde
de plasticitatea sinaptica, care sta la baza memoriei si invatarii [9]. Modificari pe
termen lung ale functiilor sinaptice pot fi induse prin activarea receptorilor N-metil-
D-aspartat, pe scurt NMDAR sau, denumiti alternativ receptori NDMA care modifica
puterea sinaptica prin reglarea numarului de receptori postsinaptici pentru receptorii
acidului a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionic, pe scurt AMPAR sau,
denumiti alternativ receptori AMPA. Activarea NMDAR conduce la un influx de Ca2*
prin canalul ionic al receptorului care poate initia fie o potentare pe termen lung,
denumita pe scurt LTP, fie o depresare pe termen lung, denumita pe scurt LTD, in
functie de profilul spatio-temporal de activare. Dupa cum sugereazd un numar
crescand de studii comportamentale, capacitatile cognitive si de invatare se pot evalua
pe modele animale prin modularea LTP in regiuni specifice ale creierului [10].

Deoarece plasticitatea sinaptica este guvernata de activitatea AMPAR si NMDAR,
eforturile de a controla expresiile LTP si LTD sunt orientate catre inhibifia sau
activarea acestor doi receptori. Atata vreme cat NMDAR poate fie promova, fie inhiba
LTP, in functie de tiparul de activare al receptorului, controlul activitatii sale este
insuficient pentru aranjamentele experimentale in care este necesara reglarea

expresiei LTP si LTD. Pe de alta parte, controlul activitagii AMPAR este o abordare mai
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directa in ingineria plasticitatii sinaptice, deoarece un numar crescand de AMPAR,
dar nu de NMDAR este caracteristica expresiei LTP [11].

AMPAR sunt canale ionice activate de glutamat care mediaza transmisia sinaptica
rapida in sistemul nervos central (CNS). Un numar crescut de AMPAR postsinaptici
este eliberat in densitatea sinaptica in timpul LTP [11], pe cand LTD provoaca o
scadere a numarului de AMPAR grupafi la nivelul sinapselor [12]. Traficul AMPAR
este un proces complex reglat de numeroase interacfiuni proteice si diferite cai de
semnalizare. La stimularea LTP, exocitoza AMPAR si difuziunea acestor receptori de
la situsurile de exocitoza catre densitatea postsinaptica (PSD) imbogateste rezerva de
receptori AMPA capabili sa participle in sinapse [13]. In mod opus, in timpul LTD,
AMPAR difuzeaza fata de PSD si se produce endocitoza receptorului [14].

AMPAR consta din patru tipuri de subunitati, desemnate GluA1-GluA4. In general
acestea se asambleaza in structuri heterotetramerice formate prin alaturarea a doi
homodimeri. In CA1 din hipocamp, care este probabil cea mai studiatd regiune
sinaptica, circa 80% din AMPAR constau din ansambluri tetramerice GluA1-GluAl-
GluA2-GluA2. Mai mult, acest ansamblu este acela care mediaza primar transmisia
sinaptica [15]. Cele patru subunitafi prezinta o omologie ridicata, cu 70% identitate
de secventa [16]. Totusi, exista deosebiri majore in cozile citosolice ale subunitatilor,
iar aceste diferente controleaza interactiile proteina-proteina implicate in traficul de
receptori. Intr-adevar, majoritatea interactorilor importanti implicafi in plasticitatea
sinaptica se leaga la capatul C-terminal al GluA2, ceea ce face aceasta subunitate un
jucator cheie in expresia LTD [17], [18].

Pentru rezolvarea problemei tehnice, un prim obiect al prezentei inventii se refera
la o peptida de interferenta cu formula
E-G-Y-N-V-Xal-Xa2-Xa3,
avand actiune inhibitorie asupra legaturilor dintre GluA2 si STEP32, unde STEP 32
este varianta trunchiata, de 32 kDa a fosfatazei STEP si/sau dintre GluA2 si BRAG2
la nivelul sinapselor neuronale

in care:

Xal reprezinta aminoacidul Y care este fosforilat sau nefosforilat.

Xa2 reprezintd un aminoacid care lipseste sau care este ales, in mod
independent, dintre E si G;

Xa3 reprezinta un aminoacid care lipseste sau care este D.

Peptidele conform inventiei sunt peptide scurte cu sanse crescute de a traversa
bariera hematoencefalici, cum ar fi o hexapeptida, o heptapeptida sau o octapeptida.

In anumite variante, fiecare dintre peptidele conform inventiei suferd o modificare

/Y
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post translationala fiind fosforilate la al doilea rest de tirozina, dupa cum urmeaza:

Intr-o variantd a inventiei, peptida de interferentd este reprezentati de

hexapeptida
E-G-Y-N-V-Y

Intr-o altad variantd a invenfiei, peptida de interferentd este reprezentatd de

hexapeptida
E-G-Y-N-V-pY
in care pY reprezinta Y fosforilat

Intr-o altad variantd a invenfiei, peptida de interferentd este reprezentati de
heptapeptida cu formula

E-G-Y-N-V-Y-E

Intr-o altd variantd a inventiei, peptida de interferenti este reprezentati de

heptapeptida cu formula
E-G-Y-N-V-pY-E

in care pY reprezinta Y fosforilat

Intr-o alta variantd a inventiei, peptida de interferenta este reprezentatid de
octapeptida cu formula

E-G-Y-N-V-Y-G-D

Intr-o altd variantid a invenfiei, peptida de interferenti este reprezentati de

octapeptida cu formula
E-G-Y-N-V-pY-G-D

in care pY reprezinta Y fosforilat.

Modificarile post-translationale specifice, precum fosforilarea la treonina, serina si
tirozind joacd un rol reglator in proces, prin favorizarea sau impiedicarea
interactiunilor dintre capatul carboxilic al receptorului si alte proteine, dupa cum a
fost recenzat de Diering & Huganir [17].

In configuratii electrofiziologice, plasticitatea sinapticA se poate studia prin
inducerea a doua tipuri principale de LTD: LTD mGluR-dependent si LTD NMDAR-
dependent [10]. Ambele tipuri de LTD depind de modificarile postranslationale
distincte ale GluAl sau GluA2. Cateva studii aratd ca LTD NMDAR-dependent se
poate produce deoarece Y876 din GluA2 este fosforilata [19], [20]. Pe de alta parte,
LTD mGluR-dependent (sau mai specific, DHPG-LTD) depinde de defosforilarea
aceleiasi Y876 situata in regiunea citoplasmatica, C-terminala a GluA2 (GluA2-CT)
[21]. In mod interesant, Scholz & colab. [5] au demonstrat ca atat mGluR, cat si
NMDAR-LTD se bazeaza pe interactiunea GluA2-BRAG. Defosforilarea Y876 a fost

descoperita ca esenfiala pentru aceasta interacfiune si, implicit, pentru endocitoza
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mediata de clathrina a AMPAR[S]. Acest rezultat important explica de ce GluA2 3Y
(YKEGYNVYG), un segment scurt al GluA2-CT, si alte peptide ce interfera, pot desface
interactiile dintre GluA2 si mecansimele de endocitoza [10], [22], [19], [23], [24], [25],
[26]. Pe linia acestor descoperiri, defosforilarea GluA2 Y876 de cétre proteina tirozin
fosfataza megakariocitara (PTPMEG) si de catre tirozin fozfataza imbogatita in striat
(STEP, PTPNS) au fost gasite ca fiind necesare pentru LTD cerebelar [27] si, respectiv,
LTD hipocampic [28]. In plus, fosforilarea Y876 pare si joace un rol in ancorarea
sinaptica a AMPAR in PSD. Localizarea receptorului in densitatea sinaptica depinde
de proteina de legare a receptorului glutamat (GRIP). Specific, GRIP1 interactioneaza
cu GluA2 stabiliziand-o in PSD, doar atata vreme cat S880 din GIluA2 nu este
fosforilata [29]. Pe de alta parte, fosforilarea S880 necesitd ca Y876 sa fie
defosforilata, cel putin in celulele Purkinje si LTD cerebelar [27]. Astfel, localizarea
sinapticd a AMPAR este mai ridicata atunci cand Y876 este fosforilata.

Defosforilarea Y876 pare sa joace un rol critic in inducerea internalizarii AMPAR
si, implicit, a expresiei LTD. Consecutiv, inhibarea fosforilarii Y876 va impiedica
endocitoza AMPAR implicit, LTD si poate imbundatati abilitatile cognitive. Intr-adevar,
s-a raportat ca reducerea genetica a fosfatazei STEP pe un model de soarece AD triplu
transgenic a imbunatatit performanta cognitiva [30] netezind drumul spe o proiectare
rationala a medicamentului [7].

Intr-o incercare de a descoperi noi inhibitori cu eficientd ridicata ai internalizarii
AMPAR, se prezinta in continuare detaliat modul de actiune prin care peptidele
conform inventiei sunt capabile s impiedice interactiunea STEP - GluA2-CT, si, in
consecin{a, sa impiedice internalizarea receptorilor AMPA.

Hexapeptida, heptapeptida si octapeptida conform variantelor inventiei au fost
identificate ca inhibitori eficace in vitro ai interactiunii STEP cu GIuA2-CT.
Experimentele in vivo s-au facut cu hexapeptida si heptapeptida fosforilate si au
evidentiat ca ambele peptide repara deficitele de memorie si prezinta efecte anxiolitice
si antidepresive pe un model de sobolan tratat cu scopolamini. Aceste rezultate,
prezentate in cele ce urmeaza, dovedesc ca peptidele de interferentd care impiedica
interactiunea proteina-proteina STEP-GluA2 sunt puncte viabile de pornire pentru
dezvoltarea unor noi amplificatori cognitivi si/sau modulatori comportamentali cu

eficacitate terapeutica.

Modelarea computerizatid a interactiunii dintre situsul activ al STEP si
segmentul citoplasmatic al subunititii AMPA GluA2

Deoarece problema tehnica a inventiei este sa furnizeze peptide care sa impiedice
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interactiunile receptorilor AMPA cu STEP sau a BRAG2 cu receptorii AMPA care fac
parte din secventa de procese care duc la internalizarea receptorului AMPA, o posibila
rezolvare este prezentata mai jos.

Intr-o prima etapa are loc impiedicarea interactiunilor proteina-proteina dintre
fosfataza STEP si subunitatea GluA2 a receptorului AMPA, cu ajutorul unei peptide
de interferenta fosforilate, a unui competitor, prin termenul "competitor” intelegandu-
se calitatea unei specii de a desface acest complex. In aceasta etapa, peptida se leagi
de STEP in locul AMPAR. In urma interactiunii cu STEP, peptida de interferenta
suferd o defosforilare. In urma defosforilarii, peptida capatd o forma capabila sa
interactioneze cu BRAG2. In ultima etapd, prin legarea peptidei de BRAG2,
interactiunea acesteia din urma cu AMPAR este impiedicata.

In acest sens, inventatorii au realizat mai intdi un model computerizat al
suprafetelor proteinelor care interactioneaza, din varianta de realizare in care pY este
tirozina fosforilata si in care peptidele de interferenta actioneaza asupra legaturilor
dintre GluA2 si STEP32. STEP defosforileaza GluA2 la Y876 [21], localizata in coada

citoplasmatica ce are urmatoarea secventa:

IEFCYKSRAEAKRMKVAKNAQNINPSSSQNSQNFATYKEGYNVYGIESVKI

Cu litere ingrosate se evidentiazd cea mai lunga secventd din domeniul
citoplasmatic prezentd intr-o structura experimentala a AMPAR (Cod PDB: SKK2)
[81], iar Y din pozitia 44 din secventa NVYG este situsul de fosforilare (Y876).
Fragmentul subliniat este o peptida cu lungimea de 11 aminoacizi, numita “peptida
3Y” sau, simplu “3Y” datorita celor trei resturi de tirozina, care s-a demonstrat ca se
leaga la BRAG2[5] si a fost utilizata ca un sistem model in inventie.

Deoarece o cautare de proteine BLAST [32], [33] a evidentiat lipsa completa a unei
matrite structurale pentru intregul segment citoplasmatic (in afara de prima parte
indicatad cu litere ingrosate), inventatorii au aplicat fragmentul subliniat pentru
studiile experimentale.

Este demonstrat ca STEP defosforileaza subunitatile GluN2B si GluA2 [34] ale
receptorului pentru glutamat. Defosforilarea conduce la internalizarea receptorilor
ionotropici pentru glutamat, care la randul lor, impiedica intarirea sinaptica.

Structura 3D a STEP a fost rezolvata prin cristalografie cu raze X: in prezent, sunt
disponibile public trei structuri:, 2BIJ, 2BVS [35] si 2CJZ [36]. Din punct de vedere
al activitatii catalitice protein tirozin fosfatazice, unul din cele mai importante

fragmente ale proteinei STEP este asa numitul “motiv semnaturd”,
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(I/VYHCXAGXGR(S/T), care contine un rest de arginina (R478) catalitic esential, si
formeaza o structura de tip cuib rigid care coordineaza gruparea fosfat din substrat
[35]. Cuibul ce leaga fosfatul (format din resturile inconjuratoare R478) permite
formarea mai multor punti saline si legaturi de hidrogen cu un fragment incarcat
negativ, precum gruparea fosfat din substrat, sau dintr-un izoster adecvat. In
structura PDB a 2CJZ, mutanta catalitic inactiva C472S a STEP este co-cristalizata
cu o fosfotirozina in situsul catalitic, si datoritd unei orientari mai bune a argininei
catalitice (in comparatie cu celelalte structuri, vezi Figura 1S}, inventatorii au ales
aceasta structura pentru scopuri de modelare [35].

Inventatorii au definit situsul de legare STEP pe baza localizarii ligandului
fosfotirozina din structura PDB a 2CJZ. Pentru a stabili un cadru de modelare
computerizatad pentru legarea peptidelor la situsul de legare al STEP, s-au generat
ansambluri conformationale pentru péptida 3Y nefosforilata si fosforilata la Y876
(P3Y) si s-a utilizat modul de docare rigida din Glide pentru a propune posibile moduri
de legare.

Docarea ansamblurilor conformationale la situsul de legare al STEP a sublinat
importanta gruparii fosfat pentru recunoasterea ligandului: peptida fosforilata 3Y a
produs un aranjament de legare unde sunt prezente toate mecansimele de
interactiune, in timp ce segmentul nefosforilat nu s-a putut potrivi in cavitate (Figura
28S). Aceasta este cu usurinta interpretata prin faptul ca principala functiune a STEP
(si a fosfatazelor, in general) este indepartarea gruparii fosforil, care necesita, evident,
prezenta unei astfel de grupari fosforil in substrat. Docarea a evidentiat de asemenea
restul Q516 ca un posibil punct de interactiune pentru ambele peptide.

In plus fata de cavitatea de legare a fosfatului, resturile cu sarcini negativa din
proximitate (D437, E519) s-au putut utiliza pentru a forma interactiuni
stabilizatoare. Aceasta utilizare semnifica aplicabilitatea unor molecule mici sau
peptide amfionice ca inhibitori ai interactiunilor proteina-proteina (PPI), cu gruparile
cu sarcini opuse relative apropiate una de alta. Suplimentar, un motiv bogat in
fenilalanina din proximitatea Q516 ar putea servi drept un situs de ancorare a unui
inel aromatic prin interactiuni ni-nt. Caracteristicile situsului de legare sunt ilustrate

in Figura 1.

Disocierea de ciatre peptida 3Y a complexului dintre STEP si GluA2-CT
Pentru a investiga interactiunea dintre conjugatele GluA2 - glutation-S-
transferaza (GST) si STEP32 inventatorii au ales dintre doua alternative:

- prima, sa se utilizeze mutanta STEP inactiva si GluA2 fosforilata la Y876 sau,



RO 1 355192 @1
14

- a doua, sa se utilizeze tipul salbatic al STEP32 si o varianta de analog al 3Y

care nu este hidrolizabila la fosfotirozina.

Din motive de eficacitate a costurilor, s-a ales prima varianta care este GluA2
tirozin-fosforilata si mutanta catalitic inactiva, STEP32 C/S, in care cisteina din
situsul activ al STEP32 a fost schimbata cu serina. Acesta este un mutant capcana,
care leaga, dar nu defosforileaza substratul sau, GluA2. De remarcat, GST-GluA2
trebuie sa fie fosforilata (Figura 3S) pentru a interactiona cu STEP32. Agentul
competitiv, peptida 3Y, trebuie sa fie de asemenea fosforilat.

Pentru a evalua efectul disociativ al p3Y inventatorii au realizat in solutie
complexul dintre STEP32 si GST-GluA2-CT (GST-GluA2-P) tirozin fosforilatd in
prezenta a diferite concentratii de p3Y. Apoi, s-a separat complexul nedisociat dintre
GST-GluA2-P si STEP, folosind Glutathione-Sepharose. Figura 2 indica faptul ca
concentratia STEP32 in banda corespunzatoare este cu atat este mai scizuta, cu cat
este mai ridicata concentratia de p3Y, reflectand ca mai putin STEP32 a ramas in
complexul cu GST-GluA2-P.

Inventia se refera si la compusi peptidomimetici ai peptidelor de interferenta
fosforilate la al doilea rest de tirozina, in care acest rest este inlocuit cu gruparea 4-
(fosfonodifluorometil)-L-fenilalanina (F;Pmp), compusii peptidomimetici mentionati
avand actiune inhibitorie asupra legaturilor dintre GIluA2 si STEP la nivelul

sinapselor neuronale.

Testarea capacitafii peptidelor 3Y Ala-scan de a disocia complexul dintre

STEP32 s5i o peptida 3Y-F,Pmp marcata fluorescent

Pentru a estima contributia fiecarui rest de aminoacid din secventa peptidica 3Y
asupra afinitatii globale de legare a 3Y, s-a efectuat un experiment Ala-Scan. Cea de-
a treia tirozina fosforilata din secventa 3Y nu a fost inlocuita cu alanina, deoarece
acest rest de tirozina este indispensabil pentru interactiunea 3Y cu STEP. Secventele
peptidelor Ala-scan sintetizate sunt raportate in Tabelul 1. Initial, utilizand
determinari de polarizare a fluorescentei, inventatorii au evaluat capacitatea acestor
peptide de a disocia, in mod competitiv, complexul dintre domeniul catalitic al STEP
(STEP32) si peptida 3Y marcata N-terminal cu fluoroforul TAMRA (TAM-3Y-F2Pmp)
(Figura 3).

Cu cat o peptida desface cu mai mult succes complexul, cu atat va fi eliberata mai
multa 3Y-P marcata cu fluorofor (TAM-3Y-F2Pmp). Cantitatea de TAM-3Y-F2Pmp
eliberata se coreleaza cu o crestere a polarizarii fluorescentei, care este monitorizata

experimental. Capacitatea inhibitorie a fiecarei peptide este reflectatd de valoarea
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constantei de inhibitie K;, care a fost calculata conform descrierii din capitolul

“Experimente”.

Tabelul 1. Rezultatele efectului inhibitor al peptidelor Ala-scan asupra
complexului TAM-3Y-F2Pmp - STEP32

Denumire Secventa K (pM)
p3Y ATYKEGYNVpYG 2,82
p3YAla2 AAYKEGYNVPYG 1,62
p3YAla3 ATAKEGYNVpPYG 4,81
p3YAla4 ATYAEGYNVpYG 2,53
p3YAlaS ATYKAGYNVpYG 4,14
p3YAlab ATYKEAYNVpPYG 2,31
p3YAla7 ATYKEGANVDPYG 4,45
p3YAla8 ATYKEGYAVPYG 2,47
p3YAla9 ATYKEGYNApPYG 5,94
p3YAlalO ATYKEGYNVpYA 2,71

Trei peptide, respectiv p3YAla3, p3YAla7, p3YAla9 sunt competitori semnificativ
mai slabi decat p3Y. Doi dintre acesti competitori au tirozina inlocuita cu alanina si
cel de-al treilea are o valina inlocuita cu alanina. Peptida p3YAla5, cu o alanina care
substituie un rest de acid glutamic la pozifia YS prezinta o crestere moderata a
constantei de inhibitie.

Aceste rezultate sugereaza ca aceste pozifii particulare, Y3, Y7 si V9, joaca un rol
mai important decat ceilalfi aminoacizi pentru stabilirea interactiunii cu STEP32
C/S. In mod remarcabil, substitutia in alte pozitii, precum T2, K4, G6, N8 si G11
conduce la o pierdere neglijabila a capacitatiii inhibitorii a peptidei 3Y (si chiar la o
imbunatapire moderata in cazul T2). Acest rezultat sugereaza ca pozitiile din urma
pot fi substituite in secventa 3Y cu resturile dorite de aminoacid (adica pentru efecte
dorite suplimentare), fara a deteriora interactiunea cu STEP32. Aceste constatari au
fost utilizate pentru proiectarea si modelarea bibliotecilor virtuale de peptide pe baza
peptidei 3Y.

Generarea de analogi modificati ai p3Y pentru disocierea complexului STEP-
GluA2-CT

Urmatorul obiectiv a fost descoperirea de analogi mai scurfi sau modificai ai
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peptidei 3Y cu afinitate crescutd pentru STEP32. In mod asteptat, peptidele mai
scurte au sanse crescute de a traversa bariera hematoencefalica si pentru a introduce
raspunsul functional dorit. In plus, determinarea farmacoforului peptidic minim
necesar pentru legarea la interfata proteina-proteinda STEP-GluA2 ar facilita
proiectarea de compusi peptidomimetici pe baza unor inhibitori non-peptidici cu
molecula mica.

In acest scop, a fost efectuat un studiu de docare evaluand o serie de peptide
scurtate derivate de la p3Y original, la situsul de legare al STEP (STEP32). Folosind
abordarea de modelare descrisa mai sus, s-a docat un total de of 49.528 conformatii

de analogi mai scurti ai p3Y (Tabelul S1) la situsul de legare al STEP.

Tabelul S1. Secventele si numarul conformatiilor analogilor modificati p3Y.

pY denumeste o tirozina fosforilata, iar resturile mutagenizate sunt subliniate.

Secventa Numar de Secventa Numar de
conformatii conformatii

Segmentele mai scurte ale 3Y pentru studiul cuplarii cu STEP
TYKEGYNVDPYG 1497 ATYKEGYNVpY 1541
YKEGYNVpYG 3419 TYKEGYNVpY 1949
KEGYNVpYG 1473 YKEGYNVpY 2106
EGYNVpYG 2766 KEGYNVpY 1925
GYNVpYG 3774 EGYNVpY 3293
YNVpYG 2731 GYNVpY 4201
NVpYG 5469 YNVpY 4453 |
Optimizarea analogilor p3Y pentru cuplarea STEP
YNRpY 1778 FGYNDpYG 2734
YNKpY 2771 EKYNDpYG 850
NTpYG 4783 FKYNDpYG 1867
NSpYG 2735 EKYNVpYG 1279
GYNVpYR 2050 FGYNVpYG 3816
GYNVpYK 2967 FKYNVpYG 1945
YVpYG 4226 FTpYG 4995
KVpYG 2240 FSpYG 5281
FVpYG 4993 WTpYG 5218
KGYNVpYG 1633 WSpYG 5649
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KGYDVpYG 1437 YTpYG 4043
GYDVpYG 4249 YSpYG 4622
EGYNDpYG 2280

Segmentele mai scurte au produs adesea conformatii de legare cu un scor de legare

mai favorabil decéat peptida p3Y originala, cu scoruri de docare de panala -8,7 pentru

unele dintre ele. Prin comparatie, scorul de docare al p3Y a fost -6,4.

In general, segmentele mai scurte (4-6 aminoacizi) domina conformatiile cu cele

mai bune scoruri, o exceptie notabila fiind heptapeptida EGYNVpYG (aceasta

concluzie se coreleaza de asemenea cu faptul ca au fost generate in general mai

multe conformatii pentru segmente mai scurte, vezi Tabelul S1). Nu a existat o

preferinta clara intre cele doua serii de peptide, adica cu si fira glicina terminal. In

continuare, inventatorii au evaluat vizual conformatiile de legare cu cele mai bune

scoruri si au selectionat peptidele cele mai promitatoare pentru evaluare in

continuare, doua exemple fiind prezentate in Figura 4.

In timpul evaluarii vizuale, au fost luate in considerare urmaétoarele criterii:

- interacfiunea dintre gruparea fosfat de pe fosfotirozina si cavitatea pentru fosfat

al STEP a fost o necesitate absoluta.

- orice altd interactiune cu resturi suplimentare, importante, din situsul de legare

(dupa cum s-a mentfionat in textul principal) au fost considerate un avantaj

Aceasta include interactiuni posibile cu Q516, precum si potentialele puncte de

interactiune suplimentare precum cele doua catene laterale acide (D437, ES519)

si resturile aromatice (F280, F281) de langa cavitatea pentru fosfat. Proximitatea

cu aceste resturi §i, in general, o complementaritate cu situsul de legare a fost

de asemenea considerata avantajoasa.

- daca o peptida a fost capabila se produca mai multe pozitii de legare, bine

punctate, s-a considerat de asemenea un avantaj. Intrucat au fost diferente

mari ale numerelor brute (ca si in privinfa numarului de conformatii generate)

intre peptide, s-a calculat o masura ,normalizatd” pentru o estimare corecta,

care a fost Ns7.s / Newtar * 100, unde Nq.7 5 este numarul de pozifii cu un scor de

docare de -7.5 sau mai bun, §i Nwta este numarul total de conformatii. Tabelul

S2 confine aceste valori (alaturi de numarule de pozitii de legare “buna”). Se

remarca faptul ca prin aceste rezultate nu se intentioneaza a ierarhiza peptidele,

ci mai degraba reprezinta un prim filtru pentru peptide care sunt capable sa

produca pozitii bune de legare.

- pe de alta parte, prea multe ,contacte slabe” asa cum s-a indicat pe interfata
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Maestro sau structuri prea apropriate si colapsate au fost considerate un

dezavantaj.

Tabelul S2. Numarul si procentajul pozitiilor de docare cu un scor mai bun de -
7.5 pentru peptidele mai scurte si modificate. pYreprezinta resturi de tirozina

fosforilata. Peptidele testate experimental sunt evidentfiate cu scriere inclinata.

Peptida N<7s5 | Ne7s5 / Neota * 100
Peptide mai scurte

NVpYG 463 8,5
YNVpY 239 5,4
GYNVpY 151 3,6
GYNVpYG 128 3,4
YNVpYG 86 3,1
EGYNVpY 53 1,6
EGYNVpYG 14 0,51
Peptide modificate

NTpYG 451 9,4
NSpYG 247 9,0
FVpYG 355 7,1
YVpYG 282 6,7
GYDVpYG 175 4,1
FGYNDpYG 45 1,6
FGYNVpYG 23 0,60
YNKpY 10 0,36
EGYNDpYG 6 0,26
GYNVpYK 5 0,17
FKYNVpYG 1 0,051

Dintre cele mai promitatoare peptide (pe baza conformatiilor de legare prezise),s-a
generat un al doilea grup de peptide modificate. Mai specific, s-au introdus
modificari, adicd mutatii sau aditii de aminoacizi in pozifiile in care acestea ar
imbunatati interactiunile secundare cu fosfataza STEP. Peptidele modificate,
impreuna cu numarul de conformeri sunt enumerate in Tabelul S1. Dupa docarea la

situsul de legare al STEP, s-au utilizat aceleasi criterii pentru evaluarea conformatiilor



RO 135590 A1
19 A

de docare, adaugand ca peptida a trebuit sa produca cel pufin o conformatie de legare
in care restul interactioneaza cu situsul de legare STEP, astfel imbunatatind peptida

originala.

Determinarea constantelor de interactiune ale analogilor p3Y mai scurti cu
STEP32 inactiv folosind rezonanta plasmonului de suprafatd (SPR) si

polarizarea fluorescentei

Fosfopeptidele prezise prin docare moleculara ca avand cele mai favorabile
conformatii de docare cu STEP au fost sintetizate si folosite in studiile experimentale.
Secventele peptidelor testate in studiul cinetic sunt prezentate in Tabelul 2.

Pentru studiile de interactiune cinetica prin SPR, fiecare dintre fosfopeptidele
scurte a fost imobilizata covalent intr-o celula de elutie pe un kit de dextran
carboximetilat. Peptidele au fost cuplate N-terminal la un spacer PEG2 (H:N-
CH,CH,0OCH2CH>,OCH2COOH) pentru a asigura mobilitatea si a permite
recunoasterea si legarea acestora de proteina analit STEP32. Gruparea amino a
spacer-ului s-a utilizat pentru a realiza legarea covalentd a liganzilor la sensor. In
cazul peptidei p3Y originale, folosita drept control pozitiv, nu s-a adaugat spacer-ul
PEG, dar a fost imobilizata prin intermediul gruparii e-amino din cea de-a patra lizina
(K-4) din peptida. Fiecarei peptide imobilizate i s-au aplicat cel putin cinci concentratii
diferite de STEP32 C/S cuprinse intre 100 nM si S00 pM pentru a se obtine semnale
de interactiune detectabile.

Numai patru peptide scurte (p3Ysh-1, -2, -3, si -6) au dat raspunsuri de legare
pozitive pe sensorgrama. Sensorgramele corespunzatoare peptidelor p3Ysh-1, p3Ysh-
3 si peptidei control p3Y sunt redate in Figura 5, in timp ce sensorgramele pentru
peptidele p3Ysh-2 si p3Ysh-6 sunt prezentate in Figura 4S.

Sensorgramele s-au obtinut prin injectarea de concentratii de STEP-32 crescande
pe fosfopeptida imobilizata. Pentru fiecare concentrafie de STEP32, semnalul obtinut
pe o celula de curgere de control au fost scazute din semnalul obtinut dintr-o celula
de curgere proba.

Cu referire la Figura 5, sunt prezentate doar sensorgramele pentru trei
fosfopeptide, respectiv pentru peptida control pozitiva (p3Y), pentru peptide cu cel
mai scazut semnal de legare (p3Ysh-1) si pentru peptide cu cel mai inalt semnal de
legare (p3Ysh-3)

Parametrii cinetici obtinuti cu programul BlAevaluation si de modelul de fitare 1:1

Langmuir sunt prezentate in Tabelul S3.
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Tabelul S3. Rezumatul datelor cinetice ale interactiunii dintre peptidele derivate

3Y si STEP32 C/S calculate folosind programul BIAEvaluation versiunea 4.1.1.

folosind o fitare Langmuir 1:1 cu o deviatie a liniei de baza:

Fosfo Secvenia ka kd Ka Kd Rmax
peptida peptidei {1/Ms) (1/s) (1/M) (pM) (RU)
3y ATYKEGYN

P VpYG 2,58E+04 | 5,99E-03 | 4,30E+06 2,32E-07 233
PEG2-
p3Ysh-1
NVpYG 96,7 2,52E-03 | 3,84E+04 2,60E-05 103
PEG2- 2,02E
p3Ysh-2
YNVpYG 4,52E+04 | 0,179 2,53E+05 3,96E-06 +03
PEG2-
p3Ysh-3
EGYNVpY 3,31E+04 | 1,76E-03 | 1,88E+07 5,31E-08 55,1
PEG2- Nicio Nicio
p3Ysh-4 - - -
NSpYG interactiune | interacfiune
PEG2-
p3Ysh-5 - - ND ND -
YVpYG
PEG2- 1,39E
p3Ysh-6
FGYNVpYG 1,79E+04 | 1,10E-01 | 1,63E+05 6,13E-06 +03
PEG2- Nicio Nicio
p3Ysh-7
FSpYG - - interactiune | interactiune -
3Y- ATYKEGYN
F2Pmp V{F2Pmp}G | 2,45E+04 | 6,56E-03 | 3,74E+06 2,68E-07 109
3Ysh-3- EGYNV{F2P
F2Pmp mp} 1,99E+04 | 4,83E-03 | 4,12E+06 2,42E-07 83
p-fin 4 EGYNVpYE | 7,82E+04 | 6,92E-03 | 1,13E+07 8,84E-08 73,8
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Datele obfinute prin SPR indica faptul ca hexapeptida p3Ysh-3 se leaga la STEP32
C/S cu cea mai mare afinitate, constanta sa de disociere la echilibru Kd fiind de circa
4 ori mai scazuta decat Kd pentru interactiunea intre p3Y si STEP32 C/S. Alte doua
peptide, p3Ysh-2 si p3Ysh-6 se leaga de asemenea la mutanta inactiva a STEP32, dar
mai putin eficient, valorile lor Kd sunt de aproape 17- si, respectiv, 6,4-ori mai ridicate
fata de Kd a peptidei p3Y.

Analiza SPR efectuata de inventatori a evidentfiat ca fosfopeptida p3Ysh-3 se leaga
la STEP32 C/S cu o Kd de 60 nM, care este cea mai inalta afinitate dintre toate
peptidele, sugerand o capacitate ridicata de a impiedica interactiunea dintre GluA2
si STEP32.

Pentru a estima capacitatea peptidelor scurte de a disocia complexul STEP32 C/S
cu TAMRA-3Y-F2PmP s-a utilizat un test de polarizare a fluorescentei (FP). Datele
experimentale rezultate au fost reprezentate pe o curba (polarizare vs concentratia
competitorului). Caracteristica pentru aceste curbe este valoarea IC50, concentratia
totalda de competitor la care se disociaza jumatate din complex. Acest factor se
utilizeaza pentru a calcula constanta de inhibitie, K; pentru fiecare competitor
implicat in interactiune, STEP32 C/S si TAMRA-3Y-F2PmP. K; este indicatorul
capacitafii competitorului de a disocia complexul. De remarcat ca valoarea K; nu este
aceeasi cu Kd, care s-a utilizat in secfiunea precedenta pentru a cuantifica taria
interactiunii directe dintre STEP32 si competitor (peptida scurtd), in absenta unui al
treilea component (peptida p3Y). S-a efectuat un set de experimente bazate pe FP
care au implicat aceleasi peptide studiate prin SPR si raportate in secfiunile
anterioare, ca mod de a evalua acele date de interactiune (Kd values). Mai presus de
orice, aceste experimente au furnizat informatii despre peptidele p3Ysh-4, -5 si -7
pentru care interacfiunea nu a putut fi detectata prin SPR.

Rezultatele prezentate in Figura 6 ilustreaza capacitatea celor mai puternici
competitori de a desface complexul dintre STEP32 C/S si TAMRA-3Y-F2PmP. Curbele
de inhibitie ale celor trei cele mai eficace fosfopeptide, p3Ysh-3, p-fin4 si p-fin5 si
standard 3Y-P(ATYKEGYNVpYG) sunt reprezentate grafic pentru comparatie. Cea
mai scazuta valoare IC50 s-a obtinut pentru p fin 4, asa cum se observa din Tabelul
3.

Aceste rezultate sugereaza ca peptida p3Y sh-3 este cel mai puternic competitor,
avand o K; care este mai buna decat sau are cel pufin o capacitate similara cu a p3Y
de a disocia complexul STEP-p3Y. In cele din urma au fost generate doua seturi de
date, unul folosind SPR si generand Kd (date luate din Tabelul S3), iar al doilea

folosind FP si generand valori K;. Rezultatele sunt sumarizate in Tabelul 2.
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Tabelul 2. Tabel comparativ pentru masuratorile FP si SPR ale peptidelor derivate
ale p3Y. Valorile K; au fost obtinute prin masuratori FP, iar valorile Kd sunt obtinute

prin masuratori SPR

Fosfopeptida] Secventa peptidei| K;(uM) Kq (uM)
p3Ysh-1 PEG2-NVpYG 4,99 26
p3Ysh-2 PEG2-YNVpYG 13,13 3,96
p3Ysh-3 PEG2-EGYNVpY 1,64 0,06
Nicio
p3Ysh-4 PEG2-NSpYG 13,67 i )
interacpiune
p3Ysh-5 PEG2-YVpYG 5,34 ND
p3Ysh-6 PEG2-FGYNVpPYG| 6,96 6,13
Nicio
p3Ysh-7 PEG2-FSpYG 4,57 i _
interacfiune
p3Y ATYKEGYNVpYG | 2,36 0,24

Optimizarea avansatid a peptidelor analoge p3Y si testarea lor in vitro

Conform Tabelului 2, peptidele fosforilate la tirozina p3Ysh-3, precum si p3Y
(ATYKEGYNVpYG) s-au comportat cel mai bine in privinta capacitatii lor de a disocia
complexele STEP-peptida. De remarcat ca valoarea Kd corespunzand hexapeptidei
este de peste doud ori mai mica decat aceea a p3Y, semnificand ca versiunea mult
mai scurtd a p3Y are chiar o capacitate de desfacere mai buna a complexului decat
p3Y.

Revenind la termenii eficacitatii ligandului (LE),[37] prima runda de optimizare a
imbunatatit LE semnificativ fatd de punctul de start (LE(p3Y) = 0,38 vs. LE(p3Ysh-3)
= 0,64). Ca o parte a eforturilor de a optimiza in continuare eficacitatea ligandului,
inventatorii au realizat o a doua runda de optimizare, bazata direct pe cel mai bun
candidat EGYNVpY, tésténd cateva ipoteze specific propuse in timpul modelarii pe
computer.

Mai intai, pe langa identificarea EGYNVpY drept cel mai bun candidat, rezultatele
sugereazd de asemenea importanta primului rest de glutamat (E871 in GluA2) din
aceasta peptida, deoarece peptidele in care restul a fost mutagenizat sau omis au
prezentat valori deteriorate ale K; si K4 aga cum se observa din Tabelul 2.

Cu referire la Figura 5S, docarea celor doua peptide la situsul de legare al STEP
dezvaluie moduri de legare similare cu remarcabila punte salina dintre primul rest

glutamat din EGYNVpY si K439 din STEP, sugerata ca o alta interacfiune stabilizanta
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pentru complex. Aceast avantaj a fost confirmat prin polarizarea fluorescentei, unde
deletia sau chiar o modificare minora a restului glutamat (la Q sau N) a provocat o
deteriorare a constantei de inhibitie, precum si a valorii IC50 (Tabelul 3).

In al doilea rand, modul prezis de legare al EGYNVpY dezvaluie ca “a doua
cavitate”, formata de aminele din catena principald si resturile laterale OH ale
radicalilor K305 si T306 (care sunt in general acceptate drept resturi determinante
de selectivitate) ar putea fi fintite prin adaugarea unui rest acid adecvat la C-
terminalul hexapeptidei. Prin urmare, inventatorii au propus doi astfel de analogi
EGYNVpY prin docare si examinare vizuala: EGYNVpYE si EGYNVpYGD,
avandconfiguratiile de legare din Figura 6S. Dintre cele doua peptide, activitatea
inhibitorie a EGYNVpYGD este comparabila cu EGYNVpY, in timp ce EGYNVpYE
prezinta aproximativ o imbunatatire de doua ori fajd de hexapeptida originald in
termeni de constanta de inhibitie (Tabelul 3).

Pe baza Corelarii tuturor informatiilor obfinute pana in prezent, au fost sintetizate
cinci fosfopeptide si in continuare testate prin polarizarea fosforescentei (FP) pentru
determinarea capacitatii de a disocia complexul STEP-GIuA2. Rezultatele obfinute

sunt redate in Tabelul 3.

Tabelul 3. Rezultate ale efectului inhibitor al peptidelor finale derivate 3Y asupra
complexului TAM-3Y-F2Pmp - STEP32 obtinut prin FP.

Denumire Secventa Ki (uM) IC50 (uM)
p-fin 1 GYNVpY 1,9 8,01
p-fin 2 DGYNVpY 1,85 7,15
p-fin 3 NGYNVpY 2,16 8,84
p-fin 4 EGYNVpYE 0,36 1,86
p-fin 5 EGYNVpYGD 0,76 3,36
p3Ysh-3 PEG2-EGYNVpY 0,69 2,60

S-au utilizat PEG2-EGYNVpY in locul EGYNVpPY ca mod de a corela rezultatele din
runda anterioard de experimente (Tabelul 2). In mod evident, fosfo-hexapeptida
PEG2-EGYNVpY si fosfo-heptapeptida EGYNVpPYE au fost cele mai eficace pentru
disocierea complexelor, confirmand astfel predictiile prin docare.

Prin urmare, inventatorii au ales in continuare atat hexapeptida, cat si
heptapeptida pentru studii in vivo, pentru experimentele de comportament pe
animale utilizandu-se nforma fosforilata a acestor peptide.

Inaintea studiilor in vivo inventatorii au determinat constanta de inhibitie pentru
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interactiunea fiecarei peptide (p3Y, EGYNVpY si EGYNVpPYE) cu STEP32. Rezultatele
obtinute sunt prezentate in Tabelele 2 si 3.

Tabelul 4 si Figura 7 prezinta rezultatele masurate prin SPR ale tariei de legare a
unora dintre peptidele si peptidomimeticele prezentei inventii de STEP32, tarie

reflectata in valoarea constantei de disociere Kd.

Tabelul 4. Comparatie intre afinitatile de legare ale tirozinei fosforilate si peptidele
confinand F2Pmp, determinate prin SPR:

Denumire Secventa Ka (uM)
3Y ATYKEGYNVYG nu s-a masurat
3Y-F2Pmp ATYKEGYNV{F2Pmp}G 0,27
3Ysh-3-F2Pmp EGYNV{F2Pmp} 0,24
fin4-F2Pmp EGYNV{F2Pmp}E nu s-a masurat
p-fin 4 EGYNVpYE 0,09

Aceste rezultate demonstreaza ca tirozina fosforilatd sau derivatele
fosfonomimetice ale peptidelor 3Y, 3Ysh si fin4 leaga puternic STEP32 avand valori
Kdin domeniul submicromolar. Concluzia inventatorilor este ca aceste peptide desfac
in mod eficient complexul STE32-GluA2-CT, prevenind astfel internalizarea AMPAR.
Mai mult, peptidele 3Ysh si fin4 se leaga la STEP32 comparabil sau chiar mai puternic
decat 3Y (peptida derivata din GluA2-CT).

In particular, respectiva peptida de interferenta se utilizeaza:

e in preventia si tratamentul depresiei si anxietatii,

e in preventia si tratamentul afectiunilor neuro-degenerative, cum ar fi dar

nelimitat la, boala Alzheimer sau boala Parkinson,

e in prevenfia si tratamentul atat al depresiei si anxietatii cat si al afecfiunilor

neuro-degenerative, cum ar fi dar nelimitat la boala Alzheimer sau boala

Parkinson.

Efectul in vivo a peptidelor asupra memoriei pe termen scurt (operativa) si

memoriei pe termen lung

Rezultatele de mai sus recomanda toate peptidele conform inventiei si in primul
rand peptida p-fin4 ca un potential amplificator cognitiv.

De aceea, un al doilea obiect al inventiei il reprezinta un compus peptidic care

cuprinde o peptida de interferenta fosforilata, cuplata cu o secventa de aminoacizi
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numita secventa de transport, pentru penetrarea membranei celulare la nivelul
sinapselor neuronale.

Intr-un examplu de realizare a fost aleasa ca secventa de transport secventa virala
de aminoacizi GRKKRRQRRRPQ denumita generic Tat.

Respectivul compus peptidic conform inventiei se utilizeaza ca medicament.

In particular, respectivul compus peptidic se utilizeaza:

e in preventia si tratamentul depresiei si anxietatii,

e in prevenfia si tratamentul afectiunilor neuro-degenerative, cum ar fi dar

nelimitat la, boala Alzheimer sau boala Parkinson,

* in preventfia §i tratamentul atat al depresiei si anxietatii cat si al afectiunilor
neuro-degenerative, cum ar fi dar nelimitat la boala Alzheimer sau boala
Parkinson.

In compusul peptidic mai sus-menfionat, peptida de interferenti este fie

EGYNVDY, fie EGYNVpPYE.

Pentru a confirma potentialul amplificator cognitiv al compusului peptidic care
cuprinde o peptida de interferenta fosforilatd conform inventiei, cuplata cu o secventa
Tat, s-au efectuat teste de memorie utilizdnd un model de deteriorare cognitiva
indusa la sobolani de catre scopolamina.

Scopolamina se utilizeaza frecvent pentru a studia diverse forme de dementa,
deoarece poate induce deficite de memorie s§i cognitive. Numeroase studii
neurocomportamentale au demonstrat ca scopolamina poate deteriora diferite forme
de memorie (in particular memoria pe termen scurt) si invagarea, atat la om cat si la
rozatoare [38]. Este demonstrat ca administrarea cronica de scopolamina la sobolani
reduce performantele in sarcini din labirintul radial ce implicA memoria operativa
[39]. Astfel, inventatorii au evaluat efectele peptidelor 3Y, p3Y, p3Ysh-3 si p-fin4, atat
asupra memoriei pe termen scurt cat §i a memoriei pe termen lung, pe un model de
sobolan indus cu scopolamina, folosind un labirint radial cu opt brate si un labirint
Y. Toate peptidele testate, adica 3Y, p3Y, p3Ysh-3 si p-fin4, au fost fuzionate N

terminal cu secventa TAT de penetrare a celulei.

Efectele asupra memoriei pe termen scurt (memorie operativa)

Injectia cu scopolamina a crescut semnificativ numarul de erori de memorie
operativa (Figura 8), prin comparatie cu grupul control (p<0,0001), sugerand un profil
de deteriorare a memoriei. Toate administrarile de peptide, dar in special de (TAT-
)p3Y, (TAT-)p3Y-sh3, si (TAT-)p-fin 4, au prezentat o reducere semnificativa a

numarului de erori de memorie operativa crescute de scopolamina, prin comparatie
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cu sobolanii tratati doar cu scopolamina (p<0,0001).

Injectarea de scopolamina a redus semnificativ performantele memoriei pe termen
scurt in testul din labirintul-Y, dupa cum se evidentiaza prin reducerea semnificativa
a procentului de alterari spontane prin comparatie cu lotul control (p<0,0001).
Administrarea de peptide, in special de (TAT-)3Y, a ameliorat semnificativ procentul
de alternare spontana (p<0,0001) redus de scopolaminad, prin comparatie cu sobolanii
tratafi numai cu scopolamina (Figura 9). Peptidele testate ((TAT)-3Y, (TAT-)p3Y, (TAT-
)p3Y-sh3 si (TAT-)p-fin 4) au contracarat cu succes efectul scopolaminei asupra
memoriei operafionale in testele in labirintul Y si labirintul cu opt brate. Rezultatul
este consecvent cu o serie de factori. In primul rand, administrarea de scopolamina
are ca rezultat o expresie scazuta a GluA2 [40],[41]. O scadere a expresiei GluA2
conduce la o deficienta a memoriei operationale [42]. Pe de alta parte, trebuie refinut
ca desfacerea interactiunii STEP-GIuA2-CT inhiba internalizarea AMPAR si in
consecinta reduce expresia LTD. Intr-adevar, soarecii lipsifi de STEP61 manifesta o
memorie hipocampicad crescutd in testul din labirintul cu apa Morris §i intr-un
labirint cu apa cu brate radiale [43]. Corelarea acestor fapte sugereaza ca performanta
imbunatatita a memoriei operationale observata in testele din labirintul Y si labirintul
radial cu opt brate se datoreaza inhibitiei interactiunii GluA2-STEP61 prin

intermediul peptidelor interferente si salvarii receptorului de la internalizare.

Efectele asupra memoriei pe termen lung (memorie de referinta)

Injectarea de scopolamina a crescut semnificativ numarul erorilor memoriei de
referinta (Figura 10) prin comparatie cu grupul control (p< 0,001), sugerand un profil
de afectare a memoriei de referinta.

Administrarea de peptide, dar in special de (TAT-)3Y sh3 si (TAT-)p-fin 4, a
prezentat o reducere semnificativa a numarului de erori ale memoriei de referinta
crescute de scopolamini, comparativ cu sobolanii tratafi doar cu scopolamina
(p<0,0001).

Efectul in vivo al peptidelor asupra depresiei si anxietatii

Pentru a examina posibilele efecte de tip andidepresiv ale peptidelor, s-a folosit
testul de inot fortat (FST) si testul labirintului elevat in forma de cruce (EPMT) pe
sobolani.

Testul inotului fortat

Dupa cum se prezinta in Figura 11, animalele tratate cu scopolamina au prezentat

o scadere semnificativa a timpului de inot fata de lotul control (p<0,01). In continuare,
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la tratamentul cu compusii peptidici conform inventiei, animalele tratate cu
scopolamina au prezentat un timp de inot substantial crescut comparativ cu grupul
control (p<0,0001), sugerand ca toate cele patru peptide au un efect de tip
antidepresiv.

De asemenea, asa cum se prezinta in Figura 12, sobolanii tratai cu scopolamina
au prezentat niveluri crescute ale timpilor de imobilitate comparativ cu lotul control
(p<0,001), indicand niveluri ridicate de depresie. Administrarea peptidelor a redus
semnificativ timpul de imobilitate (p<0,001), in special (TAT-)p3Y, sugerand din nou
o activitate de tip antidepresiv.

Testul labirintului elevat in formd de cruce

Dupa cum se observa in Figura 13, procentul de timp petrecut de animalele tratate
cu scopolamina in bragele deschise a fost semnificativ redus prin comparatie cu lotul
control (p<0,0001). Reducerea timpului petrecut in bratele deschise sugereaza
nivelurile ridicate de anxietate la sobolanii tratati cu scopolamina. Prin contrast, toate
loturile tratate cu peptide, dar in special (TAT-)p3Y-sh3 si (TAT-)p-fin4, au prezentat
un procent ridicat al timpului in bratele deschise prin comparatie cu a sobolanilor
tratafi doar cu scopolamina (p<0,0001), indicand un profil anxiolitic.

Asa cum se observa in Figura 14, numarul de intrari in bratele deschise realizat
de animalele tratate cu scopolamina a fost semnificativ redus comparativ cu lotul
control (p<0,0001). Reducerea numarului de intrari in bratele deschise sugereaza
nivele ridicate de anxietate la sobolanii tratati cu scopolamina. Pe langa aceasta, toate
peptidele, dar in special (TAT-)p3Y-sh3 si (TAT-)p-fin4, au prezentat un numar ridicat
de intréari in bratele deschise comparativ cu animalele tratate doar cu scopolamina,
(p<0,001), indicand clar un efect anxiolitic.

Inducerea cu scopolamina a anxietatii la sobolani, in experimente de tipul labirint
elevat in forma de cruce au fost de mult raportate [44]. Un mecanism prin care
scopolamina blocheaza semnalizarea colinergica, atat direct, ca antagonist al
receptorului muscarinic de acetilcolind mAChR, cat si indirect, prin stimularea ACh
esterazei (AChE) este considerat responsabil pentru efectul observat[45].[46]. Stresul
acut s-a demonstrat cid mareste nivelele Ach din hipocamp[47] si pare sa implice
hiperexcitabilitatea sistemului cholinergic si chiar sa provoace LTP in anumite regiuni
din hipocamp[48][49][50]. Pe de alta parte, LTD hipocampic suprimé dezvoltarea
comportamentelor anxioase ca raspuns la stres[51]. Conform acestui mecanism,
inhibifia LTD prin injectarea de peptide 3Y ar trebui sa amplifice comportamentul de
tip anxios. Intr-adevar, confirmand ca expresia sinapticAi a AMPA stimuleaza

anxietatea, soarecii injectafi cu 3Y au petrecut mai muta vreme imobili intr-un
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experiment de conflict social, manifestand o laten{d crescuta in abordarea
recompensei cu hrana, anterior invagata, atunci cand li s-a oferit un mediu nou [S1].

In contrast cu efectele raportate mai sus in stadiul tehnicii, experimentele
inventatorilor pe sobolani in labirintul elevat in forma de cruce indica un efect

anxiolitic la animalele injectate cu peptide care blocheaza endocitoza AMPAR.

Evaluarea peptidelor optimizate in interactiunea cu BRAG2

Docarea versiunilor nefosforilate ale celor mai importante trei peptide scurte
(EGYNVY, EGYNVYGD si EGYNVYE)]) la situsul propus de legare al BRAG2 (similar cu
metodologia descrisa in Experimentul 9 a scos la iveald moduri favorabile de legare,
care prezinta interactiuni secundare cu cele mai importante resturi interactive mai
sus-identificate pentru BRAG2, anume santul de legare al tirozinei (tyrosine binding
subpocket) si cele doua santuri din spatele situsului de legare. Cu referire la Figura
15, sunt observate interacfiuni ionice suplimentare intre catenele laterale incarcate
negativ R402, R444 si R630 ale BRAG2.

Aceste rezultate sustin calitatea de inhibitor dual al respectivelor fosfopeptide -
EGYNVpY,EGYNVPYE, EGYNVpYGD: (i) tintirea fosfatazei STEP in forma fosforilata
si (ii) dupa defosforilarea de catre STEP, tintirea BRAG2 in forma defosforilata a
peptidelor.

Exemple de preparare

Prezenta inventie, asa cum a fost descrisa mai sus, va fi mai usor de inteles prin
referire la urmatoarele exemple de preparare, si teste pe animale, care furnizeaza o
cale de ilustrare a acesteia, fara intentia de a o limita.

Experimentele de mai jos nu sunt singurele experimente efectuate de catre
inventatori, acestia rezervandu-si dreptul de a le completa in conditiile legii.

Toate procedurile privind testarea pe animale s-au conformat Reglementarilor
Europene privind protectia animalelor folosite in scopuri stiintifice (Directiva
2010/63/EU).

Exemplul 1 - Expresia si purificarea GST-GluA2

Plasmida pGEX-6P1-GST-GluA2 confinand regiunea C-terminala a GluA2 uman
(aa. 834-883 din receptorul AMPA) fuzionatd N-terminal cu o etichetad GST a fost
transformata in tulpina de E. coli BL21. Expresia proteinei a fost indusa cu 1mM
IPTG timp de 3 ore la 37 °C. Celulele bacteriene s-au resuspendat in PBS 1X (NaCl
140 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO4 1,8 mM pH = 7,34) cu 0,1% NP-40,
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1 mM EDTA, 2 mM DTT, 1 mM PMSF si lizate folosind o presa French (Thermo).
Lizatul s-a clarificat prin centrifugare timp de 30 min la 40000xg, 4°C.
Supernatantul rezultat s-a incarcat pe o coloana GSTrap FF de 5ml (GE Healthcare)
si eluat cu 0-20 mM glutation redus (GSH). Purificarea s-a efectuat folosind un sistem
FPLC AEKTA (GE Healthcare). Fractiile colectate s-au analizat prin SDS-PAGE.
Fractiile colectate s-au dializat fata de un tampon contindnd 50 mM Tris, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT 1 mM, pH=7,5. In final, proteina purificata s-a
depozitat in alicofi mici la -80°C.

Exemplul 2 - Expresia si purificarea STEP32

Pentru expresia STEP32 WT si a mutantei pLIC-SGC1-PTPNS WT nr. de acces
39166, Addgene) care retine substratul C/S, respectiv pLIC-SGC1-PTPN5 C496S (nr.
de acces 38887, Addgene) au fost transformate in tulpina bacteriana E. coli
BL21(DE3) constructe confinand domeniul catalitic al protein tirozin fosfatazei
STEP/PTPNS (aa. 282-563) fuzionata N-terminal cu un 6XHis-tag. Expresia
proteinelor s-a indus cu 1 mM IPTG peste noapte (~16 h), la 18°C. Precipitatul
rezultat a fost resuspendat in tampon de lizad (50mM HEPES, pH 7,5, 10mM imidazol,
500mM NaCl, 5SmM B-mercaptoetanol, 0,5mg/mL lizozim, tablete de inhibitor de
proteaze UltraCruz conform specificatiei producatorului) si lizate folosind o presa
French (Thermo). Lizatul s-a clarificat prin centrifugare la 40000xg si 4°C timp de 30
min, s-a filtrat pe un filtru membrana de 0,22 ym si s-a aplicat pe o coloana HisTrap
HP Ni-Sepharose de 5 mL. Elutia s-a realizat folosind un tampon de elutie (50 mM
HEPES, pH 7,5, 250 mM imidazol, 500 mM NaCl, 5 mM B-mercaptoetanol) in gradient
cu 0 la 100 %, timp de 25 min, la un debit de 2 ml/min. Fractiile s-au colectat si
evaluat prin SDS-PAGE. Fractiile colectate s-au dializat fatd de un tampon continand
50 mM HEPES, pH 7,4, 500 mM NaCl, 1mM DTT. In final, proteinele purificate s-au
repartizat in alicofi mici si depozitat la -80°C cu 10% glicerol.

Exemplul 3 - Proiectarea peptidelor

Peptidele folosite in acest studiu au fost sintetizate cu GenScript Biotech (USA) si
Biomatik (USA). ,Peptidele Ala-scan” s-au obtinut prin in'locuirea fiecarui aminoacid
din secventa peptide 3Y (exceptand pY876 esential) cu o alanina. Apoi, a fost generata
o biblioteca virtuala de peptide printr-un studiu de docare al analogilor GluA2-CT la
situsul de legare al structurii PDB a STEP (2CJZ) si sapte peptide cu cele mai
favorabile scoruri de docare, numite ,peptide scurte derivate 3Y” au fost selectate

pentru noi experimente de legare. Peptidele scurte derivate 3Y s-au sintetizat astfel
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incat sa confind N-terminal un spacer PEG2 (H;N-CH,CH;OCH;CH2OCH2COOH)
pentru a asigura flexibilitatea §i accesibilitatea la domeniul catalitic al STEP. Pentru
studiul compusilor peptidomimetici, peptida p3Y, ATYKEGYNVpYG si hexapeptida
p3Ysh-3, EGYNVpY, au fost modificate astfel incat fosfotirozina esentiala Y876 a fost
inlocuitd cu fosfonodifluormetil fenilalanina (F2Pmp), o fosfotirozind mimetica
nehidrolizabila. Peptidele 3Y, p3Y, p3Ysh-3 si p-fin4d (EGYNVpYE) folosite in studii
comportamentale au fost fuzionate N-terminal cu secventa TAT al carei rol este de a

depasi bariera lipofila a membranelor celulare.

Exemplul 4 - Fosforilarea la tirozina a GST-GluA2

GST-GluA2 purificata a fost supusa fosforilarii in vitro in prezenta proteinei Src
active (14-326, Merck) si ATP, timp de lh la 25°C. Toate reactiile s-au preparat in
tampon de testare a kinazelor (20 mM MES pH 6,5, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,,
1mM DTT). O reactie confinand GST-GluA2, dar fara Src kinaza s-a preparat drept
control negativ. Tirozin fosforilarea GST-GIuA2 a fost controlata prin western-blot
folosind anticorp anti-pTyr (PY99) HRP (sc-7020 HRP, Santa Cruz Biotechnology).
Apoi, membranele au fost retestate cu anticorpi anti-GST (G7781, Sigma-Aldrich).

Exemplul S - Pulldown GST-GluA2 - STEP32

Probele confinand tirozinele fosforilate GST-GluA2 si STEP32 sunt cuplate la perle
de Glutathione Sepharose. Inainte de legare, perlele au fost spilate minutios cu
tampon de interactiune (25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1% Triton X-
100, 1 mM DTT, pH = 7,5). S-a utilizat Triton X-100 pentru a evita legarea nespecifica
si a minimiza riscul de avea oricare dintre proteine precipitate. Ulterior, 3Y fosforilata
s-a adaugat la probe folosind mai multe concentratii (1000 nM, 100 pM, 10 uM, 1
HM). Speciile legate la perle au fost apoi analizate prin SDS-PAGE, cu un gradient de
gel 4-12%.

Exemplul 6 - Imobilizarea GST-GluA2 si peptidelor pe cipuri senzor

Experimentele de rezonantd a plasmonului de suprafatd (SPR) s-au realizat
folosind un instrument Biacore 3000 (GE Healthcare) echipat cu cipuri senzor
CMDSO0O0OL (XanTec Bioanalytics GmbH).

Inainte de imobilizarea peptidelor, suprafata cipului sensor a fost condifionata prin
injectarea unei solufii constand din 10 mM tetraborat de sodiu, 1M NaCl, pH 9,0,
timp de 3 min la un debit de 20 ul/min. Apoi, suprafata senzorului a fost activata

prin injectarea unui amestec 1:1 de solutie 50 mM NHS (N-hidroxisuccinimida) si 200

TS
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mM EDC (1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida clorhidrat) din Amine Coupling
Kit (GE Healthcare), timp de 15 min, la un debit de 5 pl/min. Peptidele p3Ysh-1, -3,
-4, -5, -7, p3Y, p3Y-F2Pmp, 3Ysh-3-F2Pmp si p-fin 4 au fost dizolvate in 10 mM acetat
de sodiu pH 4,0 la 4-5 mg/ml. Cele doua peptide ramase, (p3Y-2 si -6) au fost intai
dizolvate in solutie de amoniac 1% si apoi diluate in 10 mM acetat de sodiu pH 4,0 la
4-5 mg/ml. Apoi, fiecare din peptidele diluate a fost injectata pe suprafata activata a
unei celule de curgere, la un debit de 3-5 pl/min pana cand raspunsul a fost cuprins
intre 600 -1000 RU. Prima celula de curgere a fiecarul cip senzor a fost pastrata fara
imobilizare de peptide ca referintd pentru scaderea fondului. Pentru majoritatea
cazurilor, pentru a obtine unn raspuns de imobilizare optim, a fost necesar sa se
efectueze injectii succesive de peptidd cu concentratie ridicata. Dezactivarea
situsurilor de legare neocupate de pe senzor s-a efectut prin injectarea unei solutii
de 1M etanolamina-HCI, pH 8,5, timp de 13 min la debit de 3 pl/min. Toate etapele
imobilizarii covalente s-au realizat la 25°C, cu apa deionizata Milli-Q degazata drept
tampon de lucru. Dupa dezactivarea suprafetei cu etanolamina, nivelul de imobilizare
al fiecarei fosfopeptide a fost estimat din sensorgrame si rezultatele, in termeni de

unitafi de raspuns (RU) sunt prezentate in Tabelul 2.

Exemplul 7 - Masurarea cineticii de legare prin SPR

Pentru experimentele de interactiune, peptidele imobilizate s-au folosit ca liganzi,
in timp ce mutanta inactiva C/S a enzimei STEP32 (puritate > 90 %) s-a folosit ca
analit. Pentru fiecare experiment cinetic, s-au folosit cel putin cinci concentratii
diferite de proteina, cuprinse intre 100 nM si 500 uM. Concentratiile STEP32 C/S s-
au estimat folosind reactivul Pierce 660nm Protein Assay (Thermo) si un cititor de
microplaci. In fiecare experiment cinetic s-au injectat 50 pul de STEP32 la un debit de
10 pl/min folosind comanda KINJECT. Timpul de asociere si disociere s-a setat la 5
min. Dupa fiecare test de interactiune, s-au realizat 2-4 cicluri de regenerare prin
injectarea de 1M NaCl in tampon HBS-EP (0,01 M HEPES pH 7,4, 0,15 M Na(Cl, 3
mM EDTA, 0,005% v/v Surfactant P20) timp de 2 min, la un debit de 20 nl/min.
Tamponul HBS-EP s-a folosit ca tampon de lucru. Toate masuratorile s-au realizat la
25°C. Datele obtinute au fost prelucrate cu programul BlAevaluation 3.1 folosind un
model de fitare 1:1 Langmuir cu linie de baza devianta (folosind modulul ,Kinetics
Simultaneous Kd/Ka”). Semnalele nespecifice au fost eliminate prin scaderea

semnalelor din zona de referinta.
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Exemplul 8 - Polarizarea fluorescentei

O peptida fluorescentd cuplatd cu 5-carboxitetrametilrodamina (TAMRA) s-a
utilizat pentru a masura polarizarea fluorescentei. Fosfonodifluormetil alanina s-a
utilizat in locul unei tirozine. Peptida a fost denumita TAMRA-3Y-F2Pmp (vezi Figura
4) si a fost comandata de la Biomatik (USA). TAMRA-3Y-F2Pmp s-a dizolvat in DMSO
pentru a da o solutie de 1 pg/pl. Concentratiile STEP32 C/S si TAMRA-3Y-F,Pmp
utilizate au fost de 1000 nM si, respectiv, 200 nM. Concentratiile inhibitorului au fost
in intervalul: O — 3 mM. Polarizarea fluorescentei a fost studiati pe un cititor de
microplaci Molecular Devices SpectraMax Paradigm cu un cartus de polarizare a
fluorescentei de tip A41582, cu excitafia si emisia perstabilite la 535 nm si, respectiv,
595 nm. Pentru toate experimentele s-a utilizat un tampon 50 mM HEPES, 500 mM
NaCl, pH = 7,4. Amestecurile de interactiune au fost echilibrate la 4°C timp de 30
min. Plicile s-au centrifugat la 1500 rpm timp de 10 min. S-au utilizat placi de
fluorescenta Black NBS 384-well (Corning Cat. No. 3821) si Black NBS 96-well, volum
mic, fund plat (Thermo Cat. No. 237105). S-au determinat constantele de disociere

Kd si constantele de inhibifie K; pentru peptidele inhibitoare [52].

Exemplul 9 - Modelarea moleculara

Pentru prepararea structurilor proteinelor, a fost folosit programul Schrédinger’s
Protein Preparation Wizard. Etapele de pregatire au implicat atribuirea ordinii
legaturilor si hidrogenilor, modelarea buclelor lipsa si catenelor laterale, generarea
starilor protonate la un pH de 7,4, optimizarea geometriei legaturilor de H si rularea
unei minimizari moderate a structurilor[53], [54]. Ansamblurile conformationale ale
peptidelor au fost generate printr-o cdutare conformationald cu un amestec de
esantionare torsionala si de mod scdzut cu Macromodel, cu o fereastra de energie de
50 kJ/mol si o valoare cut-off pentru devierea maxima a atomilor de 0,5 A (pentru a
elimina structurile redundante)[55]. Ansamblurile conformationale au fost docate pe
suprafata de legare a STEP (structura PDB: 2CJZ[35]) cu modul de docare rigid al
Glide.[56], [57] Gruparilor laterale OH si SH din jurul situsului de legare li s-a permis
roatatia (specific: S397, Y406, S598, C633, Y634, C635, Y678 si S738). Imaginile

incluse in manuscris au fost preparate cu PyMol[58] si Maestro.[59]

Exemplul 10 - Desfacerea complexului BRAG2-GluA2 cu ajutorul peptidei
3Y (ATYKEGYNVYG)
Probe continand GST-GluA2 (150 pg) si BRAG2 (60 pg) s-au leagat de perle de

glutation Sepharose (20 ul). Inainte de legare, perlele s-au spalat bine cu solutie
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tampon de interactiune (25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl;, 1% Triton X-
100, 1 mM DTT, pH = 7,5). Triton X-100 s-au folosit pentru a evita legarile nespecifice

33

si pentru minimizarea riscului de precipitare a proteinelor. Intr-un pas ulterior, 3Y s-
a adaugat in probe sub diferite concentratii (1000 uM, 100 uM, 10 uM, 1 puM, 0,1 uM).
S-a obtinut o solutie de 2,5 mM (PBS 0,1 M pH = 7,4). Dupa incubarea probelor timp
de 90 de minute la 4 °C sub agitare, perlele s-au spalat cu o solufie tampon continand
mai putin Triton X-100 (25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 0,1% Triton X-
100, 1 mM DTT, pH = 7,5). Specile ramase prinse de perle au fost analizate prin SDS-
PAGE (Figura 16). Aceste rezultate arata clar ca 3Y (in domeniul de concentratii 10

uM - 1 mM) desface cu succes complexul BRAG2-GluA?2.

Teste farmacologice

Pregitirea animalelor si administrarea medicamentelor

La inceputul experimentului, au fost selectionati 30 de sobolani, masculi, adulfi,
cu greutatea medie de 350 g (+ 10g) si in varsta de 4 luni (Institutul Cantacuzino,
Romania). Animalele au fost gazduite in biobazi, in conditii de lumina controlata (un
ciclu de 12-h pornind de la 07:00 h) si temperatura (22°C). S-au asigurat hrana si
apa ad libitum pe durata experimentului. Sobolanii au fost distribuiti aleatoriu in 6
loturi (n=5 animale/lot) dupa cum urmeaza: lot control (netratat), lotul scopolamina
(Sco) (netratati, Sco: 0,7 mg/kg b.w., i.p., Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), si
loturile tratate cu TAT-p3Y, TAT-3Y, TAT-p3Ysh3, si TAT-pfin4 (15puM, GenScript)
care au primit Sco. Dozele de peptide au fost alese in conformitate cu un raport
anterior [60]. S-a administrat bromhidrat de scopolamina (Sco, 0.7 mg/kg) cu 30 min
inainte de abordarea studiilor comportamentale in vivo. De asemenea, confirmam ca
valoarea de 5 animale/lot este adecvata folosind InVivoStat, si programul R-based
statistical package[61]. Pe baza unui nivel de semnificatie de 0,05, puterea de a

detecta o modificare biologic semnificativa este 93 %.

Procedura de injectare a peptidelor

Toate procedeele chirurgicale au fost realizate in conditii aseptice, sub anestezie
cu fenobarbital (50 mg/kg b.w., i.p., Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany). Sobolanii
au fost instalati in aparatul stereotactic cu nasul orientat la 11° sub planul orizontal.
Douad canule de ghidare de plastic (Portex, 0,9 mm diametru exterior) au fost
implantate bilateral stereotaxic in hipocampul dorsal urmand coordonatele: A/P=3,6
mm, M/L=3,1 mm si D/V=2,4 mm. Canulele au fost pozifionate cu ciment dentar

(Adhesor, SpofaDental) si asigurate cu trei suruburi de otel inoxidabil implantate in
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craniu. Dupa interventia chirurgicala, sobolanii au fost izolati in custi separate si au
fost protejafi cu un antibiotic cu spectru larg. Animalele au fost lasate sa se
recupereze dupa interventie doua saptamani si au fost manevrate zilnic in acest
interval.

Peptidele, precum TAT-p3Y si TAT-3Y, au fost dizolvate in dimetilsulfoxid (DMSO)
impreuna cu TAT-p3Ysh3 si TAT-pfin4 care au fost dizolvate in solufie salina si s-au
injectat bilateral in hipocampul dorsal la un debit de 0,25 pL/min timp de 4 min, cu
o seringa Hamilton (5 pL). Concentratia peptidelor a fost 15 uM, si volumul injectiei
de 1 pL. Inainte de a fi retrasa, seringa a fost lasata in loc pentru alte 90 min pentru
a minimiza tragerea solutiei injectate. Sobolanii netratagi au fost injectati cu solutie
salina. Pozitionarea canulelor in creier a fost verificata prin injectarea de colorant

(albastru tripan) prin fiecare canula la sfarsitul experimentului.

Teste comportamentale

Testul labirintului Y

Tulburarea spontana de comportament s-a evaluat intr-o unica sesiune in
labirintul Y, cum a fost descris anterior de Jackson [62] Postu &colab. [63].

In studiul de fata, labirintul Y folosit a fost construit din Plexiglas avand
urmatoarele dimensiuni: 25 cm inaltime, 35 cm lungime, 10 cm largimea fiecarui
brat si o zona centrala de forma unui triunghi echilateral. Fiecare sobolan a fost
pozitionat la capatul unui brat si i s-a dat posibilitatea de a se misca timp de 8 min.
Procentul de alternari involuntare a fost determinat conform formulei:

(numar de alternari/intrari totale - 2) x 100

Testul labirintului cu brate radiale

Asa cum s-a descris anterior de catre Olton si Samuelson [64] si Postu et al. [63],
cu ajutorul testului labirintului cu brate radiale (RAM), a fost evaluatd memoria
spatiala timp de o saptamana.

Labirintul, care contine opt brate marcate de la 1 la 8 (48 cmx12 cm), cu o extensie
radiala cu diametrul de 32 cm din zona centrald, a avut 50 mg de pelete hrana la
extremitatea bratelor 1, 2, 4, 5si 7. Au fost efectuate 4 zile de sesiuni de adaptare.
Sobolanii au fost invatati sa se miste la extremitatea bratelor si s4 manance momeala
in sesiuni de cate 5 min. Dupa adaptare, tuturor sobolanilor li s-a acordat un singur
test pe zi. Pentru sarcinile de memorie de lucru si de referinta, fiecare sobolan a fost
individual plasat in centrul labirintului. Determindrile s-au efectuat prin estimarea

(i) numarului de erori de memorie operationala (patrunderea intr-un braf ce contine
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hrana, dar in care a pasit mai devreme) si (ii) calcularea numarului de erori de
memorie de referinta (calculand intrarile animalului intr-un braf ce nu contine

hrana).

Testul labirintului elevat in forma de cruce

Comportamentul in testul labirintului elevat in forma de cruce (E.P.M.) se
utilizeaza pentru a evalua comportamentul de explorare, anxietate §i motric.

Fiecare sobolan este plasat in centrul labirintului cu fata spre un brat inchis.
Comportamentul a fost observat timp de 5 min, §i s-au masurat timpul petrecut si
numarul de intrari in bratele deschise[65]. S-au calculat procentele de timp petrecut
in bragele deschise:

(timp petrecut in brate deschise /timp petrecut in toate bratele ) x 100

Testul inotului fortat

Testul inotului fortat (F.S.T.) se foloseste pentru estimarea raspunsurilor de tip
depresiv[66].

Raspunsul de tip depresiv a fost evaluat, in principiu, folosind aceeasi metoda
precum cea descrisd de Campos et al. [67], dar cu modificari. In prima zi a
experimentelor (sesiunea pre-test), sobolanii au fost plasafi in recipiente cilindrice
(diametru 30 cm, inalfime 59 cm) continand 25 cm de apa la 26 + 1°C. Animalele au
fost lasate sa inoate timp de 15 min inainte de a fi extrase, uscate cu prosoape calde
si reintoarse in cugsti. Procedeul s-a repetat dupa 24 de ore, intr-o sesiune de inot de
6 min (sesiunea test). Pe timpul sesiunii test, s-au inregistrat urmatoarele raspunsuri
comportamentale (i) imobilitate (timp petrecut plutind cu migcarile minime pentru a-
si mentine capul deasupra apei); si (ii) timpul de inot (timpul petrecut cu migcari de

inot active).

Analiza statistica

Datele sunt exprimate ca medie + S.E.M si au fost analizate statistic prin anailza
unidirectionala a variantei (ANOVA) umata de testul post-hoc Tukey HSD pentru
compararea grupurilor multiple, considerand tratamentul ca factor. Toate analizele
s-au efectuat cu programul GraphPad 8.0, iar semnificatia a fost stabilita la p<0,05.
Corelafia dintre scorurile comportamentale la diferite solicitari a fost estimata prin
coeficientul de corelatie Pearson (.

Din descrierea inventiei mai sus-prezentate in detaliu in legatura cu multiplele sale

variante §i combinatii ale acestora, specialistul in materie va intelege si va aprecia
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faptul ca pot fi aduse unele modificari pentru a adapta o situafie particulara fara a
se indeparta de invatatura inventiei. Aceste modificari se pot face in spiritul inventiei
si in limitele conferite de intinderea protectiei asa cum este ea definita in sectiunea

revendicarilor.

Secvenia de aminoacizi a variantei STEP 32 C/S a fosfatazei STEP

SMSRVLQAEELHEKALDPFLLQAEFFEIPMNFVDPKEYDIPGLVRKNRYKTILPNPHS
RVCLTSPDPDDPLSSYINANYIRGYGGEEKVYIATQGPIVSTVADFWRMVWQEHTPIIVMI
TNIEEMNEKCTEYWPEEQVAYDGVEITVQKVIHTEDYRLRLISLKSGTEERGLKHYWFT
SWPDQKTPDRAPPLLHLVREVEEAAQQEGPHCAPIIVHSSAGIGRTGCFIATSICCQQLR
QEGVVDILKTTCQLRQDRGGMIQTCEQYQFVHHVMSLYEKQLSHQS
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REVENDICARI

1. Peptida de interferenta cu formula
E-G-Y-N-V-Xal-Xa2-XaJ3,

avand actiune inhibitorie asupra legaturilor dintre GluA2 si STEP32 si/sau dintre
GluA2 si BRAG2 la nivelul sinapselor neuronale
in care:
Xal reprezinta aminoacidul Y care este fosforilat sau nefosforilat
Xa2 reprezinta un aminoacid care lipseste sau care este ales, in mod
independent, dintre E si G;

Xa3 reprezinta un aminoacid care lipseste sau care este D;

2. Peptida de interferenta conform revendicarii 1, in care peptida de interferenta este

hexapeptida cu formula
E-G-Y-N-V-Y

3. Peptida de interferenta conform revendicarii 1, in care peptida de interferenta este

hexapeptida cu formula
E-G-Y-N-V-pY
in care pY reprezinta Y fosforilat

4. Peptida de interferenta conform revendicarii 1, in care peptida de interferenta este

heptapeptida cu formula
E-G-Y-N-V-Y-E

5. Peptida de interferenta conform revendicérii 1, in care peptida de interferenta este

heptapeptida cu formula
E-G-Y-N-V-pY-E
in care pY reprezinta Y fosforilat

6. Peptida de interferenta conform revendicarii 1, in care peptida de interferenta este

octapeptida cu formula
E-G-Y-N-V-Y-G-D

7. Peptida de interferenta conform revendicarii 1, in care peptida de interferenta este

octapeptida cu formula

E-G-Y-N-V-pY-G-D
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in care pY reprezinta Y fosforilat.

8. Compus peptidic care cuprinde o peptida de interferentd conform oricareia dintre
revendicarile anterioare cuplata cu o secventa de aminoacizi numitd secventa de

transport pentru penetrarea membranei celulare la nivelul sinapselor neuronale.
9. Compus peptidic conform revendicarii 8 pentru utilizare ca medicament.

10. Compus peptidic conform revendicarii 9 pentru utilizare in preventia si

tratamentul depresiei si anxietaii.

11. Compus peptidic conform revendicarii 9 pentru utilizare in preventia si

tratamentul afectiunilor neuro-degenerative.

12. Compus peptidic conform oricareia dintre revendicarile 9, 10 si 11 in care peptida
de interferentd este cuplatid la capatul N-terminal cu secventa de transport
GRKKRROQRRRPQ.

13. Compus peptidic conform oricareia dintre revendicarile de la 8 la 12 in care

peptida de interferenta este EGYNVpY.

14. Compus peptidic conform oricareia dintre revendicarile de la 8 la 12 in care

peptida de interferenta este EGYNVpYE.

15. Compusi peptidomimetici ai peptidelor de interferentad conform oricareia dintre
revendicarile 3, S sau 7, in care pY este inlocuit cu 4-(fosfonodifluorometil)-L-
fenilalanina (F2Pmp), compusii peptidomimetici mentionati avand actiune inhibitorie

asupra legaturilor dintre GluA2 si STEP la nivelul sinapselor neuronale.

16. Metoda de inhibitie a endocitozei receptorilor AMPA de la nivelul sinapselor
neuronale utilizind peptide de interferenta fosforilate conform revendicarilor 3, 5 si
7, care cuprinde urmatoarele etape succesive :
- inhibarea formarii complexului receptor AMPA-STEP prin legarea STEP de o
peptida de interferenta fosforilata si formarea unui compus peptida -STEP;
- defosforilarea compusului format in etapa precedenta sub actiunea STEP; si
- inhibarea de catre compusul defosforilat a formarii complexului BRAG2-receptor

AMPA, impiedicandu-se astfel endocitoza receptorului.
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Figura 1. Situsul de legare a STEP in reprezentari de suprafata (A) si cu bete si
panglici (B), cu 3Y (p3Y) fosforilat reprezentat cu bete gri inchis. Suprafata e marcata

» »

cu semne “+” sau in concordanta cu potentialul electrostatic, partile marcate cu
“+” corespund unor grupari incarcate pozitiv, iar cele marcate cu “-” corespund unor
grupari incarcate negativ, precum D437 si E519 (A). Motivul bogat in fenilalanina

mentionat e vizibil in partea dreapta a imaginii (B).

Figura 1S. Comparatia structurilor cristaline ale STEP. Arginina catalitica -
impreuna cu resturile invecinate — stabilizeaza fosfotirozina legata prin punti saline
si legaturi de hidrogen multiple (PDB: 2CJZ [35]). Orientarea R478 din structura PDB

2BlJ este inclusa pentru comparatie si reprezentata de linia cu buline albe.
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GST-GluA2 + - - - - - - + -
GST-GluA2-P - + + + + + - - +
STEP32 + + + + + + + - -
p3Y [uM]
STEP32

GST-GluA2-p/ —>
GST-GluA2

Figura 2. Experiment de pulldown pentru GST-GluA2 fosforilat si STEP32, indicand
efectul competitiv al 3Y fosforilat (p3Y). Pe banda 1 se poate vedea ca GST-GluA2
nefosforilat nu poate crea un complex cu STEP32. Banda 2 arata ca STEP32 formeaza
un complex cu GST-GluA2. Apropierea maselor moleculare a STEP32 (banda 7) si
GST-GluA2 cu urme de GST-GIuA2 (banda 9) e evidentd, dar prezenta STEP32 poate
fi distinsa. Scazand concentratia de p3Y de la 1000 uM la 0.1 uM (benzile 3-6) duce
la cresterea intensitatii benzii superioare, corespunzand unei cantitati mai mari de

STEP32 prinse de GST-GluA2.

Figura 28. Pozitiile prezise de legare ale peptidei 3Y fosforilate (A) si nefosforilate (B)
la STEP. In timp ce interactiunile multiple de sarcina si de legaturi de hidrogen

stabilizeaza segmentul fosforilat, cavitatea fosfat nu este complementata si se
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stabilesc doar doua legaturi de hidrogen de suprafaja cu segmentul nefosforilat.
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Figura 3. Structura si secventa peptidei modificate TAMRA-3Y-F,Pmp utilizata in

experimentele de polarizarea fluorescentei

Src - -+
GST-GluA2 + +

WB: anti-pY

WB: anti-GST

Figura 3S. Fosforilarea la tirozina a GST-GluA2 folosind Src kinaza. Proteina
recombinanta GST-GluA2 a fost fosforilata de Src kinaza in presenta ATP. O reactie
negativa, continand GST-GIuA2 dar nu si Src kinaza a fost realizatd drept control
negativ. Fosforilarea la tirozina a GST-GIluA2 s-a controlat prin western blot folosind
anticorpi anti-pTyr si membrana a fost in continuare retestata cu anticorpi anti-GST

pentru a confirma prezenta proteinei GST-GluA2.

Figura 4. Doua exemple ale peptidelor mai scurte propuse, in interactiune cu situsul
de legare al fosfatazei STEP. In plus fata de legarea la structura de leagan formata de
gruparile fosfat, tirozina peptidei YNVpYG formeaza de asemenea legaturi de hidrogen
cu gruparea Q516 a STEP(A), in timp ce peptida EGYNVpY formeaza o legatura de

hidrogen cu K439, precum si o legatura - 1t intre tirozina sa si F281 din molecula

(18
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Figura 4S. Analiza prin rezonanta plasmonului de suprafata a interactiunii dintre
fosfopeptidele derivate 3Y p3Ysh-2, respectiv p3Ysh-6 si STEP32 C/S. Sensorgramele
s-au obfinut prin injectarea de concentratii crescande de STEP32 peste fosfopeptidele
imobilizate. Pentru fiecare concentratie de STEP32, semnalul obtinut pe o celula de
curgere de control au fost scazute din semnalul obfinut dintr-o celula de curgere
proba. Liniile continue reprezinta curbele de legare masurate, iar liniile punctate

reprezinta datele fitate pentru o cinetica 1:1.
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Figura 5. Analiza prin rezonanta de plasmon de suprafatd a interacfiunii dintre
fosfopeptidele scurte derivate din 3Y si STEP32 C/S. Sensorgramele s-au obtinut prin
injectia unor concentrafii crescatoare de STEP32 peste fosfopeptidele imobilizate.
Pentru fiecare concentratie de STEP32 semnalul obfinut pe celula de flux de control

a fost scazut din semnalul obtinut la celula de flux a probei. Liniile continue
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reprezinta curbele de legare masurate, iar liniile intrerupte corespund unei cinetici
de 1:1. Numai sensorgramele a trei fosfopeptide sunt reprezentate mai sus: pentru
peptida de control pozitiv (p3Y), pentru peptida cu cel mai slab semnal de legare

(p3Ysh-1) si pentru peptida cu cel mai puternic semnal de legare (p3Ysh-3).
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.‘ oW, @~ e A
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Figura 5S. Pozitiile suprapuse de legare a peptidelor EGYNVpY (catena cu buline
albe) si GYNVpY (catena cu buline negre). Tiparele interactiunii celor doua peptide cu
STEP sunt foarte similare (inclusive interacfiunea cu cavitatea pentru fosfat si
suprapunerea - cu resturile de tirozina Y281 si Y304). Pe de alta parte, puntea
salina dintre EGYNVDpY si restul K439 din STEP (partea de jos a imaginii) sunt extrem
de importante pentru stabilizarea complexului proteina-peptida, dupa cum s-a

verificat din rezultatele experimentale.
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Figura 6. Reprezentarea datelor obfinute prin masuratori de polarizarea fluorescentei
pentru studiul inhibitiei interacfiunii STEP32 - TAMRA-3Y-F2Pmp cu peptide
derivate din p3Y. Curbele de inhibitie pentru trei dintre fosfopeptidele cele mai
eficiente, p3Ysh-3, p-fin4, p-fin5S si standardul p3Y (ATYKEGYNVpPYG) sunt
reprezentate pentru comparatgie.Valoarea cea mai scazuta pentru IC50 se obfine

pentru p-fin4 (vezi Tabelul 3).

Figure 68S. Pozitiile docate ale analogilor extinsi ai EGYNVpY. (A) Peptida EGYNVpYE
formeaza o legatura de hidrogen suplimentara cu cavitatea secundara. (B) Peptida
EGYNVpYGD formeaza o punte salina cu catena laterala a K439, in timp ce pastreaza

interactiunea secundara cu Q516.
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Figura 7. Analiza prin rezonan{a de plasmon de suprafatd a interactiunii dintre
STEP32 si peptide fosforilate la tirozina sau continand F2Pmp. Pentru experimentele
cu peptide fosfonomimetice imobilizate 3Y-F2Pmp si 3Ysh-F2Pmp s-a folosit STEP32
WT ca analit, iar pentru heptapeptida p-fin4, s-a folosit mutanta STEP32 C/S. Cel
putin patru concentratii de STEP32 au fost injectate peste peptidele imobilizate pe
chip-ul senzor. Curbele de legare au s-au obtinut prin scaderea semnalului obftinut
in celula de flux de control din semnalul de la celula de flux pentru proba.Pentru
fosfopeptida p-fin 4 s-a determinat interactia cu STEP32 WT. Liniile continue
reprezintad curbele de legare masurate si liniile intrerupte reprezinta curba teoretica

corespunzand unei cinetici 1:1.
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Figura 8. Efectele administrarii peptidei (15 uM) sobolanilor tratati in prealabil cu
scopolamina (Sco -0,7 mg/kg) asupra numarului de erori de memorie de lucru (de
scurta durata) in labirintul cu brate radiale. Valorile sunt medii + abaterea standard
medie (n=5). Pentru testul Tukey posthoc de comparatie multipla: Sco vs. (TAT-)p3Y:
###p<0.0001; Sco vs. (TAT-)p3Y-sh3: ###p<0.0001 si Sco vs. (TAT-)p-fin 4:
###p<0.0001.
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Figura 9. Administrarea peptidelor (15 uM) a inversat deficitul cauzat de scopolamina
(Sco, 0,7 mg/kg) in procentul alternarilor spontane in labirintul Y. Valorile sunt medii
* abaterea standard medie (n=5). Pentru testul Tukey posthoc de comparatie
multipla: Sco vs. (TAT-)p3Y: ##p< 0.001; Sco vs. (TAT-)3Y: ###p<0.0001; Sco vs. (TAT-
Jjp3Y-sh3: ##p<0.001 si Sco vs.(TAT-)p-fin4: ##p<0.001.
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Labirintul cu brate radiale:
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Figura 10. Efectele administrarii peptidei (15 uM) sobolanilor tratati in prealabil cu
scopolamina (Sco -0,7 mg/kg) asupra numarului de erori de memorie de referinta (de
lunga durata) in labirintul cu brate radiale. Valorile sunt medii * abaterea standard
medie (n=5). Pentru testul Tukey posthoc de comparatie multipla: Sco vs. (TAT-)p3Y:
#p<0.01; Sco vs. (TAT-)3Y: ##p<0.001, Sco vs. (TAT-)p3Y-sh3: ###p<0.0001, and Sco
vs. (TAT-)p-fin 4: ###p<0.0001.
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Figura 11. Efectul antidepresiv al peptidelor (15 uM) asupra timpului de inot in testul
de inot fortat la sobolanii tratati cu scopolamina (0,7 mg/kg). Valorile sunt medii
abaterea standard medie (n=5). Pentru testul Tukey posthoc de comparatie multipla:
Sco vs. (TAT-)p3Y: ###p<0.0001; Sco vs. (TAT-)3Y: ###p<0.0001, Sco vs. (TAT-)p3Y-
sh3: ###p<0.0001 and Sco vs. (TAT-)p-fin4: ###p<0.0001.
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Figura 12. Efectul antidepresiv al peptidelor (15 uM) asupra timpului de imobilitate
in testul de inot fortat la sobolanii tratati cu scopolamina (0,7 mg/kg). Valorile sunt
medii + abaterea standard medie (n=5). Pentru testul Tukey posthoc de comparatie
multipla: Sco vs. (TAT-)p3Y: ###p<0.0001; Sco vs. (TAT-)3Y: ##p<0.001, Sco vs. (TAT-
)p3Y-sh3: ##p<0.001 si Sco vs. (TAT-)p-fin4: ##p<0.001.
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Figura. 13. Profilul anxiolitic al administrarii peptidelor (15 puM) pentru timpul
petrecut in bratele deschise in testul cu labirintul elevat in forma de cruce la soarecii
tratati cu scopolamina (0,7 mg/kg). Valorile sunt medii + abaterea standard medie
(n=5). Pentru testul Tukey posthoc de comparatie multipla: Sco vs. P2: ##p<0.001;
Sco vs. P3: ###p<0.0001, si Sco vs. p-fin4: ###p<0.0001
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Labirintul elevat
in formd de cruce

Intrari in brate deschise

Sco (0.7 mg/kg)

Figura 14. Profilul anxiolitic al administrarii peptidelor (15 uM) pentru numarul de
intrari in bratele deschise in testul cu labirintul elevat in forma de cruce la soarecii
tratati cu scopolamina (0,7 mg/kg). Valorile sunt medii + abaterea standard medie
(n=5). Pentru testul Tukey posthoc de comparatie multipla: Sco vs. (TAT-)3Y: #p<0.01;
Sco vs. (TAT-)p3Y-sh3: ##p<0.001, si Sco vs. (TAT-)p-fin4: ##p<0.001.
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Figura 16. Rolul 3Y in desfacerea complexului BRAG2-GluA2. Toate probele contin
GST-GluA2. Banda 1. control fara BRAG?2 si fara 3Y; Banda 2. control cu BRAG2 si
fara 3Y; Benzile 3-7. BRAG2 si concentratii crescande de 3Y.
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Figura 15. (A) Pozitia docata de legare a peptidei EGYNVY in situs-ul propus de legare
al BRAG?2 (scor de docare: -7.752). Peptida stabileste multiple legaturi de hidrogen cu
BRAG2, precum si interacfiunii cation-t cu catena laterald a gruparii R630. (B) In
vederea de suprafatd a BRAG2 se observa ca cele doua resturi de tirozina ale peptidei
sunt complementare cu doua cavitati care sunt foarte dificil de accesat. (C) Peptida
EGYNVYGD prezinta un mod similar de legare cu EGYNVY, cu o punte de sare
suplimentara intre restul aspartic terminal si restul R630 al BRAG2 (scor de docare:
-7.327). Peptida EGYNVYE prezinta un mod diferit de legare, unde coada sa N-
terminala este inserata in santul de legare a tirozinei (eng. subpocket, groove),
identificat mai devreme (scor de docare: -6.778). Aceasta permite existenta a doua
punti suplimentare de sare intre glutamatul N-terminal si resturise R402 si R444 din
BRAG2 (suprafete albastre). Imaginea a fost produsa cu Pymol (A) [58]si Maestro
(B,C,D)[59] .
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