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»Miedzyczasteczkowe mostki disulfidowe: zastosowanie w badaniu mechanizmu
splicingu peptydowego katalizowanego przez proteinazy i w syntezie koniugatow
peptydowych”

W latach 90-tych naukowcy odkryli proces splicingu biatkowego zachodzacy
w segmentach biatkowych, nazwanych inteinami (ang. internal protein) [1]. Sq to fragmenty,
wystepujace wewnatrz biatka, ktére autokatalitycznie wycinajq sie z prekursora biatkowego
w procesie potranslacyjnym. W 2004 roku zostal odkryty proces splicingu peptydowego,
ktéry zostat zdefiniowany jako tworzenie peptydu z dwoch fragmentow, ktére zostalty wyciete
i polaczone w proteasomie z wiekszego polipeptydu [2,3]. Colgrave i wspoét. [4] i Legowska
i wspol. [5] wykazali, ze analogi SFTI-1, podczas inkubacji z odpowiednimi proteinazami,
ulegaja procesowi splicingu. W wyniku oddzialywania z trypsyng i/albo chymotrypsyna,
w analogach SFTI-1 zawierajacych dwa miejsca reaktywne nastepuje proteolityczne
rozszczepienie tych dwéch miejsc, usuniecie fragmentu Srodkowego i resynteza jednego
miejsca reaktywnego, w efekcie czego powstaje monocykliczny SFTI-1 lub jego analog
[Phe®]SFTI-1 [5]. Poniewaz zachodzacy w analogach SFTI-1 splicing peptydowy wydaje sie
podobny do tego, ktéry ma miejsce w proteasomie, postanowitam zweryfikowac te teorie.
Jako narzedzie w badaniu mechanizmu splicingu peptydowego zaprojektowatam
i otrzymatam serie peptydéw zbudowanych z N- i C-koncowego fragmentu SFTI-1 lub ich
analogow, polaczonych miedzyczasteczkowym wigzaniem disulfidowym [6,7]. W wyniku ich
inkubacji z odpowiednim enzymem, zaobserwowalam tworzenie nowego wigzania
peptydowego i powstanie monocyklicznego SFTI-1. Otrzymane wyniki potwierdzitam przy
pomocy HPLC i spektrometrii mas oraz dodatkowo przy pomocy badan
rentgenostrukturalnych, ktérych nie wykorzystywano wczesniej w badaniach mechanizmu
splicingu. Ponadto, przy uzyciu znakowanej wody H,'®0, udowodnitam, ze podobnie jak
w proteasomie, proces splicingu peptydowego katalizowany przez proteinazy serynowe

zachodzi wg mechanizmu bezposredniej transpeptydacji [7].

Kolejnym celem mojej pracy bylo otrzymanie biokoniugatbw peptydowych
wybranych fragmentéw Katelicydyn: [AcCys']CAP11(1-18m2) oraz PcCATH-1 z nystatyng
oraz chimer peptydowych o potencjalnej aktywnoSci przeciwdrobnoustrojowej, zawierajacych
dwa tancuchy peptydowe potaczone wigzaniem izopeptydowym lub disulfidowym. W kazdej

z chimer jednym ze skladnikéw jest ludzka laktoferampina (LFampH), bedaca fragmentem



268-284 laktoferyny, endogennego biatka z grupy transferryn. Drugim skiadnikiem chimer
jest modyfikowany fragment 15-29 ludzkiego peptydu neutrofilnego 1 (HNP-1) nalezacego
do rodziny a-defensyn, badz jego analog. Wszystkie te peptydy wykazuja szerokie spektrum
aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej oraz hamuja aktywno$¢ odwrotnej transkryptazy
i integrazy HIV-1 [8]. Aby umozliwi¢ poréwnanie aktywnosci chimer z aktywnoScia
tworzacych je peptydow, przeprowadzitam rowniez ich syntezy. W przypadku zaplanowanych
biokoniugatéw, lacznikiem miedzy nystatyng a peptydem jest mostek disulfidowy.
Ugrupowanie takie wrazliwe jest na warunki redukujace panujace w komdrkach. Tym samym
oba biologicznie aktywne sktadniki koniugatu moglyby ulega¢ selektywnemu uwalnianiu w
komorkach docelowych. Jako lacznikow w syntezie koniugatow katelicydyn

z nystatyng uzytam kwasu 4-(pirydyno-2-disulfonylo)butanowego i reagenta Lomant’a (DSP).
Przetestowalam wiele drog syntezy koniugatow peptyd—-nystatyna. Dwie z nich (opisane
w pracy) okazaly sie wprawdzie skuteczne, otrzymatam zaplanowane koniugaty, ale uzyskana
wydajnos¢ byla bardzo mata. Natomiast synteza zaplanowanych chimer peptydowych,
w ktorych peptydy je budujace zostaly potaczone wigzaniem izopeptydowym, przebiegta bez
wiekszych probleméw z zadowalajaca wydajnosScig. Warto tu wspomnie¢, Ze zastosowana
przeze mnie w ich syntezie pochodna Fmoc-Lys(Mtt) mimo, Ze taiisza niz Fmoc-Lys(ivDde),
nie jest powszechnie stosowana w tego typu syntezie, w zwigzku z problemami zwigzanymi
z jej usuwaniem. Opracowatam jednak skuteczny sposéb jej zdejmowania i to umozliwito mi
jej zastosowanie, bez narazenia si¢ na straty wydajnosci. Optymalizacja metod tworzenia
miedzyczasteczkowego wigzania disulfidowego pozwolila réwniez na otrzymanie chimery

peptydowej, w ktorej oba sktadowe peptydy byly nim potaczone.
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