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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIE]

Zastosowanie metod chemii kombinatorycznej w charakterystyce wybranych
proteinaz serynowych

Kluczowym elementem opisujacym proteazy jest ich zdolno$¢ do rozpoznawania
1 hydrolizowania substratéw o okreslonej sekwenciji aminokwasowej. Na przestrzeni ostatnich lat
rozwinglo si¢ wiele metod chemicznych 1 biochemicznych wykorzystujacych substraty
fluorescencyjne otrzymane na drodze syntezy chemicznej, ktore pozwalaja okreslic specyficznosé
substratowsa oraz oceni¢ aktywno$ci enzymatyczng danej proteazy w réznych warunkach
srodowiska reakcji. Identyfikacja i optymalizacja takich zwiazkéw daje ogromne mozliwosdci m.in.

w projektowaniu nowej generacji inhibitoréw badz markeréw tych enzyméw.

Obiektem prowadzonych przeze mnie badan w ramach niniejszej dysertacji byly enzymy
proteolityczne znajdujace si¢ w ziarnistosciach cytoplazmatycznych komérek neutrofilii, nalezace
do rodziny proteinaz serynowych o wspolnej nazwie neutrofilne proteinazy serynowe (NSPs,
ang. Neutrophil Serine Proteinases). Nadmierna ekspresja tych enzyméw lub niedobér ich
endogennych inhibitoréw moze prowadzi¢ w organizmie ludzkim do powstawania powaznych

stanow patologicznych.

Celem mojej pracy doktorskiej byla synteza substratéw fluorescencyjnych opierajacych
si¢ zjawisku wewnatrzczasteczkowego rezonansowego przeniesienia energii (substraty FRET,
ang. Forster Resonance Energy Transfer) dla trzech czlonkéw z rodziny NSPs: proteinazy 3
(PR3), ludzkiej elastazy neutrofilnej (HNE) i nowoodkrytej czwartej neutrofilowej proteinazy
serynowej (NSP4), z wykorzystaniem metod chemii kombinatorycznej. Chemiczng synteze
bibliotek peptydowych przeprowadzitam metoda porcjowania i laczenia (ang. split and mix)
uzywajac zywicy polimerowej chemicznie modyfikowanej jako nosnika stalego. Sekwencje
peptydéw zoptymalizowalam w pozycjach nieprimowanych (numeracja reszt aminokwasowych

w kierunku N-konca Py, P,, P;) oraz primowanych (numeracja reszt aminokwasowych w kierunku



C-konca P, P, Py) zgodnie nomenklatura modelu Schechtera i Bergera W pierwszej kolejnosci
przeanalizowalam specyficzno$¢ S-substratowa proteinaz (ang. S-subsite specificity) projektujac
biblioteki peptydowe o ogdlnym wzorze ABZ-X,-X,-X;-ANB-NH, (dla NSP4 dodatkowo
pozycja X,), gdzie pare FRET stanowily odpowiednio kwas 2-aminobenzoesowy (donor
fluorescencji) oraz amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego (akceptor fluorescencji). W wyniku
przeprowadzonych kolejnych etapéw dekonwolucji metody iteracyjng w roztworze otrzymalam
sekwencje peptydowe, ktére najwydajniej ulegaly hydrolizie enzymatycznej pod wplywem
badanej NSP: dla HNE — ABZ-Met-Pro-Val-ANB-NH,, dla ludzkiej NSP4 — ABZ-Met-Phe-
Pro-Arg-ANB-NH, oraz dla mysiej NSP4 — ABZ-Met-Val-Pro-Arg-ANB-NH,. Ww. zwigzki
postuzyly mi nastgpnie do zaprojektowania substratéw umozliwiajacych przesledzenie
specyficznosei S -substratowej badanych proteinaz (ang. S’-subsite specificity). Ogolny wzor
sekwencji bibliotek peptydowych wygladal nastepujaco: ABZ-peptyd-X,’-X,-X,-Tyr(3-NO,)-
NH,, gdzie sekwencje ,,peptydéw” zostaly wybrane dla kazdego z enzyméw w wyniku
optymalizacji pozycji nieprimowanych. Do zaprojektowania nowego substratu dla PR3
o zwigkszonej selektywnosci, w ktorym umiescitam trzy kolejne zmienne pozycje primowane,
zdecydowalam si¢ wykorzysta¢ wczesniej otrzymang w naszym zespole sekwencje ABZ-Tyr-Tyr-
Abu-ANB-NH,. Tym razem jako donor/akceptor fluorescencji zastosowatam pare ABZ/Tyr(3-
NO,)-NH, (amid 3-nitro-L-tyrozyny), poniewaz wykazuje ona transfer energii dalekiego zasiggu

(powyzej pieciu reszt aminokwasowych).

W wyniku przeprowadzonych dekonwolucji ww. bibliotek peptydowych metoda

iteracyjna w roztworze otrzymalam nast¢pujace sekwencje dla kazdej z badanych proteinaz

serynowych:

e dla PR3 ABZ-Tyr-Tyr-Abu-Asn-Glu-Pro-Tyr(3-NO,)-NH,,

e dla HNE ABZ-Met-Pro-Val-Ala-Trp-Glu- Tyr(3-NO,)-NH,,

e dlaludzkiej NSP4 ABZ-Met-Phe-Pro-Arg-Thr-Leu-Gly-Tyr(3-NO,)-NH,,
e dla mysiej NSP4 ABZ-Met-Val-Pro-Arg-Ser-Ala-Tyr- Tyr(3-NO,)-NH,,

ktore ulegaly wydajnej hydrolizie enzymatycznej pod wplywem dedykowanego enzymu.

W pracach, do analizy ww. bibliotek peptydowych oraz wyselekcjonowanych substratéw
wykorzystalam metody spektrometrii mas (MALDI-TOF) oraz wysokosprawnej chromatografii
cieczowej w ukladzie faz odwréconych (RP-HPLC). Dokonatam charakterystyki jonu masowego
widm MS wykorzystujac w tym celu zaprojektowana (we wspolpracy ze Stefanem Popowem)

aplikacje KomBi Kreator. Wyznaczone sekwencje substratéw poddatam testom aktywnosci



enzymatycznej wyznaczajac dla nich parametry kinetyczne (stale: katalityczna k_,, Michaelisa K,

catd>

i specyficznosci reakcji k., /K,). Przeanalizowalam wplyw wydluzenia tafdcucha peptydowego
substratow o pozycje primowane (wzgledem wyjsciowych analogéw) na sprawnos$¢ katalityczng
kazdej za badanych proteinaz. Dokonalam identyfikacji miejsca proteolizy dla kazdego
z ww. substratéw oraz sprawdzilam ich podatnos$¢ na hydroliz¢ enzymatyczng wobec wszystkich

czlonkéw NSPs. Okreslitam wplyw pH srodowiska reakcji na aktywnosé badanych proteinaz.

Ostatnim  krokiem mojej pracy bylo wykorzystanie zaprojektowanych zwigzkow
do pomiaru stezenia 1 oceny aktywnosci ludzkich NSPs na poziomie molekularnym w materiale
biologicznym, ktéry stanowily: lizaty komoérkowe, osocza, surowice, plyny z plukania
oskrzelowo-pecherzykowego (BAL, ang. bronchoalveolar lavage), itp. pochodzace od pacjentéw
cierpiacych na schorzenia zwigzane z dysfunkcja tych enzyméw badz niedoborem ich

endogennego inhibitora alfa-1 antytrypsyny (A1AT, A1-Pi).



