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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

,,In search of substrates and inhibitors of human cathepsin C. Design, chemical synthesis

and biological studies”

Katepsyna C (Cat C), znana réwniez jako dipeptydylowa peptydaza I (DPPI), jest
lizosomalng proteaza cysteinowa, ktéra odpowiada za aktywacje neutrofilnych proteinaz
serynowych oraz innych enzyméw, niezbednych dla skutecznej odpowiedzi immunologicznej
cztowieka. Enzym ten jest rbwniez zaangazowany w inne wazne procesy fizjologiczne takie
jak degradacja biatek w lizosomach, wzrost komorek czy aktywacja neuraminidazy i
osoczowych czynnikow krzepnigcia. Cat C wystepuje w duzych ilosciach w limfocytach T
oraz w dojrzatych komorkach szpikowych, ale jest obecna takze w wigkszosci tkanek,
gldwnie w ptucach, trzustce oraz nerkach. Udowodniono, ze proteaza ta moze by¢ wydzielana
do przestrzeni migdzykomoérkowej, natomiast jej wystepowanie w ludzkich ptynach

ustrojowych nie zostato doktadnie zbadane.

Cechami wyrozniajacymi ludzka Cat C sposrod lizosomalnych proteaz cysteinowych
jest jej ztozony mechanizm aktywacji, tetrameryczna struktura oraz aktywnos¢
egzopeptydazy. Cat C odcina dipeptydylowe reszty od N-konca biatek oraz peptydow, co jest
spowodowane wystepowaniem w strukturze enzymu domeny ,,wykluczania”, ktora czesciowo
blokuje jego centrum aktywne. Poniewaz Cat C wykazuje aktywno$¢ dipeptydazy, wigkszos¢
dotychczas otrzymanych syntetycznych substratow tego enzymu to dipeptydy potaczone z
réznymi grupami reporterowymi, takimi jak chromofory czy fluorofory. Zwigzki te
przyczynity si¢ do poznania specyficzno$ci substratowe] proteazy w pozycjach
niepromowanych (wedlug notacji Schechtera-Bergera), natomiast preferencje enzymu co do

reszt aminokwasowych w pozycjach P’ substratow nie zostaty doktadnie zbadane.

Ze wzgledu na udzial enzymu w aktywacji neutrofilnych proteinaz serynowych,
hamowanie aktywnosci Cat C uznawane jest za obiecujacg strategi¢ terapeutyczng w wielu
chorobach zapalnych, w ktérych podwyzszony poziom aktywnosci tych enzyméw prowadzi

do degradacji macierzy migdzykomodrkowej i przewleklego stanu zapalnego. Majac to na



uwadze, wiele grup badawczych zajeto si¢ projektowaniem i syntezg chemiczng inhibitorow
Cat C. Sposrod wielu otrzymanych zwigzkow najwicksze nadzieje poktadane sg w nitrylach
dipeptydéw, poniewaz silnie hamujg one ta proteaze, a jednocze$nie sg malo reaktywne

wobec nukleofili komdérkowych.

W ramach prezentowanej pracy doktorskiej zajmowatam si¢ poszukiwaniem
nowych, peptydowych substratow i inhibitoréw ludzkiej Cat C. W pierwszej czesci pracy
poswigconej substratom, zaprojektowalam 1 zsyntetyzowatam dwie grupy zwigzkow:
substraty fluorogeniczne oraz substraty wykorzystujace przeniesienie energii wzbudzenia
elektronowego. Celem tej czgsSci pracy bylo znalezienie specyficznego i selektywnego
substratu Cat C, ktory pozwolitby na detekcj¢ oraz pomiar aktywno$ci enzymu zardéwno w
ztozonych probkach biologicznych, jak i w ludzkich ptynach ustrojowych. Otrzymane
zwigzki zostaly poddane badaniom enzymatycznym z udzialem ludzkiej rekombinowanej Cat
C oraz innych cysteinowych katepsyn. W drugiej czgsci pracy, w ramach poszukiwania
inhibitorow Cat C, zajetam si¢ projektowaniem 1 synteza chemiczng nitryli dipeptydéw. W
wyniku tych prac otrzymatam wszystkie cztery diastereoizomery nitrylu fS-(2-tienylo)-
alanylofenyloalaniny oraz zbadatam wptyw konfiguracji obu centréw asymetrii na sitg
hamowania aktywnosci ludzkiej Cat C oraz na ich stabilno$¢ w ludzkim osoczu. Dodatkowo,
zsyntetyzowalam cztery nitryle zawierajace zasadowe reszty aminokwasowe w pozycji P; 1

sprawdzitam, czy zwigzki te hamuja aktywno$¢ ludzkiej Cat C.

Pierwsza grupa otrzymanych przeze mnie zwiazkow sktadata si¢ z dwoch serii
potencjalnych substratow ludzkiej Cat C o wzorach ogolnych Gly-Phe-Y oraz Thi-Phe-Y,
gdzie Thi to f-(2-tienylo)-alanina, a Y jeden z siedmiu fluoroforow z grupy kumaryn lub
chinolinondéw. Sekwencje dipeptydow zostaty wybrane w oparciu o cze§ciowo juz poznang
specyficzno$¢ substratowa ludzkiej katepsyny C oraz na podstawie sekwencji silnego i1
selektywnego inhibitora tego enzymu, Thi-Phe-CN. Synteza wigkszosci zwigzkow zostata
przeprowadzona w roztworze z zastosowaniem strategii Boc oraz silnego s$rodka
sprzggajacego HATU. Wyjatkiem byta synteza zwiazkdéw zawierajacych 7-amino-4-
karbamoilometylokumaryng¢ (ACC), ktora zostala przeprowadzona w fazie stalej z
zastosowaniem strategii Fmoc. Otrzymane zwigzki zostaly oczyszczone z wykorzystaniem
kolumnowej chromatografii cieczowej na zelu krzemionkowym. Czysto$¢ zwigzkow zostata
okreslona przy pomocy analizy RP-HPLC, a ich masy czasteczkowe potwierdzone przez

spektrometri¢ mas.



Otrzymane zwiazki zostaly poddane badaniom enzymatycznym z rekombinowang
ludzka Cat C oraz rekombinowang ludzka katepsyng L (Cat L), ktora byta stosowana do
aktywacji proenzymu Cat C. Wyniki pokazuja, ze zwigzki o wzorze ogélnym Thi-Phe-Y,
zaprojektowane na podstawie struktury silnego i1 specyficznego inhibitora ludzkiej Cat C, sg
efektywnie hydrolizowane przez Cat C i1 wykazuja wigksze powinowactwo do tego enzymu
niz zwiazki z serii Gly-Phe-Y. Zréznicowana budowa chemiczna zastosowanych fluoroforow
pozwolila na zbadanie jej wplywu na szybko$¢ proteolizy omawianych substratow.
Zaobserwowatam, ze najszybciej hydrolizowane sg cztery substraty zawierajace grupe
metylowg oraz propylowa w pozycji 4 pierScienia kumaryny badz chinolinonu. Zwigzki te
poddatam badaniom kinetycznym z Cat C, podczas ktérych wyznaczytlam warto$ci stalej
Michaelisa (Ky), statej katalitycznej (kcat) oraz statej specyficznosci (ke./Ky) w buforze MES
o pH 6. Najbardziej specyficznym substratem Cat C okazat si¢ Thi-Phe-APC (gdzie APC to
7-amino-3-propylokumaryna) ze stalg specyficznosci réwnag (1,65+0,02)x10° M'xs'. W celu
oceny selektywno$ci najbardziej specyficznego substratu Cat C, byl on inkubowany w
buforze w obecnos$ci kazdej z cysteinowych katepsyn: C, L, B, V, K, S i X. Niestety
otrzymany substrat ulegal proteolizie nie tylko pod wptywem Cat C, ale takze Cat L, B, K 1 X.

Kolejng zaprojektowang i zsyntetyzowana grupa zwiazkow byty peptydomimetyki
zawierajace donor i akceptor fluorescencji o wzorach ogoélnych ABZ-Bip-X-Tyr(NO,)-NH,,
gdzie X to biatkowe reszty aminokwasowe z wyjatkiem Cys, ABZ to kwas o-
aminobenzoesowy (donor fluorescencji), a Tyr(NO,) to 3-nitro-L-tyrozyna (akceptor
fluorescencji). Ta grupa zwigzkdéw zostata zaprojektowana z mysla o opracowaniu na jej
podstawie pierwszych substratow FRET Cat C. Wyniki wstepnych badan enzymatycznych
pokazaty, ze zwiazki te sa odporne na proteolize w obecnosci Cat C, natomiast sg efektywnie
hydrolizowane w obecnosci Cat L. Na podstawie sekwencji najlepszego substratu z serii,
ABZ-Bip-Arg-Tyr(3-NO,)-NH,, zaprojektowalam 1 zsyntetyzowalam dwie kolejne serie
peptydow FRET o wzorach ogoélnych ABZ-Bip-Arg-X;'-Tyr(NO;)-NH, oraz ABZ-Bip-
Arg-Ala-X,'-Tyr(NO)-NH; (gdzie X;' i X,' to bialkowe reszty aminokwasowe z wyjatkiem
Cys), ktore pozwolity na zbadanie specyficznosci substratowej Cat L w pozycjach
nieprimowanych P’ oraz P,’, a takze na uzyskanie selektywnego i czulego substratu ABZ-
Bip-Arg-Ala-GIn-Tyr(3-NO,)-NH,. Synteza wszystkich zwigzkéw zostala wykonana
manualnie w fazie stalej, z wykorzystaniem strategii Fmoc. Czystos¢ zwigzkéw zostata
okreslona przy pomocy analizy RP-HPLC, a masy czasteczkowe otrzymanych zwigzkow

zostaly potwierdzone przez spektrometri¢ mas.



Wybrane substraty z serii heksapeptydow ABZ-Bip-Arg-Ala-X,'-Tyr(NO;)-NH;
poddatam badaniom kinetycznym, a nastgpnie wyznaczytam ich limity detekcji oraz
oznaczalno$ci. Substrat ABZ-Bip-Arg-Ala-GIn-Tyr(3-NO;)-NH, zostal wykorzystany do
zmierzenia aktywno$ci Cat L w lizatach komoérek czerniaka ztosliwego oraz poréwnania z
aktywnos$cig w komorkach fibroblastow oraz keratynocytow. Wyniki pokazaty, ze aktywnos¢

enzymu jest 0 40% wyzsza w komodrkach nowotworowych niz w zdrowych komarkach.

Nastepng zaprojektowang grupa zwigzkow byly substraty FRET Cat C o wzorze
og6lnym: Thi-Ala(Mca)-X;'-Tyr(3-NO;)-NH,, gdzie X’ to biatkowe reszty aminokwasowe
z wyjatkiem Cys. Zaprojektowane zwigzki zostaly zsyntetyzowane manualnie w fazie statej z
wykorzystaniem strategii Fmoc. Czysto$¢ zwigzkéw zostata okreslona przy pomocy analizy
RP-HPLC, a masy czasteczkowe otrzymanych zwiazkéw zostalty potwierdzone przez
spektrometri¢ mas. Przeprowadzone badania enzymatyczne z rekombinowang ludzka Cat C
pokazaty, ze otrzymane zwigzki ulegaja proteolizie w obecnosci enzymu. Na bazie
efektywnie hydrolizowanego 1 selektywnego substratu Thi-Ala(Mca)-Ser-Tyr(3-NO;)-NHa,
zaprojektowatam 1 zsyntetyzowatam kolejng seri¢ peptydow FRET, w ktorej tancuch
peptydowy zostal wydtuzony o kolejng resztg aminokwasowa: Thi-Ala(Mca)-Ser-X,'-Tyr(3-
NO;)-NH; (X,' to bialkowe reszty aminokwasowe z wyjatkiem Cys). Substraty Thi-
Ala(Mca)-Ser-Gly-Tyr(3-NO,)-NH, oraz Thi-Ala(Mca)-Ser-GIn-Tyr(3-NO,)-NH, zostaly
poddane badaniom kinetycznym w buforach o pH 5 1 6. Warto$ci wyznaczonych parametrow
poréwnatam z warto$ciami otrzymanymi dla krétszych substratéw Cat C: Thi-Phe-AMC oraz
Thi-Ala(Mca)-Ser-Tyr(3-NO,)-NH,. Wyniki pokazaty, ze wydtuzenie tancucha peptydowego
do 5 reszt aminokwasowych spowodowalo 2-3-krotny wzrost liczby obrotow enzymu,
natomiast nie miato duzego wpltywu na powinowactwo do Cat C. Badanie selektywnosci
substratow zawierajacych odpowiednio Gly i Gln w pozycji P,' pokazato, ze oba zwiazki
ulegaty proteolizie pod wptywem Cat C oraz Cat B, przy czym wartosci statej specyficzno$ci

wyznaczone przeze mnie dla substratow z Cat B byly ok. 15-20 razy mniejsze.

Otrzymany substrat Cat C, Thi-Ala(Mca)-Ser-Gly-Tyr(3-NO,)-NH,, zastosowalam do
pomiaru aktywnosci enzymu w roznych probkach biologicznych, ktére sg bogatym zrodiem
Cat C, takich jak lizat ludzkich neutrofili, lizaty wybranych linii komoérkowych, czy
zageszczony mocz. Substrat ten uzytam rowniez do okre$lenia stezenia aktywnej Cat C w
ptynach z ptukania oskrzelowo-pgcherzykowego, ktére pochodzity od pacjentow cierpigcych
na choroby zapalne uktadu oddechowego: histiocytoze X 1 zluszczajagce $Srodmigzszowe

zapalenie pluc, ktére charakteryzuja si¢ obecnoscig duzej ilosci makrofagow.



Badania enzymatyczne zwigzkéw  wchodzacych w  sklad dwoch  serii
peptydomimetykoéw pozwolilty mi na zbadanie specyficznos$ci substratowej S’ ludzkiej Cat C.
Otrzymane zwigzki byty inkubowane z rekombinowang Cat C w buforach o ré6znych pH: 5,0,
6,0 1 7,4. Wyniki pokazaty, ze specyficznos¢ Cat C zalezy od pH 1 jest najmniejsza w pH 5,
czyli w $rodowisku lekko kwasnym, w ktérym enzym odpowiada za degradacj¢ bialek w
lizosomach oraz aktywacj¢ proenzyméw. Cat C wykazuje najwigksze powinowactwo do
substratow zawierajacych w pozycjach P;' oraz P,' polarne, zasadowe oraz male alifatyczne
reszty aminokwasowe, co wyraznie wida¢ analizujac dane otrzymane podczas pomiarow

wykonanych w buforach o pH 6 oraz 7,4.

W drugiej cze$ci mojej pracy doktorskiej zajetam si¢ projektowaniem i syntezg
nowych inhibitorow Cat C. Otrzymalam dwie serie nitryli dipeptyddéw. Pierwsza z nich
skladala si¢ z diastereoizomerdéw silnego oraz selektywnego inhibitora Cat C, Thi-Phe-CN.
Badania przeprowadzone przez Guay i wspolpracownikow wykazaty, ze Thi-Phe-CN silnie
hamuje Cat C (IC50=0,9+0,3 nM), ale w warunkach in vivo jest nietrwaly 1 bardzo szybko
ulega hydrolizie, co wyklucza jego stosowanie w terapii. Moim celem byto zbadanie wptywu
konfiguracji centréw asymetrii inhibitoréw na hamowanie aktywnosci katepsyny C oraz na
ich trwato§¢ w plynach ustrojowych. Diastereoizomery nitrylu f-(2-tienylo)-
alanylofenyloalaniny otrzymatam w wyniku reakcji sprzegania
Boc-f-(2-tienylo)-L- lub D-alaniny z nitrylem L- lub D-fenyloalaniny. Otrzymane nitryle
zostaly oczyszczone z wykorzystaniem RP-HPLC. Masa czgsteczkowa otrzymanych
zwigzkow zostata potwierdzona metoda spektrometrii mas. Wptyw konfiguracji przestrzenne;j
inhibitorow na sitle hamowania aktywnosci ludzkiej Cat C zbadalam w dwodch uktadach
modelowych: lizatach ludzkich neutrofili oraz w moczu. W czasie badan substrat Gly-Phe-
AMC byl inkubowany w kazdym uktadzie modelowym bez oraz w obecnosci nitrylu. Jako
kontrole pozytywna stosowalam silny nieodwracalny inhibitor Cat C- Gly-Phe-CHN,.
Przeprowadzone badania wykazaty, Zze wszystkie diastereoizomery nitrylu pS-(2-tienylo)-
alanylofenyloalaniny wykazujg aktywno$¢ inhibitorowa wobec ludzkiej Cat C. Sposrod
zwigzkow posiadajagcych w czasteczce reszty aminokwasowe o konfiguracji D najwigkszg
aktywno$¢ zardwno w lizatach ludzkich neutrofili jak i w prébkach moczu wykazywat izomer
Thi-D-Phe-CN, co wskazuje na to, ze o wysokiej aktywnos$ci inhibitorowej tych zwigzkéw
decyduje konfiguracja przestrzenna reszty aminokwasowej inhibitora w pozycji P, Kolejnym
zadaniem drugiej czesci projektu bylo poréwnanie trwaloSci otrzymanych zwiazkéw w

uktadach biologicznych. W celu zbadania stabilnosci proteolitycznej otrzymanych nitryli,



zwiazki te byty inkubowane w ludzkim osoczu, a nastgpnie po uptywie odpowiedniego czasu
poddawane analizie RP-HPLC. Badania wykazaty, ze wyjSciowy nitryl Thi-Phe-CN ulegat
calkowitej hydrolizie w ciaggu 3 godzin, natomiast pozostale diastereoizomery, zawierajace w
czasteczce reszty aminokwasowe o konfiguracji D, okazaty si¢ odporne na proteolize. Thi-D-
Phe-CN, jako najsilniejszy inhibitor odporny na proteolize¢, znalazt zastosowanie w kontroli
aktywnos$ci Cat C w analizach, ktorych celem byt pomiar aktywnosci enzymu w prébkach

plwocin pobranych od pacjentéw chorujacych na mukowiscydoze.

Biorac pod uwage fakt, ze nitryle dipeptydéw naleza do najsilniejszych
niskoczgsteczkowych inhibitorow tego enzymu, zaprojektowatam i1 syntetyzowalam takze
druga seri¢ dipeptydylowych nitryli o wzorze ogdélnym Thi-X-CN, gdzie X to jedna z
czterech zasadowych reszt aminokwasowych, Dap, Dab, Orn i Lys, r6zniacych si¢ liczbg grup
—CH,- w tancuchu bocznym (Dap- kwas 2,3-diaminopropanowy, Dab- kwas 2,4-
diaminobutanowy). Otrzymane zwiazki pozwolity mi na zbadanie wpltywu obecnosci
dodatnio natadowanej grupy funkcyjnej w pozycji P; na powinowactwo nitrylu dipeptydu do
ludzkiej Cat C oraz tego w jaki sposob efekt ten zalezy od wielkosci tancucha bocznego
reszty aminokwasowej. Punktem wyj$ciowym syntezy zwigzkoéw z serii zasadowych nitryli,
byly nastepujace pochodne aminokwasowe: Z-Dap(Boc), Z-Dab(Boc), Z-Orn(Boc) oraz Boc-
Lys(Fmoc), z ktorych w pierwszej kolejnosci otrzymatam Boc-chronione dipeptydy o wzorze
ogbélnym Boc-Thi-X(Boc). W kolejnym kroku, dipeptydy zostaly przeprowadzone w amidy
(Boc-Thi-X(Boc)-NH;), a nastgpnie w nitryle w wyniku reakcji dehydratacji amidow pod
wplywem bezwodnika kwasu trifluorooctowego w obecnosci trietyloaminy. Koncowe
produkty, po zdjeciu ostony Boc, zostaly oczyszczone z wykorzystaniem RP-HPLC.
Aktywnos$¢ otrzymanych zwigzkow zbadalam wobec rekombinowanej ludzkiej Cat C i1
poroéwnatam z aktywnoscig Thi-Phe-CN. Wszystkie otrzymane nitryle hamowaty aktywnos¢
Cat C. Zaobserwowalam wzrost sity hamowania enzymu wraz z dlugos$cia tancucha bocznego
reszty aminokwasowej. Thi-Lys-CN byl najsilniejszym inhibitorem Cat C w ramach serii, ale

stabiej hamowat aktywno$¢ Cat C niz Thi-Phe-CN.



