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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

»Analogi SFTI-1 ulegajqce splicingowi peptydowemu, jako wektory do wprowadzania
peptydow o aktywnosci cytotoksycznej lub sond fluorescencyjnych”

Inhibitor trypsyny SFTI-1, wyizolowany z nasion stonecznika, stanowi jeden z
najczesciej badanych peptydowych inhibitorow proteinaz serynowych [1]. Nalezy do
najmniejszych i  najsilniejszych  inhibitorow rodziny = Bowmana-Birki  [2].
Jego miejsce reaktywne P;-P,’ zlokalizowane jest miedzy reszta Lys® i Ser’, ktore
odpowiadaja w znacznym stopniu za specyficzno$¢ tego inhibitora [1]. Ze wzgledu na swoja
budowe i silne wiasciwosci inhibitorowe, SFTI-1 stanowi doskonala strukture wyjsciowa do
projektowania nowych zwiazkow o wilasciwosciach terapeutycznych.

W ostatniej dekadzie odkryto, Ze w proteasomie dochodzi do powstania
immunogennych peptydow, o sekwencjach réznych od struktury pierwszorzedowej biatek, z
ktorych powstaly. W wyniku badan okazalo sie, Ze zostaly one utworzone z fragmentow tych
biatek, a proces nazwano splicingiem peptydowym. Odbywa sie on wewnatrz kanatlu czesci
katalitycznej proteasomu [3].

W 2010 r. pracownicy Katedry Biochemii Molekularnej Wydziatu Chemii UG odkryli
proces splicingu peptydowego, ktoremu ulegaja analogi inhibitora trypsyny SFTI-1
zawierajace podwojone sekwencje tego inhibitora [4].

Badania wykazaly, Ze w wyniku inkubacji tych analogéw 2z odpowiednimi
proteinazami serynowymi, nastepuje hydroliza dwoch miejsc reaktywnych, wyciecie
Srodkowego fragmentu peptydowego, a nastepnie resynteza monocyklicznego SFTI-1 lub
jego analogu [Phe’]SFTI-1.

Poznanie mechanizmu tego procesu, a takze ustalenie minimalnych wymagan
(optymalna dhugos¢ tancucha, struktura pierwszorzedowa), jakie powinien spelic¢ srodkowy
fragment peptydu ulegajacy splicingowi, pozwoliloby na zaprojektowanie peptydow
(peptydomimetykéw) o potencjalnych walorach aplikacyjnych. Odpowiednio zaprojektowane

zwiagzki przechodzac preferencyjnie przez blony komoérek nowotworowych lub



mikroorganizméw ulegatyby w ich wnetrzu splicingowi, uwalniajac fragment o okreslonej
funkcji, a tworzacy sie inhibitor proteinaz wzmacniatby jego dziatanie destrukcyjne.

Celem mojej pracy byto zatem zaprojektowanie i zsyntetyzowanie szeregu analogow
SFTI-1 o réznej dlugosci i sekwencji, ktére w uwalnianym w czasie splicingu srodkowym
fragmencie zawieralyby motyw wykazujacy okreSlony profil aktywnosci biologicznej,
umozliwiajacy jego wykorzystanie w terapii lub diagnostyce medycznej (marker
fluorescencyjny emitujacy w wyniku splicingu promieniowanie o $cisle okreslonej dtugosci
fali).

W ramach rozprawy doktorskiej zaprojektowalam i zsyntetyzowalam 20 nowych
analogow SFTI-1, o roznej dlugosci i sekwencji, ktore zawieraly jeden
z cytotoksycznych peptydow: RGD, GRGDNP lub czasteczke/i fluoroforu(éw). Moim
zamiarem byto, aby tak zaprojektowane peptydy, po wniknieciu do komorek ulegaly w ich
wnetrzu proteolizie z uwolnieniem aktywnego peptydu oraz réwnoczesnym utworzeniem
monocyklicznego SFTI-1 - inhibitora trypsyny.

Z szeregu nowych analogow SFTI-1, ulegajacych splicingowi peptydowemu,
wyselekcjonowalam jeden o optymalnej budowie. Ponadto, udowodnitam, ze SFTI-1 stanowi
doskonalg strukture bazowa, pozwalajaca na wprowadzanie peptydow o pozadanej
aktywnosci biologicznej do wnetrza komorki, poprawiajac rownoczesnie ich stabilnos¢, a
takze wptywajac na wzrost ich aktywnosci. Dodatkowo, uzyskatam wyniki Swiadczace o tym,
ze peptydy zawierajace pare FRET stanowia doskonale narzedzie do Sledzenia proteolizy

przebiegajacej wewnatrz komérek i moga miec potencjalne zastosowanie np. w diagnostyce.
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