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Streszczenie rozprawy doktorskiej

»Substraty i niskoczgsteczkowe inhibitory wybranych enzyméw proteolitycznych

z rodziny kalikrein. Synteza chemiczna i badania enzymatyczne.”

mgr Anna Wojtysiak

Enzymy proteolityczne (proteazy) naleza do grupy hydrolaz i katalizuja rozpad
wigzania amidowego w peptydach oraz biatkach w obecnosci wody (proteoliza). Biorac pod
uwagg typ katalizy reakcji, molekularng struktur¢ enzymu, a takze jego indywidualne cechy
dokonano podziatu proteinaz na: aspartylowe, cysteinowe, glutaminowe, asparaginowe,
serynowe, treoninowe, metaloproteazy, mieszane oraz proteazy o nieznanym typie katalizy.
Najliczniejsza grupe wsrdd nich stanowig jednak proteinazy serynowe, ktore w centrum
katalitycznym posiadaja silnie nukleofilowg reszte seryny, w sasiedztwie histydyny i kwasu

asparaginowego.

Przedmiotem prowadzonych przeze mnie badan w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej stata si¢ ludzka tkankowa kalikreina 14 (hK14), ktora stanowi jedng z pigtnastu
proteaz serynowych wchodzacych w sktad rodziny kalikrein. Szczegdlng cechg tej grupy
enzymoéw sg ich wlasciwosci biomarkerowe. Kalikreina 14 nalezy do enzymow, ktorych
ekspresja jest $cisle zalezna od regulacji hormonalnej, a jej podwyzszong aktywno$¢ powigzano
z nowotworami jajnikéw, sutka czy tez gruczolu krokowego. Ponadto, hK14 jest jedng
z kalikrein (obok hK5 i hK7) obecnych w naskorku, gdzie bierze czynny udziat w procesach
jego zluszczania, a nadmierng aktywnos¢ proteolityczng enzymu powigzano z pojawieniem si¢

zespolu Nethertona.

Celem prowadzonych przeze mnie badan nad ludzka tkankowa kalikreing 14 bylo
w poczatkowym etapie poszukiwanie jej selektywnych substratow fluorescencyjnych, dzieki
ktorym bede w stanie odrozni¢ aktywno$¢ badanej kalikreiny od pozostalych enzymow
wywodzacych si¢ z tej rodziny. Z wykorzystaniem chemii kombinatorycznej, dokonatam
charakterystyki substratowej zaréwno w pozycjach nieprimowanych, jak i primowanych

(zgodnie z nomenklaturg wprowadzong przez Schechtera i Bergera). Kalikreinie 14 przypisuje



si¢ trypsynopodobng specyficzno$¢ substratowg, przy czym niektére ze zrodel wskazuja
réwniez na niewielkg preferencje hK14 do hydrolizowania wigzan peptydowych po duzych
hydrofobowych resztach aminokwasowych w pozycji Pi1 (chymotrypsynopodobna
specyficznos¢ substratowa), dlatego moéwi si¢ o jej podwojnej specyficznosci. W zwigzku
z tym, zaprojektowatam biblioteke substratow fluorescencyjnych opartych o zjawisko FRET
0 wzorze ogolnym: ABZ-Xs-X3-X2-Arg-ANB-NH: oraz ABZ-fragment peptydowy-X1’-Xz’-
X3’-Tyr(3-NO2)-NH: (gdzie w pozycje Xz-Xs oraz Xi:—X3’ wprowadzitam 19 réznych
biatkowych reszt aminokwasowych z wylaczeniem cysteiny) i przeprowadzitam proces
dekonwolucji przy zastosowaniu metody iteracyjnej. Otrzymane wyniki, poréwnywatam
z rezultatami otrzymanymi dla innych enzymoéw z tej rodziny. Ponadto, na podstawie

uzyskanych wynikow, zsyntetyzowatam takze najwydajniej hydrolizowany substrat dla hK14.

W kolejnych etapach pracy, zaprojektowatam i zsyntetyzowatam niskoczasteczkowe
inhibitory, ktorych struktura w duzej mierze zostala oparta o wyselekcjonowang w pierwszym
kroku sekwencj¢ substratow tego enzymu (wzor ogélny Biotyna-Xs-Xs-Xz-Arg-CMK lub
Biotyna-020c-Xs-X3-X2-Arg-CMK, gdzie CMK oznacza chlorometyloketon).

Dla wszystkich otrzymanych struktur wyznaczytam parametry Kinetyczne,
a najlepsze zwiazki wykorzystatam do dalszych analiz. W niniejszej rozprawie doktorskiej
przedstawitam mozliwo$¢ zastosowania odpowiednio zmodyfikowanych zwigzkéw, jak
i roznych technik (m.in. metody fluorescencyjne czy elektrochemiczne) do oznaczania
aktywnosci proteolitycznej kalikreiny 14. Ponadto, dzigki wspdipracy z innymi osrodkami
naukowymi sprawdzono zsyntetyzowane przeze mnie zwigzki pod katem wykrywania
aktywnosci hK14 w liniach komodrkowych wywodzacych si¢ z raka prostaty
(LNCaP, ang. lymph node carcinoma of the prostate) oraz w komorkach fibroblastow ludzkiej

skory (HDF, ang. human dermal fibroblasts), uzyskujac jednoczesnie obiecujace rezultaty.

Ostatnim etapem pracy bylo sprawdzenie mozliwosci detekcji aktywnosci
proteolitycznej kalikreiny 14 w probkach biologicznych. Z wykorzystaniem otrzymanych
zwigzkow wykonatam wstepne badania biologiczne na probkach §liny oséb potencjalnie
zdrowych oraz pacjentow cierpigcych na nowotwor $linianek. Obserwowana rdznica przyrostu
fluorescencji w przypadku probek kontrolnych, jak i nowotworowych jest znaczna, co daje
nadziej¢ na mozliwos$¢ uzyskania dobrego narzedzia diagnostycznego w przypadku obecnosci
tego rodzaju nowotworu. Warto jednak podkresli¢, ze analizy majg charakter badan wstgpnych

1 wymagaja dalszej weryfikacji.



