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|. IMIE I NAZWISKO
Dawid Debowski

I1. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE - Z PODANIEM NAZWY, MIEJSCA |
ROKU ICH UZYSKANIA ORAZ TYTULU ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

1. Dyplom doktora nauk chemicznych w dyscyplinie chemia, Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski,
2010. Tytul rozprawy doktorskiej: Peptomeryczne ligandy: ocena specyficznosci w ukladzie inhibitor —
enzym oraz antygen — przeciwciato. Promotorzy: prof. dr hab. Krzysztof Rolka (Wydziat Chemii,
Uniwersytet Gdanski) i dr hab. Marian Kruszynski (Centocor Research&Development Inc., Radnor,
USA).

2. Dyplom magistra ochrony $rodowiska, Wydzial Chemii, Uniwersytet Gdanski, 2005. Tytut pracy
magisterskiej: Proba chemicznej syntezy inhibitora trypsyny CyPTI-1V oraz jego analogu [Ala®]CyPTI-
IV. Opiekun pracy: dr Hanna Miecznikowska (Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski).

I1l. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH

NAUKOWYCH:
2010.05 — obecnie adiunkt, Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski
2009.10 - 2010.04 asystent, Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski

V. WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14

MARCA 2003 r. O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE NAUKOWYM ORAZ O
STOPNIACH I TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016
r. poz. 1311):

A) Tytut osiggniecia naukowego:
PEPTYDOWE INHIBITORY PROTEAZ - PROJEKTOWANIE, CHEMICZNA SYNTEZA,

OCENA AKTYWNOSCI ORAZ ICH WYKORZYSTANIE DO BADANIA MECHANIZMU
PROTEOLIZY

B) Wykaz publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego (chronologiczna kolejno$¢ prac):
H.1. *Debowski D., Lukajtis R., Legowska A., Karna N., Pikula M., Wysocka M., Maliszewska .,
Sienczyk M., Lesner A., Rolka K. Inhibitory and antimicrobial activities of OGTI and HV-BBI peptides,

fragments and analogs derived from amphibian skin Peptides, 35, 276-284 (2012)
IF2012 2,522, 1F2017 2,851, 1Fs.cio lemi 2,761, punkty MNiSW2o16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS = 3



Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspétudziale w planowaniu koncepcji pracy, nadzorowaniu
i koordynowaniu prowadzonych badan - wspotuczestnictwie W projektowaniu sekwencji inhibitorow,
ich syntezie chemicznej i oczyszczaniu, pomiarach ich aktywnosci inhibitorowej wobec trzech proteinaz
serynowych, a takze analizie zebranych wynikow. Odpowiadatem za redakcje manuskryptu,

korespondencje z edytorem oraz przygotowanie odpowiedzi dla recenzentow. Moj wkilad oceniam na:

40%

H.2. “Debowski D. Natural proteinaceous inhibitors of serine proteases Curr. Pharm. Des., 19, 1068-
1084 (2013)

IF2013 3,288, 1F2017 2,757, IFs.cio lemi 2,962, punkty MNiSWy016 30, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS = 1
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaproponowaniu tematyki, dokonaniu przeglgdu
literaturowego, analizie zebranego materiatu, napisaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem oraz

przygotowaniu odpowiedzi dla recenzentow. Moj wktad wyniost 100%

H.3. Karna N., *Debowski D., Gitlin A., L.egowska A., Rolka K. Investigation of peptide splicing using
two-peptide-chained analogues of trypsin inhibitor SFTI-1 FEBS J., 280, 6213-22 (2013)

IF2013 3,986, IF2017 4,53, IFs cio tetni 4,237, punkty MNiSWan16 30, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS =0
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na wspotuczestnictwie w projektowaniu sekwencji analogow
inhibitora SFTI-1, ich syntezie chemicznej (uczestniczytem W opracowywaniu metody syntezy peptydow
potgczonych mostkiem disulfidowym) i oczyszczaniu, pomiarach ich aktywnosci inhibitorowej wobec
dwdoch proteinaz serynowych. Wspotuczestniczytem w wykonywaniu eksperymentow ukazujgcych proces
splicingu peptydowego. Bratem udzial w analizie zebranych wynikéw, przygotowaniu manuskryptu,
Oodpowiadatem za korespondencje z edytorem oraz przygotowanie odpowiedzi dla recenzentow. Mdj

wkitad oceniam na: 40%

H.4. “Debowski D., Pikuta M., Lubos M., Langa P., Trzonkowski P., Lesner A., Legowska A., Rolka
K. Inhibition of human and yeast 20S proteasome by analogues of trypsin inhibitor SFTI-1 PLoS ONE,
9, e89465 (2014)

|Fao1a 3,234, 1Fa017 2,766, 1Fs.cio leri 3,352, punkty MNiSWaoss 35, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS = 1
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaproponowaniu kKoncepcji pracy, nadzorowaniu i
koordynowaniu prowadzonych badan - wspotuczestnictwie w projektowaniu sekwencji inhibitorow, ich
syntezie chemicznej i oczyszczaniu, pomiarach ich aktywnosci inhibitorowej wobec drozdzowego i
ludzkiego proteasomu 20S. Wspotuczestniczytem w analizie zebranych wynikow. Odpowiadatem za
przygotowanie manuskryptu, korespondencje z edytorem oraz przygotowanie odpowiedzi dla
recenzentow. Opisane badania sfinansowane zostaly przez NCN, w ramach projektu, ktorego bytem

kierownikiem (Sonata 1). Mdj wktad oceniam na: 55%

H.5. “Debowski D., Wyrzykowski D., Lubos M., Rolka K. Interactions between trypsin and its peptidic
inhibitors studied by isothermal titration calorimetry (ITC) J. Therm. Anal. Calorim., 123, 807-812
(2015)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22D%C4%99bowski%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23016680

IF2015 1,781, 1F2017 2,209, 1Fs.cio lemi 1,917, punkty MNiSW2o16 20, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS = 3
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaproponowaniu koncepcji pracy, nadzorowaniu i
koordynowaniu prowadzonych badan - syntezy chemicznej peptydow, ich oczyszczania oraz pomiarow
aktywnosci inhibitorowej wobec trypsyny z wykorzystaniem izotermicznego miareczkowania
kalorymetrycznego - a takze analizie zebranych wynikow. Bratem udzial w przygotowaniu manuskryptu,
odpowiadatem za korespondencje z edytorem oraz przygotowanie odpowiedzi dla recenzentow. Mdj

wktad oceniam na: 60%

H.6. Karna N., “De¢bowski D., Legowska A., Bachor R., Szewczuk Z., Rolka K. Peptide splicing in a
double-sequence analogue of trypsin inhibitor SFTI-1 substituted in the Pi positions by peptoid
monomers Biopolymers, 104, 206-212 (2015)

IF2015 2,248, 1F2017 1,99, IFs.cio lemi 2,165, punkty MNiSWog16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS =0
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na wspotudziale w planowaniu koncepcji pracy oraz
nadzorowaniu i koordynowaniu prowadzonych badan. Odpowiadalem za pomiary aktywnosci
inhibitorowej analogéow SFTI-1 wobec trypsyny. Bratem udzial w analizie zebranych wynikow,
przygotowaniu manuskryptu, odpowiadatem za korespondencje z edytorem oraz przygotowanie

odpowiedzi dla recenzentow. Moj wktad oceniam na: 30%

H.7. Karna N., ®Legowska A., Malicki S., Debowski D., Golik P., Gitlin A., Grudnik P., Wtadyka B.,
Brzozowski K., Dubin G., Rolka K. Investigation of serine proteinase catalyzed peptide splicing in
analogues of sunflower trypsin inhibitor 1 (SFTI-1) ChemBioChem., 16, 2036-45 (2015)

IF2015 2,85, IFo0m7 2,774, IFscio lemi 2,71, punkty MNiSWog16 30, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS = 3
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na wspotuczestnictwie w syntezie chemicznej i oczyszczaniu
analogow SFTI-1, badaniach mechanizmu procesu splicingu peptydowego i analizie zebranych
Wynikow. Bratem udzial w przygotowaniu manuskryptu oraz odpowiedzi dla recenzentow.Moj wklad

oceniam na: 20%

H.8. “Gitlin A., Debowski D., Karna N., Legowska A., Stirnberg M., Giitschow M., Rolka K. Inhibitors
of matriptase-2 based on trypsin inhibitor SFTI-1 ChemBioChem., 16, 1601-7 (2015)

IF2015 2,85, IFom7 2,774, IFscioleni 2,71, punkty MNiSWog:6 30, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS = 12
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na wspdtudziale w planowaniu Koncepcji pracy,
wspoluczestnictwie w projektowaniu sekwencji analogow inhibitora SFTI-1, ich syntezie chemicznej i
oczyszczaniu, pomiarach ich aktywnosci inhibitorowej wobec matryptazy-1 i matryptazy-2, a takze
analizie zebranych wynikow. Bratem udzial w przygotowaniu manuskryptu oraz odpowiedzi dla

recenzentow. Moj wkiad oceniam na: 40%

H.9. ®Grudnik P., Debowski D., Legowska A., Malicki S., Golik P., Karna N., Rolka K., Dubin G.
Atomic resolution crystal structure of HV-BBI protease inhibitor from amphibian skin in complex with
bovine trypsin Proteins., 83, 582-9 (2015)

IF2015 2,499, 1F2017 2,274, 1Fs.cio 1emi 2,328, punkty MNiSW2o16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS =1
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Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na wyselekcjonowaniu peptydu HV-BBI(3-18) do badan, jego
syntezie i oczyszczaniu. Bratem udzial w analizie zebranych wynikow, przygotowaniu manuskryptu oraz

odpowiedzi dla recenzentow. Mdj wkiad oceniam na: 30%

H.10. “Debowski D., Cichorek M., Lubos M., Wojcik S., Legowska A., Rolka K. Non-covalent
inhibitors of human 20S and 26S proteasome based on trypsin inhibitor SFTI-1 Biopolymers, 106, 685-
96 (2016)

IF2016 1,908, 1F2017 1,99, IFs.cio leti 2,165, punkty MNiSWag16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS = 1
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaproponowaniu koncepcji pracy, nadzorowaniu i
koordynowaniu prowadzonych badan, wspotuczestnictwie w projektowaniu sekwencji inhibitorow, ich
syntezie chemicznej i oczyszczaniu, pomiarach ich aktywnosci inhibitorowej wobec ludzkiego
proteasomu 20§ i 26S. Wspotuczestniczytem w analizie zebranych wynikow. Odpowiadatem za
przygotowanie manuskryptu, korespondencje z edytorem oraz przygotowanie odpowiedzi dla
recenzentow. Opisane badania sfinansowane zostaly przez NCN, w ramach projektu, ktorego bylem

kierownikiem (Sonata 1). Mdj wktad oceniam na: 50%

H.11. Filipowicz M., Ptaszynska N., Olkiewicz K., Debowski D., Cwiktowska K., Burster T., Pikuta
M., Krzystyniak A., “Legowska A., Rolka K. Spliced analogues of trypsin inhibitor SFTI-1 and their
application for tracing proteolysis and delivery of cargos inside the cells Biopolymers, 108:622988, doi:
10.1002/bip.22988 (2017)

IF2017 1,99, IFs.cio tetni 2,165, punkty MNiSWop16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS =1

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na wspotuczestnictwie w syntezie chemicznej i oczyszczaniu
analogow SFTI-1, badaniach mechanizmu procesu splicingu peptydowego, interpretacji wynikow.
Przeprowadzilem pomiary aktywnosci inhibitorowej Wobec trypsyny. Bratem udzial w przygotowaniu

manuskryptu oraz odpowiedzi dla recenzentow. Moj wklad oceniam na: 20%

H.12. *Gitlin-Domagalska A., Debowski D., Legowska A., Stirnberg M., Okonska J., Giitschow M.,
Rolka K. Design and chemical syntheses of potent matriptase-2 inhibitors based on trypsin inhibitor
SFTI-1 isolated from sunflower seeds Biopolymers, 108, e23031, doi: 10.1002/bip.23031 (2017)

IF2017 1,99, IFs cio letni 2,165, punkty MNiSWog16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS =1

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wspotudziale w planowaniu koncepcji pracy,
wspoluczestnictwie w projektowaniu sekwencji analogow inhibitora SFTI-1, ich syntezie chemicznej i
oczyszczaniu, pomiarach ich aktywnosci inhibitorowej wobec matryptazy-1 i -2, plazminy, trombiny i
trypsyny, a takze analizie zebranych wynikow. Bratem udzial w przygotowaniu manuskryptu oraz

odpowiedzi dla recenzentow. Moj wktad oceniam na: 40%

H.13. Lubos M., “Debowski D., Barcinska E., Meid A., Inkielewicz-Stepniak I., Burster T. Rolka K.
Inhibition of human constitutive 20S proteasome and 20S immunoproteasome with novel N-terminally
modified peptide aldehydes and their anti-tumor activity Biopolymers, 24100 doi: 10.1002/pep2.24100
(2018)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C4%99bowski%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27258473
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cichorek%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27258473
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lubos%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27258473
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=W%C3%B3jcik%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27258473
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C5%81%C4%99gowska%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27258473
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rolka%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27258473

IF2017 1,99, IFs cio letni 2,165, punkty MNiSWao16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS =0

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaproponowaniu koncepcji pracy, nadzorowaniu i
koordynowaniu prowadzonych badan, wspotuczestnictwie w projektowaniu sekwencji inhibitorow, ich
syntezie chemicznej i oczyszczaniu, pomiarach ich aktywnosci inhibitorowej wobec ludzkiego
proteasomu konstytutywnego 208 i immunoproteasomu 20S. Wspotuczestniczylem w analizie zebranych
wynikow. Odpowiadalem za przygotowanie manuskryptu, korespondencje z edytorem oraz
przygotowanie odpowiedzi dla recenzentow. Opisane badania sfinansowane zostaly przez NCN, w

ramach projektu, ktorego bytem kierownikiem (Sonata 1). Mdj wktad oceniam na: 55%

H.14. Gitlin-Domagalska A., Mangold M., “De¢bowski D., Ptaszynska N., Legowska A., Giitschow M.,
Rolka K. Matriptase-2: Monitoring and Inhibiting its Proteolytic Activity Future Med. Chem.,
https://doi.org/10.4155/fmc-2018-0346 (2018)

IF2017 3,969, IFs.cio letni 3,973, punkty MNiSW2o16 40, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS = 0

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaproponowaniu tematyki. Wraz z innymi autorami
dokonywafem przeglgdu literaturowego oraz analizy zebranego materiatu. Jestem gtownym autorem
rozdziatéow: ,,Serine proteases” , ,,Monitoring the activity of matriptase-2 with fluorogenic &
chromogenic substrates” , , Matriptase-2 in cancer development & progression” oraz ,, Future
perspective” uczestniczylem rowniez w pisaniu pozostatych. Odpowiadalem za korespondencje z

edytorem oraz przygotowanie odpowiedzi dla recenzentéow. Mdj wktad oceniam na: 40%

Wskazniki bibliometryczne dotyczace prac H.1 — H.14:

e Sumaryczna warto$¢ wspotczynnika wptywu IFs.cio letiego 37,775

e Sumaryczna warto$¢ wspotczynnika wplywu IF2017 36,854

e Sumaryczna warto$¢ wspotczynnika wptywu IF zgodnie z rokiem* opublikowania 37,101
o Sumaryczna warto$¢ punktow MNiSWao16 390

e Sumaryczna liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS 27

* Dla prac z roku 2018 podano IF z roku 2017

C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiaggni¢gtych wynikow wraz z omoéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

Prezentowane osiaggniecie naukowe opisane zostalo w 14. publikacjach [H.1-H.14],
przedstawiajgcych wykorzystanie wybranych peptydowych inhibitoréw proteaz do realizacji réznych
zadan badawczych. Niektore z tych zadan mozna okres§li¢ mianem klasycznych, polegajacych na
projektowaniu nowych inhibitoréw bedacych analogami dobrze znanych zwigzkdéw - gldwnie inhibitora
trypsyny wydzielonego z nasion stonecznika (ang. sunflower trypsin inhibitor, SFTI-1) oraz inhibitoréw

obecnych w wydzielinie skornej zab. Zwigzki te otrzymano na drodze syntezy chemicznej, ich
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aktywnos$¢ inhibitorowg mierzono wobec wybranych proteaz serynowych (bydlgcej S-trypsyny i a-
chymotrypsyny, ludzkiej pS-trypsyny, matryptazy-1, matryptazy-2, plazminy, trombiny i elastazy
leukocytarnej) oraz proteaz treoninowych (drozdzowego proteasomu 20S, ludzkiego konstytutywnego
proteasomu 20S i immunoproteasomu 20S). Niektore zwigzki przebadano réwniez pod katem ich
wla$ciwos$ci antydrobnoustrojowych wobec bakterii. Zrealizowane zostalo rowniez zadanie, w ktérym
wspomniany SFTI-1 wraz z jego odpowiednio zaprojektowanymi analogami, postuzyty jako narzg¢dzia
umozliwiajace poznanie i opisanie procesu nazwanego splicingiem peptydowym katalizowanym przez

proteinazy serynowe.

Wprowadzenie - proteazy serynowe i treoninowe

Prawidlowe funkcjonowanie kazdej zywej komorki wymaga obecnosci 1 aktywnosci enzymow
proteolitycznych (proteaz) katalizujacych hydrolityczny rozpad wigzan peptydowych w substratach
biatkowych i peptydowych. Ponad 2% ludzkich genow koduje proteazy i ich naturalne inhibitory [1].
Zgodnie z systemem klasyfikacji enzymoéw, ustanowionym w latach 50. XX wieku przez
Miedzynarodowa Uni¢ Biochemii i Biologii Molekularnej (ang. International Union of Biochemistry
and Molecular Biology [2]), proteazy stanowia podklas¢ EC 3.4 w klasie hydrolaz EC 3. W ramach
podklasy wyrézniane sg podpodklasy, np. endopeptydazy (proteinazy) serynowe EC 3.4.21, do ktorych
nalezg takie enzymy jak np. chymotrypsyna EC 3.4.21.1 i trypsyna EC 3.4.21.4.

Inny, bardziej szczegdotowy sposob systematyzacji enzymdw proteolitycznych zaprezentowany
zostal w postaci bazy internetowej MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/) w roku 1993 przez
Rawlingsa i Barretta [3]. Proteazy podzielono na: klasy, klany, rodziny i podrodziny. Obecnie
wyroznianych jest 9 klas enzymow réozniacych si¢ budowa centrow aktywnych oraz odmiennym
sposobem przeprowadzania hydrolizy. Sg to proteazy aspartylowe (A), cysteinowe (C), glutaminylowe
(G), asparaginylowe (N), serynowe (S), treoninowe (T), metaloproteazy (M), enzymy prezentujace
mieszany typ katalityczny (P) oraz enzymy o nieznanym mechanizmie dziatania (U). Poszczegolne
klasy dziela si¢ na klany skupiajace enzymy spokrewnione filogenetycznie. Ich wspo6lna cecha jest
posiadanie domen proteolitycznych majacych podobnag strukture trzeciorzedowa. Klany to zbiory
rodzin, do ktérych naleza proteazy wykazujace znaczne podobienstwo struktur pierwszorzedowych do
tzw. holotypu, czyli reprezentanta danej rodziny. Takim holotypem jest np. chymotrypsyna (S1.001) z
rodziny S1, nalezacej do klanu PA, zawierajacego proteinazy serynowe i cysteinowe.

Ponad jedng trzecig wszystkich enzymow proteolitycznych stanowig proteazy serynowe [4]. Ich
nazwa pochodzi od reszty Ser195 (numeracja zgodna z kolejnoscia reszt aminokwasowych w bydlece;j

o-chymotrypsynie), tworzacej wraz z His57 1 Aspl02 aparat katalityczny enzymu zwany triada

! Puente X.S., et al. A genomic view of the complexity of mammalian proteolytic systems. Biochem. Soc. Trans.
2005, 33(Pt 2), 331-4.

2 http://www.shcs.gmul.ac.uk/iubmb/

% Rawlings N.D., Barrett A.J. Evolutionary families of peptidases. Biochem. J. 1993, 290, 205-218

4 Page M.J., Di Cera E. Serine peptidases: classification, structure and function. Cell. Mol. Life. Sci. 2008, 65,
1220-36.



katalityczna lub uktadem przenoszenia tadunku [5]. Grupa g-hydroksylowa Ser inicjuje hydrolityczny
rozpad wigzania peptydowego w biatkowym substracie. Proteazy serynowe funkcjonuja w srodowisku
wewnatrz- oraz zewnatrzkomorkowym. Biora udzial w takich procesach fizjologicznych jak: trawienie
pokarméw, krzepniecie krwi, fibrynoliza, odpowiedz hormonalna i immunologiczna oraz zaptodnienie
i rozw6] komorki jajowej. Znacznie mniejsza grupe stanowia proteazy treoninowe wykorzystujace
grupy S-hydroksylowe reszt Thr do ataku na karbonylowy atom wegla wigzania peptydowego substratu.
Jej najlepiej poznanym przedstawicielem jest proteasom 20S wystepujacy u ssakow gtdéwnie w postaci
trzech form: proteasomu konstytutywnego, immunoproteasomu i tymoproteasomu [6]. Najliczniejszym
z nich jest proteasom konstytutywny obecny niemal w kazdej komorce eukariotycznej. Jego rola jest
usuwanie wickszo$ci bialek wewnatrzkomorkowych, m.in. biatek posiadajacych mutacje lub wadliwe
sfatdowanych, ktorych nadmierne nagromadzenie mogtoby doprowadzi¢ do zaprogramowanej smierci
komorki (apoptozy), a takze biatek sygnalowych, regulatorowych i wielu innych, ktore spetity juz
swoje zadania. Ekspresja immunoproteasomu nastgpuje glownie w odpowiedzi na dziatanie stymulujace
cytokin prozapalnych. Enzym ten hydrolizuje biatka wirusowe i bakteryjne, ktore przedostaty si¢ do
wnetrza komorki zdrowej organizmu lub zostaty pochtonigte przez komorki prezentujace antygeny, np.
przez komorki dendrytyczne. Zadaniem immunoproteasomu jest wytwarzanie antygenow
prezentowanych nastepnie komoérkom uktadu odpornosciowego (np. limfocytom T cytotoksycznym)
poprzez biatka gtdéwnego uktadu zgodnosci tkankowej typu | (MHC-I). Ostatni z wymienionych,
tymoproteasom, wystepuje w komorkach nabtonkowych kory grasicy, gdzie uczestniczy w pozytywnej
selekcji tymocytow.

Ze wzgledu na fakt, ze proteazy funkcjonujg w otoczeniu bogatym w biatka, ich aktywnos$¢
proteolityczna podlega¢ musi $cistej kontroli. Istnieje kilka rodzajow zabezpieczen chronigcych przed
niepozadana proteoliza, poczawszy od regulacji ekspresji genéw kodujacych enzymy, a skonczywszy
na usuwaniu proteaz w lizosomach lub poprzez szlak ubikwityna-proteasom. Jednym z wazniejszych
regulatorow aktywnos$ci proteaz sg ich naturalne inhibitory. W przypadku inhibitorow proteaz
serynowych, wyr6zni¢ mozna trzy gldwne grupy rdznigce si¢ mechanizmem oddzialywania z
enzymami: inhibitory kanoniczne, niekanoniczne i serpiny [7]. W przygotowanej przeze mnie pracy
przegladowej H.2 opisane zostaly wybrane peptydowe i biatkowe inhibitory pochodzenia zwierzecego

i roslinnego.

Inhibitor trypsyny wydzielony z nasion stonecznika SFTI-1
W roku 1999 opisany zostal po raz pierwszy niewielki bicykliczny peptyd pochodzenia

naturalnego, wykazujacy bardzo silne wiasciwosci inhibitorowe wobec niektorych proteinaz

5 Hedstrom L. Serine protease mechanism and specificity. Chem. Rev. 2002, 102, 4501-24.

6 Borissenko L., Groll M. 20S proteasome and its inhibitors: crystallographic knowledge for drug development.
Chem. Rev. 2007, 107, 687-717.

" Krowarsch D., et al. Canonical protein inhibitors of serine proteases. Cell. Mol. Life. Sci. 2003, 60, 2427-44.
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serynowych, w szczeg6lnosci wobec trypsyny [8]. Poniewaz inhibitor ten wydzielony zostat z nasion
stonecznika, otrzymal nazwe SFTI-1 (w niniejszym referacie bedzie on oznaczany numerem 1) bedaca
akronimem angielskiego wyrazenia - sunflower trypsin inhibitor-1. SFTI-1 zbudowany jest zaledwie z
14 reszt aminokwasowych potaczonych ze soba w sposdb ciagly, nieprzerwany (rys. 1A). Jego zwarta i
sztywna strukture przestrzenna stabilizuje uktad kilku wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych,
jeden mostek disulfidowy, a takze wigzanie peptydowe o konfiguracji Cis miedzy resztami
aminokwasowymi lle7 i Pro8 [9]. Mostek ten wydziela w obrebie struktury SFTI-1 dwie petle
spetniajace odmienne funkcje. Wigksza z nich, zbudowana z dziewigciu reszt aminokwasowych, to petla
wigzaca (ang. binding loop) odpowiedzialna za bezposredni kontakt inhibitora z enzymem. Jej ksztalt
jest typowy dla inhibitorow kanonicznych blokujacych proteazy wedtug mechanizmu standardowego
opisanego w roku 1980 przez Laskowskiego Jr. i Kato [10]. Centralng cz¢$¢ tej petli stanowi miejsce
reaktywne (ang. reactive site). W przypadku SFTI-1 jest to wigzanie peptydowe migdzy Lys5 i Ser6
ulegajace katalizowanej enzymatycznie, powolnej hydrolizie oraz nastgpujacej po niej resyntezie.
Miejsce to oznaczane jest wedlug obowigzujgcej nomenklatury jako Pi-Pi’, gdzie Pi to reszta
aminokwasowa lezaca blizej N-konca inhibitora (Lys5 w SFTI-1), natomiast P’ blizej C-konca (Ser6;
wigcej informacji na temat wspomnianej nomenklatury znajduje si¢ na rys. 1B) [11]. Mniejsza petla
ztozona z pigciu reszt aminokwasowych tworzacych f-zgigcie to tzw. petla cykliczna. Pierwotnie
przypisywano jej role strukturotworcza, jednakze szybko okazato si¢, Ze jej rozcigcie nie powoduje
istotnego spadku aktywnos$ci inhibitorowej [9]. Otrzymany w ten sposob peptyd monocykliczny (2),
bedacy analogiem natywnego SFTI-1, posiada mostek disulfidowy oraz nowe wolne grupy funkcyjne:
a-aminowa N-koncowej reszty Gly i a-karboksylowa C-koncowej reszty Asp. Geometria przestrzenna
jego petli wigzacej, jak rowniez sposob oddziatywania z enzymem, sg takie same jak w natywnym SFT]I-
1. W komunikacie opublikowanym w roku 2002, grupa badawcza prof. Krzysztofa Rolki z Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, przedstawilta niemal identyczne wartosci statych asocjacji (Ka) dla
otrzymanych w warunkach in vitro komplekséw bydlecej S-trypsyny z natywnym SFTI-1 (1) oraz z
jego monocyklicznym analogiem (2) [12]. Warto$ci te, wynoszace odpowiednio 1,1x101° M1 9,9x10°

ML, $wiadezyly o jednakowym poziomie aktywnos$ci inhibitorowej obu peptydow wobec S-trypsyny.

8 Luckett S., et al. High-resolution structure of a potent, cyclic proteinase inhibitor from sunflower seeds. J. Mol.
Biol. 1999, 290, 525-33.

9 Korsinczky M.L., etal. Solution structures by 1H NMR of the novel cyclic trypsin inhibitor SFTI-1 from sunflower
seeds and an acyclic permutant. J. Mol. Biol. 2001, 311, 579-91.

10| askowski M. Jr, Kato I. Protein inhibitors of proteinases. Annu. Rev. Biochem. 1980, 49, 593-626.

11 Schechter 1., Berger A., On the size of the active site in proteases. I. Papain. Biochem. Biophys. Res. Commun.
1967, 27, 157-162.

12 Zablotna E., et al. Chemical synthesis and kinetic study of the smallest naturally occurring trypsin inhibitor
SFTI-1 isolated from sunflower seeds and its analogues. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2002, 292, 855-9.
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lub wedtug zapisu zaproponowanego przez Spenglera [13]:

&' Gly-Arg-Cys(&?)-Thr-Lys-Ser-Ile-Pro-Pro-Ile-Cys(&?)-Phe-Pro-Asp& !
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Rys. 1. (A) Struktura inhibitora SFTI-1; (B) Schemat oddziatywania enzym-substrat. Reszty tworzace miejsce
reaktywne oznaczono jako P: i Pi’. Kolejne reszty w sekwencji peptydu, lezace w kierunku jego N-konca,
oznaczane sa jako Py, P3 itd., natomiast reszty lezace w kierunku C-konca, jako Py’, P3’ itd. Reszty te oddziatujg z
odpowiednimi kieszeniami substratowymi obecnymi na powierzchni enzymu okre$lanymi jako Si, Sy, Sz itd. oraz
S1’, Sz, Sz’ itd.

Do dzis grupa prof. Rolki, ktorg od roku 2005 mam przyjemnos¢ wspottworzyc¢, opublikowata
facznie 26 prac naukowych (jestem wspoétautorem 18 z nich), opisujacych realizacj¢ réznych celow
badawczych przy uzyciu SFTI-1 i jego analogow. Warto podkresli¢, ze ze wzglgdu na swoj niewielki
rozmiar, a takze zwartg i sztywng budowg przestrzenng, SFTI-1 traktowany jest jako niezwykle
atrakcyjny zwigzek wyjsciowy do projektowania zarowno nowych, silnych i wysoce selektywnych
inhibitoré6w blokujacych rézne proteazy (np. katepsyne G [14,15,16] i kalikreine [17,18]), jak rowniez,
peptyddw o réznych wilasciwosciach biologicznych, takich jak agon receptora melanokortyny (MC1R)
[19] i antagon receptora bradykininy B1 [20] lub peptyd identyfikujacy i neutralizujacy wybrane

13 Spengler J., et al. Abbreviated nomenclature for cyclic and branched homo- and hetero-detic peptides. J. Pept.
Sci., 2005, 65, 550-5.

14 swedberg J.E., et al. Design of potent and selective cathepsin G inhibitors based on the sunflower trypsin
inhibitor-1 scaffold. J. Med. Chem. 2017, 60, 658-667.

15 f egowska A., et al. Introduction of non-natural amino acid residues into the substrate-specific P1 position of
trypsin inhibitor SFTI-1 yields potent chymotrypsin and cathepsin G inhibitors. Bioorg. Med. Chem. 2009, 17,
3302-7

16 ¥ egowska A., et al. Selection of peptomeric inhibitors of bovine alpha-chymotrypsin and cathepsin G based on
trypsin inhibitor SFTI-1 using a combinatorial chemistry approach. Mol. Divers. 2010, 14, 51-8.

17 Chen W., et al. Tissue kallikrein inhibitors based on the sunflower trypsin inhibitor scaffold - a potential
therapeutic intervention for skin diseases. PLoS One. 2016, 11(11):e0166268.

18 de Veer S.J., et al. Exploring the active site binding specificity of kallikrein-related peptidase 5 (KLK5) guides
the design of new peptide substrates and inhibitors. Biol. Chem. 2016, 397, 1237-1249.

19 Durek T., et al. Development of novel melanocortin receptor agonists based on the cyclic peptide framework of
sunflower trypsin inhibitor-1. J. Med. Chem. 2018, doi: 10.1021/acs.jmedchem.8b00170.

20 Qiu Y., et al. An orally active bradykinin B, receptor antagonist engineered as a bifunctional chimera of
Sunflower Trypsin Inhibitor. J. Med. Chem. 2017, 60, 504-510.
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autoprzeciwciata powigzane z reumatoidalnym zapaleniem stawow [21]. W wielu z wymienionych
powyzej prac, SFTI-1 wykorzystywany byl jako zwigzek bazowy w procesie nazywanym w jezyku
angielskim - molecular grafting - co w wolnym tlumaczeniu oznacza przeszczepianie molekularne.
Koncepcja ta polega na zastgpieniu reszt aminokwasowych tworzacych jedng z petli natywnego (1) lub
monocyklicznego (2) SFTI-1 przez krotki fragment peptydowy posiadajacy okreslone wiasciwosci
biologiczne. Zabieg ten ma na celu otrzymanie nowego, biologicznie czynnego zwiazku o wysokiej

odpornos¢ na dziatanie enzymow proteolitycznych.

Mechanizm dzialania kanonicznych inhibitoréw proteinaz serynowych

Inhibitor kanoniczny taczy si¢ z okre§long proteinaza serynowa w sposob podobny do typowego
substratu bialkowego, nazywany mechanizmem standardowym [10]. Réznice polegaja na tym, ze
utworzony kompleks enzymu i inhibitora (EI) jest zdecydowanie trwalszy niz przej$ciowy kompleks
Michaelisa enzymu 1 substratu, a takze, ze oddzialywanie inhibitora z enzymem jest procesem
odwracalnym (schemat I). Wigzanie reaktywne Pi-P;’ inhibitora moze zosta¢ zhydrolizowane przez
enzym, cho¢ proces ten przebiega znacznie wolniej niz w przypadku hydrolizy wigzania peptydowego
w substracie. Ponadto, potaczenie to moze zosta¢ odtworzone na drodze resyntezy katalizowanej przez
ten sam enzym. Zablokowanie enzymu moze wigc nastgpi¢ rowniez od strony inhibitora
zmodyfikowanego ze zhydrolizowanym wigzaniem reaktywnym, cho¢ szybkos¢ tworzenia kompleksu
(EI) jest wowczas wyraznie nizsza niz w przypadku dziatania inhibitora niezmodyfikowanego
(dziewiczego). Przyktadowo, stosunek wartosci stalych tworzenia kon/Kon i rozpadu Kos/Korf™ wynosié
moze nawet milion, jesli enzymem jest chymotrypsyna albo swinska elastaza trzustkowa, lub od 100 do

10 w przypadku bydlecej f-trypsyny [22].

kon Kope*
E+]1==ElT—> E+1I* 1))
Kofr Kop*

gdzie: E - enzym; | - inhibitor dziewiczy (ang. virgin) z nienaruszonym wigzaniem P1-P1’; EI - stabilny kompleks
enzym-inhibitor; I*- inhibitor zmodyfikowany za zhydrolizowanym wigzaniem P1-P1’; kon i Kon™ - drugorzedowe
stale szybkosci tworzenia kompleksu, odpowiednio z inhibitorem dziewiczym i zmodyfikowanym; ko i Kosf -
pierwszorzgdowe state szybkosci rozpadu kompleksu do wolnego enzymu i inhibitora dziewiczego lub
zmodyfikowanego.

W wigkszo$ci przypadkéw, w pH obojetnym lub bliskim obojetnego, stata szybkosci Ko jest
duzo wyzsza niz korr . Stad tez kompleks (EI) dysocjuje glownie w kierunku wolnego enzymu (E) i
inhibitora dziewiczego (I). Rownowaga ustala si¢ wowczas pomiedzy wolnym enzymem, wolnym

inhibitorem dziewiczym i stabilnym kompleksem enzym-inhibitor, co wyraza stata asocjacji Ka.

2l Gunasekera S., et al. Stabilized cyclic peptides as scavengers of autoantibodies: neutralization of anti-
citrullinated protein/peptide antibodies in rheumatoid arthritis. ACS Chem. Biol. 2018, doi:
10.1021/acschembio.8b00118.

22 |Laskowski M., Qasim M.A. What can the structures of enzyme-inhibitor complexes tell us about the structures
of enzyme substrate complexes? Biochim. Biophys. Acta. 2000, 1477, 324-37.
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[EI]
K= = Uy

“[Elx (]
Jesli przyjac, ze:
[EI] = [Eo] - [E]
(1] = [To] - [EI] = [Io] - [Eo] + [E]

gdzie: [E] - rownowagowe stezenie wolnego enzymu; [Eo] - poczatkowe stezenie enzymu; [I] - rownowagowe
stezenie wolnego inhibitora; [lg] - poczatkowe stezenie inhibitora; [EI] - rOwnowagowe stezenie stabilnego
kompleksu enzym-inhibitor;

to rownowagowa stala asocjacji Ka bedzie miala postaé:

_ [Bl-[E]
" ([lo] - [Eq] + [E]) x [E]

W celu wyznaczenia wartosci stalej Ka ustali¢ nalezy poczatkowe stezenie enzymu [Eo] i

(I1D)

inhibitora [lo] oraz rownowagowe stezenie wolnego enzymu [E]. Rownanie (I11) jest rownaniem
kwadratowym ze wzgledu na [E], z jednym rozwigzaniem majacym sens fizyczny, ktére po

przeksztatceniu przyjmuje postac:

E =% ([B] - o] - K, +([Eg] + [I] + K, )7 - 4[Eol[lo] ) (V)

Stosowana w naszej grupie badawczej procedura wyznaczania statej asocjacji Ka zaproponowana zostata
przez Greena i Worka [23], a nastepnie rozwinigta przez M. Laskowskiego Jr. oraz jego
wspotpracownikow [24,25]. Polega ona na stopniowym dodawaniu roztworu inhibitora [lo] do enzymu
[Eo] znajdujacego si¢ w buforze pomiarowym. Po odpowiednim czasie inkubacji wyznaczane jest
stezenie wolnego enzymu [E]. Odbywa si¢ to najczesciej poprzez pomiar spadku jego aktywnosci wobec
odpowiednio dobranego syntetycznego substratu chromo- lub fluorogenicznego. Hydroliza substratu
powoduje uwalnianie produktu bedacego odpowiednio: chromoforem Ilub fluoroforem, co
monitorowane jest za pomocg spektrofotometru UV/Vis. Podczas wyznaczania wysokich wartosci
statych asocjacji dla silnych inhibitorow (Ka > 108 M) spetnione muszg zosta¢ nastepujace warunki:
(A)2<K,xE;<50
(B) [Ig] = 0 + 2 [E,]
Spelienie warunku (A) nie jest konieczne w trakcie wyznaczania niskich statych asocjacji
charakteryzujacych stabe inhibitory (K,<10® M), gdyz wymagatoby to uzycia relatywnie wysokich
stezen enzymu (Eo>10° M). Skutkiem tego bylaby zbyt gwaltowna hydroliza substratu powodujaca

nieliniowy przyrost absorbancji/fluorescencji w czasie.

23 Green N.M., Work E. Pancreatic trypsin inhibitor. |. Preparation and properties. Biochem. J. 1953, 54, 347.
2 Empie M.W., Laskowski M. Jr. Thermodynamics and kinetics of single residue replacements in avian
ovomucoid third domains: effect on inhibitor interactions with serine proteinases. Biochemistry, 1982, 21, 2274.
% park S.J. Effect of amino acid replacement in ovomucoid third domains upon their association with serine
proteinases. Rozprawa doktorska, Purdue University USA 1985.
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Kolejnym niezwykle waznym aspektem jest odpowiednio dobrany czas inkubacji potrzebny do
osiagniecia rownowagi w uktadzie: wolny enzym [E], wolny inhibitor [I] i kompleks enzym-inhibitor
[EI]. Mieszaning enzymu z inhibitorem inkubuje si¢ zwykle przez czas nie krotszy niz
dziesigciokrotnos¢ czasu potowkowego (t12) obliczonego wedle wzoru:

tp = L
ko, X Eg

on
gdzie: Eq - poczatkowe stezenie enzymu, kon - drugorzedows stalg szybkosci tworzenia kompleksu El.

Dane uzyskane z przeprowadzonego eksperymentu wykorzystuje si¢ w procedurze
obliczeniowej przeprowadzanej w oparciu o roOwnanie IV oraz:

E =% ([Eo] - FIo] - K, +([Eo] + F[Io] + K, ™2 - 4[E,]F[1,] ) ™)

W powyzszym réwnaniu wystepuje wspoOlczynnik réwnomolowosci F, ktory wyraza
stechiometrie oddziatywania enzymu z inhibitorem. W przypadku inhibitoréw posiadajacych jedna petle
wigzaca (takich jak SFTI-1) taczacych si¢ w danym momencie tylko z jedna czgsteczka enzymu,
obliczona warto$¢ tego wspdlczynnika powinna miesci¢ si¢ w przedziale od 0,9 do 1,1. Wazne jest
rowniez to, aby wyznaczona w trakcie eksperymentu warto$¢ catkowitego stezenia enzymu [Eq] nie
roznita si¢ o wigcej niz 2% od wartosci obliczonej ze wzoru (V). Opisana powyzej procedura
wyznaczania warto$ci stalych asocjacji Ka wykorzystana zostata przeze mnie w pracach z cyklu

habilitacyjnego: H.1, H.3 i H.4 oraz w pracach spoza cyklu: A.1-A.4,B.1-B.3.

Badanie kompleksu EI za pomocg izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego

W publikacji H.5 zaprezentowany zostat inny sposdb wyznaczania wartosci statej asocjacji Ka,
niewymagajacy stosowania substratdéw chromo- lub fluorogenicznych. Zwigzki tego typu nie tylko
podnosza koszt badan, ale mogg tez wptywac¢ na tworzenie i stabilno$¢ kompleksu inhibitora z
enzymem. Dzieje si¢ to zwlaszcza wtedy, gdy analizowany model inhibicji ma charakter kompetycyjny,
w ktoérym substrat i inhibitor rywalizuja ze sobg o dostep do tego samego miejsca aktywnego enzymu.
Dodatkowa wada metod opartych na pomiarach spektrofotometrycznych (metod kolorymetrycznych)
jest ich niska uzytecznos¢, badz nawet jej brak, w przypadku roztworéw, w ktérych pojawia sig
zmgtnienie.  Alternatywng moze by¢  wykorzystanie  izotermicznego — miareczkowania
kalorymetrycznego, ITC (ang. Isothermal Titration Calorimetry). Jest to metoda termoanalityczna,
oparta na prowadzonych w statej temperaturze pomiarach efektéw energetycznych towarzyszacych
oddziatywaniom zachodzacym pomig¢dzy reagentami [26].

Uzyteczno$¢ metody ITC potwierdzitem we wspotpracy z dr. Dariuszem Wyrzykowskim z
Wydzialu Chemii UG. Do buforu pomiarowego zawierajacego bydlecg S-trypsyne dodawano stopniowo

robwne porcje roztworu inhibitora. Byl nim natywny SFTI-1 (1) lub jeden z dwdch jego

% Falconer R.J. Applications of isothermal titration calorimetry - the research and technical developments from
2011 to 2015. J. Mol. Recognit. 2016, 10, 504-15.
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monocyklicznych analogéw posiadajacych mostek disulfidowy, rdznigcych si¢ dtugoscig N-koncowego

hydrofobowego tancucha weglowego:
(CsHs0)-Gly-Arg-Cys(&)-Thr-Lys-Ser-lle-Pro-Pro-lle-Cys(&)-Phe-Pro-Asp (3)
(CsH150)-Gly-Arg-Cys(&)-Thr-Lys-Ser-1le-Pro-Pro-lle-Cys(&)-Phe-Pro-Asp (4)

Pomiar energii uwalnianej w trakcie takiego miareczkowania kalorymetrycznego (rys. 2) umozliwit

wyznaczenie statej tworzenia kompleksu Ka, okreslenie stechiometrii oraz wartosci takich funkcji

termodynamicznych jak: zmiany entalpii swobodnej (AG), zmiany entalpii (AH) oraz zmiany entropii

(AS).

Time (min) Time (min)
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
T T T T T T T T T T T T T T T T
0.04 0,0 1 o i
1 VVW”””“”W”“ ] T
0.14 B 0,14 i
o -02- i Q 02 |
2 2
El w©
g 0.3 B S 034 i
-0.4 4 E 0,4 4
7015 T T T T T T

J o Hepes . i
s g

3 - 4 é 24 i
g =
S S

Q@ i %’ -4 4
g £
3 =

;3 E i £ 64 ' i

T T T T T T T T T T T T T
00 05 10 15 20 25 30 35 00 05 10 15 20 25 30
SFTI-1:Trypsin Molar Ratio (C,H,0)-SFTI-1:Trypsin Molar Ratio

Rys. 2. Termogramy i krzywe miareczkowania kalorymetrycznego dla bydlecej S-trypsyny oraz natywnego SFTI-
1 (1) i monocyklicznego (C3HsO)-SFTI-1 (3). Badania przeprowadzone zostaty na izotermicznym kalorymetrze
miareczkujagcym AutolTC firmy MicroCal (USA).

Poréwnanie wartosci statych K, jak rowniez AG wskazuje, ze natywny SFTI-1 (1) oraz oba
jego analogi sa jednakowo silnymi inhibitorami trypsyny. Rodzaj N-koncowego tancucha nie wpltywa
wigc w zadnym stopniu na blokowanie enzymu. Ponadto, ujemne wartoSci AH oraz obserwowany
wzrost entropii (TAS) ukladu dowodza, ze za trwalo$¢ powstajacego kompleksu odpowiadajg oba
czynniki: entalpowy i entropowy. Zaprezentowane badania dowiodly wysokiej uzytecznosci metody
ITC w analizie oddzialywan miedzy inhibitorem i enzymem. Metoda ITC moze wigc by¢ stosowana
zaréwno jako uzupelnienie rutynowo stosowanej przeze mnie metody kolorymetrycznej, lub - w

szczegblnych przypadkach - jako jej zamiennik.

Otrzymanie nowych, niekowalencyjnych inhibitoréw matryptazy-2
Matryptaza-2 (MT2) jest enzymem proteolitycznym kodowanym przez gen TMPRSS6 (ang.

transmembrane protease serine 6). Nalezy do rodziny transmembranowych proteinaz serynowych typu

14



2 (TTPPs, ang. type Il transmembrane serine proteases) [27] i wraz z poliserazag-1 oraz dwiema
homologicznymi proteinazami, matryptaza-1 (MT1) i matryptaza-3, tworza podrodzing matryptaz. MT2
zakotwiczona jest w btonie komorkowej za pomoca N-koncowego hydrofobowego fragmentu zwanego
domeng transmembranowa. Pozostale domeny, w tym C-koncowa domena proteolityczna o
specyficzno$ci trypsynopodobnej, znajdujg si¢ po zewnetrznej stronie komorki. Zainteresowanie MT2
wynika z jej udzialu w procesach majacych na celu utrzymanie prawidtowego poziomu zelaza w
organizmie [28]. Aby lepiej zrozumieé role MT2, wspomnie¢ najpierw nalezy 0 hepcydynie - hormonie
peptydowym petnigcym kluczowsg funkcje w regulacji homeostazy zelaza. Ten 25-cio aminokwasowy
peptyd, syntezowany w hepatocytach i uwalniany do krwioobiegu, inicjuje degradacje biatka blonowego
zwanego ferroportyng [29]. Biatko to odpowiada za transport jonow zelaza (Fe?*) z wnetrza komorek
jelita cienkiego (enterocytow) do krwi, a w makrofagach, bierze udziat w odzyskiwaniu zelaza ze
sfagocytowanych erytrocytow. Przylaczenie hepcydyny do ferroportyny powoduje fosforylacje jej reszt
tyrozyny, co skutkuje internalizacja i degradacja w lizosomach. Usuwanie ferroportyny obniza st¢zenie
jonow zelaza we krwi. Na poziom hepcydyny wptywa posrednio MT2, cho¢ szczegotowy mechanizm
tego procesu nie zostatl jeszcze poznany. Przez dtugi czas panowato przekonanie, ze glownym zadaniem
MT?2 jest hydroliza biatka btonowego zwanego hemojuweling (HIV) [30]. HIV jest koreceptorem biatek
morfogenetycznych kosci (BMP, ang. bone morphogenetic proteins) nalezacych do cytokin z rodziny
transformujacego czynnika wzrostu (ang. transforming growth factor beta). Biatka te, a w szczegdlnosci
jedno z nich, BMP6, wiazac si¢ ze swoimi receptorami na powierzchni komoérek uruchamiajg szlak
sygnalowy regulujacy ekspresje genu hepcydyny Hamp (ang. hepcidin antimicrobial peptide). HV
powoduje wzmocnienie przekazywanego sygnatu, prowadzac do intensywniejszej ekspresji Hamp.
Degradacja HJV obniza poziom hepcydyny, a tym samym podwyzZsza st¢zenie jonow zelaza we krwi.
Niedobor MT2 w organizmie, spowodowany przyktadowo mutacja genu kodujacego t¢ proteinaze,
skutkuje wzrostem poziomu hepcydyny, czego nastepstwem jest spadek stezenia zelaza. Moze to
doprowadzi¢ do rozwoju choroby zwanej zespotem niedokrwistosci syderopenicznej opornej na zelazo
(IRIDA, ang. iron-refractory iron-deficiency anemia) [31]. Podobne wnioski ptyng z badah nad
myszami pozbawionymi genu kodujacego MT2 [32] lub wytwarzajacymi skrocona, nieaktywna

proteolitycznie formg tego enzymu [33].

27 Velasco G., et al. Matriptase-2, a membrane-bound mosaic serine proteinase predominantly expressed in human
liver and showing degrading activity against extracellular matrix proteins. J. Biol. Chem. 2002, 277, 37637—
37646.

28 Muckenthaler M.U., et al. A red carpet for iron metabolism. Cell 2017, 168, 344-361.

2 Ramsay Al., et al. Matriptase-2 (TMPRSS6): a proteolytic regulator of iron homeostasis. Haematologica, 2009,
94, 840-849

%0 Silvestri L. et al. The serine protease matriptase-2 (TMPRSS6) inhibits hepcidin activation by cleaving
membrane hemojuvelin. Cell. Metab. 2008, 8, 502-511.

3 Finberg K.E., et al. Mutations in TMPRSS6 cause iron-refractory iron deficiency anemia (IRIDA). Nat. Genet.
2008, 40, 569-571

32 Folgueras A.R., et al. Membrane-bound serine protease matriptase-2 (Tmprss6) is an essential regulator of iron
homeostasis. Blood 2008, 112, 2539-45.

3 Du X., et al. The serine protease TMPRSS6 is required to sense iron deficiency. Science 2008, 320, 1088-92.
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Niektore doniesienia literaturowe kwestionujg opisany powyzej mechanizm oparty na
degradacji HJV przez MT2. Stwierdzono na przyktad, ze u myszy bez genu kodujacego MT2, poziom
HIJV byl nizszy niz u myszy posiadajacych ten gen [34]. Okazalo si¢, ze u myszy pozbawionych genu
kodujacego HIV, wzrost stezenia egzogennej M T2 w watrobie spowodowal niezalezny od HJV spadek
ekspresji genu kodujacego hepcydyne [35]. Pokazano rowniez, ze substratami hydrolizowanymi przez
MT?2 jest wiele innych bialek uczestniczacych w regulacji produkcji hepcydyny. Wiecej szczegdtowych
informacji dotyczacych MT2, jej roli w organizmie, jej inhibitorow i substratow chromogenicznych
znalez¢ mozna w pracy przegladowej H.14.

Niezaleznie od przedstawionych powyzej rozbieznosci, udziat MT2 w utrzymaniu wlasciwego
poziomu zelaza w ustroju jest niepodwazalny i enzym ten rozpatrywany jest obecnie jako potencjalny
cel molekularny [36,37]. Silne i selektywne inhibitory tej proteinazy moglyby sta¢ si¢ narzedziami
umozliwiajagcymi szczegolowe poznanie mechanizmu ksztaltowania si¢ homeostazy zelaza, a takze
zostaé wykorzystane w poszukiwaniach nowych terapii chordb objawiajacych si¢ nadmiernym
Stezeniem tego pierwiastka w organizmie np. hemochromatozy dziedzicznej. W pracach H.8 i H.12
opisane zostaly badania nad inhibitorami peptydowymi blokujagcymi MT2 (a $cislej rzecz ujmujac,
hamujacymi jej domene katalityczng), zaprojektowanymi w oparciu o strukture SFTI-1. Ponadto, w
oparciu o otrzymane wyniki powstata rozprawa doktorska autorstwa Agaty Gitlin-Domagalskiej, pt.
Designing and chemical syntheses of selective matriptase-2 inhibitors based on trypsin inhibitor SFTI-
1 isolated from sunflower seeds (2016), w ktorej petnitem funkcje promotora pomocniczego.

Jednym z moich najwazniejszych osiggnie¢ naukowych bylo uzyskanie dwoch wysoce
selektywnych inhibitorow MT2, hamujacych ten enzym w warunkach in vitro 176- (peptyd 11 w
tabelach 1 i 2) i 228-razy (peptyd 16) mocniej niz homologiczng MT1. Ponadto otrzymane zostaty
dwa inhibitory MT2 charakteryzujace si¢ bardzo niskimi warto$ciami statych inhibicji K, wynoszacymi
151 19 nm (peptydy 33 i 15). Wedtug mojej wiedzy, oba zwigzKki sa najsilniejszymi peptydowymi
inhibitorami MT2 spo$rod wszystkich dotychczas opisanych w literaturze.

Oba enzymy, MT1 i MT2, cho¢ bardzo podobne do siebie, petnia zupelnie inne funkcje. W
zdrowym organizmie MT1 obecna jest przede wszystkim na powierzchni komorek nabtonkowych, a
takze monocytow, limfocytow B i komorek tucznych [38]. Bierze udziat m.in. w degradowaniu biatek
macierzy zewnatrzkomorkowej, co wplywa na ksztaltowanie si¢ i utrzymywanie integralnosci tkanek

nabtonkowych. Mutacje w obrebie genu kodujacego MT1 tgczone sg np. z chorobami skory z grupy

3 Finberg K.E., et al. Down-regulation of Bmp/Smad signaling by Tmprss6 is required for maintenance of systemic
iron homeostasis. Blood 2010, 115, 3817-26.

35 Wahedi M., et al. Matriptase-2 suppresses hepcidin expression by cleaving multiple components of the hepcidin
induction pathway. J. Biol. Chem. 2017, 292, 18354-18371.

% Sisay M.T., et al. Identification of the first low-molecular-weight inhibitors of matriptase-2. J. Med. Chem.
2010, 53, 5523-35.

37 Maurer E., et al. Hepatocyte growth factor activator inhibitor type 2 (HAI-2) modulates hepcidin expression by
inhibiting the cell surface protease matriptase-2. Biochem. J. 2013, 450, 583-93.

38 Bugge T.H., et al. Type Il transmembrane serine proteases. J. Biol. Chem. 2009, 284, 23177-81.
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rybiej tuski (fac. ichthyosis) [39]. Zainteresowanie MT1 wynika jednak z jej podwyzszonej aktywnosci
towarzyszacej rozwojowi nowotworow pochodzenia nabtonkowego, m.in. piersi, prostaty, jajnika [40].
Ponadto istnieja dowody na udziat MT1 w procesie replikacji wirusa grypy [41], rozwoju chorob
zwyrodnieniowych stawow oraz miazdzycy tetnic [42].

Wspomniane wyzej inhibitory MT2 wyloniono sposrdd 40-tu zsyntezowanych analogéw SFTI-
1 (tabela 1), zaprojektowanych w oparciu o nastgpujace dane: (i) struktury pierwszorzgdowe substratow
syntetycznych MT2 [43], w tym substratu wykazujacego efekt rezonansowego przeniesienia energii
wzbudzenia fluorescencji FRET (ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer) otrzymanego w naszej
Katedrze na drodze chemii kombinatorycznej [44]; (ii) dane literaturowe dotyczace znanych inhibitorow
MT1 otrzymanych na bazie struktury pierwszorzedowej SFTI-1 [45,46,47,48]; oraz (iii) wyniki
modelowania homologicznego, w trakcie ktorego, korzystajac z dostepnej struktury krystalicznej MT1,
wygenerowano model domeny katalitycznej MT2 [36,49]. Modelowanie przeprowadzone zostato przez
wspotpracujacg z nami grupe prof. Michaela Giitschowa z Uniwersytetu Fryderyka Wilhelma w Bonn.
Stamtad réwniez pochodzit stosowany w badaniach in vitro preparat zawierajacy domeng katalityczna
MT2.

39 Alef T., et al. Ichthyosis, follicular atrophoderma, and hypotrichosis caused by mutations in ST14 is associated
with impaired profilaggrin processing. J. Invest. Dermatol. 2009, 129, 862-9.

40 Uhland K. Matriptase and its putative role in cancer. Cell. Mol. Life Sci. 2006, 63, 2968-78.

41 Baron J., et al. Matriptase, HAT, and TMPRSS2 activate the hemagglutinin of HON2 influenza A viruses. J. Virol.
2013, 87, 1811-20.

42 Seitz 1., et al. Membrane-type serine protease-1/matriptase induces interleukin-6 and -8 in endothelial cells by
activation of protease-activated receptor-2: potential implications in atherosclerosis. Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol. 2007, 27, 769-75.

43 Beliveau F., et al. Probing the substrate specificities of matriptase, matriptase-2, hepsin and DESC1 with
internally quenched fluorescent peptides. FEBS J. 2009, 276, 2213-2226

4 Wysocka M., et al. Substrate specificity of human matriptase-2. Biochimie 2014, 97, 121-127.

4 Avrutina O., et al. Between two worlds: a comparative study on in vitro and in silico inhibition of trypsin and
matriptase by redox-stable SFTI-1 variants at near physiological pH. Org. Biomol. Chem. 2012, 10, 7753-7762.
46 Fittler H., et al. Combinatorial tuning of peptidic drug candidates: high-affinity matriptase inhibitors through
incremental structure-guided optimization. Org. Biomol. Chem. 2013, 11, 1848-1857

47 Fittler H., et al. Potent inhibitors of human matriptase-1 based on the scaffold of sunflower trypsin inhibitor. J.
Pept. Sci. 2014, 20, 415-420.

48 Quimbar P., et al. High-affinity cyclic peptide matriptase inhibitors. J. Biol.Chem. 2013, 288, 13885-13896.

49 Maurer E., et al. Insights into matriptase-2 substrate binding and inhibition mechanisms by analyzing active-
site-mutated variants. ChemMedChem. 2012, 7, 68-72.
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Tabela 1. Struktury pierwszorzedowe peptydowych i peptomerycznych inhibitoréw matryptazy-1 i -2. Reszty
niewystepujace w natywnym SFTI-1 zostaly pogrubione, a reszta w pozycji P1 podkre$lona.

Peptyd Struktura pierwszorzedowa pu’k;II:IZ;ll gii
SFTI-1 (1) | &'Gly-Arg-Cys(&?)-Thr-Lys-Ser-1le-Pro-Pro-lle-Cys(&?)-Phe-Pro-Asp&?*
SFTI-1 (2) | Gly-Arg-Cys(&)-Thr-Lys-Ser-lle-Pro-Pro-lle-Cys(&)-Phe-Pro-Asp

5 Gly-Arg-Cys(&)-lle-Arg-Ala-Arg-Ser-Ala-Ser-Tyr-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 1/H8
6 Gly-Arg-Cys(&)-lle-D-Arg-Ala-Arg-Ser-Ala-Ser-Tyr-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 2/H8
7 Gly-Arg-Cys(&)-Arg-Ala-Arg-Ser-Ala-Pro-Pro-1le-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 3/H8
8 Gly-Arg-Cys(&)-D-Arg-Ala-Arg-Ser-Ala-Pro-Pro-lle-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 4/H8
9 lle-Arg-Cys(&)-Arg-Ser-Ala-Ser-Tyr-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 5/H8
10 Gly-Arg-Cys(&)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-1le-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 6/H8
11 Gly-D-Arg-Cys(&)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-lle-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 7/H8
12 Gly-Arg-Cys(&)-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-lle-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 8/H8
13 Gly-D-Arg-Cys(&)-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-1le-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 9/H8
14 Gly-Arg-Cys(&)-Pro-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-lle-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 10/H8
15 &'Gly-Arg-Cys(&?)-Thr-Arg-Ser-1le-Pro-Pro-lle-Cys(&?)-Phe-Pro-Asp&* 11/H8
16 &'Gly-D-Arg-Cys(&?)-Thr-Arg-Ser-1le-Pro-Pro-lle-Cys(&?)-Phe-Pro-Asp&?! 12/H8
17 &'Gly-Arg-Cys(&?)-Arg-Ser-1le-Pro-Pro-lle-Cys(&2)-Phe-Pro-Asp&?! 13/H8
18 Gly-Arg-Cys(&)-Thr-Arg-lle-Pro-Pro-lle-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 14/H8
19 &'Gly-Arg-Cys(&?)-Thr-Arg-Ile-Pro-Pro-lle-Cys(&?)-Phe-Pro-Asp&* 15/H8
20 Gly-Arg-Cys(&)-Arg-lle-Pro-Pro-lle-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 16/H8
21 &'Gly-Arg-Cys(&?)-Arg-lle-Pro-Pro-lle-Cys(&?)-Phe-Pro-Asp&! 17/H8
22 Lys-Arg-Cys(&)-Thr-Lys-Ser-1le-Pro-Pro-lle-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 18/H12
23 &L ys-Arg-Cys(&?2)-Thr-Lys-Ser-Ile-Pro-Pro-1le-Cys(&?)-Phe-Pro-Asp&* 19/H12
24 Lys(&%)-Arg-Cys(&?)-Thr-Lys-Ser-lle-Pro-Pro-1le-Cys(&?)-Phe-Pro-Asp&* 20/H12
25 Lys-Arg-Cys(&)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-lle-Cys(&)-Phe-Pro-Asp 21/H12
26 &'Lys-Arg-Cys(&2)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-1le-Cys(&?)-Phe-Pro-Asp&! 22/H12
27 Lys(&?')-Arg-Cys(&?)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-1le-Cys(&?2)-Phe-Pro-Asp&?! 23/H12
28 &'Lys-D-Arg-Cys(&?)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-1le-Cys(&2)-Phe-Pro-Asp&* 24/H12
29 Lys(&?')-D-Arg-Cys(&?)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-1le-Cys(&?)-Phe-Pro-Asp&?! 25/H12
30 Gly-Arg-Cys(&)-Thr-Lys-Ser-lle-Pro-Pro-Arg-Cys(&)-His-Pro-Asp 26/H12
31 &'Gly-Arg-Cys(&3)-Thr-Lys-Ser-lle-Pro-Pro-Arg-Cys(&?)-His-Pro-Asp&?* 27/H12
32 Gly-Arg-Cys(&)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-Arg-Cys(&)-His-Pro-Asp 28/H12
33 &'Gly-Arg-Cys(&?)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-Arg-Cys(&2)-His-Pro-Asp&* 29/H12
34 &'Gly-D-Arg-Cys(&2)-Thr-Arg-Ser-1le-Pro-Pro-Arg-Cys(&?)-His-Pro-Asp&* 30/H12
35 Lys-Arg-Cys(&)-Thr-Lys-Ser-lle-Pro-Pro-Arg-Cys(&)-His-Pro-Asp 31/H12
36 &'Lys-Arg-Cys(&?)-Thr-Lys-Ser-lle-Pro-Pro-Arg-Cys(&?)-His-Pro-Asp&?! 32/H12
37 Lys(&%)-Arg-Cys(&?)-Thr-Lys-Ser-lle-Pro-Pro-Arg-Cys(&?)-His-Pro-Asp&! 33/H12
38 Lys-Arg-Cys(&)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-Arg-Cys(&)-His-Pro-Asp 34/H12
39 &Lys-Arg-Cys(&2)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-Arg-Cys(&?)-His-Pro-Asp&?! 35/H12
40 Lys(&%)-Arg-Cys(&?)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-Arg-Cys(&?)-His-Pro-Asp&* 36/H12
41 &'Lys-D-Arg-Cys(&?)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-Arg-Cys(&2)-His-Pro-Asp&* 37/H12
42 Lys(&%)-D-Arg-Cys(&?)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-Arg-Cys(&2)-His-Pro-Asp&* | 38/H12
43 Gly-Arg-Cys(&?)-Thr-Narg-Ser-1le-Pro-Pro-1le-Cys(&2)-Phe-Pro-Asp 39/H12
44 Gly-Narg -Cys(&?)-Thr-Narg-Ser-lle-Pro-Pro-1le-Cys(&?)-Phe-Pro-Asp 40/H12

Wszystkie peptydy posiadaty mostek disulfidowy. W niektorych wystepowat dodatkowy rodzaj
cyklizacji: ciagly tancuch gtowny (np. 15-17) lub — jak w przypadku peptydow z N-koncowa reszta Lys

— wigzanie izopeptydowe migdzy grupa e-aminowg tego aminokwasu i grupa a-karboksylowa C-
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koncowej reszty Asp (np. 40 i 42). W poréwnaniu z SFTI-1, wigkszo$¢ peptydow posiadata inne reszty
aminokwasowe w co najmniej jednej z pieciu pozycji: 1, 4, 5, 101 12. W przypadku peptydow 5-9, w
miejsce reszt aminokwasowych tworzacych petle wigzaca SFTI-1 wstawiono reszty wystepujace w
strukturze pierwszorzedowej wspomnianego substratu FRET o sekwencji ABZ-lle-Arg-Ala-Arg-Ser-
Ala-Gly-Tyr(3-NOz)-NH: [44] (gdzie ABZ to reszta kwasu 2-aminobenzoesowego petnigca rolg donora
fluorescencji, a Tyr(3-NO) to 3-nitro-L-tyrozyna bedaca jej akceptorem).

Niektore peptydy (np. 12 i 18) projektowano z mysla o otrzymywaniu zwigzkow krotszych, a
wiec generujacych nizsze koszty w trakcie syntezy chemicznej na no$niku statym. Wsrdd otrzymanych
analogow SFTI-1 byly tez peptomery 43 i 44 bedace zwigzkami hybrydowymi ztozonymi z a-
aminokwasow i N-podstawionych reszt glicyny (ang. peptide-peptoid hybrid polymers, peptomers).
Struktura chemiczna obu rodzajéw monomeroéw jest podobna. Jedyna rdznicg jest umiejscowienie
tancucha bocznego, ktory w a-aminokwasach potaczony jest z atomem wegla o, natomiast w resztach
peptoidowych przesunicty jest na atom azotu grupy a-aminowej. Polimery ztozone wytgcznie z reszt
peptoidowych to peptoidy. W porownaniu z peptydami wykazujg one wysoka - okreslang niekiedy jako
catkowitg - odporno$¢ na dziatanie enzymow proteolitycznych, nizszg podatno$¢ na agregacje, wyzszg
hydrofobowo$¢ i tym samym lepsza przenikalnos$¢ przez btony komorkowe, nizsza cytotoksycznosc, a
takze zwigkszong odporno$¢ termiczng i swobode konformacyjng [50].

Wybrane zwigzki poddano bardziej szczegétowym badaniom, prowadzonym w warunkach in
vitro z wykorzystaniem odpowiednio dobranych substratow fluorogenicznych, majgcym na celu
wyznaczenie warto$ci statych inhibicji K; ich kompleksow z enzymami (tabela 2). Oprocz
wspomnianych MT1 i MT2, do badan wybrano inne ludzkie proteinazy serynowe o podobnej
specyficzno$ci substratowej - trombing, plazming i S-trypsyne. Okazalo sig, ze zastgpienie reszty LysS
(P1) w natywnym (1) i monocyklicznym SFTI-1 (2) przez Arg (peptydy 15 i 10) powoduje blisko 12-
krotny wzrost aktywnosci inhibitorowej wobec MT2. Dodatkowa modyfikacja w pozycji 2, polegajaca
na zamianie L-Arg przez jej izomer D, skutkowata co prawda spadkiem inhibicji MT2 (peptydy 11 i 16),
jednak w tym przypadku wigksze znacznie miato drastyczne obnizenie ich aktywnos$ci inhibitorowe;j
wobec MT1. Dzigki temu, otrzymane zostaly wysoce selektywne inhibitory wiazace si¢ znacznie
mocniej z MT2, niz z MT1. Ponadto oba peptydy nie wykazywaly istotnego wplywu na aktywno$¢
proteolityczng plazminy, mocno obnizaty aktywnos¢ ludzkiej trypsyny oraz powodowaty dos¢ znaczaca
aktywacj¢ trombiny. Ten ostatni, dos¢ zaskakujacy wynik, moze by¢ skutkiem oddziatywania jonowego
miedzy peptydem - zwlaszcza jego C-koncows resztg Asp obdarzong tadunkiem ujemnym, a dodatnio
naladowanym fragmentem trombiny zwanym miejscem wigzania fibrynogenu (ang. exosite I). Moze to
wywota¢ modyfikacje struktury przestrzennej enzymu powodujgcg wzrost jego aktywnosci

proteolitycznej. Natomiast jednoczesne, silne hamowanie trypsyny oraz MT1 lub MT2 nie powinno

50 patch J.A., et al. Versatile oligo(N-substituted)glycines: the many roles of peptoids in drug discovery” W
“PseudoPeptides In Drug Development (red. Nielsen P.E.), Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim,
2004.
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stanowi¢ przeszkody w ewentualnym wykorzystaniu analizowanych peptydow w warunkach in vivo.
Trypsyna jako enzym trawienny produkowany przez trzustke, pelni swe funkcje w dwunastnicy,
podwyzszona ekspresja MT1 obserwowana jest gtéwnie w komdrkach nowotworowych piersi, prostaty,

jajnika, za§ MT2 obecna jest przede wszystkim w komorkach watroby i w makrofagach.

Tabela 2. Wartosci statych inhibicji (Ki) wybranych analogéw wobec badanych proteinaz serynowych. Symbole:
1 oraz 71 oznaczaja, ze przy stezeniu 9,8 nM i 98 pM zaobserwowano odpowiednio umiarkowany lub znaczacy
wzrost aktywnos$ci trombiny. <> wskazuje brak zmian aktywnosci trombiny. n.b. — nie badano.

Analog Ki+ SEM (nM) Selektywnosé
Matryptaza-2 | Matryptaza-1 | Plazmina | Trombina | Trypsyna wobec MT
1 218 +21 102+7 25+5 ) 3,4+0,3 2,14 MT1
2 1370 + 330 61 +4 28 £ 10 ™ 9,1+0,7 22,5 MT1
10 115+ 16 91 +11 2260 = 410 ) 152+0,6 1,26 MT1
11 433 £ 62 76300 +27200 | >100 000 ™ 19113 176 MT2
15 19+3 269 +270 365+ 97 ) 134+0,8 14,2 MT2
16 278 + 19 63400 = 10500 | >100 000 ™ 449 + 3.2 228 MT2
27 370 +27 179 + 18 n.b. n.b. n.b. 2,1 MT1
28 2640 + 340 4110 + 520 >100 000 ™ 17,1+1,0 1,6 MT2
32 288+ 017 6,4+0,7 7760 = 880 VAN 10,6 + 4,8 45 MT1
33 15+1 4,9 +0,7 n.b. n.b. n.b. 3,1 MT1
38 318 +25 43+0,7 5790 + 720 YRS 53+ 1,0 74 MT1
39 102 + 8 83+1,2 3050 = 570 VAN 9,0 +3,6 12 MT1
40 257+ 12 2,6+0,2 3310 = 360 VRN 5,1+0,9 100 MT1
41 607 + 41 27,6+20 >100 000 VAN 21,8+ 11,4 22 MT1

Warto rowniez zwrdci¢ uwage na silne inhibitory MT1 (32-40) blokujace ten enzym znacznie

mocniej niz MT2 i plazmine oraz nie wptywajace na aktywnos$¢ katalityczng trombiny.

Otrzymanie nowych, niekowalencyjnych inhibitoréw proteasomu

Wykorzystanie SFTI-1 jako zwiazku wyjsciowego do otrzymania silnych inhibitoré6w proteaz
innych niz serynowe przedstawiono w pracach H.4 i H.10. Prezentowane w tym rozdziale wyniki znajda
si¢ réwniez w rozprawie doktorskiej przygotowywanej obecnie przez mgr Martg Lubos pt.
Projektowanie, chemiczna synteza oraz badania kinetyczne peptydowych niekowalencyjnych i
kowalencyjnych inhibitoréw proteasomu, W ktorej jestem promotorem pomocniczym (planowany rok
obrony, 2019). Wspomnie¢ nalezy, ze badania te sfinansowane zostaly przez Narodowe Centrum Nauki
(konkurs Sonata 1) w ramach projektu pt. Poszukiwanie nowych inhibitorow i substratow
fluorogenicznych ludzkiego proteasomu, ktoérego bytem kierownikiem.

Proteasom jest biatkowym, wielkoczasteczkowym kompleksem enzymatycznym, ktorego

prawidlowe funkcjonowanie wymaga energii z ATP oraz wspotdziatania z innym biatkiem - ubikwityna
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[51]. Degradacja wigkszosci biatek w komorkach eukariotycznych odbywa si¢ poprzez szlak
ubikwityna-proteasom [52]. Eukariotyczny proteasom 26S ztozony jest z jednostki katalitycznej 20S,
do ktorej przylaczone sg najczesciej dwie jednostki regulatorowe 11S lub 19S [53]. Jednostka 20S ma
postac¢ tuby zbudowanej z czterech lezacych na sobie pier$cieni. Dwa pier$cienie zewngtrzne ztozone sa
z 7 podjednostek a, dwa wewngtrzne z 7 podjednostek . Kazdy z pierscieni £ zawiera po 3 podjednostki
katalityczne (f1, p2 i p5) odpowiedzialne za hydrolize substratow biatkowych. Wszystkie jednostki
katalityczne posiadaja N-koncowa resztg Thr, ktora inicjuje hydrolize poprzez atak grupy pS-
hydroksylowej na karbonylowy atom wegla substratu biatkowego. Proteasom jest wigc proteaza
treoninowy. Kregowce posiadaja trzy gléwne rodzaje proteasomu 20S réznigce si¢ budowa
podjednostek katalitycznych - proteasom konstytutywny (c20S), immunoproteasom (i20S) i
tymoproteasom (t20S). Podjednostka proteasomu konstytutywnego plc hydrolizuje wigzania
peptydowe gltdéwnie po aminokwasach z ujemnie natadowanymi tancuchami bocznymi. Preferuje reszte
Asp nad Glu, co pokazane zostato m.in. przez nasza [C.11] oraz inne grupy badawcze [54,55]. Jej
aktywnos$¢ okreslana jest mianem kaspazopodobnej (ang. caspase-like activity, C-L). Analogiczna
podjednostka w immunoproteasomie, S1i, preferuje rozgat¢zione reszty hydrofobowe, takie jak np. Leu.
Niemal identyczne podjednostki p2¢ i f2i wykazuja aktywnos¢ trypsynopodobng (ang. trypsin-like, T-
L) i hydrolizujg wiagzania po Lys i Arg [56, B.5]. Wigksze réznice w specyficzno$ci wykazuja
podjednostki 5. Wynika to z odmiennego utozenia przestrzennego tancucha bocznego Met45 w ich
glownej kieszeni wigzacej Si1. Kieszen ta w 51 jest wicksza i bardziej dostepna dla duzych reszt, takich
jak Phe, Tyr i Trp. Aktywno$¢ tej podjednostki nazywana jest chymotrypsynopodobna (ang.
chymotrypsin-like, ChT-L). Mniejsza kieszen w fB5c sprawia, ze podjednostka ta wykazuje raczej
zdolno$¢ do hydrolizowania po niewielkich, oboj¢tnych resztach aminokwasowych, takich jak Val i Ala
(ang. small neutral amino acid preferring, SNAAP) [55,57].

Proteasom c20S wystepuje niemal w kazdej komorce, w ktorej odpowiada za usuwanie
zbednych biatek. Immunoproteasom obecny jest gldéwnie w komorkach uktadu immunologicznego, lecz
takze w innych komorkach stymulowanych cytokinami prozapalnymi: interferonem-y i czynnikiem

martwicy nowotworow « [58]. Jego nadrzgdna funkcja jest hydrolizowanie biatek wirusowych i

51 Hershko A., Ciechanover A. The ubiquitin system. Annu. Rev. Biochem. 1998, 67, 425-79

52 L ee D.H., Goldberg A.L, Proteasome inhibitors: valuable new tools for cell biologists.Trends Cell Biol. 1998,
8, 397-403.

%3 Borissenko L., Groll M. 20S proteasome and its inhibitors: crystallographic knowledge for drug development.
Chem. Rev. 2007, 107, 687-717.

% Kisselev A.F., et al. The caspase-like sites of proteasomes, their substrate specificity, new inhibitors and
substrates, and allosteric interactions with the trypsin-like sites. Biol. Chem. 2003, 278, 35869-77.

%5 Huber E.M., et al. Systematic analyses of substrate preferences of 20S proteasomes using peptidic epoxyketone
inhibitors. J. Am. Chem. Soc. 2015, 137, 7835-42.

% Harris J.L., et al. Substrate specificity of the human proteasome. Chem. Biol. 2001, 8, 1131-41.

5 Groll M, Huber R. Purification, crystallization, and X-ray analysis of the yeast 20S proteasome. Methods
Enzymol. 2005, 398, 329-36.

%8 Aki M., et al. Interferon-gamma induces different subunit organizations and functional diversity of proteasomes.
J. Biochem. 1994, 115, 257-269.
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bakteryjnych w celu wytwarzania antygenow prezentowanych komorkom uktadu odpornosciowego w
postaci kompleksu z MHC typu 1. Podwyzszona aktywno$¢ proteasomu, gtownie konstytutywnego,
obserwowana jest w komodrkach nowotworowych, ktore sa jednoczesnie bardziej wrazliwe na inhibicje
proteasomu niz komorki prawidtowe [59]. Nadaktywno§¢ immunoproteasomu towarzyszy wielu
chorobom o podtozu autoimmunologicznym: reumatoidalnemu zapaleniu stawdw, stwardnieniu
rozsianemu czy nieswoistemu zapaleniu jelit [60,61]. Zablokowanie immunoproteasomu ostabia objawy
choréb autoimmunologicznych w modelach zwierzecych [62].

Obecnie znanych jest kilka grup zwigzkoéw blokujacych proteasom w sposob kowalencyjny lub
niekowalencyjny [63]. Wsrod tych pierwszych, bardziej licznych, najwigkszym zainteresowaniem
ciesza si¢ krotkie peptydy zbudowane z trzech lub czterech reszt aminokwasowych, posiadajace na
swym C-koncu reaktywne ugrupowanie elektrofilowe. Ugrupowanie to wigze si¢ z N-koncowa reszte
Thr w sposob odwracalny (aldehydy peptydowe i peptydowe pochodne kwasu boronowego) lub
nicodwracalny (peptydowe epoksyketony i winylosulfony). Inhibitorami kowalencyjnymi sg m.in. trzy
inhibitory stosowane w leczeniu pacjentdw ze szpiczakiem mnogim (ang. multiple myeloma) oraz
pacjentéw z chtoniakiem z komorek ptaszcza (ang. mantle cell lymphoma) — dwie pochodne kwasu
boronowego, bortezomib (zatwierdzony do leczenia w roku 2003) i ixazomib (2015) oraz peptydowy
epoksyketon, carfilzomib (2012).

Inhibitory niekowalencyjne proteasomu stanowig mniej liczng grupe. Zainteresowanie tymi
zwigzkami wynika z ich odmiennego sposobu oddzialywania z enzymem: niekowalencyjnego,
odwracalnego, niekiedy wykorzystujacego efekt allosteryczny. Takie wiasciwosci moga zapobiegad
typowym skutkom ubocznym towarzyszacym stosowaniu reaktywnych inhibitorow kowalencyjnych:
niskiej specyficznos¢ dziatania (np. bortezomib hamuje rowniez aktywno$¢ komérkowych proteinaz
serynowych, katepsyny G, A i HtrA2/Omi [64]) oraz przypadkom pojawiania si¢ opornosci proteasomu
uniemozliwiajacej zwiazanie inhibitora, ktéra wynika np. z pojedynczej mutacji w obrebie reszt
aminokwasowych w centrum aktywnym enzymu.

Przystepujac do realizacji tego zadania badawczego wiedziatem, ze natywny SFTI-1 nalezacy
do rodziny inhibitorowej Bowmana i Birki nie wplywa na aktywno$¢ szczurzego proteasomu 20S [65].

Natomiast dwa inne inhibitory kanoniczne - nalezacy do rodziny Kunitza inhibitor trypsyny z bydlece;j

%9 Adams J. Development of the proteasome inhibitor PS-341. The Oncologist 2002, 7, 9-16.

80 Fierabracci A. Proteasome inhibitors: a new perspective for treating autoimmune diseases. Curr. Drug Targets.
2012, 13, 1665-75.

61 Moran E. et al. Proteasome inhibitors as immunosuppressants: biological rationale and clinical experience.
Semin. Hematol. 2012, 49, 270-6.

52 Basler M., et al. The immunoproteasome: a novel drug target for autoimmune diseases. Clin. Exp. Rheumatol.
2015, 33, S74-9.

8 Kisselev A.F., et al. Proteasome inhibitors: an expanding army attacking a unique target. Chem. Biol. 2012,
19, 99-115.

8 Arastu-Kapur S., et al. Nonproteasomal targets of the proteasome inhibitors bortezomib and carfilzomib: a link
to clinical adverse events. Clin. Cancer Res. 2011, 17, 2734-43.

% Yabe K., Koide T. Inhibition of the 20S proteosome by a protein proteinase inhibitor: evidence that a natural
serine proteinase inhibitor can inhibit a threonine proteinase. J. Biochem. 2009, 145, 217.-27
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trzustki, BPTI (ang. bovine pancreatic trypsin inhibitor, 58 reszt aminokwasowych) oraz zaliczany do
rodziny ro$lin dyniowatych, inhibitor trypsyny wydzielony z nasion Momordica charantina, MoCTI-I
(ang. Momordica charantina trypsin inhibitor, 30 reszt) - blokuja ten enzym w warunkach in vitro i ex
vivo [65]. Autorzy cytowanej pracy przeprowadzili nawet eksperyment na podstawie ktorego
stwierdzili, ze BPTI, pomimo swego rozmiaru, jest w stanie dotrze¢ do wngtrza proteasomu i przytaczy¢
si¢ do jego wszystkich jednostek katalitycznych. Porownujac struktury pierwszorzedowe inhibitorow
proteinaz, aktywnych i nieaktywnych wobec proteasomu stwierdzono, ze zdolno$¢ do jego hamowania
wykazuja tylko te zwiazki spo$rod badanych, ktére posiadaja w jednej z dwodch pozycji swej petli
wigzacej - P2’ lub P3’- zasadowg reszte aminokwasowa. W BPTI jest to Arg (P2’), w MoCTI-I Lys (Ps’),
natomiast w nieaktywnym SFTI-1 wystepuja Ile (P2”) i Pro (P3’). Pierwsza seria zaprojektowanych
peptydoéw zawierata 9 analogéw monocyklicznego SFTI-1 (45-53 w tabeli 3), w ktorych co najmnigj
jedna ze wspomnianych pozycji zawierata reszte Lys. Wyjatkiem byt peptyd 52 z resztami Ala w obu
pozycjach.

Stopien zablokowania podjednostki katalitycznej S5y (litera y pochodzi od ang. yeast)
drozdzowego proteasomu 20S przez peptydy 2 i 45-53 oraz podjednostek pglc, p5c¢ ludzkiego
proteasomu 20S przez peptydy 2 i 45-83 badano w obecnosci dodecylosiarczanu sodu (SDS), ktory jest
powszechnie stosowanym w badaniach in vitro czynnikiem stymulujacym proteasom 20S,
umozliwiajagcym wnikanie substratow i inhibitoréw do jego wnetrza. Inhibicj¢ podjednostki f2¢ przez
peptydy 2 i 45-83 analizowano bez dodatku SDS. W badaniach stosowano odpowiednie substraty
fluorogeniczne hydrolizowane selektywnie przez poszczegodlne podjednostki katalityczne. Proteasom
ludzki pochodzit ze zrédet komercyjnych, a proteasom drozdzowy otrzymany zostat od prof. Michaela
Grolla z Wydzialu Chemii Uniwersytetu Technicznego w Monachium, w ramach nawigzanej
wspotpracy.

Okazalo si¢, ze umieszczenie Lys w pozycjach P2’ 1 P3’ spowodowalo znaczacy wzrost
aktywnosci inhibitorowej zwiazku 53 w poréwnaniu z niemodyfikowanym SFTI-1 (2): 52-krotny wobec
p1c i 40-krotny wobec podjednostki 5c. Kolejna modyfikacja, polegajaca na zastgpieniu obecnej w
peptydzie 53 reszty Lys z pozycji Pi przez Arg poskutkowata otrzymaniem peptydu 48 bedacego
najsilniejszym inhibitorem (sposrod peptydow pierwszej serii 45-53) wszystkich trzech podjednostek
ludzkiego proteasomu konstytutywnego. Zwiagzek ten blokowal mocno roéwniez drozdzowa
podjednostke A5y. Analiza wykresu Lineweaver-Burka wskazata na kompetycyjny charakter tej
inhibicji, taki sam jak w przypadku BPTI i szczurzego 20S [65].

Zaobserwowane hamowanie podjednostek katalitycznych proteasomu wykazujacych odmienng
specyficzno$¢ substratowg $wiadczy o tym, ze reszta Arg5 (bedaca w pozycji P1 w kompleksie z
proteinazg serynowa) nie odgrywata w tych oddziatywaniach az tak istotnej roli jak podczas blokowania
proteinaz serynowych. Co wigcej, inhibitory zaprojektowane z mysla o selektywnym blokowaniu
podjednostki S5 preferujacej hydrofobowe reszty aminokwasowe (peptydy 49-51 z Tyr, Phe i Ala w
pozycji P1), wykazywaty nizszg aktywno$¢ inhibitorowg niz zwigzek 48 z Arg w P1. Jest wiec watpliwe,
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aby otrzymane inhibitory blokowaty proteasom w sposob analogiczny jak odbywa si¢ to w przypadku
proteinaz serynowych, gdzie czynnikiem kluczowym jest bezposrednie oddziatywanie reszty Pi z
kieszenig S: enzymu. Nalezy jednak podkresli¢, ze byty one w stanie wnika¢ do wnetrza proteasomu, o
czym $wiadczyla obecnosé¢ zhydrolizowanych produktéw pozbawionych N-koncowego dipeptydu Gly-
Arg, zarejestrowana po 24-godzinnej inkubacji wybranych peptydow (m.in. 46 i 47) z drozdzowym
proteasomem 20S.

Wigkszy wplyw na oddziatywanie z proteasomem zdaje si¢ mie¢ fadunek wypadkowy badanych
peptydow, ktory w przypadku najsilniejszych inhibitorow z tej serii wynosit w warunkach eksperymentu
(pH 8,1) +2 lub +3, natomiast w przypadku najstabiej dziatajacych peptydoéw 2 i 52 wynosit +1. Na
istotng role tadunku wskazuja takze wyniki eksperymentu przeprowadzonego z udziatem proteasomu
drozdzowego i peptydu 48 w buforze bez dodatku SDS. Zaobserwowano wowczas wyrazng, 5-krotna

aktywacje podjednostki S5y (rys. 3).
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Rysunek 3. Aktywacja drozdzowej podjednostki S5y przez peptyd 48 w badaniu bez udziatu SDS.
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Tabela 3. Struktury pierwszorzgdowe SFTI-1 (2) i jego analogdw, oraz ich aktywno$ci inhibitorowe wobec
podjednostek katalitycznych ludzkiego c20S oraz drozdzowej f5y. Oznaczenia: * - ICso [1M] to stezenie inhibitora
obliczone z wykresu zaleznosci aktywnos$ci enzymatycznej od ilosci dodanego inhibitora, powodujace spadek
poczatkowej aktywnosci enzymu o 50%; #- 1so [uM] to stezenie inhibitora przy ktorym obserwowano okoto 50%
poczatkowej aktywno$ci enzymu; n.b. — nie badany.

. Ki [um Nrw
Nr | Struktura pierwszorzedowa Blc | ﬂlzl:: ]| B5¢ A5y publikacji
PIERWSZA SERIA (praca H4
2 GRC(&)TKSIPPIC(&)FPD 58,2* | >100* | 26,98 | 51,96* 1/H4
45 | GRC(&)TKSLKPIC(&)FPD 6,7 | >100* | 1,23 2,15* I/ H4
46 | GRC(&)TRSLKPIC(&)FPD 2,4* | >100* | 1,76 1,07* 11/ H4
47 | GRC(&)TKSRIPIC(&)FPD 2,4* | 605* | 1,31 5,36* IV /H4
48 | GRC(&)TRSKKPIC(&)FPD 0,68 | 20,14 | 0,31 1,23* V /H4
49 | GRC(&)TYSKKPIC(&)FPD 4,0 | 93,1* | 1,43 6,60* VI /H4
50 | GRC(&)TFSKKPIC(&)FPD 2,8% | 453* | 1,75 5,34* VII/ H4
51 | GRC(&)TASKKPIC(&)FPD 5,4* | >100* | 2,99 8,82* VIl / H4
52 | GRC(&)TKSAAPIC(&)FPD >100* | 62,1* | >100* | >100* IX/H4
53 | GRC(&)TKSKKPIC(&)FPD 1,1* | 86,7* | 0,66 16,66 X[ H4
DRUGA SERIA (praca H10)
54 | &GRATRSKKPIAFPD& 1,16 | 3597 | 2,24 I/ H10
55 | &GRC(&?)TRSKKPIC(&?)FPD&*! 0,51 5,14 0,45 11/ H10
56 | GRATRSKKPIAFPD 2,40 | 32,37 | 3,63 IV /H10
57 | C(&)TRSKKPIC(&)FPD 56,02 | 57,55 | 48,87 V /H10
58 | GC(&)TRSKKPIC(&)FPD 11,89 | 43,16 | 9,88 VI/H10
59 | RC(&)TRSKKPIC(&)FPD 152 | 3597 | 1,01 VII/H10
60 | GGC(&)TRSKKPIC(&)FPD 9,51 | 3597 | 10,35 VIl /H10
61 | RGC(&)TRSKKPIC(&)FPD 1,12 | 3453 | 0,93 IX/H10
62 | RRC(&)TRSKKPIC(&)FPD 0,14 | 14,00 | 0,22 X/ H10
63 | GHC(&)TRSKKPIC(&)FPD 566 | 50,38 | 5,96 X1 /H10
64 | G(NIlys)C(&)TRSKKPIC(&)FPD 0,89 | 41,74 | 0,92 X1/ H10
65 | G(D-Arg)C(&)TRSKKPIC(&)FPD 0,89 | 43,18 | 0,90 XI1/H10
66 | GKC(&)TRSKKPIC(&)FPD 1,31 | 3958 | 1,13 XIV /H10
67 | G(Orn)C(&)TRSKKPIC(&)FPD 1,43 | 38,14 | 1,23 XV /[ H10
68 | G(Gnf)C(&)TRSKKPIC(&)FPD 0,38 | 38,86 | 0,54 XVI/H10
69 | R(Gnf)C(&)TRSKKPIC(&)FPD 0,10 | 18,00 | 0,12 XVII/H10
70 | G(Narg)C(&)TRSKKPIC(&)FPD 0,40 | 20,86 | 0,37 XVIII/H10
71 | R(Narg)C(&)TRSKKPIC(&)FPD 0,14 | 14,00 | 0,08 XIX [/ H10
72 | Fmoc-GRC(&)TRSKKPIC(&)FPD 0,43 3,60 0,15 XX/ H10
73 | (CH3CO)-GRC(&)TRSKKPIC(&)FPD 3,02 | 1440 | 3,51 XXI/H10
74 | (C2Hs5CO)-GRC(&)TRSKKPIC(&)FPD 1,22 7,19 1,23 XXI1/H10
75 | (C7H15CO)-GRC(&)TRSKKPIC(&)FPD 0,32 2,24 0,22 XXI11/H10
76 | 020c-GRC(&)TRSKKPIC(&)FPD 0,35 1,15 0,31 XXIV/H10
77 | Ahx-GRC(&)TRSKKPIC(&)FPD 0,46 5,75 0,39 XXV/H10
78 | GRC(&)TRSKKPIAbuFPDGRAbUTRSKKPIC(&)FPD 0,07 15* 0,10 XXVI/H10
79 | GRC(&)TRSKKPIAFPDGRATRSKKPIC(&)FPD 0,03 n.b. 0,04 XXVII/H10
80 | RGC(&!)TRSKKPIC(&?)FPDRGC(&?)TRSKKPIC(&Y)FPD n.b. ~15% 0,05 XXVIII/H10
81 | RGC(&Y)TRSKKPIC(&?)GPGGGC(&?)TRSKKPIC(&Y)FPD | 0,02 ~15* 0,03 XXIX/H10
82 | RGC(&Y)TRSKKPIC(&)GPGGGC(&?)TRSKKPIC(&)FPD | 0,02 n.b. 0,03 XXX/H10
83 | C(&)TRSKKPIAbuFPDAbUuTRSKKPIC(&)FPD 0,32 90* 0,31 XXXI/H10

Podobny skutek wywolujg opisane w literaturze zasadowe peptydy zawierajacego liczne reszty
Arg i Pro (peptyd PR39) oraz fragmenty biatka TAT (ang. trans-activator of transcription), bedacego
jednym z gléwnych czynnikow ekspresji genow wirusa HIV. Efekt allosteryczny bedacy nastgpstwem

przytaczenia si¢ tych dodatnio naladowanych peptydéw do zewnetrznych powierzchni proteasomu,
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obdarzonych silnym tadunkiem ujemnym, podnosi aktywnos$¢ proteolityczna enzymu [66]. Zwiazki
stymulujace proteasom s3 obecnie rozpatrywane pod katem ich przydatno$ci w leczeniu chordb
neurodegeneracyjnych (np. Alzheimera, Parkinsona) oraz w spowalnianiu procesu starzenia si¢ [67]. W
obu przypadkach aktywno§¢ proteolityczna proteasomu jest niewystarczajaca lub ulega
systematycznemu obnizaniu. Warto jednak wspomnie¢, ze w warunkach, w ktérych prowadzony byt
nasz eksperyment, nie zostata zaobserwowana znaczaca aktywacja ludzkiego proteasomu 20S.

Proby zarejestrowania gestosci elektronowej dla inhibitora 48 w kompleksie z drozdzowym
proteasomem 20S zakonczyly si¢ niepowodzeniem [68]. Eksperymenty te prowadzone byly zaréwno w
laboratorium prof. Michaelem Grolla, uznanego na $wiecie cksperta w dziedzinie badan
krystalograficznych nad proteasomem i jego inhibitorami, jak réwniez w laboratorium dr. hab.
Grzegorza Dubina z Zaktadu Mikrobiologii, Laboratorium Krystalografii Rentgenowskiej, Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Z tego tez powodu doktadny
sposéb oddziatywania inhibitoréw zaprojektowanych na bazie SFTI-1 z enzymem nie zostal jak dotad
poznany.

Zdolno$¢ otrzymanych inhibitoréw do rownoczesnego blokowania w warunkach in vitro
wiecej niz jednej podjednostki katalitycznej, glownie f1c i f5¢, nalezy rozpatrywaé jako zalete.
Trzeba podkresli¢, ze podjednostka f5c jest traktowana jako najwazniejszy cel terapeutyczny i
wigkszo$¢ inhibitorow proteasomu projektowana jest w taki sposob aby wiasnie ja blokowaé. Do tej
grupy zaliczy¢ mozna wigkszo$¢ inhibitorow kowalencyjnych. Istniejg jednak dowody, ze jednoczesne
blokowanie dwoch podjednostek proteasomu (55 oraz 1 lub 52) przektada si¢ na wyzsza skutecznosé
zwalczania komorek nowotworowych [69]. Aby to zweryfikowac, nawigzalem wspotprace z prof.
Piotrem Trzonkowskim z Zaktadu Immunologii i Transplantologii Uniwersytetu Medycznego w
Gdansku. Wybrane inhibitory poddano badaniom pod katem ich cytotoksycznosci wobec komorek
nowotworowych linii A431 (ang. epidermal squamous cancer cell line) oraz komorek HaCaT (ang.
immortal cell line derived from normal epidermal keratinocytes). Jednak poziom cytotoksycznosci
obserwowany po 48 godzinach, nawet przy wysokich stezeniach peptydow (500 i 1000 um) byt
niewielki (wyniki te nie zostaly opublikowane).

Dalsze badania prowadzono nad inhibitorami zaprojektowanymi na podstawie struktury
pierwszorzedowej zwiazku 48 (peptydy 54-83 w tabeli 3). Wyniki zamieszczono w publikacji H.10.

Celem badan bylto okreslenie zalezno$ci migdzy aktywnos$cig inhibitorowa, a:

8 Jankowska E, et al. Potential allosteric modulators of the proteasome activity. Biopolymers 2010, 93, 481-95.
57 Chondrogianni N- et al. Selective inhibitor of proteasome's caspase-like sites sensitizes cells to specific
inhibition of chymotrypsin-like sites. Ageing Res. Rev. 2015, 23, 37-55.

% Beck P., et al. Identification of a p1/82-specific sulfonamide proteasome ligand by crystallographic screening.
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2015, 54, 11275-8.

% Britton M, et al. Selective inhibitor of proteasome’s caspase-like sites sensitizes cells to specific inhibition of
chymotrypsin-like sites. Chem. Biol. 2009, 16, 1278-89.
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e typem cyklizacji peptydu; stad tez oprocz monocyklicznego inhibitora 48 z mostkiem disulfidowym
do badan uzyto jego analogi: liniowy (56), monocykliczny z ciggltym tancuchem gtéwnym (54) oraz
bicykliczny zawierajacy obie wspomniane formy cyklizacji (55);

e usunigciem jednej lub dwoch N-koncowych reszt, Glyl i Arg2, lub zastapieniem ich za pomoca
innych reszt biatkowych i niebiatkowych, w tym peptoidowych (57-71);

e przylaczeniem grup acylowych réznigcych si¢ rozmiarem i hydrofilowoscia do N-koncowej grupy
a-aminowej peptydu 48 (72-77);

¢ podwojeniem struktury pierwszorzedowej wybranych peptydéw oraz obecnoscia jednego lub dwdch
mostkow disulfidowych (78-83).

Sposrod zwigzkdéw rdznigeych si¢ stopniem cyklizacji (48 i 54-56), peptydy 48 i 55 z mostkiem
disulfidowym blokowaly podjednostki f1c i f5¢ ludzkiego proteasomu 20S z niemal takg samg sita. Na
uwage zastuguje fakt, ze warto$¢ K; wyznaczona dla bicyklicznego 55 wobec podjednostki
trypsynopodobnej 52c¢ (5,14 uM) byta blisko 4-krotnie nizsza niz warto$¢ K; monocyklicznego 48 (20,14
uM). Oba peptydy byly mocniejszymi inhibitorami niz ich analogi 54 i 56. Drugi z nich, bedacy
zwigzkiem liniowym, prezentowal najnizsza aktywno$¢ wobec flc i f5C w omawianej grupie
zwiazkoéw. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze byt on wyraznie silniejszym inhibitorem £5¢ (Ki=3,63 uM) niz
monocykliczne peptydy 57 i 58 (48,87 umM i 9,88 uM). Wyniki te dowodza, ze obecnos¢ mostka
disulfidowego, cho¢ istotna, nie gwarantuje wysokiej aktywnosci inhibitorowe;.

Wigksze znaczenie zdaje si¢ mie¢ obecnos¢ i rodzaj reszty zasadowej w pozycji 2 peptydu 48.
Jej usunigcie (peptydy 57 i 58) lub zastapienie przez Gly (60) i His (63), obnizato znaczaco zdolnos¢ do
hamowania proteasomu. Najkrotszy z badanych zwiazkow, peptyd 57, byt zarazem najstabszym -
stabszym nawet od monocyklicznego SFTI-1 (2) - inhibitorem podjednostek f1c i f5c. Podstawienie
Arg2 innymi resztami o charakterze zasadowym - peptoidowymi Nlys (64) i Narg (70), izomerem D-
Arg (65), Lys (66) lub Orn (67) - powodowato nieznaczny spadek aktywnosci inhibitorowej, natomiast
w przypadku inhibitora z resztag 4-guanidyno-L-fenyloalaniny (Gnf, 68) obserwowano jej niewielki
wzrost. Okazalo si¢ rowniez, ze zmiana kolejnosci dwoch N-koncowych aminokwasow w sekwencji
peptydowej, Gly 1 Arg, wplywata na blokowanie proteasomu, co wida¢ na przyktadzie peptydow 48
(Gly*-Arg?; Ki=0.31 uM wobec f5¢) i 61 (Arg*-Gly? Ki=0.93 pm). Wyrazny wzrost aktywnosci
obserwowano w przypadku inhibitorow, w ktorych N-koncowa resztg Glyl1 (48, 68 i 70) zastapiono Arg
(62, 69 i 71). Peptydy takie, posiadajace dodatkowe ugrupowanie guanidynowe, mocniej blokowaty
wszystkie podjednostki katalityczne 20S.

Interesujace wyniki przyniosta modyfikacja polegajaca na acylowaniu N-koncowej grupy a-
aminowej peptydu 48. Wszystkie otrzymane peptydy (72-77) charakteryzowala wyzsza, w porownaniu
z wigkszo$cig zwigzkow pokazanych w tabeli 3, aktywnos$¢ wzgledem podjednostki f2¢. Na szczegdlng
uwage zastuguje peptyd 76 z hydrofilowa pochodna poli(tlenku etylenu) (O20Octa, struktura chemiczna
pokazana zostata w tabeli 4), ktory byt nie tylko najsilniejszym inhibitorem f2c¢ (Ki=1,15 um), ale
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rowniez, w przeciwienstwie do wysoce hydrofobowego peptydu 75 (Ki=2,24 uM), dobrze rozpuszczat
si¢ w wodnym buforze pomiarowym Tris-HCI stosowanym podczas badan in vitro.

Ostatnig grupg stanowily peptydy o podwojonej sekwencji aminokwasowej (78-83),
posiadajace jeden lub dwa mostki disulfidowe. Zwiazki te, z wyjatkiem najkrétszego z nich 83, byly
najsilniejszymi inhibitorami podjednostek plc i f5¢ sposrod wszystkich badanych peptydéw. Na
wlasciwo$ci inhibitorowe nie mialo przy tym wplywu odmienne rozmieszczenie mostkow
disulfidowych, co najlepiej ilustruja jednakowe wartosci K; wyznaczone wzglgdem £1c (0,02 uMm) i f5¢
(0,03 uMm) dla peptydow 81 i 82. Nalezy podkresli¢, ze peptydy o podwojonej sekwencji wykazywaty
nizszg odpornos¢ na proteolize w porownaniu z ich krétszymi analogami, czego nastgpstwem byt spadek

ich wlasciwosci inhibitorowych w miar¢ wydtuzania czasu inkubacji z protesomem 20S (rys. 4).
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Rysunek 4. Aktywno$¢ podjednostki #5¢ po 30, 90 i 180 minutach inkubacji z wybranymi inhibitorami.

Wriasciwosci cytotoksyczne wybranych peptydoéw - najsilniejszego inhibitora podjednostek s1c
i B5¢ sposrod zwigzkow z pierwszej serii (48), najsilniejszego inhibitora f2¢ (76) oraz najsilniejszych
inhibitorow S1c i f5¢ sposrod wszystkich zwigzkow (79 i 81) - zbadane zostaty wobec nastepujgcych
ludzkich linii komérkowych: czerniaka A375, fibroblastow 46 BR.1N i keratynocytow HaCaT (rys. 5).
Badania te zostaty przeprowadzone w ramach nawigzanej przeze mnie wspotpracy z dr hab. Mirostawa
Cichorek z Zaktadu Embriologii Katedry Anatomii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Za
odnos$nik postuzyt dobrze znany inhibitor kowalencyjny, aldehyd peptydowy Z-Leu-Leu-Leu-al (MG-
132, gdzie Z to oslona benzyloksykarbonylowa). Eksperymenty wykonano za pomoca testu
kolorymetrycznego XTT umozliwiajacego oceng metabolizmu mitochondrialnego. Peptydowe analogi
inhibitora SFTI-1 obnizaty przezywalno$¢ komorek przy wysokich, siegajagcych 500 uM stezeniach i po
dhugim, wynoszacym 72 godzin, czasie inkubacji. Dla poroéwnania, inhibitor MG-132 przy stezeniu
wynoszacym zaledwie 0,1 uM, wywierat taki sam wplyw na komorki linii A375 jak najbardziej aktywny
inhibitor niekowalencyjny 79 przy stezeniu 500 uM (rys. 5B)
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Rysunek 5. Cytotoksyczno$¢ peptydow 48, 76, 79 i 81 w stezeniu 500 uM (A) oraz MG-132 (B).

Pokazano rowniez, ze peptydy 48 i 79 z fluoresceing przytaczona do ich N-koncowej grupy -
aminowej przenikaja do wnetrza komorek linii A375. W ramach wspotpracy z dr. hab. med.
Slawomirem Wéjcikiem z Zakladu Anatomii i Neurobiologii Katedry Anatomii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, wykonany zostal eksperyment z wykorzystaniem przeciwciat
pierwszorzedowych wigzacych si¢ z podjednostkami a proteasomu 20S oraz przeciwciat
drugorzedowych znakowanych fluoroforem Cy3. Eksperyment ten pozwolil na oznaczenie proteasomu
wewnatrz komorek A375 oraz potwierdzit istnienie wspdlnej lokalizacji (kolokalizacji) enzymu i
znakowanych peptydow, co moze sugerowac¢ istnienie wewngtrzkomorkowych kompleksow ztozonych
z proteasomu i jego inhibitoréw. Zdjecia obrazujgce wynik tego badania znajdujg si¢ w pracy H.10. Za
moje osiggniecie naukowe uwazam otrzymanie nowych analogéw SFTI-1 blokujacych aktywnos$¢
proteasomu 20S, co przyczynilo si¢ do wydluzenia i wzbogacenia do$¢ krotkiej listy dotychczas
poznanych niekowalencyjnych inhibitoréw tej proteazy. Ponadto, wykorzystanie SFTI-1 jako
struktury bazowej do projektowania inhibitorow proteasomu, bedacego proteazg treoninowa,

podkresla uniwersalno$¢ oraz potencjal tego peptydu.

Otrzymanie nowych, kowalencyjnych inhibitoréw proteasomu 20S i immunoproteasomu 20S
Kolejna grupe inhibitorow stanowity tetrapeptydy z C-koncowa grupa aldehydowa. Ich
struktury pierwszorzedowe (tabela 4) zaprojektowane zostalty w oparciu o sekwencje aminokwasowe
nowych, niezwykle czutych substratow proteasomu konstytutywnego 20S, wykazujacych efekt
rezonansowego przeniesienia energii wzbudzenia fluorescencji FRET [B.5,B.7,C.11]. Ponadto, przy
planowaniu sekwencji peptydow pod uwage brano do$¢ niedawno poznane struktury krystaliczne
ludzkiego konstytutywnego proteasomu 20S [70] i humanizowanego drozdzowego proteasomu 20S

zawierajgcego ludzkg podjednostka f5i [71]. Wspomniane substraty otrzymane zostaly na drodze

0 Harshbarger W, et al. Crystal structure of the human 20S proteasome in complex with Carfilzomib. Structure
2015, 23, 418424

I Huber E.M, et al. A humanized yeast proteasome identifies unique binding modes of inhibitors for the
immunosubunit f5i. EMBO J. 2016, 35, 2602-2613.
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chemii kombinatorycznej w ramach projektu pt. Poszukiwanie nowych inhibitorow i substratow
fluorogenicznych ludzkiego proteasomu (NCN, Sonata 1) ktorego bytem kierownikiem. Przystepujac do
realizacji tego zadnia mialem $wiadomos$¢, ze aldehydy peptydowe stanowia najstarsza grupe
inhibitoréw proteasomu i ze ich wykorzystanie ograniczone jest do badan prowadzonych w warunkach
in vitro [72]. Wynika to z takich cech grupy aldehydowej jak: jej wysoka reaktywnos¢, a tym samym
niska selektywnos¢ posiadajacych jg inhibitoréw, oraz relatywnie niska trwatos¢ w uktadach in vivo. Za
wyborem aldehydow peptydowych przemawiaja jednak nastepujace argumenty: szeroka dostepnosé
niezbednych odczynnikéw i relatywnie niskie koszty syntezy chemicznej, a takze prostsze - zwlaszcza
w poréwnaniu z peptydowymi winylosulfonami i epoksyketonami - procedury ich otrzymywania.

Szczegodtowe wyniki omawianych badan przedstawia praca H.13.

Tabela 4. Struktury pierwszorzedowe peptydow z ugrupowaniem aldehydowym na C-koncu.

Nr Inhibitory glc Nr Inhibitory g2c Nr | Inhibitory g5ci B5i
84 020cta-ILMD-al 94 020cta-VSMR-al 103 | 0O20cta-VVSF-al
85 020cta-IPPD-al 95 020cta-VVFR-al 104 | O20cta-VLSF-al
86 020cta-ILPD-al 96 020cta-VSFR-al 105 | O20cta-VNSF-al
87 020cta-1IAAD-al 97 020cta-VVMR-al 106 | O20cta-VVAF-al
88 020cta-IPMD-al 98 Ahx-VVMR-al 107 | 020cta-VVQF-al
89 Ahx-IPMD-al 99 O1Pent-VVMR-al 108 | O20cta-VVFF-al
90 O1Pent-IPMD-al 100 03Nona-VVMR-al 109 | O20cta-VNFF-al
91 0O3Nona-IPMD-al 101 (020cta),-VVMR-al | 110 | O20cta-VLFF-al
92 (020cta),-IPMD-al | 102 U-VVMR-al 111 | O20cta-hF-LFF-al
93 U-IPMD-al 112 | 020cta-F(4-NO,)-LFF-al
o 0 0 113 | O20cta-VAFF-al
e S NP N e 114 | 020cta-hF-AFF-al
acetyl aminohexanoyl 5-amino-3-oxopentanoic 115 | 020cta-F(4-NO,)-AFF-al
(a) (Abx) (OtPent) 116 | 020cta-Nval-Nleu-FF-al
0 117 | 020cta-Nval-Nleu-Nphe-F-al
. . e O o~ O M 118 | Ac-VVSF-al
8 : \‘/\306/;/ \)J}f 2-[2-(2 methoxyethoxy)eth o [oi L ANX-VVSF-al
(oazmol::;) ,6-dioxaoctanoic (O[3NOHI:)6 oxyethoxy)ethoxy]acetic 120 | O1Pent-VVSF-al
o 121 | O3Nona-VVSF-al
0"y o 122 | (020cta),-VVSF-al
O \ﬁ},, HOJVNHN\)J\J' 123 | U-VVSF-al
H,N 0’\g 0
8-amino-3,6-dioxooctanoilo-8-amino-3,6-dioxo-octanoic Uracil derivative
((020cta)2) V)

Najsilniejszymi inhibitorami podjednostki flc ludzkiego proteasomu 20S, prezentujacej
specyficznos¢ substratowa okre$lang mianem kaspazopodobnej, byty peptydowe aldehydy o sekwencji
IPMD. Warto podkresli¢, ze na sit¢ hamowania f1c mial wptyw rodzaj grupy dolaczonej do N-koncowe;j
grupy a-aminowej. Aldehyd peptydowy z krotkim hydrofilowym tancuchem (90), jak réwniez dwa
peptydy pozbawione terminalnej grupy aminowej (91, 93) wykazywaty nizsza aktywno$¢ inhibitorowa
w poréwnaniu z peptydami posiadajacymi dhuzszy tancuch, zaréwno hydrofilowy (88 i 92) jak i

hydrofobowy (89), zwienczony grupa aminowa. Wsrdd peptydow zaprojektowanych z myslg o

2 Vinitsky A., et al. Inhibition of the chymotrypsin-like activity of the pituitary multicatalytic proteinase complex.
Biochemistry 1992, 31, 9421-8.
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blokowaniu podjednostki f2c, wykazujacych dziatanie trypsynopodobne, najsilniejszym inhibitorem
byt O1Pent-VVMR-al (99). Majac na uwadze szczegdlne znacznie podjednostki 55, zwiazki 103-123 z
reszta Phe w pozycji P; testowano wobec ludzkiego proteasomu konstytutywnego 20S i
immunoproteasomu 20S celem znalezienia inhibitorow o jak najwyzszej selektywnos$ci dziatania.
Wigkszos¢ zwigzkow nie rozrdzniala podjednostek S5C oraz f5i i blokowata je z podobna sitg (tabela
5). Niewielka roznicg zaobserwowano jedynie w przypadku peptydow 104 i 105, ktore hamowaty 2,7-
razy mocniej podjednostke £51 niz S5c.

Tabel 5. Warto$ci ICsq dla wybranych inhibitoréw wobec ¢20S 1 i20S; n.a — brak aktywnosci; 1Cso [NM], stezenie
inhibitora powodujace spadek poczatkowej aktywnos$ci enzymu o okoto 50%;

Nr Inhibitor | ICso [nM]
plc
88 | O20cta-IPMD-al 192+6
89 | Ahx-IPMD-al 141+ 24
p2c
98 | 0O20cta-VVMR-al 46+6
99 | OlPent-VVMR-al 19+3
S5¢ £5i S5¢/B5i

103 | 020cta-VVSF-al 81+15 51+7 1,6
104 | O20cta-VLSF-al 83+9 31+8 2,7
105 | O20cta-VNSF-al 485 £ 47 178 £ 25 2,7
107 | 0O20cta-VVQF-al 49 + 0,004 45+5 11
108 | O20cta-VVFF-al 21+3 22+ 3 1,0
109 | O20cta-VNFF-al 264 +50 109+9 2,4
110 | O20cta-VLFF-al 24+1 27+1 0,9
111 | O20cta-hF-LFF-al 28+1 19+2 15
112 | 020cta-F(4-NO2)-LFF-al 106 + 25 85+7 1,2
113 | O20cta-VAFF-al 627 £ 80 382 +42 1,6
114 | 0O20cta-hF-AFF-al 83+ 19 143 +3 0,6
115 | 020cta-F(4-NOy)-AFF-al I50~750 150~750
117 | 0O20cta-Nval-Nleu-Nphe-F-al n.a n.a

MG132 251 +12 281+15 0,9

Warto w tym miejscu wspomnie¢, ze lista wysoce specyficznych inhibitoréw blokujacych tylko
jedna podjednostke katalityczna, nalezaca do proteasomu konstytutywnego lub immunoprotesomu (np.
tylko f5c, a nie 5i), jest do§¢ krotka. Przyktadowo, oba najbardziej znane inhibitory proteasomu,
bortezomib i carfilzomib, nie wykazuja wysokiej specyficznosci. Bortezomib blokuje podjednostki f5¢
(ICs0=4 nM) i 51 (ICs0=7 NM), a przy wyzszych stezeniach rowniez f1c i f1i (ICso=74 nm) [73]. Bardziej
selektywny jest carfilzomib laczacy si¢ wylgcznie z proteasomem za pomoca grupy o’,f’-
epoksyketonowej, tworzac charakterystyczny pierScien morfolinowy. Chociaz réwniez w tym
przypadku blokowane sg tozsame podjednostki: f5¢ (ICs0=6 nMm) i £5i (ICs50=33 nMm). Najlepiej
poznanym, wysoce selektywnym inhibitorem £5i jest peptydowy epoksyketon ONX-0914. Wartos¢ ICsg

3 Altun M., et al. Effects of PS-341 on the activity and composition of proteasomes in multiple myeloma cells.
Cancer Res. 2005, 65, 7896-901.
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mierzona dla tego tripeptydu wobec p5i jest blisko 50-krotnie nizsza od warto$ci wyznaczonej

wzgledem f5¢ [74]. Pozostate obserwacje ptynace z omawianych badan:

e sposrod najsilniejszych inhibitorow podjednostki f5¢, wigkszos¢ (108-112, 114) posiadata reszte Phe
w pozycji P,. Niemniej jednak, obecno$¢ Phe nie gwarantowata wysokiej aktywnosci czego
dowodem sg stabe inhibitory 113 i 115;

e wbrew doniesieniom literaturowym faworyzujacym reszt¢ Ala w pozycji P3 selektywnych
inhibitor6w immunoproteasomu (kieszen substratowa Sz W £5i jest mniejsza i bardziej polarna niz w
p5¢ [75]; wysoce selektywny inhibitor ONX-0914 posiada w P3resztg Ala) tylko jeden (113) z trzech
(113-115) aldehydéw peptydowych z Ala w P3 blokowat mocniej 51 niz f5¢. Wyzsza selektywnosé
wobec i20S wykazywaty peptydy z Asn (105, 109) oraz Leu (104) w Ps;

e zastgpienie reszty Val (113) w pozycji P4 przez wystepujaca w carfilzomibie niebiatkowa reszte
homo-fenyloalaniny (114) obnizyto warto$¢ ICso wobec 5c¢ blisko 7-krotnie;

e brak istotnej aktywnosci inhibitorowej peptomeréw 116 i 117 bedacych hybrydami ztozonymi z
biatkowych reszt aminokwasowych oraz z reszt peptoidowych pokazuje, ze efektywne zwigzanie
inhibitora z enzymem nie odbywa si¢ tylko poprzez kowalencyjne polaczenie elektrofilowej grupy
aldehydowej z nukleofilowg grupg f-hydroksylowa Thr enzymu. Istotne znaczenie majg réwniez
wigzania wodorowe wspottworzone przez grupy amidowe inhibitora. Zastapienie reszt o-
aminokwasow przez ich peptoidowe odpowiedniki, ktorych cecha charakterystyczna jest brak
amidowego atomu wodoru, wyklucza wystepowanie takich wigzan wodorowych;

e peptyd 111 bedacy silnym inhibitorem obu podjednostek 45, hamowat nieznacznie podjednostke 2¢
o trypsynopodobnej specyficznosci substratowej. Wynik ten jest zgodny ze spostrzezeniami Huber 1
wspotpracownikow [55], ktorzy wykazali, ze f2c moze akceptowaé w pozycji Pi nie tylko
aminokwasy zasadowe, takie jak Arg i Lys, ale rdwniez aminokwasy hydrofobowe;

o wybrane inhibitory 104 i 111 wykazywaty nizszg aktywno$¢ wobec linii raka trzustki MiaPaCa-2,
osteosarkomy ludzkiej MG-63, biataczki T limfoblastycznej Jurkat i nienowotworowe;j linii ludzkich
osteoblastow hFOB 1.19, w poroéwnaniu z powszechnie stosowanym peptydowym aldehydem
MG132 (tabela 6)

e inhibitor 111 wykazywal wyzsza toksyczno$¢ wzgledem komorek glejaka U87-MG. Ponadto
mieszanina 111 i dinaciclibu (niskoczgsteczkowego inhibitora kinaz cyklinozaleznych [76]) mocniej

obnizata aktywno$¢ metaboliczng komoérek glejaka niz zastosowanie obu zwigzkoéw osobno (rys. 6).

4 Muchamuel T., et al. A selective inhibitor of the immunoproteasome subunit LMP7 blocks cytokine production
and attenuates progression of experimental arthritis. Nat. Med. 2009, 15, 781-787

5 Huber E.M. et al. Immuno- and constitutive proteasome crystal structures reveal differences in substrate and
inhibitor specificity. Cell 2012, 148, 727-38.

76 Chen Z., et al. Multiple CDK inhibitor dinaciclib suppresses neuroblastoma growth via inhibiting CDK2 and
CDKaO activity. Sci. Rep. 2016, 6, 29090.
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Tabela 6. Toksyczno$¢ peptydow wobec wybranych linii komérkowych.

Linia komorkowa I1Cs0 [uM]
020cta-hF-LFF-al (111) | 020cta-VLSF-al (104) | MG132
hFOB 1.19 67,72 134,4 1,07
MG-63 55,38 83,59 6,27
MiaPaCa-2 110,3 102,7 13,54
Jurkat 56,28 86,35 5,66
ECso [nM]
020cta-hF-LFF-al (111) | O20cta-hF-AFF-al (114) | MG132
uU87-MG 72,2 815,9 95,08
vsoq (T TT 1T 1T 1T 11
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Rysunek 6. Aktywno$¢ metaboliczna komérek U87-MG po inkubacji z peptydem 111 i dinaciclibem.

Splicing peptydowy katalizowany przez proteinazy serynowe

Splicing to termin kojarzony przede wszystkim z modyfikacja post-transkrypcyjng
prekursorowego MRNA (pre-mRNA), w trakcie ktorej dochodzi do usuwania fragmentow
niekodujacych zwanych intronami i taczenia fragmentéw kodujacych zwanych egzonami. Produktem
jest dojrzalty mRNA stanowigcy matryce do biosyntezy biatek. Splicing nie jest jednak procesem,
ktoremu ulegaja wytacznie kwasy RNA. W roku 1990 opisany zostat proces autokatalicznego splicingu
biatkowego polegajacy na Samo-wycinaniu si¢ wewngtrznych fragmentéw biatka prekursorowego
zwanych inteinami (ang. internal protein) i nastgpnie na tgczeniu za pomocg wigzan peptydowych

pozostatych segmentow zwanych eksteinami (ang. external protein) [77]. Taki rodzaj modyfikacji post-

translacyjnej obserwowany jest gldwnie u eubakterii, archebakterii oraz nielicznych eukariontow.

" \VJolkmann G., Mootz H.D. Recent progress in intein research: from mechanism to directed evolution and
applications. Cell Mol. Life. Sci.

2013, 70, 1185-206.

33



Kolejnym przyktadem jest opisany w roku 2004 splicing peptydowy katalizowany przez
proteasom [78,79]. Przez wicle lat panowato przekonanie, ze antygeny peptydowe sa liniowymi,
ciaglymi fragmentami struktury pierwszorzgdowej bialek. Poglad ten zakwestionowano odkrywajac
antygeny zlozone z krotkich fragmentéw peptydowych, ktore w natywnym biatku sa od siebie oddalone.
Hanada wraz ze wspotpracownikami [78] dowiedli, ze antygen o sekwencji aminokwasowej
NTYASPRFK, wywodzacy sie z biatka FGF-5 (czynnika wzrostu fibroblastow), powstaje poprzez
pofaczenie dwoch oddalonych od siebie fragmentow: pentapeptydu o sekwencji NY?TYASY® z
tetrapeptydem P?Y’RFK?2. Potgczenie to poprzedzone jest usunigciem peptydu ztozonego z 40 reszt
aminokwasowych, oddzielajgcego oba fragmenty w natywnym biatku FGF-5. Kolejne przyktady to
antygeny powstajace na drodze splicingu z glikoproteiny gp100, prezentowane na powierzchni komorek
czerniaka [80], z biatka SP110 [81] oraz z tyrozynazy [82]. Badania nad mechanizmem procesu
splicingu peptydowego w proteasomie wykazaly, ze przebiega on na drodze bezposredniej
transpeptydacji (rys. 7, [77,83]). Kluczowe etapy w tym procesie to: (i) utworzenie acylo-enzymu
miedzy N-koncowym fragmentem peptydowym (na rysunku jest to tripeptyd RTK) i grupa S-
hydroksylowa reszty treoniny znajdujacej si¢ w jednej z jednostek katalitycznych proteasomu; oraz (ii)
atak nukleofilowy grupy a-aminowej uwolnionego w wyniku hydrolizy C-koncowego fragmentu
peptydowego (QLYPEW) na karbonylowy atom wegla acylo-enzymu. Prowadzi to do utworzenia
nowego wigzania peptydowego i produktu o sekwencji RTKQLYPEW, ktéry nastgpnie tworzy
kompleks z MHC-1 i jest prezentowany na powierzchni komorki limfocytom CD8+. Energia potrzebna
do utworzenia nowego wigzania peptydowego jest uzyskiwana w wyniku rozszczepienia innego
wigzania. Wspomniany atak nukleofilowy grupy a-aminowej nastapi¢ musi szybciej niz przyltaczenie
czasteczki wody do acylo-enzymu, co skutkowatoby rozpadem acylo-enzymu na drodze hydrolizy.
Splicing peptydowy mozna wigc rozpatrywac jako proces konkurencyjny wobec proteolizy. Warto
nadmieni¢, ze splicing peptydowy moze rowniez prowadzi¢ do powstania antygenow peptydowych (np.
QLYPEWRTK), w ktorych oba potaczone fragmenty sa w polozeniu odwrotnym niz ma to miejsce w
wyjsciowym peptydzie [84].

8 Hanada K., et al. Immune recognition of a human renal cancer antigen through post-translational protein
splicing. Nature 2004, 427, 252—-256

8 Vigneron N., et al. An antigenic peptide produced by peptide splicing in the proteasome. Science 2004, 304,
587-590

8 Michaux A., et al. A spliced antigenic peptide comprising a single spliced amino acid is produced in the
proteasome by reverse splicing of a longer peptide fragment followed by trimming. J. Immunol. 2014, 192, 1962
1971

81 Warren E.H., et al. An antigen produced by splicing of noncontiguous peptides in the reverse order. Science
2006, 313, 1444-1447

8 Dalet A., et al. An antigenic peptide produced by reverse splicing and double asparagine deamidation. Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2011, 108, E323-E331

8 Mishto M. et al. Driving forces of proteasome-catalyzed peptide splicing in yeast and humans. Mol. Cell.
Proteomics 2012, 11, 1008-1023

8 Ebstein F., et al. Proteasomes generate spliced epitopes by two different mechanisms and as efficiently as non-
spliced epitopes. Sci. Rep. 2016, 6, 24032
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Liczbeg peptydéw powstajacych w warunkach in vitro w proteasomie na drodze splicingu ocenia
si¢ na 1-2% wszystkich peptydow bedacych produktami dziatalnosci proteasomu [83]. Niemniej jednak
szacuje sie, ze az 25% peptydow prezentowanych limfocytom za pomoca ludzkiego MHC-I to wlasnie
produkty splicingu [85]. Wiele z nich wywoluje istotng odpowiedZ uktadu immunologicznego

prowadzaca np. do znaczacej regresji guza nowotworowego u pacjentow z czerniakiem [86].

OH reszty treoniny OH

i i
( —l\!l—AWNR— C‘—l\[l—QLYPEW—COOH
H H

i ?
H,N—RTK—C=0 H,N—AWNR—C=0

H,N—RTK—

H,N—QLYPEW— COOH

OH 0
H,N—AWNR—C=0
i
H;N—RTK—C—N—QLYPEW— COOH

H

Rysunek 7. Schemat splicingu peptydowego zachodzacego w proteasomie na drodze bezposredniej transpeptydacji
[78].

Grupa badawcza prof. Krzysztofa Rolki z Katedry Biochemii Molekularnej Wydziatu Chemii
UG zademonstrowata, ze splicing peptydowy moze by¢ katalizowany rowniez przez proteinazy
serynowe, ktore znaczgco roznig si¢ swa budowa od proteasomu [87]. W badaniach wykorzystano
monocykliczne analogi inhibitora SFTI-1 (posiadajace jeden mostek disulfidowy) o podwojonej
sekwencji aminokwasowej sktadajacej si¢ z 28 reszt aminokwasowych (rys. 8A pochodzi z rozprawy
habilitacyjnej dr hab. Anny Legowskiej [88]). Inkubacja takich peptydow z odpowiednim enzymem w
warunkach in vitro (w zaleznosci od potrzeb stosowano bydleca p-trypsyne lub bydlecg a-

chymotrypsyng w iloSciach Kkatalitycznych, tj. 1-2 mol%) skutkowala usunigciem sSrodkowego,

8 Liepe J., etal. A large fraction of HLA class | ligands are proteasome-generated spliced peptides. Science 2016,
354, 354-358

8 Vigneron N., et al. Peptide splicing by the proteasome. J. Biol. Chem. 2017, 292, 21170-21179

87 FLegowska A, et al. Inhibitory activity of double-sequence analogues of trypsin inhibitor SFTI-1 from sunflower
seeds: an example of peptide splicing. FEBS J. 2010, 277, 2351-9.

8 Y.egowska A. Poszukiwania proteolitycznie trwatych peptydow i peptydomimetykéw, jako narzedzi kontroli
aktywnosci wybranych proteinaz serynowych. Rozprawa habilitacyjna 2010.
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liniowego fragmentu peptydowego ztozonego z 14 reszt aminokwasowych. Nastepnie dochodzito do
ztaczenia dwoch pozostatych fragmentéw zespolonych mostkiem disulfidowym: N-koncowego o
sekwencji GRCTX (gdzie X to Lys lub Phe) i C-koncowego, SIPPICFPD. W ten sposob odtworzona
zostata struktura pierwszorzgdowa monocyklicznego inhibitora SFTI-1 (2).

W tym samym czasie proces splicingu katalizowanego przez proteinazy serynowe
zaobserwowany zostal rowniez przez grupg prof. Davida Craika z Uniwersytetu w Queensland w
Australii [89]. Obiektem ich badan byt m.in. cykliczny analog inhibitora SFTI-1 pozbawiony mostka
disulfidowego (reszty Cys zastagpiono w nim resztami kwasu 2-aminobutanowego, Abu), posiadajacy
ciagly, nieprzerwany tancuch gtowny ztozony z 14 aminokwaséw (rys. 8B). Inkubacja rownomolowych
ilosci takiego peptydu i bydlecej S-trypsyny prowadzita do natychmiastowej hydrolizy dwoch wigzan
peptydowych, czego nastgpstwem bylo wycigcie tripeptydu i otrzymanie produktu liniowego
zbudowanego z 11 reszt aminokwasowych. Doktadniejsza analiza wykazala réwniez obecnos$é
niewielkiej ilosci zwigzku cyklicznego powstalego najprawdopodobniej w wyniku resyntezy wigzania
peptydowego w produkcie liniowym. Warto podkresli¢, ze takie same wyniki otrzymano rowniez
mieszajac peptyd z enzymem w innych stosunkach molowych (1:10 i 1:100).

Kolejnym z celdéw mojej dziatalnosci naukowej byto rozwini¢cie prac zapoczatkowanych przez
prof. Krzysztofa Rolke i dr hab. Anne Legowska nad splicingiem peptydowym katalizowanym przez
proteinazy serynowe. Badania te opisane zostalty w pracach H.3, H.6, H.7, H.11. W tabeli 7
umieszczono liste zaprojektowanych i otrzymanych na drodze syntezy chemicznej peptydow, ktore
postuzyty do badan nad splicingiem (peptydy 141-148 zamieszczone zostaty w rozprawie doktorskiej
dr Magdaleny Filipowicz [90]). Pierwsza seria peptydow - oznaczona numerami od 125 do 132 -
obejmowata zwigzki zaprojektowane na podstawie sekwencji aminokwasowej monocyklicznego
inhibitora SFTI-1 (2). Zwiazki te sktadaly si¢ z dwoch tancuchow peptydowych potaczonych

migdzyczasteczkowym mostkiem disulfidowym, stanowiacych N- i C-koncowe fragmenty SFTI-1.

8 Colgrave M.L., et al. Sunflower trypsin inhibitor-1, proteolytic studies on a trypsin inhibitor peptide and its
analogs. Biopolymers 2010, 94, 665-72.

% Filipowicz M., Analogi SFTI-1 ulegajqce splicingowi peptydowemu, jako wektory do wprowadzania peptydow
o aktywnosci cytotoksycznej lub sond fluorescencyjnych. Praca doktorska 2016
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wycinany peptyd
Gly-Arg-Cys-Thr-Z° {Serﬁ-fle-Pro-Pro-IIe—Abu-Phe-Pro-Asp—GIy-Arg-Abu-Thr—Z“’1‘-Serz"-lle-Pro-Pro-IIe-Cys-Phe-F’ro-Asp

enzym

Gly-Arg-Cys-Thr-2° Ser’tlle-Pro-Pro-lle-Cys-Phe-Pro-Asp  + I wyciety peptyd .

| | ' . .
resynteza

Gly-Arg-Cys-Z° -Ser®-lle-Pro-Pro-lle-Cys-Phe-Pro-Asp Z = Lys lub Phe
|

Rysunek 8. Schemat splicingu peptydowego opisanego przez grupy prof. Rolki (A) i prof. Craika (B).

Dos$wiadczenia majace na celu lepsze zrozumienie procesu splicingu peptydowego
katalizowanego przez proteinazy serynowe prowadzono w warunkach in vitro stosujac katalityczne (1-
2 mol%) oraz réwnomolowe ilosci enzymu wzgledem analogéw SFTI-1 (H.3, H.7). Okazato sig, ze
stosunek ilosciowy peptydu i enzymu ma duzy wpltyw na otrzymane wyniki. Badania z wykorzystaniem
spektrometrii mas wykazaly, ze jedynie dwa peptydy - 129 i 130 - ulegaty splicingowi podczas inkubacji
z katalitycznymi ilosciami enzymu. W obu przypadkach, poéttoragodzinna inkubacja z enzymem
prowadzita do pojawienia si¢ sygnatu odpowiadajacego monocyklicznemu SFTI-1 (2). Poprzedzone to
byto katalizowang enzymatycznie hydroliza wigzania Lys-Ser w N-koncowym tancuchu, prowadzaca
do usuniecia reszty Ser (W przypadku peptydu 130 usuwana byta rowniez reszta N-koncowej Lys z C-
koncowego fragmentu). W opisywanych warunkach eksperymentu (przy zastosowaniu katalitycznych
iloéci enzymu) hydrolityczne usuniecie C-koncowej reszty Ser z N-koncowego fragmentu wydaje si¢
by¢ warunkiem umozliwiajacym zajscie splicingu. Wskazuje na to wynik badan z udziatem peptydu

131, ktory nie posiadal tej reszty. W tym przypadku nukleofilowy atak grupy p-hydroksylowej
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enzymatycznej reszty Ser odbywat si¢ na karbonylowy atom wegla Lys potaczonej z Ser w C-
koncowym fragmencie analogu SFTI-1. Natomiast pomiedzy grupa a-karboksylowa Lys (N-koncowy
fragment) i enzymem nie powstawalo wigzanie estrowe, ktéore mogloby sta¢ si¢ obiektem ataku
nukleofilowego ze strony wolnej grupy aminowej Ser. W rezultacie wigzanie P1-P1’ nie ulegalo
resyntezie. Okazato si¢ roéwniez, ze w opisywanych warunkach badawczych znaczenie miat rodzaj
reszty lezacej na C-koncu N-koncowego peptydu. W analogach 126 i 128 odpowiednia proteinaza
serynowa nie byla w stanie odcia¢ znajdujacego si¢ tam kwasu Anb-NHy, czego efektem byt brak
resyntezy wigzania P1-P1”. W przypadku peptydu 127, posiadajacego w poréwnaniu z peptydem 126
dodatkowg reszta Lys na N-koncu swego C-koncowego fragmentu, reszta Anb-NH. byta usuwana,
jednakze tu rowniez nie zaobserwowano odtworzenia wigzania reaktywnego. Mozna spekulowaé, ze
hydroliza wigzania Lys-Ser w peptydzie 127 stymulowata odcinanie reszty Anb-NH.

Zhydrolizowane wigzanie peptydowe w analogu 125 nie ulegalo resyntezie w obecnosci
katalitycznych ilo$ci enzymu. Wynik ten byt dos¢ zaskakujacy w obliczu wczesniejszych doniesien
literaturowych [91], wedlug ktorych inkubacja z trypsyng natywnego, bicyklicznego SFTI-1 (1)
prowadzita do ustalenia si¢ stanu rownowagi, gdzie proporcja mi¢dzy nietknietym, natywnym peptydem
oraz peptydem ze zhydrolizowanym wigzaniem miedzy Lys5 (P1) i Ser6 (P1’) wynosita 9:1. Warto
doda¢, ze nie miato znaczenia to, czy inkubacj¢ rozpoczynano z peptydem niezmodyfikowanym,
posiadajacym wigzanie migdzy resztami P1 i P1’, czy tez z jego analogiem pozbawionym tego wigzania.
W omawianym badaniu, wspomniana rOwnowaga osiggana byla juz po blisko 2-godzinnej inkubacji
rownomolowych ilosci peptydu i enzymu. Eksperyment ten zostal powtorzony przez Colgrave i
wspotpracownikow [89], ktorzy zwigkszyli stezenia reagentow oraz wydluzyli czas inkubacji do 24
godzin. Stosunek molowy natywnego SFTI-1, ktorym rozpoczynano inkubacjg, i jego analogu ze
zhydrolizowanym wigzaniem P1-P;’ osiggnal poziom 1:1. Taka rdwnowaga inhibitora dziewiczego i
zmodyfikowanego jest cecha charakterystyczng dla standardowego mechanizmu oddziatywania
inhibitorow kanonicznych z proteinazami, opisanego przez Laskowskiego Jr. i wspotpracownikéw [10].
Sytuacja odwrotna, czyli inkubacja zhydrolizowanego SFTI-1 (z rozcigtym wigzaniem Pi-P1”),
skutkowala pojawieniem si¢ mieszaniny zlozonej z trzech produktow — bicyklicznego SFTI-1
(stanowigcego ilosciowo ~50% wszystkich produktow), startowego peptydu monocyklicznego (~25%)

oraz nowego peptydu z rozcietymi dwoma wigzaniami peptydowymi (Arg?-Cys® i Lys®-Ser8; ~25%).

%1 Marx U.C. et al. Enzymatic cyclization of a potent Bowman-Birk protease inhibitor, sunflower trypsin inhibitor-
1, and solution structure of an acyclic precursor peptide. J. Biol. Chem. 2003, 278, 21782-9.
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Tabela 7. Analogi

monocyklicznego SFTI-1 (2) wykorzystane w badaniach splicingu peptydowego
katalizowanego przez proteinazy serynowe. Fluo- fluoresceina; Rhd — rodamina.

Nr Sekwencja peptydu Ilosci Ilosci nr zw./
katal. | rébwnomolowe nr pub.

124 [ | TAK
G-R-C-T-K-S-I-P-P-I-Abu-F-P-D-G-R-Abu-T-K-S-I-P-P-I-C-F-P-D

125 I I NIE TAK 1/H.3
G-R-C-T-K  S-I-P-P-I-C-F-P-D

126 [ I NIE TAK 2/H.3
G-R-C-T-K-Anb-NH, S-1-P-P-1-C-F-P-D

127 [ ] NIE TAK 3/H.3
G-R-C-T-K-Anb-NH, K-S-I-P-P-I-C-F-P-D

128 | | NIE TAK 4/H.3
G-R-C-T-F-4Anb-NH, S-1-P-P-I-C-F-P-D

129 [ I TAK TAK 5/H.3
G-R-C-T-K-S  S-I-P-P-I-C-F-P-D

130 | | TAK TAK 6/H.3
G-R-C-T-K-S K-S-I-P-P-I-C-F-P-D

131 [ 1 NIE TAK 7/H.3
G-R-C-T-K  K-S-I-P-P-I-C-F-P-D

132 | I TAK TAK 8/H.3
G-R-C-T-K-S-I-P-P-I-Abu-F-P-D G-R-Abu-T-K-S-1-P-P-1-C-F-P-D

133 | | NIE TAK 1/H.6
G-r-C-T-Nlys-S-I-P-P-I-Abu-F-P-D-G-r-Abu-T-Nlys-S-I-P-P-I-C-F-P-D

134 [ 1 TAK 1/H.11
G-r-C-T-K-S-R-G-D-K-S-I-P-P-I-C-F-P-D

135 | | TAK 2/H.11
G-r-C-T-K-S-R-G-D-K-S-R-G-D-K-S-I-P-P-I-C-F-P-D

136 [ | NIE NIE 3/H.11
G-r-C-T-K-S-R-G-D-K-S-(0,0cta),-K-S-I-P-P-I-C-F-P-D

137 [ ] TAK 4/H.11
G-r-C-T-K-S-R-G-D-K-S-F-P-D-G-R-Abu-T-K-S-I-P-P-I-C-F-P-D

138 [ | NIE TAK 5/H.11
G-r-C-T-K-S-G-R-G-D-N-P-K-S-I-P-P-I-C-F-P-D

139 [ ] NIE NIE 6/H.11
G-r-C-T-k-S-G-R-G-D-N-P-k-S-I-P-P-I-C-F-P-D

140 [ | NIE NIE [desSer¢]6/
G-r-C-T-k-G-R-G-D-N-P-k-S-I-P-P-I-C-F-P-D H.11

141 I I TAK 1/[90]
G-R-C-T-F-S-R-G-D-F-S-F-P-D-G-R-Abu-T-F-S-1-P-P-I-C-F-P-D

142 | 1 TAK 2/190]
G-R-C-T-F-S-R-G-D-F-S-R-G-D-F-S-1-P-P-I-C-F-P-D

143 [ | TAK 3/[90]
G-R-C-T-F-S-R-G-D-F-S-I-P-P-I-C-F-P-D

144 | | NIE NIE 4/[90]
G-R-C-T-F-S-R-G-D-F-5-(0,0cta),-F-S-1-P-P-1-C-F-P-D

145 | | TAK 9/[90]
G-r-C-T-K-S-R-G-D-F-S-F-P-D-G-R-Abu-T-F-S-I-P-P-I-C-F-P-D

146 I I TAK 10/[90]
G-r-C-T-K-S-R-G-D-F-S-R-G-D-F-S-I-P-P-I-C-F-P-D

147 [ | TAK 11/[90]
G-r-C-T-K-S-R-G-D-F-S-I-P-P-I-C-F-P-D

148 [ | NIE NIE 12/[90]
G-R-C-T-K-S-R-G-D-F-S-(0,0cta),-F-S-I-P-P-I-C-F-P-D

149 | | NIE TAK 7/H.11

rﬁAla-r-C-T—K-S-I-K-T-II(-S-I-P-P-I-C-F-P-D

Fluo Rhd
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Badania przeprowadzone z uzyciem rownomolowych ilosci enzymu i analogow SFTI-1 (125-
132, rys. 9, H.7) pokazaly jednoznacznie, ze splicingu nie musi poprzedza¢ wczesniejsza hydroliza
wigzania peptydowego, jak wynikato z naszych eksperymentow z udzialem katalitycznych ilosci
enzymu, oraz jak sugerowata Vigneron wraz ze wspotpracownikami [79]. Przyktadowo, w wyniku 1,5-
godzinnej inkubacji peptydu 131 z enzymem zarejestrowane zostaly na widmie mas sygnaty
odpowiadajace monocyklicznemu SFTI-1 (m/z 1531,1) oraz monocyklicznemu SFTI-1 pozbawionemu
N-koncowego dipeptydu Gly-Arg (m/z 1318,9).

Warunkiem niezbednym do zaj$cia splicingu byto powstanie acylo-enzymu. Najtatwiej tworzyt
si¢ on wtedy, gdy atak nukleofilowy enzymatycznej grupy f-hydroksylowej Ser odbywat si¢ na
karbonylowy atom wegla reszty Lys, jak miato to miejsce w peptydach 129 i 130. Jednakze przy
wysokich stezeniach enzymu, acylo-enzym moégt powstaé réwniez na skutek oddziatywania

wspomnianej grupy g-hydroksylowej Ser z grupa a-karboksylowa reszty Lys analogu 125 i 131.

Peptyd 125 Katalityczne ilosci enzymu Réwnomolowe ilosci enzymu
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Rysunek 9. Widma mas produktow po 24 h inkubacji analogéw SFTI-1 z bydlgca f-trypsyna.

Inkubacja zwigzku 128 majacego analogiczng budowe jak peptyd 126 - z tg r6znica, ze zamiast
reszty Lys w pozycji P1 wystepuje Phe - z rownomolows ilosciag bydlecej a-chymotrypsyny,
spowodowata (juz po 1,5 h) catkowitg hydrolize potgczenia Phe-Anb-NH: i utworzenie wigzania Phe-
Ser (P1-P1”). Wyniki uzyskane dla analogu 128 potwierdzity wcze$niejsze doniesienia [87], ze proces

splicingu moze by¢ katalizowany rowniez przez inne niz trypsyna proteinazy serynowe. Zachodzenie
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splicingu w opisywanych warunkach dodatkowo potwierdzity badania rentgenostrukturalne
kompleksow trypsyny z wybranymi analogami - 125, 126 i 132 - przeprowadzone w ramach wspotpracy
z dr. hab. Grzegorzem Dubinem =z Zaktadu Mikrobiologii, Laboratorium Krystalografii
Rentgenowskiej, Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego (H.7).
Nalezy podkresli¢, iz w procesie krystalizacji stosowane byty wysokie (2,57 mM), czesto rownomolowe
stezenia enzymu i peptydow. Pomimo roéznic w budowie wspomnianych peptydow, analiza
rentgenostrukturalna wykazywata w kazdym przypadku obecno$¢ monocyklicznego SFTI-1
zakotwiczonego w centrum aktywnym trypsyny.

Kolejnym zadaniem badawczym byto jednoznaczne okreslenie mechanizmu splicingu
katalizowanego przez proteinazy serynowe. Pierwszym branym pod uwage mechanizmem byla
bezposrednia transpeptydacja, ktora zachodzi podczas splicingu przebiegajacego wewnatrz proteasomu
[83]. W trakcie tego procesu, powstaly acylo-enzym jest atakowany przez N-koncowa grupe a-aminowsg
obecnego w poblizu peptydu. Sprzyja temu ograniczona przestrzen wnetrza proteasomu 208,
zapewniajagca wysokie stezenie reagujacych fragmentéw peptydowych. Na bezposrednig
transpeptydacje wskazywaty wyniki naszych eksperymentéw z zastosowaniem katalitycznych ilosci
enzymu. Jednak, z drugiej strony, badania z uzyciem réwnomolowych ilosci enzymu nie wykluczaty
procesu dwuetapowego, w ktérym pierwotnie utworzony acylo-enzym mégiby najpierw ulec rozpadowi
na drodze hydrolizy (I etap, rys. 10), a nastepnie, ponownie utworzony acylo-enzym (miedzy grupa o-
karboksylowg peptydu a enzymem) statby si¢ obiektem ataku ze strony grupy a-aminowej innego
peptydu lub fragmentu peptydowego (Il etap).

Aby wskaza¢ wlasciwy mechanizm, enzym i wybrane peptydy (125 i 129) inkubowano w
buforze Tris-HCl zawierajgcym wode H2®O (H.7) Produkty analizowano za pomocg
wysokorozdzielczego aparatu TripleTOF 5600+. Przy tak dobranych warunkach (obecno$¢ wody
H,'®0), produkt splicingu przebiegajacego wedtug mechanizmu dwuetapowego, uwzgledniajgcego
hydrolizg, posiada¢ powinien mase czasteczkowg (warto$§¢ m/z na widmie mas) wyzsza o 2 Da. Taka
sytuacje zaobserwowano w probnym eksperymencie polegajacym na hydrolizie liniowego substratu [D-
Arg? Abu*]SFTI-1. Analiza mas peptydow 125 i 129 nie wykazata jednak obecnosci takiego sygnatu,
co dowodzi, ze gtbwnym mechanizmem splicingu katalizowanego przez proteinazy serynowe jest
bezposrednia transpeptydacja. Eksperymentalne potwierdzenie tego faktu uwazam za moje istotne

osiagniecie naukowe.
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Rysunek 10. Dwa mozliwe mechanizmy Splicingu peptydowego: (1) bezposrednia transpeptydacja; (I1) hydroliza
i transpeptydacja.

Dalsze prace wykazaly, ze splicingowi ulega¢ mogg takze zwiazki hybrydowe zbudowane z a-
aminokwasoéw i N-podstawionych reszt glicyny, zwane peptomerami (H.6). Wczesniejsze badania
pokazywaly, ze umieszczenie w pozycji P1 N-podstawionej reszty glicyny imitujacej Phe lub Lys
(okreslanych jako Nphe lub Nlys) prowadzi do otrzymania selektywnych i mocnych inhibitoréw o-
chymotrypsyny ([Nphe®]SFTI-1) oraz B-trypsyny ([Nlys®]SFTI-1), dla ktérych state asocjacji K
wynosily odpowiednio 3,8 x 108 M oraz 1,0 x 108 M [92]. Co najistotniejsze, dodatkowym atutem
obu peptomerow byta ich bardzo wysoka odporno$é¢ na hydrolize enzymatyczng, zarowno w srodowisku
kwasnym jak i zasadowym [93]. Katalizowany enzymatycznie proces splicingu, ktoremu ulegaja

peptomery, pokazany zostat na przyktadzie zwigzku [Nlys*>'°|BiSFTI-1 (133) o podwojonej sekwencji

92 Stawikowski M., et al. Examples of peptide-peptoid hybrid serine protease inhibitors based on the trypsin
inhibitor SFTI-1 with complete protease resistance at the P1-P1' reactive site. Chembiochem. 2005, 6, 1057-61.
9 Krzywda S., et al. Structure of a proteolytically resistant analogue of (NLys)5SFTI-1 in complex with trypsin:
evidence for the direct participation of the Ser214 carbonyl group in serine protease-mediated proteolysis. Acta
Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 2014, 70(Pt 3), 668-75.
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aminokwasowej inhibitora SFTI-1, w ktorym biatkowe reszty Lys zastapiono ich N-podstawionymi
odpowiednikami. Wynikiem trwajacej 24 godziny inkubacji [N1ys>°]BiSFTI-1 z rownomolowg iloscig
bydlecej p-trypsyny byto pojawienie si¢ na widmie mas sygnatéw odpowiadajacych monocyklicznemu
peptomerowi [Nlys®]SFTI-1 oraz jego analogowi ze zhydrolizowanym wigzaniem pomigdzy Nlys5 (P1)
i Ser6 (P:”). W przypadku inkubacji peptomeru z katalityczng iloscig enzymu (1,5 mol%) nie
zaobserwowano podobnych wynikéw. Dla poréwnania, katalityczna ilo$¢ trypsyny wystarczyta aby juz
po 1,5-godzinnej inkubacji z peptydem [Lys®>!°]BiSFTI-1 powstal monocykliczny SFTI-1 (2).
Dodatkowa analiza mas produktow inkubacji réwnomolowych ilosci enzymu i peptomeru
[Nlys>°]BiSFTI-1, wykonana technikg ESI-Q-TOF, potwierdzita wystgpienie procesu splicingu.
Wykazana zostala rowniez obecno$¢ kompleksu, w ktérym miejsce aktywne trypsyny obsadzone byto
peptomerem [NIlys®]SFTI-1 ze zhydrolizowanym wigzaniem P:-P:’. Potwierdzono zatem fakt, ze
wigzanie peptydowe wspottworzone przez resztg peptoidowa jest bardziej odporne na hydrolizg.
Jednakze, reszta ta nie stanowi pelnej ochrony przed degradacja takiego wigzania, jak rowniez nie
stwarza przeszkody w jego resyntezie.

Ostatnim celem badawczym byto pokazanie praktycznego zastosowania procesu splicingu
peptydowego (H.11). Inhibitor SFTI-1 wykorzystany zostat jako zwigzek bazowy do - wspominanego
juz w tym referacie - przeszczepiania molekularnego (ang. molecular grafting). Zaprojektowanych i
otrzymanych zostato 15 monocyklicznych analogéw inhibitora SFTI-1, zawierajacych w swej sekwencji
co najmniej jeden motyw RGD (lub DGR) lub GRGDNP (zwigzki 134 — 148 w tabeli 7, rys. 11).
Tripeptyd RGD (Arg-Gly-Asp) znany jest z efektywnego oddzialywania z receptorami integrynowymi
— gléwnie ovP3 i owfPs — obecnymi w duzych ilosciach na powierzchni wielu komérek nowotworowych
[94]. Receptory te uczestnicza w tak waznych procesach jak: adhezja komorek, ich migracja,
proliferacja, angiogeneza, roznicowanie oraz apoptoza. Peptydy zawierajace w swej sekwencji motyw

RGD petni¢ moga funkcj¢ inhibitorow integryn hamujacych wzrost guza nowotworowego.

v

G-r-C-T-K-S-R-G-D-K-S-1-P-P-I-C-F-P-D

Rysunek 11. Struktura peptydu 134; strzatkami oznaczono wigzania peptydowe hydrolizowane przez trypsyne.
Uwolniony fragment zawiera motyw RGD.

Wiekszos¢ peptydoéw ulegata splicingowi w warunkach in vitro pod wptywem Kkatalitycznych
ilosci enzymu. Wyjatkiem byty peptydy z resztami D-lizyny w miejscach spodziewanej hydrolizy (139,
140) oraz zwigzki posiadajace wbudowany w ich strukture pierwszorzedowa fragment poli(tlenku
etylenu) (O20cta), (136, 144, 148). Wickszo$¢ peptydow (z wyjatkiem 135 i 138) wykazywata wysokag
stabilno$¢ w ludzkiej surowicy, a peptydy ulegajace splicingowi wykazywaly najwyzszy poziom

aktywnosci inhibitorowej (zwlaszcza 134 i 137), co najprawdopodobniej zwigzane byto z odtwarzaniem

% Desgrosellier J.S., Cheresh D.A. Integrins in cancer: biological implications and therapeutic opportunities. Nat.
Rev. Cancer. 2010, 10, 9-22
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si¢ struktury monocyklicznego SFTI-1 (2). Wbrew wczesniejszym doniesieniom literaturowym [95,96],
peptydy 138, 139 i 140, jak rowniez zwiazki referencyjne GRGDNP i SGRGDNPK, nie wptywaly na
metabolizm komoérek Jurkat. Natomiast niezaleznie od sktonnosci do ulegania splicingowi, badane
analogii SFTI-1 wykazywaty poréwnywalng toksyczno$¢ wobec linii komorek glejaka U87-MG.
Peptyd 149 z fluoresceing (Fluo) przytaczong do jego N-koncowej grupy a-aminowej oraz
rodaming (Rhd) dotaczong do grupy e-aminowej Lys8, zaprojektowany zostat w celu zbadania splicingu
zachodzacego wewnatrz komorek. Obecno$¢ obu fluorofor6w umozliwiala bezpromieniste
przekazywanie energii wzbudzenia migdzy czasteczka donora (Fluo) i czasteczka akceptora (Rhd).
Badania z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej, jak réwniez analiza lizatu komorkowego
pokazaly, ze peptyd wnikat do wnetrza komorek HaCaT gdzie ulegat proteolizie. Rozpad mostka
disulfidowego, spowodowany najprawdopodobniej przez obecny w komorkach glutation,

uniemozliwiat jednak odtworzenie wigzania P1-Py’.

Badania nad inhibitorami pochodzenia zwierzecego

W swojej dzialalnosci badawczej nie ograniczytem si¢ tylko do roslinnego inhibitora SFTI-1.
Obiektem mojego zainteresowania byty takze peptydowe inhibitory proteaz wydzielone ze skory zab.
Watek ten stanowil kontynuacje prac rozpoczetych przez dr hab. Ann¢ Legowska (Wydziat Chemii,
UG). Wyniki zaprezentowane zostaly w pracach H.1 z roku 2012 oraz H.9 z roku 2014. Nalezy jednak
wyraznie zaznaczyc¢, ze cze$¢ wynikdw - wartosci statych asocjacji Ka wyznaczone wobec bydlecych f-
trypsyny i a-chymotrypsyny oraz ludzkiej elastazy leukocytarnej, jak rowniez wstgpne wyniki badan
mikrobiologicznych (takze pokazane tutaj wartosci MIC, ang. minimal inhibitory concentration,
mierzone na podtozu mineralnym Davisa i ptynnym podtozu Muellera-Hintona) - zawarta zostata w
rozprawie habilitacyjnej dr hab. A. Legowskiej z roku 2010, zatytulowanej ,,Poszukiwania
proteolitycznie trwaflych peptydow i peptydomimetykow, jako narzedzi kontroli aktywnosci wybranych
proteinaz serynowych” [88].

Naszg uwagg przyciagnety dwa peptydy opisywane w literaturze jako silne inhibitory trypsyny
wydzielone ze skory zab Odorrana grahami (OG) [97] i Huia versabilis (HV) [98]. Pierwszy z nich,
OGTI (ang. OG trypsin inhibitor) o sekwencji AVNIPFKVHFRC(&)KAAFC(&) (150, tabela 8),
posiada unikalng N-konicowa petle wigzaca ztozong z 6-Ciu reszt aminokwasowych, z Lys13 w pozycji
Pi. Przeprowadzone badania wykazaly jednak, ze OGTI byt w stanie hamowa¢ aktywno$¢
proteolityczna trypsyny tylko przez kilka minut, po czym ulegat degradacji enzymatycznej. Stanowit

wigc, w warunkach naszego eksperymentu, raczej substrat niz inhibitor trypsyny. Dodatkowo pokazano

% Buckley C.D., et al. RGD peptides induce apoptosis by direct caspase-3 activation. Nature 1999, 397, 534-9.
% Okroj M, et al. In vitro and in vivo analyses of the biological activity of RGD peptides towards Ab Bomirski
melanoma. Cell. Mol. Biol. Lett. 2003, 8, 873-84.

9 LiJ., etal. A small trypsin inhibitor from the frog of Odorrana grahami Biochimie. 2008, 90, 1356-61.

% Song G., et al. HV-BBI - a novel amphibian skin Bowman-Birk-like trypsin inhibitor Biochem. Biophys. Res.
Commun. 2008, 372, 191-6.
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(we wspotpracy z dr hab. Ireng Maliszewska z Zaklad Chemii Medycznej i Mikrobiologii, Wydziatu
Chemii  Politechniki  Wroctawskiej), ze peptyd ten wykazuje niewielkie wlasciwosci
antydrobnoustrojowe, obserwowane tylko na ptynnym podtozu mineralnym Davisa (Davis Minimal
Broth). Warto$¢ minimalnego stezenia hamujacego wzrost bakterii Staphylococcus aureus, MIC,
wynosita 50 pg/mL.

Znacznie mocniejszym i trwalszym inhibitorem byt drugi z wymienionych peptydéw HV-BBI.
Jego kompleks z trypsyna charakteryzowata niska stata inhibicji Ki=3 nm (H.9) (lub Ki=18,8 nM wedtug
[98]). HV-BBI (151) jest peptydem zbudowanym z 18 reszt aminokwasowych, posiadajacym
ugrupowanie amidowe na C-koncu i jeden mostek disulfidowy, ktory wydziela 11-sto aminokwasowa
petle wigzaca z miejscem reaktywnym wspottworzonym przez reszty Lys8 i Ser9. Petla swym ksztattem
przypomina p¢tle inhibitor6w kanonicznych z rodziny Bowmana-Birki (BBI), dlatego tez, omawiany
zwigzek jest do niej zaliczany. Podkresli¢ jednak nalezy, ze petle tych, pochodzacych w wigkszos$ci z
roslin, peptydoéw sa krotsze, ztozone najczgsciej z 9 reszt aminokwasowych (np. w SFTI-1). W pracy
H.9, zrealizowanej we wspoélpracy z dr. Przemyslawem Grudnikiem z Matopolskiego Centrum
Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego, przedstawiona zostata analiza struktury krystalicznej
kompleksu peptydu 152 (tabela 8), bedacego analogiem HV-BBI bez dwoch N-koncowych reszt
aminokwasowych, z bydlecg f-trypsyna. Znalez¢é tam mozna poréwnanie budowy tego zwiagzku z
najmniejszym przedstawicielem rodziny BBI, inhibitorem SFTI-1, oraz z analogiem peptydu ORB
obecnym w  wydzielinie skornej zaby Odorrana  grahami, 0 sekwencji
AALKGC(&)WTKSIPPKPC(&)FGKR [99].

Ze skory zab wydzielonych zostato jak dotad kilka inhibitoréw trypsyny posiadajacych petle
wigzace o podobnej do HV-BBI sekwencji aminokwasowej i ksztalcie. Intersujagcym jest fakt, ze
niektore z nich, takie jak wspomniany peptyd ORB oraz ranacyklina-T wydzielona z zaby Rana
temporaria ( GALRGC(&)WTKSYPPKPC(&)K-NH: ) [100], sa nie tylko silnymi inhibitorami, ale
wykazuja rowniez wlasciwosci antydrobnoustrojowe. Mozna je wigc zaliczy¢ do peptydow o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym (AMPs, ang. antimicrobial peptides) [101]. Zainteresowanie AMPs wynika
z rozwoju lekoopornosci mikroorganizmow patogennych wobec powszechnie stosowanych
antybiotykow. Staboscia wigkszosci AMPs, posiadajacych w swej strukturze liczne zasadowe reszty
aminokwasowe, jest wysoka podatnos$¢ na hydrolizg katalizowang m.in. przez enzymy o specyficznosci
trypsynopodobnej. Dlatego peptydy antydrobnoustrojowe, bedace w stanie same zapewnié sobie
ochrong przed proteazami, wydajg si¢ by¢ szczegélnie atrakcyjnymi zwigzkami. BBI wykazuje
zauwazalng aktywnos¢ wobec gram-dodatniego S. aureus (MIC=60 pg/mL) w testach prowadzonych

na podtozu mineralnym, za$ jego krotszy analog, peptyd 152, posiada wilasciwosci bakteriobdjcze

% Li J., et al. Trypsin inhibitory loop is an excellent lead structure to design serine protease inhibitors and
antimicrobial peptides. FASEB J. 2007, 21, 2466-2473.

100 Mangoni M.L., et al. Ranacyclins, a new family of short cyclic antimicrobial peptides: biological function,
mode of action, and parameters involved in target specificity. Biochemistry 2003, 42, 14023-14035.

101 http://aps.unmc.edu/AP/main.php
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rowniez wzgledem gram-ujemnej E. coli (MIC=160 pg/mL) (H.1). Warto w tym miejscu podkresli¢, ze
HV-BBI oraz jego analogi (zarowno te posiadajgce C-koncowa grupe amidows, jak i te z grupa
karboksylowa) nie wykazujg aktywnosci w badaniach prowadzonych na podtozach Muellera-Hintona,
Muellera-Hintona 2 oraz Lurii-Bertani (badania nieopublikowane). Nie odnotowano réwniez — W
warunkach przeprowadzonego eksperymentu — jakiegokolwiek dziatania antybakteryjnego peptydu
ORB-1 o sekwencji LKGC(&)WTKSIPPKPC(&)F (bedacego skroconym analogiem wspominanego
powyzej peptydu ORB, posiadajacego C-koncowa grupe karboksylowg). W literaturze jest on
opisywany (cho¢ tylko przez jedna grupe badawcza) jako silny peptyd antydrobnoustrojowy
wykazujacy dodatkowo wlasciwosci inhibitorowe wzgledem trypsyny [97,102].

Kolejne moje badania (wyniki rowniez nie zostaly jak dotad opublikowane) polegajace na
systematycznym skracaniu sekwencji HV-BBI i pomiarach aktywnosci inhibitorowej otrzymanych w
ten sposob analogéw, wylonity niezwykle interesujacy peptyd 154 (tabela 8), blokujacy bydleca f-
trypsyne i ludzka plazming z takg samg sitg jak HV-BBI. To co go wyrdznia, to silne hamowanie ludzkie;j
matryptazy-1 i niezwykta trwato$¢ w trakcie wielogodzinnej inkubacji w ludzkim serum.

Tabela 8. Wtasciwos$ci inhibitorowe oraz antydrobnoustrojowe peptydow OGTI (150) oraz HV-BBI (151) i jego
analogow. n.a.- brak aktywnos$ci [wyniki w wigkszosci nieopublikowane]. * - szybka hydroliza

bydlgca ludzka ludzka MIC [pg/mL]
S-trypsyna | matryptaza | plazmina (podtoze Davisa)

Nr | Sekwencja peptydu -1 [H1]
1Cs0 [uM] Ki [uM] Ki [uM] E.coli S.aureus

150 | AVNIPFKVHFRC(&)KAAFC(&) n.a.>* - - >1000 50

151 | SVIGC(&)WTKSIPPRPC(&)FVK-NH; 0,250 0,820 0,0821 >1000 >1000
+0,035 +0,024 +0,0112

152 | IGC(&)WTKSIPPRPC(&)FVK-NH; 0,394 0,085 - 160 60
+0,018 +0,003

153 | GC(&)WTKSIPPRPC(&)FVK-NH; 0,408 0,039 0,223 - -
+0,056 +0,005 +0,030

154 | GC(&)WTKSIPPRPC(&)F-NH; 0,316 0,0082 0,119 - -
+0,029 +0,0017 +0,020

102 Hy K., et al. Small-anion selective transmembrane "holes" induced by an antimicrobial peptide too short to
span membranes. J. Phys. Chem. B. 2015, 119, 8553-60.
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Podsumowanie najwazniejszych osiagniec

Otrzymanie dwoch wysoce selektywnych inhibitor6w matryptazy-2, hamujacych ten enzym w
warunkach in vitro 176- i 228-razy mocniej niz homologiczng matryptaze-1 (odpowiednio peptydy
111 16).

Otrzymanie dwoch - wedle mojej wiedzy, najsilniejszych z dotychczas opisanych w literaturze -
peptydowych inhibitoréw matryptazy-2 charakteryzujacych si¢ bardzo niskimi warto$ciami statych
inhibicji Ki wynoszacymi 151 19 nM (peptydy 33 i 15).

Otrzymanie po raz pierwszy nowych niekowalencyjnych inhibitoréw ludzkiego proteasomu 20S
zaprojektowanych w oparciu o strukture inhibitora SFTI-1. Potwierdzenie, ze SFTI-1 moze by¢
traktowany jako doskonaly zwigzek wyj$ciowy do projektowania inhibitorow dla réznych klas
proteaz, nie tylko serynowych.

Otrzymanie silnych kowalencyjnych inhibitoréw proteasomu konstytutywnego 20S i
immunoproteasomu 20S na bazie struktur pierwszorzgdowych nowych substratow syntetycznych
proteasomu konstytutywnego 20S.

Rozwiniecie badan nad splicingiem peptydowym katalizowanym przez proteinazy serynowe.
Jednoznaczne wykazanie, ze glownym mechanizmem obserwowanego splicingu jest bezposrednia
transpeptydacja.

Pokazanie, ze wigzanie peptydowe wspottworzone przez reszte peptoidowa moze ulegac¢ hydrolizie

i resyntezie katalizowanej przez proteinazy serynowe.
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Realizacja opisanych powyzej zadan badawczych wymagata wspélpracy z wieloma

naukowcami z r6znych osrodkoéw naukowych:

Dr hab. Timo Burster z Wydziatu Biologii Uniwersytetu Nazarbajewa w Astanie (wczesniej z
Wydziatu Neurochirurgii, Uniwersytetu Medycznego w Ulm) — badania nad toksyczno$cig inhibitoréw
proteasomu oraz peptydow zawierajacych motyw RGD wobec ludzkiej linii komorek glejaka.

Dr hab. Mirostawa Cichorek z Zaktadu Embriologii Katedry Anatomii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego — badania nad toksyczno$cig inhibitoréw proteasomu (analogéw SFTI-1) wobec komorek
prawidlowych i nowotworowych.

Dr hab. Grzegorz Dubin z Zaktadu Mikrobiologii, Laboratorium Krystalografii Rentgenowskiej,
Wydziatlu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego — badania nad
splicingiem peptydowym katalizowanym przez proteinazy serynowe (badania rentgenostrukturalne).
Prof. Michael Groll z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Technicznego w Monachium — badania nad
inhibitorami proteasomu.

Dr Przemystaw Grudnik z Matopolskiego Centrum Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego —
badania rentgenostrukturalne komplekséw inhibitoréow z trypsyna.

Prof. Michael Giitschow z Uniwersytetu Fryderyka Wilhelma w Bonn — badania nad inhibitorami
matryptazy-1i -2.

Dr hab. Iwona Inkielewicz-Stepniak z Katedry i Zaktadu Chemii Medycznej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego - badania nad toksycznos$cig inhibitorow proteasomu (aldehydéw
peptydowych) wobec komorek prawidtowych i nowotworowych.

Dr hab. Irena Maliszewska z Zaktad Chemii Medycznej i Mikrobiologii, Wydzialu Chemii
Politechniki Wroctawskiej — analiza wlasciwosci antydrobnoustrojowych peptydow wydzielonych ze
skory zab.

Prof. Zbigniew Szewczuk z Zespotu Chemii i Stereochemii Peptydow i Biatek, Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Wroctawskiego — analiza mas produktéw powstajacych w wyniku katalizowanego przez
trypsyne splicingu peptomerycznego analogu SFTI-1.

Prof. Piotr Trzonkowski z Zaktadu Immunologii i Transplantologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego — badania nad cytotoksycznos$cia inhibitorow proteasomu wobec komorek prawidtowych
i nowotworowych.

Dr hab. med. Slawomir Wéjcik z Zaktadu Anatomii i Neurobiologii Katedry Anatomii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego — badanie przenikalnos$ci inhibitorow proteasomu znakowanych fluoresceing
do wnetrza komorek nowotworowych.

Dr Dariusz Wyrzykowski z Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego — pomiary aktywnos$ci
inhibitorow wobec trypsyny z wykorzystaniem izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego,
ITC.
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V. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH:

W latach 2000-2005 studiowatem na kierunku ochrona $rodowiska na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego. Prac¢ magisterska wykonatem pod opieka dr Hanny Miecznikowskiej. W
roku 2005 uzyskatem tytut zawodowy magistra.

Lata 2005-2010, okres przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

W roku 2005 rozpoczalem studia doktoranckie w Katedrze Chemii Bioorganicznej (obecnie
Biochemii Molekularnej) na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Promotorami mojej pracy
doktorskiej pt. ,,Peptomeryczne ligandy: ocena specyficznosci w uktadzie inhibitor-enzym oraz antygen-
przeciwcialo” byli: prof. dr hab. Krzysztof Rolka (Uniwersytet Gdanski) oraz dr hab. Marian Kruszynski
(Centocor Research and Development, Inc. USA). Prace obronitem w roku 2010 uzyskujac stopien
naukowy doktora w dyscyplinie chemia. Moja praca polegata na projektowaniu i syntezie chemicznej
analogow inhibitora SFTI-1, a takze na pomiarach - w warunkach in vitro - ich aktywnosci wobec
roznych proteaz. Analogami tymi byly m.in. zwigzki hybrydowe zbudowane z biatkowych a-
aminokwasow oraz N-podstawionych reszt glicyny (tzw. monomerow peptoidowych), nazywane
peptomerami. Syntezowane byly rowniez peptydy, w ktorych biatkowe reszty aminokwasowe
zastgpiono niebiatkowymi, miedzy innymi y-aminokwasami. W ten sposob otrzymane zostaty
peptydomimetyki zdolne do hamowania bydlecej trypsyny i chymotrypsyny (pokazane ponizej prace
A.l, A.4) oraz ludzkiej katepsyny G (A.2, A.3), wykazujace zwykle wyzszg trwato$¢ na degradacje
enzymatyczng niz ich peptydowe odpowiedniki. Warto wspomnieé, iz opisane w pracy A.3
peptomeryczne inhibitory otrzymane zostaty dzigki zastosowaniu chemii kombinatoryczne;j.

W trakcie studiow doktoranckich odbytem trzymiesigczny staz naukowy (w ramach programu
Association for International Practical Training) pod opieka dr. hab. Mariana Kruszynskiego w firmie
biotechnologicznej Centocor Research and Development, Inc., Radnor, PA, USA, nalezgcej do
koncernu Johnson&Johnson. Moim zadaniem byto zaprojektowanie i chemiczna synteza kilku
peptydowych i peptomerycznych analogéw fragmentu lizozymu biatka jaja kurzego HEL (ang. henn
egg white lysozyme), wykazujgcego wiasciwosci immunogenne. Fragmentem tym byt peptyd HEL (46-
61) prezentowany limfocytom T przez komorki dendrytyczne w postaci kompleksu z biatkami
gtownego uktadu zgodnos$ci tkankowej typu IT (MHC-I11). Otrzymane peptydy i peptomery taczytem w
sposob kowalencyjny z przeciwcialem monoklonalnym N418 (majacym przede wszystkim umozliwié
dostarczenie antygenu wprost do komoérek dendrytycznych) oraz z ludzka apotransferyna. Koniugaty z
przeciwciatem wykorzystane zostaly do immunizacji myszy Balb/c, natomiast Kkoniugaty z
apotransferyng postuzyly do pozZniejszej analizy serum pobranego od tych zwierzat. Badania
biologiczne wykonane zostaty przez immunologéw z Centocor R&D, Inc. W serum myszy poddanych
immunizacji peptomerami stwierdzono obecno$¢ limfocytéw T specyficznych wobec tych peptomerow,
lecz niezdolnych do rozpoznania peptydu niezmodyfikowanego HEL(46-61) oraz natywnego biatka

HEL. Okazato sig¢, ze pojedyncza modyfikacja nie blokuje wiazania si¢ analogu HEL(46-61) z MHC-I1I
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oraz stymuluje powstawanie limfocytow T o odmiennej specyficznosci. Mimo duzego naktadu pracy i
dostrzegalnego potencjatu tych badan - np. w walce z chorobami o podtozu autoimmunologicznym —

otrzymane wyniki nie zostaty nigdy opublikowane przez ich dysponenta, firm¢ Centocor R&D, Inc.

A) Prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora:

A.l. ®Legowska A., Bulak E., Wysocka M., Jaskiewicz A., Lesner A., Debowski D., Rolka K.,
Peptomeric analogues of trypsin inhibitor SFTI-1 isolated from sunflower seeds Bioorg. Med. Chem.,
16, 5644-5652 (2008)

IF2008 3,075, 1F2017 2,881, IFs.cio tei 2,911, punkty MNiSWag16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg
WoS =4

A.2. ¥Legowska A., Debowski D., Lesner A., Wysocka M., Rolka K., Introduction of non-natural
amino acid residues into the substrate-specific P1 position of trypsin inhibitor SFTI-1 yields potent
chymotrypsin and cathepsin G inhibitors Bioorg. Med. Chem., 17, 3302-3307 (2009)

IF2009 2,822, 1F2017 2,881, IFs.cio temi 2,911, punkty MNiSW.16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg
WoS =14

A.3.®Legowska A., Debowski D., Lesner A., Wysocka M., Rolka K., Selection of peptomeric inhibitors
of bovine o-chymotrypsin and cathepsin G based on trypsin inhibitor SFTI-1 using a combinatorial
chemistry approach Mol. Divers., 14, 51-58 (2010)

IF2010 3,721, 1F2017 2,229, IFs cio tetni 1,997, punkty MNiSWao16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg
WoS =3

A.4 “Legowska A., Debowski D., Lukajtis R., Wysocka M., Czaplewski C., Lesner A., Rolka K.,
Implication of the disulfide bridge in trypsin inhibitor SFTI-1 in its interaction with serine proteinases.
Bioorg. Med. Chem., 18, 8188-8193 (2010)

1F20102,978, 1F2017 2,881, IFs.cio letni 2,911, punkty MNiSWoo16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg
WoS =5

B) Oryginalne prace opublikowane w sprawozdaniach pozjazdowych:

C.1. Legowska A., Zabtotna E., Jaskiewicz A., Debowski D., Kossakowska J., L.ozinska W., Rolka K.
Peptomeric analogues of trypsin inhibitor SFTI-1, Peptides 2006, Proceedings of 29" European Peptide
Symposium, Gdansk 2006, Poland, Kenes International, Geneva 2007 (K. Rolka, P. Rekowski, J.
Silebrring, eds.), strony 274-275.

C.2. Debowski D., Legowska A., Wysocka M., Lesner A., Rolka K., Selection of peptomeric inhibitors
of bovine a-chymotrypsin and cathepsin G based on trypsin inhibitor SFTI-1 using combinatorial
chemistry approach, Peptides 2008, Chemistry of Peptides in Life Science, Technology and Medicine,
Proceedings of 30" European Peptide Symposium, Helsinki 2008, Finland, The Finish Peptide Society
(H. Lankinen, ed.), strony 262-263.

50



C.3. Lukajtis R., Legowska A., Debowski D., Wysocka M., Lesner A., Rolka K., Analogues of trypsin
inhibitor SFTI-1 modified in absolutely conserved P;’ position by synthetic or non-proteinogenic amino
acids, Peptides 2010, Proceedings of 31% European Peptide Symposium, Copenhagen, Denmark,
European Peptide Society, Copenhagen 2010, (M. Lebl, M. Meldal, K. J. Jensen, T. Hoeg-Jensen, eds.),
strony 470-471.

C.4. Legowska A., Debowski D., Wysocka M., Lesner A., Rolka K., The influence of disulfide bridge
of trypsin inhibitor SFTI-1 for enzyme-inhibitor interaction, Peptides 2010, Proceedings of 31 *
European Peptide Symposium, Copenhagen, Denmark, European Peptide Society, Copenhagen 2010, (M.
Lebl, M. Meldal, K. J. Jensen, T. Haeg-Jensen, eds.), strony 472-473.

Lata 2010-2018, okres po uzyskaniu stopnia haukowego doktora

Uczestniczytem w nast¢pujacych badaniach:
projektowaniu, syntezie z wykorzystaniem chemii kombinatorycznej oraz badaniu aktywnosci nowych
substratow fluorescencyjnych ludzkiego proteasomu konstytutywnego 20S. Badania te, ktorych czesé
finansowana byla z projektu Sonata 1, NCN (UMO-2011/01/D/ST5/02778), ktorego bylem
kierownikiem. Prace B.5, B.7, C.6, C.11, patent P.1.
modyfikowaniu struktury pierwszorzedowej inhibitora SFTI-1 w celu otrzymania jego mimetykow
zachowujacych wlasciwosci inhibitorowe oraz wykazujacych wyzsza trwalo$¢ na degradacje
proteolityczng. Zmiany te dotyczyly m.in. uwazanej za wysoce konserwatywna pozycji 6 (P1’), gdzie w
miejsce obecnej w natywnym SFTI-1 reszty Ser wstawiano: L-homoseryne, jej peptoidowy
odpowiednik N-homoseryng, sarkozyne i alaning (B.1l), a takze L-proling i jej analogi o réznym
rozmiarze pierscienia (B.2). Po raz pierwszy wykazano, ze mozliwe jest modyfikowanie pozycji P:’,
bioracej bezposredni udziat w oddziatywaniu inhibitora z enzymem.
badaniach biologicznych z udziatem analogéw inhibitora SFTI-1 z dotaczonymi fluoroforami (B.4).
Zwigzki te wnikaly do wnetrza fibroblastow i komorek nowotworowych raka piersi (linia MCF-7) bez
wywierania efektu cytotoksycznego.
opracowaniu metody znakowania peptomerycznych analogéw SFTI-1 deuterem w celu wykorzystania
ich do analizy LC-MS (B.6). Badania prowadzone we wspotpracy z prof. Zbigniewem Szewczukiem
i dr. Remigiuszem Bachorem z Zespotu Chemii i Stereochemii Peptydoéw i Biatek Wydziatu Chemii

Uniwersytetu Wroctawskiego.

C) Pozostate prace opublikowane po uzyskaniu stopnia naukowego doktora:

B.1. Lukajtis R., “ELegowska A., Wysocka M., Debowski D., Lesner A., Rolka K., Analogues of trypsin
inhibitor SFTI-1 modified in the conserved P1 position by synthetic or non-proteinogenic amino acids
retain their inhibitory activity J. Pept. Sci., 17, 281-7 (2011)
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IF2011 1,799, IF2017 1,969, IFs_cio 1emi 1,905, punkty MNIiSWog16 20, liczba cytowaﬁ (bez autocytowaﬁ) wg
WoS =3

B.2. “Legowska A., Debowski D., Lukajtis R., Sztabkowska E., Mizeria A., Brzozowski K., Wysocka
M., Lesner A., Rolka K., Introduction of Pro and its analogues in the conserved P1’ position of trypsin
inhibitor SFTI-1 retains its inhibitory activity. Protein Pept. Lett., 18, 1158-67 (2011)

IF2011 1,942, 1F2017 1,039, IFs.cio teni 1,052, punkty MNiSWao16 15, liczba cytowan (bez autocytowan) wg
WoS =2

B.3. “Debowski D., Lukajtis R., Filipowicz M., Strzelecka P., Wysocka M., Legowska A., Lesner A.,
Rolka K. Hybrid analogues of SFTI-1 modified in P position by $- and y-amino acids and N-substituted
pS-alanines Biopolymers, 100, 154-9 (2013)

IF2013 2,288, 1F2017 1,99, IFs.cio tetni 2,165, punkty MNiSWan16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg
WoS =2

B.4. ®Lesner A., Karna N., Psurski M., Legowska A., Wysocka M., Guzow K., Sieradzan A., Sieficzyk
M., Trzonkowski P., Pikuta M., Zielinski M., Kosikowska P., Lukajtis R., L.egowska M., Debowski D.,
Wiczk W., Rolka K. Fluorescent analogs of trypsin inhibitor SFTI-1 isolated from sunflower seeds -
synthesis and applications. Biopolymers, 102, 124-35 (2014)

IF2014 2,385, 1F2017 1,99, IFs.cio tetni 2,165, punkty MNiSWao16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg
WoS =3

B.5. Gruba N., Wysocka M., Brzezifiska M., Debowski D.,-Rolka K., Martin N.- */Lesner A. Novel
internally quenched substrate of the trypsin-like subunit of 20S eukaryotic proteasome Anal.
Biochem., 508, 38-45 (2016)

IF2016 2,334 , IF2017 2,275, IFs.cio lemi 2,16, punkty MNiSWao16 25, liczba cytowan (bez autocytowan) wg
WoS =2

B.6. “‘Bachor R., Debowski D., Legowska A., Stefanowicz P., Rolka K., Szewczuk Z. Convenient
preparation of deuterium-labeled analogs of peptides containing N-substituted glycines for a stable
isotope dilution LC-MS quantitative analysis. J. Pept. Sci., 21, 819-25 (2015)

IF2015 1,546, 1F2017 1,969, 1Fs.cio tleni 1,905, punkty MNiSWag16 20, liczba cytowan (bez autocytowan) wg
WoS =2

B.7. Gruba N., Wysocka M., Brzezinska M., Debowski D., Sienczyk M., Gorodkiewicz E., Guszcz T.,
Czaplewski C., Rolka K., “/Lesner A. Bladder cancer detection using a peptide substrate of the 20S
proteasome FEBS J., 283, 2929-48 (2016)

IF2016 3,902, 1F2017 4,53, IFscio tetni 4,237, punkty MNiSW2o16 30, liczba cytowan (bez autocytowan) wg
WoS =2
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B.8. Ptaszynska N., Gucwa K., Legowska A., Debowski D., Gitlin-Domagalska A., Lica J., Heldt M.,
Martynow D., Olszewski M., Milewski S., Ng TB., Rolka K. Antimicrobial Activity of Chimera Peptides
Composed of Human Neutrophil Peptide 1 (HNP-1) Truncated Analogues and Bovine Lactoferrampin
Bioconjug. Chem., doi: 10.1021/acs.bioconjchem.8b00440 (2018)

IF2017 4,485, IFs.cio lei 4,416, punkty MNiSW2o16 35, liczba cytowan (bez autocytowan) wg WoS =0

D) Patent:

P.1 Patent Polska PL 225341 B1, data: 31.03.2017, WUP 03/2017

TYTUL WYNALAZKU: Nowy zwigzek, sposob jego otrzymywania, roztwor farmaceutyczny
zawierajgcy nowy zwiqzek, sposob okreslania obecnosci choroby nowotworowej, zestaw do wykrywania

nowotworow oraz zastosowanie hydrolizy nowego zwiqzku do wykrywania nowotworow.

Debowski D., Gruba N., Wysocka M., Lesner A.

E) Oryginalne prace opublikowane w sprawozdaniach pozjazdowych:

C.5. Debowski D., Mizeria A, Lesner A, Legowska A., Rolka K., Analogues of SFTI-1 as the potential
inhibitors of the 20S proteasome Peptides 2012, Proceedings of 32" European Peptide Symposium,
Athens 2012, Greece, European Peptide Society, (edited by G. Kokotos, V. Constantinou-Kokotou, J.
Matsoukas) strony 258-259.

C.6. Legowska A, Lukajtis R., Filipowicz M., Legowska M., Debowski D., Wysocka M., Lesner A.,
Rolka K., The analogues of SFTI-1 modified in the P41 position by - and y-amino acids and N-substituted
p-alanines. Peptides 2012, Proceedings of 32" European Peptide Symposium, Athens 2012, Greece,
European Peptide Society, (edited by G. Kokotos, V. Constantinou-Kokotou, J. Matsoukas) strony 398-
399.

C.7. Gruba N., Wysocka M., Debowski D., Gorodkiewicz E., Lesner A., Rolka K. New internally
quenched substrates of human 20S proteasome. Peptides 2014 Proceedings of 33" European Peptide
Symposium, Sofia 2014, Bulgaria, European Peptide Society (edited by E. Naydenova, T. Pajpanova, D.
Danalev) strony 48-50.

C.8. Gitlin A., Debowski D., Karna N., Legowska A., Strinberg M., Giitschow M., Rolka K. Analogues
of trypsin inhibitor SFTI-1 and their inhibitory activity against matriptase-2 Peptides 2014 Proceedings
of 33" European Peptide Symposium, Sofia 2014, Bulgaria, European Peptide Society (edited by E.
Naydenova, T. Pajpanova, D. Danalev) strony 225-226.

C.9. Debowski D., Karna N., Gitlin A., Lubos M., Legowska A., Rolka K. Non-covalent peptidic
inhibitors of human 20S proteasome Peptides 2014 Proceedings of 33" European Peptide Symposium,
Sofia 2014, Bulgaria, European Peptide Society (edited by E. Naydenova, T. Pajpanova, D. Danalev)
strony 332-333.
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C.10. Karna N., Debowski D., Gitlin A., L.gegowska A., Rolka K., Dubin G., Grudnik P. Investigation of
peptide splicing using peptides analogues consisting of two fragments of SFTI-1 Peptides 2014
Proceedings of 33" European Peptide Symposium, Sofia 2014, Bulgaria, European Peptide Society
(edited by E. Naydenova, T. Pajpanova, D. Danalev) strony 334-335.

C.11. Gruba N., Wysocka M., Lesner A., Debowski D., Rolka K. Characteristics of caspase-like
specificity of human 20S proteasome using combinatorial chemistry methods Peptides 2014 Proceedings
of 33" European Peptide Symposium, Sofia 2014, Bulgaria, European Peptide Society (edited by E.
Naydenova, T. Pajpanova, D. Danalev) strony 344-345.

C.12. Ptaszynska N., Filipowicz M., Debowski D., Gitlin-Domagalska A., Legowska A., Burster T.,
Rolka K., Spliced analogues of trypsin inhibitor SFTI-1 and their application for elucidation of the
peptide splicing, tracing proteolysis and delivery of cargos to the cells Peptides 2016, Proceedings of
the 34" EPS and the 8" IPS, Leipzig, Germany, DFG Universitit Leipzig, 2016, (edited by A. Beck-
Sickinger, K. Mo6rl, K. Bellmann-Sickert, S. Els-Heindl, U. Diederichsen), strony 115-116

C.13. Gitlin-Domagalska A., Debowski D., Ptaszynska N., L.egowska A., Stirnberg M., Giitschow M.,
Rolka K., Designing and chemical syntheses of selective matriptase-2 inhibitors based on trypsin
inhibitor sfti-1 isolated from sunflower seeds Peptides 2016, Proceedings of the 34™ EPS and the 8" IPS,
Leipzig, Germany, DFG Universitdt Leipzig, 2016, (edited by A. Beck-Sickinger, K. Morl, K.
Bellmann-Sickert, S. Els-Heindl, U. Diederichsen), strony 144-145.

F) Kierowanie projektami badawczymi oraz udzial w takich projektach.

o Projekt pt. Projektowanie, chemiczna synteza oraz badania kinetyczne inhibitoréw proteinaz
serynowych bedgcych analogami inhibitora trypsyny SFTI-1 wyodrebnionego z nasion stonecznika
finansowany w latach 2008-2011 przez MNiSW (kierownik Prof. Krzysztof Rolka, UG). Petniona
funkcja - wykonawca.

o Projekt pt. Wplyw modyfikacji mostka disulfidowego inhibitora trypsyny SFTI-1 wyodrebnionego 7
nasion stonecznika na aktywnosé¢ inhibitorowg analogéw monocyklicznych finansowany w 2010
roku przez Uniwersytet Gdanski. Petniona funkcja - kierownik.

o Projekt pt. Poszukiwanie nowych inhibitoréw i substratow fluorogenicznych ludzkiego proteasomu
finansowany w lata 2011-2015 przez Narodowe Centrum Nauki (NCN) w ramach konkursu Sonata
1 (UMO-2011/01/D/ST5/02778). Petniona funkcja - kierownik.

o Projekt pt. Chemiczna synteza oraz badanie aktywnosci inhibitorowej i przeciwdrobnoustrojowej
inhibitorow trypsyny OGTI i HV-BBI oraz ich analogow finansowany w 2011 roku przez

Uniwersytet Gdanski. Pelniona funkcja - kierownik.
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o Projekt pt. Zaprojektowanie, chemiczna synteza oraz badanie wlasciwosci biologicznych peptydéw
bedgcych substratami i aktywatorami proteinazy HtrA wyodrebnionej z Escherichii coli finansowany
w 2012 roku przez Uniwersytet Gdanski. Pelniona funkcja - kierownik.

o Projekt pt. Metoda izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego jako suplement i potencjalny
substytut metody spektroskopowej w procesie charakterystyki inhibitorow proteinaz serynowych

finansowany w 2013 roku przez Uniwersytet Gdanski. Pelniona funkcja - kierownik.

G) Podsumowanie danych bibliometrycznych (wedlug Web of Science, Wo0S).

Przed Po Cykl
Lacznie | doktoratem doktoracie habilitacyjny
Publikacje naukowe z bazy WoS 26 4 22 14
Sumaryczny IF w roku publikacji * 70,378 12,596 57,782 37,101
Sumaryczny 1F217 67,973 10,872 57,101 36,854
Liczba punktéw MNiSWao16 686 100 585 390
Liczba cytowan (bez autocytowan) 75 32 43 27
Indeks Hirscha 6
Oryginalne prace opublikowane w 13 4 9
sprawozdaniach pozjazdowych
Kierowanie projektem z NCN ** 1 1
Kierowanie projektami UG *** 4 1 3

* Dla prac z roku 2018 podano IF z roku 2017

** Narodowe Centrum Nauki (grant w konkursie Sonata 1)

*** Uniwersytet Gdanski
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