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1. WSTEP TEORETYCZNY

1.1. Wprowadzenie

Organizmy zywe skladajg si¢ z bialek, ktorych ilo§¢ na kazdym etapie zycia
komorki musi by¢ $ci$le kontrolowana. Uszkodzone badz btednie pofatdowane biatka
sa hydrolizowane, a powstajace z nich produkty (pojedyncze aminokwasy, dipeptydy lub
oligopeptydy) stanowia budulec dla nowych biomolekul. Dzieki temu biatka, ktére
spehity swoja funkcje, moga zostaé ,,roztozone” na aminokwasy, ktore beda ponownie
wykorzystane przez komodrke [1-3]. Reakcja hydrolizy, ktéra jest energetycznie
korzystniejsza w pordwnaniu do syntezy aminokwasow de novo, ma kluczowe znaczenie
we wzroscie czy przebudowie tkanek i komorek. Szacuje si¢, ze w przypadku braku
katalizatora, czas hydrolizy peptydu w pH rownym 7 moze wynie$¢ miedzy dziesi¢é
a nawet tysiac lat [4, 5]. Dane te jednoznacznie wskazuja, ze obecno$¢ katalizatora jest
niezbedna, by mogty zachodzi¢ procesy w komorkach umozliwiajace funkcjonowanie
calego organizmu. Za reakcj¢ hydrolizy odpowiadaja enzymy proteolityczne, okreslane
réwniez jako peptydazy, proteazy czy proteinazy nalezace do klasy hydrolaz (EC 3.4)
[6-8]. Reakcji tej ulegaja wigzania amidowe, czg$ciej nazywane Wwigzaniami
peptydowymi, wystepujace migedzy aminokwasami biatek badz peptydow, a ktdrych
zadaniem jest polaczenie grupy o-aminowej jednej reszty aminokwasowej i grupy
a-karboksylowej kolejnej reszty. Enzymy proteolityczne czesto katalizuja rowniez
hydroliz¢ wigzania estrowego — reakcj¢ odmienna, ale pokrewng [4, 9] (rys. 1). Badania
prowadzone w ciagu ostatnich 60 lat pokazaty, Ze enzymy proteolityczne nie tylko
odpowiadaja za degradacje niepotrzebnych biatek, a tym samym dostarczanie
aminokwasoéw do organizmu, ale réwniez odgrywaja kluczowa role m.in. w procesie
replikacji i transkrypcji DNA, podziatach komorkowych, procesach programowanej
$mierci komorki, kaskadzie krzepnigcia krwi czy fibrynolizie [10-13].

Pierwsze informacje dotyczace enzymow proteolitycznych pojawity
si¢ na poczatku XX wieku i dotyczyly enzymoéw trawiennych jamy ustnej, $ledziony
czy nerek [14-16]. Dzigki nieustannym badaniom skupiajacym si¢ na tych enzymach,
obecnie wiadomo, ze proteazy nie hydrolizuja przypadkowych substratow, a sg wysoce
wyspecjalizowanymi narzedziami molekularnymi  kontrolujagcymi najwazniejsze
procesy zyciowe. Wszelkie zaburzenia w funkcjonowaniu enzymow proteolitycznych,
ich niedobor lub nadmiar prowadza do zmian patofizjologicznych, takich jak: choroby

nowotworowe, cukrzyca typu 2, nadci$nienie, choroby sercowo-naczyniowe, zaburzenia



neurologiczne czy stany zapalne [17-22]. By temu zapobiec, enzymy proteolityczne
podlegaja w organizmach zywych $cistym regulacjom. Czg$¢ z nich jest syntetyzowana
w formie nieaktywnego prekursora, czyli tzw. zymogenu (proenzymu), ktéry musi ulec
aktywacji najcze¢$ciej przez inne enzymy proteolityczne poprzez hydroliz¢ okreslonego
fragmentu biatkowego. Do najlepiej poznanych zymogenéw mozna zaliczy¢ enzymy
uktadu trawiennego, takie jak chymotrypsynogen, pepsynogen czy trypsynogen [23, 24].
Inne mechanizmy kontroli aktywno$ci enzymatycznej to m.in. oddziatywanie z jonami
metali [25], oddzialywania z innymi biatkami [26], czy modyfikacje potranslacyjne [27].
Podkresla to tylko, jak istotna jest funkcja proteinaz w regulacji proceséw

metabolicznych.

Hydroliza wigzania peptydowego:

Ri Q Ry 0
L4
%N N . + Hzo n, /k 0 + H3+N
: N :
peptyd sktadnik karboksylowy sktadnik aminowy
Hydroliza wigzania estrowego:
~ ~ R (0]
Ry ™ + HO\ R + H*
§° + H,0 —— 2
ester kwas alkohol

Rys. 1. Schemat reakcji hydrolizy wigzania peptydowego oraz hydrolizy wigzania estrowego
katalizowanych przez enzymy proteolityczne (na podstawie [4]).

Udziat enzyméw proteolitycznych w tak wielu stanach chorobowych sprawit,
ze tematyka badawcza licznych naukowcéw na calym $wiecie skupiona jest od lat
na poszukiwaniu nowych zwiazkéw wplywajacych na aktywno$¢ tych proteaz
i umozliwiajacych ich doktadne poznanie. Do takich zwigzkéw zaliczajg si¢ najczesciej
substraty, markery chemiczne i inhibitory projektowane dla konkretnych enzymow.
Najwi¢kszym wyzwaniem w znalezieniu nowych zwiazkow jest nakladajaca
si¢ specyficzno$¢ substratowa enzyméw proteolitycznych powodujaca brak
selektywnosci otrzymanych zwigzkow chemicznych dedykowanych docelowym

proteazom [28, 29]. Enzymy nalezace do tej samej grupy bardzo czgsto sa specyficzne
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wobec podobnych sekwencji aminokwasowych, a markery chemiczne czy inhibitory
projektowane na ich podstawie czgsto hamuja catg grupe enzymodw, a nie jeden z nich.
Jest to spora przeszkoda w prowadzeniu badan na liniach komoérkowych, gdzie
aktywnych jest jednoczes$nie wiele enzymow z jednej grupy hydrolaz [30]. Tym samym
niemozliwe jest wykorzystanie takich zwigzkéw w celach terapeutycznych na dalszym
etapie badan. Przyktadem mogg by¢ enzymy z grup kaspaz, np. kaspaza-3 1 kaspaza-7
[31], katepsyn, np. katepsyna L i katepsyna V [32] a takze niektére enzymy
deubikwitynujace [33]. W celu ulatwienia okreslania specyficzno$ci substratowe;j,
w 1967 roku Schechter i Berger wprowadzili jednolity system definiowania
specyficzno$ci  substratowej poprzez wyodrebnienie tzw. kieszeni wigzacych
oddziatujacych z tancuchami bocznymi aminokwasow. System Schechtera i Bergera jest
stosowany powszechnie do dzisiaj [34]. Zgodnie z nim reszty aminokwasowe znajdujace
si¢ na N-koncu substratu (Pn,...,P4, P3, P2, P1) wiaza si¢ do kieszeni Sn,..., S4, S3, S2,
S1, natomiast reszty od strony karboksylowej (P1°, P2’, P3’, P4’,...,Pn’) wchodza
w interakcj¢ z kieszeniami S1°, S2°, S3°, S4°,..., Sn’. Reakcja hydrolizy wigzania
peptydowego zachodzi zawsze pomiedzy pozycja P1 a P1’° substratu. Schemat wigzania

substratu w centrum aktywnym proteaz przedstawiono na rys. 2.

Miejsce aktywne enzymu
Substrat

peptydowy

/M
[ \

/,
-
o

P2 | /
P4 \ e WA
o - o o ¥ o
H H b H
N-koniec HZN/‘\[(N N N ’@ N\Hku N\)J\OH C-koniec
o \ o o
@ P2’ \

Miejsce hydrolizy wigzania peptydowego

Rys. 2. Schemat wigzania substratu peptydowego w miejscu aktywnym enzymu.

Na podstawie zsekwencjonowanego genomu ludzkiego wykazano, ze enzymy
proteolityczne sa kodowane przez okolo 2% wszystkich genéw, co stanowi 2-4%

wszystkich biatek ludzkich i odpowiada okoto 600 proteazom [1, 35]. S one najbardziej
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rozpowszechniong grupg enzyméw. Wystepuja zarOwno w  organizmach
eukariotycznych jak i prokariotycznych. Sa kluczowe dla rozprzestrzeniania si¢ bakterii
1 wiruséw. Szczegdtowe informacje zawierajace mechanizmy dziatania, struktury,
substraty 1 inhibitory oraz poznane funkcje biologiczne wszystkich proteaz zbierane
sa w migdzynarodowej bazie danych MEROPS utworzonej w 1996 r. Klasyfikacja w niej
zawarta oparta jest na systemie trojwarstwowym. Po pierwsze pod uwage jest brany
rodzaj katalizowanej reakcji, w dalszej kolejnosci struktura enzymu oraz jego
indywidualne cechy. Najwazniejszy poziom hierarchii w tej bazie to tzw. klan. W jego
sktad wchodzg proteazy pochodzace od wspdlnego przodka. Wsrdd klandw wystepuja
rodziny, w ktorych znajduja si¢ enzymy bgdace homologami [36, 37].

Enzymy proteolityczne to szeroka grupa biatek réznigca si¢ od siebie. Nic wige
dziwnego, ze juz w latach 30-tych XX wieku zaproponowano pierwszy podziat tej grupy
[38]. Zwigzany jest on z miejscem zachodzacej hydrolizy wigzania peptydowego
w substracie. Wyr6znia si¢ w nim egzopeptydazy dziatajagce na pierwsze, drugie lub
trzecie wigzanie peptydowe od N-konca badz C-konca oraz endopeptydazy, ktore
hydrolizujg dalsze niz trzecie wigzanie amidowe wewnatrz biatek [38, 39].
Do egzopeptydaz obecnie zalicza si¢ 9 podklas, jednak najliczniejsza grupa
sa aminopeptydazy i1 karboksypeptydazy katalizujace reakcje hydrolizy odpowiednio
od N- lub C-konca [40]. Podzial tych enzyméw wyrdzniono w tab. 1, a schemat ich
dzialania na rys. 3. Spotykane sg réwniez enzymy wykazujace zarowno aktywnosci

egzopeptydazy jak i endopeptydazy. Przyktadem moze by¢ katepsyna B [41].

Tab. 1. Podklasy egzopeptydaz i ednopeptydaz (na podstawie [42]).

Egzopeptydazy Endopeptydazy
EC3.4.11. aminopeptydazy EC 3.4.21. endopeptydazy serynowe
EC3.4.12 karboksypeptydazy EC 3.4.22. endopeptydazy cysteinowe
EC 3.4.13. dipeptydazy EC 3.4.23. endopeptydazy aspartylowe

dipeptydylo-peptydazy
tripeptydylo-peptydazy
EC3.4.15. peptydylo-dipeptydazy EC 3.4.25. endopeptydazy treoninowe
karboksypeptydazy typu

EC3.4.14. EC 3.4.24. metaloendopeptydazy

endopeptydazy o nieznanym

EC 3.4.16. EC 3.4.99. . .
Serynowego mechanizmie katalizy
EC3.4.17. metalokarboksypeptydazy
EC3.4.18. karboksyp?ptydazy typu
cysteinowego
EC3.4.19. omega-peptydazy
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Egzopeptydazy

Aminopeptydazy Karboksypeptydazy
N-koniec Ow : C-koniec N-koniec —O—O—%C-koniec
Dipeptydylo-peptydazy Peptydylo-dipeptydazy
N-koniec O——m C-koniec N-koniec ‘ O—%—O C-koniec
Tripeptydylo-peptydazy Dipeptydazy

N-koniecO—O—Q@—' C-koniec N-koniec % C-koniec

Omega peptydazy

N-koniec W ! C-koniec  N-koniec W C-koniec

Endopeptydazy

N-koniec | m C-koniec
Koricowa reszta
aminokwasowa

Reszty aminokwasowe
w tanicuchu polipeptydowym
% Miejsce hydrolizy enzymu
Zablokowany N- lub C-koniec
tanicucha polipeptydowego

Rys. 3. Aktywnosci endo- i egzopeptydaz (na podstawie [3, 42]).

Kolejny podzial, zaproponowany pod koniec XX wieku, uwzglgdnia
mechanizm katalityczny hydrolizy wigzania peptydowego. W 1960 roku wyrdzniono
cztery grupy proteaz: proteazy serynowe (EC 3.4.21), cysteinowe (EC 3.4.22),
aspartylowe (EC 3.4.23) oraz metaloproteazy (EC 3.4.24) [43] (rys. 4). W 1995 r.
przedstawiono strukture proteasomu i wyszczegdlniono kolejna, piata grupe proteaz
treoninowych (EC 3.4.25) [44-45], a w 2004 r. Fujinaga zaproponowat szostg grupg -
proteazy glutaminowe [46]. Grupy enzymoéw proteolitycznych wyrdznione w tym
podziale przeprowadzaja reakcj¢ hydrolizy na dwa sposoby. Pierwszym z nich jest
kataliza niekowalencyjna, gdzie do efektywnej proteolizy wykorzystuje si¢ czasteczke
wody, ktéra zostaje aktywowana przez kwasy karboksylowe znajdujace si¢ w tancuchach
bocznych aminokwaséw centrum aktywnego (proteazy glutaminowe i aspartylowe) lub
atomu metali (metaloproteazy). Aktywowana czasteczka wody pelni role nukleofila
w procesie hydrolizy. Druga grupa enzymow, do ktdrej naleza proteazy cysteinowe,
serynowe oraz treoninowe, wykorzystuje katalize¢ kowalencyjng. Ugrupowanie

hydroksylowe (-OH) lub tiolowe (-SH), wystgpujace w tancuchu bocznym aminokwasu
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obecnego w centrum aktywnym enzymu, peini funkcje nukleofila. Proces hydrolizy
zachodzi z utworzeniem wigzania kowalencyjnego miedzy weglem karbonylowym
substratu a nukleofilem. Enzym ulega przej$ciowej modyfikacji chemicznej ulegajac
acylacji czasteczka substratu [4, 29, 47, 48].

W  ostatnich latach wyszczegolniono kolejne dwie grupy enzymow
proteolitycznych — liazy asparaginowe [49] i1 proteazy ,,ukryte” (ang. cryptic proteases)
[50]. Liazy asparaginowe przeprowadzaja reakcje autoprocesowania (rozszczepienie
wigzania peptydowego w swojej strukturze) wykorzystujac reszte asparaginy petnigcej
funkcje¢ nukleofila miejsca aktywnego. W reakcji tej nastgpuje cyklizacja asparaginy
atakujacej C-koncowe wigzanie peptydowe. Utworzenie pierscienia sukcynimidowego
prowadzi do uwolnienia dwoch potomnych fragmentow enzymu [49]. Proteazy ukryte
s ostatnig grupa enzymow, ktorej naturalne substraty, mechanizm proteolizy, funkcja

fizjologiczna czy struktura nie zostaly jeszcze poznane i opisane [50].

a) b) 0
\N,C\
1
. W
CysLS N His Asp Oser
no Sy 5 G WL
l \ (0] \N
\C’N\ H _
cl His
0
C) /,O A d
N-C\\/ )

N

T
O /\\‘
&
©
s/
z-T

Asp i 0\9/\ \/\Gllé)/,H o.
_~~-0-H £ H Szizt
i o X
His His

Rys. 4. Atak nukleofila w centrum aktywnym proteaz cysteinowych (a), proteaz serynowych
(b), proteaz aspartylowych (c) oraz metaloproteaz (d). Proteazy aspartylowe, glutaminowe
oraz metaloproteazy wykorzystuja mechanizm katalizy niekowalencyjnej, gdzie role
nukleofila pelni aktywowana czasteczka wody. Proteazy serynowe, cysteinowe oraz
treoninowe korzystaja z mechanizmu katalizy kowalencyjnej, w ktorym role nukleofila petni
ugrupowanie hydroksylowe (proteazy serynowe oraz treoninowe) lub tiolowe (proteazy
cysteinowe) (na podstawie [48]).
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1.2. Proteazy cysteinowe

Proteazy cysteinowe (EC 3.4.22) nazywane rOwniez proteazami
sulthydrylowymi lub tiolowymi, wystepuja we wszystkich organizmach zywych.
Sa biatkami o masie zazwyczaj 21-30 kDa, wykazujacymi najwigkszg aktywnos¢
w pH 4-6,5. Ze wzgledu na obecnos$¢ grupy tiolowej 1 jej sktonnos¢ do utleniania sie,
do ich peinej aktywnosci wymagana jest obecnos¢ reduktora. W komorkach role taka
pelni glutation, natomiast w badaniach in vitro wymagany jest dodatek ditiotreitolu lub
2-merkaptoetanolu [51]. Oprocz przyspieszania reakcji hydrolizy wigzania amidowego
w bialkach, proteazy cysteinowe spetniaja szereg réznych funkcji biorgc udziat
w procesach patologicznych oraz fizjologicznych [52]. Ich zachwiana aktywno$¢ zostala
zaobserwowana podczas roznych stanow patologicznych, takich jak stwardnienie
rozsiane, nowotwory, reumatoidalne zapalenie stawow, osteoporoza czy zaburzenia
neurologiczne [19, 53].

Jak juz wspomniano wcze$niej, enzymy proteolityczne, ktére wykorzystuja
katalize kowalencyjng do efektywnej hydrolizy klasyfikuje si¢ ze wzgledu na rodzaj
nukleofilowej reszty aminokwasowej w centrum aktywnym. Proteazy treoninowe
posiadaja w nim reszt¢ treoniny, proteazy serynowe — reszt¢ seryny, a proteazy
cysteinowe — reszt¢ cysteiny. Proteazy cysteinowe rozpoczynaja mechanizm reakcji
hydrolizy od utworzenia pary jonowej przez reszt¢ cysteiny oraz histydyny (S....H'Im).
Grupa sulfthydrylowa cysteiny jest deprotonowana i aktywowana przez pierscien
imidazolowy histydyny, dzigki czemu powstaje anion tiolanowy, ktory przeprowadza
atak nukleofilowy na elektrofilowy atom wegla znajdujacy si¢ w grupie karbonylowe;j
wigzania peptydowego (C=0). Atak nukleofilowy powoduje zmiang liczby atomow
zwigzanych z atomem tego wegla z trzech na cztery, co wigze si¢ rOwniez ze zmiang
geometrii z plaskiej trojkatnej na tetraedryczng. Powstaly niestabilny tetraedryczny
produkt posredni ma zlokalizowany tadunek ujemny znajdujacy si¢ na atomie tlenu
z grupy karbonylowej. Jest on stabilizowany przez ugrupowania NH szkieletu biatka,
co zachodzi w tzw. dziurze oksyanionowej. Proton z dodatnio natadowanej reszty
histydyny jest przeniesiony na grup¢ aminowa, przez co wigzanie peptydowe ulega
rozerwaniu. Tetraedryczny produkt posredni rozpada si¢ i tworzony jest acyloenzym.
Uwolniony zostaje N-koncowy fragment substratu. Kolejnym stadium mechanizmu jest
deacylacja, ktéra rozpoczyna si¢ od reakcji acyloenzymu z czasteczka wody. Grupa

estrowa acyloenzymu ulega hydrolizie. Reszta histydyny usuwa proton z czasteczki
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wody, a powstaty anion hydroksylowy OH™ atakuje atom wegla grupy karbonylowej
z grupy acylowej, przez co tworzy si¢ niestabilny tetraedryczny produkt posredni,
ktérego rozpad umozliwia powstanie produktu z grupg karboksylowa. Ostatnim etapem
jest uwolnienie produktu i zdeprotonowanie reszty cysteiny, dzigki czemu enzym jest
gotowy do kolejnej katalizy [4, 54, 55]. Oprocz diady katalitycznej, bardzo czesto
w miejscu aktywnym proteaz cysteinowych spotykana jest takze triada katalityczna.
Najczesciej funkcje trzeciego aminokwasu petni reszta kwasu asparaginowego (Asp) lub
asparaginy (Asn), ktora pomaga ustawic¢ pier§cien histydyny w odpowiedniej orientacji
w stosunku do reszty cysteiny dzigki zdolno$ci do tworzenia wigzan wodorowych.

Proteazy cysteinowe sg enzymami aktywowanymi a priori - para jonowa
tworzona przez reszt¢ cysteiny oraz histydyny jest obecna w stanie podstawowym
enzymu i nie jest zalezna od interakcji z substratem jak ma to miejsce w przypadku
proteaz serynowych [55, 56]. Klasycznym przyktadem mechanizmu dziatania proteaz
cysteinowych jest mechanizm katalizy wykorzystywany przez papaing, ktorej reszty
triady katalitycznej to Cys?, His!> oraz Asn'”, a dziura oksyanionowa tworzona jest
przez GIn' oraz Cys®. Schemat mechanizmu hydrolizy peptydu przez papaine
przedstawiono na rys. 5.

Papaina z Carica papaya byla pierwsza wyizolowana, scharakteryzowang
1 opisang proteazg cysteinowg [57]. Wraz z katepsynami nalezy ona do najliczniejszej
grupy proteaz cysteinowych. Wsrdd ssaczych proteaz cysteinowych gléwng grupe
stanowig katepsyny lizosomalne. Tak jak pozostale enzymy proteolityczne, tak proteazy
cysteinowe posiadaja mechanizm kontrolujacy ich nadmierng aktywnos$¢. Syntezowane
sa w formie nieaktywnych zymogenow lub prekursoréw, ktore w swojej strukturze
zawierajg prodomene, ktora blokuje dostep substratu do miejsca aktywnego enzymu
[58]. Poza rolg endogennego inhibitora, prodomena moze uczestniczy¢ rowniez
w faldowaniu biatek badz sortowaniu wewnatrzkomoérkowym [59, 60]. Aktywacja
zymogenu odbywa si¢ za pomoca czasteczek pomocniczych, np. jonow metali
z udzialem innych enzyméw lub poprzez procesowania autokatalityczne, do ktorych

wymagany jest spadek pH [61, 62].
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Rys. 5 Mechanizm katalizy hydrolizy wigzania peptydowego przeprowadzany przez papaing
z wykorzystaniem triady Kkatalitycznej Cys*-His'*-Asn'” oraz dziury oksyanionowej
tworzonej przez Gln' i Cys®.

Proteazy cysteinowe zostaly pogrupowane na klany, w ktoérych wyrdznia
si¢ jeszcze rodziny, do ktorych przydzielane sg enzymy. Klan CA to najwigkszy klan
zawierajacy ponad 20 rodzin, a jego przedstawicielem jest wspomniana papaina [63].
Przyporzadkowanie do tego klanu odbywa si¢ poprzez wykazanie podobienstwa
struktury krystalicznej danego enzymu proteolitycznego do papainy. Papaina sktada
si¢ z dwoch domen potaczonych miejscem aktywnym. Domena C-terminalna ma ksztatt
B-beczutki, natomiast domena N-terminalna zloZona jest z a-helis. Nukleofilowa reszta
cysteiny znajduje si¢ na poczatku a-helisy, a katalityczna histydyna na poczatku
B-beczuiki. Jesli dany enzym nie ma rozwigzanej struktury trzeciorzgdowej, pordwnuje
si¢ wowczas sekwencje pierwszorzgdowa, gdyz cecha charakterystyczng biatek z tego
klanu jest podobny motyw aminokwasowy pojawiajacy si¢ wokot katalitycznej reszty
cysteiny. Ostatnim sposobem identyfikacji peptydaz w klanie CA jest podatnosé
na inhibicj¢ przez matoczasteczkowy zwiazek E-64. Tylko proteazy z klanu CA
sa nieodwracalnie inhibitowane przez ten zwiazek [64]. Co prawda, cystatyny tez
s inhibitorami enzymdéw nalezacych do tego klanu, jednak nie wykazuja one
selektywnosci, gdyz legumaina (klan CD) rowniez jest hamowana przez te biatka [65].

Drugim co do wielkosci klanem jest klan CD. Naleza do niego m.in.

wspomniana legumaina, separaza, kaspazy czy gingipaina G. Wszystkie te proteazy,
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posiadaja w miejscu aktywnym diade katalityczng ztozong z histydyny i cysteiny. Oprocz
struktury pierwszorzedowej i charakterystycznego otoczenia aminokwasowego wokot
reszty cysteiny czynnikiem przydzielajacym do tego klanu jest struktura trzeciorzgdowa.
Na przyktadzie kaspazy-1 pokazano, ze sktada si¢ ona z charakterystycznego motywu
typu /B, co jest niespotykane w pozostatych klanach. Co wigcej, wszystkie enzymy
nalezace do tego klanu sg endopeptydazami i preferuja konkretng reszt¢ aminokwasowa
w pozycji P1, np.: kaspazy wymagaja kwasu asparaginowego, legumaina asparaginy,
a separaza argininy [66]. W przeciwienstwie do enzymow z klanu CA, klan CD jest
niewrazliwy na dziatanie inhibitora E-64.

W skfad klanu CE wchodzi siedem rodzin proteaz cysteinowych, ktére
posiadaja w miejscu aktywnym cztery reszty katalityczne: histydyne, cysteing,
glutaming, kwas asparaginowy lub asparaging. Proteazy w klanie CL tworza dwie
rodziny skladajace si¢ z peptydaz bakteryjnych hydrolizujacych peptydy S$ciany
komorkowej bakterii. Miejsce aktywne tworzone jest przez reszty w kolejnosci:
histydyna i cysteina. Ich struktura trzeciorzedowa to B-beczutka otoczona a-helisami
[67]. Pozostate klany proteaz cysteinowych (CF, CM, CN, CO, CP, CQ i CR) sktadaja
si¢ z jednej rodziny proteaz. Miejsce aktywne klanu CF sklada si¢ z kwasu
glutaminowego, cysteiny oraz histydyny (w tej kolejnosci w sekwencji), co odrdznia
go od pozostatych klanow. W klanie CM aktywna peptydaza jest homodimerem 1 jest
zbudowana z N-kofcowej a-helisy, C-koncowej [B-harmonijki i dlugiego linkera.
Miejsce aktywne zbudowane jest z histydyny i kwasu glutaminowego znajdujacego si¢
na N-koncu jednego monomeru oraz cysteiny znajdujacej si¢ na C-koncu drugiego.
Oznacza to, ze tworzy si¢ ono migdzy dwoma podjednostkami w dimerze.
Trzeciorzgdowa struktura pokazata rowniez, ze do aktywnos$ci niezbedny jest jon cynku.
Klan CN zawiera wirusowe endopeptydazy poliproteinowe, ktérych miejsce katalityczne
tworzy cysteina i histydyna. Do klanu CO naleza cysteinowe egzopeptydazy, m.in.
bakteryjny enzym modyfikujacy S$ciang komorkowa (dipeptydylo-peptydaza VI
z bakterii Lysinibacillus sphaericus). Struktura trzeciorzedowa pokazata podobienstwo
do papainy wykazujac motyw a-helisy z nukleofilowa cysteing 1 p-beczultki
z katalityczng reszta histydyny, jednak okre$lono ja jako bardziej ,,prymitywna”.
W papainie katalityczna cysteina znajduje si¢ na C-koncu, w klanie CO wystepuje ona
na N-koncu helisy, co oznacza, ze sekwencja przebiega w odwrotnym kierunku niz

w papainie. Zaktada sig¢, ze podobienstwo strukturalne wywodzi si¢ od ewolucji zbieznej,
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a nie rozbieznej, dlatego bialka te przypisuje si¢ do osobnego klanu. Ostatnim klanem
jest klan CP. Naleza do niego izopeptydazy. Diada katalityczna sktada si¢ z histydyny
icysteiny (w tej kolejnosci w sekwencji) i wystepuje w odwrotnej kolejnosci niz
w papainie. Istotng rdznica jest rowniez fakt, Zze do odpowiedniej orientacji pierscienia
imidazolowego histydyny nie jest wymagana trzecia reszta w miejscu aktywnym.
Katalityczna cysteina znajduje si¢ na N-koncu o-helisy, a histydyna na -beczulce [37,
67]. W bazie MEROPS wyr6znione sg rowniez klany CQ i CR, ktérych reszty
katalityczne wystepuja odpowiednio w kolejnosci kwas glutaminowy, histydyna
i cysteina (CQ) oraz histydyna i cysteina (CR) [37].

Istnieje kilka innych rodzin proteaz cysteinowych, ktore nie maja rozwigzanych
struktur trzeciorzedowych i zbyt malo wiadomo na temat mechanizmu dziatania ich
centrum aktywnego, by mozna bylo je przypisa¢ do konkretnego klanu. Aktualnie
nieprzepisanych jest 11 rodzin (C7, C8, C23, C27, C36, C42, C49, C75, C106, C116
1 C118) [37].

1.2.1. Kaspazy

Kaspazy naleza do wewnatrzkomorkowych enzyméw proteolitycznych
(EC 3.4.) z grupy proteaz cysteinowych (EC 3.4.22), ktore zostaja aktywowane przez
odpowiednie sygnaly zewnatrz- lub wewnatrzkomoérkowe hydrolizujac wigzania
peptydowe i1 degradujac tym samym biatka. Zaliczane sa do endoproteaz, ktore Scisle
preferuja kwas asparaginowy w pozycji P1 hydrolizujagc tym samym substraty po jego
karboksylowej stronie, rzadziej po C-koncowej stronie kwasu glutaminowego
i w rzadkich przypadkach po resztach fosfoseryny [31, 68-70]. Ich nazwa pochodzi
od wlasciwosci katalitycznych tych enzymoéow (ang. caspases — od angielskich stow
cysteinyl aspartate-specific proteinase, ,,c” odnosi si¢ do nukleofilowej cysteiny obecne;j
w miejscu aktywnym, a polaczenie ,,asp” i ,,ase” odnosi si¢ do hydrolizy wigzania
peptydowego po karboksylowej stronie kwasu asparaginowego) [71]. Historia tej grupy
proteaz rozpoczeta si¢ w 1993 r., gdy odkryto i scharakteryzowano enzym konwertujacy
interleuking 1B (nazwany po6zniej kaspaza-1) [72,73]. Zapoczatkowal on nowa klase
proteaz cysteinowych, ktora $cisle wymagata obecnosci Asp w pozycji P1. Dodatkowo
wykazano, ze indukcja programowanej $mierci komoérek ssaczych moze by¢ wywotana
zwigkszong ekspresja tego biatka [74]. Niezaleznie zidentyfikowano gen CED-3

z C. elegans kodujacy biatko biorgce udzial w programowanej $mierci komorki.
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Podobienstwa funkcjonalne i strukturalne CED-3 oraz kaspazy-1 wykazaly, ze s3 one
homologami [75].

Opisanie tych enzymow zapoczatkowato okres intensywnych badan. Aktualnie
wyrdznia si¢ 11 kaspaz ludzkich (kaspaza-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -10, -14) oraz
10 kaspaz mysich (kaspaza -1, -2, -3, -6, -7, -8, -9, -11, -12, -14). Wszystkie ludzkie
kaspazy sa syntetyzowane jako zymogeny aktywowane w konkretnych warunkach
w cytozolu. Sktadaja si¢ one z N-koncowej prodomeny, matej podjednostki o masie
okoto 10 kDa nazywanej p10 i duzej podjednostki o masie okoto 20 kDa, p20. W wielu
prokaspazach podjednostki p10 i p20 sa oddzielone krotka sekwencja. W momencie
aktywacji kaspaz przez inne enzymy dochodzi do oddzielania podjednostek p10 oraz p20
i usunigcia prodomeny poprzez hydroliz¢ proteolityczng. Miejsce aktywne
odpowiedzialne za hydroliz¢ znajduje si¢ w podjednostce p20 [76, 77].

Kaspazy mozna sklasyfikowa¢ korzystajac z kilku podziatow w oparciu
o preferencj¢ substratowa, potozenie w szlakach sygnalizacyjnych, przypuszczalng
funkcje, dlugos¢ prodomen, budowe zymogendw czy pokrewienstwo genetyczne [78].
Pierwszy podziat, oparty na najwazniejszych funkcjach, wyrdznia kaspazy prozapalne
1 apoptotyczne. Kaspazy prozapalne reguluja dojrzewanie cytokin w odpowiedzi
na stany zapalne i naleza do nich kaspaza-1, -4, -5, -11 i -12, natomiast kaspazy
apoptotyczne odpowiadaja za przekazywanie sygnatdéw w programowanej $mierci
komorki (kaspaza-2, -3, -6, -7, -8, -9, -10). Kaspaza-14 bierze udzial w procesie
keratynizacji (rogowacenia). Kaspazy petniace funkcje w szlaku apoptotycznym dzieli
si¢ dalej na kaspazy efektorowe (wykonawcze) — kaspaza-3, kaspaza-6 oraz kaspaza-7
oraz kaspazy inicjatorowe — kaspaza-2, -8, -9, -10. Te ostatnie mozna jeszcze podzieli¢
na enzymy biorgce udzial w szklaku wewng¢trznym (kaspaza-9) oraz w szklaku
zewngtrznym (kaspaza-2, -8 oraz-10).

Kolejng metoda klasyfikacji kaspaz jest ich podzial na podstawie dtugosci
prodomen. Wyrdznia si¢ kaspazy zbudowane z krotkich prodomen (kaspazy-3, -6, -7)
oraz z dlugich (kaspaza -1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -11, -12). Kaspazy efektorowe posiadaja
jedynie domeng katalityczng (mala i duza) oraz N-peptyd. Ich aktywacja zachodzi
na drodze specyficznej proteolizy. Kaspazy egzekucyjne s3 zazwyczaj aktywowane
przez kaspazy inicjatorowe w miejscu faczacym duza domene z mata (ang. linker
domain) [79, 80], chociaz co ciekawe, rowniez kaspaza-3 ma zdolno$¢ do aktywacji
prokaspazy-7, gdyz linker peptydowy taczacy mala i duza domeng¢ odpowiada

specyficznosci substratowej kaspazy-3 [81]. Kaspazy inicjatorowe zbudowane

20



sa zdwoch domen: katalitycznej (matej i duzej) oraz regulatorowej umozliwiajacej
wigzanie si¢ z odpowiednim kompleksem. Domeny regulatorowe zawieraja
charakterystyczny motyw biatkowy: domen¢ rekrutacji kaspaz CARD (ang. caspase
recruitment domain) lub domeng¢ $mierci DED (ang. death effector domain). Na rys. 6

schematycznie przedstawiono pierwszorzgdowe struktury kaspaz.
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Rys. 6 Schematyczne przedstawienie pierwszorzedowej struktury kaspaz
(na podstawie [76, 82]).

Z procesami proliferacji i $mierci komodrek spotykamy si¢ w kazdym
organizmie. Zachowanie homeostazy mi¢dzy podziatem, r6znicowaniem, dojrzewaniem
i $miercig komorek umozliwia ich prawidtowe funkcjonowanie. Smieré komorki moze
zachodzi¢ przez szereg réznych szlakow, m.in. nekroptozy, nekrozy, autofagii
czy apoptozy [83]. Apoptoza jest mechanizmem programowanej $mierci komorkowe;.
Jest to kontrolowany genetycznie, wysoce zachowany ewolucyjnie, wieloetapowy
proces wymagajacy wyspecjalizowanej maszynerii komoérkowej. Stanowi on jeden
z gtownych elementdw utrzymania réwnowagi zapewniajacej prawidlowy rozwdj
organizmu. Jest niezbedny do zapewnienia ilosciowej 1 jakosciowej kontroli

nad komoérkami usuwajac te niepotrzebne lub uszkodzone. Apoptoza odgrywa kluczowsa
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role np. w embriogenezie, morfogenezie czy organogenezie [84]. Doktadny opis tego
procesu pojawit si¢ w 1972 r. Kerr, Wyllie i Currie zaproponowali wowczas termin
»apoptoza” i przedstawili zmiany morfologiczne zachodzace w komodrkach. Wykazali
oni takze, ze procesowi temu nie podlegaja tylko uszkodzone komorki, ale rowniez te,
ktére sg zdrowe 1 wystepuja w nadmiarze [85]. Byto to przetomowe odkrycie, gdyz do tej
pory uwazano, ze w organizmach zachodzi wylacznie nekroza. W 2002 r. przyznano
Nagrode¢ Nobla Brennerowi, Sulstonowi i Horvitzowi za identyfikacje najwazniejszych
genow, ktore odpowiadajg za proces apoptozy [86].

Obecnie wiadomo, ze gldéwnymi enzymami biorgcymi udzial w apoptozie
sa kaspazy. Uczestnicza one w kaskadzie reakcji biochemicznych wywotywanej
bodzcami proapoptycznymi. Enzymy te przeprowadzaja reakcje hydrolizy skutkujaca
catkowitym rozktadem biatek. Proces apoptozy moze by¢ indukowany wieloma
$ciezkami. Wplywa na to rodzaj komorki oraz czynniki aktywujace. Najlepiej poznane
$ciezki apoptozy to szlak wewnatrzkomorkowy nazywany mitochondrialnym oraz szlak
zewnatrzkomoérkowy nazywany réwniez receptorowym. Wyrdznia si¢ takze szlak
sfingomielinowo-ceramidowy, pseudoreceptorowy z udzialem granzymow i perforyn
oraz szlak aktywowany stresem [83, 87-89].

Szlak wewnetrzny jest uruchomiany w odpowiedzi na wewngtrzne czynniki
komoérkowe takie jak stres metaboliczny lub genotoksyczny. W wyniku np. wolnych
rodnikdw, wzrostu stezenia jonow wapnia w cytoplazmie, uszkodzenia DNA, toksyn
czy zaburzonej rownowagi elektrolitycznej dochodzi do zwigkszenia przepuszczalnosci
btony mitochondrialnej. Cytoplazmatyczne biatka apoptotyczne (BID i1 BAX)
rozpoznaja sygnat inicjatorowy i tworza pory w blonie uwalniajac zawarto$¢ macierzy
mitochondrialnej. Biatko BAK, pochodzace z wnetrza mitochondrium, powicksza
utworzone w blonie pory, co powoduje catkowite uwolnienie cytochromu C, ktory jest
jednym z najistotniejszych czynnikdéw apoptotycznych [90, 91]. W cytoplazmie
cytochrom C 1taczy si¢ z C-koncem biatka indukujagcym apoptoze — Apaf-1
(ang. Apoptotic protease activity factor-1), do ktorego przytacza si¢ rowniez czasteczka
ATP lub dATP. Na N-koncu biatka Apaf-1 znajduje si¢ domena CARD, ktéra umozliwia
przylaczenie si¢ prokaspazy-9. Powstaly heptameryczny kompleks nazywany jest
apoptosomem. Apoptosom wykazuje pelng dojrzato$¢ katalityczng, wskutek czego
aktywacji ulegaja kaspazy efektorowe degradujace kluczowe biatka w komorce

prowadzac do jej $mierci [92].
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W przypadku szlaku zewnatrzkomorkowego wymagana jest obecnos¢
tzw. blonowych receptoréw $mierci DR (ang. death receptor) znajdujacych sie
po zewnetrznej stronie btony komodrkowej, ktore wigza si¢ ze swoimi ligandami
bedacymi zazwyczaj bodzcami apoptotycznymi. Receptory te naleza do nadrodziny
receptorow TNF (ang. tumor necrosis factor) i charakteryzuja si¢ wewnatrzkomorkowa
domeng $mierci DD (ang. death domain). Utworzenie kompleksu ligand-receptor
rozpoczyna proces apoptozy. Tworzy si¢ kompleks DISC (ang. death inducing signaling
complex), ktory zawiera biatka adaptorowe FADD oraz RAIDD. Do domeny FADD
wigza si¢ domeny prokaspazy-10 oraz -8, natomiast do domeny RAIDD wiaze si¢
prokaspaza-2. Nastepuje lokalne zwigkszenie stezenia prokaspazy-2, -8 i -10, co skutkuje
ich aktywacja. Aktywne kaspazy inicjatorowe sg uwalniane do komorki i aktywuja
kaspazy efektorowe [81, 93, 94].

Czasami szlak zewnetrzny laczy si¢ ze szlakiem wewngtrznym. Dzieje si¢
to w sytuacji, gdy sygnal pochodzacy =z receptorow $mierci jest zbyt slaby
na uruchomienie kaskady kaspaz. Aktywna kaspaza-8 hydrolizuje wowczas N-koniec
biatka BID, w wyniku czego powstaje posta¢ tBID, ktéra translokuje si¢
do mitochondrium, co jest sygnalem na uwolnienie cytochromu C do cytoplazmy.
Rozpoczyna si¢ wewnetrzny szlak apoptozy. Powstate biatko tBID wzmacnia dziatanie
biatlek BAX oraz BAK i jest stukrotnie efektywniejsze w uwalnianiu cytochromu C niz
jego niezhydrolizowana posta¢ [95]. Uproszczony schemat szlaku zewnatrz- oraz
wewnatrzkomorkowego przedstawiono na rys. 7.

Niezaleznie czy dochodzi do aktywacji kaspazy-9 na drodze
wewnatrzkomorkowej, czy kaspazy-2, -8, -10 na drodze zewnatrzkomoérkowej, cel jest
taki sam — aktywacja kaspaz egzekucyjnych (kaspazy -3, -7, -6). Nalezy jednak pamigtac,
ze na kazdym etapie aktywacji poszczegdlnych prokaspaz wystepuja endogenne
inhibitory IAP (ang. inhibitors of aptoptosis protein), ktére kontroluja szybko$¢ inicjacji
apoptozy. Biatka te posiadaja domeny BIR (ang. baculoviral IAP repeat) stuzace
do inhibicji konkretnych kaspaz — domena BIR3 jest specyficzna wzgledem kaspazy-9,
a domena BIR2 odpowiada za inhibicje kaspazy-3 i -7 [96-100].
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Rys. 7 Schematyczne przedstawienie $ciezki receptorowej (zewnetrznej) oraz
mitochondrialnej (wewngtrznej) (na podstawie [90-99], schemat rysunku pochodzi z bazy
BioRender.com).

Jak juz wspomniano wczesniej, oprocz apoptozy, Smieré komorki moze
odbywa¢ si¢ rdwniez na inne sposoby. Drugim bardzo waznym mechanizmem jest
nekroptoza. Termin ten zostal wprowadzony w 2005 r. i jest polaczeniem stow ,,nekroza”
i ,,apoptoza”, gdyz z jednej strony cechy morfologiczne komoérek przypominaja
te z procesu martwicy (zwickszona objeto$¢ komorki, pekanie btony komorkowej,
,puchnigcie” organelli), z drugiej strony mechanizm ten jest $ci§le kontrolowany przez
wewnatrzkomorkowe biatka wystepujace rowniez w procesie apoptozy jak np. ligand
czy receptor FAS. Istotng rola odkrywaja kinazy treoninowo-serynowe RIP. Szlak
nekrozy zostaje uruchomiony, gdy kaskada kaspaz w szlaku apoptozy zostanie ostabiona
(wystapi inhibicja badz brak kaspazy-8). Uwaza si¢, ze dziala ona jako ,,$mierc
awaryjna” umozliwiajaca utrzymanie rownowagi w organizmie. Nekroptoza moze by¢
zainicjowana stresem genotoksycznym, stymulacja receptorow TLR3 (ang. toll-like
receptor) lub tzw. wzorcami molekularnymi zwigzanymi z patogenami PAMP

(ang. pathogen-assciated molecular patterns) [101-103].
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Pyroptoza, czyli programowana $mier¢ komoérki wywotujaca stan zapalny,
zostala opisana pod koniec XX wieku. Po raz pierwszy zaobserwowano
ja w makrofagach jako odpowiedZz na infekcj¢ bakteryjng [104, 105]. Jest to proces
zalezny od kaspaz, chociaz poczatkowo uwazano, ze jest on zwigzany tylko
z kaspaza-1. Ostatnie badania pokazaly jednak, Ze inne kaspazy, m.in. kaspaza-3, -4, -5,
-6, -8, -9, -11 moga réwniez posrednio lub bezposrednio odpowiadaé za proces pyroptozy
w roznych komorkach i odgrywac gtoéwna role we wrodzonej odpornos$ci i powstawaniu
nowotworow [106]. Proces tej $§mierci komdrkowej uwazany jest za pewnego rodzaju
odpowiedZ immunologiczng na ostre zakazenie wirusowe lub bakteryjne, ktoéra
ma na celu usunigcie wewnatrzkomoérkowych patogenow czy makrofagéw obcigzonych
drobnoustrojami. Aktywowane kaspazy hydrolizuja substraty biatkowe (biatka z rodziny
gazdermin), ktore tworza pory w blonie komoérkowej. Dochodzi do naptywu wody
i puchnigcia komorki, ktore konczy si¢ uwolnieniem wewnatrzkomorkowych cytokin
prozapalnych [107]. W przeciwienstwie do apoptozy dochodzi tutaj do zaburzenia

cigglosci btony komorkowe;.

1.2.1.1. Kaspaza-3i-7

Kaspaze-3 niezaleznie odkryty trzy zespoty badawcze w latach 90-tych, dlatego
enzym ten wystepuje roéwniez pod nazwami: CPP32, apopaina, Yama, SCA-1 czy LICE
[108-110]. Rownolegle opisana zostatla kaspaza-7, ktorag mozna spotkac¢ takze pod
nazwami: Mch3, ICE-LAP-3, CMH-1 [110, 111]. Dosy¢ szybko okazato si¢, ze zar6wno
kaspaza-3 jak i kaspaza-7 biorg udzial w programowanej $mierci komorki nalezac wraz
z kaspaza-6 do tzw. kaspaz efektorowych. Badania pokazaty, ze myszy z podwdjnym
nokautem kaspazy-3 i -7 nie przezywaja fazy embrionalnej, natomiast w przypadku
nokautu kaspazy-3 i -6 (obecna kaspaza-7) oraz kaspazy-6 i -7 (obecna kaspaza-3)
sg stabilne, co wskazuje, ze obecno$¢ tych proteaz jest kluczowa do prawidlowego
rozwoju komorki [112].

Enzymy te s3 syntezowane jako nieaktywne zymogeny, a w ich strukturze
wyroznia si¢ sekwencje N-koncowa, duza podjednostke katalityczng (p20), tacznik
mi¢dzy podjednostkami oraz mata podjednostke katalityczng (p10). W przeciwienstwie
do kaspaz inicjatorowych oraz prozapalnych, ktére zbudowane sg z dtugiej prodomeny
sktadajacej si¢ z od 80 do 219 reszt aminokwasowych oraz zawierajacych motyw

domeny $mierci lub domeny rekrutacji kaspaz, kaspaza-3 oraz -7 posiadaja krotka
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prodomeng (odpowiednio 28 i 23 reszty aminokwasowe). Podziat ze wzgledu na dlugos¢
prodomeny pokrywa si¢ z mechanizmem aktywacji enzyméw. Kaspazy o dlugich
prodomenach aktywowane sg poprzez dimeryzacj¢ (przed aktywacja wystgpuja jako
monomery), natomiast te o krotkich prodomenach aktywowane sa poprzez hydrolize

domeny (nieaktywne wystepuja w formie dimerycznych zymogendw, rys. 8) [113, 114].

\.
@‘*
Dimeryzacja Dojrzewanie
<
@@\ 'l
]jiljl Hydroliza ] 'l l Dojrzewanie i

Nieaktywne ’Aktywne

KASPAZY
INICJATOROWE

KASPAZY
EFEKTOROWE

Rys. 8 Schemat mechanizmu aktywacji kaspaz inicjatorowych i efektorowych
(na podstawie [113]).

Kaspaza-3 i1 -7 w formie aktywnej to dimery z dwoma matymi i duzymi
podjednostkami katalitycznymi oraz dwoma réwnocennymi miejscami aktywnymi. Oba
enzymy wykazuja naktadajacg si¢ specyficzno$¢ substratowa, co oznacza, ze w danych
pozycjach rozpoznaja takie same reszty aminokwasowe. Jak pokazaly badania profilu
specyficznosci substratowej, kaspaza-3 oraz kaspaza-7 hydrolizuja wigzanie peptydowe
po karboksylowej stronie kwasu asparaginowego, a w pozycji P1° preferuja glicyne,
seryng¢ lub alaning [115]. Do efektywnej hydrolizy wymagaja rowniez kwasu
asparaginowego w pozycji P4. W pozycjach P2 oraz P3 nie sg tak restrykcyjne, chociaz
wykazano, ze wiele bialek hydrolizowanych podczas apoptozy zawiera w swojej
sekwencji aminokwasowej motyw DEXD. Analiza biochemiczna pokazata,
ze kaspaza-7 jest bardziej selektywna niz kaspaza-3, co moze by¢ spowodowane

odmiennym charakterem chemicznym kieszeni S5 — kaspaza-3 preferuje w pozycji P5
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reszty hydrofobowe, natomiast kaspaza-7 reszty polarne [116]. Substratem
referencyjnym dla obu tych enzymow jest czesto sekwencja DEVD, chociaz Porgba i in.
wykazali, ze substrat zawierajacy w pozycji P2 benzylowang treoning (nienaturalny
aminokwas) cechuje ponad dwukrotnie wyzsza stala specyficzno$ci substratowej
(kxa/Kwm) niz DEVD [117].

Kaspaza-3 oraz -7 sg kluczowymi enzymami do prawidlowego przebiegu
procesu apoptozy. Badania identyfikujace polimorfizm pojedynczego nukleotydu
wykazaly, ze polimorfizm tych enzyméw wigze si¢ ze zwigkszong podatnos$cia réznych
choréb. W przypadku kaspazy-3 sa to m.in. choroba Kawasaki [118], nowotwor piersi
[119], zotadka [120], pluc [121] czy pecherza [122]. Polimorfizm kaspazy-7 zwigzany
jest z reumatoidalnym zapaleniem stawéw [123], nowotworem ptuc [124] czy trzonu

macicy [125].

1.2.2. Katepsyny cysteinowe

Katepsyny sa enzymami proteolitycznym, lizosomalnymi, a ich nazwa
pochodzi od greckiego stowa ,,kathepsein” oznaczajacego ,trawi¢”. Do tej pory odkryto
iopisano 15 ludzkich katepsyn, ktére dzieli si¢ na trzy grupy w zaleznosci
od mechanizmu hydrolizy. Wyr6znia si¢: katepsyny serynowe (katepsyna A, G),
cysteinowe (katepsyna B, C, F, H, K, L, O, S, V, X, W) oraz aspartylowe
(katepsyna D, E) [126]. Katepsyny cysteinowe, nazywane takze lizosomalnymi
proteazami cysteinowymi, zostaly opisane w potowie XX wieku. Gutman i Fruton
scharakteryzowali wowczas katepsyne C (dipeptydowa peptydaza I) [127]. Na poczatku
lat 80-tych udato si¢ pozna¢ struktur¢ pierwszorzedowa katepsyny B pochodzacej
ze szczura [128], a pare lat pdzniej rozwigzano strukture trzeciorz¢gdowa ludzkiej
katepsyny B [129]. Od tego czasu nastapily intensywne badania nad tg grupa enzymow
pozwalajace na okre$lenie pelnionej przez nie funkcji, ich lokalizacji czy specyficzno$ci
substratowe;j.

Katepsyny cysteinowe naleza do rodziny papainy (klan CA) i s3a najlepiej
scharakteryzowana klasg katepsyn. Wickszo$¢ z nich pelng aktywnos$¢ wykazuje
w redukujacym, lekko kwasnym S$rodowisku, ktére znajduje si¢ w lizosomach.
Poczatkowo uwazano, ze katepsyny cysteinowe sg enzymami wewnatrzkomérkowymi,
ktore przeprowadzajg niespecyficzng, masowa proteolize degradujac biatka wewnatrz-

1 zewnatrzkomérkowe w lizosomach lub endosomach [130]. Jednym ze sposobow
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regulacji aktywnosci katepsyn jest aktywacja ich zymogenow. Mianowicie wszystkie
katepsyny sa syntezowane jako nieaktywne enzymy, tzw. preproenzymy, a mechanizm
aktywacji rozpoczyna si¢ od proteolitycznej hydrolizy N-koncowego fragmentu
sygnalowego za pomocg innych aktywnych enzymow proteolitycznych (powstaje wtedy
proenzym), a nast¢gpnie autokatalizy w kwasnym pH badz w obecnosci
glikozoaminoglikanéw (aktywny enzym) [61, 131]. Innym sposobem kontroli tych
enzymow jest ich regulacja przez endogenne inhibitory, takie jak cystatyny, serpiny
czy tyropiny, ktore wigza si¢ $cisle z miejscem aktywnym enzymu zapobiegajac w ten
sposob hydrolizie substratu. Cystatyny niespecyficznie inhibitujg katepsyny kontrolujac
ich aktywno$¢ lizosomalng, natomiast tyropiny s3 zwigzane z aktywnoscia
nielizosomalng katepsyn i naleza do bardziej specyficznych inhibitoréw. Endogenne
biatka pozwalaja na kontrol¢ dzialania tych enzymoéw poza lizosomem. W przypadku
niektorych katepsyn, ich aktywno§¢ moze by¢ réwniez utracona w wyniku degradacji
badz utlenienia reszty cysteiny w miejscu katalitycznym. Wraz z dojrzewaniem lizosomu
maleje rowniez warto$¢ pH, co moze powodowaé nieodwracalng denaturacje katepsyn
L, B czy S. Uwaza sig¢, ze inaktywacja enzymow wywotana zmiang pH, a nastgpnie ich
degradacja proteolityczna jest procesem charakterystycznym dla wszystkich
lizosomalnych proteinaz cysteinowych. Jest to wiec mechanizm ogolny, ktéry nie jest
specyficzny dla danego enzymu [132-134].

Katepsyny cysteinowe wystepuja u wigkszosci zwierzat. Ich poziom ekspres;ji
oraz lokalizacja w komorce §wiadczy o tym, Ze niektdre z tych enzymow pelnig
szczeg6lne funkcje komorkowe. Wigkszos¢ z nich ulega ekspresji w rdznych tkankach
1 komorkach, np. katepsyna B, H, L czy C, przy czym katepsyny B, H oraz L aktywuja
inne enzymy proteolityczne lub degraduja macierz zewnatrzkomorkowa rozwijajac
niektére typy nowotworow, a katepsyna C aktywuje granzym B bioracy udziat
w aktywacji kaspaz. W przeciwienstwie do nich, np. katepsyny K, O, S, V czy W
znajduja si¢ w konkretnych typach komorek. Katepsyna K ulega silnej ekspresji
w osteoklastach podczas resorpcji kosci, katepsyna W — w limfocytach T CD8+
i w komorkach NK (ang. natural killer), katepsyna S w profesjonalnych komoérkach
prezentujacych antygen (APC, ang. antygen-presenting cell) takich jak komorki
dendrytyczne (DC) i limfocyty B. Katepsyna V (nazywana réwniez katepsyna L2) jest
wysoce homologiczna do katepsyny L, ale w przeciwienstwie do wszechobecnej

katepsyny L, jej ekspresja jest ograniczona wylacznie do jader 1 grasicy [130, 135-137].
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1.2.2.1. Katepsyna S

Katepsyne S pierwszy raz oczyszczono z bydlecych weziow chlonnych,
a nastgpnie ze Sledziony [138, 139]. Enzym wykazywatl podobienstwo do katepsyny L,
jednak pod wieloma wzgledami réznit si¢, m.in. masg czasteczkowa, wrazliwos$cia
na inhibitory czy aktywnoscig wobec substratow. Katepsyna S nalezy do endopeptydaz,
a jej specyficznos¢ substratowa pokrywa si¢ ze specyficznoscia katepsyny B oraz L.
Badania wykazaty, ze w pozycjach P2 i P1’ enzym ten preferuje rozgal¢zione,
hydrofobowe reszty aminokwasowe, a w pozycji P3’ aminokwasy aromatyczne [140].
Wsrod lizosomalnych proteaz cysteinowych, katepsyna S ma zdolno$¢ do degradacji
biatek nie tylko przy kwasnym pH, ale takze w $rodowisku obojetnym. Optymalne pH
wynosi dla niej 6,5. Co ciekawe godzinna inkubacja katepsyny S w pH 7,5 skutkuje
obnizeniem aktywnos$ci enzymu do okoto 60-70%, podczas gdy katepsyna B, L oraz H
sa w tych warunkach nieaktywne. W buforze do badan wymagany jest dodatek EDTA
i ditiotreitolu. Inhibitorami endogennymi katepsyny S sa cystatyny oraz oo-
makroglobuliny [141, 142].

Katepsyna S jest syntezowana jako preproenzym sktadajacy si¢ z 331 reszt
aminokwasowych o masie 37 479 Da. N-koncowa sekwencja propeptydowa ma dtugos¢
114 1 112 reszt aminokwasowych odpowiednio w enzymach ludzkich i szczurzych.
Dojrzata, aktywna katepsyna S to jednotancuchowy polipeptyd o wielkosci 24 kDa,
podczas gdy wielko$¢ prokatepsyny S wynosi 37 kDa. Ludzka katepsyna S zawiera trzy
wigzania disulfidowe, a triade katalityczng tworzg Cys'?®, His?’® oraz Asn®*® [141].

Katepsyna S wraz z innymi katepsynami jest niezbedna do przeprowadzania
proteolizy w lizosomie. Jednak enzym ten odgrywa réwniez znaczacg rolg w wielu
procesach wewnatrz- i zewnatrzkomérkowych. Wystepuje gléwnie w $ledzionie,
leukocytach czy tez weztach chtonnych, czyli w narzadach i komorkach zwigzanych
z uktadem immunologicznym. Podobnie jak w przypadku innych enzymoéw, coraz
czg$ciej odkrywa si¢ powigzania tej proteazy z szeregiem substratow 1 stanow
patologicznych. Katepsyna S bierze udzial m.in. w prezentacji antygenu w kompleksie
z czasteczkami gtownego uktadu zgodnosci tkankowej klasy II (MHC, ang. major
histocompatibility complex) degradujac tancuch niezmienny li. Podczas syntezy oraz
dojrzewania bialek af MHCII w retikulum endoplazmatycznym, tancuch ten przylacza
si¢ do nich stabilizujac kompleks i zapobiegajac przedwczesnemu wigzaniu si¢ peptydow

antygenowych. Kluczowym etapem jest zatem hydroliza tego tancucha, co pozwala
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na przylaczenie si¢ peptydow antygenowych do biatek. Po takim przylaczeniu, kompleks
wedruje na powierzchni¢ btony komorkowej prezentujae antygen limfocytom T CD4+.
Prezentacja antygenu, w ktorej bierze udziat katepsyna S, zostala stwierdzona
w komorkach nabtonka jelit oraz w komorkach prezentujacych antygen pochodzacych
ze szpiku kostnego, takich jak limfocyty B, makrofagi czy komorki dendrytyczne.
Zahamowanie aktywno$ci katepsyny S w mysich splenocytach spowodowalo:
nagromadzenie si¢ produktu przejsciowego hydrolizy tancucha niezmiennego Ii, stabsze
wigzanie si¢ antygenu z glikoproteinami MHC klasy II, a tym samym zahamowanie
prezentacji antygenu. Co wigcej, hydroliza li przez katepsyn¢ S zwigksza takze
ruchliwo$¢ komorek dendrytycznych [143]. Posrednia rola katepsyny S w prezentacji
antygenu moze rowniez wptywac na postep patologii astmy. Jest to choroba zapalna drog
oddechowych charakteryzujaca si¢ dusznoscia, kaszlem i §wiszczacym oddechem.
Badania pokazaly, ze w modelu mysiej astmy ablacja genetyczna badZ inhibicja
katepsyny S jest w stanie ztagodzi¢ rozwoj tej choroby [144].

Katepsyna S zostala zidentyfikowana jako jeden z czynnikow zwigkszajacych
ryzyko choréb sercowo-naczyniowych u osob z otyltoscia, a jej nadmierna aktywnos$é
moze prowadzi¢ do rozwoju miazdzycy [141, 145]. Enzym ten wykazuje dziatanie
kolagenolityczne oraz elastynolityczne i razem z innymi enzymami odpowiada
za przebudow¢ macierzy pozakomorkowej (ECM, ang. extracellular matrix).
Uszkodzenie to powoduje przedostanie si¢ monocytéw i limfocytow do $ciany tetnicy
oraz migracj¢ komoérek migéni gladkich do blony wewnetrznej. Ludzka tkanka
thuszczowa wykazuje wysoka ekspresje genu katepsyny S, a adipocyty wydzielaja
dojrzaty katepsyne S, co przyczynia si¢ do jej wzrostu u 0sob otytych. Stwierdzono,
ze wysoki poziom omawianej proteazy silnie koreluje z wysokim wskaznikiem masy
ciata (BMI, ang. body mass index), przy czym w przypadku redukcji masy ciata
widoczny jest jej spadek. Selektywne hamowanie katepsyny S moze zmniejszy¢ ryzyko
choréb sercowo-naczyniowych oraz poprawi¢ stan metaboliczny o0séb otylych [141,
146].

Bol przewlekly mozna podzieli¢ na trzy kategorie: bol neuropatyczny,
nocyceptywny oraz mieszany. Bo6l neuropatyczny spowodowany jest chorobg lub
uszkodzeniem czuciowego uktadu nerwowego, bol nocyceptywny to uszkodzenie badz
choroba tkanki (takie jak reumatoidalne zapalenie stawdéw) a bdl mieszany to potaczenie
boélu neuropatycznego oraz nocyceptywnego. Badania wykazaly, ze katepsyna S

odgrywa role w bolu neuropatycznym posredniczac w hydrolizie i uwalnianiu z blony
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fraktalkiny, ktora jest zapalng chemoking promujaca przetwarzanie bolu i utrzymanie
nadwrazliwo$ci na bol w miejscu poczatkowego urazu. Fraktalkina wystepuje w formie
zwigzanej z blong wykazujac wlasciwosci adhezyjne oraz w postaci rozpuszczalnej,
ktora charakteryzuje si¢ wihasciwo$ciami chemotaktycznymi [142, 147]. Badania
opublikowane w 2007 r. wykazaty, ze podpajeczyndwkowe podanie myszy katepsyny S
skutkowato alodynig (stan, w ktorym na skutek bodzca, ktéry w warunkach kontrolnych
nie jest bolowy, pojawia si¢ reakcja bolowa), podczas gdy nadwrazliwos$¢ ta nie pojawita
u myszy pozbawionych receptoréw franktaliny. Dalsze badania pokazaty,
ze podpajeczynéwkowe podanie nieodwracalnego inhibitora tej proteazy dziata
przeciwbolowo [148, 149].

Zwigkszona ekspresja katepsyny S przez cytokiny nasila postgp
autoimmunologicznych choréb zapalnych takich jak stwardnienie rozsiane czy choroba
Sjogrena. Bierze roéwniez udzial w tuszczycy ulegajac ekspresji w keratynocytach oraz
w chorobie Alzheimera generujac biatka prionowe. Podwyzszenie poziomu katepsyny S
obserwowane jest roéwniez w stanach nowotworowych, m.in. coraz wyzszy poziom
tej proteazy obserwowany jest wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania gwiazdziaka
(astrocytomy), nowotworu prostaty, jelita grubego, pluc czy czerniaka blony
naczyniowej oka. Pokazano rowniez, ze poziom katepsyny S moze mie¢ warto$é
prognostyczng, tzn. wyzszy jej poziom obserwuje si¢ u pacjentdow z gorszym
rokowaniem. Pokazuje to tylko, ze katepsyna S jest doskonalym celem terapeutycznym

[146, 150, 151].
1.3. Metody okreslania specyficznosci substratowej proteaz

W celu lepszego okreslenia profilaktyki, diagnostyki oraz celow
terapeutycznych w walce z wieloma chorobami konieczne wydaje si¢ poznanie
i zrozumienie biologicznej funkcji enzymoéw proteolitycznych, ktorych obecnosé
stwierdzana jest na réznych etapach rozwoju stanu patofizjologicznego. Okreslenie ich
funkcji jest wymagajacym zadaniem, dlatego ostatnie lata w dziedzinie chemii
biologicznej po$wiecone sg definiowaniu roli poszczegoélnych proteaz. Zdolnos$¢ tych
enzymoéw do selektywnego katalizowania reakcji hydrolizy wigzania peptydowego
konkretnych substratow pozwala na okreslenie specyficzno$ci substratowej. Jest
to pierwszy etap do uzyskania narzedzi chemicznych, ktére umozliwiaja specyficznie

i selektywnie okres$lenie aktywnosci tych enzymow w ukladach biologicznych.
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Uzyskanie takich informacji pozwala zaprojektowaé selektywne inhibitory lub markery
chemiczne, ktére moga by¢ w dalszych etapach przeksztalcone w skuteczne leki.
Pierwsze metody pozwalajace na wyznaczenie specyficznosci substratowej
zwigzane byty z wykorzystaniem metody SDS-PAGE do identyfikacji produktéw reakcji
hydrolizy (PROTOMAP) badz jej obserwacji w ztozonych uktadach biologicznych [152-
154]. Jak si¢ jednak okazato, stosujac te metody, nie uzyskano odpowiedzi
czy za hydrolize odpowiada tylko jeden enzym oraz nie byto mozliwe zlokalizowanie
doktadnego miejsca zachodzenia tej reakcji. Badajac enzymy blisko ze soba
spokrewnione, takie jak kaspazy, metaloproteinazy macierzy pozakomorkowe;j
czy katepsyny byto to zbyt duze ograniczenie, dlatego opracowane zostaty metody, ktore
pozwalaja na doktadniejsze ustalenie preferencji katalitycznych w centrum aktywnym
po obu stronach hydrolizowanego wigzania (zardbwno po stronie primowanej
jak i nieprimowanej). Wyr6zniono metody chemiczne oraz te oparte na ekspresji

biologiczne;j.

1.3.1. Metody chemiczne okreslania specyficznos$ci substratowej proteaz

Doktadna znajomos$¢ specyficznosci substratowej enzymow proteolitycznych
dostarcza waznych informacji o ich funkcjach i pomaga zrozumie¢ zachodzace procesy
metaboliczne w organizmach. By okresli¢ profil specyficznosci substratowej
niescharakteryzowanego enzymu proteolitycznego, a tym samym znalez¢ selektywny
i specyficzny dla niego substrat, nalezy sprawdzi¢ jak najwigksza liczbe substratow
peptydowych. Pula takich substratow okreslana jest jako biblioteka. Jej strukture
chemiczng dostosowuje si¢ w zaleznosci od rodzaju badanej proteazy. Synteza peptydow
na podlozu statym (SPPS, ang. solid phase peptide synthesis) pierwszy raz zostata
opisana w 1984 r. przez Merrifielda, za co otrzymat on Nagrode¢ Nobla w dziedzinie
chemii [155, 156]. Swoje prace badawcze rozpoczat on juz w 1959 r., a pierwszy artykut
na ten temat ukazat si¢ 4 lata pozniej [157]. Dzigki opracowaniu technologii syntezy
na no$niku stalym, naukowcy zaczeli wykorzystywa¢ ja do badania specyficznosci
substratowej proteaz i obecnie nalezy do najcze$ciej uzywanych metod otrzymania
substratoéw peptydowych w laboratoriach chemicznych na catym §wiecie. Wigkszosé
metod chemicznych polega na syntezie bibliotek wykorzystujac chemie
kombinatoryczng. Synteza peptydow na podlozu stalym umozliwia kowalencyjne

przytaczenie reszty aminokwasowej (z grupa ochronng znajdujaca si¢ na grupie
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aminowej) do nosnika, np. zywicy polimerowej. Kolejnym etapem jest usunigcie grupy
blokujacej (Fmoc - grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa) i przeprowadzenie reakcji
kondensacji pomiedzy grupa aminowa reszty aminokwasowej znajdujacej si¢ na no$niku
a grupg karboksylowa kolejnej reszty aminokwasowej dodawanej do zywicy. Dzieki
temu, ze aminokwasy dodawane s3 w cyklach mozliwa jest automatyzacja tej syntezy.
Obecnie wigkszos¢ metod bazuje na wykorzystaniu mieszaniny izokinetycznej badz

metody ,,mieszaj i dziel”.

1.3.1.1. Okreslenie specyficznosci substratowej po stronie nieprimowanej
Powinowactwo substratu do enzymu zar6wno po primowanej jak
1 nieprimowanej stronie hydrolizowanego wigzania peptydowego okres$la kompleksowo
specyficzno$¢ substratowa danego enzymu. Jak si¢ jednak okazato, w wigkszosci
przypadkow, to strona nieprimowana petni kluczowa role w oddzialywaniach migdzy
substratem a enzymem 1 to ona glownie determinuje jakie reszty aminokwasowe
sa niezbedne do efektywnej hydrolizy w pozycjach P4-P1. Uzywajac technik chemii
kombinatorycznej opracowano dwie gléwne metody, ktore pozwalaja na szybka
1 skuteczng synteze bibliotek. Pierwsza z nich to zaproponowana w 1991 r. technologia
,mieszaj 1 dziel” (ang. mix and splif), ktéra pozwala na otrzymanie duzej liczby
zdefiniowanych substratow [158]. Polega ona na wykonywaniu naprzemiennych cykli:
mieszania, dzielenia i dotaczania kolejnej reszty aminokwasowej do zywicy otrzymujac
ostatecznie wiele kombinacji zwigzkéw. Zywica z przylaczonym pierwszym
aminokwasem zostaje podzielona (ang. splif) na kilka rownych czgsci, do ktorych
przylacza si¢ rdzne reszty aminokwasowe. W kolejnym kroku porcje zywicy miesza si¢
(ang. mix) 1 ponownie dzieli na cz¢$ci, do ktorych przytaczane sa kolejne aminokwasy
(rys. 9). Takie podejscie umozliwia geometryczny przyrost liczby otrzymywanych
substratoéw o réznych kombinacjach reszt aminokwasowych w sekwencji, tym samym

oszczedzajac czas w porownaniu do syntezy pojedynczych substratow [159].
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Rys. 9 Schemat metody ,,dziel i miesza;j”.

33



W 1994 r. Ostresh 1 wspotpracownicy opracowali procedurg¢ wykorzystujaca
mieszaning izokinetyczng aminokwasow (rys. 10), co pozwolilo na wprowadzenie
do syntezowanego peptydu rownomolowej mieszaniny 18 naturalnych aminokwasow
oraz norleucyny (bez cysteiny i z metioning zastgpiong bioizosterem jakim jest
norleucyna, co eliminuje utlenianie si¢ atomow siarki w tancuchach bocznych). Sklad tej
mieszaniny jest dobrany w taki sposdb, by szybko$¢ reakcji zachodzacej migdzy wolng
grupa aminowa na podtozu statym, a grupg karboksylowa wszystkich aminokwasow byta
taka sama. Sklad procentowy takiej mieszaniny jest nastepujacy (% molowe): Fmoc-L-
Ala — 3,4; Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH — 6,5; Fmoc-L-Asn(Trt)-OH — 5,3; Fmoc-L-Asp(O-
tBu)-OH - 3,5; Fmoc-L- Glu(O-tBu)-OH — 3,6; Fmoc-L-GIn(Trt)-OH — 5,3; Fmoc-Gly-
OH - 2,9; Fmoc-L-His(Trt)- OH — 3,5; Fmoc-L-Ile-OH — 17,4; Fmoc-L-Leu-OH — 4,9;
Fmoc-L-Lys(Boc)-OH — 6,2; Fmoc-L-Nle-OH — 3,8; Fmoc-L-Phe-OH — 2,5; Fmoc-L-
Pro-OH — 4,3; Fmoc-L-Ser(O-tBu)- OH — 2,8; Fmoc-L-Thr(O-tBu)-OH — 4,8; Fmoc-L-
Trp(Boc)-OH — 3,8; Fmoc-L-Tyr(O-tBu)- OH — 4,1; Fmoc-L-Val-OH — 11,3. Na tej
podstawie widaé, ze najwolniej przylacza si¢ izoleucyna ze wzgledu na zawade

steryczna, a najszybciej fenyloalanina [160].
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Rys. 10. Schematyczne przedstawienie mieszaniny izokinetycznej
oraz mieszaniny rownomolowe;j.

Mieszaning izokinetyczng wykorzystuje si¢ w celu syntezy bibliotek substratow
peptydowych stuzacych do ustalenia profilu specyficznosci substratowych badanych
proteaz za pomoca metody PS-SCL (ang. positional scanning substrate combinatorial
library). Biblioteki tego typu zbudowane sa z tzw. podbibliotek, ktére w okreslonych
pozycjach maja zdefiniowane reszty aminokwasowe, a w pozostatych przylaczona jest
réwnomolowa mieszanina naturalnych aminokwaséw. Wykorzystanie w tym podejsciu
mieszanin izokinetycznych pozwala zbada¢ preferencj¢ substratowa badanego enzymu

po nieprimowanej stronie wylacznie wzgledem konkretnej reszty aminokwasowej

34



w badanej pozycji. Na C-koncu, w pozycji P1°, znajduje si¢ znacznik fluorogeniczny,
ktéry jest uwalniany po zajsciu reakcji hydrolizy. Uwolniony fluorofor wykazuje
przyrost jednostek fluorescencji w czasie, co mozna mierzy¢é za pomoca
spektrofluorymetru, dzigki czemu jest mozliwy pomiar kinetyki reakcji hydrolizy
wigzania peptydowego [161]. Do najczesciej stosowanych fluoroforow zalicza sie
pochodne kumaryny: AMC (7-amino-4-metylokumaryna), AFC (7-amino-4-
trifluorometylokumaryna) oraz ACC (kwas 7-amino-4-kumarynooctowy). Dtugos¢ fali
emisji 1 wzbudzenia wynosi odpowiednio 395 nM i1 490 nM dla AFC [162], 380 nM
1460 nM dla AMC oraz ACC [163]. Struktury tych zwigzkéw przedstawiono na rys. 11.
AMC byt najwczesniej wykorzystywanym fluoroforem w syntezie bibliotek, natomiast
AFC jest najczulszym fluoroforem sposréd pochodnych kumaryny. Fluorofory te mozna
jednak uzy¢ wylacznie w syntezie w roztworze. Dopiero zastosowanie ACC umozliwito
syntez¢ bibliotek na podlozu statym. Znacznik ten w swojej strukturze zawiera dwie
grupy funkcyjne — aminowa, dzigki czemu moze si¢ do niej przylaczy¢ reszta
aminokwasowa (tak samo jak w AMC oraz AFC) oraz grupe¢ karboksylowa, dzigki ktorej
fluorofor moze by¢ przylaczony do nosnika statego, a ktérej pozbawione sg AMC oraz
AFC. Po opisaniu metody syntezy ACC [164] wiele proteaz zostato przebadanych przy
uzyciu strategii PS-SCL, m.in. bromelaina, papaina, katepsyna B, F, S, K, Vi L [32].
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Rys. 11. Struktury najczesciej wykorzystywanych fluoroforéw w metodzie PS-SCL.

Jako grupy reporterowe oprocz fluoroforow moga by¢ wykorzystywane rowniez
inne zwigzki. Wymieni¢ mozna luminofory lub wskazniki chromogeniczne [165].
Luminofory to najczulsze wskazniki chemiczne. Do ich grupy zalicza
si¢ aminolucyferyne. Zwigzek ten ma zdolno$¢ do emisji fal $wietlnych nawet
po wylaczeniu czynnika wzbudzajacego. Powoduje to zaburzenia pomiaru szybkos$ci
hydrolizy i1 prowadzi do powstania efektow nieliniowych. Wskazniki chromogeniczne
zmieniaja kolor w momencie odtaczenia od sekwencji. Przyktadem jest para-nitroanilid

(pNa), ktorego barwa zmienia si¢ z bialej na zo6ttg w trakcie przechodzenia z postaci
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zwigzanej do wolnej. W trakcie analizy z wykorzystaniem spektrometru tworzony jest
wykres zalezno$ci przyrostu sygnalu w czasie. Na jego podstawie mozna okresli¢
powinowactwo badanego substratu wzgledem enzymu. Jednak, aby otrzymaé
wystarczajaco intensywny sygnal, konieczne jest uzycie stosunkowo duzej ilosci
substratu i enzymu w poroéwnaniu do pozostatych grup reporterowych [166].

Technologia PS-SCL pozwala na ustalenie optymalnej sekwencji, ktora moze
by¢ pozniej przeksztatcona w substrat. Alternatywa do tego podejscia okazata si¢ metoda
SAS (ang. substrate activity screening), ktora skupiata si¢ na poszukiwaniu aktywnych
substratow, ktére mozna byloby przeksztatci¢ w inhibitor lub marker chemiczny.
Jej metodologia jest nieco inna niz PS-SCL. Pierwszym etapem jest synteza biblioteki
maloczasteczkowych substratow fluorogenicznych, ktore skladaja si¢ z fluorofora
potaczonego z peptydowym badz niepeptydowym fragmentem (biblioteka pierwszej
generacji). Wykorzystanie niepeptydowych zwigzkow jest jedna z gléwnych réznic
mi¢dzy metoda SAS a PS-SCL, w ktorej wykorzystywane sg naturalne aminokwasy.
Kolejnym krokiem jest analiza kinetyczna otrzymanych substratow wobec badanego
enzymu proteolitycznego i wybdr tych, ktére maja najlepsze parametry kinetyczne.
Sa one nastgpnie wydluzane o kolejng pozycje. W ten sposob powstaje biblioteka drugiej
generacji. Ponownie zwigzki poddawane s3a analizie kinetycznej i znowu substraty
o najlepszych parametrach sa wydluzane o kolejna pozycje. Po kilku cyklach
naprzemiennej syntezy i analizy kinetycznej otrzymywany jest optymalny niepeptydowy
zwigzek, ktoéry w ostatnim kroku przeksztalcany jest w inhibitor [167-170]. Metoda
ta zostata opisana w 2005 r. i zostala wykorzystana w badaniach nad inhibitorami
katepsyny S [171].

Metoda PS-SCL pozwolita na szybkie 1 doktadne okreslanie profilu
specyficzno$ci substratowej wielu enzymow proteolitycznych. Jednak dla enzymow
blisko ze soba spokrewnionych, jak np. katepsyny czy kaspazy pojawial si¢ problem
naktadajacej si¢ specyficznosci substratowej. Oznaczalo to, ze uzyskiwane substraty
nie byty selektywne wobec jednego enzymu, co uniemozliwialo dalsze badania danych
proteaz. Dopiero w 2014 r. rozwini¢to metod¢ PS-SCL. Zespot badawczy Draga oprocz
naturalnych aminokwasow zdecydowal si¢ rowniez na wykorzystanie ponad
100 aminokwas6w nienaturalnych. Powstale w ten sposob tzw. hybrydowe
kombinatoryczne biblioteki substratow (HyCoSuL, ang. hybrid combinatorial substrate
library) umozliwity doktadne poznanie architektury kieszeni wigzacych badanego

enzymu oraz zaprojektowanie selektywnych narzedzi chemicznych jak inhibitory
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czy markery chemiczne [117, 172-174]. Kasperkiewicz 1 in. w badaniach
nad neutrofilowg elastaza (NE) zaprojektowali biblioteke zawierajaca 102 nienaturalne
reszty aminokwasowe, co pozwolito uzyska¢ wysoce selektywny substrat dla tego
enzymu (prawie 100-krotnie lepszy wzgledem NE niz dotychczasowy substrat
sktadajacy si¢ z naturalnych reszt aminokwasowych). Umozliwilo to syntezg
biotynylowanego markera chemicznego, co pozwolilo na detekcj¢ oraz obrazowanie
aktywno$ci tej proteazy w neutrofilach [172]. W tym samym czasie Porgba
1 in. wykorzystali to podej$cie do uzyskania substratow selektywnych wzgledem kaspaz.
Uzyta biblioteka zawierata 110 aminokwaséw niewystepujacych naturalnie [117].
Ta sama strategia zostala wykorzystana z powodzeniem réwniez w projektowaniu
selektywnych substratow dla trombiny, aktywowanego biatka C, czynnika Xa [175],
trzech podjednostek katalitycznych proteasomu [176] czy proteazy NS2B-NS3P©
dla wirusa Zachodniego Nilu i dengi [177]. Schemat biblioteki HyCoSuL przedstawiono
narys. 12.
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Rys. 12. Schemat metody HyCoSulL.
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1.3.1.2. Okreslenie specyficznosci substratowej po stronie primowanej

Opisane w podrozdziale 1.3.1.1 metody wykorzystujace fluorofory sg czesto
wykorzystywane w  badaniach naukowych na calym $wiecie. Pozwalaja
one na otrzymanie selektywnych i aktywnych substratéw dla badanych proteaz,
copozwala na lepsze poznanie specyficznosci substratowych tych enzymow
proteolitycznych. Jednak metody te skupiaja si¢ na poznaniu architektury kieszeni
wigzacych wylacznie po stronie nieprimowanej, przez co nie uzyskujemy petnego obrazu
na temat preferencji katalitycznych badanego enzymu. Zaro6wno w metodzie PS-SCL,
HyCoSuL jak i SAS w pozycji P1’ znajduje si¢ grupa reporterowa. W celu ustalenia
specyficzno$ci substratowe]j kieszeni primowanych wykorzystuje si¢ tzw. substraty
wewngtrznie wygaszane nazywane rowniez substratami FRET (ang. Forster resonance
energy transfer) lub substratami typu IQF (ang. internally quenched fluorescent
substrate). Zbudowane sg one z donora wykazujacego wiasciwosci fluorescencyjne,
akceptora nazywanego roéwniez wygaszaczem majacego zdolnos¢ do absorpcji energii
donora oraz selektywnej sekwencji peptydowej, specyficznej wobec badanego enzymu
taczacej ze soba donor i akceptor. Dzigki naktadaniu si¢ widma emisji donora oraz widma
absorpcji akceptora dochodzi do wewnatrzczasteczkowego transportu energii
1 wygaszenia fluorescencji. Dzieje si¢ tak dopdki para donor i akceptor sa potaczone
ze sobg sekwencja peptydowa. W przypadku hydrolizy substratu przez proteaze
nastepuje rozdzielenie donora od akceptora, odleglo$¢ migdzy nimi si¢ zwigksza,
co skutkuje przyrostem fluorescencji donora i umozliwia ustalenie preferencji
substratowych danej proteazy (rys. 13). Substraty typu IQF mozna wykorzystywac
zarowno do badania kieszeni wigzacych po stronie primowanej jak i nieprimowanej [ 178,
179]. W ich syntezie mozna uzy¢ mieszaning izokinetyczng, co pozwoli na otrzymanie
biblioteki kombinatorycznej typu IQF. Do najpopularniejszych par donor/akceptor
naleza: ABz-Tyr(NO,) [180], Edans-Dabcyl [178], ABz-EDDnp [181], ABz-Dnp [182],
ACC-Lys(Dnp) [183].
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Rys. 13. Schemat dziatania substratow typu IQF.

1.3.2. Metody biologiczne okreslania specyficznosci substratowej proteaz

Specyficznos¢ substratowg enzymow proteolitycznych mozna okresli¢ rowniez
za pomocg metod biologicznych. Jedng z najwazniejszych jest tzw. prezentacja fagowa
(ang. phage display), w ktorej do produkcji peptydow wykorzystywane sa bakteriofagi.
Charakteryzuja si¢ one zdolno$cia do szybkiej replikacji i manipulacja materialu
genetycznego, dzigki czemu znajduja zastosowanie w medycynie, farmacji jak
i w biologii molekularnej, umozliwiajac badanie oddziatywania biatko-DNA, biatko-
biatko czy biatko-peptyd. W metodach wykorzystujacych prezentacje fagowa do genomu
bakteriofaga wstawiane s3 randomizowane sekwencje nukleotydowe, ktore koduja
wszystkie naturalnie wystepujace aminokwasy [184]. Sa one wprowadzane do gendow
faga odpowiadajacych za kodowanie biatka powierzchniowego gIlIl, dzigki czemu pula
zrandomizowanych peptydow prezentowana jest na powierzchni kopii faga. Biatko
powierzchniowe umozliwia immobilizacj¢ fagdw na podiozu statym. Nastepnie
do zimmbolizowanych fagéw dodawany jest badany enzym proteolityczny.
Hydrolizowane sa biatka powierzchniowe fagoéw, zawierajace sekwencje peptydowe
specyficzne dla badanej proteazy, dzigki czemu fagi zostaja uwolnione. Nastepnie
uwolnione fagi sg izolowane 1 amplifikowane w komorkach E. coli, co pozwala uzyskaé
biblioteke drugiej generacji. Proces powtarza si¢ kilkukrotnie az do uzyskania fagow
zawierajacych wysoce specyficzne sekwencje peptydowe wobec badanej proteazy.

Ostatnim etapem jest okreslenie sekwencji aminokwasowej najlepszych substratow
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poprzez sekwencjonowanie DNA. Dzigki temu mozliwe jest wyznaczenie miejsca
hydrolizy, a tym samym specyficzno$ci substratowej badanej proteazy [185, 186].

Metoda phage display pozwala na otrzymanie ponad miliona r6znych sekwencji
peptydowych i wybranie tych, ktore sa najlepiej rozpoznawane przez badang proteaze.
Metody chemiczne, w ktorych syntezuje si¢ zazwyczaj krotkie sekwencje oraz metody
proteomiczne, gdzie jako biblioteke substratow wykorzystuje si¢ proteom,
nie umozliwiaja przebadania tak zrdéznicowanych substratow. W zwigzku z tym,
ze peptydy sa generowane w prezentacji fagowej, ograniczeniem jest wykorzystanie
jedynie naturalnych aminokwasow w sekwencjach peptydowych przez co uzyskany
profil specyficznosci substratowej nie zapewnia tak szczegoétowych informacji na temat
architektury miejsca aktywnego, jak otrzymany np. metodg HyCoSuL [187]. Metoda
ta jednak zostala wykorzystana do okreslenia specyficznosci substratowe] wielu
enzymow m.in. HIV-1 Pr (proteazy aspartylowej) czy trombiny (proteazy serynowej)
[188, 189].

Kolejng strategia biologiczng jest metoda YESS (ang. yeast endoplasmic
reticulum sequestration Screening) opisana pierwszy raz 10 lat temu [190]
i udoskonalona cztery lata pozniej wykorzystujac sekwencjonowanie nowej generacji
(NGS ang. NextGen sequencing). W tym podejsciu, kombinatoryczna biblioteka
substratow sktada si¢ z biatka Aga2, sekwencji epitopu przeciwciala FLAG (sekwencja
DYKDDDDK), domniemanej randomizowanej sekwencji substratowej, znacznika
sekwencji HA (YPYDVPDYA) oraz z sekwencji sygnalowej retencji retikulum
endoplazmatycznego (FEHDEL). Sekwencja Aga2 znajdujaca si¢ na N-koncu zapewnia,
ze po przejSciu przez retikulum endoplazmatyczne drozdzy nastgpuje prezentacja
biblioteki zwigzkéw peptydowych na powierzchni komoérki. W trakcie transportu
dochodzi do hydrolizy substratow przez obecne w siateczce srodplazmatycznej enzymy
proteolityczne, co powoduje uwolnienie znacznika HA znajdujacego si¢ na C-koncu.
Zarowno produkty, ktore ulegly hydrolizie, jak i te ktore jej nie ulegly zwigzane
sa w sposob kowalencyjny z zewngtrzng powierzchnig komorki. Ostatnim etapem jest
jednoczesne znakowanie przeciwciatami anty-FLAG sprzezonymi z fluoroforem
PE (fikoerytryna) oraz anty-HA sprzezonymi z fluoroforem FITC (izotiocyjanian
fluoresceiny). Wykorzystujac cytometri¢ przeplywowa (FACS, ang. fluorescence
activated cell sorting) okreslany jest stosunek barwnika PE do FITC. Wysoka warto$¢
obu sygnatow fluorescencyjnych wskazuje na brak hydrolizy, podczas gdy wysoki

sygnal PE w potaczeniu z niskim sygnatem FITC wskazujg na zajscie reakcji hydrolizy
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w czasie transportu kompleksu na powierzchni¢ $ciany komorkowej. Po izolacji
substratow w oparciu o0 FACS hydrolizowane sekwencje sg identyfikowane za pomoca

sekwencjonowania NGS [191]. Schemat metody YESS przedstawiono na rys. 14
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$rédplazmatyczna

Rys. 14. Schemat metody YESS (na podstawie [191]).

1.3.3. Mikromacierze

Kolejnym podejsciem jest uzycie substratow fluorogenicznych, ktore zawieraja
rodaming, a ich sekwencja aminokwasowa jest zakodowana za pomoca kwasu
peptydonukleinowego (PNA, ang. peptide nucleic acid, rys. 15), co dzigki hybrydyzacji

z chipami DNA wykorzystywane jest w procesie dekonwolucji biblioteki. W pierwszym
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kroku substraty sg inkubowane z wybrang proteazg. Dzigki zachodzacej reakcji hydrolizy
wigzania peptydowego znajdujacego si¢ na C-koncu otrzymuje si¢ wolng grupe aminowg
rodaminy, co prowadzi do emisji fluorescencji. Biblioteki nanoszone
sa na mikromacierze pokryte DNA, dzicki czemu mozliwe jest odczytanie sekwencji

peptydowych zapisanych w PNA, ktore ulegly hydrolizie [192].
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Rys. 15. Schematyczne przedstawienie biblioteki substratow rodaminowych kodowanych
za pomoca PNA. R1, R2, R3, R4 to reszty aminokwasowe, B — to tymina, cytozyna, adenina
lub guanina (na podstawie [192]).

1.3.4. Proteomika i degradomika

Ciagla potrzeba prawidlowego okreslania specyficzno$ci substratowej
enzymow proteolitycznych powoduje nieustanny rozwo6j nowych metod. W poréwnaniu
do metod biologicznych czy chemicznych, proteomika jest stosunkowo mloda gateziag
nauki. Opracowanie coraz to czulszych spektrometréw masowych i zwigkszenie mocy
obliczeniowej komputerow umozliwito detekcje nowych substratow dla enzymow
proteolitycznych w  zlozonych uktadach biologicznych. Proteomika zajmuje
si¢ badaniem funkcjonalnej czgéci proteomu, czyli funkcja, strukturg i wzajemnym
oddzialywaniem bialek, natomiast jej wezsza dziedzing jest degradomika, ktora skupia
si¢ na badaniu degradomdw, czyli enzymow proteolitycznych, ich substratow oraz
endogennych inhibitoréw. Podejscie to wykorzystuje substraty znajdujace
si¢ juz w komorkach, tkankach czy catych organizmach, dzigki czemu nie ma potrzeby
tworzenia bibliotek zwigzkow - wystarczy zanalizowaé te, ktore wystepuja naturalnie.
Dodatkowo dzigki proteomice mozliwe jest badanie oddziatywan zachodzacych migdzy

substratem a enzymem roéwniez na poziomie struktury trzeciorzedowej [193].
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Najczesciej wykorzystywang technika do okreslenia miejsca hydrolizy
substratu oraz specyficzno$ci substratowych po obu jego stronach jest technika PICS
(ang. proteomic identification of protease cleavage site). W metodzie tej proteomy
(najcze¢sciej lizaty komodrkowe) najpierw poddawane sg dzialaniu endopeptydaz
(trypsynie, chymotrypsynie lub GluC). Dzieki temu nastepuje hydroliza bialek i powstaja
oligopeptydy, w ktorych grupy sulthydrylowe sg alkilowane jodoacetamidem,
a wszystkie wolne grupy aminowe (z tancuchéw bocznych lizyny oraz N-koncowe)
sa chemicznie blokowane w reakcji dimetylacji aldehydem mréwkowym
i cyjanobromowodorkiem sodu, dzigki czemu aminy pierwszorzedowe przeksztatcane
saw aminy trzeciorzgdowe. Po oczyszczeniu, tak powstata biblioteka naturalnych
peptydow, poddawana jest proteolizie przez badany enzym. Nowo powstata wolna grupa
aminowa po stronie primowanej jest nastgpnie biotynylowana. Po niekowalencyjnym
zwigzaniu biotyny ze streptawidyna, zwigzki te sa izolowane i sekwencjonowane
przy wykorzystaniu LC-MS/MS (chromatografia cieczowa sprz¢zona z tandemowa
spektrometriag mas). Fragmenty po stronie nieprimowanej sg okreslane przez uzycie
narzgdzi bioinformatycznych i wykorzystanie dostgpnych baz danych. Dzigki temu
mozliwe jest uzyskanie sekwencji substratdéw i opracowanie profilu specyficznosci
substratowej badanego enzymu. Metoda PICS znalazta liczne zastosowanie w okresleniu
waznych medycznie proteaz serynowych, aspartylowych czy cysteinowych. Jako
przyktad mozna przytoczy¢ prace zespotu badawczego Overalla, ktory okreslit
specyficznos$¢ m.in. kaspazy-3, katepsyny K, trombiny czy katepsyny G wykorzystujac
te metode [194].

Oprocz technologii PICS istnieje wiele innych metod, ktore roznig si¢ miejscem
i sposobem znakowania. W metodzie COFRADIC (ang. combined fractional diagonal
chromatography) wolne grupy aminowe oznaczone s3 przez deuteroacetylacje,
a po hydrolizie odpowiednig proteaza do N-koncowych grup aminowych przylaczany
jest kwas 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowy, ktory utatwia oczyszczanie wydtuzajac czas
retencji na kolumnie poprzez zwickszenie hydrofobowosci peptydow [195]. Metoda
TAILS (ang. terminal amine isotopic labeling of substrates), odwrotnie niz dwie powyzej
wymienione techniki, wykorzystuje do dalszej analizy peptydy N-koncowe zawierajace
grupe aminow3a. W tej technologii proteom dzieli si¢ na dwie cze$ci, gdzie jedna to grupa
kontrolna, a druga poddana dziataniu badanej proteazy. Nastepnie w obu grupach
znakuje si¢ wolne grupy aminowe izotopami i obie probki miesza si¢ ze sobg i poddaje

si¢ trypsynizacji. Powstaja peptydy tryptyczne z grupa aminowag na N-koncu, ktore
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sa usuwane poprzez dodanie do probki rozgatezionego polimeru poliglicerolu i aldehydu
(HPG-ALD), ktory wykazuje reaktywnos¢ z wolnymi grupami aminowymi. Reakcja jest
katalizowana przez cyjanoborowodorek sodu, a znakowane izotopowo peptydy biatkowe
oddzielane sg za pomocg ultrafiltracji i poddane analizie LC-MS/MS. Usunigcie z probki
peptydow tryptycznych zwigksza czulo$¢ tej metody, a zastosowanie roznych izotopow
do znakowania wolnych grup aminowych umozliwia analiz¢ jednoczes$nie o$miu
enzymow proteolitycznych [196].

Metoda DIPPS (ang. direct in-gel profiling of protease specificity),
w odréznieniu od poprzednich, wykorzystuje do analizy jednocze$nie N-koncowe
jak i C-koncowe peptydy powstate wskutek hydrolizy przez badany enzym. Podejscie
to nie wymaga znakowania chemicznego hydrolizowanych sekwencji peptydowych.
Pierwszym etapem jest rozdzielenie lizatu komoérkowego za pomoca elektroforezy
w zelu poliakrylamidowym z dodecylosiarczanem sodu (SDS-PAGE). Nastepnie wycina
si¢ z zelu paski zawierajace biatka i po wysuszeniu dodaje si¢ do nich badany enzym,
ktory przeprowadza reakcje proteolizy. Po reakcji hydrolizy w zelu, powstate peptydy sa
ekstrahowane z Zelu i poddane analizie z uzyciem LC-MS/MS. Z powodu denaturacji
proteomu, ktdra ma miejsce w trakcie przygotowania probek na SDS-PAGE, badana
proteaza ma dostep do wigkszej liczby miejsc hydrolizy w przeciwienstwie do biatek
w stanie natywnym. Zaletg tej metody jest wigksza czulo$¢ niz w przypadku PICS,
TAILS czy COFRADIC, jednak ograniczeniem jest masa badanego enzymu, gdyz zbyt
duza proteaza moze nie zosta¢ efektywnie zaadsorbowana przez zel poliakrylamidowy,

na ktorym znajdujg si¢ biatka [197].

1.4. Markery chemiczne do badania enzymow

Enzymy proteolityczne odgrywaja kluczowa role w wielu procesach
metabolicznych, dlatego ich nadmierna aktywno§¢ moze doprowadzi¢ do zbyt czgstej
i niebezpiecznej dla organizméw hydrolizy wigzan peptydowych w biatkach. By temu
zapobiec proteazy muszg podlega¢ $cistej kontroli [198, 199]. Kazda z klas enzymdéw
zawiera zestaw inhibitoréw naturalnie syntezowanych w organizmie, tzw. inhibitoréw
endogennych. Przykladem moga by¢ serpiny hamujace aktywno$¢ proteaz serynowych
[200] czy cystatyny dziatajace na proteazy cysteinowe [201]. Jesli jednak ich rownowaga
zostanie zaburzona, moze to si¢ wigza¢ z wystapieniem stanéw patologicznych, takich

jak choroby neurodegeneracyjne, nowotwory czy infekcje. Proteazy stanowig istotny cel
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terapeutyczny, dlatego nie powinien dziwi¢ obserwowany w ostatnich dziesigcioleciach
gwalttowny rozwoj badan w zakresie okreslenia specyficznosci substratowej wielu z nich.
Inhibitory enzymdw proteolitycznych w dzisiejszych czasach sg podstawg opracowania
nowych lekow, jak np. peptydomimetyczny rytonawir, ktéry hamuje proteazy
aspartylowe wirusow HIV-1 oraz HIV-2, co pokazuje jak wazne sg dalsze badania nad
kluczowymi enzymami proteolitycznymi i ich inhibitorami [202].

Jedng z pierwszych metod wykorzystang do poznania najwazniejszych
proceséw zachodzacych w komorkach byto sekwencjonowanie genomow organizmow
zarowno prokariotycznych jak i eukariotycznych. Jednak uzyskana informacja okazata
si¢ niewystarczajgca, gdyz nie odzwierciedlata calkowitych produktéw ekspres;ji.
W zwiazku z tym naukowcy skoncentrowali si¢ na rozwinigciu analizy proteomicznej.
Rowniez w tym przypadku okazalo si¢, ze dla proteaz nie jest to optymalna metoda.
Aktywno$¢ enzymow proteolitycznych jest zalezna nie tylko od endogennych
inhibitorow, ale takze od licznych modyfikacji potranslacyjnych, do ktoérych zalicza si¢
m.in. metylacje¢, acetylacj¢, fosforylacje czy ubikwitynacje. Sprawia to, Ze ostatecznie
iloSciowa analiza peptydaz w proteomie nie jest rOwnoznaczna z ich aktywnoscia
proteolityczng [203]. Ré6wniez wykorzystywane powszechnie przeciwciata w badaniach
nad proteazami detektuja wszystkie bialka obecne w probce, niezaleznie
od ich aktywnos$ci. Aktywno$¢ enzymow proteolitycznych dopelnia obraz uzyskany
w badaniach proteomicznych oraz genetycznych pokazujac nam prawdziwe znaczenie
biologiczne danego enzymu. Nowe techniki proteomiczne, jak mikromacierze biatkowe,
drozdzowy system dwuhybrydowy czy wykorzystanie chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektrometria mas pozwolily zrozumie¢ wiasciwosci funkcjonalne
enzymow in vitro, jednak precyzyjna ocena biatek w tkankach czy komorkach wymaga
bezposredniej i doktadniejszej analizy ich aktywnosci. Metoda, ktéra umozliwia takie
badania jest Activity Based Protein Profiling (ABPP). Jest to dosy¢ mtody dzial
proteomiki, ktory pozwala na bezposrednie okreslenie aktywno$ci enzymatycznej
badanych enzymoéw. W metodzie tej wykorzystywane sa matoczasteczkowe zwiazki
chemiczne, tzw. markery chemiczne (ang. activity-based probes, ABPs), ktorych rolg jest
kowalencyjne przylaczenie si¢ do centrum aktywnego enzymu umozliwiajac
jednoczesnie detekcje zwigzanej proteazy [204]. Markery chemiczne umozliwiajg
analiz¢ zlozonych uktadow biologicznych, takich jak lizaty komorkowe, nienaruszone
komorki, osocze, tkanki czy nawet cate organizmy. Wiaza si¢ one wytacznie z enzymami,

ktére sg aktywne, nie z zymogenami czy proteazami zwigzanymi z innymi inhibitorami.
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Jest to obecnie jedno z najpowszechniej wykorzystywanych narz¢dzi chemicznych
pozwalajacych na detekcje aktywomu, czyli aktywnych form biatek [205].
Markery chemiczne pierwszej generacji, zgodnie z og6lnie przyjeta konwencja,
zawieraja trzy kluczowe elementy [206]:
1) reaktywng grupe wigzaca si¢ do miejsca aktywnego enzymu
proteolitycznego,
2) znacznik, ktory umozliwia detekcje enzymu,
3) linker, ktérego zadaniem jest uniknigcie zawady sterycznej i oddzielenie
reaktywnej grupy wiazacej od grupy reporterowej.

Schemat budowy markera chemicznego przedstawiono na rys. 16.
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Rys. 16. Schemat budowy markera chemicznego.

Reaktywna grupa wigzaca (ang. warhead), znajdujaca si¢ najczesciej
na C-koncu, dzigki wlasciwosciom elektrofilowym tworzy kompleks z grupa
nukleofilowg proteazy taczac si¢ kowalencyjnie w jej miejscu aktywnym. Wickszos¢
enzymOw proteolitycznych posiada dobrze poznany mechanizm hydrolizy wigzania
peptydowego, dzigki czemu mozliwa jest synteza nieodwracalnych inhibitorow, ktorych
ugrupowania elektrofilowe wykorzystuje si¢ w projektowaniu markera chemicznego.
Reszty te sg selektywne dla odpowiednich grup proteaz, dzigki czemu unika si¢ reakcji
krzyzowych z pozostatymi grupami enzymoéw oraz innymi nukleofilami biatkowymi.
Wybrane ugrupowanie elektrofilowe musi by¢ na tyle silne by reagowaé z nukleofilem

miejsca aktywnego i jednoczes$nie nie wchodzi¢ w reakcje z innymi biatkowymi resztami
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nukleofilowymi, a jego aktywno$¢ nie moze doprowadzi¢ do powstania
niespecyficznych modyfikacji biatka [207-209]. Przyktadowo powszechnie dla proteaz
serynowych wykorzystuje si¢ estry difenylowe kwasow a-aminoalkanofosfonianowych,
dla proteaz cysteinowych metyloketony, dla proteaz treoninowych winylosulfony [210].

Drugim elementem strukturalnym jest grupa reporterowa odpowiadajaca
za detekcje¢ i/lub oczyszczanie znakowanego biatka znajdujaca si¢ na N-koncu markera
chemicznego. Jako pierwsza grupe znacznikow wykorzystywano radioizotopy.
Przyktadowo !#°I, ktéry emituje promieniowanie gamma, moze by¢ wprowadzony
do dowolnego inhibitora zawierajacego grupe fenolowa, dzigki czemu takie biatko moze
by¢ analizowane przy wykorzystaniu jedno- lub dwuwymiarowej elektroforezy
1 wizualizowane za pomocg autoradiografii. Korzystajac z markeréw znakowanych
izotopami okreslono aktywno$¢ proteaz cysteinowych — katepsyn i kaspaz oraz
treoninowych — proteasomu. Jednak liczne wady, do ktérych nalezy ograniczona
trwato$¢ zwigzana z czasem pottrwania izotopu, a takze restrykcyjne przepisy
bezpieczenstwa i wymagania laboratoryjne, spowodowaty konieczno$¢ poszukiwania
innych zwigzkow pehigcych funkcje¢ znacznikow [206]. Przetomowym odkryciem byto
wykorzystanie znacznikow fluorescencyjnych. Sa one bezpieczne w uzyciu i dostepne
komercyjnie oraz cechuje je w zalezno$ci od struktury rézny zakres diugosci fali
wzbudzenia 1 emisji. Niedrogimi przykladami fluoroforow sa barwniki ksantenowe
(np. rodamina i fluoresceina). Do ich wad mozna zaliczy¢ jednak wrazliwos$¢ na §wiatlo
1 brak przepuszczalnosci przez btony komorkowe. W zwigzku z tym nie mozna ich
stosowa¢ w badaniach in vivo. Barwniki cyjaninowe (Cy3, CyS5, Cy7) i BODIPY (4,4-
difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen) naleza do fotostabilnych fluoroforéw o wysokiej
wydajnosci kwantowej, waskim widmie emisji i charakteryzuja si¢ przepuszczalno$cia
przez btong komérkowa. Dzigki temu moga by¢ stosowane w ukladach biologicznych
[211, 212]. Wada jest niestety wysoka cena, dlatego przy projektowaniu markeréw
chemicznych czesto wykorzystywana jest biotyna jako znacznik powinowactwa.
Jej silne powinowactwo wobec awidyny i streptawidyny umozliwia oczyszczanie
biotynylowanych bialek, a takze wychwytywanie ich z mieszanin biologicznych
wykorzystujac sfunkcjonalizowane ziarna agarozowe [213, 214]. Tworzacy si¢ kompleks
(biotyna-awidyna lub biotyna-streptawidyna) jest stabilny oraz odporny na zmieniajace
si¢ pH i umozliwia detekcje nawet bardzo matych ilo$ci enzymu. Wada jest czasochtonny

proces wyznakowania enzymu biotynylowanym markerem chemicznym oraz staba
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przepuszczalno$¢ przez blone komorkowsa, co ogranicza jej wykorzystanie jedynie
do badan na lizatach komoérkowych [206]. Porgba 1 in. w 2020 roku wskazali nowy typ
markerow chemicznych wizualizowanych za pomoca cytometrii masowej.
W ich strukturze zawarty jest schelatowany jon metali przejsciowych, gldwnie z grupy
lantanowcow. Dzigki wykorzystaniu réznorodnosci dostgpnych izotopdw mozliwa jest
jednoczesna wizualizacja kilkunastu parametrow w jednej komorce [205].

Ostatnim elementem strukturalnym markeréw chemicznych jest linker, ktorego
glownym zadaniem jest separacja grupy wiazacej od znacznika zmniejszajac zawade
steryczng pomig¢dzy tymi dwoma ugrupowaniami i jednoczes$nie zwigkszajac dostepnosé
ABP. Najczgsciej jako linkery wykorzystuje si¢ dtuzsze zwiazki alkilowe, takie jak kwas
6-aminoheksanowy czy polietery zwigkszajace hydrofilowos$¢ zwiagzku chemicznego,
jak glikol polietylenowy. Czasami wykorzystuje si¢ rOwniez aminokwasy pozbawione
grup bocznych jak glicyna czy B-alanina. Dodatkowo, w celu uzyskania selektywnosci
migdzy linkerem a reaktywna grupa wigzaca, wprowadza si¢ fragment peptydowy
nasladujacy substrat dedykowany danemu enzymowi eliminujac lub obnizajac
reaktywno$¢ krzyzowa markera chemicznego z innymi proteazami. Uzyskanie takiego
fragmentu jest mozliwe poprzez analize miejsc hydrolizy substratéw fizjologicznych,
jednak te sktadaja si¢ jedynie z aminokwasow naturalnie wystepujacych w organizmach
zywych, co moze przeklada¢ si¢ na nieselektywne wigzanie markera chemicznego
réwniez przez inne enzymy. Wykorzystanie nienaturalnych aminokwaséw w metodzie
okreslenia profilu specyficzno$ci substratowej pozwala na otrzymanie selektywnych
zwigzkow dedykowanych danemu enzymowi i zapobiegaja reaktywnos$ci krzyzowej
[215-217].

Wewngtrznie wygaszane markery chemiczne (qABP, ang. quenched ABP)
to szczegolna grupa ABP. Lacza one cechy standardowych markeréw chemicznych,
takich jak nieodwracalne, kowalencyjne wigzanie si¢ z centrum aktywnym proteazy oraz
substratéw wewngtrznie wygaszanych, ktorych fluorescencja jest wygaszona przez
obecno$¢ wygaszacza (ang. quencher). Po reakcji hydrolizy, enzym jest trwale
znakowany poprzez dysocjacj¢ grupy wygaszajacej 1 zwigzanie si¢ z donorem, czyli
z tym fragmentem markera chemicznego, ktory zawiera znacznik fluorescencyjny [218].
Wyznakowanie enzymu mozna potwierdzi¢ elektroforezg zelowa. Wygaszane markery

chemiczne wykorzystuje si¢ przede wszystkim do analizy iloSciowej oraz wizualizacji
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enzymow proteolitycznych w komorkach, a takze w catych organizmach, gdzie wskazuja
miejsca zwigkszonej aktywnosci proteolitycznej [219-222].

Markery chemiczne s3a wykorzystywane obecnie na wiele sposobow
i w literaturze znajdziemy wiele przyktadow na wykorzystanie ich do identyfikacji
proteaz. Jednym z przyktadow jest praca Jessani i in., gdzie markery chemiczne wskazaty
wzmozong aktywno$§¢ enzymoéw  proteolitycznych w  nowotworach  [223].

Heal i in. podsumowali, Ze markery stosuje si¢ w badaniach [224]:

. pozwalajacym na przypisanie roli biologicznej nowym biatkom,
. poziomu aktywnosci enzymatyczne;j,
. selektywno$ci  nowych  inhibitoréw  zaré6wno  odwracalnych

jak i nieodwracalnych w warunkach in vivo,

. ilosciowego oznaczania enzymow oraz ich aktywnosci in vivo,

. zdefiniowania lokalizacji enzymow wykorzystujac  mikroskopie¢
1 obrazowanie catych organizmow,

. strukturalnych oraz biochemicznych w celu okre§lenia miejsca

aktywnego enzymu bez konieczno$ci stosowania mutagenezy.

1.5. Modyfikacje potranslacyjne

Synteza bialek zachodzi podczas procesu zwanego translacja. Po nim jednak
niektore biatka ulegaja tzw. modyfikacjom potranslacyjnym, (PTM, ang. post-
translational modification) dzieki czemu zwigksza si¢ roéznorodno$¢ funkcjonalng
proteomu. Modyfikacje te polegaja na kowalencyjnym przytaczeniu grup funkcyjnych,
hydrolizie podjednostek regulatorowych lub degradacji biatek. Mimo, ze DNA naturalnie
koduje ,,tylko” 20 aminokwasoéw, biatka sktadaja si¢ z ponad 140 roéznych reszt
aminokwasowych. Modyfikacje potranslacyjne uwazane s3 za jeden z dwoch
mechanizmoéw poszerzajacy zdolno$¢ kodowania genomu do produkowania wysoce
zréznicowanych proteoméw. Drugim mechanizmem jest dywersyfikacja bialek poprzez
splicing alternatywny, zachodzaca na poziomie procesu translacji i polegajaca
na alternatywnym sktadaniu mRNA. W rzeczywisto$ci proteomy sa znacznie bardziej

ztozone niz przewidywania na podstawie analizy kodujacych genoméw [rys. 17].
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Rys. 17. Schematyczne przedstawienie ztozonos$ci proteomu. Ludzki genom zawiera okoto
20 000 genow. Szacuje sie, ze proteom obejmuje ponad milion biatek (na podstawie [225]).

Modyfikacje potranslacyjne mozna spotka¢ zaréwno u organizméw
eukariotycznych, jak i prokariotycznych, jednak u tych pierwszych sa one znacznie
bardziej powszechne. Niektore z modyfikacji sa tatwo odwracalne, dzieki
antagonistycznemu dzialaniu okre$lonych enzymoéw. Przyktadowo fosforylacje
przeprowadzaja kinazy, a defosforylacj¢ fosfatazy. Dzigki temu biatka moga szybko
zmienia¢ swoje funkcje, nie ma potrzeby ich degradacji i syntezy de novo, co oszczedza
czas 1 energie.

Modyfikacje potranslacyjne moga wystapi¢ na dowolnym etapie zycia biatka.
Niektore biatka modyfikuje si¢ zaraz po zakonczeniu procesu translacji, przed etapem
faldowania. Wczesne modyfikacje moga wpltywaé na stabilno$¢ konformacyjna
1 wydajno$¢ faldowania, co moze decydowac o lokalizacji, do ktorej trafia biatko. Inne
biatka moga by¢ modyfikowane na pdzniejszym etapie wptywajac na ich aktywnos¢
biologiczng lub aktywujac czy tez dezaktywujac okreslone funkcje katalityczne.
Modyfikacje potranslacyjne sa zaangazowane w wiele procesow komoérkowych, wsérod
ktérych mozna wymieni¢ wzrost komorek, ich réoznicowanie, apoptoze, oddzialywanie
biatko-biatko lub komorka-komoérka czy kontakt miedzy S$rodowiskiem wewnatrz-
1 zewnatrzkomorkowym [226-229].

Szacuje si¢, ze u wyzszych eukariontow az 5% genomu koduje enzymy

przeprowadzajace modyfikacje potranslacyjne proteomoéw. Wiadomo, ze w sumie

50



fizjologicznie wystgpuje ponad 400 takich modyfikacji. Mozemy je podzieli¢ ze wzgledu
na dolaczong grupe funkcyjng, przylaczenie innych biatek lub peptydow, zmiane
charakteru chemicznego reszt aminokwasowych czy hydrolize proteolityczng.
Do najpopularniejszych modyfikacji naleza: tworzenie wigzan disiarczkowych,
acetylacja, biotynylacja, ubikwitynacja, glikozylacja, hydroksylacja, metylacja,
utlenianie czy fosforylacja. Modyfikacjom tym ulegaja tancuchy boczne aminokwasow.
Najczgsciej modyfikacje obserwuje si¢ na resztach: cysteiny, metioniny, seryny, tyrozyny,
treoniny, lizyny, histydyny, argininy, kwasu asparaginowego, kwasu glutaminowego,
glutaminy, asparaginianu. Pozostate naturalnie wystgpujace aminokwasy, czyli prolina,
glicyna, leucyna, izoleucyna, alanina, walina, fenyloalanina i tryptofan, rzadko ulegaja
kowalencyjnej modyfikacji ich tancuchow bocznych. Niektore biatka ulegaja wigcej niz
jednej modyfikacji by moc petni¢ okreslong funkcje. Przyktadem sa histony, ktére
wymagaja metylacji, acetylacji, fosforylacji, ubikwitynacji, ADP-rybozylacji
1 SUMOilacji na réznych etapach dziatania [230, 231].

Fosforylacja biatek pierwszy raz zostata opisana w 1906 roku, jednak dopiero
20 lat pdzniej opisano pierwsza enzymatyczng fosforylacje biatek [232, 233]. Proces
ten jest waznym, odwracalnym mechanizmem regulacyjnym odgrywajacym kluczowa
role w aktywnosci wielu enzymow, kanalow blonowych czy innych biatek w organizmach
pro- i eukariotycznych. Jest to najszerzej badany rodzaj modyfikacji wystepujacy
u prawie jednej trzeciej bialek w komorkach eukariotycznych. Fosforylacja odgrywa
istotng rol¢ w kluczowych procesach komoérkowych, takich jak: replikacja, transkrypcja,
apoptoza, odpowiedz immunologiczna czy metabolizm komodrkowy [234, 235].
Wykazano, ze zaktocenie szlaku fosforylacji moze prowadzi¢ do réznych choréb takich
jak nowotwory, choroby serca czy choroba Parkinsona. Wiadomo, ze hiperfosforylacja
biatka tau wystepujacego w komorkach nerwowych odgrywa wazng role w etiologii
zaburzen neurodegeneracyjnych, takich jak tauopatie czy choroba Alzheimera utatwiajac
tworzenie si¢ wewnatrzkomorkowych splatkow neurofibrylarnych [236]. Z drugiej strony
mutacja w genie Per2 prowadzaca do braku fosforylacji biatka Per2 (ang. Period 2)
przejawia si¢ rodzinnym syndromem zaawansowanej fazy sennej (FASPS, ang. familial
advanced sleep-phase syndrome). Skutkuje on przestawieniem zegara biologicznego.
Dominujacym zachowaniem jest wczesne zasypianie (koto 19:30) zwigzane ze wczesnym
przebudzeniem (ok. 4:30) z zachowaniem jednak normalnej dlugosci snu. Co ciekawe,

pokazano, ze jesli do mysiego genu Per2 wprowadzi si¢ mutacje powodujaca zwigkszong
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liczbe fosforylacji w produkowanym biatku, faza snu przesunie si¢ w druga strone,
co spowoduje pdzniejsze zasypianie i poézniejsze przebudzenie [237].

Fosforylacji w organizmach zywych moga ulega¢ rézne reszty aminokwasowe.
Najczgsciej badane sa fosforylacje grup hydroksylowych reszt seryny, treoniny
1 tyrozyny, jednak oprocz nich inne reszty rowniez sg zdolne do fosforylacji. Sa one tak
samo wazne, jednak znacznie slabiej poznane sg ich funkcje biologiczne. Zaliczamy
do nich: histydyne, argining, lizyn¢ (fosforylacja grup aminowych) oraz kwas

asparaginowy i glutaminowy (fosforylacja grupy karboksylowej) (rys. 18) [238-242].
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Rys. 18. Wzory fosforylowanych reszt naturalnych aminokwasow (na podstawie [240]).

Z chemicznego punktu widzenia fosforylacja skutkuje wprowadzeniem
podwojnego fadunku ujemnego, zlokalizowanego w tancuchu bocznym zmodyfikowanej
reszty. Wskazuje to na czesciowe podobienstwo do naturalnie natadowanych reszt kwasu

asparaginowego 1 glutaminowego. Dodatkowo analiza poréwnawcza genomow
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prokariotycznych 1 eukariotycznych pokazata, ze niektore miejsca fosforylacji
wyewoluowaly z aminokwaséw kwasnych, co sugeruje, ze biatka, ktore oddziatluja
z resztami Asp/Glu moga takze tolerowaé fosforylowang seryne czy treoning [238].
Jak juz bylo opisane, kaspaza-3 oraz kaspaza-7 hydrolizuja wigzanie peptydowe
po karboksylowej stronie kwasu asparaginowego [117]. W 2003 r. przedstawiono
wyniki, w ktorych opisano wptyw fosforylacji w okolicy miejsca hydrolizy naturalnych
substratoéw (m.in. biatka PARP - polimeraza poli(ADP-rybozy), PS2 - presenilina 2)
przez kaspaze-3, -7 1 -8. Stwierdzono, ze peptydy zawierajace fosforylowang reszte
seryny w pozycji P4 i P1’ sa znacznie mniej podatne na proteoliz¢ w poréwnaniu
z substratami zawierajagcymi naturalng seryng¢, podczas gdy fosfoseryna w pozycji P3
nie ma istotnego wpltywu na reakcj¢ hydrolizy. Substraty zaré6wno z fosfoseryna
jak iseryng w pozycji P1 nie byly hydrolizowane przez te enzymy potwierdzajac
rygorystyczng specyficzno$¢ substratowg w tej pozycji i koniecznos$¢ reszty kwasu
asparaginowego [239]. W 2016 r. pojawity si¢ jednak badania wskazujace, ze wylacznie
kaspaza-3 moze hydrolizowa¢ wigzanie po karboksylowej stronie fosfoseryny
w substracie syntetycznym, co pozwolitoby na rozroznienie kaspazy-3 od kaspazy-7.
Wykazano, ze substrat typu IQF zawierajacy sekwencj¢ DEVpS| jest hydrolizowany
przez kaspaze-3 jedynie trzykrotnie wolniej niz substrat z sekwencja DEVD|. Analizy
kinetyczne pokazaty takze, ze zarowno kaspaza-3 jak i -7 sg zdolne do hydrolizy
substratow z sekwencja DEVE| jedynie dwukrotnie wolniej niz DEVD| [69]. W 2018 .

grupa badawcza Cieplaka na podstawie analiz teoretycznych postawila hipoteze,

110 425

ze fosforylacja reszt treoninowych Thr''® oraz Thr*> znajdujacych si¢ w pozycji P2 oraz
P1’ w naturalnym substracie kaspazy-3 YAP1 (ang. Yes-associated protein 1) zmniejsza
szybkos¢ hydrolizy tego substratu. Podobne wyniki otrzymano w przypadku fosforylacji
Ser®” znajdujgcej sie w pozycji P2’ peptydu pochodzacego z substratu VIME
(ang. Vimentin), ktory rowniez jest naturalnym substratem kaspazy-3 [243]. Zebrane
wyniki pokazuja, ze fosforylacja moze zatem zapewni¢ mechanizm regulacyjny
chroniacy substraty przed degradacja za posrednictwem kaspaz.

W dziedzinie chemii biologicznej, naukowcy czg¢sto syntetyzuja nowe zwiazki,
ktore sa specyficznie rozpoznawane (substraty) badz maja zdolno$¢ do selektywnego
wigzania konkretnego enzymu proteolitycznego (markery chemiczne lub inhibitory).
Okazuje si¢, ze w ich strukturze lepszym wyborem czesto sa nienaturalnie
wystepujace reszty aminokwasowe, wsrod ktorych znajduja si¢ takze reszty

z modyfikacjami  potranslacyjnymi. Szczegdlnie interesujace wydaje  si¢
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to w przypadku wystgpowania takich modyfikacji w bliskim otoczeniu miejsca
hydrolizy. Reszty aminokwasowe w pozycjach P4-P1 bardzo czgsto maja okreslone
wymagania co do wielkosci i1 rodzaju akceptowanych reszt aminokwasowych, dlatego
cickawym wydaje si¢ sprawdzenie wptywu reszt aminokwasowych z modyfikacjami
potranslacyjnymi na szybkos$¢ hydrolizy enzymatyczne;.

W 2014 r. Kasperkiewicz i in. opisali profil specyficznosci substratowej ludzkiej
elastazy neutrofilowej (NE, ang. human neutrophil elastase) w pozycjach P4-P1.
Wykazat on, ze w pozycji P3 enzym ten preferuje podwojnie utleniong L-metioning
(L-Met(O2), sulfon L-metioniny). L-metionina pojedynczo utleniona (L-Met(O),
sulfotlenek L-metioniny) byta pigciokrotnie stabiej rozpoznawana. Ostatecznie
sekwencja optymalna dedykowana elastazie zawierata w pozycji P3 podwojnie utleniong
metioning:  Ac-Nle(O-Bzl)-Met(O2)-Oic-Abu-ACC.  Mozliwe  bylo  roéwniez
przeksztalcenie otrzymanego substratu w marker chemiczny — biotyna-PEG(4)-Nle(O-
Bzl)-Met(0O2)-Oic-Abu-POsPh, ktoéry wykazal wysoka selektywno$¢ wobec badanego
enzymu [172].

W 2017 r. Rut i in. opracowali profil specyficznosci P4-P1 substratowej
proteazy NS2B-NS3 pochodzacej z wirusa Zika, z ktérego wynika, ze w pozycji P1
metylowana arginina jest najlepiej rozpoznawanym aminokwasem, a arginina jest
rozpoznawana w prawie takim samym stopniu jak jej metylowana pochodna. Podobna
sytuacja miata miejsce w przypadku profilowania kieszeni S2. L-Orn (ornityna, analog
argininy) okazala si¢ znacznie lepszg resztg aminokwasowa w pordwnaniu z najlepszymi
naturalnymi aminokwasami, jakim byla lizyna i1 arginina. Ostatecznie najlepsze
parametry kinetyczne osiaggnat substrat z sekwencja Ac-DArg-Lys-Orn-Arg-ACC
(kka/Km = 1 100 000 M-!s™), ale parametry kinetyczne dla sekwencji Ac-DArg-Lys-Orn-
Arg(Me)-ACC byly tylko o 18% nizsze (kia/Km = 905 000 M-1s!) [244].

Trypsyna jest najczesciej stosowanym enzymem proteolitycznym do trawienia
biatlek na krotkie peptydy w badaniach opartych na metodach proteomicznych
1 degradomicznych z wykorzystaniem spektrometrii mas opisywanych w rozdziale 1.3.4.
Enzym ten jest bardzo aktywny katalitycznie i rozszczepia substraty wylacznie
po karboksylowej stronie dodatnio natadowanych reszt lizyny i argininy. W 2015 r.
Burke i in. pokazali, Ze trypsyna moze hydrolizowac rowniez ubikwitynowang lizyng
[245]. Te wyniki zainspirowaty Porgbe i in. w 2017 r. do eksperymentalnego
sprawdzenia, czy trypsyna moze hydrolizowaé¢ substraty po potranslacyjnie

zmodyfikowanych resztach lizyny i argininy, co bytoby szczego6lnie istotne w przypadku
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analizy proteomicznych epigenetycznych markerow chemicznych. Zsyntezowano
2 zwiazki kontrolne z naturalng argining oraz lizynag w pozycji P1, jeden zwigzek
z alaning (negatywna kontrola) oraz 5 zwigzkéw ze zmodyfikowanymi aminokwasami,
takimi jak: arginina metylowana, symetryczna arginina podwojnie metylowana,
asymetryczna arginina podwojnie metylowana, cytrulina oraz ornityna. Badania
potwierdzity, ze trypsyna moze hydrolizowa¢ po karboksylowej stronie
zmodyfikowanych reszt aminokwasowych, jednak hydroliza ta zachodzi duzo wolniej
niz w przypadku naturalnej argininy (stata specyficzno$ci byta o ponad 5 x 10° nizsza
w przypadku pojedynczo metylowanej argininy oraz 1,5 x 10° nizsza w przypadku
pozostatych reszt) [183]. Wyniki te pokazaly jednak, Zze hydroliza ta moze skutkowaé
mala liczbg peptydow, ktore wcze$niej mogly zostaé przeoczone w analizach

proteomicznych.
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2. CEL PRACY

Modyfikacje potranslacyjne odpowiadaja za kowalencyjne modyfikacje biatek
zachodzace po procesie translacji. Znaczaco poszerzaja repertuar 20 naturalnych
aminokwasow i pelnig kluczowa rolg¢ w zwigkszeniu roéznorodnosci funkcjonalnej
proteomu. Wplywaja na stabilno$¢ konformacyjng biatek oraz aktywno$¢ biologiczna
aktywujac badz dezaktywujac funkcje katalityczne. Enzymy proteolityczne moga
rozpoznawa¢ aminokwasy z modyfikacjami potranslacyjnymi i hydrolizowa¢ substraty,
ktére w swojej strukturze zawierajg takie reszty aminokwasowe.

W literaturze od dawna wiadomo, Zze metylacja reszt lizyny oraz argininy
ma kluczowe znaczenie w procesach komorkowych, jednak jest stosunkowo mato
doniesien na temat metylacji tancuchow bocznych kwasu asparaginowego
i glutaminowego [246]. Opisane w literaturze profile specyficznosci substratowej
katepsyny L oraz B, ktore okreslono wykorzystujac biblioteki zdefiniowane
i kombinatoryczne zawierajace zaro6wno naturalne jak 1 nienaturalne reszty
aminokwasowe, pokazuja, ze enzymy te w niewielkim stopniu majg zdolnosé
do hydrolizy metylowanych reszt aminokwasowych w pozycji P1 substratu Ac-Ala-Arg-
Leu-P1-ACC [247, 248]. W przeciwienstwie do tych enzymow, preferencje substratowe
katepsyny S zostaly okreSlone wylacznie z wykorzystaniem naturalnych reszt
aminokwasowych [32, 130, 140, 249], dlatego w niniejszej dysertacji skupiono
si¢ na wykorzystaniu zestawu nienaturalnych aminokwaséw i1 poszerzeniu wiedzy
na temat preferencji kieszeni wigzacych S4-S2° katepsyny S. Dodatkowo okreslono
réwniez pelne profile specyficznosci P4-P2’ dla katepsyny B, L, V oraz K.

Celem pierwszej czesci pracy doktorskiej bylo okreslenie wplywu
modyfikacji potranlacyjnych, w szczegolnosci metylacji oraz fosforylacji
naturalnych reszt aminokwasowych w pozycji P1, na aktywnos¢ katepsyny L, B, V,
S oraz K. Hipoteza badawcza zakladata, Ze okre§lenie pelnej specyficznosci
substratowej katepsyn za pomoca bibliotek zawierajacych naturalne jak i nienaturalne
aminokwasy, a mnastgpnie poréwnanie ich preferencji substratowych pozwoli

na opracowanie selektywnych narzedzi chemicznych dla katepsyny S.
Do najpowszechniejszych modyfikacji potranslacyjnych naleza utlenianie,

ubikwitynacja, glikozylacja, biotynylacja, metylacja oraz fosforylacja. Do najszerzej

badanych rodzajow modyfikacji wystepujacych w przypadku prawie jednej trzeciej
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bialek w komorkach eukariotycznych nalezy fosforylacja. Badania prowadzone
w ostatnich latach udowodnity, ze fosforylacja moze stanowi¢ mechanizm regulacyjny
chronigcy substraty przed hydroliza za posrednictwem kaspaz. Z chemicznego punktu
widzenia fosforylacja prowadzi do wprowadzenia podwdjnego tadunku ujemnie
zlokalizowanego w tancuchu bocznym zmodyfikowanej reszty, co wskazuje
na podobienstwo do naturalnie wystepujacych naladowanych reszt kwasu
asparaginowego oraz glutaminowego. Sugeruje to, ze biatka, ktore oddziatuja z tymi
resztami kwasowymi moga rowniez tolerowaé fosforylowang seryne lub treoning.
Zarowno kaspaza-3 jak i kaspaza-7 rozpoznaja w pozycji P1 kwas asparaginowy, dlatego
celem drugiej czesci pracy doktorskiej bylo zbadanie wplywu fosforylacji reszt
seryny i treoniny w sekwencji peptydowej substratow na aktywnos¢ kaspazy-3

oraz kaspazy-7.

Realizacja postawionych wyzej celoéw badawczych obejmowata:

1. Zbadanie wptywu fosforylacji oraz metylacji aminokwasow w pozycji Pl
na aktywnos¢ katepsyny L, B, V, S oraz K.

2. Okreslenie preferencji substratowych wybranych ludzkich katepsyn w pozycjach
P4-P2’ za pomoca zdefiniowanej oraz kombinatorycznej biblioteki substratow
fluorogenicznych.

3. Zaprojektowanie oraz synteze¢ tetrapeptydowych substratoéw fluorogenicznych
selektywnych wzgledem katepsyny S.

4. Analiz¢ kinetyczng  zsyntetyzowanych  tetrapeptydowych  substratow
fluorogenicznych i wybranie sekwencji optymalnej dla katepsyny S.

5. Zaprojektowanie, syntez¢ 1 analiz¢ biochemiczng markera chemicznego
selektywnego wobec katepsyny S.

6. Zaprojektowanie, syntez¢ i wyznaczenie parametrow kinetycznych substratow

zawierajacych fosforylowane reszty seryny oraz treoniny dla kaspazy-3 oraz -7.
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3. BADANIA WLASNE

3.1. Katepsyny

3.1.1. Analiza Kkinetyczna tetrapeptydowych analogow sekwencji kontrolnej
(Ac-ARLR-ACC) zawierajacych zmodyfikowane pochodne reszt

aminokwasowych w pozycji P1

W celu sprawdzenia wptywu metylacji, acetylacji, fosforylacji oraz utlenienia
reszt aminokwasowych na aktywno$¢ enzymatyczng katepsyn wykonano syntez¢ oraz
zbadano kinetyke reakcji hydrolizy pochodnych sekwencji kontrolnej Ac-Ala-Arg-Leu-
Arg-ACC wykorzystywanej przy badaniu aktywnos$ci katepsyn i hydrolizowanej przez
katepsynge L, B, V, S oraz K [32, 247, 248]. Najbardziej restrykcyjna kieszenig
enzymatyczng jest kieszen S1, ktora bardzo czgsto wymaga konkretnej reszty
aminokwasowej w pozycji P1, by zapewni¢ efektywna hydrolize. W celu sprawdzenia
wplywu modyfikacji tej reszty na szybkos¢ reakcji hydrolizy w pozycji P1 L-argining
zastagpiono innym aminokwasem naturalnym i jego odpowiednikiem ze zmodyfikowana
grupa boczng (rys. 19)

Syntezg terapeptydowych substratow rozpoczeto od syntezy bifunkcyjnego
znacznika fluorescencyjnego Fmoc-ACC-OH, ktory znajdowat si¢ w zaprojektowanych
zwigzkach w pozycji P1’ i pozwalal mierzy¢ aktywno$¢ enzymatyczng katepsyn wobec
tych substratdéw. W poréwnaniu do komercyjnie stosowanego w zwiazkach znacznika
AMC (7-amino-4-metylokumaryna), ACC (kwas 7-aminokumaryno-4-octowy) zawiera
w swojej strukturze grupe aminowa oraz karboksylowa, dzigki czemu mozliwe jest
kowalencyjne polaczenie go do podtoza statego. Ponadto ACC wykazuje okoto 3-krotnie
wickszg wydajno$¢ kwantowa fluorescencji niz AMC, dzigki czemu w badaniach
kinetycznych zuzywa si¢ mniejsza ilo$¢ substratow i enzymow [164, 250]. Dodatkowo
jego synteza na duzg skalg jest stosunkowo prosta i tania, co uzasadnia uzycie

go w syntezie substratow fluorogenicznych na podtozu statym.
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Rys. 19. Wzory reszt aminokwasowych wykorzystanych
w syntezie substratow o sekwencji Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC.

Znacznik Fmoc-ACC-OH otrzymano stosujac 4-etapowa synteze wedlug
protokotu Maly’ego [164], ktora rozpoczeto od przeprowadzenia reakcji 3-aminofenolu
z chloromréwczanem etylu w wyniku czego otrzymano (3-hydroksyfenylo)karbaminian
etylu. W drugim etapie produkt ten poddano reakcji kondensacji Pechmanna z kwasem
1,3-acetonodikarboksylowym otrzymujac kwas 7-N-(etoksykarbonylo)aminokumaryno-
4-octowy. Nastepnie w wyniku reakcji hydrolizy zasadowej, usuni¢to z grupy aminowe;j
grup¢ etoksykarbonylowa. Ostatnim etapem bylo zabezpieczenie wolnej grupy
aminowej grupa ochronng Fmoc, by znacznik ten mogt by¢ wykorzystany w syntezie
na podtozu statym. W tym celu kwas 7-aminokumaryno-4-octowy poddano reakcji
z Fmoc-Cl. Otrzymany znacznik Fmoc-ACC-OH wykorzystano do dalszych badan.

Schemat og6lny reakcji otrzymania Fmoc-ACC-OH przedstawiono na rys. 20.
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Rys. 20. Schemat reakcji syntezy znacznika Fmoc-ACC-OH (na podstawie [164]).

Substraty zsyntezowano korzystajac z metody syntezy na podtozu statym
z uzyciem zywicy amidowej typu Rink Amide AM (stopien podstawienia 0,74 mmol/g),
a do wydtuzania tancucha peptydowego uzyto strategii Fmoc [174]. Syntez¢ rozpocz¢to
od przytaczenia bifunkcyjnego znacznika fluorogenicznego Fmoc-ACC-OH do no$nika
stalego. Grupg ochronng Fmoc za kazdym razem usuwano stosujac 20% roztwor
piperydyny w DMF. Tak odblokowang zywice podzielono na 27 porcji, ktore
przeniesiono do aparatéw do potautomatycznej syntezy roéwnolegtej (ang. 48-well
semiautomatic FelxChem synthesizer). Nastepnie do kazdej z tych porcji przylaczono
jedna z 27 naturalnych lub nienaturalnych reszt aminokwasowych. W kolejnych krokach
przytaczono reszty Fmoc-Leu-OH w pozycji P2, Fmoc-Arg(Pbf)-OH w pozycji P3 oraz
Fmoc-Ala-OH w pozycji P4. Do aminowego N-konca dotagczono grupe acetylows.
Zywice wysuszono, a substraty uwolniono z podloza stalego wraz z grupami
blokujacymi fancuchy boczne reszt aminokwasowych. Substraty oczyszczono na HPLC,
a nastgpnie ich mase oraz czysto$¢ potwierdzono na LC-MS. Czysto$¢ kazdego zwigzku
wynosita powyzej 95%. Zwiazki zostaly zliofilizowane, rozpuszczone w DMSO

do stezenia koncowego 20 mM i przechowywane w temperaturze -20°C.
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Rys. 21. Schemat ogolnej struktury zsyntezowanych zwigzkéw Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC.
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Zsyntezowane substraty o ogolnej strukturze Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC
przedstawionej schematycznie na rys. 21 poddano analizie kinetycznej. Stezenie
enzymow wynosito odpowiednio: 0,2 nM dla katepsyny L, 5 nM dla katepsyny B i S,
2,5 nM dla katepsyny V oraz 1,5 nM dla katepsyny K, a stezenie substratdow wynosito
10 uM. Pomiary wykonano co najmniej dwukrotnie, a obliczone odchylenie
standardowe nie przekroczylo 10%. Wyniki przedstawiono na rys. 22, wartosci
wyrazono w procentach wzglednej aktywnosci enzymu wobec substratu, gdzie za 100%
przyjeto wartos¢ szybkosci hydrolizy wobec substratu kontrolnego Ac-Ala-Arg-Leu-
Arg-ACC.

PozycjaP1
Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC

katepsyna L katepsyna B katepsyna V katepsyna S katepsyna K

L-Arg
L-Arg(Me)
L-Arg(Me)2
L-Cit
L-Lys
L-Lys(Ac)
L-Met
L-Met(O)
L-Met(0Oz2)
L-Asp
L-Asp(OMe)
L-Glu
L-Glu(OMe)
L-Trp
L-Trp(Me)
L-Phe
L-Phe(4-Me)
L-Tyr
L-Tyr(Me)
L-pTyr
L-Pmp
L-Ser
L-pSer
L-Pma
L-Thr
L-pThr
L-Pmab

Rys. 22. Uzyskane wyniki reakcji hydrolizy dla substratow ze zmodyfikowang pozycja P1 dla

katepsyny L, B, V, S oraz K. W tabeli przyjeto szybkos¢ hydrolizy substratu Ac-Ala-Arg-Leu-
Arg-ACC jako 100% i do niego porownywano pozostale uzyskane wartosci szybkosSci
hydrolizy. Pomiary zostaly wykonane minimum dwukrotnie, a odchylenie standardowe
nie przekraczato 10%.
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Uzyskane dane pokazuja, ze w przypadku zdefiniowanego substratu Ac-Ala-
Arg-Leu-Arg-ACC (rys. 22), wprowadzenie reszty aminokwasowej z modyfikacja
potranslacyjna w pozycji P1 moze zaréwno zwigkszy¢ jak i zmniejszy¢ szybko$¢ reakcji
hydrolizy badz tez catkowicie ja zahamowa¢ w stosunku do substratu kontrolnego.
Metylacja argininy — zaréwno tylko jednej grupy aminowej, jak i obu skutkuje nizsza
szybkoscig reakcji hydrolizy substratow, jednak nie hamuje jej calkowicie,
a w przypadku katepsyny S, wprowadzajac reszte L-Arg(Me) do substratu kontrolnego
uzyskano ponad 95% szybkosci hydrolizy substratu kontrolnego. Czgsto modyfikacja
argininy w restrykcyjnej pozycji P1 wiaze si¢ z calkowitym zahamowaniem aktywnosci
enzymatycznej [175, 251]. Tolerancja reakcji metylacji w tej pozycji moze by¢ zatem
elementem rozrozniajacym katepsyny od innych enzymoéw, ktore obligatoryjnie
wymagaja L-argininy w pozycji P1.

Cytrulinacja, czyli inaczej deiminacja, polega na zamianie dodatnio
naladowanej reszty argininy w oboj¢tng reszt¢ cytruliny. Katepsyny: L, B, V oraz K
gorzej rozpoznaja w pozycji P1 reszt¢ L-Cit niz L-Arg, jednak w przypadku katepsyny S
cytrulinacja powoduje lepsze dopasowanie substratu do jej miejsca aktywnego
iuzyskanie wigkszej szybkosci hydrolizy niz w przypadku substratu kontrolnego
(szybko$¢ hydrolizy na poziomie 153% w poréwnaniu do substratu Ac-ARLR-ACC).

Reszty kwasowe w pozycji P1 nie sa dobrze rozpoznawalne przez katepsyny.
Wprowadzenie kwasu L-asparaginowego catkowicie zahamowato hydroliz¢ substratow
w przypadku wszystkich katepsyn. Jego metylowana forma byla rozpoznawalna przez
katepsyny L, B, V oraz S, jednak szybko$¢ reakcji hydrolizy nie przekroczyta 10%
uzyskanej szybko$ci hydrolizy substratu kontrolnego. Kwas L-glutaminowy
charakteryzujacy si¢ dluzszym tancuchem bocznym o jedng reszte metylowa w stosunku
do kwasu L-asparaginowego byt rozpoznawalny przez katepsyne S na poziomie 22%
w porownaniu do substratu kontrolnego. W przypadku pozostatych enzymdw otrzymano
warto$ci: katepsyna L — 1%, B — 3%, V — 4%, K — brak hydrolizy. Wprowadzenie jego
metylowego odpowiednika pozytywnie wptynelo na uzyskane warto$ci szybkosci
hydrolizy: katepsyna L — 25%, katepsyna B — 24%, katepsyna V — 49%, katepsyna K —
18%. W przypadku katepsyny S osiagnigto szybko$¢ reakcji hydrolizy substratu
z metylowanym kwasem glutaminowym w pozycji P1 na poziomie reszty L-argininy,
co zostalo wykorzystane w dalszej czgséci pracy do uzyskania selektywnego zwigzku

dedykowanego temu enzymowi.
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Zarowno wprowadzenie naturalnych reszt aminokwasoéw: L-tryptofanu,
L-fenyloalaniny oraz L-tyrozyny jak i ich metylowanych odpowiednikéw obnizylo
szybkos¢ reakcji hydrolizy. Szukajac zwigzkéw selektywnych, warto podkreslic,
ze w przypadku katepsyny V metylowane reszty fenyloalaniny oraz tyrozyny
sa rozpoznawane na podobnym poziomie, co ich naturalne odpowiedniki, co mogloby
zosta¢ wykorzystane przy projektowaniu sekwencji selektywnej dla tego enzymu,
szczegoblnie, ze katepsyna V oraz L wykazuja naktadajaca si¢ specyficzno$¢ substratowa.

Wykorzystanie L-lizyny zamiast L-argininy w sekwencji kontrolnej pozwolito
uzyska¢ lepsze wyniki szybko$ci hydrolizy w przypadku katepsyny S (107%),
dla pozostatych enzymoéw wynosily one okoto 50-60% szybkos$ci hydrolizy substratu
kontrolnego. Lizyna, podobnie jak arginina, jest aminokwasem zasadowym, z fadunkiem
dodatnim w warunkach fizjologicznych. Wprowadzenie grupy acetylowej na wolnej
grupie aminowej L-lizyny spowodowalo spowolnienie reakcji hydrolizy substratow
przez katepsyny.

Badajac wplyw utlenienia reszty metioniny na szybko$¢ hydrolizy substratow
przez katepsyny, ustalono, ze zmniejsza ono szybko$¢ prowadzonej reakcji, przy czym
lepsze parametry otrzymano wprowadzajac w pozycj¢ P1 podwdjnie utleniong metioning
niz metioning z pojedynczym atomem tlenu.

Ostatnig badang modyfikacja byta fosforylacja. W przypadku reszty seryny oraz
treoniny obecno$¢ fosforylowanej reszty caltkowicie zatrzymuje proces reakcji hydrolizy.
L-seryna jest rozpoznawana przez katepsyn¢ S na poziomie 29%, natomiast dla
katepsyny L oraz V szybkos$¢ tej hydrolizy wynosi 1%. W przypadku sekwencji Ac-Ala-
Arg-Leu-Thr-ACC katepsyna S rozpoznaje ja tak samo dobrze jak substrat kontrolny.
Pozostate katepsyny hydrolizuja ja na poziomie okoto 20%. Wprowadzenie grupy
fosforanowej na grupie hydroksylowej treoniny catkowicie zatrzymuje hydrolize tego
substratu. W badaniach wykorzystano rowniez nienaturalng pochodng fosforylowane;j
L-seryny, ktoéra pozbawiona jest atomu tlenu pochodzacego od grupy hydroksylowej
seryny w tancuchu bocznym (L-Pma). Substrat z reszta w tej pozycji byt stabo
rozpoznawany przez katepsyne V (2%) oraz S (4%), a w przypadku katepsyny L, B oraz
K nie zaobserwowano hydrolizy substratu.

Reszta L-tyrozyny w pozycji P1 byla najlepiej tolerowana przez katepsyng V
oraz S, ktére hydrolizowaty substrat Ac-Ala-Arg-Leu-Tyr-ACC na poziomie
odpowiednio 47% oraz 31% wzgledem substratu kontrolnego. Wprowadzenie grupy

fosforanowej na ugrupowanie hydroksylowe L-tyrozyny nie zatrzymato calkowicie
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reakcji hydrolizy tych substratow przez katepsyn¢ V oraz S. Reszta L-Pmp jest
nienaturalng  fosforanowa  pochodna  tyrozyny, pozbawiong ugrupowania
hydroksylowego. Substraty z sekwencja Ac-Ala-Arg-Leu-Pmp-ACC byly rozpoznawane
przez katepsyne V (24%) oraz S (12%).

Na podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna wyciagna¢ ogdlnego wniosku,
ze modyfikacje potranslacyjne reszty aminokwasowej znajdujacej si¢ w pozycji Pl
w przypadku sekwencji Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC wptywaja negatywnie lub pozytywnie
na szybkos$¢ reakcji enzymatycznej w przypadku katepsyny L, B, V, S oraz K.
Fosforylacja reszt serynowych oraz treoninowych catkowicie hamuje reakcje hydrolizy
enzymatycznej, metylacja reszt aminowych argininy spowalnia zachodzaca reakcje,
natomiast metylacja reszt kwasowych przyspiesza badz umozliwia zaj$cie hydrolizy
w porownaniu do naturalnych reszt kwasowych w P1.

W celu zaprojektowania sekwencji selektywnych wykorzystujacych aminokwasy
z wyzej wymienionymi modyfikacjami potranslacyjnymi zdecydowano si¢ na okreslenie
petnego profilu specyficznos$ci substratowej katepsyny L, B, V, S oraz K. Poreba i in.
w 2018 r. opublikowani selektywne sekwencje pozwalajace na wizualizacj¢ katepsyny L
[247]. Rok pozniej, w 2019 r., przedstawili substraty oraz markery chemiczne
dedykowane katepsynie B [248]. W 2023 r. Janiszewski i in. przedstawili opracowane
substraty tetrapeptydowe oraz markery chemiczne pozwalajace na detekcj¢ katepsyny K
[135]. W zwiagzku z tym w niniejszej dysertacji skupiono si¢ na zaprojektowaniu
substratow selektywnych wobec katepsyny S z wykorzystaniem reszt z modyfikacjami
potranslacyjnymi. Okreslenie profilu specyficznosci substratowej w pozycjach P2’-P1

okreslono dla wszystkich enzymoéw: katepsyny L, B, S, V oraz K.

3.1.2. Okreslenie profilu specyficznosci substratowej w pozycjach P4-P2’ ludzkich
katepsyn

3.1.2.1. Preferencje katalityczne ludzkich katepsyn w Kkieszeniach S4-S2
przy wykorzystaniu kombinatorycznej biblioteki substratow fluorogenicznych
(HyCoSuL)

Do okreslenia preferencji kieszeni wigzacych w miejscu aktywnym katepsyny
L, B, V, S oraz K w pozycjach P2, P3 i P4 wykorzystano metod¢ HyCoSuL opracowana
w zespole prof. dr hab. Marcina Draga [174]. Jest to doskonate narzgdzie do okre$lania

preferencji  substratowych wielu enzyméw proteolitycznych. W  zaleznoS$ci
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od specyficznosci danych proteaz, stosuje si¢ biblioteke z odpowiednig reszta
aminokwasowa w pozycji P1, ktora pasuje do pierwszej kieszeni wigzacej znajdujacej
si¢ po N-koncowej stronie miejsca hydrolizy substratu (kieszen S1). Na podstawie
doniesien literaturowych, badane katepsyny hydrolizuja po karboksylowej stronie reszty
argininy, dlatego do okres$lenia aktywnosci tych enzymdéw zostala wykorzystana
biblioteka zawierajaca w pozycji P1 argining (Ac-P4-P3-P2-Arg-ACC) [244]. Biblioteka
ta sktadala si¢ z trzech podbibliotek:

e podbiblioteka P2 o0 0ogdélnym wzorze: Ac-Mix-Mix-P2-Arg-ACC,

e podbiblioteka P3 o ogdélnym wzorze: Ac-Mix-P3-Mix-Arg-ACC

e podbiblioteka P4 o0 ogdélnym wzorze: Ac-P4-Mix-Mix-Arg-ACC,

gdzie Ac to grupa acetylowa, Mix okresla réwnomolowa mieszaning

aminokwasow naturalnych (bez cysteiny i z norleucyng zamiast metioniny), P4/P3/P2
tojeden ze 132 aminokwasdéw naturalnych badz nienaturalnych, natomiast ACC
to fluorofor, dzigki ktéremu mozliwy jest pomiar postgpu reakcji hydrolizy. Kazda
podbiblioteka skladata si¢ ze 132 pojedynczych, tetrapeptydowych substratow.
Na rys. 23 przedstawiono schematyczng budowe biblioteki HyCoSuL.

Biblioteka HyCoSuL

Aﬂ;fhiﬂﬁj\/ﬁi

HN)\NHQ

Ac-Mix-P3-Mix-Arg-ACC

Ac-P4-Mix-Mix-Arg-ACC

NH,
(0]
Q{i @ @ @
0 S
turalna lub tural
X kﬂ %L J\HQLH Ao et

Mix Mix
NH

HN)'\NH2

Rys. 23. Schemat przedstawiajacy budowe biblioteki HyCoSuL uzytej do badania preferencji
katalitycznych ludzkiej katepsyny L, B, V, S oraz K.
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Wykorzystane aminokwasy roznity si¢ od siebie strukturg tancuchéw bocznych

obejmujac reszty o réznym ksztalcie, rozmiarze oraz charakterze chemicznym. Takie

pofaczenie pozwolito otrzymac setki tysigcy kombinacji umozliwiajac poznanie

architektury miejsc wigzacych enzymu i zbadanie ich oddziatywania z danymi resztami

aminokwasowymi. Aktywno$¢ katepsyn mierzono stosujac st¢zenie biblioteki rowne

100 pM oraz stezenia katepsyn wyznaczonych eksperymentalnie wynoszacych

odpowiednio:

katepsyna L: 0,5 nM dla substratow z podbiblioteki P2, 0,6 nM dla substratow
z podbiblioteki P3, 0,4 nM dla substratéw z podbiblioteki P4,

katepsyna S: 2 nM dla substratdw z podbiblioteki P2 oraz P3,
3 nM dla substratéw z podbiblioteki P4,

katepsyna V: 0,5 nM dla substratéw z podbiblioteki P2, 0,4 nM dla substratow
z podbiblioteki P3 oraz P4,

katepsyna B: 0,25 nM dla substratow z podbiblioteki P2,
0,3 nM dla substratow z podbiblioteki P3, 0,5 nM dla substratow
z podbiblioteki P4,

katepsyna K: 4 nM dla substratow z podbiblioteki P2, P3 oraz P4.

Otrzymane wyniki pozwolily okresli¢ profile specyficznosci substratowych

poszczegolnych katepsyn, a preferencje katalityczne w pozycjach P2-P4 pomogtly

w zaprojektowaniu selektywnych sekwencji peptydowych.
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Pozycja P2.

Wszystkie badane katepsyny charakteryzowaly si¢ stosunkowo waska
specyficzno$cig substratowa w kieszeni S2 (Rys. 24). Jedynie kilka naturalnych
i nienaturalnych aminokwaséw bylo dobrze rozpoznawane, a wzgledna aktywnos¢
enzymOw wobec pozostatych reszt nie przekroczyla 30%. Reszty kwasu
aminobenzoesowego (2-Abz, 3-Abc, 4-Abz) oraz D-aminokwasy byly catkowicie
nierozpoznawane przez dane proteazy w tej pozycji. Hydroliza wylacznie

L-aminokwaséw $wiadczy o stereospecyficznosci danej kieszeni.
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Rys. 24. Profile specyficznosci substratowej katepsyny L, B, V, S oraz K w pozycji P2
przedstawione w postaci mapy cieplnej. Reakcj¢ hydrolizy substratow z biblioteki HyCoSuL
monitorowano przez 40 minut (Aex = 355 nm, Aem = 460 nm). Wartosci procentowe w profilach
specyficznosci substratowej kazdego enzymu to szybkosci hydrolizy substratow wyrazone
w stosunku do substratu, dla ktorego przyrost fluorescencji w czasie byl najwyzszy (100%).
Wszystkie pomiary zostaly powtdrzone co najmniej 2-krotnie, a przedstawione dane sg srednig
warto$cig powtorzen, gdzie odchylenie standardowe bledow bylo mniejsze niz 10%. Mape
cieplng wykonano w programie GraphPad Prism 9.0, gdzie najbardziej preferowane reszty
zaznaczono kolorem czerwonym, a substraty zawierajace reszty, ktore nie byly hydrolizowane,
kolorem niebieskim.



Katepsyna L w pozycji P2 z naturalnych reszt aminokwasowych najbardziej
preferuje L-fenyloalaning (44%). Ze wszystkich badanych struktur to wlasnie jej
nienaturalne pochodne sg najlepiej dopasowane do kieszeni S2 tego enzymu. Najlepsze
wyniki osiaggni¢to dla fenyloalaniny z podstawnikiem halogenkowym w pozycji meta —
3-fluoro-L-fenyloalaniny (L-Phe(3-F), 100%), 3-chloro-L-fenyloalaniny (L-Phe(3-Cl),
80%), a takze dla 3,4-dichloro-L-fenyloalaniny (L-Phe(3,4-Cl2), 79%). Wyniki
te Swiadcza o hydrofobowym charakterze kieszeni S2. Dhuzsze tancuchy jak
L-homofenyloalanina czy L-bifenyloalanina nie zostaty zhydrolizowane, co pokazuje,

ze wneka ta nie jest na tyle duza, by pomiescic te zwigzki (rys. 25).
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Rys. 25. Profil specyficznosci substratowej katepsyny L w pozycji P2. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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W przypadku katepsyny B, najlepiej rozpoznawanym aminokwasem byt ester
benzylowy-L-homoseryny (L-hSer(Bzl), 100%). Dobrze hydrolizowane reszty
to rowniez ester benzylowy kwasu L-glutaminowego (L-Glu(O-Bzl), 31%), kwas
L-2-amino-kaprylowy (L-2-Aoc, 35%) oraz ester cykloheksylowy kwasu
L-glutaminowego (L-Glu(O-cHx), 26%). W tej pozycji rozpoznawalne sa takze
nienaturalne pochodne fenyloalaniny, wsrod ktorych reszta 3-chloro-L-fenyloalaniny,
L-Phe(3-Cl) jest rozpoznawana na poziomie 18%. Pokazuje to, ze kieszen S2

katepsyny B to rowniez wneka hydrofobowa, wigksza niz w przypadku katepsyny L
(rys. 26).
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Rys. 26. Profil specyficzno$ci substratowej katepsyny B w pozycji P2. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Katepsyna V, nazywana dlugo katepsyna L2, wykazuje naktadajaca
si¢ specyficzno$¢ substratowa z katepsyna L. W pozycji P2 rozpoznaje, tak samo
jak katepsyna L, nienaturalne pochodne fenyloalaniny, w tym najlepiej 3,4-dichloro-L-
fenyloalaning (L-Phe(3,4-Clz), 100%), 4-bromo-L-fenyloalaning (L-Phe(4-Br), 61%)
oraz 4-metylo-L-fenyloalaning (L-Phe(4-Me), 60%), co $wiadczy o hydrofobowym
charakterze kieszeni wigzacej. W przeciwienstwie jednak do katepsyny L, kieszen
wigzaca S2 katepsyny V ma zdolno$¢ do rozpoznawania pochodnych alaniny —
I-naftylo-L-alaniny (L-1-Nal, 10%) oraz 2-naftylo-L-alaniny (L-2-Nal, 69%),
L-bifenyloalaniny (L-Bip, 24%) czy 4-benzoilo-L-fenyloalaniny (L-Bpa, 13%), co moze

zosta¢ wykorzystane przy syntezie zwigzku selektywnego dla tego enzymu (rys. 27).
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Rys. 27. Profil specyficznosci substratowej katepsyny V w pozycji P2. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajacego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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W  przypadku katepsyny S, w pozycji P2 najlepiej rozpoznawanym
aminokwasem jest kwas L-2-amino-kaprylowy (L-2-Aoc, 100%). Oprocz tego dobrze
hydrolizowane sg rowniez substraty zawierajace w pozycji P2: L-cykloheksyloalaning
(L-Cha, 71%), L-homocykloheksyloalaning (L-hCha, 36%), L-2-neopentyloglicyng
(L-NptGly, 37%) oraz N-e-(2-chlorobenzyloksykarbonylo)-L-lizyn¢ (L-Lys(2-Cl-Z),
33%). W pozycji tej rowniez sg rozpoznawalne pochodne L-fenyloalaniny (na poziomie
ok. 10%). Wneka S2 katepsyny S wykazuje preferencj¢ do duzych reszt hydrofobowych
(rys. 28).
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Rys. 28. Profil specyficzno$ci substratowej katepsyny S w pozycji P2. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Profil specyficznos$ci substratowej katepsyny K znaczaco rézni si¢ od profili
pozostatych katepsyn. W pozycji P2 najlepiej rozpoznawane sa naturalne aminokwasy,
takie jak L-leucyna (L-Leu, 100%), L-prolina (L-Pro, 97%) oraz L-izoleucyna (L-Ile,
85%). Reszta proliny nie byla rozpoznawana w przypadku innych przebadanych
katepsyn (rys. 24). Preferencje te przypisuje sie obecnosci Tyr®’ oraz Leu?*’
wystepujacych w kieszeni S2. Wérdd nienaturalnych reszt aminokwasowych, najlepiej
rozpoznawalnym aminokwasem byl kwas L-2-piperydynokarboksylowy (L-Pip, 94%),
dehydroleucyna (dhLeu, 88%), L-tioprolina (L-Thz, 67%) oraz L-2-neopentyloglicyna
(L-NptGly, 65%). Charakter chemiczny tego miejsca wigzacego wykazuje, tak jak
w przypadku pozostatych katepsyn, preferencje do aminokwaséw hydrofobowych
(rys. 29).
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Rys. 29. Profil specyficznosci substratowej katepsyny K w pozycji P2. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledna aktywnosé
enzymu przedstawiong jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajgcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Pozycja P3.

Kieszen wiazaca S3 badanych enzyméw wykazuje szeroka specyficznosé
substratowa 1 w przeciwienstwie do kieszeni S2 nie wykazuje specyficznosci
stereochemicznej preferujac zarowno L- jak i D-aminokwasy. Cecha wspo6lng wszystkich
enzymOow jest rozpoznawanie hydrofobowych reszt aminokwasowych zawierajacych
pierscienie alifatyczne badz aromatyczne — pochodne proliny czy reszty kwasu

aminobenzoesowego.
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Rys. 30. Profile specyficznosci substratowej katepsyny L, B, V, S oraz K w pozycji P3
przedstawione w postaci mapy cieplnej. Reakcje hydrolizy substratow tworzacych biblioteke
HyCoSuL monitorowano przez 40 minut (Aex = 355 nm, Aem = 460 nm). Profile specyficznosci
substratowej zostaly wyznaczone w sposob analogiczny jak w przypadku pozycji P2.
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Kieszen wigzaca S3 katepsyny L okazata si¢ bardziej tolerancyjna niz kieszen
S2 tego enzymu wykazujac szeroka specyficzno$¢ substratowa. Katepsyna L preferuje
w pozycji P3 aminokwasy zasadowe, takie jak L-arginina (L-Arg, 62%), L-lizyna (L-Lys,
72%), kwas L-2,3-diaminopropionowy (L-Dap, 45%), kwas L-2,4-diaminomastowy
(L-Dab, 41%), L-ornityna (L-Orn, 53%) czy guanidyno-L-homoalaning (L-Agb, 46%),
jednak najlepiej rozpoznawany jest kwas 2-aminobenzoesowy (2-Abz, 100%).
Co ciekawe, w tej pozycji niektore reszty D-aminokwasowe byty lepiej rozpoznawane
przez katepsyne L niz ich L-enancjomery, np. D-Leu (40%), L-Leu (16%), D-Phe (55%),
L-Phe (2%), D-Trp (18%), L-Trp (1%), D-Val (52%), L-Val (2%). Wskazuje to na brak

specyficznosci stereochemicznej wneki S3 (rys. 31).
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Rys. 31. Profil specyficznosci substratowej katepsyny L w pozycji P3. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledna aktywnosé
enzymu przedstawiong jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajgcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Katepsyna B w pozycji P3 rozpoznaje reszty aminokwasowe zawierajgce
ugrupowanie cykliczne. Najlepiej rozpoznawanymi zwigzkami sg L-fenyloglicyna
(L-Phg, 100%), kwas L-oktahydroindolokarboksylowy (L-Oic, 31%), kwas L-indolo-2-
karboksylowy (L-Idc, 48%), L-cykloheksyloalanina (L-Cha, 82%)
czy L-homocykloheksyloalanina (L-hCha, 59%). Oprocz tego kieszen S3 katepsyny B
preferuje dtugie alifatyczne tancuchy boczne, a wigc reszty takie jak L-leucyna (L-Leu,
42%), L-norleucyna (L-Nle, 65%) czy L-homoleucyna (L-hLeu, 94%). Wn¢ka
ta rozpoznaje zaroOwno L-aminokwasy, jak 1 D-aminokwasy, dlatego podobnie jak

kieszen S3 katepsyny L nie jest ona stereochemicznie selektywna (rys. 32).
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Rys. 32. Profil specyficznosci substratowej katepsyny B w pozycji P3. Na osi odcietych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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W przypadku katepsyny V wneka S3 preferuje reszty zawierajace w swojej
strukturze pierScien aromatyczny badz alifatyczny. Najlepiej rozpoznawalne
sg pochodne proliny: kwas L-indolo-2-karboksylowy (L-Idc, 100%), kwas-L-
oktahydroindolokarboksylowy (L-Oic, 74%), ale rowniez L-2-karboskychinoling¢ (L-Tic,
47%), reszty kwasu aminobenzoesowego (2-Abz, 82%; 3-Abz, 49%:; 4-Abz, 78%) oraz
L-fenyloglicyng¢ (L-Phg, 38%). Uzyskane wyniki pokazuja, Ze specyficzno$¢ tej kieszeni
jest bardzo szeroka, gdyz w tej pozycji, pomimo preferencji wobec aminokwasoéw
o cyklicznych fancuchach bocznych, rozpoznawanych jest wiele reszt aminokwasowych

o zréznicowanych wlasciwosciach (rys. 33).
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Rys. 33. Profil specyficznosci substratowej katepsyny V w pozycji P3. Na osi odcietych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledna aktywnos¢
enzymu przedstawiong jako procent aktywnos$ci enzymu wzgledem substratu zawierajacego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Kieszen wigzaca S3 katepsyny S wykazuje zblizony profil specyficznos$ci
substratowej do uzyskanego dla katepsyny V. Wneka ta rowniez preferuje w pozycji P3
reszty aminokwasowe z pierscieniem alifatycznym badz aromatycznym najlepiej
rozpoznajac kwas 4-aminobenzoesowy (4-Abz, 100%), kwas 3-aminobenzoesowy
(3-Abz, 52%), kwas 2-aminobenzoesowy (2-Abz, 47%), pochodne proliny jak: kwas L-
indolo-2-karboksylowy (L-Idc, 58%), kwas-L-oktahydroindolokarboksylowy (L-Oic,
47%) oraz L-fenyloglicyng¢ (L-Phg, 79%).
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Rys. 34. Profil specyficznosci substratowej katepsyny S w pozycji P3. Na osi odcietych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Katepsyna K, podobnie jak pozostate katepsyny, w pozycji P3 wykazuje szeroka
specyficzno$¢ substratowg. Profil specyficznosci w tej pozycji jest podobny do profili
uzyskanych dla pozostatych zbadanych katepsyn. Enzym ten w pozycji P3 najlepiej
rozpoznaje duze, hydrofobowe aminokwasy, jak reszty kwasu aminobenzoesowego
(4-Abz, 100%; 3-Abz, 73%, 2-Abz, 76%), kwas L-indolo-2-karboksylowy (L-Idc, 53%),
kwas-L-oktahydroindolokarboksylowy (L-Oic, 48%) czy dehydroleucyne (dhLeu, 54%).
W pozycji tej, podobnie jak katepsyna L, katepsyna K rozpoznaje D-izomery wszystkich

aminokwasow proteinogenicznych (rys. 35).
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Rys. 35. Profil specyficznosci substratowej katepsyny K w pozycji P3. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledna aktywnosé
enzymu przedstawiong jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajgcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Pozycja P4.
Profil specyficznosci substratowej kieszeni S4 katepsyn pokazat, ze wneka
ta charakteryzuje si¢ szeroka specyficznoscia badz jej brakiem rozpoznajac kazda reszta

aminokwasowa w pozycji P4 (rys. 36).
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Rys. 36. Profile specyficznosci substratowej katepsyny L, B, V, S oraz K w pozycji P4
przedstawione w postaci mapy cieplnej. Reakcje hydrolizy substratow tworzacych biblioteke
HyCoSuL monitorowano przez 40 minut (Aex = 355 nm, Aem = 460 nm). Profile specyficznosci
substratowej zostaly wyznaczone w sposob analogiczny jak w przypadku pozycji P2.
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Kieszen wigzaca S4 katepsyny L charakteryzuje si¢ dosy¢ szeroka
specyficznos$cia substratowa, jednak mozna zauwazy¢, ze w przeciwienstwie do kieszeni
S3 enzym ten nie rozpoznaje L-fenyloalaniny oraz jej nienaturalnych pochodnych.
W pozycji tej rOwniez nie sg preferowane duze, hydrofobowe reszty aminokwasowe jak
pochodne kwasu aminobenzoesowego czy nienaturalne pochodne tyrozyny: L-Tyr(Bzl),
L-hTyr, L-Tyr(2,6-Cl>-Bzl). Najlepiej rozpoznawanymi resztami sa aminokwasy
zasadowe: kwas  L-24-diaminomastowy  (L-Dab, 100%), kwas L-2,3-
diaminopropionowy (L-Dap, 88%), L-ornityna (L-Orn, 67%), guanidyno-L-homoalanina
(L-Agb, 50%), guanidyno-L-alanina (L-Agp, 61%), L-arginina (L-Arg, 50%),
L-histydyna (L-His, 76%), L-lizyna (L-Lys, 39%). Nie wykazuje rowniez selektywnosci

stereochemicznej rozpoznajac zarowno L- jak i D-aminokwasy (rys. 37).
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Rys. 37. Profil specyficzno$ci substratowej katepsyny L w pozycji P4. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledna aktywnosé
enzymu przedstawiong jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajgcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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W przypadku kieszeni wiagzacej S4 katepsyny B obserwujemy brak
specyficznosci substratowej. Rozpoznawane s3 wszystkie reszty aminokwasowe —
zarowno L- jak 1 D-aminokwasy, reszty hydrofobowe, polarne, rozgat¢zione, alifatyczne,
z pier§cieniami aromatycznymi. W tej pozycji uzyskano najwigkszy przyrost jednostek
fluorescencji w czasie dla dihydro-L-tryptofanu (L-Dht, 100%), N-benzyloksymetylo-L-
histydyny (L-His(3-Bom), 83%), estru cykloheksylowego kwasu L-glutaminowego
(L-Glu(O-cHx), 83%), estru benzylowego L-treoniny (L-Thr(Bzl), 85%),
czy L-homofenyloalaniny (L-hPhe, 79%), co wskazuje, ze nieznacznie lepiej
rozpoznawane s3 w tej pozycji aminokwasy z duzymi resztami hydrofobowymi. Reszty
zasadowe tez sa dobrze rozpoznawane w pozycji P4: kwas L-2,4-diaminomastowy
(L-Dab, 78%), kwas L-2,3-diaminopropionowy (L-Dap, 63%), L-argninia (L-Arg, 71%)
(rys. 38).
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Rys. 38. Profil specyficznosci substratowej katepsyny B w pozycji P4. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledna aktywnosé
enzymu przedstawiong jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajgcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Profil specyficznosci substratowej katepsyny V w pozycji P4 przypomina ten
uzyskany w przypadku katepsyny L. Wneka wigzaca S4 wykazuje rdwniez preferencje
do aminokwasow zasadowych takich jak: kwas L-2,3-diaminopropionowy (L-Dap,
100%), kwas L-2,4-diaminomastowy (L-Dab, 99%) i guanidyno-L-alanina (L-Agp,
85%). W matym stopniu hydrolizuje wigzania peptydowe po karboksylowej stronie
nienaturalnych pochodnych fenyloalaniny oraz duzych, hydrofobowych reszt
aminokwasowych w pozycji P4. Nie wykazuje rowniez selektywno$ci stereochemiczne;j

rozpoznajac zaréwno L- jak i D-aminokwasy (rys. 39).
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Rys. 39. Profil specyficznosci substratowej katepsyny V w pozycji P4. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnosc¢

enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Katepsyna S w pozycji P4 poza reszta ornityny akceptuje wszystkie badane
aminokwasy. Najwicksza preferencj¢ wykazuje w stosunku do izomerow reszt kwasu
aminobenzoesowego (3-Abz, 100%; 2-Abz, 70%; 4-Abz, 62%), estru benzylowego
L-hydroksyproliny (L-Hyp(O-Bzl), 66%) i sulfonu L-metioniny (L-Met(O)>, 62%)
(rys. 40).
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Rys. 40. Profil specyficzno$ci substratowej katepsyny S w pozycji P4. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledna aktywnosé
enzymu przedstawiong jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajgcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Wneka wigzaca S4 katepsyny K, poza reszta L-leucyny (L-Leu, 0%) oraz
L-norwaliny (L-Nva, 0%), rozpoznaje wszystkie pozostale reszty aminokwasowe
nie wykazujac okreslonych preferencji substratowych. Najlepiej rozpoznawalnymi
aminokwasami okazaly si¢ reszty zasadowe takie jak: 4-guanidyno-L-fenyloalanina
(L-Phe(guan), 100%), kwas L-2,4-diaminomastowy (L-Dab, 68%), kwas L-2,3-
diaminopropionowy (L-Dap, 82%), L-arginina (L-Arg, 44%), L-histydyna (L-His, 49%),
guanidyno-L-alanina (L-Agp, 72%) oraz duze reszty aminokwasowe jak:
L-bifenyloalanina (L-Bip, 58%) czy benzylo-L-histydyna (L-His(Bzl), 60%)
(rys. 41).
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Rys. 41. Profil specyficznosci substratowej katepsyny K w pozycji P4. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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3.1.2.2. Okreslenie specyficznosci substratowej katepsyn w Kkieszeni S1 przy
wykorzystaniu zdefiniowanej biblioteki substratow fluorogenicznych

Badane ludzkie katepsyny L, B, S, V oraz K naleza do tego samego klanu
proteaz wykazujac naktadajace si¢ specyficzno$ci substratowe w okre§lonych pozycjach.
W celu okreslenia preferencji kieszeni S1 i uzyskania jak najszerszego obrazu charakteru
chemicznego wszystkich miejsc wigzacych zsyntezowano opublikowang wczesniej
biblioteke zdefiniowang Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC [244]. Biblioteka ta sktada si¢ ze:

e stalego motywu P4-P2 (Ala-Arg-Leu) zaprojektowanego w oparciu
o uzyskane profile specyficznos$ci substratowej [32],

e znacznika ACC na C-kofnicu umozliwiajacego obserwacje przyrostu
fluorescencji w czasie trwania hydrolizy enzymatycznej,

e zmiennej pozycji P1, w ktorej wykorzystano reszty aminokwasowe (zar6wno
naturalne jak 1 nienaturalne) charakteryzujace si¢ rdéznorodna budowa
chemiczng. Sa tu zwiagzki wykazujace charakter kwasowy 1 zasadowy,
hydrofilowy oraz hydrofobowy, z dodatkowymi grupami chemicznymi,
atomami, rozgalezione czy alifatyczne. Wykorzystanie tak szerokiej gamy

zwigzkow pozwala szczegdlowo okresli¢ preferencje substratowe w danej

pozycji.

Substraty zostaly zsyntezowane w sposob analogiczny jak zdefiniowane
substraty w podrozdziale 3.1.1. korzystajac z protokotu Poreby [174, 244]. Schemat
syntezy przedstawiono na rys. 42.

Do okreslenia specyficzno$ci substratowej proteaz w pozycji Pl uzyto
enzymow w stezeniu: katepsyna L — 0,2 nM, katepsyna B oraz S — 5 nM, katepsyna V —
2,5 nM oraz katepsyna K — 1,5 nM. Stezenie substratow wynosito 10 pM. Pomiar
wykonano minimum dwukrotnie, a obliczone odchylenie standardowe dla uzyskanych
wynikow nie przekroczyto 10%. Wyniki przedstawiono w procentach wzglednej
aktywno$ci badanego enzymu wobec substratu, gdzie 100% to aktywno$¢ enzymu

wobec najlepszego substratu.
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Rys. 42. Schemat syntezy biblioteki zdefiniowanej P1 o sekwencji Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC.
Substraty zostaly zsyntezowane na podtozu statym z wykorzystaniem strategii Fmoc.
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W przypadku kieszeni wigzacej S1 katepsyny L, analiza wynikow wykazata,
ze niektore nienaturalne aminokwasy sa lepiej rozpoznawalne niz naturalna reszta
argininy (L-Arg, 33%). W przypadku tej pozycji najlepszym aminokwasem okazata
si¢ 4-metoksy-benzylo-L-cysteina (L-Cys(4-Me-O-Bzl), 100%), 4-metylo-benzylo-L-
cysteina (L-Cys(4-MeBzl), 86%), benzylo-L-cysteina (L-Cys(Bzl), 40%) czy ester
benzylowy kwasu L-glutaminowego (L-Glu(O-Bzl), 30%). Co ciekawe, w tej pozycji
rébwniez jest rozpoznawana metylowana oraz podwojnie metylowana arginina
(L-Arg(Me), 21%, L-Arg(Me),, 16%). Pokazuje to, ze kieszen ta z jednej strony jest
na tyle duza, ze moze pomie$ci¢ duze i hydrofobowe reszty aminokwasowe, a z drugiej
jest ujemnie naladowana, gdyz akceptuje argining. Wykazuje rowniez silng
stereospecyficzno$¢ nie hydrolizujac zwigzkow zawierajacych w  pozycji Pl

D-aminokwasy (rys. 43).
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Rys. 43. Profil specyficznosci substratowej katepsyny L w pozycji P1. Na osi odcietych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Katepsyna B w pozycji P1 wykazuje specyficznos¢ substratowa podobnag
do specyficznosci katepsyny L. Widoczna jest preferencja do duzych hydrofobowych
reszt aminokwasoéw nienaturalnych jednoczes$nie rozpoznajac w tej pozycji roOwniez
reszty zasadowe. Jest specyficzna stereochemicznie nie rozpoznajac D-aminokwasow.
Najlepiej rozpoznawanym aminokwasem jest 4-metoksy-benzylo-L-cysteina (L-Cys(4-
Me-0O-Bzl), 100%), 4-metylo-benzylo-L-cysteina (L-Cys(4-MeBzl), 76%), benzylo-L-
cysteina (L-Cys(Bzl), 40%), N-g-(2-chlorobenzyloksykarbonylo)-L-lizyna
(L-Lys(2-Cl-Z), 85%). Z naturalnych aminokwas6w najlepsza okazala si¢ arginina

(L-Arg, 10%) (rys. 44).
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Rys. 44. Profil specyficzno$ci substratowej katepsyny B w pozycji P1. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Profil specyficzno$ci substratowej w pozycji P1 katepsyny V jest podobny jak
w przypadku katepsyny L oraz B. W tej pozycji réwniez najlepiej rozpoznawang reszta
jest 4-metoksy-benzylo-L-cysteina (L-Cys(4-Me-O-Bzl), 100%), 4-metylo-benzylo-L-
cysteina (L-Cys(4-MeBzl), 97%), benzylo-L-cysteina (L-Cys(Bzl), 33%), ester
benzylowy kwasu L-glutaminowego (L-Glu(O-Bzl), 26%) oraz N-e-(2-
chlorobenzyloksykarbonylo)-L-lizyna (L-Lys(2-CI-Z), 26%). Ws$réd aminokwasow
naturalnych najlepiej pasujaca resztg jest arginina (L-Arg, 10%) (rys. 45).
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Rys. 45. Profil specyficznosci substratowej katepsyny V w pozycji P1. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnosc
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Kieszen wigzaca S1 katepsyny S wykazuje preferencje do tych samych reszt
aminokwasowych, co opisane powyzej katepsyny. Najlepiej rozpoznawalnymi resztami
sa duze, hydrofobowe pochodne cysteiny i lizyny: L-Cys(4-MeBzl), 100%, L-Cys(4-Me-
0O-Bzl), 87%, L-Lys(2-Cl-Z), 48%, L-Cys(Bzl), 45%. Wsr6éd aminokwasow naturalnych
najlepiej rozpoznawang reszta jest lizyna (L-Lys, 13%) oraz arginina (L-Arg, 12%)
(rys. 46).
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Rys. 46. Profil specyficzno$ci substratowej katepsyny S w pozycji P1. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Profil specyficznoséci substratowej kieszeni S1 katepsyny K jest podobny
do profili uzyskanych dla pozostalych enzymow. Najbardziej preferowanymi resztami
sa duze, hydrofobowe pochodne: cysteiny L-Cys(4-MeOBzl) - 100%, L-Cys(MeBzl) —
86%, L-Cys(Bzl) — 28%, lizyny L-Lys(2-Cl-Z) — 41% czy kwasu glutaminowego
L-Glu(O-Bzl) — 19%. Wsréd aminokwasdéw naturalnych najlepsze okazaty si¢
aminokwasy zasadowe jak L-arginina (15%) czy L-lizyna (8%) (rys. 47).
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Rys. 47. Profil specyficznosci substratowej katepsyny K w pozycji P1. Na osi odcietych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze kieszen wigzaca S1
we wszystkich badanych katepsynach jest silnie konserwatywna. Enzymy te wykazuja
podobne preferencje substratowe. Kieszen S1 nie rozpoznaje badz hydrolizuje bardzo
stabo nieliczne substraty zawierajace w tej pozycji reszty D-aminokwasowe.
We wszystkich  przypadkach najlepiej rozpoznawanymi resztami byly duze,
hydrofobowe pochodne cysteiny oraz lizyny. W$rdd aminokwasow naturalnych
rozpoznawane byty reszty zasadowe jak arginina i lizyna. Wykazano réwniez zdolnos¢
badanych katepsyn do hydrolizy substratow zawierajacych w pozycji P1 metylowana
reszte argininy (rys. 48).
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Rys. 48. Profile specyficznosci substratowej katepsyny L, B, V, S oraz K w pozycji P1
przedstawione w postaci mapy cieplnej. Reakcje hydrolizy substratow tworzacych biblioteke
HyCoSuL monitorowano przez 40 minut (Aex = 355 nm, Aem = 460 nm). Profile specyficznosci
substratowej zostaly wyznaczone w sposob analogiczny jak w przypadku pozycji P2.



3.1.2.3. Badanie specyficznosci substratowej Kkieszeni S1° oraz S2’° katepsyn
przy wykorzystaniu kombinatorycznej biblioteki substratow typu IQF

W celu doglgbnego poznania profilu specyficznosci substratowej (réwniez
po stronie primowanej) zsyntezowano kombinatoryczng bibliotekg substratow typu IQF
o nastepujacych strukturach:

o ACC-BAla-Ala-Arg-Leu-Arg-Mix-P2’-Gly-Lys(Dnp)
e ACC-BAla-Ala-Arg-Leu-Arg-P1’-Mix-Gly-Lys(Dnp), gdzie

ACC to znacznik fluorogeniczny, bedacy donorem fluorescencji, Lys(Dnp) jest
jej wygaszaczem (akceptorem fluorescencji), P1° i P2’ to odpowiednio jeden z 96
naturalnych lub nienaturalnych aminokwasoéw, a Mix to mieszanina aminokwaséw
naturalnych (z pominigciem cysteiny i metioniny oraz z norleucyng). Jako sekwencj¢ P4-
P1 wykorzystano sekwencj¢ kontrolng zlozong z naturalnych aminokwasow
irozpoznawang przez wszystkie katepsyny, obecna glicyna na pozycji P3’ pehita
funkcje linkera miedzy pozycja P2’ a pochodng lizyna z grupa 2,4-dinitrofenylowa.
Analogicznie -alanina w pozycji P5 oddzielata fluorofor ACC od reszty znajdujacej si¢
w pozycji P4.

Syntezg substratéw typu IQF wchodzacych w skfad biblioteki P1’
przeprowadzono na podiozu stalym. Do syntezy uzyto zywicy amidowej Fmoc-Rink
Amide AM o stopniu podstawienia 0,64 mmol/g. W pierwszej kolejnosci do zywicy
przytaczono Fmoc-Lys(Dnp)-OH za pomoca HATU oraz 2,4,6-trimetylopirydyny.
W kolejnym kroku usunieto grupe ochronng Fmoc wykorzystujac 20% roztwor
piperydyny w DMF i przytaczono Fmoc-Gly-OH. W kolejnej pozycji (P2’) przytaczono
réwnomolowa mieszaning aminokwasOw wykorzystujac mieszaning izokinetycznag,
ktora skladata si¢ z 18 naturalnych aminokwaséw i norleucyny zabezpieczonych grupa
ochronng Fmoc. Mieszaning t¢ przylaczono uzywajac jako odczynnikdéw sprzegajacych
DICI oraz HOBt. Po usuni¢ciu grupy ochronnej Fmoc, zywice wysuszono i podzielono
na 96 porcji, ktore umieszczono w aparacie do pétautomatycznej syntezy rownolegte;.
Nastepnie do kazdej porcji przytaczono jedng z 96 naturalnych lub nienaturalnych reszt
aminokwasowych. W przypadku substratow z biblioteki P2’ po przylaczeniu Fmoc-Gly-
OH zywicg¢ podzielono na 96 porcji i najpierw przytaczono jeden z 96 naturalnych lub
nienaturalnych aminokwaséw, a potem do kazdego substratu dotgczono mieszaning
réwnomolowa (18 naturalnych aminokwaséw 1 norleucyna). W kolejnych etapach

przytaczono w pozycji P1 Fmoc-Arg(Pbf)-OH, w pozycji P2 Fmoc-Leu-OH, w pozycji
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P3 Fmoc-Arg(Pbf)-OH, w pozycji P4 Fmoc-Ala-OH. Jako ostatnig przytaczono reszte
Fmoc-ACC-BAla-OH. Koncowym etapem byto usuniecie grupy Fmoc znajdujacej si¢
na N-koncu, wysuszenie zywicy i uwolnienie zwigzku z no$nika statego. Otrzymane
substraty zliofilizowano, rozpuszczono w DMSO do koncowego st¢zenia 20 mM
1 przechowywano w temperaturze -20°C. Substraty z biblioteki P1’ zostaty zsyntezowane
analogicznie.

Fragment zawierajacy fluorofor oraz linker — Fmoc-ACC-BAla-OH
zsyntezowano osobno na podlozu statym. Do tego celu wykorzystano zywicg 2-
chlorotritylowa, dzigki czemu po hydrolizie zwigzku z zywicy otrzymano produkt
z wolng grupg karboksylowg. Pierwsza reszte¢ Fmoc-BAla-OH przytaczono do nosnika
statego przy uzyciu N, N-diizopropyloetyloaminy (DIPEA) w dichlorometanie. Nastgpnie
usuni¢to grupe Fmoc za pomocg 20% roztworu piperydyny w N, N-dimetyloformamidzie
(DMF) 1 przytaczono fluorofor — Fmoc-ACC-OH przy uzyciu odczynnikow
sprzegajacych (HATU/2,4,6-kolidyny). Po zakonczeniu syntezy fragment uwolniono
znosnika statego za pomoca mieszaniny TFA:TIPS:H>O (95%:2,5%:2,5%, v/v/v),
zliofilizowano, sprawdzono czysto$¢, potwierdzono mas¢ czasteczkowa na LC-MS
1 uzyto do dalszej reakcji bez wezesniejszego oczyszczania.

Analize kinetyczng prowadzono stosujac stezenie substratow biblioteki P1’ oraz
P2’ w wysokos$ci 1 uM, natomiast st¢zenia proteaz wynosity odpowiednio: katepsyna L
— 0,02 nM, katepsyna B — 3 nM, katepsyna V — 0,1 nM, katepsyna S — 0,2 nM oraz
katepsyna K — 0,4 nM.

Specyficznos¢ substratowa ludzkich katepsyn L, B, V, S oraz K w pozycji P1’

przedstawiono na rys. 49.
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Pozycja P1’

ACC-Ala-Ala-Arg-Leu-Arg-P1>-Mix-Gly-Lys(DNP)
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Rys. 49. Profile specyficznosci substratowej katepsyny L, B, V, S oraz K w pozycji P1’
przedstawione w postaci mapy cieplnej. Reakcje hydrolizy substratow tworzacych biblioteke
HyCoSuL monitorowano przez 40 minut (Aex = 355 nm, Aem = 460 nm). Profile specyficznosci
substratowej zostaly wyznaczone w sposob analogiczny jak w przypadku pozycji P2.
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Kieszen wigzaca S1° katepsyny L wykazuje szeroka specyficznos¢ substratowa,
a najlepiej rozpoznawanymi resztami s3: kwas L-2,3-diaminopropionowy (L-Dap,
100%), L-seryna (L-Ser, 91%), L-homoseryna (L-hSer, 81%), L-histydyna (L-His, 81%),
L-alanina (L-Ala, 83%) oraz kwas L-2,4-diaminomastowy (L-Dab, 71%). Katepsyna L
nie toleruje w pozycji P1° L-proliny (L-Pro, 4%) i jej pochodnych, B-alaniny (B-Ala, 1%)

oraz kwasu 2-aminoizomastowego (L-Aib, 1%) (rys. 50).
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Rys. 50. Profil specyficznosci substratowej katepsyny L w pozycji P1°. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnosc
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Kieszen wigzaca S1’ katepsyny B nie wykazuje specyficznosci substratowej
rozpoznajac wszystkie reszty aminokwasowe (rys. 51). Najlepiej w tej pozycji
hydrolizowany jest ester benzylowy L-homoseryny (L-hSer(Bzl), 100%), L-homoalanina
(L-Abu, 82%), L-norwalina (L-Nva, 56%) oraz 2-tienylo-L-alanina (L-Ala(2-th), 54%).
W przeciwienstwie do katepsyny L, mate zasadowe reszty sga stabo hydrolizowane

(L-Dap, 2%, L-Dab 7%).
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Rys. 51. Profil specyficznosci substratowej katepsyny B w pozycji P1°. Na osi odcietych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Profil specyficznosci katepsyny V w pozycji P1”’ jest podobny jak w przypadku
katepsyny L (rys. 52). Prolina oraz jej pochodne nie sg preferowane w tej pozycji (L-Pro,
2%; L-Hyp, 1%; L-Hyp(Bzl), 3%), tak samo jak [-alanina (BAla, 4%) i1 kwas
2-aminoizomastowy (L-Aib, 1%). Najlepiej rozpoznawane sg krotkie, nierozgalezione
reszty aminokwasowe  jak: L-homoalanina  (L-Abu, 100%), kwas
L-2,3-diaminopropionowy (L-Dap, 89%), L-alanina (L-Ala, 97%), L-seryna (L-Ser,
96%), L-treonina (L-Thr, 73%), L-homoseryna (L-hSer, 92%) czy L-norwalina (L-Nva,
81%).
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Rys. 52. Profil specyficznosci substratowej katepsyny V w pozycji P1°. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajacego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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W pozycji P1’ katepsyna S podobnie jak katepsyna V oraz L nie rozpoznaje
reszty L-proliny i jej pochodnych (L-Pro, 0%; L-Hyp, 0%; L-Hyp(Bzl), 1%) oraz
B-alaniny (B-Ala, 3%). Stabo hydrolizuje réwniez substraty z aminokwasami
zasadowymi (L-Arg, 7%; L-His, 11%; L-Lys, 6%; L-Dap, 11%; L-Dab, 2%, L-Orn, 4%,
L-Agp 3%, L-Agb 17%). Najlepiej rozpoznawang resztg jest L-metionina (L-Met, 100%),
L-norwalina (L-Nva, 90%), L-leucyna (L-Leu, 83%) i L-homoleucyna (L-hLeu, 76%).
Cecha wspdlng tych reszt jest podobny charakter chemiczny - niepolarny, alifatyczny

tancuch boczny.
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Rys. 53. Profil specyficznosci substratowej katepsyny S w pozycji P1°. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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W przypadku kieszeni wigzacej S1’° katepsyny K widoczna jest preferencja
do alifatycznych tancuchéw polarnych, takich jak L-alanina (L-Ala, 100%),
L-homoseryna (L-hSer, 98%), L-norwalina (L-Nva, 95%) czy L-seryna (L-Ser, 89%).
Podobnie jak pozostate katepsyny, kieszen S1’° katepsyny K nie preferuje proliny i jej
pochodnych (L-Pro, 0%; L-Hyp, 0%; L-Hyp(Bzl), 1%) (rys. 54).
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Rys. 54. Profil specyficznosci substratowej katepsyny K w pozycji P1°. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Pozycja P2’

ACC-BAla-Ala-Arg-Leu-Arg-Mix-P2’-Gly-Lys(DNP)
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Rys. 55. Profile specyficznosci substratowej katepsyny L, B, V, S oraz K w pozycji P2’
przedstawione w postaci mapy cieplnej. Reakcje hydrolizy substratow tworzacych biblioteke

HyCoSuL monitorowano przez 40 minut (Aex = 355 nm, Aem = 460 nm). Profile specyficznosci
substratowej zostaly wyznaczone w sposob analogiczny jak w przypadku pozycji P2.

W przypadku kieszeni S2” wszystkich katepsyn nie mozna ustali¢ specyficznosci

substratowej (rys. 55). W pozycji P2’ kazda reszta aminokwasowa jest rozpoznawana

w mniejszym lub wigkszym stopniu przez te enzymy proteolityczne.

Najlepiej rozpoznawane reszty to:

dla katepsyny L: L-norwalina (L-Nva, 100%), L-alanina (L-Ala, 88%),
L-lizyna (L-Lys, 86%), L-arginina (L-Arg, 81%) (rys. 56),

dla katepsyny B: benzylo-L-cysteina (L-Cys(Bzl), 100%), L-norwalina
(L-Nva, 75%), 4-metylobenzylo-L-cysteina (L-Cys(MeBzl), 71%) (rys. 57),
dla katepsyny V: benzylo-L-cysteina (L-Cys(Bzl), 100%), L-metionina
(L-Met, 98%), L-alanina (L-Ala, 91%), L-homoalanina (L-Abu, 95%)
(rys. 58),

dla katepsyny S: ester benzylowy L-treoniny (L-Thr(O-Bzl), 100%), glicyna
(Gly, 93%), 4-metoksybenzylo-L-cysteina (L-Cys(4-MeOBzl), 95%)
(rys. 59),

dla katepsyny K: L-alanina (L-Ala, 100%), L-homoalanina (L-Abu, 91%),
L-seryna (L-Ser, 73%), L-metionina (L-Met, 74%) (rys. 60).
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Katepsyna L
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Rys. 56. Profil specyficznosci substratowej katepsyny L w pozycji P2’. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Rys. 57. Profil specyficznosci substratowej katepsyny B w pozycji P2’. Na osi odcietych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos¢
enzymu przedstawiong jako procent aktywno$ci enzymu wzgledem substratu zawierajacego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Katepsyna V
ACC-BAla-Ala-Arg-Leu-Arg-Mix-P2'-Gly-Lys(Dnp)
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Rys. 58. Profil specyficzno$ci substratowej katepsyny V w pozycji P2°. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajacego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Rys. 59. Profil specyficznosci substratowej katepsyny S w pozycji P2’. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.
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Katepsyna K
ACC-BAla-Ala-Arg-Leu-Arg-Mix-P2'-Gly-Lys(Dnp)

Katepsyna K
ACC-BAla-Ala-Arg-Leu-Arg-Mix-P2'-Gly-Lys(Dnp)

Rys. 60. Profil specyficznosci substratowej katepsyny K w pozycji P2’. Na osi odcigtych
przedstawiono skrocone nazwy reszt aminokwasowych, na osi rzednych wzgledng aktywnos$c
enzymu przedstawiona jako procent aktywnosci enzymu wzgledem substratu zawierajagcego
najlepiej rozpoznawany aminokwas.

3.1.3. Zaprojektowanie, synteza oraz analiza Kkinetyczna tetrapeptydowych

substratow dedykowanych katepsynie S

Do tej pory w literaturze opisano profil specyficznos$ci substratowej
katepsyny S oraz kilka substratow dedykowanych badaniu jej aktywnos$ci [130, 140,
249]. Sekwencje te ztozone sg wylacznie z naturalnych aminokwasow, dlatego w celu
znalezienia selektywnej sekwencji wykorzystano nienaturalne aminokwasy wybrane
na podstawie otrzymanych wynikow specyficzno$ci substratowej. W tej czesci pracy
skupiono si¢ na zaprojektowaniu substratow z optymalnymi resztami aminokwasowymi
— zar6wno naturalnymi jak i nienaturalnymi - w pozycjach P4-P1 wyselekcjonowanymi
na podstawie otrzymanych wyzej profili specyficznosci substratowej. Na tym etapie
badan pomini¢to wyniki otrzymane dla pozycji P1’ oraz P2’, gdyz badane katepsyny
wykazywaty nakladajace si¢ specyficzno$ci substratowe. W ramach niniejszej dysertacji
skupiono si¢ na opracowaniu selektywnej sekwencji tetrapeptydowej dla katepsyny S,
ktérag w przyszto$ci mozna wydhuzy¢ o reszty w pozycjach P1’ oraz P2’. Opierajac si¢
o r6zne kombinacje wybranych aminokwaséw w pozycjach P4-P1 zaprojektowano 101
substratow tetrapeptydowych ze znacznikiem fluorescencyjnym ACC w pozycji P1’ oraz
z grupg acetylowg chronigcg N-koncowa grupe aminowa. Zwigzki zostaty zsyntezowane

metoda syntezy na podlozu statym z wykorzystaniem zywicy amidowej. Wydluzanie
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tancucha peptydowego mozliwe byto dzigki wykorzystaniu komercyjnie dostgpnych
aminokwasow z grupa ochronng Fmoc znajdujaca si¢ na reszcie aminowej oraz innych
grup chronigcych tancuchy boczne. Do zywicy typu Rink Amide AM przytaczono
znacznik fluorescencyjny ACC, a nastepnie kolejne reszty aminokwasowe w pozycjach
P4-P1. N-koficowe grupy aminowe substratow zascetylowano (z wyjatkiem substratow
z L-Idc w pozycji P4), nastepnie uwolniono je z zywicy, wytragcono w eterze dietylowym
1 oczyszczono wykorzystujac polpreparatywne HPLC. Mas¢ czasteczkowa kazdego
zwigzku potwierdzono za pomoca ESI-MS, a ich czysto$¢ poprzez analityczne HPLC.
Zwiazki poddano liofilizacji i rozpuszczono w DMSO do ste¢zenia koncowego 20 mM.

W centrum aktywnym wielu enzyméw proteolitycznych mozemy spotkaé
si¢ z tzw. efektem kooperatywnosci kieszeni wigzacych, ktory polega na oddziatywaniu
sasiadujacych ze soba kieszeni, przez co obserwuje si¢ zmian¢ ich specyficznosci
substratowej z zaleznos$ci od tego, jakie reszty aminokwasowe sg z nimi zwigzane [252].
Jest to czeste zjawisko wsrdd enzymow proteolitycznych, dlatego po otrzymaniu profili
specyficznos$ci substratowej nalezy dokona¢ walidacji wynikow. W tym celu analizie
kinetycznej poddano zaprojektowane substraty dedykowane katepsynie S. Stezenie
substratoéw wynosito 10 pM, natomiast stezenie enzymdéw odpowiednio: katepsyna L -
0,2 nM, katepsyna B i S - 5 nM, katepsyna V - 2,5 nM, katepsyna K - 1,5 nM. Pomiary
wykonano minimum dwukrotnie, a odchylenie standardowe nie przekraczato 10%
(rys. 61).

Projektujac substraty tetrapeptydowe wybierano te reszty aminokwasowe, ktore
byty rozpoznawane przez katepsyne¢ S, ale przede wszystkim wykazywaty najwiekszy
stopien selektywno$ci wobec tego enzymu. Nie brano zatem pod uwage wylacznie reszt
aminokwasowych zapewniajacych wysoka aktywnos¢ enzymu (wysoka warto$¢ RFU/s),
ale takie ktore byly preferowane przez katepsyne S, a z drugiej strony byty duzo gorzej
rozpoznawane przez pozostale enzymy. Substraty te w pozycji P1 zawieraty: L-Glu(O-
Me), L-Arg, L-GIn, L-Aad, L-Cys(MeBzl), L-Glu oraz L-Thr. W pozycji P2 wybrano
hydrofobowe: L-Lys(2-Cl-Z), L-hLeu, L-hCha, L-2-Aoc oraz L-Met(O2). W pozycji P3
znajdowaty si¢ reszty L-Arg, L-Cit, L-Ile, L-Glu(O-Me) oraz reszty zawierajace w swojej
budowie pierscien, jak: L-Phe(2-Cl), L-Phe(2-F), L-Tic. W pozycji P4 wstawiono duze,
hydrofobowe pochodne: L-Phe(Fs), L-Arg(Z2), L-Tyr(2,6-ClxBzl), L-Hyp(Bzl), L-Idc,
L-Trp(Me), pochodne metioniny: L-Met, L-Met(O), L-Met(O2) oraz L-Glu, L-Abu,
L-Tle.
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Rys. 61. Wynik przesiewowych badan kinetycznych substratow dedykowanych katepsynie S.
Szybkos¢ hydrolizy substratow (RFU/s) mierzono przez 30 minut (A = 355 nm,
Aem = 460 nm). Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + s.d. Stezenie substratow wynosito
10 uM, a stezenie enzymow odpowiednio: katepsyna L — 0,2 nM, katepsyna B i S — 5 nM,
katepsyna V — 2,5 nM, katepsyna K — 1,5 nM. Sekwencje substratow przedstawiono w czgsci
eksperymentalnej (tab. 7).
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Na podstawie otrzymanych wynikow do dalszej analizy wybrano 22 substraty
i wykonano ponowny pomiar aktywno$ci enzymatycznej przy stezeniach substratow

wynoszacych 10 uM oraz jednakowym stezeniu wszystkich katepsyn wynoszacym 5 nM

(rys. 62).

Na podstawie uzyskanych wynikow do dalszej analizy wybrano substrat
JG_103 (Ac-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-Me)-ACC), ktéry zawieral modyfikacje
potranslacyjng w pozycji P1 (metylacja kwasu glutaminowego) i w pozycji P3
(cytrulinacja argininy) oraz wykazywal wysoki stosunek selektywnosci wobec
katepsyny S. W dalszym kroku zdecydowano o wykorzystaniu sekwencji peptydowej

substratu JG_103 w syntezie markera chemicznego, by sprawdzi¢ jego selektywnos¢

w inhibicji katepsyny S.
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Rys. 62. A) Wynik przesiewowych badan kinetycznych wybranych 22 substratow
dedykowanych katepsynie S przy stezeniu substratow 10 uM i jednakowym stgzeniu katepsyn
(5 nM). Szybkos¢ hydrolizy substratow (RFU/s) mierzono przez 30 minut (A = 355 nm,
Aem = 460 nm). Dane przedstawiono jako wartosci srednie + s.d. Kontrolg oznaczono substrat
o sekwencji: Ac-Ala-Arg-Leu-Arg-ACC. B) Na wykresie dolnym przedstawiono poréwnanie
8 substratow wykazujacych wysoka selektywnos$¢ wobec katepsyny S.
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3.1.4. Zaprojektowanie, synteza i analiza kinetyczna fluorescencyjnego markera

chemicznego

Markery chemiczne zawierajace znacznik fluorescencyjny sa doskonalym
narzedziem umozliwiajacym obrazowanie aktywnosci enzyméw proteolitycznych
i proceséw komorkowych w probkach biologicznych. Zwiazki te w swojej strukturze
zawierajg reaktywng grupe wigzaca miejsce aktywne, specyficzng sekwencje
peptydowa, linker oraz znacznik (np. fluorofor, biotyng, jon metalu). W przypadku
proteaz cysteinowych, do ktorych naleza katepsyny, jako grupe wigzaca stosuje
si¢ acyloksymetyloketon (AOMK) zawierajacy pierscien fenylowy z dwoma grupami
metylowymi w pozycjach -2 1 -6. Acyloksymetyloketony wykazuja wysoki poziom
selektywnosci wigzac katalityczng cysteing znajdujaca si¢ w centrum aktywnym proteaz
cysteinowych. Cechujg si¢ rowniez lipofilowos$cia, przez co przenikaja przez blony
komorkowe, dzigki czemu moga by¢ z powodzeniem stosowane w badaniach
prowadzonych na modelach komoérkowych [253]. Funkcje specyficznej sekwencji
peptydowej pehita sekwencja substratu JG_103 (Ac-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-
Me)-ACC). Jako linker wykorzystano politlenek etylenu (PEG), ktorego zadaniem bylo
oddalenie znacznika fluorescencyjnego od sekwencji peptydowej oraz zwigkszenie
rozpuszczalno$ci markera chemicznego. Jako znacznik wykorzystano fluorescencyjny
barwik cyjaninowy CyS5, ktory charakteryzuje si¢ wysokim molowym wspotczynnikiem
ekstynkcji, co umozliwia skuteczng wizualizacj¢ biatek w niskich stezeniach (nawet
1 nM) [254].

Synteza fluorescencyjnego markera chemicznego obejmowata cztery etapy.
W pierwszym kroku zsyntezowano grupe wigzaca (ang. warhead) odpowiednig
dla katepsyny S. W tym celu wygenerowano diazometan, a N-zabezpieczony aminokwas
(Boc-Glu(O-Me)-OH) przeksztalcono w bezwodnik w reakcji z chloromréwczanem
izobutylu. Kolejno otrzymany bezwodnik dodawano do eterowego roztworu
diazometanu (CH2Nz) w celu otrzymania diazometyloketonu. Nastepnie do mieszaniny
reakcyjnej wkraplano kwas bromowodorowy w kwasie octowym, co mialo na celu
otrzymanie bromometyloketonu (Boc-Glu(O-Me)-BMK). Ostatnim etapem w syntezie
grupy  wigzacej bylo  przeksztalcenie  otrzymanego  bromometyloketonu
w acyloksymetyloketon  (Boc-Glu(O-Me)-AOMK), ktory jest elektrofilowym
ugrupowaniem selektywnie wigzacym si¢ w miejscu aktywnym proteaz cysteinowych.

Na rys. 63 przedstawiono schemat syntezy grupy wiazacej.
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Rys. 63. Schemat syntezy grupy wiazacej dla proteaz cysteinowych Boc-Glu(O-Me)-AOMK.
Do roztworu N-zabezpieczonego aminokwasu rozpuszczonego w tetrahydrofuranie (THF)
dodano chloromréwczan etylu oraz N-metylomorfolina. Po 20 minutach, mieszany bezwodnik
zostal dodany do wygenerowanego wczesniej eterowego roztworu diazometanu. Reakcje
prowadzono na mieszadle magnetycznym z mieszaniem przez godzing, po czym do mieszaniny
reakcyjnej  wkroplono HB1/AcOH. Otrzymany bromometyloketon przeksztalcono
w acyloksymetyloketon uzywajac kwasu 2,6-dimetylobenzoesowego.

Drugim etapem byta synteza sekwencji peptydowej Boc-PEG(4)-Phe(Fs)-Cit-
Lys(2-Cl-Z)-OH. Zwiazek ten musial mie¢ wolng grupe karboksylowa na C-koncu,
by w dalszym etapie mogt zosta¢ przylaczony do grupy wiagzacej, dlatego synteze
prowadzono na zywicy 2-chlorotritylowej. W skrécie do zywicy przylaczono reszte
Fmoc-Lys(2-Cl1-Z)-OH przy uzyciu DIPEA w dichlorometanie. Nast¢pnie usuni¢to grupe
ochronng Fmoc przy pomocy 20% roztworu piperydyny w DMF i przylaczono kolejna
reszt¢ aminokwasowa (Fmoc-Cit-OH) stosujac jako odczynniki sprzegajace HOBt/DICI.
Po czterogodzinnej reakcji sprzggania i negatywnym wyniku testu ninhydrynowego
przylaczono ostatnig reszt¢ aminokwasowa, Fmoc-Phe(Fs)-OH stosujac HOBt/DICI
jako odczynniki sprzggajace. Po usunigciu grupy Fmoc przylaczono linker, Boc-NH-
PEG(4)-COOH uzywajac takich samych odczynnikow sprzegajacych, po czym fragment
peptydowy odlaczono od zywicy za pomocg mieszaniny TFE:DCM:AcOH (1:8:1,
v/v/v), zliofilizowano i uzyto do dalszej reakcji bez wczesniejszego oczyszczania.

W kolejnym etapie syntezy inhibitora sprz¢gnigto fragment peptydowy z grupa
wiazaca, Boc-Glu(O-Me)-AOMK. W tym celu usunieto grupg ochronng Boc otrzymujac
H>N-Glu(O-Me)-AOMK i potaczono ja z fragmentem peptydowym Boc-PEG-Phe(Fs)-
Cit-Lys(2-Cl-Z)-OH za pomoca odczynnikdéw sprzegajacych 2,4,6-trimetylopirydyny
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1 HATU w DMF wykorzystujac metod¢ syntezy w roztworze. Reakcje sprzggania
prowadzono 4 godziny, a nastgpnie mieszaning reakcyjng oczyszczono na HPLC
i zliofilizowano. Ostatni etap polegal na sprzggnigciu otrzymanego produktu
z fluoroforem. Synteze rozpoczgto od usunigcia grupy ochronnej Boc wykorzystujac
mieszaning TFA:TIPS:DCM (75%:5%:20%) 1 przytaczono fluorofor w postaci estru
sukcynimidowego (Cy5-NHS). Reakcje prowadzono przez 2 godziny w DMEF, stosujac
trzykrotny nadmiar DIPEA, po czym produkt oczyszczono na HPLC, zliofilizowano,
rozpuszczono w DMSO do stgzenia 10 mM i przechowywano w -20°C.

Koncowym etapem badan bylo sprawdzenie aktywnos$ci oraz selektywnosci
otrzymanego fluorescencyjnego markera chemicznego poprzez wyznaczenie
parametrow kinetycznych wobec katepsyny L, B, V, S oraz K. W tym celu w siedmiu
dotkach biatej ptytki typu Corning® przygotowano seryjne rozcienczenie markera
chemicznego, a nast¢pnie dodano do nich substrat kontrolny Ac-Ala-Arg-Leu-Arg-ACC
oraz enzym. Tym samym badano stopien hydrolizy danego substratu w zaleznosci
od uzytego stgzenia markera chemicznego. Rownolegle, w 6smym dotku, prowadzony
byt pomiar kontrolny, w ktorym znajdowatl si¢ wyltacznie substrat i enzym, dzigki czemu
obserwowana byta hydroliza tego substratu bez markera chemicznego. W badaniu zakres
stezen markera chemicznego wynosit od 4 nM do 25 uM w zalezno$ci od badanej
katepsyny, stezenie substratu wynosito 30 uM lub 100 puM, stezenie enzyméw od 2 nM
do 2,64 nM, a objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 100 pl.

Na podstawie uzyskanych wykresow w programie SoftMax Pro,
przedstawiajacych przyrost jednostek fluorescencji w czasie w funkcji st¢zenia markera
chemicznego, w programie GraphPad Prism wyznaczono pozorne state szybkosci (Kobs).
Wykorzystujac analize regresji nieliniowej, stale te zostaly okreslone oddzielnie dla
kazdego st¢zenia markera chemicznego. Nastepnie uzyskane warto$ci zestawiono
z odpowiednimi dla nich stezeniami markera chemicznego i wykorzystujac regresje
liniowa uzyskano pozorng statg szybko$¢ inhibicji Il-rzedu (kobs(app)/I). W celu
wyznaczenia wlasciwosci inhibicyjnych danego markera chemicznego w stosunku

do poszczegdlnych enzymow wykorzystano wartos$¢ kobs/I, ktorag wyliczono z rownania

% = M -1+ I[(i]) , gdzie [S] to stezenie substratu Ac-Ala-Arg-Leu-Arg-ACC
M

uzyte w pomiarze, a Kym to wyznaczona dla niego stata Michaelisa-Menten.
Analiza kinetyczna markera chemicznego M JG 103 dedykowanego

katepsynie S wykazala skuteczng inhibicj¢ tego enzymu przez badany marker z warto$cia
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Kobs/I wynoszacg 2 226 803 + 225 510 M-!s! (tabela 2). Inhibicja katepsyny B przez ten
marker chemiczny byta ok. 1 700 razy stabsza (kKobs/I = 1 299 + 136 M!s™), katepsyny L
ok. 7 000 razy mniej wydajna (kobs/I = 315 + 3 Mls!), katepsyny V ok. 30 000 razy
gorsza (Kobs/I = 74 + 4 M''s!), a w przypadku katepsyny K nie wykazano aktywnos$ci
krzyzowej zM_JG 103.

Tab. 2. Parametry kinetyczne (kobs/I) fluorescencyjnego markera chemicznego wzgledem
ludzkiej katepsyny S, B, L, V oraz K. Dane przedstawiaja wartosci $rednie + s.d. Pomiary
wykonano minimum dwukrotnie, a odchylenie standardowe nie przekroczyto 11%.

Kobs/I [M's™]
Enzym
Cy5-PEG(4)-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-Me)-AOMK

katepsyna S 2226 803 +£225 510
katepsyna B 1299+ 136
katepsyna L 315+3
katepsyna V 74+ 4
katepsyna K NW

NW — nie wyznaczono ze wzglgdu na niska inhibicj¢ enzymu

3.1.5. Podsumowanie

Do tej pory w literaturze mozna znalez¢ okreslone profile specyficznosci
substratowej ludzkiej katepsyny S w pozycjach P3-P1° uwzgledniajace wylacznie
naturalne reszty aminokwasowe, co nie przedstawia pelnego obrazu charakteru
chemicznego danych kieszeni wigzacych i ich preferencji substratowych. Porownujac
aminokwasy naturalne, uzyskane wyniki s3 zgodne z tymi przedstawionymi
w literaturze. W pozycji P1 najlepiej rozpoznawane reszty to arginina, glutamina oraz
lizyna, natomiast w literaturze to arginina, glutamina i lizyna [32] oraz glutamina, seryna
i glicyna [249]. W pozycji P2 w niniejszych badaniach w$rdéd aminokwasdw naturalnych
najlepszymi okazaly si¢ leucyna, walina i metionina, a wigc wyniki pokrywajace si¢
z wynikami uzyskanymi przez Choe [32] oraz podobne do wynikéw Liitznera [140].
W pozycji P3 najlepsze okazaly si¢ izoleucyna, arginina i prolina a w literaturze:
izoleucyna, arginina i prolina [32] oraz leucyna i lizyna [249]. W pozycji P1° najwicksza
warto$¢ przyrostu jednostek fluorescencji w czasie uzyskaty substraty zawierajace reszty
seryny, alaniny i histydyny, podczas gdy w literaturze jest to leucyna, seryna i alanina
[249] lub walina i leucyna [140]. Réznice migedzy otrzymanymi resztami wynika¢ moga
ze sposobu okreslania specyficznosci substratowej. W badaniach Choe [32] zostata

wykorzystana metoda PS-SCL, ktora sktadata si¢ z czterech podbibliotek: Ac-Mix-Mix-
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Mix-P1-ACC, Ac-Mix-Mix-P2-Mix-ACC, Ac-Mix-P3-Mix-Mix-ACC, Ac-P4-Mix-
Mix-Mix-ACC, gdzie Mix to rOwnomolowa mieszanina 19 naturalnych aminokwaséw
(bez cysteiny i z norleucyng), natomiast P1/P2/P3/P4 to jeden z 19 naturalnych
aminokwasow (bez cysteiny i z norleucyng). W pozostatych badaniach autorzy
wykorzystali substrat typu IQF, w ktérym zmieniali dang reszte aminokwasowgq
w konkretnej pozycji i na tej podstawie okreslali specyficznos$¢ substratowa, co moglo
wplynaé na uzyskane dane, np. poprzez zjawisko kooperatywnosci kieszeni wigzacych
[140, 249]. Na tym przyktadzie wida¢ rowniez, ze otrzymane wyniki w ramach niniejszej
rozprawy doktorskiej, w ktérej wykorzystano kombinatoryczng bibliotek¢ HyCoSuL
do okreslenia specyficznosci substratowej w pozycji P4-P2 oraz zdefiniowang biblioteke
P1 sa zbiezne z tymi otrzymanymi metoda PS-SCL. Rozbudowanie biblioteki
o dodatkowe substraty, zawierajace nienaturalne reszty aminokwasowe pozwolilo
pozna¢ doktadniejsze preferencje kieszeni wigzacych, a co najwazniejsze umozliwito
zaprojektowanie oraz syntez¢ sekwencji selektywnych wobec katepsyny S. Wérdd reszt
aminokwasowych wykorzystano rowniez reszty z modyfikacjami potranslacyjnymi (Ac-
Phe(F5)-Cit-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-Me)-ACC) — cytruling w pozycji P3 oraz metylowany
kwas glutaminowy w pozycji P1. Wybrana sekwencja zostala przeksztalcona we
fluorescencyjny marker chemiczny (Cy5-PEG(4)-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-
ACC), dla ktérego wyznaczono drugorzedows stalg szybkosci reakcji inhibicji (Kobs/I)
wobec katepsyny S wynoszaca 2 226 803 + 225 510 M''s!. Swiadczy to o wysokim
stopniu  selektywno$ci uzyskanego markera chemicznego. Inhibicja pozostatych
enzymow jest stabsza ok. 1 700 razy w przypadku katepsyny B, 7 000 razy w przypadku
katepsyny L oraz 30 000 razy w przypadku katepsyny V.

3.2. Kaspazy

Kaspazy naleza do enzymow proteolitycznych, ktére odgrywaja znaczaca role
w apoptozie 1 stanach zapalnych. Ich glowna funkcja jest przekazywanie sygnatéw
w programowanej $mierci komorkowej oraz regulacja dojrzewania cytokin
w odpowiedzi na stany zapalne. Wsrdd kaspaz apoptotycznych wyrdznia si¢ kaspazy
inicjatorowe (kaspaza-2, -8, -9 i -10) oraz kaspazy efektorowe (kaspaza-3, -6 i -7).
Kaspaza-3 oraz -7 s3 niezbedne do przebiegu procesu apoptozy jednoczesnie
zapewniajac prawidtowy rozwoj komoérki. Oba te enzymy wykazuja nakladajaca si¢

specyficzno$¢ substratowa, czyli rozpoznaja te same reszty aminokwasowe w danych
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pozycjach, co utrudnia projektowanie zwigzkow selektywnie dziatajacych tylko na jedng
proteaze [77, 115, 117].

Restrykcyjny wymdg kwasu asparaginowego w pozycji P1 sugeruje mozliwo$¢
wystepowania fosforylacji w bezposrednim sgsiedztwie miejsca hydrolizy substratu.
W literaturze pojawiaja si¢ coraz czgsciej badania analizujace wpltyw fosforylacji
substratoéw na aktywno$¢ enzymatyczng kaspaz. Efekt ten badano np. dla biatka BID
pelniagcego wazng rolg w apoptozie. Jest ono hydrolizowane przez kaspazg-8 m.in.
w pozycji Asp® (pozycja P1), a np. fosforylacja Thr>® (pozycja P2) skutecznie zapobiega
hydrolizie biatka BID przez kaspazy [255]. W innym przyktadzie wykazano,
ze fosforylacja reszty aminokwasowej zlokalizowanej w pozycji P1’ biatka YAP1
(Thr*®) catkowicie wstrzymuje hydrolize tego substratu przez kaspaze-3, a fosforylacja
reszty aminokwasowej w pozycji P4’ (Thr*?®) znacznie jg oslabia. [256].
Dix 1 in.stwierdzili, ze fosforylacja w pozycji P3 zwigksza szybko$§¢ hydrolizy substratu
przez kaspaze-8, ale nie ma wplywu na hydroliz¢ przez kaspazg-3 [257], gdzie Tozser
i1in. [239] oraz Turowec i in. [256] zaobserwowali, ze fosforylacja P3 nie ma wptywu
na hydrolize¢ substratow przez kaspaze¢-3, -7 1 -8. Z drugiej strony Duncan i in. wykazali,
ze fosforylacja dowolnej pozycji sasiadujacej z miejscem hydrolizy (pozycja P1’ oraz
P2) w substratach biatkowych jest wystarczajaca do wstrzymania hydrolizy przez
kaspaze-8 [258]. W celu ocenienia sprzecznych doniesien dotyczacych wplywu
fosforylacji na aktywnos$¢ kaspaz (gtownie -3 i -7) [69, 239, 243, 255-258] zostaly
zsyntezowane substraty kontrolne (dobrze rozpoznawane przez te kaspazy) oraz ich
analogi, zbadano kinetyke reakcji hydrolizy enzymatycznej i potwierdzono miejsca

hydrolizy korzystajac z LC-MS.

3.2.1. Analiza kinetyczna substratow z fosforylowanymi pochodnymi w peptydach

wywodzacych sie¢ z bialek YAP1 i VIME

Bialko YAP1 to naturalnie wystepujacy substrat kaspazy-3 z miejscem
hydrolizy w obrebie sekwencji: QASTD!!! | AGTA [243, 259] oraz VDEMD*?* | TGDTI
[243, 256]. Sekwencje te sa réwniez rozpoznawane przez kaspazg-7 oraz -8, jednak
hydroliza ta zachodzi mniej wydajnie. Drugim substratem wybranym do badan byt
peptyd, ktorego sekwencja pochodzi z biatka VIME hydrolizowanego przez kaspaze-3
oraz -7 w obrebie motywu: QDSVD?® |[FSNHD [260]. Grupa Cieplaka w 2018 r.

przeprowadzita symulacj¢ badajac energiec swobodng powyzszych sekwencji
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dekapeptydowych z kaspaza-3. Bazujac na ich wynikach analiz teoretycznych
postanowiono zbada¢ wptyw fosforylacji L-treoniny w pozycjach P2 oraz PI’
dla sekwencji peptydowych pochodzacych z YAP1 oraz L-seryny w pozycji P2’ analogu
VIME wobec kaspazy-3 [243].

By byla mozliwa analiza kinetyczna sekwencji peptydowych zsyntezowano

sze$¢ zwigzkow typu IQF o sekwencji:

e S1 _YAPI1: ACC-BAVDEMDT**GDTIK(Dnp)

e S2 [pTIYAP1: ACC-BAVDEMDpT**GDTIK(Dnp)

e S3 YAP1: ACC-BAQAST!"DAGTAGK(Dnp)

e S4 [pTIYAP1: ACC-BAQASpTI’DAGTAGK(Dnp)

e S5 VIME: ACC-BAQDSVDFS¥NHDK(Dnp)

e S6 [pS]VIME: ACC-BAQDSVDFpS*NHDK (Dnp)
gdzie ACC to znacznik fluorogeniczny bedacy donorem fluorescencji, a K(Dnp)
to akceptor fluorescencji (wygaszacz).

Syntez¢ prowadzono na podtozu statym uzywajac zywicy amidowej Rink Amide
AM o stopniu podstawienia 0,74 mmol/g, przy uzyciu HATU i 2,4,6-trimetylopirydyny
jako odczynnikdow sprzegajacych. Kazdorazowo do odblokowania grupy ochronnej
Fmoc uzywano 20% roztwor piperydyny w DMF. Aminokwas w kazdej pozycji
przytaczano minimum 3h — pochodne fosforylowane oraz sekwencje Fmoc-ACC-BAla-
OH sprzegane byty cala dobe. Na koncu uwolniono peptyd z nosnika stalego wraz
z usuni¢ciem grup ochronnych. Produkt oczyszczono stosujac preparatywne HPLC,
a czysto$¢ 1 mas¢ czasteczkowa potwierdzono uzywajac LC-MS oraz HRMS. Substraty
zliofilizowano i1 rozpuszczono w DMSO do stezenia koncowego rownego 20 mM
1 przechowywano w -20°C.

Reszte Fmoc-ACC-BAla-OH zsyntezowano osobno na podtozu stalym
wykorzystujac zywice 2-chlorotritylowa o stopniu podstawienia 1,6 mmol/g. Synteze
rozpoczeto od przytaczenia Fmoc-fAla-OH do zywicy. Grupg ochronng Fmoc usuni¢to
stosujac 20% roztwor piperydyny w DMEF, a nastepnie przylaczono Fmoc-ACC-OH.
Zywice wysuszono, a zwigzek uwolniono z zywicy i zliofilizowano. Sprawdzono mase
oraz czysto$¢ na LC-MS, a nastepnie wykorzystano go w syntezie substratow typu IQF
bez wczesniejszego oczyszczania.

Analiz¢ kinetyczng prowadzono stosujac stezenie substratow w wysokosci

I uM 1 10 puM, natomiast st¢zenia enzymoéw wynosity odpowiednio: 2 nM

114



dla kaspazy-3, 8 nM dla kaspazy-7, 20 nM dla kaspazy-8 oraz 600 nM dla kaspazy-6.
Przy wyznaczaniu parametrow kinetycznych (kika, Kwm, kia/Km) koncowe stezenie
kaspazy-3 wynosito od 1,36 nM do 100 nM, natomiast zakres stezen substratow wynosit
od 4,6 uM do 150 pM.

Na podstawie uzyskanych danych (tabela 3) wida¢, ze wsrdéd naturalnych
sekwencji najnizszg warto$¢ statej specyficznosci uzyskatl substrat S3 YAP1 z treoning
w pozycji P2. Warto$¢ kia/Kwm dla tego substratu wynosita 2280 + 54 M-'s”!, jednak
w przeciwienstwie do substratu S4 YAP1 byt on hydrolizowany przez kaspaze-3.
Wprowadzenie fosforylowanej treoniny w pozycji P2 catkowicie zahamowato reakcje
hydrolizy. Zwiazek nie byt rozpoznawany przez kaspaze¢-3 przy uzyciu nawet wysokich
stezen tego enzymu (500 nM). Gwaltowne spowolnienie reakcji enzymatycznej
widoczne jest rowniez w przypadku substratu S2 YAPI, ktéry ma wprowadzona
fosforylacje na grupe hydroksylowa treoniny w pozycji P1°, czyli w bezposrednim
sasiedztwie miejsca hydrolizy. Substrat S1 _YAP1 z sekwencja zlozong z naturalnych
reszt aminokwasowych (L-treonina w P1’) osigga stala specyficzno$ci kia/Kwm
na poziomie 110 000 + 4770 Ms’!, podczas gdy warto$¢ kia/Km zmodyfikowanej
sekwencji wynosi 205 + 2 M'ls’!) co oznacza, ze wydajno$¢ katalityczna enzymu
w przypadku substratu z fosforylowanag treoning w P1’ jest ok. 500 razy nizsza. Wyniki
parametrow katalitycznych sekwencji pochodzacej z biatka VIME wykazaty, ze réwniez
w tym przypadku fosforylacja seryny w pozycji P2’ powoduje uzyskanie 58-krotnie
nizszego parametru kia/Km (131 000 + 3140 M's! dla substratu z naturalng seryng
2240 + 150 M !s"! dla substratu z fosforylowang seryng). Analizujgc uzyskane warto$ci
staltych Michaelisa substratow S1_YAP1 (15,5 + 1,25 uM) 1 S2_YAPI (17,6 = 0,64 uM)
oraz S5 VIME (13,3 £ 0,52 uM) i S6_VIME (16,4 £ 1,30 uM) wida¢, ze s3 one
na podobnym poziomie, co sugeruje, ze kaspaza-3 ma podobne powinowactwo do tych

substratéw, zarowno zmodyfikowanych, jak i niezmodyfikowanych.
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Tab. 3. Parametry kinetyczne (kxa/Km) sekwencji peptydowych naturalnych oraz ich analogéw
z fosforylowang pochodng wzgledem kaspazy-3 oraz catkowita energia wigzania tych sekwencji
peptydowych z kaspaza-3. Dane przedstawiajg wartosci srednie + odchylenie standardowe.

Miejsce Kaspaza-3
. Mle_] SCC P AGwiqzania
. . hydrolizy
Symbol i sekwencja substratu fosfo- Kwm kea/Km | [keal/mol]
w naturalnym lacii
. rylacji gl
substracie [mM] [M7s] [243]
S1_YAP1 Asp*2*| Thr#?s . 15,5 110 000 4147
ACC-BAVDEMDT**GDTIK(Dnp)-NH, (YAPI) (£1.25) | (£4770)
S2_[pT]YAP1 Asp*2*| Thr#?s P’ 17,6 205 414
ACC-BAVDEMDpT**GDTIK(Dnp)-NH, (YAPI) (£0,64) (£2)
S3_YAP1 Asp'!! |Ala!'2 . 16,2 2280 42,78
ACC-BAQAST""DAGTAGK (Dnp)-NH, (YAPT) (+0,69) (*54)
S4_[pTIYAP1 Asp''' | Ala'? P2 N " 2516
YAPI) NH NH :
ACC-BAQASPT"’DAGTAGK(Dnp)-NH, (
S5 VIME Asp® | Phe® _ 13,3 131 000 40,33
ACC-BAQDSVDFS*NHDK (Dnp)-NH, (VIME) (£0,52) | (+3140)
S6_[pS]VIME Asp®* | Phe8 P2’ 16,4 2240 2.35
ACC-BAQDSVDFpS*’ NHDK (Dnp)-NH, (VIME) (+1,30) (*150)

*substrat nie byt hydrolizowany nawet przy wysokich stezeniach kaspazy-3

Poza kaspaza-3 sprawdzono rowniez jak wyzej wymienione substraty

sa rozpoznawane przez kaspazg-6, -7 oraz -8. Z uzyskanych wynikoéw wida¢, ze enzymy

te nie hydrolizuja zadnego z nowo zsyntezowanych zwigzkow (S2 [pT]YAPI,
S4 [pT]YAP1, S6 [pS]VIME), co sugeruje, ze substrat S6 [pS]VIME moze by¢

nieznacznie, ale selektywnie hydrolizowany przez kaspazg-3.

A)

88 L}

-
484 -

]
28 II
gL . ]

47, .

RFU/s

B)

kaspaza-3
kaspaza-7
= kaspaza-6
kaspaza-8

RFU/s

2.0
1.5
1.0
0.54
0.0

© N » \é\ Pl \QG.:
P P’ 7

kaspaza-3
kaspaza-7
kaspaza-6
kaspaza-8

Rys. 64. Szybkosci hydrolizy substratow przez kaspazy. Stezenie enzymow wynosito: 2 nM
dla kaspazy-3, 8 nM dla kaspazy-7, 20 nM dla kaspazy-8 i 600 nM dla kaspazy-6; stezenie
substratow wynosito: 10 uM (A) i 1 uM (B). Pelna sekwencja substratow umieszczona jest
w tab. 3. Jako kontrole opisano sekwencje Ac-DEVD-ACC. O$ rzgdnych prezentuje szybkos¢
reakcji hydrolizy przedstawionej jako przyrost jednostek fluorescencji w czasie (RFU/s).
Wyniki przedstawiono jako §rednig warto$¢ wraz z odchyleniem standardowym.
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By potwierdzi¢ miejsce hydrolizy substratu S6 [pSer]VIME o sekwencji ACC-
BAQDSVDFpS¥’NHDK(Dnp) przez kaspaze-3 wykorzystano chromatografie cieczowa
sprz¢zong ze spektrometrig mas. Substrat z fosforylowang pochodng o masie 1808,62 Da
po dwuipdigodzinnej inkubacji z kaspaza-3 ulegt hydrolizie dajac produkty o wartosci
m/z wynoszacej 835,17 1 496,63 odpowiadajacej pojedynczo naladowanemu jonowi
ACCBAQDSVD i podwdjnie natadowanemu jonowi FpS*’ NHDK(Dnp)-NH> (rys. 65).
Potwierdzono  miejsce  hydrolizy: ~ ACC-BAQDSVD|FpS*’NHDK (Dnp)-NH>
1 wykazano, ze kaspaza-3 jest zdolna do hydrolizy peptydu zawierajacego fosfo-L-seryne

w pozycji P2’, co nie bylo wczeséniej pokazane w literaturze.
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Rys. 65. Struktura chemiczna substratu S6_[pS]VIME z zaznaczonym miejscem hydrolizy (A)
i chromatogram przedstawiajacy produkty hydrolizy substratu S6 [pS]VIME przez
kaspazeg-3 (B).
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Roéwnolegle sprawdzono miejsce hydrolizy substratu kontrolnego z naturalng
L-seryng w pozycji P2’ (S5 _VIME). Po dwugodzinnej inkubacji substratu z kaspaza-3
wynik eksperymentu potwierdzil miejsce hydrolizy znajdujace si¢ po karboksylowej

stronie Asp®® (rys. 66)
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Rys. 66. Struktura chemiczna substratu S5 VIME z zaznaczonym miejscem hydrolizy (A)
i chromatogram przedstawiajgcy produkty hydrolizy substratu S5 VIME przez kaspaze-3 (B).
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3.2.2. Analiza  kinetyczna substratow z fosforylowanymi pochodnymi

aminokwasow w peptydach wywodzacych si¢ z bialka PARP

Polimeraza-1 poli(ADP-rybozy), biatko PARP1 (ang. poly ADS-ribose
polymerase 1) to enzym jadrowy zdolny do naprawy DNA i regulujacy proces
transkrypcji. W trakcie apoptozy nastepuje jego proteolityczne rozszczepienie. Kaspazy,
a w szczegdlnodci kaspaza-3 oraz kaspaza-7, hydrolizuja wigzanie pomiedzy Asp?'4
a Gly?">. Sekwencja biata PARP zawierajgca miejsce hydrolizy to GDEVD?'*| GVDEV
[115, 261]. W celu oceny wptywu fosforylacji na efektywno$¢ hydrolizy substratow
przez kaspaze-3 oraz -7 zsyntezowano seri¢ substratow peptydowych w oparciu
o opisang sekwencj¢ ACCBADEVD|GVK(Dnp)D zawierajacg motyw pochodzacy
z biatka PARP [183]. Zwiazki z Asp oraz Glu w pozycji P1 zastosowano jako substraty
kontrolne, natomiast peptydy zawierajace Ser, pSer, Thr, pThr a takze analogi seryny
i treoniny, czyli Pma i Pmab wykorzystano do zbadania wplywu fosforylacji pozycji P1.
W badaniach pominigto Tyr i pTyr ze wzgledu na jej prawdopodobng zawadg steryczna
w interakcji z miejscem aktywnym [69].

Substraty zostaty zsyntezowane w taki sam sposob jak omawiane pochodne
bialek VIME 1 YAPI. Analiz¢ kinetyczng prowadzono stosujac stg¢zenie substratow
w wysokosci 10 uM, natomiast st¢zenia enzymow wynosily odpowiednio: 0,4 nM
1200 nM dla kaspazy-3, 5 nM 1 200 nM dla kaspazy-7, 5 nM dla kaspazy-8 oraz 100 nM
dla kaspazy-6. Przy wyznaczaniu parametrow kinetycznych (Kkat, Km, kra/Km) koncowe
stezenie kaspazy-3 wynosito od 1 nM do 150 nM, koncowe stezenie kaspazy-7 od 5 nM
do 500 nM, a zakres stezen substratow od 1,46 uM od 70 pM.

Substraty kontrolne zawierajace kwas L-asparaginowy byly rozpoznawane
przez wszystkie kaspazy, przy czym st¢zenie kaspazy-6 wynosito az 100 nM (rys. 67).
Zastgpienie kwasu asparaginowego, kwasem glutaminowym, czyli wydluzenie
go o jedng grupe metylenowa zahamowato hydroliz¢ substratu przez kaspaze-6 oraz -8.
Kaspaza-3 oraz -7 nadal rozpoznawaly ten substrat, jednak hydroliza przebiegala
w sposob mniej efektywny. Wprowadzenie L-seryny i L-treoniny zamiast reszt
kwasowych catkowicie uniemozliwito zajscie proteolizy. Podobny efekt stwierdzono
w przypadku fosforylowanej treoniny i jej analogu Pmab, co potwierdza sugestie,
ze reszty te sa prawdopodobnie zbyt duze, by efektywnie oddziatywaé z centrum

aktywnym kaspazy-3 oraz -7.
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Rys. 67. Wykres szybkosci hydrolizy substratow przez kaspazy (stezenie enzymow wynosito:
0,4 nM dla kaspazy-3, 5 nM dla kaspazy-7, 5 nM dla kaspazy-8, 100 nM dla kaspazy-6 (A)
1200 nM dla kaspazy-3 i -7 (B), uzyte stezenie substratow to 10 pM. Na osi odcigtych
umieszczono symbole substratow typu IQF. Pelna sekwencja substratow umieszczona jest
w tab. 9. O$ rzgdnych prezentuje szybkos¢ reakcji hydrolizy przedstawionej jako przyrost
jednostek fluorescencji w czasie (RFU/s). Wyniki przedstawiono jako $rednig warto$¢ wraz
z odchyleniem standardowym.

Najbardziej interesujace dane uzyskano dla substratu z fosforylowana L-seryng
w pozycji P1 (tab. 4). Substrat ten byt hydrolizowany przez oba enzymy, jednak kaspaza-
7 wykazywata 2,3-krotnie nizsza wydajnos¢ katalityczng, o czym $wiadcza uzyskane
$rednie warto$ci kia/Km (99 + 1,25 M1s71 1 223 + 13 M-!s'! odpowiednio dla kaspazy-7
1-3). Warto$¢ stalej Michaelisa byta dla obu kaspaz najnizsza dla substratu kontrolnego
z kwasem asparaginowym w pozycji P1 i wynosita 6,01 + 0,29 uM dla kaspazy-3 oraz
6,05 + 0,4 uM dla kaspazy-7. Co ciekawe, substrat z fosforylowana seryng miat tylko
1,45-krotnie gorsza warto$¢ Km w przypadku kaspazy-3 (8,76 + 0,09 uM) niz substrat
kontrolny z kwasem L-asparaginowym w P1 i zarazem 1,45-krotnie nizszg warto$¢
niz substrat z kwasem L-glutaminowym w P1, co wskazuje na podobne powinowactwo
substratowe. Wyniki w przypadku kaspazy-7 sa analogiczne — stata Michaelisa
dla substratu z fosforylowang L-seryng jest 2-krotnie gorsza w poréwnaniu z substratem
kontrolnym z L-Asp w Pl i 1,29-krotnie lepsza niz dla substratu z kwasem

L-glutaminowym.
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Tab. 4. Parametry kinetyczne (kka/Kwm) substratow typu IQF zawierajacych w P1 kwas
L-asparaginowy oraz L-glutaminowy (kontrola) oraz fosforylowang L-seryn¢ wobec
kaspazy-3 oraz kaspazy-7.

Kaspaza-3 Kaspaza-7

Symbol i sekwencja substratu

Km [uM] Kia/Km [M1s71] Ky [pM] Kia/Km [M1s71]

(P1)_Asp

6,01 (£0,29) | 987000 (+ 74 200) | 6,05 (= 0,40) | 86 500 (+ 4 060)
H:N-ACC-BADEVDGVK(Dnp)D-NH,

(P1) Glu

12,8 (£1,27) | 23400(x2000) | 157 (+ 1,46) | 13400 (1 120)
H:N-ACC-BADEVEG VK (Dnp)D-NH;

(P1)_pSer 8,76 (& 0,09) 225 (+ 13) 12,2 (+0,28) 99 (+ 6)
HoN-ACC-BADEVpSGVK(Dnp)D-NH,

By eksperymentalnie potwierdzi¢ przewidywane miejsce hydrolizy substratu
(P1) pSer w sekwencji ACC-BADEVpSGVK(Dnp)D przez kaspaze-3 oraz -7
wykorzystano chromatografi¢ cieczowa sprzezong ze spektrometria —mas.
Po pigciogodzinnej inkubacji substratu z kaspazg-3 zaobserwowano na widmie
masowym trzy piki o warto$ciach m/z wynoszacych 801,09, 584,07 1 683,65. Pierwszy
z nich odpowiada pojedynczo natadowanemu jonowi fragmentu peptydowego
ACC-BADEVPS, a drugi potwierdzit obecnos¢ fragmentu GVK(Dnp)D. Trzeci sygnat
pochodzit od podwojnie natadowanego jonu niezhydrolizowanego substratu
(ACC-BADEVpPSGVK(Dnp)D). Jego obecno$¢ w probee po pigciogodzinnej inkubacji,
potaczona z wysokim st¢zeniem enzymu (1 pM) potwierdza niska specyficzno$¢ enzymu
wobec tego substratu. Podobne efekty otrzymano przy analizie kaspazy-7. Jednoznacznie
to potwierdza mozliwos¢ zaj$cia proteolizy substratow z fosfo-L-seryna w bezposrednim

sasiedztwie miejsca hydrolizy zaréwno przez kaspazg¢-3 jak i przez kaspaze-7.
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Rys. 68. Struktura chemiczna substratu (P1) pSer z zaznaczonym miejscem hydrolizy (A)
i chromatogram przedstawiajacy produkty hydrolizy substratu (P1) pSer przez kaspazg-3
(na czarno) i kaspaze-7 (na rézowo) (B).

Wiedzac, ze fosforylowana seryna jest rozpoznawana w substracie typu IQF o sekwencji
ACC-BADEVpSGVK(Dnp)D zaréwno przez kaspazg-3 jak 1 -7 zdecydowano
si¢ sprawdzi¢ jak rozpoznawane sg krotsze sekwencje tetrapeptydowe. Zsyntezowano
analogi dobrze znanego i przebadanego substratu rozpoznawanego przez kaspaze-3 oraz
-7 [77, 115, 117], Ac-DEVD-ACC wstawiajac w pozycji P1 reszty: Glu oraz Ser jako
substraty kontrolne a takze pSer oraz Pma. Substraty zostaty zsyntezowane na podtozu

statym taka samg procedura jak w przypadku biblioteki zdefiniowanej z argining
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w pozycji P1. Peptydy poddano analizie kinetycznej w celu pomiaru hydrolizy
substratow przez kaspaze-3 oraz -7. Stezenie substratow wynosito 10 uM, a stezenie
kaspazy-3 i -7 odpowiednio 2 nM i 5 nM. Substraty zawierajace Asp oraz Glu w P1 byly
efektywnie hydrolizowane przez obie proteazy, natomiast nie wykazano hydrolizy
w przypadku pozostatych substratow (rys. 69). Pomiar sprawdzono takze przy 200 nM
enzymow, jednak nawet przy tak wysokich st¢zeniach enzymow, substraty nie byty

rozpoznawance.
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Rys. 69. Wykres szybkosci hydrolizy substratow przez kaspazy (stezenie enzymdw wynosito:
2 nM dla kaspazy-3, 8 nM dla kaspazy-7, uzyte stezenie substratow to 10 pM). Na osi
odcigtych umieszczono sekwencje substratow fluorogenicznych. O§ rzgdnych prezentuje
szybkos¢ reakcji hydrolizy przedstawionej jako przyrost jednostek fluorescencji w czasie
(RFU/s). Wyniki przedstawiono jako $rednig warto$¢ wraz z odchyleniem standardowym.

Uzyskane wyniki s3 przeciwienstwem wynikoéw otrzymanych w przypadku
fosforylowanej seryny w pozycji Pl w substracie IQF (P1) [pSer]VIME. Jest
to najprawdopodobniej spowodowane krotsza sekwencja peptydowa, a co za tym idzie
stabszymi oddzialywaniami z miejscem aktywnym kaspaz. Brak reszty aminokwasowe;j
w pozycji P1’ moze uniemozliwia¢ odpowiednie utozenie sekwencji peptydowej

w obrebie miejsca wigzania substratu w miejscu aktywnym.
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3.2.3. Podsumowanie

W przypadku wigkszosci enzymoéw proteolitycznych spotykamy sie¢
z tzw. efektem kooperatywnosci kieszeni wigzacych, ktory polega na oddziatywaniu
ze sobg sasiednich kieszeni oraz zmianie ich specyficzno$ci substratowej w zaleznosci
od charakteru chemicznego zwigzanych w nich reszt aminokwasowych [252]. W celu
poznania pelnego profilu specyficznosci substratowej, coraz czes$ciej w badaniach
wykorzystuje si¢ substraty typu IQF, ktore pomagaja poznaé preferencje enzymu
zarOwno po stronie nieprimowanej jak i1 primowanej oraz sprawdzi¢ wzajemne
oddziatywanie poszczegdlnych aminokwasow w wybranych pozycjach. Wykorzystujac
w badaniach zréznicowang budowe chemiczng aminokwaséw z modyfikacjami
potranslacyjnymi, jak rowniez nienaturalne pochodne mozna zauwazy¢ niewielkie
réznice w specyficznosci substratowej proteaz wykazujacych podobne preferencje
do okreslonych reszt aminokwasowych w konkretnych pozycjach.

Wyniki opublikowane dotychczas w literaturze sugeruja, ze reszta fosfo-L-
seryny w pozycji P1 calkowicie hamuje hydroliz¢ substratu przez kaspaze¢-7, ale nie
przez kaspaze-3, co moze stanowi¢ podstawe rozroznienia obu tych enzymoéw od siebie
[69]. Z drugiej strony inne doniesienia literaturowe wskazuja, ze fosforylowana
L-seryna w pozycji Pl nie jest rozpoznawana przez kaspazg-3 i1 wstrzymuje reakcje
hydrolizy [239].

Badania przedstawione w niniejszej dysertacji pokazaty, ze zaréwno kaspaza-3
jak 1 kaspaza-7 sg zdolne do hydrolizy peptydu zawierajacego fosfo-L-seryn¢ w pozycji
P1 (ACC-BADEVpS|GVK(Dnp)D), ale nie wykazuja aktywnos$ci enzymatycznej wobec
krotkiej sekwencji tetrapeptydowej (Ac-DEVpS-ACC). Na tej podstawie mozna
wnioskowa¢, ze na reakcje proteolizy wplywa dlugo$¢ sekwencji i1 rodzaj reszt
aminokwasowych w otoczeniu miejsca hydrolizy (tab. 5). Wyznaczona warto$¢ statej
Michaelisa sugeruje, ze wigzanie peptydu (P1) pSer przez kaspaze-3 jest tylko 1,4-
krotnie silniejsze niz przez kaspazg-7, a stata wydajnos$ci katalitycznej 2,3-krotnie
wicksza dla kaspazy-3. Potwierdza to nakladajaca si¢ specyficznos¢ substratowa obu
tych enzymoéw, czyli rozpoznawanie tych samych reszt aminokwasowych w danych
pozycjach, co znaczaco utrudnia projektowanie zwigzkow selektywnych wzgledem
jednej proteazy. Co ciekawe, reakcji hydrolizy badanego substratu nie obserwuje si¢, gdy
fosfo-L-seryn¢ zastapi si¢ L-seryng lub Pma - jej analogiem zawierajacym grupe

metylenowa zamiast atomu tlenu pochodzacego z fancucha bocznego seryny. Dodatkowo
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substraty zawierajace w tej sekwencji w pozycji P1 reszty fosforylowanej treoniny i jej
analogu — Pmab réwniez nie byly rozpoznawane przez zaden z badanych enzymow.
Analizujac sekwencje pochodzace z YAP1 wida¢é, ze fosforylowana treonina w pozycji
P1’, a wigc w bezposrednim sgsiedztwie miejsca hydrolizy, znaczaco ostabia proteolize,
ale nie wstrzymuje jej catkowicie. Jednak fosforylacja treoniny w pozycji P2 substratu
YAP1 hamuje reakcj¢ hydrolizy nawet przy znacznie wyzszych st¢zeniach kaspazy-3

(500 nM).

Tab. 5. Poréwnanie parametrow kinetycznych wyznaczonych wobec kaspazy-3 i -7
dla substratow pochodzacych z biatka PARP zawierajgcych fosforylowana seryng w pozycji
PI1.

GDEVpSGVDEV | biotyna-WDEVpSGVDEK(Dnp) | ACC-BADEVpSGVK(Dnp)D
[239] [69]
Kaspaza-3
Km [uM] - 9,95 8,76 (£ 0,09)
kia/Kn[M's'] | brak hydrolizy 1700 225 (£ 13)
Kaspaza-7
Kyt [uM] ] . 12,2 (+ 0,28)
kiw/Km[M's] | brak hydrolizy brak hydrolizy 99 (£ 6)

Kieszen S1 kaspaz jest wysoce zasadowa ze wzgledu na tancuchy boczne reszt
Arg!” i Arg**!, ktore ja buduja. Podobne interakcje prowadzace do powstania mostka
solnego moga zachodzi¢ z tancuchem bocznym fosforylowanych reszt aminokwasowych
zawierajacych ujemnie natadowang grupe fosforanowa. Jednak opisane efekty powinny
by¢ analogiczne zaréwno dla reszt pSer oraz Pma i pThr oraz Pmab zlokalizowanych
w pozycji P1. Wyniki uzyskane w tym badaniu nie potwierdzaja tej hipotezy, dlatego
mozna spekulowac, Ze reszta fosfo-L-seryny nie jest bezposrednio rozpoznawana przez
kaspaze-3 1 kaspaze-7, ale moze zapewni¢ prawidlowe utozenie tancucha peptydowego

substratu w kieszeniach enzymu.

125



4. PODSUMOWANIE I WNIOSKI KONCOWE

Modyfikacje potranslacyjne to jeden z mechanizméw prowadzacych
do zwigkszenia roznorodnosci funkcjonalnej proteomu. Wplywajg one na funkcje biatek
poprzez zmian¢ ich wlasciwosci fizycznych 1 chemicznych, a takze aktywnosci
czy stabilno$ci. Pozwalaja na wzbogacenie zestawu podstawowych 20 aminokwasow
o nowe cechy poprzez np. przylaczenie nowej grupy funkcyjnej do tancucha bocznego
aminokwasow. W przedstawionej rozprawie doktorskiej opisano wptyw aminokwasow
zawierajacych powszechne modyfikacje potranslacyjne (fosforylacje oraz metylacje)
na aktywno$¢ proteolityczng katepsyn (L, B, V, S oraz K) oraz kaspaz
(-31-7).

W pierwszej czesci pracy doktorskiej skupiono si¢ na okresleniu preferencji
substratowych katepsyn: L, B, S, V oraz K. Do tej pory w literaturze przedstawiono
profile specyficzno$ci substratowej katepsyny L, B oraz K, jednak nie opublikowano
tak szczegotowych badan dla katepsyny V oraz S. Porownanie otrzymanych wynikéw
pozwolilo na zaprojektowanie tetrapeptydowych substratow fluorogenicznych
selektywnych wzgledem katepsyny S. Zaprojektowane substraty zawieraly w swojej
sekwencji rozne aminokwasy — naturalne, nienaturalne oraz takie, ktore mogg ulegaé
modyfikacjom potranslacyjnym lub je zawieraja. Na podstawie analizy szybkosci
hydrolizy zaprojektowanych substratow przez wszystkie badane katepsyny, wybrano
substrat, ktory wskazywal najwieksza selektywnos$¢ wobec katepsyny S. W sekwencji
peptydowej zawieral on dwa aminokwasy z modyfikacjami potranslacyjnymi — cytruling
oraz metylowany kwas glutaminowy (Ac-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-Me)-ACC).
Wykorzystujac sekwencje aminokwasowa z najlepszego substratu zsyntezowano marker
chemiczny (Cy5-PEG(4)-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-Me)-AOMK), dla ktérego
wyznaczono parametry kinetyczne. Wyznaczona drugorzgdowa stata szybkos$ci reakcji
inhibicji kobs/I wykazata, ze marker chemiczny hamuje aktywnos$¢ katepsyny S 1700 razy
silniej od pozostatych enzymow. Uzyskane wyniki pokazaly, ze wykorzystanie reszt
aminokwasowych z modyfikacjami potranslacyjnymi jest obiecujacym podejSciem
pozwalajacym na otrzymanie selektywnej sekwencji peptydowej wobec wybranego
enzymu.

W drugiej czgsci pracy doktorskiej potwierdzono, ze zastgpienie kwasu
L-asparaginowego fosforylowang pochodng L-seryny w pozycji P1 substratu typu IQF,

zaprojektowanego na podstawie fragmentu sekwencji PARP, nie hamuje jego hydrolizy
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przez kaspaze-3. Ponadto w pracy wykazano, ze kaspaza-7 rowniez jest w stanie
przeprowadzi¢ reakcje¢ hydrolizy tego substratu po karboksylowej stronie fosfo-L-seryny
w PI, co potwierdza naktadajaca si¢ specyficzno$¢ substratowa kaspazy-3 oraz
kaspazy-7 opisang w literaturze. Jest to sprzeczne z wcze$niej opublikowanymi
wynikami (tab. 5), w ktorych wykazano, ze kaspaza-7 nie rozpoznaje takich substratow.
Wprowadzenie fosforylowanej reszty treoniny oraz jej pochodnej (Pmab) w pozycji P1
tego substratu prowadzi do zahamowania reakcji hydrolizy przez kaspazy. Warto
zauwazy¢, ze analiza kinetyczna substratu zawierajacego fragment sekwencji biatka
YAP1, w ktorym fosforylowana treonina znajduje si¢ w pozycji P1’°, a wigc rdwniez
w bezposrednim sgsiedztwie miejsca hydrolizy, znaczaco ostabia proteolize, jednak
nie hamuje jej catkowicie. Wprowadzenie jednak takiej modyfikacji w pozycji P2
catkowicie hamuje proteoliz¢. W przypadku fosforylowanej seryny w pozycji P2’
sekwencji pochodzacej z fragmentu VIME nadal zachodzi reakcja hydrolizy, lecz
przebiega znacznie wolniej. Krotkie tetrapeptydowe substraty z pSer w pozycji P1
nie sg rozpoznawane przez kaspaze-3 1 kaspaze-7, co wskazuje na konieczno$é
wykorzystania dluzszych lancuchow peptydowych zapewniajacych zwigkszone
interakcje z aminokwasami w kieszeniach wigzacych w miejscu aktywnym kaspaz.

Przedstawione wyniki sugeruja, ze szczegdtowe interakcje zachodzace
pomiedzy kieszeniami wigzacymi w centrum aktywnym kaspazy-3 oraz kaspazy-7
a substratami zawierajacymi fosforylowane reszty aminokwasowe oraz wyjasnienie
doktadnego wplywu fosforylowanych reszt aminokwasowych w pozycji P1 substratow
na regulacj¢ aktywno$ci kaspaz pozostaje trudne do przewidzenia. Nie mozna
jednoznacznie okresli¢, ze fosforylacja reszt aminokwasowych w sekwencji peptydowej
substratow kaspaz jest modyfikacja powodujaca catkowite zahamowanie proteolizy.
Do tej pory w literaturze pojawialy si¢ sprzeczne doniesienia dotyczace aktywnosci
kaspazy-3 1 -7 wzglgdem substratow z fosforylowanymi pochodnymi resztami
aminokwasowymi. W ramach niniejszej pracy po raz pierwszy pokazano, ze obie
kaspazy maja zdolno$¢ hydrolizy peptydowego substratu, ktorego sekwencja pochodzi
z biatka PARP zawierajacego fosforylowang seryn¢ w pozycji P1. Oprécz badan
kinetycznych w pracy przedstawiono takze wyniki z analizy miejsca hydrolizy
substratow, ktore potwierdzily, ze obie kaspazy hydrolizujg substrat po karboksylowe;j
stronie fosfo-L-seryny, co wcze$niej nie zostato opublikowane.

Analiza preferencji substratowych enzymow proteolitycznych za pomoca

bibliotek substratéw zawierajacych reszty aminokwasowe z modyfikacjami
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potranslacyjnymi moze poszerzy¢ nasza wiedz¢ na temat biologicznych funkcji
enzymow. Moze stanowi¢ dodatkowe zrodto informacji o mechanizmach regulacyjnych,
jakie zachodzag w komorkach. Zdolno$¢ do hydrolizy substratow z modyfikacjami
potranslacyjnymi moze pozwoli¢ na okreslenie nowych funkcji proteaz, a z drugiej
strony zahamowanie reakcji hydrolizy moze $wiadczy¢ o zaleznych od fosforylacji

mechanizmach stabilizacji danych substratow w komorkach.
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5. CZESC EKSERYMENTALNA

Badania opisane w niniejszej dysertacji zostaly wykonane w laboratorium
prof. dr. hab. Marcina Draga, w Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania
na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej. Badania byly finansowane
w ramach grantu TEAM (2017-4/32) Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej. Opisane wyniki
zawarte w dysertacji dotyczace analiz substratow z modyfikacjami potranslacyjnymi
dla kaspaz powstaty we wspolpracy z dr Izabelg Matuch, natomiast synteza substratow
i fluorescencyjnego markera chemicznego dedykowanego katepsynie S powstata
we wspolpracy z mgr Oliwig Malon.

Wszystkie odczynniki wykorzystane do syntezy substratéw oraz inhibitora
zostaly zakupione u dostawcoOw komercyjnych i uzyte bez dalszego oczyszczania,
m.in. zywica amidowa typu Rink Amide AM (rozmiar ziaren 100-200 mesh, stopien
podstawienia 0,74 mmol/g), zywica amidowa typu Rink Amide AM (rozmiar ziaren 100-
200 mesh, stopien podstawienia 0,64 mmol/g) zywica 2-chlorotritylowa (rozmiar ziaren
100-200 mesh, stopien podstawienia 1,6 mmol/g), piperydyna (PIP, czysto$¢ do syntezy
peptydow), kwas trifluorooctowy (TFA, czystos¢ do syntezy peptydow), N,N-
diizopropyloetyloamina (DIPEA, czystos¢ do syntezy peptydow), zostaly zakupione
zfirmy Iris Biotech GmbH (Niemcy); O-(7-azabenzotriazol-1-ylo)-1,1,3,3-
tetrametylouroniowy heksafluorofosforan (HATU, czysto§¢ do syntezy peptydow)
1 O-benzotriazol-(N,N,N’,N -tetrametylouroniowy)  heksafluorofosforan =~ (HBTU,
czysto§¢ do syntezy peptydow) zakupiono z firmy P3 BioSystems (USA);
N-hydroksybenzotriazol (HOB, czystos¢ > 98%) zakupiono z firmy APExBIO (USA);
2,4,6-trimetylopirydyna  (2,4,6-kolidyna, czysto§¢ do syntezy peptydow),
triizopropylosilan (TIPS, czysto$¢ 99%), N,N -diizopropylokarbodiimid (DICI, czystos¢
do syntezy peptydow), dimetylosulfotlenek (DMSO, czystos¢ > 99,7%),
2,2,2-trifluoroetanol (TFE) zakupiono w firmie Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Niemcy),
dichlorometan (DCM, czysto$¢ do analizy), N,N-dimetyloformamid (DMF, czystos¢
do syntezy peptydéw), metanol (MeOH, czysty do analizy), acetonitryl (ACN, czystos¢
do HPLC), eter dietylowy (EtO, czystos¢ do analizy), kwas octowy (AcOH,
czysto$¢ > 98%), pentatlenek difosforu (P2Os, czystos¢ 98%) zakupione w firmie
Avantor (Polska). Aminokwasy blokowane grupa Fmoc (czystos¢ > 98%) zostaty
zakupione od roznych dostawcow: Iris Biotech GmbH (Niemcy), Bachem (USA),
Combi-Blocks (USA), Creosalus (USA), P3 BioSystems (USA) oraz Bachem (USA).

129



Znacznik fluorescencyjny Cy5-NHS zostat zakupiony z firmy Lumiprobe GmbH
(Niemcy).

Zsyntezowane indywidualne substraty oraz marker chemiczny zostaty
oczyszczone za pomocg systemu HPLC (pompa Water M600, detektor UV-Vis Waters
2489) wyposazonego w kolumne C8 (porowato$¢ 300 A, $redni rozmiar czastki ztoza
10 um, wymiary kolumny: 250 x 21,2 mm) w uktadzie rozpuszczalnikéw: faza A—0,1%
wodny roztwor TFA, faza B — 0,1% roztwor TFA w ACN, gradient od 95% A
do 5% A w przypadku substratow tetrapeptydowych oraz od 80% A do 20% A
w przypadku substratow typu IQF w czasie 30 lub 40 min.

Analizy LC-MS zsyntezowanych zwigzkow wykonano z uzyciem spektrometru
masowego Acquity QDa (system Waters Alliance €2695, detektor UV-Vis 2489)
wyposazonego w kolumne analityczng Phenomenex Jupiter C4 (porowato$é 300 A,
wymiary 250 x 4,6 mm, §redni rozmiar czastki ztoza 10 pm). Rozdziat prowadzony byt
w ukladzie faz odwroconych, A — 0,1% wodny roztwér HCOOH, B — 0,1% roztwor
HCOOH w ACN. Gradient liniowy 5%-95% B w A przez 20 minut, przeptyw 1 ml/min.

Wysokorozdzielcze widma masowe otrzymanych zwigzkéw zostaly
przygotowane w Laboratorium Wysokorozdzielczej Spektrometrii Masowej na Wydziale
Chemicznym Politechniki Wroctawskiej przez dr inz. Gabriele Maciejewska. Analizy
wykonano wykorzystujac system WATERS LCT Premier XE wyposazony w Zrddlo
jonizacji ESI (ang. electrospray ionization) oraz analizator czasu przelotu TOF
(ang. time of flight).

Widma magnetycznego rezonansu jadrowego 'H zostaly wykonane
na spektrometrze Bruker Avance DRX 300 przez mgr. inz. Pawla Dabrowskiego
w Laboratorium Magnetycznym Rezonansu Jadrowego na Wydziale Chemicznym
Politechniki Wroctawskie;.

Ludzkie kaspazy-3, -6, -7 oraz -8 zostaly wyekspresjonowane, oczyszczone
oraz zmiareczkowane zgodnie z opisang procedura przez dr. Scotta Snipasa (Sanford
Burnham Prebys Medical Discovery Institute w La Jolla, CA, Stany Zjednoczone) [262].
Ludzkie katepsyny B, L, V, S oraz K zostaly wyekspresjonowane, oczyszczone
oraz zmiareczkowane w grupie prof. Borisa Turka (Instytut Jozefa Stefana, Lublana,
Stowenia) zgodnie z opisang procedura [263, 264].

Badania kinetyki reakcji enzymatycznych przeprowadzono
na spektrofluorymetrze typu Molecular Devices Spectramax Gemini XPS wykorzystujac

96-dotkowe ptytki typu Corning® (biate, ptaskie dno). Skiadniki buforéw do badan
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enzymatycznych zostaty przygotowane z odczynnikow o wysokiej czystosci. Woda
wchodzaca w ich sktad byta dejonizowana przy uzyciu dejonizatora firmy Hydrolab.
Do przygotowania  buforéw  wykorzystano: kwas  piperazyno-N,N -bis(2-
etylosulfonowy) (PIPES), chlorek sodu (NaCl, czystos¢ > 99,5%), kwas
etylenodiaminotetraoctowy (EDTA, czystos¢ > 99%), DL-ditiotreitol (DTT) z Sigma-
Aldrich, sacharoz¢ z VWR International (Polska), cytrynian sodu z firmy Avantor, octan

sodu z Eurochem BGD.
5.1. Synteza znacznika fluorescencyjnego — Fmoc-ACC-OH

Znacznik bifunkcyjny 7-amino-4-karbamoilometylokumaryn¢ z grupa
ochronng 9-fluorenylometylokarbonylowa (Fmoc-ACC-OH) zsyntezowano wedtug
zmodyfikowanego protokotu opisanego w literaturze przez Maly’ego i in. [164]. Ogdlny
schemat czteroetapowej syntezy przedstawiono na rys. 70. Realizujac badania

do niniejszej dysertacji, synteza tego znacznika zostala powtorzona kilkukrotnie.
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Rys. 70. Schemat [V-etapowej reakcji syntezy znacznika fluorescencyjnego Fmoc-ACC-OH
(na podstawie [164]).
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Etap I: synteza 3-N-(karboetoksy)aminofenolu
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Rys. 71. Schemat reakcji syntezy 3-N-(karboetoksy)aminofenolu.

Do 2 litrowej, trojszyjnej kolby okraglodennej zaopatrzonej w kamyczki
wrzenne dodano 3-aminofenol (152 g, 1,39 mola) i rozpuszczono go w octanie etylu
(750 ml). Kolbg podtaczono do chtodnicy zwrotnej, a cala mieszaning podgrzewano

w koszu grzejnym przez 30 min w temperaturze wrzenia octanu etylu (do catkowitego
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rozpuszczenia 3-aminofenolu). Nastepnie przez 30 min wkraplano chloromréwczan
etylu (66,4 ml, 0,695 mola). W trakcie wkraplania w kolbie wytracat si¢ produkt uboczny
(chlorowodorek 3-aminofenolu) w postaci biatego osadu, a wlasciwy produkt rozpuscit
si¢ w octanie etylu. Po wkropleniu chloromréwczanu etylu mieszaning ogrzewano
jeszcze przez 30 min, po czym grzanie wylaczono i doprowadzono mieszaning
do temperatury pokojowej. Nastepnie na drodze filtracji pod zmniejszonym ci$nieniem
rozdzielono roztwor octanu od biatego osadu. Osad przemyto trzykrotnie octanem etylu
(3 x 300 ml), przesacze polaczono i zaggszczono je na wyparce. W chwili, gdy roztwor
w kolbie uzyskatl gesta posta¢ przypominajaca syrop i pojawit si¢ pierwszy zalazek
krystalizacji, przelano go do krystalizatora. W celu przyspieszenia krystalizacji, cato$¢
mieszano szklang bagietka. Otrzymany produkt reakcji w postaci biatych krysztatow
odsaczono na lejku Schotta 1 suszono na powietrzu otrzymujac 118 g
3-N-(karboetoksy)aminofenolu (wydajnos¢ 94%). Otrzymany produkt wykorzystywano

bezposrednio w etapie drugim (bez oczyszczania).

'H NMR: (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): § 1,19 (t, 3H, J = 7,1), 4,06 (q, 2H, J = 7,1),
6,30- 6,38 (m, 1H), 6,75-6,82 (m, 1H), 6,95-6,99 (m, 2H), 9,29 (br s, 1H), 9,44 (s, 1H).

HRMS: [M+H]" (obliczone) = 182,0812, [M+H]" (zmierzone) = 182,0825

Etap II: synteza kwasu 7-N-(karboetoksy)aminokumaryno-4-octowego
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0
0,
: P e
iy /@\ + HOWOH P
07NN OH 0N 0o
H 0 ©

Rys. 72. Schemat reakcji syntezy kwasu 7-N-(karboetoksy)aminokumaryno-4-octowego.

Do trzylitrowej kolby trojszyjnej, okraglodennej zaopatrzonej w dipol
magnetyczny dodano 70% kwas siarkowy (VI) w wodzie (1,5 1) i schtodzono go w tazni
lodowej przez godzing. Nastepnie w ciggu kolejnej godziny dodawano malymi porcjami
produkt I etapu - 3-N-(karboetoksy)aminofenol (52 g, 0,287 mola). Mieszanina byta
ciggle chtodzona i intensywnie mieszana. Kolejno, w ciggu godziny, dodawano porcjami
kwas 1,3-acetonodikarboksylowy (46 g, 0,315 mola). Laznie lodowa usuni¢to
i mieszaning reakcyjng doprowadzono do temperatury pokojowej. Reakcja byta

prowadzona ok. 10 godzin w ciemnos$ci i z wiaczonym mieszaniem. Po tym czasie
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zawarto$¢ kolby zostata przelana do dwoch dwulitrowych zlewek wypetlnionych
po brzegi lodem. Calo$¢ intensywnie mieszano ceramiczng lopatka przez 30 minut.
Po catkowitym rozpuszczeniu lodu, powstaly biaty osad wylano si¢ na lejek Schotta
isgczono pod zmniejszonym ci$nieniem przemywajac calo$¢ eterem dietylowym
(8 x 11) az do pozbycia si¢ kwasu siarkowego (VI) o zottym zabarwieniu. Nastgpnie
osad przeniesiono do kolby Erlenmeyera i rozpuszczono we wrzacym acetronitrylu
(200 ml) mieszajac szklang bagietka przez ok. 30 minut. Mieszaning schtodzono
do temperatury pokojowej. Acetonitryl odsaczono pod zmniejszonym cisnieniem
na lejku ze spiekiem, przeniesiono do krystalizatora i zostawiono do calkowitego
wysuszenia na powietrzu. Otrzymano kwas 7-N-(karboetoksy)aminokumaryno-4-

octowy w postaci biatego proszku (62,13 g, wydajnos¢ 74%).

'H NMR: (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): § 1,21 (t, 3H, J=7,1), 3,81 (s, 2H), 4,11
(q, 2H, J=17,1), 6,28 (s, 1H), 7,31-7,35 (m, 1H), 7,52-7,58 (m, 2H), 10,12 (s, 1H).

HRMS: [M+H]" (obliczone) = 292,0821, [M+H]" (zmierzone) = 292,0821

Etap III: synteza kwasu 7-aminokumaryno-4-octowego (ACC)

OH OH
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Rys. 73. Schemat reakcji syntezy kwasu 7-aminokumaryno-4-octowego.

W trzylitrowej kolbie okraglodennej zaopatrzonej w kamyczki wrzenne
rozpuszczono wodorotlenek sodu (157,93 g, 3,95 mol) w wodzie destylowanej (1,027 1).
Po uzyskaniu klarownego roztworu dodawano porcjami kwas  7-N-
(karboetoksy)aminokumaryno-4-octowy (115,17 g, 0,395 mol). Reakcj¢ hydrolizy
prowadzono pod chtodnicg zwrotng przez 3 godziny w temperaturze wrzenia. Nastepnie
mieszaning schlodzono do temperatury pokojowej i przelano do pigciolitrowej zlewki
z mieszadlem magnetycznym. Mieszaning w zlewce ochtodzono w tazni lodowej przez
ok. 30 minut. Kolejno, niewielkimi porcjami, dodawano st¢zony kwas siarkowy (VI).
Mieszaning zakwaszano az do momentu uzyskania pH réwnego 2,3. Z roztworu wytracat
si¢ zarowno produkt wiasciwy, czyli kwas 7-aminokumaryno-4-octowy w postaci

z6ltego osadu oraz produkt uboczny - siarczan (VI) sodu jako biaty osad. Osady
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oddzielono od roztworu poprzez filtracj¢ pod zmniejszonym cis$nieniem i wysuszono
w eksykatorze nad P>Os. W celu oddzielenia produktu ubocznego (Na>SO4) do litrowe;j
kolby gruszkowej dodano ok. 20 g mieszaniny produktow oraz ok. 250 ml acetonu
o czystosci cz.d.a. 1 mieszano przez 20 minut w 60°C. Produkt wlasciwy rozpuszczat si¢
w acetonie, natomiast Na>SOs4 pozostawat w formie osadu. Mieszaning saczono
na goraco na lejku Schotta. Biaty osad produktu ubocznego pozostat na spieku, natomiast
z60lty przesacz odparowywano do sucha na wyparce préozniowej. Produkt zostawiono
na powietrzu do catkowitego wysuszenia. Otrzymano 55,32 g produktu (wydajnos¢

64%).

'H NMR: (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): 83,73 (s, 2H), 5,97 (s, 1H), 6,16 (br s, 2H),
6,41 (d, 1H, J=7,1), 6,54 (dd, 1H, J = 8,36, 2,1), 7,33 (d, 1H, J = 0,7), 12,65 (s, 1 H).

HRMS: [M+H]" (obliczone) = 220,0610, [M+H]" (zmierzone) = 220,0624

Etap IV: synteza kwasu 7-N-(fluorenylometoksykarbonylo)aminokumaryno-4-

octowego (Fmoc-ACC-OH)
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Rys. 74. Schemat reakcji syntezy
kwasu 7-N-(fluorenylmetoksykarbonylo)aminokumaryno-4-octowego.

Do litrowej kolby okragtodennej zaopatrzonej w mieszadetko magnetyczne
dodano kwas 7-aminokumaryno-4-octowy (20 g, 0,091 mol), dichlorometan (150 ml)
oraz DIPEA (35 ml, 0,200 mol). Powstala mieszaning ochtodzono w tazni lodowej przez
10 minut, a nastepnie dodano bezwodny TMSCI (25,5 ml, 0,200 mol). Lazni¢ lodowa
zastagpiono taznia wodng, a mieszaning ogrzewano pod chtodnica zwrotng
w temperaturze wrzenia dichlorometanu przez 3 godziny. Po tym czasie mieszaning
ponownie ochtodzono w tazni lodowej do temperatury 5°C i porcjami dodawano
Fmoc-Cl (26 g, 0,100 mol). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez
11 godzin na mieszadle magnetycznym. Po tym czasie usuni¢to mieszadetko
magnetyczne z kolby, dodano metanol (500 ml) i wytrzasano przez 30 min. Powstaly

bialy osad przefiltrowano na lejku Schotta, przemyto trzykrotnie metanolem
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(3 x 200 ml), trzykrotnie heksanem (3 x 200 ml) i trzykrotnie eterem dietylowym
(3 x 200 ml). Wysuszony produkt przeniesiono do krystalizatora. Otrzymano 35 g
(wydajnos¢ 87%) kwasu 7-N-(fluorenylometoksykarbonylo)amino kumaryno-4-
octowego (Fmoc-ACC-OH). Czystos¢ otrzymanego zwigzku potwierdzono za pomoca

analitycznego HPLC (powyzej 90%).

'"H NMR: (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): & 3,86 (s, 2H), 4,33 (t, 1H, J = 6,2), 4,55 (d, 2H,
J=62), 6,34 (s, 1H), 7,33-7,44 (m, SH), 7,56 (s, 1H), 7,61 (d, 1H, J = 8,6), 7,76 (d, 2H,
J=173),7.91 (d, 2H, J = 7,4), 10,23 (s, 1H), 12,84 (s, 1H).

HRMS: [M+H]" (obliczone) = 442,1291, [M+H]" (zmierzone) = 442,1292

5.2. Synteza i analiza substratow fluorogenicznych
5.2.1. Synteza zdefiniowanej biblioteki Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC dla katepsyn

Biblioteka kombinatoryczna HyCoSuL z L-Arg w pozycji P1 wykorzystana
do badan zawartych w niniejszej pracy zostata zsyntezowana wczesniej przez
dr inz. Wiolett¢ Rut w laboratorium prof. Marcina Draga w Katedrze Chemii
Biologicznej i Bioobrazowania zgodnie z protokotem [265].

Zdefiniowana biblioteka o sekwencji Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC zostata
zsyntezowana wedtug opracowanego protokotu [244]. Synteze ze zdefiniowang reszta
aminokwasowag w pozycji P1 rozpoczeto od przygotowania zywicy do sprzegnigcia
ze znacznikiem fluorogenicznym. W tym celu odwazono 8 gramoéw zywicy amidowe;j
(Fmoc-Rink Amide AM Resin, stopien podstawienia 0,74 mmol/g) do szklanego reaktora
do syntezy peptydow i spulchniono w dichlorometanie (DCM). Po 30 minutach
odsaczono DCM pod zmniejszonym ci$nieniem, a zywice przemyto trzykrotnie
N,N-dimetyloformamidem (DMF). W celu usuni¢cia grupy ochronnej fluorenylo-9-
metoksykarbonylowej (Fmoc), dodano 20% roztwor piperydyny w DMF
(20% PIP/DMF) i prowadzono reakcj¢ z mieszaniem przez 5 minut. Po tym czasie
piperydyne odsaczono, zywice przemyto DMF i1 dodano $wiezg porcje 20% piperydyny
w DMF. Reaktor umieszczono na kotysce na 20 minut, a nastgpnie doktadnie przemyto
zywice 6-krotnie DMF. Procedure usunigcia grupy ochronnej Fmoc kazdorazowo
potwierdzano wykonaniem testu ninhydrynowego. Do probowki pobierano kilka ziaren
zywicy 1 zalewano je roztworem ninhydryny w 96% etanolu skazonym eterem

dietylowym. Probowke nastgpnie inkubowano przez 5 min w termobloku w 95°C.
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Granatowa barwa ziarenek po tym czasie potwierdzata wolne grupy aminowe, dajac
pozytywny wynik testu. Nastgpnie do probowki 50 ml typu Falcon odwazono
Fmoc-ACC-OH (6,53 g, 14,8 mmol, 2,5 roéwnowaznika molowego) oraz
hydroksybenzotriazol (HOBt, 2,27 g, 14,8 mmol, 2,5 réwnowaznika molowego). Calos¢
rozpuszczono w DMEF, dodano N,N’-dicykloheksylokarbodiimid (DICI, 2,3 ml,
14,8 mmol, 2,5 rownowaznika molowego) i aktywowano mieszajac przez 2 minuty.
Mieszaning dodano do zywicy w reaktorze, ktéry dodatkowo owinigto folig. Reakcje
sprzggania prowadzono 24 godziny calo$¢ delikatnie mieszajac na kolysce
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie odsaczono roztwdr, zywice przemyto
trzykrotnie DMF 1 przeprowadzono ponowne sprzgganie Fmoc-ACC-OH (3,92 g,
8,88 mmol 1,5 rownowaznika molowego), HOBt (1,36 g, 8,88 mmol, 1,5 rownowaznika
molowego), DICI (1,16 ml, 8,88 mmol, 1,5 rownowaznika molowego). Po kolejnych
24 godzinach zywice przemyto trzykrotnie DMF, przeprowadzono test ninhydrynowy,
ktéry dat wynik negatywny wskazujac na brak wolnych grup aminowych. W celu
zablokowania ewentualnie nieprzereagowanych grup aminowych, przeprowadzona
zostala acetylacja zgodnie z protokolem opisanym w literaturze [164]. Do 50 ml
proboéwki typu Falcon odwazono 3-nitro-1,2,4-triazol (6,75 g, 59,2 mmol,
10 rownowaznikow molowych), ktéry rozpuszczono w DMF i1 dodano do niego kwas
octowy (3,37 ml, 59,2 mmol, 10 réwnowaznikow molowych) oraz DICI (9,24 ml,
59,2 mmol, 10 roéwnowaznikéw molowych). Zawarto§¢ probowki typu Falcon
aktywowano przez 2 minuty i dodano do zywicy bez jej wczesniejszego odblokowania.
Reakcj¢ pozostawiono na 24 godziny. Po tym czasie dodano DIPEA (2,05 ml, 11,8 mmol,
2 réwnowazniki molowe) na 3 godziny mieszania. Cato$¢ przemyto trzykrotnie DMF
1 odblokowano grupe ochronng Fmoc przy wykorzystaniu 20% piperydyny w DMF (cykl
5 minut, 20 minut). Na tym etapie nie wykonywano testu ninhydrynowego, gdyz wolna
grupa aminowa przytagczona do pierScienia aromatycznego w ACC nie daje zmiany
zabarwienia w kontakcie z roztworem ninhydryny. Otrzymano H>N-ACC-zywica.
Odblokowang zywice przemyto szesciokrotnie DMF, trzykrotne DCM oraz trzykrotne
metanolem (MeOH). Nastepnie wysuszono ja w eksykatorze nad P,Os (24 godziny).
Caly proces powtdrzono 1 tak przygotowane obie porcje zywicy polaczono
1 wykorzystano do syntezy zdefiniowanej biblioteki Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC.
Wysuszong zywice z przylaczonym i odblokowanym ACC podzielono nastepnie
na 143 porcje (kazda po 100 mg, 0,074 mmol) i umieszczono ja w trzech 48-dotkowych

poétautomatycznych reaktorach do syntezy rownolegtej (ang. 48-well semiautomatic
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FlexChem synthesizer). Zywice aktywowano poprzez spulchnienie jej w dichlorometanie
przez 30 min. Nastepnie odsgczono dichlorometan i przemyto trzykrotnie DMF.
Do 2 ml probowek typu Eppendorf odwazono po 2,5 rownowaznika molowego
(0,185 mmol) jednego ze 143 naturalnych lub nienaturalnych aminokwaséw zgodnie
ztab. 6. W proboéwce typu Falcon przygotowano roztwor HATU (w sumie
na 143 dotkéw: 10,06 g, 26,45 mmol, 2,5 rownowaznika molowego) w DMF. Do kazde;j
probowki typu Eppendorf z nawazonym aminokwasem dodano po 0,9 ml tego roztworu
i 2,4,6-trimetylopirydyny (2,4,6-kolidyna, 24,5 uL, 0,185 mmol, 2,5 rownowaznika
molowego), po czym ich zawarto$¢ przelano do dotkéw zawierajacych HoN-ACC-
zywica. Reakcj¢ prowadzono przez 24 godziny delikatnie mieszajac. Po tym czasie
mieszaning odsgczono, zywice przemyto trzykrotnie DMF i powtdrzono sprzeganie
stosujac dwukrotny nadmiar kazdego odczynnika w analogiczny sposob: 143 Fmoc-
aminokwasow (0,148 mmol, 2 rownowazniki molowe), HATU (8,05 g, 21,16 mmol,
2 rownowazniki molowe), 2,4,6-kolidyna (19,5 pl, 0,148 mmol, 2 réwnowazniki
molowe). Reakcje prowadzono przez kolejng dobg w tych samych warunkach. Nastepnie
mieszaning odsgczono 1 przemyto trzykrotnie DMF. Grup¢ ochronng Fmoc, znajdujaca
si¢ na przylaczonej pierwszej reszcie aminokwasowej, usuni¢to stosujac 20% roztwor
piperydyny w DMF (cykl 5 minut, 20 minut), po czym 6-krotnie przemyto zywic¢ DMF.
Pozytywny wynik testu ninhydrynowego $wiadczyt o otrzymaniu HoN-P1-ACC-zywica.
W pozycji P2 biblioteki we wszystkich 143 dotkach przylaczono leucyng (Fmoc-L-Leu-
OH). W tym celu w probowkach typu Falcon odwazono Fmoc-L-Leu-OH (w sumie
na 143 dotki: 9,35 g, 26,45 mmol, 2,5 rownowaznika molowego) oraz HOBt (w sumie
na 143 dotki: 4,05 g, 26,45 mmol, 2,5 rownowaznika molowego). Zawartos¢
rozpuszczono w DMF i dodano DICI (w sumie na 143 dotki: 4,12 ml, 25,53 mmol,
2,5 rownowaznika molowego). Mieszaning dodano do kazdego dotka w reaktorze
ireakcje prowadzono przez 24 godziny. Negatywny wynik testu ninhydrynowego
$wiadczyl o otrzymaniu Fmoc-L-Leu-P1-ACC-zywica. Zywice przemyto trzykrotnie
DMF, usunig¢to grupe ochronng Fmoc w 20% roztworze piperydyny w DMF (cykl:
5 minut, 20 minut) po czym zywic¢ w dotkach przemyto sze$ciokrotnie DMF. Nastepnie
przygotowano mieszaning: Fmoc-Arg(Pbf)-OH (17,16 g, 26,45 mmol,
2,5 rownowaznika molowego), HOBt (4,05g, 26,45 mmol, 2,5 réwnowaznika
molowego) 1 DICI (4,12 ml, 26,45 mmol, 2,5 rownowaznika molowego) w DMF, ktora
dodano do kazdego dotka z zywicg i reakcj¢ prowadzono kolejne 24 godziny. Przemyto

zywicg trzykrotnie DMF, wykonano test ninhydrynowy (wynik negatywny), usuni¢to

137



grup¢ ochronng Fmoc stosujac 20% roztwor piperydyny w DMF (cykl: 5 min, 20 min)
1 przemyto sze$ciokrotnie DMF. W ostatniej pozycji (P4) znajdowata si¢ alanina, dlatego
do proboéwki typu Falcon nawazono Fmoc-Ala-OH (8,24 g, 26,45 mmol,
2,5 rownowaznika molowego) oraz HOBt (4,05 g, 26,45 mmol, 2,5 réwnowaznika
molowego), ktére rozpuszczono w DMF. Nastepnie dodano DICI (4,12 ml, 26,45 mmol,
2,5 rownowaznika molowego) i cato$¢ przeniesiono do dotkdéw z zywicg. Reakcje
sprzggania prowadzono 24 godziny, delikatnie mieszajac, po czym zawarto$¢ odsaczono,
cato$¢ przemyto trzykrotnie DMF 1 $ciggnieto grupe ochronng Fmoc przy uzyciu 20%
piperydyny w DMF (cykl: 5 minut, 20 minut). Ostatnim etapem syntezy bylo
przytaczenie do N-koncowej grupy aminowej grupy acetylowej. Przygotowano
mieszaning DMF z HBTU (20,05 g, 52,91 mmol, 5 réwnowaznikow molowych),
kwasem octowym (3,01 ml, 52,91 mmol, 5 rownowaznikow molowych) i DIPEA
(9,15 ml, 52,91 mmol, 5 rownowaznikow molowych), ktérag dodano do dotkéw z zywica
i mieszano przez godzing na kolysce laboratoryjnej. Po tym czasie wykonano test
ninhydrynowy, ktory potwierdzil brak wolnych grup aminowych (wynik negatywny).
Zywice przemyto trzykrotnie DMF, trzykrotnie DCM, trzykrotnie MeOH i wysuszono
w eksykatorze nad P>Os (24 godziny). Do uwolnienia biblioteki z zywicy przygotowano
mieszaning sktadajaca sie z: 95% TFA, 2,5% TIPS, 2,5% H>O (v/v/v), ktéra schtodzono
do temperatury ok. 4°C. Do kazdego dotka dodano 1,5 ml takiej mieszaniny, a reakcje
prowadzono przez 2,5 godziny mieszajac energicznie co jakis czas reaktor. Po tym czasie
przesacz znad zywicy przeniesiono do 15 ml probowek wirowkowych typu Falcon,
strgcono je w zimnym eterze dietylowym (widoczny bialy produkt) i inkubowano
w -20°C przez 30 minut. Nastepnie zawarto$¢ Falconow zostata zwirowana (4400 rpm,
4°C, 3 min) i1 zdekantowano roztwér nad osadem. W celu przemycia osadu, ponownie
dodano do niego zimny Et;O i inkubowano w -20°C przez 20 minut. Po tym czasie
probowki zwirowano w tych samych warunkach, zdekantowano roztwor znad osadu
i probowki z substratami zostawiono do wysuszenia na powietrzu przez 24 godziny.
Otrzymano substraty o sekwencji ogolnej: Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC, gdzie P1 to jeden
ze 143 aminokwas6éw naturalnych lub nienaturalnych (tab. 6). Nastepnie kazdy substrat
zostal oczyszczony przy pomocy HPLC. Czysto$¢ zwigzkéw (powyzej 90%) oraz mase
czasteczkowg kazdego z otrzymanych substratow potwierdzono za pomoca systemu LC-
MS. Biblioteke zliofilizowano, rozpuszczono w DMSO do st¢zenia koncowego 20 mM
1 przechowywano w -80°C. W tabeli 6 przedstawiono sekwencje substratow oraz wyniki

analizy LC-MS.
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Tab. 6. Wyniki analizy LC-MS tetrapeptydowych substratow fluorogenicznych tworzacych
zdefiniowang biblioteke P1, [M+H]" zmierzono za pomoca detektora masowego Waters Acquity
QDa. Czystos¢ wszystkich zwigzkow byta powyzej 90%.

+ +
Substrat: Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC [hij] [M_+H]
P1/1 L-Ala 672,34 | 672,38
P1/2 L-Arg 757,40 | 757,48
P1/3 L-Asn 715,34 | 715,39
P1/4 L-Asp 716,33 | 716,37
P1/5 L-Glu 730,35 | 730,41
P1/6 L-Gln 729,36 | 729,45
P1/7 Gly 658,32 | 658,37
P1/8 L-His 738,36 | 738,44
P1/9 L-Ile 714,39 | 714,46
P1/10 L-Leu 714,39 | 714,44
P1/11 L-Lys 729,40 | 729,46
P1/12 L-Nle 714,39 | 714,46
P1/13 L-Phe 748,37 | 748,43
P1/14 L-Pro 698,36 | 698,39
P1/15 L-Ser 688,34 | 688,38
P1/16 L-Thr 702,35 | 702,42
P1/17 L-Trp 787,38 | 787,43
P1/18 L-Tyr 764,37 | 764,45
P1/19 L-Val 700,37 | 700,37
P1/20 B-Ala 672,34 | 672,35
P1/21 L-Hyp 714,35 | 714,41
P1/22 L-Hyp(Bzl) 804,40 | 804,46
P1/23 L-Dap 687,35 | 687,39
P1/24 L-Dab 701,37 | 701,41
P1/25 L-Dab(Z) 835,40 | 835,44
P1/26 L-Cit 758,39 | 758,44
P1/27 L-hCit 772,41 | 772,46
P1/28 L-Orn 715,38 | 715,41
P1/29 L-Lys(TFA) 825,38 | 825,42
P1/30 L-Lys(Ac) 771,41 | 771,47
P1/31 L-Lys(2-CI-Z) 897,40 | 897,47
P1/32 L-hArg 771,42 | 771,51
P1/33 L-His(Bzl) 828,41 | 828,47
P1/34 L-His(3-Bom) 858,42 | 858,44
P1/35 L-Phe(4-NH>) 763,38 | 763,46
P1/36 L-Phe(guan) 805,41 | 805,47
P1/37 L-Trp(Me) 801,40 | 801,44
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P1/38 L-Dht 789,40 | 789,40
P1/39 L-Asp(O-Me) 730,35 | 730,40
P1/40 L-Asp(O-CHx) 798,41 | 798,47
P1/41 L-Asp(O-Bzl) 806,38 | 806,44
P1/42 L-Asp(O-All) 756,36 | 756,45
P1/43 L-Glu(O-Me) 74436 | 744,41
P1/44 L-Glu(O-CHx) 812,43 | 812,48
P1/45 L-Glu(O-Bzl) 820,39 | 820,45
P1/46 L-Glu(O-All) 77038 | 770,41
P1/47 L-Aad 744,36 | 744,42
P1/48 L-Phe(2-F) 766,36 | 766,41
P1/49 L-Phe(3-F) 766,36 | 766,39
P1/50 L-Phe(4-F) 766,36 | 766,43
P1/51 L-Phe(3 ,4-F2) 784,35 | 784,45
P1/52 L-Phe(Fs) 838,33 | 838,39
P1/53 L-Phe(2-Cl) 782,33 | 782,39
P1/54 L-Phe(3-Cl) 782,33 | 782,40
P1/55 L-Phe(4-Cl) 782,33 | 782,40
P1/56 L-Phe(3,4-C) 816,30 | 816,36
P1/57 L-Phe(4-Br) 826,28 | 826,39
P1/58 L-Phe(3-1) 87427 | 874,30
P1/59 L-Phe(4-1) 874,27 | 874,35
P1/60 L-Phe(4-Me) 762,39 | 762,45
P1/61 L-Phe(4-NO») 793,36 | 793,41
P1/62 L-Ala(2-th) 75433 | 754,35
P1/63 L-Abu 686,36 | 686,38
P1/64 L-Ser(Bzl) 77838 | 778,45
P1/65 L-hSer 702,35 | 702,40
P1/66 L-hSer(Bzl) 792,40 | 792,41
P1/67 L-Thr(Bzl) 792,40 | 792,43
P1/68 L-Met 732,35 | 732,41
P1/69 L-Met(O) 74834 | 748,39
P1/70 L-Met(O2) 764,34 | 764,37
P1/71 L-Phg 73436 | 734,36
P1/72 L-hPhe 762,39 | 762,39
P1/73 L-Chg 740,40 | 740,41
P1/74 L-Cha 754,42 | 754,43
P1/75 L-hCha 768,44 | 768,44
P1/76 L-Igl 77439 | 774,39
P1/77 L-2-Aoc 742,42 | 742,42
P1/78 L-hLeu 728,40 | 728,40
P1/79 L-Tyr(Me) 778,38 | 778,44

140




P1/80 L-Tyr(2,6-Cl-Bzl) 922,33 | 922,33
P1/81 L-hTyr 778,38 | 778,44
P1/82 L-hTyr(Me) 792,40 | 792,40
P1/83 L-Nva 700,37 | 700,37
P1/84 L-Cys(Bzl) 794,36 | 794,36
P1/85 L-Cys(MeBzl) 808,37 | 808,37
P1/86 L-Cys(4-MeOBzl) 82337 | 82337
P1/87 L-dhPro 696,34 | 696,39
P1/38 L-Gla 77434 | 774,34
P1/89 L-Api 758,38 | 758,38
P1/90 L-Arg(Me) 771,42 | 771,42
P1/91 L-Arg(Me) 785,44 | 785,44
P1/92 L-3-Pal 74937 | 749,37
P1/93 L-4-Pal 74937 | 749,37
P1/94 L-Abu(Bth) 819,36 | 819,36
P1/95 L-Bip 824,40 | 824,41
P1/96 L-Bpa 852,40 | 852,40
P1/97 L-1-Nal 798,39 | 798,38
P1/98 L-Hnv 716,37 | 716,37
P1/99 L-Thyr 856,39 | 856,39
P1/100 Inp 712,37 | 712,37
P1/101 D-Ala 672,34 | 672,34
P1/102 D-Asn 71535 | 715,35
P1/103 D-Asp 716,33 | 716,33
P1/104 D-GIn 729,36 | 729,36
P1/105 D-Glu 730,35 | 730,35
P1/106 D-Leu 714,39 | 714,39
P1/107 D-Lys 729,40 | 729,40
P1/108 D-Phe 74837 | 748,37
P1/109 D-Pro 698,36 | 698,36
P1/110 D-Ser 688,34 | 688,34
PI/111 D-Thr 702,35 | 702,35
PI/112 D-Trp 787,38 | 787,38
P1/113 D-Tyr 764,37 | 764,37
P1/114 D-Tic 760,37 | 760,37
PI/115 D-Gla 77434 | 774,34
P1/116 D-Cha 754,42 | 754,42
P1/117 D-Phg 734,36 | 734,36
PI/118 D-4-Pal 74937 | 749,37
P1/119 D-Phe(4-Me) 762,39 | 762,39
P1/120 D-Phe(3-F) 766,36 | 766,36
P1/121 D-Phe(4-F) 766,36 | 766,36

141




P1/122 D-Phe(3,4-F,) 784,35 | 784,40
P1/123 D-Phe(Fs) 838,33 | 838,33
P1/124 D-Phe(2-Cl) 782,33 | 782,34
P1/125 D-Phe(3-Cl) 782,33 | 782,33
P1/126 D-Phe(4-Cl) 782,33 | 782,33
P1/127 D-Phe(3,4-CL) 816,30 | 816,30
P1/128 D-Phe(4-1) 874,27 | 874,27
P1/129 D-Phe(4-Br) 826,28 | 828,29
P1/130 D-Phe(4-NO,) 793,36 | 793,36
P1/131 D-Ser(Bzl) 778,38 | 778,38
P1/132 D-Thr(Bzl) 792,40 | 792,40
P1/133 D-hPhe 762,39 | 762,39
P1/134 D-Bip 824,40 | 824,41
P1/135 D-Bpa 852,40 | 852,40
P1/136 D-1-Nal 798,39 | 798,38
P1/137 D-2-Nal 798,39 | 798,39
P1/138 L-Pma 766,32 | 766,36
P1/139 L-pSer 768,30 | 768,35
P1/140 L-Pmab 780,34 | 780,39
P1/141 L-pThr 782,32 | 782,35
P1/142 L-Pmp 842,35 | 842,39
P1/143 L-pTyr 84433 | 844,39

5.2.2. Synteza kombinatorycznej biblioteki typu IQF dla katepsyn

W celu opracowania profilu specyficzno$ci substratowej ludzkich katepsyn B,
L, V, S oraz K w kieszeni wigzacej S1’ oraz S2’ zsyntezowano kombinatoryczng
biblioteke substratow typu IQF, ktora skladata si¢ z podbibliotek P1’ oraz P2’
o sekwencji:
e ACC-Ala-Arg-Leu-Arg-P1’-Mix-Gly-Lys(Dnp),
e ACC-Ala-Arg-Leu-Arg-Mix-P2’-Gly-Lys(Dnp),
gdzie: P1°/P2° to jeden z 96 naturalnych Iub nienaturalnych reszt
aminokwasowych, natomiast Mix to réwnomolowa mieszanina aminokwasow
naturalnych (z pominig¢ciem cysteiny i metioniny oraz z norleucyna). Ponizej opisano
synteze biblioteki na przyktadzie podbiblioteki P1°.
Syntezg substratéw typu IQF wchodzacych w skiad biblioteki P1’
przeprowadzono na podlozu statym wykorzystujac zywice amidowa Fmoc-Rink Amide

AM Resin o stopniu podstawienia 0,64 mmol/g. W tym celu odwazono 11 g zywicy,
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umieszczono ja w szklanym reaktorze do syntezy peptydow i spulchniono w DCM.
Po 30 minutach odsagczono DCM pod zmniejszonym ci$nieniem, a zywic¢ przemyto
trzykrotnie DMF. Kolejno usuni¢to grupe ochronng Fmoc dodajac do reaktora 20%
roztwor piperydyny w DMF. Po 5 minutach zywic¢ przemyto DMF i dodano kolejng
porcje 20% roztworu piperydyny w DMF. Reaktor odstawiono na kotyske na 20 minut.
Po tym czasie zywice przemyto sze$ciokrotnie DMF. Tak jak w przypadku biblioteki
zdefiniowanej z substratami tetrapeptydowymi, usunigcie grupy ochronnej Fmoc
kazdorazowo potwierdzano wykonaniem testu ninhydrynowego — do probowki
pobierano kilka ziaren zywicy, zalewano je roztworem ninhydryny w 96% etanolu
skazonym eterem dietylowym i umieszczano w termobloku (95°C, 5 minut). Pozytywny
wynik testu, czyli uzyskanie ziarenek o granatowym zabarwieniu, $wiadczyt o wolnych
grupach aminowych. Nastgpnie do proboéwki typu Falcon (50 ml) odwazono Fmoc-
Lys(Dnp)-OH (9,41 g, 17,6 mmol, 2,5 réwnowaznika molowego) oraz HOBt (2,69 g,
17,6 mmol, 2,5 r6wnowaznika molowego). Catos¢ rozpuszczono w DMF, dodano DICI
(2,75 ml, 17,6 mmol, 2,5 rownowaznika molowego) i przeniesiono na zywice. Reakcje
prowadzono 4 godziny w temperaturze pokojowej delikatnie mieszajac. Wykonano test
ninhydrynowy (wynik negatywny), odblokowano grupe Fmoc (20% PIP/DMF, cykl:
Sminut i 20 minut), ponownie wykonano test ninhydrynowy (wynik pozytywny)
i w kolejnym kroku przytaczono Fmoc-Gly-OH (5,23 g, 17,6 mmol, 2,5 rownowaznika
molowego), a jako odczynniki sprzegajace zastosowano HOBt (2,69 g, 17,6 mmol,
2,5 rownowaznika molowego) oraz DICI (2,75 ml, 17,6 mmol, 2,5 réwnowaznika
molowego). Po 4 godzinach wykonano test ninhydrynowy (wynik negatywny), Zzywice
z przytaczonymi dwoma resztami aminokwasowymi odblokowano (20% PIP/DMF,
5 minut, 20 minut), ponownie wykonano test ninhydrynowy (wynik pozytywny)
i kolejnym krokiem bylo przylaczenie mieszaniny izokinetycznej (Mix) w pozycji P2’.
Do probéwki typu Falcon (50 ml) odwazono kazdy z 18 naturalnych aminokwaséw
(bez cysteiny 1 metioniny) oraz norleucyn¢ w odpowiednich proporcjach molowych
zgodnie z protokotem podanym w literaturze (Fmoc-L-Ala — 3,4%; Fmoc-L-Arg(Pbf)-
OH - 6,5%; Fmoc-L-Asn(Trt)-OH — 5,3%; Fmoc-L-Asp(O-tBu)-OH — 3,5%; Fmoc-L-
Glu(O-tBu)-OH - 3,6%; Fmoc-L-GIn(Trt)-OH — 5,3%; Fmoc-Gly-OH — 2,9%; Fmoc-L-
His(Trt)- OH — 3,5%; Fmoc-L-Ile-OH — 17,4%; Fmoc-L-Leu-OH — 4,9%; Fmoc-L-
Lys(Boc)-OH — 6,2%; Fmoc-L-Nle-OH — 3,8%; Fmoc-L-Phe-OH — 2,5%; Fmoc-L-Pro-
OH - 4,3%; Fmoc-L-Ser(O-tBu)- OH — 2,8%; Fmoc-L-Thr(O-tBu)-OH — 4,8%; Fmoc-
L-Trp(Boc)-OH — 3,8%; Fmoc-L-Tyr(O-tBu)- OH — 4,1%; Fmoc-L-Val-OH — 11,3%)
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[160]. Liczno$¢ catej mieszaniny izokinetycznej wynosita 35,2 mmol, 5 rownowaznikow
molowych. Do mieszaniny izokinetycznej dodano HOBt (5,39 g, 35,2 mmol,
5 rownowaznikéw molowych). Catos¢ rozpuszczono w DMF, dodano DICI (5,49 ml,
35,2 mmol, 5 réwnowaznikow molowych), a nastepnie przelano na zywicg¢. Reakcje
prowadzono 5 godzin. Po tym czasie mieszaning odsaczono, a zywic¢ przemyto
3-krotnie DMF. Otrzymano Fmoc-Mix-Gly-Lys(Dnp)-zywica (negatywny wynik testu
ninhydrynowego). Po usunig¢ciu grupy Fmoc 20% roztworem piperydyny w DMF
(pozytywny wynik testu ninhydrynowego), zywice przemyto DCM oraz MeOH
1 wysuszono w eksykatorze nad P>Os (24 godziny). Otrzymano HoN-Mix-Gly-Lys(Dnp)-
zywica. Nastepnie tak wysuszong zywice podzielono na 96 porcji (kazda po 100 mg)
i umieszczono ja w dwoch 48-dotkowych potautomatycznych reaktorach do syntezy
rownoleglej. Zywice spulchniono za pomoca DCM. Po 30 minutach dichlorometan
odsaczono, zywice przemyto trzykrotnie DMF 1 przylaczono jedng z 96 reszt
aminokwasowych w pozycji PI’. W tym celu do 2 ml probéwek typu Eppendorf
odwazono Fmoc-aminokwasy (0,16 mmol, 2,5 réwnowaznika molowego). W probowce
50 ml typu Falcon przygotowano roztwér HOBt (w sumie na 96 dotkéw: 2,35 g,
15,36 mmol, 2,5 réwnowaznika molowego) w DMF. Do kazdej probowki typu
Eppendorf z nawazong reszta Fmoc-aminokwasowa dodano po 0,9 ml tego roztworu
125 pl DICI (0,16 mmol, 2,5 r6wnowaznika molowego), po czym ich zawarto$¢ przelano
do dotkow z zywica. Reakceje prowadzono przez 24 godziny delikatnie mieszajac reaktor.
Po tym czasie odsgczono mieszaning, przemyto kazdy dotek trzykrotnie DMF, wykonano
test ninhydrynowy (wynik negatywny) i odblokowano grupg Fmoc stosujac 20% roztwor
piperydyny w DMF (cykl: 5 minut, 20 minut), po czym sze$ciokrotnie przemyto zywice
DMF i wykonano test ninhydrynowy (pozytywny wynik). W pozycji P1 biblioteki
we wszystkich 96 dotkach przylaczono argining. W tym celu w 50 ml probéwkach typu
Falcon odwazono Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH (na 96 dotkéw: 9,97 g, 15,36 mmol,
2,5 rbwnowaznika molowego) oraz HOBt (na 96 dotkow: 2,35 g, 15,36 mmol,
2,5 rownowaznika molowego). Zawarto$¢ rozpuszczono w DMF i dodano DICI
(na 96 dotkow: 2,4 ml, 15,36 mmol, 2,5 r6wnowaznika molowego). Mieszaning dodano
do kazdego dotka w reaktorze i reakcj¢ prowadzono przez 12 godzin. Po tym czasie
przemyto dotki trzykrotnie DMF, a negatywny wynik testu ninhydrynowego $wiadczyt
o otrzymaniu: Fmoc-Arg(Pbf)-P1’-Mix-Gly-Lys(Dnp)-zywica. Odblokowano grupe
ochronng Fmoc (20% PIP/DMF, cykl: 5 minut, 20 minut), co potwierdzit pozytywny

wynik testu ninhydrynowego. Kolejno w proboéwce 50 ml typu Falcon odwazono Fmoc-
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L-Leu-OH (na 96 dotkow: 5,43 g, 15,36 mmol, 2,5 réwnowaznika molowego) oraz HOBt
(na 96 dotkow: 2,35 g, 15,36 mmol, 2,5 rownowaznika molowego). Cato$¢ rozpuszczono
w DMF i dodano DICI (na 96 dotkéw: 2.4 ml, 15,36 mmol, 2,5 réwnowaznika
molowego). Do kazdego dotka dodano 0,9 ml mieszaniny i reakcj¢ prowadzono
4 godziny. Przylaczenie reszty aminokwasowej w pozycji P2 potwierdzil negatywny
wynik testu ninhydrynowego. Zywice przemyto trzykrotnie DMF, odblokowano grupe
Fmoc wykorzystujac 20% roztwor piperydyny w DMF (cykl: 5 minut, 20 minut),
co potwierdzono pozytywnym wynikiem testu ninhydrynowego. W pozycji P3
nastawiono Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH. W tym celu do 50 ml probéwki typu Falcon
odwazono te reszte aminokwasowa (na 96 doltkow: 9,97 g 15,36 mmol,
2,5 rbwnowaznika molowego) oraz HOBt (na 96 dotkow: 2,35 g, 15,36 mmol,
2,5 rownowaznika molowego). Zawarto$¢ rozpuszczono w DMF i dodano DICI
(na 96 dotkow: 2,4 ml, 15,36 mmol, 2,5 rownowaznika molowego). Do kazdego dotka
przeniesiono 0,9 ml mieszaniny i reakcj¢ prowadzono do uzyskania negatywnego
wyniku testu ninhydrynowego. Po 4 godzinach zywice przemyto trzykrotnie DMF,
odblokowano grupe Fmoc (20% PIP/DMF, cykl: 5 minut, 20 minut), co potwierdzono
pozytywnym wynikiem testu ninhydrynowego. W pozycji P4 znajdowata si¢ alanina,
dlatego do proboéwki 50 ml typu Falcon nawazono Fmoc-L-Ala-OH (na 96 dotkow:
4,78 g, 15,36 mmol, 2,5 rownowaznika molowego) oraz HOBt (na 96 dotkéw: 2,35 g,
15,36 mmol, 2,5 rownowaznika molowego). Zawarto$¢ rozpuszczono w DMF, po czym
dodano DICI (na 96 dotkow: 2,4 ml, 15,36 mmol, 2,5 réwnowaznika molowego).
Do kazdego dotka przeniesiono 0,9 ml mieszaniny. Reakcje prowadzono 4 godziny
uzyskujac negatywny wynik testu ninhydrynowego. Mieszanin¢ reakcyjng odsgczono,
zywice przemyto trzykrotnie DMF, a grupe Fmoc odblokowano uzywajac 20% roztworu
piperydyny w DMF, co potwierdzono pozytywnym wynikiem testu ninhydrynowego.
Ostatnim etapem byto przylaczenie fragmentu fluoroforu z linkerem: Fmoc-ACC-BAla-
OH. Do probéwki 50 ml typu Falcon nawazono Fmoc-ACC-BAla-OH (na 96 dotkow:
6,3 g, 12,29 mmol, 2 réwnowazniki molowe) oraz HOBt (na 96 dotkow: 1,88 g,
12,29 mmol, 2 rownowazniki molowe). Catos¢ rozpuszczono w DMF, dodano DICI
(na 96 dotkow: 1,92 ml, 12,29 mmol, 2 réwnowazniki molowe) i do kazdego dotka
przeniesiono 0,9 ml mieszaniny. Reakcje prowadzono przez 24 godziny. Po tym czasie
wykonano test ninhydrynowy, ktéry dal rezultat pozytywny (niepelna acylacja
iobecno$¢ wolnych grup aminowych), w zwigzku z czym mieszaning reakcyjng

odsaczono, przemyto jednokrotnie DMF i ponownie sprzggnigto Fmoc-ACC-BAla-OH
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(na 96 dotkow: 4,73 g, 9,22 mmol, 1,5 réwnowaznika molowego) wraz z HOBt
(na 96 dotkow: 1,41 g, 9,22 mmol, 1,5 rownowaznika molowego) i DICI (na 96 dotkow:
1,44 ml, 9,22 mmol, 1,5 réwnowaznika molowego) w DMF. Reakcje prowadzono
kolejne 24 godziny. Po tym czasie otrzymano negatywny wynik testu ninhydrynowego.
Mieszaning nieprzereagowanych reagentow odsaczono, zywice przemyto trzykrotnie
DMF i usuni¢to grupe ochronng Fmoc (20% PIP/DMF, cykl: 5 minut, 20 minut). W tym
przypadku nie wykonywano testu ninhydrynowego, gdyz wolna aromatyczna grupa
aminowa ACC nie daje zmiany zabarwienia w kontakcie z ninhydryng. Nastepnie zywice
przemyto trzykrotnie dichlorometanem, trzykrotnie metanolem i suszono w eksykatorze
nad P2Os przez 24 godziny. Ostatnim etapem syntezy byta deprotekcja i uwolnienie
substratow z zywicy. W tym celu do zywicy w dotkach dodano po 1,5 ml roztworu
zawierajacego schtodzong mieszaning 95% TFA, 2,5%TIPS 1 2,5% H20 (v/v/v). Reakcje
hydrolizy prowadzono 2,5 godziny, mieszajac energicznie aparat do syntezy co 15 minut.
Nastepnie przesacze z produktami przeniesiono do 15 ml probowek wirdwkowych typu
Falcon, produkty stracono w zimnym eterze dietylowym (widoczny wytracajacy si¢ zoity
produkt) i inkubowano w -20°C przez 30 minut. Nastepnie zwirowano probowki
(4400 rpm, 4°C, 3 min) i zdekantowano roztwor znad osadu. W celu przemycia osadu,
ponownie dodano do niego zimny eter dietylowy i inkubowano w takich samych
warunkach, po czym zwirowano i zlano ciesz znad osadu. Substraty zostawiono
do wysuszenia na powietrzu przez 24 godziny. Otrzymano H>N-ACC-BAla-Ala-Arg-
Leu-Arg-P1’-Mix-Gly-Lys(Dnp)-NHz, gdzie PI’ to jedna z 96 naturalnych
lub nienaturalnych reszt aminokwasowych, a Mix to réwnomolowa mieszanina
aminokwasOw naturalnych (z pomini¢ciem cysteiny i metioniny oraz z norleucyng).
Otrzymane produkty w probowkach typu Falcon rozpuszczono w mieszaninie
acetonitryl:woda w stosunku objetosciowym 3:1, po czym poddano je liofilizacji,
rozpuszczono w DMSO do koncowego stgzenia 20 mM i przechowywano w -80°C.
Fragment zawierajacy fluorofor oraz linker — Fmoc-ACC-BAla-OH
zsyntezowano na podlozu stalym — zywicy 2-chlorotritylowej o stopniu podstawienia
1,6 mmol/g. Do szklanego reaktora nawazono 3 g zywicy i dodano bezwodnego
dichlorometanu w celu jej spulchnienia. Po 30 minutach zywice przemyto trzykrotnie
DCM. Do 50 ml probéwki typu Falcon odwazono Fmoc-BAla-OH (2,99 g, 9,6 mmol,
2 rownowazniki molowe), a nastepnie dodano DCM oraz DIPEA (1,6 ml, 9,6 mmol,
2 rownowazniki molowe). Nastepnie mieszaning przelano do reaktora z zywicg. Reakcje

prowadzono 3 godziny, po tym czasie zywice przemyto trzykrotnie DCM, trzykrotnie
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DMF i usunigto grupe ochronng Fmoc stosujac 20% roztwor piperydyny w DMF (cykl:
5 minut, 20 minut). Zywice przemyto szesciokrotnie DMF, a usuniecie grupy Fmoc
potwierdzono pozytywnym wynikiem testu ninhydrynowego. Nastgpnie do 50 ml
probéwki typu Falcon odwazono Fmoc-ACC-OH (4,24 g, 9,6 mmol, 2 rdwnowazniki
molowe), HATU (3,65 g, 9,6 mmol, 2 rownowazniki molowe), rozpuszczono w DMF
i dodano 2,4,6-kolidyne (1,27 ml, 9,6 mmol, 2 réwnowazniki molowe). Mieszaning
przelano do reaktora. Po uptywie 24 godzin, powtdrzono reakcj¢ sprzg¢gania Fmoc-ACC-
OH (3,12g, 7,2 mmol,l,5 réwnowaznika molowego), HATU (2,74 g,
7,2 mmol,1,5 r6wnowaznika molowego), 2,4,6-kolidyny (0,95 ml, 7,2 mmol,
1,5 rownowaznika molowego) w DMF. Mieszaning reakcyjng dodano do zywicy
i prowadzono reakcj¢ 24 godziny. Po tym czasie zywice przemyto trzykrotnie DMF,
trzykrotnie DCM, trzykrotnie MeOH 1 pozostawiono w eksykatorze nad P>Os przez
24 godziny (bez odblokowania grupy Fmoc). W celu $ciagnigcia zsyntezowanego
substratu z zywicy przygotowano mieszaning: TFA/TIPS/H>0 (95%:2,5%:2,5%, v/v/v),
ktéra schtodzono w 4°C 1 dodano do zywicy. Reakcj¢ hydrolizy prowadzono 2 godziny
mieszajac energicznie reaktor z zywica co 15 minut. Po tym czasie roztwor znad zywicy
przesaczono do 50 ml proboéwki typu Falcon, zalano zimnym eterem (widoczny
wytracajacy si¢ w duzych ilosciach bialy produkt) i inkubowano w -20°C przez 30 minut.
Nastepnie probowke zwirowano (4400 rpm, 4°C, 3 min) i zdekantowano roztwodr znad
osadu. Do osadu dodano ponownie zimny eter dietylowy i inkubowano przez 30 minut
w -20°C, zwirowano 1 zdekantowano roztwor nad osadem. Osad zostawiono
do wysuszenia na powietrzu przez 24 godziny. Nast¢gpnego dnia osad rozpuszczono
w mieszaninie acetonitryl:woda (w stosunku objetosciowym 3:1), umieszczono w -80°C
1 poddano liofilizacji. Sprawdzono czysto$¢ i1 potwierdzono mas¢ czasteczkowa Fmoc-
ACC-BAla-OH wykorzystujac LC-MS. Produkt uzyto do dalszej syntezy bez etapu

oczyszczania.

5.2.3. Okreslenie profilu specyficznosci substratowej katepsyny L, B, V, S oraz K
w pozycjach P4-P2’°

Wszystkie badania kinetyki enzymatycznej ludzkich katepsyn L, B, V, S oraz K
wykonano za pomoca spektrofluorymetru (Molecular Devices Spectramax Gemini XPS)
w 96 dotkowych ptytkach (Corning®, ptaskie, biale dno) w buforze do pomiaru
aktywno$ci enzymatycznej (0,1 M octan sodu, 0,1 M chlorek sodu, 1 mM EDTA, 10 mM
DTT, pH 5,5) w temperaturze 37°C [246, 247].
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W celu okreslenia profili specyficznosci substratowej ludzkiej katepsyny L, B,
V, S oraz K w kieszeniach wigzacych S2-S4 przeprowadzono analiz¢ kinetyki reakcji
hydrolizy substratow fluorogenicznych wchodzacych w sktad biblioteki HyCoSuL
zL-Arg w pozycji P1 zawierajacej ponad 100 naturalnych i nienaturalnych reszt
aminokwasowych w kazdej z trzech podbibliotek (P2, P3 i P4) [246, 247]. Kinetyke
reakcji enzymatycznej mierzono nastepujaco: do kazdego dotka natozono 1 pl substratu
w DMSO oraz 99 ul enzymu w buforze bez wczesniejszej inkubacji. Koncowe stgzenie
biblioteki substratow wynosito 100 uM, a koncowe stezenie enzymow byto nastepujace:
e katepsyna L: 0,5 nM dla substratow z podbiblioteki P2, 0,6 nM dla substratow
z podbiblioteki P3, 0,4 nM dla substratow z podbiblioteki P4,
e katepsyna S: 2 nM dla substratow z podbiblioteki P2 oraz P3, 3 nM
dla substratow z podbiblioteki P4,
e katepsyna V: 0,5 nM dla substratow z podbiblioteki P2, 0,4 nM dla substratow
z podbiblioteki P3 oraz P4,
e katepsyna B: 0,25 nM dla substratéw z podbiblioteki P2, 0,3 nM
dla substratow z podbiblioteki P3, 0,5 nM dla substratow z podbiblioteki P4,
e katepsyna K: 4 nM dla substratow z podbiblioteki P2, P3 oraz P4.

Do okre$lenia specyficzno$ci substratowej katepsyny L, B, V, S oraz K
w pozycji P1 wykorzystano zdefiniowang biblioteke o strukturze ogolnej: Ac-Ala-Arg-
Leu-P1-ACC skladajaca si¢ ze 143 indywidualnych substratow fluorogenicznych.
Analize kinetyczng przeprowadzono umieszczajac po 1 pl substratow w DMSO na ptytce
i dodajac 99 pl enzymu w buforze bez wczesniejszej inkubacji. Koncowe stezenie
zdefiniowanych substratow wynosito 10 uM, a koncowe stezenie enzymow: 0,2 nM
dla katepsyny L, 5 nM dla katepsyny S oraz katepsyny B, 2,5 nM dla katepsyny V oraz
1,5 nM dla katepsyny K.

W celu okreslenia specyficzno$ci substratowej katepsyny L, B, V, S oraz K
w kieszeniach wigzacych S1° oraz S2’ wykorzystano kombinatoryczng biblioteke
wewnetrznie wygaszanych substratow typu IQF. Analiz¢ kinetyczna przeprowadzono
naktadajac po 1 pl substratow rozpuszczonych w DMSO na ptytke i dodajac 99 pl
enzymu w buforze bez wczesniejszej inkubacji. Koncowe stezenie biblioteki P1° oraz

P2’ wynosito 1 uM, a koncowe stezenie enzymow: 0,02 nM dla katepsyny L, 3 nM
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dla katepsyny B, 0,1 nM dla katepsyny V, 0,2 nM dla katepsyny S oraz 0,4 nM
dla katepsyny K.

Reakcje hydrolizy substratow prowadzono 30 minut przy dlugo$ciach fali
wzbudzenia 355 nm oraz fali emisji 460 nm. Do analizy postgpu reakcji wybierano
wylacznie liniowy odcinek przyrostu fluorescencji w czasie i odczytywano jego wartos¢
RFU/s (ang. relative fluorescence unit per second, jednostka wzglednej fluorescencji
w czasie). Kazdy pomiar zostal wykonany minimum dwukrotnie, a wyniki zostaly
przedstawione jako wartosci $rednie z odchyleniem standardowym. Wyniki w profilach
specyficznos$ci substratowej katepsyny L, B, V, S oraz K w pozycjach P4, P3, P2, P1, P1’
oraz P2’ zostaly wyrazone w procentach, gdzie wartos¢ RFU/s otrzymang dla
najlepszego substratu przyjeto za 100% aktywnosci enzymu. Wartosci procentowe dla
pozostatych reszt aminokwasowych przedstawiono jako szybko$¢ hydrolizy substratow
wyrazong w stosunku do najlepszego substratu w danej pozycji. Wykresy szybkosci
hydrolizy otrzymano przy uzyciu oprogramowania SoftMax Molecular Devices, a ich

analiz¢ wykonano w Microsoft Excel oraz GraphPad Prism.

5.2.4. Synteza zdefiniowanych substratow tetrapeptydowych dla kaspaz

oraz katepsyn

Synteze zdefiniowanych substratow tetrapeptydowych zaréwno dla katepsyn
(tab. 7) jak i kaspaz (tab. 8) przeprowadzono na podtozu statym wykorzystujac taka sama
procedure jak w przypadku syntezy biblioteki P1 ze zdefiniowanymi substratami Ac-
Ala-Arg-Leu-P1-ACC. Po hydrolizie substratow z zywicy zostaly one oczyszczone
na HPLC, zliofilizowane i rozpuszczone w DMSO do koncowego stezenia 20 mM.

Kazdy z substratow miat czysto$¢ powyzej 92%.

Tab. 7. Wyniki analizy LC-MS zdefiniowanych tetrapeptydowych substratow
fluorogenicznych zaprojektowanych dla katepsyny S, [M+H]" zmierzono za pomocg detektora
masowego Waters Acquity QDa. Czysto$¢ wszystkich zwiazkow byta powyzej 93%.

M+H +/2+ M+H +/2+
Sekwencja [obliczf)ne z[mierzlone
kontrola Ac-Ala-Arg-Leu-Arg-ACC 757,40 757,48
JG 1 H,N-Idc-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-ACC 959,37 959,44
IG 2 Ac-Glu-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-ACC 985,37 985,44
JG 3 Ac-Trp(Me)-Arg-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-Me)-ACC 1056,43 1056,49
IG 4 Ac-Abu-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-ACC 941,38 941,38
IG5 Ac-Tle-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-ACC 969,42 969,48
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JG 6 Ac-Met-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-ACC 1019,36 1019,43
IG_7 H,N-Idc-lle-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-Me)-ACC 916,36 916,41
JG 8 Ac-Glu-lIle-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-Me)-ACC 942,36 942,39
JG 9 Ac-Trp(Me)-lIle-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-Me)-ACC 1013,41 1013,46
JG 10 Ac-Abu-Ile-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-ACC 898,37 898,43
JG 11 Ac-Tle-Ile-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-ACC 926,40 926,46
JG 12 Ac-Met-Ile-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-ACC 976,35 976,39
JG_13 H,N-Idc-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 972,42 972,45
JG 14 Ac-Glu-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 998,42 998,46
JG 15 Ac-Trp(Me)-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 1069,47 1069,51
JG 16 Ac-Abu-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 954,43 954,45
IG 17 Ac-Tle-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 982,46 982,48
JG 18 Ac-Met-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 1032,41 1032,43
JG_19 H,N-Idc-Arg-Lys(2-Cl-Z)-GIn-ACC 944,37 944,42
JG 20 Ac-Glu-Arg-Lys(2-Cl-Z)-GIn-ACC 970,39 970,41
JG 21 Ac-Trp(Me)-Arg-Lys(2-CI-Z)-GIn-ACC 1041,43 1041,47
JG 22 Ac-Abu-Arg-Lys(2-Cl-Z)-GIn-ACC 926,38 926,43
JG 23 Ac-Tle-Arg-Lys(2-Cl-Z)-GIn-ACC 954,42 954,45
JG 24 Ac-Met-Arg-Lys(2-Cl-Z)-GIn-ACC 1004,36 1004,38
JG_25 HoN-Idc-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Aad-ACC 959,37 959,41
JG 26 Ac-Glu-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Aad-ACC 985,37 985,43
IG 27 Ac-Trp(Me)-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Aad-ACC 1056,43 1056,43
JG 28 Ac-Abu-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Aad-ACC 941,38 941,40
JG 29 Ac-Tle-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Aad-ACC 969,42 969,43
JG 30 Ac-Met-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Aad-ACC 1019,36 1019,40
JG 31 Ac-Tle-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Cys(4-MeBzl)-ACC 1033,43 1033,44
JG 32 Ac-Met-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Cys(4-MeBzl)-ACC 1083,38 1083,40
JG_33 HoN-Idc-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Glu-ACC 945,36 945,36
JG 34 Ac-Glu-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Glu-ACC 971,36 971,36
JG 35 Ac-Trp(Me)-Arg-Lys(2-CI-Z)-Glu-ACC 104241 1042,41
JG 36 Ac-Abu-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Glu-ACC 927,37 927,38
JG 37 Ac-Tle-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Glu-ACC 955,40 955,41
JG 38 Ac-Met-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Glu-ACC 1005,35 1005,35
JG_39 Ac-Arg(Z):-Phe(2-Cl)-hCha-Arg-ACC 595,26 595,48
JG 40 Ac-Val-Phe(2-Cl)-hCha-Arg-ACC 864,41 864,55
IG 41 Ac-Phe(Fs)-Phe(2-Cl)-hCha-Arg-ACC 1002,36 1002,46
JG 42 H,N-Idc-Phe(2-Cl)-hCha-Arg-ACC 868,38 868,42
JG_43 | HoN-Tyr(2,6-Clo-Bzl)-Phe(2-Cl)-hCha-Arg-ACC | 1086,37 1086,49
JG 44 Ac-Hyp(Bzl)-Phe(2-Cl)-hCha-Arg-ACC 968,44 968,56
JG_45 Ac-Arg(Z),-lle-hCha-Arg-ACC 1121,57 1121,73
JG 46 Ac-Val-Ile-hCha-Arg-ACC 796,46 796,61
JG_47 Ac-Phe(Fs)-Ile-hCha-Arg-ACC 934,42 934,51
JG_48 H,N-Idc-Ile-hCha-Arg-ACC 800,44 800,55
JG_49 Ac-Tyr(2,6-Cl,-O-Bzl)-Ile-hCha-Arg-ACC 1018,43 1018,55
JG 50 Ac-Hyp(Bzl)-Ile-hCha-Arg-ACC 900,49 900,61
JG_51 Ac-Arg(Z):-Phe(2-F)-hCha-Arg-ACC 587,27 587,53
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JG 52 Ac-Val-Phe(2-F)-hCha-Arg-ACC 848,44 848,56
JG 53 Ac-Phe(Fs)-Phe(2-F)-hCha-Arg-ACC 986,39 986,51
JG 54 H,N-Idc-Phe(2-F)-hCha-Arg-ACC 852,41 852,53
JG 55 Ac-Tyr(2,6-Cl,-Bzl)-Phe(2-F)-hCha-Arg-ACC 1070,40 1070,51
JG 56 Ac-Hyp(Bzl)-Phe(2-F)-hCha-Arg-ACC 952,47 952,57
JG 57 Ac-Phe(Fs)-Cit-hCha-Arg-ACC 978,42 978,52
JG 58 Ac-Arg(Z),-Phe(2-Cl)-hLeu-Arg-ACC 1149,48 1149,63
JG 59 Ac-Val-Phe(2-Cl)-hLeu-Arg-ACC 824,38 824,48
JG 60 Ac-Phe(Fs)-Phe(2-Cl)-hLeu-Arg-ACC 962,33 962,43
JG 61 H,N-Idc-Phe(2-Cl)-hLeu-Arg-ACC 828,35 828,38
JG 62 | Ac-Tyr(2,6-Cl,-Bzl)-Phe(2-Cl)-hLeu-Arg-ACC 1046,34 1046,45
JG 63 Ac-Hyp(Bzl)-Phe(2-Cl)-hLeu-Arg-ACC 928,40 928,40
JG 64 Ac-Arg(Z),-Phe(2-Cl)-Met(0,)-Arg-ACC 1185,42 1185,59
JG 65 Ac-Val-Phe(2-Cl)-Met(O,)-Arg-ACC 860,31 860,44
JG_66 Ac-Phe(Fs)-Phe(2-Cl)-Met(0O,)-Arg-ACC 998,26 998,32
JG 67 H,N-Idc-Phe(2-Cl)-Met(0O,)-Arg-ACC 864,28 864,38
JG 68 | Ac-Tyr(2,6-Cl-Bzl)-Phe(2-Cl)-Met(O2)-Arg-ACC | 1084,27 1084,35
JG_69 Ac-Hyp(Bzl)-Phe(2-Cl)-Met(0,)-Arg-ACC 964,34 964,44
JG_ 70 Ac-Arg(Z):-Phe(2-Cl)-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 1318,48 1318,52
IG 71 Ac-Val-Phe(2-Cl)-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 993,37 993,49
IG 72 Ac-Phe(Fs)-Phe(2-Cl)-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 1131,32 1131,45
JG 73 H,N-Idc-Phe(2-Cl)-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 997,35 997,43
JG 74 | Ac-Tyr(2,6-Cl-O-Bzl)-Phe(2-Cl)-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 609,17 609,41
JG_ 75 | Ac-Hyp(Bzl)-Phe(2-Cl)-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 1097,40 1097,51
JG 76 | Ac-Tyr(2,6-Cl,-Bzl)-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC | 1190,41 1190,45
IG 77 Ac-Phe(Fs)-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 553,70 553,98
JG 78 Ac-Arg(Z):-Phe(2-Cl)-2-Aoc-Arg-ACC 582,25 582,54
JG_ 79 Ac-Val-Phe(2-Cl)-2Aoc-Arg-ACC 838,39 838,54
JG 80 Ac-Phe(Fs)-Phe(2-Cl)-2Aoc-Arg-ACC 975,36 975,40
JG 81 H,N-Idc-Phe(2-Cl)-2Aoc-Arg-ACC 841,37 841,40
JG 82 | Ac-Tyr(2,6-Cl>-Bzl)-Phe(2-Cl)-2-Aoc-Arg-ACC | 1061,36 1061,39
JG 83 H,N-Idc-Tic-2-Aoc-Arg-ACC 820,41 820,55
JG 84 Ac-Phe(Fs)-Arg-Lys(2-ClI-Z)-Glu(O-Me)-ACC 1093,34 1093,42
JG 85 Ac-Phe(Fs)-Arg-2-Aoc-Glu(O-Me)-ACC 938,38 938,48
JG 86 Ac-Glu-Arg-hCha-Glu-ACC 842,40 842,48
JG 87 Ac-Glu-Phe(2-Cl)-Lys(2-Cl-Z)-Glu-ACC 996,29 996,35
JG 88 Ac-Glu-Arg-hCha-Aad-ACC 842,40 842,48
JG 89 Ac-Phe(Fs)-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Aad-ACC 1093,35 1093,43
JG 90 Ac-Glu-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Ser-ACC 929,35 929,41
JG 91 Ac-Glu-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Ala-ACC 913,35 913,42
JG 92 Ac-Glu-Arg-Lys(2-Cl-Z)-Thr-ACC 943,36 943,41
JG 93 Ac-Phe(Fs)-Glu(O-Me)-hCha-Arg-ACC 964,39 964,40
JG 94 Ac-Glu-lIle-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-Me)-ACC 942,34 942,35
JG 96 Ac-Glu(O-Me)-lle-Lys(2-Cl-Z)-Glu(Me)-ACC 956,36 956,40
JG 99 Ac-Met(O)-Ile-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-ACC 960,33 960,39
JG 100 Ac-Met-Ile-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-ACC 944,34 944,35
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JG 101 Ac-Met(Oy)-1Ile-Lys(2-CI-Z)-Glu-ACC 962,31 962,30
JG 102 Ac-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-Cl-Z)-Glu-ACC 1080,31 1080,37
JG 103 | Ac-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-ACC 1094,32 1094,96
JG 104 Ac-Phe(Fs)-Arg-Lys(2-Cl-Z2)-Glu-ACC 1079,32 1079,45
Tab. 8. Wyniki analizy LC-MS zdefiniowanych tetrapeptydowych substratow

fluorogenicznych zaprojektowanych dla kaspazy-3 oraz -7, [M+H]" zmierzono za pomoca
detektora masowego Waters Acquity QDa. Czystos¢ wszystkich zwigzkow byta powyzej 92%.

Sekwencja [M+H] ’f/ [M+Na]* [M+H].+/ [M+Na]*
obliczone zmierzone
JG C 1.1 Ac-Asp-Glu-Val-Glu-ACC 733,26 733,29
gli) _nfr_oll:) Ac-Asp-Glu-Val-Asp-ACC 719,25 719,17
JG C 16 Ac-Asp-Glu-Val-Pma-ACC 769,24 769,24
JG C 1.15 Ac-Asp-Glu-Val-Ser-ACC 691,25 691,17
JG C 1.16 Ac-Asp-Glu-Val-pSer-ACC 793,20 793,20

5.2.5. Synteza zdefiniowanych substratow typu IQF dla kaspaz

Synteze substratdow wewnetrznie wygaszanych zaprojektowanych dla kaspaz
(tab. 9) przeprowadzono na podlozu stalym wykorzystujac takg samag procedurg jak
w przypadku opisanej syntezy biblioteki P1° oraz P2’. Po hydrolizie substratow z zywicy

zostaty one oczyszczone na HPLC i rozpuszczone w DMSO do koncowego st¢zenia

10 mM. Ichczysto$¢ potwierdzono wuzywajac HPLC analitycznego, a masa
czasteczkowa zostata poztwierdzona przy uzyciu HRMS.
Tab. 9. Wyniki analizy LC-MS zdefiniowanych tetrapeptydowych substratow

fluorogenicznych zaprojektowanych dla kaspazy-3 oraz -7, [M+H]" zmierzono za pomoca
detektora masowego Waters Acquity QDa. Czystos¢ wszystkich zwigzkow byta powyzej 95%.

M-+H]* M+H]*

Sekwencja o[bliczolne zr[nierzjne

S1_YAPI1 ACC-BAVDEMDTGDTIK(Dnp) 1660,6432 1660,6429
S2 [pTTYAP1 ACC-BAVDEMDpTGDTIK(Dnp) 1740,6095 1740,6108
S3 YAPI1 ACC-BAQASTDAGTAGK(Dnp) 1443,5771 1443,5758
S4 [pTTYAP1 ACC-BAQASPpTDAGTAGK(Dnp) 1523,5435 1523,5432
S5 VIME ACC-BAQDSVDFSNHDK(Dnp) 1728,6521 1728,6544
S6_[pS]VIME ACC-BAQDSVDFpSNHDK(Dnp) 1808,6184 1808,6173
(P1) Asp ACC-BADEVDGVK(Dnp)D 1313,4917 1313,4905
(P1) Glu ACC-BADEVEGVK(Dnp)D 1327,5074 1327,5089
(P1)_Ser ACC-BADEVSGVK(Dnp)D 1285,4968 1285,4982
(P1) pSer ACC-BADEVpSGVK(Dnp)D 1365,4631 1365,4628
(P1) Pma ACC-BADEVPmMaGVK(Dnp)D 1363,4838 1363,4834
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(P1)_Thr ACC-BADEVTGVK(Dnp)D 1299,5124 1299,5137

(P1)_pThr ACC-BADEVpTGVK(Dnp)D 1379,47871 1379,4788

(P1)_Pmab ACC-BADEVPmabGVK(Dnp)D 1399,4814 1399,4783

5.3. Badanie aktywnosci kinetycznej kaspaz oraz katepsyn wobec zdefiniowanych

substratow

Badania kinetyki enzymatycznej ludzkich katepsyn: L, B, V, S oraz K
prowadzono w buforze do pomiaru aktywnosci enzymatycznej (0,1 M octan sodu, 0,1 M
chlorek sodu, 1 mM EDTA, 10 mM DTT, pH 5,5) w temperaturze 37°C
bez wczesniejszej inkubacji enzymoéw. Stezenie substratoéw zdefiniowanych wynosito
10 uM, natomiast stezenie enzyméw: 0,2 nM dla katepsyny L, 5 nM dla katepsyny B,
2,5 nM dla katepsyny V, 5 nM dla katepsyny S oraz 1,5 nM dla katepsyny K.
W przypadku analizy kinetycznej substratow przy jednakowym st¢zeniu wszystkich

katepsyn, st¢zenie substratow wynosito 10 uM, natomiast st¢zenie katepsyn 5 nM.

Analize kinetyki reakcji enzymatycznej kaspazy -3, -6, -7 oraz -8 prowadzono
w 37°C. Przed kazdym pomiarem kaspaza-3, -6 oraz -7 byly inkubowane w buforze
do pomiaru aktywnosci enzymatycznej: 10% sacharozy (w/v), 20 mM PIPES, 10 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM DTT, zakres pH od 7,2 do 7,4 przez 10 min w 37°C [117].
Bufor dla kaspazy -8 byt dodatkowo wzbogacony o 1,0 M roztwor cytrynianu sodu (sél
kosmotropowa), a kaspaza-8 byta preinkubowana 20 min w 37°C. St¢zenie substratow
wynosito 1 puM 1 10 uM, a zakres stgzen enzymow wynosit: dla kaspazy-3 od 0,4 nM
do 200 nM, dla kaspazy-6 od 100 nM do 600 nM, dla kaspazy -7 od 8§ nM do 200 nM,
dla kaspazy-8 od 5 nM do 20 nM.

Reakcje hydrolizy substratéw prowadzono 30 minut i mierzono przyrost
fluorescencji przy diugosciach fali wzbudzenia 355 nm oraz fali emisji 460 nm.
Do analizy postepu reakcji wybierano wylacznie liniowy odcinek przyrostu fluorescencji
w czasie 1 odczytywano jego warto$¢ RFU/s (ang. relative fluorescence unit per second,
jednostka wzglednej fluorescencji w czasie). Kazdy pomiar zostal wykonany minimum
dwukrotnie, a wyniki zostaly przedstawione jako wartosci $rednie z odchyleniem

standardowym.
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5.4. Wyznaczenie parametrow Kinetycznych (Kkat, Km, kkat/ Km) dla zdefiniowanych

substratow

Parametry kinetyczne (Kka, Km, kka/Km) wybranych substratow wewnetrznie
wygaszanych typu IQF zaprojektowanych dla kaspaz wyznaczono wykorzystujac
metode regresji liniowej Michaelisa-Menten zgodnie z protokotem dostgpnym
w literaturze [266]. Preinkubowana 10 minut w buforze (10% w/v sacharozy, 20 mM
PIPES, 10 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM DTT, zakres pH od 7,2 do 7,4) w 37°C
kaspaza-3 oraz kaspaza-7 zostala dodana do seryjnie rozcienczonych substratow
w dotkach w zakresie stezen od 1,46 uM do 150 uM w zalezno$ci od uzytego substratu.
Koncowy zakres st¢zen enzymow wynosit: od 1 nM do 500 nM, a calkowita objetosé
mieszaniny reakcyjnej wynosita 100 pl. Hydroliz¢ substratéw mierzono przez 30 minut
przy dtugosciach fali wzbudzenia 355 nm oraz fali emisji 460 nm, w temperaturze 37°C.
Do dalszej analizy wybierano wytacznie liniowy odcinek przyrostu fluorescencji
w czasie, ktory wykorzystano do wyznaczenia parametrow kinetycznych korzystajac
z nieliniowej regresji Michaelisa-Menten w GraphPad Prism. Pomiary dla kazdego
substratu  wykonano trzykrotnie, a podane dane sa przedstawione jako S$rednia

arytmetyczna wraz z odchyleniem standardowym.

Parametry kinetyczne dla substratu kontrolnego Ac-Ala-Arg-Leu-Arg-ACC
dla katepsyn niezbedne do okreslenia stalej kons/I zostaly wyznaczone w sposob
analogiczny. Katepsyny nie byly jednak preinkubowane w buforze (0,1 M octan sodu,
0,1 M chlorek sodu, ] mM EDTA, 10 mM DTT, pH 5,5) przed pomiarem, a zakres st¢zen
substratu wynosit od 12 uM do 500 uM w zalezno$ci od enzymu, zakres stezen katepsyn

wynosit od 0,16 nM do 1,5 nM przy catkowitej objgtosci mieszaniny reakcyjnej 100 pl.

5.5. Synteza inhibitora dedykowanego katepsynie S

Synteza inhibitora dedykowanego katepsynie S obejmowala cztery etapy:

1) synteze grupy wiagzacej Boc-Glu(O-Me)-AOMK

2) synteze fragmentu peptydowego

3) pofaczenie fragmentu peptydowego z grupa wigzaca

4) dolaczenie znacznika fluorogenicznego do N-konca produktu otrzymanego

w etapie 111
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Synteza bromometyloketonu Boc-Glu(O-Me)-BMK

Synteze inhibitora dedykowanego katepsynie S rozpocz¢to od wygenerowania
diazometanu zgodnie z protokolem wydanym przez firm¢ Sigme-Aldrich (Aldrich
Technical Bulletin Protocol AL-180). W szklanym reaktorze chemicznym zaopatrzonym
w mieszadelko magnetyczne przygotowano mieszaning reakcyjng skladajaca
si¢ z wodorotlenku potasu (KOH, 2,5 g) rozpuszczonego w dejonizowanej wodzie
(4 ml), eteru dietylowego (8 ml) oraz 2(2-etoksyetoksy)etanolu (14 ml). Tak
przygotowany reaktor zawierajacy mieszaning reakcyjng zanurzono w fazni olejowej
umieszczonej na mieszadle magnetycznym z funkcja grzania utrzymujac stala
temperature 65°C. Druga czg$¢ reaktora stanowil tzw. zimny palec zawierajacy
mieszaning 2-propanolu i suchego lodu zapewniajac temperaturg ok. -70°C. Dodatkowo
zaopatrzony on byt w 50 ml kolb¢ okraglodenna umieszczong w tazni chtodzacej
o temperaturze ok. -10°C (mieszanina lodu 1 acetonu) oraz putapke¢ eterowa wypetniong
eterem dietylowym zanurzonga réwniez w tazni lodowej. Po ok. 15 minutach,
potrzebnych do ustalenia odpowiedniej temperatury, rozpocz¢to wkraplanie
przygotowanego wczesniej roztworu diazaldu (5 g) w eterze dietylowym (45 ml)
uzywajac bezszlifowego wkraplacza. Po 5 minutach zaobserwowano tworzenie si¢
diazometanu, ktory skraplat si¢ wraz z eterem dietylowym do ochlodzonej kolby
w postaci zottego roztworu. Generowanie diazometanu trwalo 45 minut, po czym
wkroplono dwukrotnie $wiezg porcja eteru dietylowego (ok. 10 ml), by mie¢ pewnos¢
przereagowania wszystkich sktadnikow. Cata reakcja trwata okoto godziny. W czasie
generowania diazometanu przygotowano bezwodnik N-zabezpieczonego aminokwasu
Boc-Glu(O-Me)-OH. W tym celu do okraglodennej kolby zaopatrzonej w mieszadetko
magnetyczne nawazono Boc-Glu(O-Me)-OH (1,83 g,7 mmol), ktéry rozpuszczono
w bezwodnym tetrahydrofuranie (20 ml) w atmosferze argonu. Kolba zostata
zabezpieczona septa 1 umieszczona w tazni lodowej (mieszanina acetonu i lodu, -10°C)
na mieszadle magnetycznym na 10 minut. Po tym czasie przez sept¢ dodano:
chloromréwczan izobutylu (1044 pl, 7,805 mmol, 1,15 rownowaznika molowego) oraz
4-metylomorfoling (962 pul, 8,75 mmol, 1,25 réwnowaznika molowego).
Zaobserwowano wytracenie biatego osadu, ktore wskazywato na udane wytworzenie
bezwodnika aminokwasu. Reakcj¢ prowadzono przez 20 minut. Do kolby, w ktorej
skroplit si¢ diazometan, wlozono dipol magnetyczny i wkroplono do niej mieszaning
bezwodnika aminokwasu. Mieszaning reakcyjng zostawiono na 30 minut z mieszaniem

w kolbie, a po tym czasie usuni¢to taznie lodowa i sprawdzono postep reakcji
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na LC-MS. Kolejno do uzyskanej pochodnej diazowej aminokwasu powoli wkroplono
mieszaning wody (10 ml) z 30% kwasem bromowodorowym w kwasie octowym (5 ml).
Obserwowano pojawiajace si¢ babelki azotu i delikatne odbarwianie mieszaniny.
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez ok. 40 minut i monitorowano przy
uzyciu LC-MS. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano octanu etylu (50 ml)
i cato$¢ poddano ekstrakcji 5% roztworem wodoroweglanu sodu (dodany trzykrotnie,
50 ml), woda dejonizowang (dodana dwukrotnie, 50 ml) oraz nasyconym roztworem
NaCl (dodana dwukrotnie, 50 ml). Faza organiczna zostata wysuszona nad bezwodnym
siarczanem magnezu (MgSO4), a pozostaly rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem uzywajac wyparki rotacyjnej. Produkt suszono w eksykatorze
nad P>Os przez 24 godziny. Uzyskany bromometyloketon (Boc-Glu(O-Me)-BMK) zostat

wykorzystany do dalszej reakcji bez etapu oczyszczania.

Synteza Boc-Glu(O-Me)-AOMK

Drugi etap syntezy polegal na przeksztalceniu otrzymanego bromometyloketonu
(BMK) do acyloksymetyloketonu (AOMK). Do 50 ml kolby okragtodennej zaopatrzone;j
w mieszadetko magnetyczne nawazono Boc-Glu(O-Me)-BMK (3 g, 8,52 mmol)
i rozpuszczono w DMF (8 ml) w atmosferze argonu. Kolejno do mieszaniny dodano
fluorek potasu (KF, 1,49 g, 25,56 mmol, 3 rownowazniki molowe) w atmosferze argonu
i po dwoch minutach aktywacji dodano kwas 2,6-dimetylobenzoesowy (1,53 g,
10,22 mmol, 1,2 réwnowazniki molowe). Reakcje prowadzono przez godzing
na mieszadle magnetycznym w temperaturze pokojowej monitorujac postep reakceji przy
pomocy LC-MS. Po zakonczeniu dodano octan etylu (50 ml) i mieszaning ekstrahowano
w rozdzielaczu uzywajac wody dejonizowanej (1 x 50 ml), 5% wodoroweglanu sodu
(3 x 50 ml) oraz solanki (3 x 50 ml). Faza organiczna zostala wysuszona nad bezwodnym
siarczanem magnezu, a rozpuszczalnik zostat odparowany pod zmniejszonym
cisnieniem korzystajac z wyparki rotacyjnej. Produkty zostal wysuszony nad P>Os
w eksykatorze. Uzyskany produkt w postaci bialego proszku byl przechowywany
w -20°C do momentu uzycia. Za pomocg HPLC analitycznego potwierdzono czysto$¢

otrzymanego produktu, a na HRMS potwierdzono mase czasteczkowa (rys.75).
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Rys. 75. Struktura chemiczna (A) oraz analiza HRMS (B)
grupy wiazacej Boc-Glu(O-Me)-AOMK

Synteza fragmentu peptydowego inhibitora

Do szklanego reaktora nawazono 0,3 g zywicy 2-chlorotritylowej o stopniu podstawienia
1,6 mmol/g 1 spulchniono jg za pomocg bezwodnego dichlorometanu. Po 30 minutach
zywice przemyto trzykrotnie bezwodnym DCM i przylaczono pierwsza reszte
aminokwasowg. W tym celu do 15 ml probowki typu Falcon odwazono Fmoc-Lys(2-Cl-
7Z)-OH (0,644 g, 1,2 mmol, 2,5 rownowaznika molowego), dodano bezwodny DCM
i DIPEA (209 pl, 1,2 mmol, 2,5 réwnowaznika molowego). Mieszaning dodano
do zywicy w reaktorze. Reakcje prowadzono 4 godziny. Po tym czasie zywice przemyto
trzykrotnie DCM 1 usuni¢to grupe¢ ochronng Fmoc. W tym celu dodano 20% roztwor
piperydyny w DMF i reaktor odlozono na 5 minut na kotyske. Nastepnie Zzywice
przemyto DMF i ponownie dodano §wiezg porcje 20% piperydyny w DMF. Reaktor

Syntezg fragmentu peptydowego inhibitora wykonano na podlozu stalym.
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odtozono na kotyske na 20 minut. Nastgpnie zywic¢ przemyto szesciokrotnie DMF.
Powyzsza procedure usunigcia grupy ochronnej Fmoc prowadzono za kazdym razem
przed sprzeganiem kolejnych reszt aminokwasowych w trakcie syntezy fragmentu
peptydowego. Po usunieciu grupy Fmoc wykonano test ninhydrynowy. Do szklanej
probowki pobrano kilka ziarenek zywicy, dodano roztwér ninhydryny w technicznym
alkoholu etylowym i umieszczono w termobloku w temperaturze 95°C. Po 5 minutach
zaobserwowano zmian¢ koloru ziaren z zéttej na ciemnoniebieska, co $wiadczylo
o pozytywnym wyniku testu ninhydrynowego i obecnosci wolnych grup aminowych,
atym samym przylaczeniu pierwszej reszty aminokwasowej do zywicy. Nastepnie,
do 15 ml probowki typu Falcon nawazono Fmoc-Cit-OH (0,477 g, 1,2 mmol,
2,5 rbwnowaznika molowego), HOBt (0,18 g, 1,2 mmol, 2,5 rownowaznika molowego)
icalo$¢ rozpuszczono w DMF. Nastepnie dodano DICI (156 pl, 1,2 mmol,
2,5 rownowaznika molowego) i cato§¢ dodano do zywicy w reaktorze. Po trzech
godzinach wykonano test ninhydrynowy (wynik negatywny), mieszaning reakcyjng
odsaczono, usuni¢to grupg ochronng Fmoc za pomoca 20% roztworu piperydyny w DMF
(cykl: 5 minut, 20 minut) i zywic¢ przemyto sze$ciokrotnie DMF. Potwierdzono
usuni¢cie grupy Fmoc testem ninhydrynowym (wynik pozytywny) i kolejno do 15 ml
proboéwki typu Falcon odwazono Fmoc-Phe(Fs)-OH (0,573 g, 1,2 mmol,
2,5 rbwnowaznika molowego), HOBt (0,18 g, 1,2 mmol, 2,5 rownowaznika molowego)
i rozpuszczono w DMF. Dodano DICI (156 pl, 1,2 mmol, 2,5 rownowaznika molowego)
1 calo$¢ przelano do reaktora. Reakcj¢ prowadzono 3 godziny. Po tym czasie wykonano
test ninhydrynowy (wynik negatywny), mieszaning reakcyjng odsaczono, usuni¢to grupe
ochronng Fmoc za pomocg 20% roztworu piperydyny w DMF (cykl: 5 minut, 20 minut)
1 przemyto szesciokrotnie DMF. W celu przytaczenia linkera w 15 ml probdwce typu
Falcon nawazono Boc-NH-PEG(4)-OH (0,439 g, 1,2 mmol, 2,5 réwnowaznika
molowego), HOBt (0,18 g, 1,2 mmol, 2,5 rownowaznika molowego) i1 rozpuszczono
w DMF. Dodano DICI (156 pl, 1,2 mmol, 2,5 rownowaznika molowego) 1 mieszaning
dodano do zywicy w reaktorze. Reakcje prowadzono 4 godziny na kolysce.
Po negatywnym wyniku testu ninhydrynowego zywice przemyto trzykrotnie DMF,
trzykrotnie DCM, trzykrotnie metanolem i suszono w eksykatorze nad P»Os przez
24 godziny. Ostatni etap polegat na uwolnieniu produktu z zywicy z zachowaniem grup
ochronnych na fancuchach bocznych reszt aminokwasowych. W tym celu do wysuszone;j
zywicy w reaktorze dodano roztwér zawierajacy 2,2,2-trifluoroetanol (TFE), kwas

octowy oraz dichlorometan (TFE/CH3COOH/DCM 1:1:8, v/v/v). Reakcje prowadzono
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przez godzing, po czym mieszaning przesaczono do 100 ml kolby, dodano do niej heksan
(20 ml) i odparowano na wyparce rotacyjnej pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymany
produkt rozpuszczono w niewielkiej ilosci DCM i ponownie dodano heksanu (20 ml,
widoczny wytracajacy si¢ bialy produkt). Mieszaning odparowano na wyparce rotacyjnej
pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany produkt Boc-PEG(4)-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-Cl-
7)-OH rozpuszczono w mieszaninie acetonitryl : woda (3:1) i zliofilizowano. Produkt

uzyto do dalszej syntezy bez etapu oczyszczania (czystos¢ powyzej 90%).

Polaczenie fragmentu peptydowego inhibitora z grupa wiazaca

W celu przylaczenia fragmentu peptydowego markera chemicznego Boc-
PEG(4)-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-Cl-Z)-OH z grupa wiazaca Boc-Glu(O-Me)-AOMK
zastosowano metode syntezy w roztworze. W pierwszej kolejnosci usunig¢to grupe
ochronng Boc znajdujaca si¢ na N-koncu reaktywnej grupy wiagzacej. Do 10 ml kolby
sercowej zaopatrzonej w mieszadetko magnetyczne nawazono Boc-Glu(O-Me)-AOMK
(50 mg, 0,12 mmol) i dodano mieszaning TFA:DCM:TIPS (7,5 : 2 : 0,5, v/v/v). Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej na mieszadle magnetycznym przez 30 minut.
Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano DCM i cato$¢ odparowano na wyparce
rotacyjnej pod zmniejszonym ci$nieniem. Ponownie otrzymany produkt rozpuszczono
wDCM 1 odparowano na wyparce w celu calkowitego pozbycia si¢ kwasu
trifluorooctowego. Do 10 ml kolby sercowej zaopatrzonej w mieszadetko magnetyczne
nawazono Boc-PEG(4)-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-Cl-Z)-OH (127 mg, 0,12 mmol) oraz HATU
(46 mg, 0,12 mmol) i sktadniki rozpuszczono w DMF (1,6 ml). Odblokowang wczesniej
grup¢ wigzacg HoN-Glu(O-Me)-AOMK rozpuszczono w DMF (0,8 ml) i dodano do niej
2,4,6-kolidyng (64 pl, 0,48 mmol, 4 réwnowazniki molowe). Cato§¢ przeniesiono
do kolby zawierajacej mieszaning fragmentu peptydowego z HATU w DMF. Reakcje
prowadzono na mieszadle magnetycznym przez cztery godziny. Nast¢gpnie mieszaning
reakcyjng rozpuszczono w octanie etylu i przeprowadzono ekstrakcj¢ uzywajac kolejno:
5% kwasu cytrynowego, 5% wodoroweglanu sodu oraz nasyconego roztworu chlorku
sodu (solanki). Fazg¢ organiczng wysuszono nad bezwodnym siarczanem magnezu,
a rozpuszczalnik odparowano na wyparce rotacyjnej pod zmniejszonym cis$nieniem.
Produkt oczyszczono na HPLC, zliofilizowano 1 otrzymany biaty proszek wykorzystano

do dalszej reakcji.
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Polaczenie Boc-PEG-Phe(F5)-Cit-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-Me)-AOMK ze znacznikiem
fluorogenicznym

Reakcje rozpoczgto od usuniecia grupy ochronnej Boc znajdujacej sig
na N-koncu (Boc-PEG(4)-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-Me)-AOMK, 10 mg,
0,007 mmol) za pomoca mieszaniny TFA:DCM:TIPS (7,5:2:1,5, v/v/v). Reakcje
prowadzono przez 30 minut w kolbie sercowej o pojemnosci 10 ml, w temperaturze
pokojowej, z mieszaniem na mieszadle magnetycznym. Nast¢pnie dodano DCM i cato$¢
odparowano na wyparce rotacyjnej pod zmniejszonym ci§nieniem. Ponownie otrzymany
produkt rozpuszczono w DCM 1 odparowano na wyparce w celu doktadnego pozbycia
si¢ kwasu trifluorooctowego. Nastepnie produkt rozpuszczono w DMF (2 ml), dodano
ester sukcynimidowy Cy5 (4,3 mg, 0,007 mmol) i DIPEA (3,7 ul, 0,021 mmol). Reakcje
prowadzono przez dwie godziny z mieszaniem. Po tym czasie marker chemiczny
oczyszczono przy pomocy HPLC i zliofilizowano. Otrzymano Cy5-PEG(4)-Phe(F5)-Cit-
Lys(2-CI-Z2)-Glu(O-Me)-AOMK. Niebieski proszek rozpuszczono w DMSO do st¢zenia
10 mM 1 przechowywano w -20°C do momentu badan. Mas¢ czasteczkowa

potwierdzono za pomoca HRMS (rys. 76).
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Rys. 76. A) Struktura chemiczna oraz B) analiza HRMS fluorescencyjnego markera
chemicznego Cy5-PEG(4)-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-CI-Z)-Glu(O-Me)-AOMK

5.6. Badanie aktywnosci katepsyn wobec zsyntezowanego inhibitora

Ostatnim etapem badan bylo sprawdzenie selektywno$ci otrzymanego
inhibitora o sekwencji Cy5-PEG(4)-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-AOMK
1 wyznaczenie parametrow kinetycznych wzgledem badanych katepsyn. W tym celu
na 96-dotkowej ptytce (Corning®, plaskie dno, biate) przygotowano serie rozciehczeh
inhibitora (20 pL), a nast¢gpnie dodano do niego substrat kontrolny Ac-Ala-Arg-Leu-Arg-
ACC (20 pL), dla ktorego badano stopien hydrolizy przez dodany enzym (60 pL).
Do badania uzyto nastepujacych stezen enzymow:

e katepsyna L—0,21 nM
e katepsyna S — 2,64 nM
e katepsyna B —2,5nM
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e katepsyna V-2 nM

e katepsyna K -2 nM
Zakres stezen inhibitora wynosit od 3 nM do 25 uM w zaleznosci od badanego enzymu.
Stezenie substratu kontrolnego (Ac-Ala-Arg-Leu-Arg-ACC) w przypadku katepsyny S
wynosito 100 uM, dla pozostatych katepsynach 30 uM, a catkowita obj¢tos¢ mieszaniny
reakcyjnej 100 pL. Rownolegle prowadzono rowniez pomiar kontrolny, gdzie
monitorowano hydroliz¢ substratu kontrolnego przez katepsyny potwierdzajac
aktywno$¢ enzymow.

Do wyznaczenia pozornych statych szybkosci (kobs) uzyto programu GraphPad
Prism wykorzystujac wykres zaleznosci st¢zenia inhibitora od przyrostu jednostek
fluorescencji w czasie, ktory uzyskano w programie SoftMax Pro. Korzystajac z analizy
regresji liniowej uzyskano warto$¢ pozornej stalej szybko$ci inhibicji II-rzedu

(kobs(app)/I). W kolejnym kroku liczbe t¢ pomnozono przez wspoétczynnik (1 + %),
M
gdzie Km to stala Michaelisa-Menten wyznaczona dla substratu kontrolnego,
a [S] to uzyte stezenie tego substratu w trakcie pomiaru. Otrzymana warto$¢ to parametr
kobs/I. Kazdy pomiar dla danego enzymu powtdérzono przynajmniej dwukrotnie,

wyznaczono $rednig warto$¢ i policzono odchylenie standardowe.
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6. STRUKTURY AMINOKWASOW UZYTYCH W BIBLIOTEKACH
HyCoSuL. ORAZ W SUBSTRATACH ZDEFINIOWANYCH
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7. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ABP
Ac
ACC
ACN
AcOH
AFC
AMC
Boc
DCM
DICI
DIPEA
DMF
DMSO
DTT
EDTA
ESI-MS
Et,O
Fmoc
HATU
HBTU
HOBt
HPLC
HRMS
HyCoSuL
Kkat

kkat/ KM

KM
kobs/ |

LC-MS
MecOH
MgSOg4

marker chemiczny

grupa acetylowa

kwas 7-amino-4-kumarynooctowy

acetonitryl

kwas octowy

7-amino-4-trifluorometylokumaryna
7-amino-4-metylokumaryna

grupa tert-butoksykarbonylowa

dichlorometan

N,N’-diizopropylokarbodiimid

N, N-diizopropyloetyloamina

N, N-dimetyloformamid

dimetylosulfotlenek

D,L-ditiotreitol

s0l disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego
spektrometria mas z elektrorozpylaniem

eter dietylowy

grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa
O-(7-azabenzotriazol-1-ylo)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy heksafluorofosforan
O-benzotriazol-(N,N,N’,N -tetrametylouroniowy) heksafluorofosforan
N-hydroksybenzotriazol

wysokosprawna chromatografia cieczowa
wysokorozdzielcza spektrometria mas

hybrydowa, kombinatoryczna biblioteka substratow

liczba obrotéw enzymu w jednostce czasu, wyrazona w 571

wydajnos¢ katalityczna enzymu wzgledem substratu, wyrazona w M-ls-1
stala Michaelisa-Menten, wyrazona w M

drugorzgdowa stata szybkosci reakcji inhibicji w warunkach reakcji
pseudopierwszorzedowej wyrazona w M-!s!

chromatografia cieczowa sprz¢zona ze spektrometrig mas

metanol

siarczan magnezu
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NaCl
NMR
P,0s
PIP
PS-SCL
RFU/s
TFA
TFE
TIPS

Tris

chlorek sodu

jadrowy rezonans magnetyczny

pentatlenek difosforu

piperydyna

skanowanie pozycyjne kombinatorycznych bibliotek substratow
jednostki wzglednego przyrostu fluorescencji na sekunde

kwas trifluorooctowy

2,2,2-trifluoroetanol

triizopropylosilan

tris(hydroksymetylo)aminometan
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