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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

»Badanie specyficznosci ludzkiego proteasomu metodami chemii kombinatorycznej”

Proteasom jest multikatalitycznym kompleksem endopeptydazy (EC 3.4.25.1), ktory
wystepuje we wszystkich zywych organizmach, zarowno Eucaryota, jak i Procaryota. Jego zadanie
polega na proteolitycznej degradacji niefunkcjonalnych, nieprawidtowo zbudowanych lub
uszkodzonych biatek komorkowych. W zwigzku z tym enzym petni kluczowa rolg w regulacji cyklu
komoérkowego, apoptozy czy angiogenezy, a jego niewlasciwe funkcjonowanie moze by¢ przyczyna
chordéb, w tym nowotworow.

Proteasom 20S jest zdolny do hydrolizy niemal kazdego wigzania peptydowego w obrebie
biatka. Taka roznorodnos¢ katalityczna spowodowana jest obecno$cig trzech specyficzno$ci
substratowych posrdd aktywnych enzymatycznie podjednostek . Podjednostki B1 przeprowadzaja
hydroliz¢ wigzania peptydowego wystepujacego po reszcie aminokwasowej z kwasnym tancuchem
bocznym (kwas asparaginowy, kwas glutaminowy). Specyficzno$¢ ta zostata nazwana kaspazowa
(ang. caspase-like specificity), badz peptydylo-glutamylowa hydrolizujaca peptydy (ang. peptidyl-
glutamyl peptide hydrolizing, PGPH). Podjednostki B2 posiadaja zdolnos¢ hydrolizy wigzan
peptydowych wystepujacych po karboksylowej stronie reszt aminokwasowych z zasadowym
tancuchem bocznym (lizyna, arginina). Aktywnos¢ ta okreslana jest jako trypsynowa (ang. trypsin-like
specificity). Z kolei podjednostki 5 wykazujg specyficznos¢ chymotrypsynows (ang. chymotrypsin-
like specificity), gdyz za ich posrednictwem hydrolizowane jest wigzanie peptydowe wystepujace po
resztach aminokwasowych z rozbudowanym, hydrofobowym tancuchem bocznym (tyrozyna,
fenyloalanina).

W ramach prezentowanej rozprawy doktorskiej zajmowatam si¢ poszukiwaniem nowych,
peptydowych substratéw ludzkiego proteasomu 20S, niezaleznie dla trzech specyficznosci
katalitycznych, jakie wykazuje: trypsynowej, chymotrypsynowej i kaspazowej. Wartym podkreslenia
jest fakt, ze analizie zostal poddany rejon czasteczki substratu do tej pory nie poddany badaniom. W
literaturze $wiatowej nie odnotowatam zadnych danych na temat specyficzno$ci proteasomu w
pozycjach znajdujacych si¢ po C-koficowej stronie hydrolizowanego lancucha peptydowego (wg.

notacji Schechtera i Bergera tzw. pozycje nieprimowane).



W pierwszej czesci pracy zaprojektowalam i zsyntetyzowalam trzy biblioteki tetrapeptydowe,
zawierajace substraty fluorescencyjne i chromogeniczne ludzkiego proteasomu 20S. Ogoélny wzor
biblioteki przedstawial si¢ nastgpujaco: ABZ-X;-X3-X-X;-ANB-NH,, gdzie ABZ to kwas 2-
aminobenzoesowy (donor fluorescencji), ANB-NH, - amid kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego
(akceptor fluorescencji), w pozycje X, do X, wprowadzitam wszystkie aminokwasy proteinogenne (z
wyjatkiem Cys). Kazda z bibliotek posiadata inne reszty aminokwasowe w pozycji X;: dla
podjednostki trypsynowej byly to Arg i Lys, chymotrypsynowej - Tyr, Phe, a kaspazowej byt to Glu i
Asp. Synteze¢ wykonatam na no$niku stalym z zastosowaniem metody chemii kombinatorycznej
»porcjowania i laczenia”. W wyniku dekonwolucji metoda iteracyjng w roztworze
wyselekcjonowatam 3 substraty zoptymalizowane w pozycjach nieprimowanych:

= podjednostka chymotrypsynowa: ABZ-Val-Val-Ser-Tyr-ANB-NH,;

= podjednostka trypsynowa: ABZ-Val-Val-Ser-Arg-ANB-NH,;

= podjednostka kaspazowa: ABZ-lle-Leu-Met-Asp-ANB-NH,.
W nastgpnym kroku otrzymane sekwencje wykorzystatam do syntezy bibliotek, tym razem
heptapeptydowych, ktore pozwolity mi na optymalizacj¢ pozycji primowanych. Biblioteka o wzorze:
ABZ-, sekwencja dla pozycji nieprimowanych”-X;’-X,’-X3’-Tyr(3-NO,)-NH,, zawierata amid 3-nitro-
L-tyrozyny jako akceptor fluorescencji, z kolei w zmienne pozycje X;’-X3” wprowadzitam 19
aminokwasow biatkowych z wyjatkiem cysteiny. Badania enzymatyczne otrzymanych bibliotek
skutkowaty czterema substratami specyficznymi wobec poszczegolnych aktywnos$ci proteasomu 20S:

= podjednostka chymotrypsynowa: ABZ-Val-Val-Ser-Tyr-Ala-Met-Gly-Tyr(3-NO,)-NH,;

= podjednostka trypsynowa: ABZ-Val-Val-Ser-Arg-Ser-Leu-Gly-Tyr(3-NO,)-NH,,

ABZ-Val-Val-Ser-Arg-Ala-Phe-Phe-Tyr(3-NO,)-NH,;

= podjednostka kaspazowa: ABZ-lle-Leu-Met-Asp- Ala-Met-Gly-Tyr(3-NO,)-NH,.
Wyselekcjonowane substraty dla podjednostki chymotrypsynowej i trypsynowej poddatam dalszym
modyfikacjom, uzyskujac 24 analogi. Ustalitam, ze podstawienie reszty Tyr w substracie ABZ-Val-
Val-Ser-Tyr-Ala-Met-Gly-Tyr(3-NO,)-NH,, reszta 4-guanidylo-L-fenyloalaniny (GNF), doprowadzito
do odkrycia substratu selektywnego wobec podjednostki trypsynowej. Okazato si¢, ze peptyd ten
charakteryzuje si¢ najwigkszym powinowactwem wzgledem ludzkiego proteasomu 20S sposrod
wszystkich otrzymanych analogéw. Poprawno$¢ przeprowadzonych syntez zostala okreslona przy
pomocy analizy RP-HPLC, a masy czasteczkowe otrzymanych bibliotek i zwigzkow potwierdzitam
przez spektrometri¢ mas.

W kolejnej czesci mojej pracy doktorskiej zajetam si¢ badaniami enzymatycznymi probek
biologicznych na obecnos$¢ proteasomu. Do eksperymentéw wybralam zoptymalizowne substraty,
charakteryzujace si¢ najlepszymi parametrami kinetycznymi. Dzigki wspotpracy z prof. dr hab. Joanng
Chorostowska-Wynimko z Instytutu Gruzlicy i Chorob Pluc w Warszawie, a takze dr hab. Ewa
Gorodkiewicz z Wydzialu Chemii Uniwersytetu w Bialymstoku, bylam w stanie przebada¢ probki

moczu 0sOb cierpigcych na nowotwor pecherza, a takze osocza pacjentdw chorych na nowotwor ptuc.



W wyniku przeprowadzonych badan potwierdzitam obecnos¢ proteasomu u oséb ze stwierdzong
choroba nowotworowa pecherza moczowego. Dodatkowo okazato si¢, ze mocz jest bardziej
przydatnym materiatem do badan niz osocze, ze wzgledu na mniejszg ilo$¢ innych enzymow, ktore
oprocz proteasomu rowniez mogg hydrolizowaé¢ analizowane substraty. W efekcie otrzymatam
substraty fluorescencyjne, mogace posluzy¢ jako narzedzia diagnostyczne w chorobach
nowotworowych, ktorych markerem jest podwyzszona aktywno$¢ proteasomu, a jeden z nich stat sig

przedmiotem zgloszenia patentowego.



