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1. WSTEP TEORETYCZNY
1.1. Wprowadzenie

Biatka sg jednym z gléwnych sktadnikéw budujacych wszystkie zywe organizmy,
a ich ilos¢ i forma sa $cisle kontrolowane na kazdym etapie zycia pojedynczej komorki.
Zle pofaldowane lub uszkodzone struktury sa przeksztalcane w procesie hydrolizy
w mniejsze produktu (oligopeptydy, dipeptydy, aminokwasy), ktore stanowig budulec
do syntezy nowych biomolekul. Proces ten jest istotny dla organizmu i ma bezposredni
wplyw na wzrost oraz przebudowe¢ komorek i tkanek, a dodatkowo jest tez korzystniejszy
energetycznie w poréwnaniu do syntezy aminokwasow de novo. W organizmach zywych
za degradacje bialek na mniejsze fragmenty poprzez hydrolize wigzan peptydowych
odpowiedzialne sg enzymy proteolityczne (proteazy, peptydazy) [1, 2]. Oprocz usuwania
niepotrzebnych protein, proteazy kontroluja takze wiele waznych proceséow biologicznych
takich jak kaskada krzepnigcia krwi, fibrynoliza, podzialy komodrkowe, apoptoza
czy replikacja i transkrypcja DNA [2-5]. Czg¢$¢ enzymoéw proteolitycznych
syntetyzowanych jest w formie zymogenu, ktory aktywowany jest przez inne proteazy
w czasie hydrolizy okreslonego fragmentu biatka. Mechanizm ten dodatkowo wskazuje
na istotng role tych enzymow w regulacji wielu procesow komérkowych. Dane dotyczace
ludzkiego genomu wskazuja, ze proteazy stanowig ponad 2% wszystkich kodowanych
biatek. Jest to o tyle imponujace, gdyz odpowiada okolo 700 réznym enzymom
wystepujacym w ludzkim proteomie [6]. Ze wzgledu na réznorodnos¢ petnionych funkcji
aktywnos$¢ proteolityczna enzymow powinna by¢ $cisle regulowana, za co odpowiedzialny
jest zestaw endogennych inhibitorow. Zaburzenie rownowagi miedzy aktywnoscia proteaz,
a ich inhibitorow prowadzi do wielu stanow patofizjologicznych, takich jak choroby
nowotworowe, infekcje wirusowe, stany zapalne czy choroby neurodegeneracyjne
I sercowo-naczyniowe [2, 7-10]. Tak znaczacy udziat proteaz w stanach chorobowych
istotnie zwigkszyt zainteresowanie t3 grupa enzymdéw, wymuszajac tym samym
poszukiwanie nowych zwigzkéw chemicznych (substratow, inhibitorow, markeréw
chemicznych) umozliwiajacych badanie oraz modulowanie ich aktywno$ci. Narzedzia takie
moga stanowic istotng pomoc w zrozumieniu funkcji i mechanizmu dziatania proteaz oraz

da¢ podstawe do projektowania lekow przeciw r6znym chorobom [11, 12].
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Jednym z gldownych probleméw utrudniajgcych uzyskanie nowych narze¢dzi
chemicznych jest brak selektywnosci wzgledem docelowego enzymu proteolitycznego.
Wynika to czg¢sto z naktadajacej sie specyficznosci substratowej danej grupy proteaz,
okreslanej jako komplementarno$¢ tancuchéw bocznych substratu z architektura centrum
aktywnego danego enzymu [3, 13]. Skutkuje to tym, ze proteazy rozpoznajg podobne
sekwencje peptydowe, a zaprojektowane markery i inhibitory dla jednej z nich kolejno
znakujg i hamuja aktywnos$¢ catej ich grupy [14]. Zjawisko to utrudnia prowadzenie badan
w probkach biologicznych, w ktorych aktywnych jest wiele enzymow. Przyktadem takich
proteaz moga by¢ niektore katepsyny, kaspazy, czynniki krzepniecia krwi czy tez enzymy
deubikwitynujace (DUBS) [15-20]. W celu ujednolicenia systemu okreslenia specyficznosci
substratowej wszystkich proteaz w 1967 roku Schechter i Berger zaproponowali
obowigzujace do tej pory nazewnictwo kieszeni wigzacych w centrum aktywnym enzymu
oraz odpowiadajacych im tancuchow bocznych aminokwasow w substracie (Rysunek 1).
Wedhug tej konwencji aminokwasy na N-koncu substratu (Pn, ..., P4, P3, P2, P1) wigzg si¢
do kieszeni Sn, ..., S4, S3, S2, S1, a te znajdujace si¢ na C-koncu (P1°, P2’, P3°, P4’, ...,
Pn) do kieszeni S1°, S2°, S3°, S4°, ..., Sn’. Hydroliza wigzania peptydowego odbywa si¢

zawsze migdzy pozycjami P1 oraz P1’ [21].

miejsce aktywne enzymu

S1’
S4 S2 S3’

P4 :
P2 P1 o7
o) o) o) 0
H H H H
N N 7° N N
H,N N N N OH
0 o H o H o
P3 P1 P2’ P4’

substrat peptydowy

S3 S1 S’ sS4’

miejsce hydrolizy wigzania peptydowego

Rysunek 1. Schemat wigzania i hydrolizy substratu peptydowego w miejscu aktywnym proteazy.
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Proteazy stanowig bardzo duzg grupe enzymow i roznig si¢ od siebie pod wieloma
wzgledami. Juz w latach 30-tych XX wieku dokonano pierwszego ich podzialu w zaleznosci
od miejsca wystepowania hydrolizy wigzania peptydowego. Enzymy dziatajace na wigzania
znajdujace si¢ na koncach peptydow okreslono mianem egzopeptydaz, ktdre podzielono
kolejno na amino- i karboksypeptydazy hydrolizujace odpowiednio aminokwasy na
N- i C- koncu substratow. Proteazy hydrolizujace wigzanie peptydowe wewnatrz tancucha
peptydowego nazwano endopeptydazami [22] (Rysunek 2). Kolejny podziat uwzglgdniajacy
typ mechanizmu hydrolizy substratu zaproponowano w 1960 roku i wyr6zniono w nim
cztery grupy: proteazy serynowe, cysteinowe, aspartylowe i metaloproteazy [23].
Po przedstawieniu struktury proteasomu w 1995 roku odkryto piaty rodzaj proteaz: proteazy
treoninowe [24, 25], a w 2004 roku poznano szdsta grupe proteaz glutaminowych [26].
W przypadku proteaz serynowych, cysteinowych i treoninowych role nukleofila w procesie
hydrolizy pemni grupa hydroksylowa (-OH) lub tiolowa (-SH) tancucha bocznego
aminokwasow znajdujacych si¢ w miejscu aktywnym enzymu. W proteazach
aspartylowych, glutaminowych i metaloproteazach role nukleofila pelni czasteczka wody,
ktorej aktywacja opiera si¢ na wykorzystaniu kwasow karboksylowych tancuchéw bocznych
aminokwasow centrum aktywnego (proteazy aspartylowe i glutaminowe) badz atoméw
metali (metaloproteazy). Na przestrzeni ostatnich lat wyodrgbniono kolejne dwie grupy
enzymow proteolitycznych. Pierwsza z nich zostata zidentyfikowana przez Rawlingsa
i Barretta w 2011 roku i nazwana liazami asparaginowymi [27]. Enzymy te nie sg
hydrolazami, a wigzanie peptydowe rozszczepiaja wykorzystujac reakcje eliminacji. Reszta
asparaginy pelniaca funkcje nukleofila miejsca aktywnego bierze udzial
W autoprocesowaniu proteazy, co skutkuje uwolnieniem dwoch potomnym fragmentow
enzymu [27, 28]. Ostatnig grupa enzymow sg proteazy ,,ukryte” (ang. cryptic proteases)
[29], ktorych mechanizm proteolizy, struktura, funkcje fizjologiczne czy tez naturalne

substraty nie zostaty jeszcze w pelni wyjasnione i poznane.
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Hydroliza wigzania peptydowego przez egzopeptydazy

Aminopeptydazy

o \r)ku/km/ oon e Myt Ny o
R3 O R1 R3

(0] R1

Karboksypeptydazy
“%W%WWM%W+S%H
R3 (0] R1 R3 (6] R1

Hydroliza wigzania peptydowego przez endopeptydazy

R4 H O H (0] R4 H O H O
NG ) WP\ S 5 GNP
H O R3 H (0] R1 H O R3 O R1

Rysunek 2. Mechanizm hydrolizy wigzania peptydowego przeprowadzany przez €Qzo-
i endopeptydazy. Szary element to enzym proteolityczny, a ,,Rn” to dowolna reszta aminokwasowa
w danej pozycji w tancuchu peptydowym.

1.2. Proteazy serynowe

Proteazy serynowe sa najliczniej wystgpujagcymi enzymami proteolitycznymi
stanowigcymi prawie jedng trzecig wszystkich zidentyfikowanych peptydaz. Enzymy te
wykazujg znaczne zrdznicowanie pod wzgledem wystgpowania 1 petnionych przez nie
funkcji. Wedtug bazy danych MEROPS na grupe proteaz serynowych sktada si¢ 15 klanow,
w ktorych tacznie znajduja si¢ az 53 rodziny. Najwigksza, a zarazem najlepiej poznang grupe
stanowig proteazy z klanu PA, ktére sg szeroko rozpowszechnione wsrdéd organizmoéw
eukariotycznych [30, 31]. Ze wzgledu na preferencje substratowe enzymy te podzielone
zostaly na trzy glowne rodziny: proteazy o aktywnosci chymotrypsyno-, trypsyno-
I elastazopodobnej, ktore rozpoznaja i hydrolizujg tancuchy peptydowe po resztach
aminokwasowych o roznym charakterze [21, 32, 33]. Przyktady proteaz nalezacych do tych

rodzin oraz ich preferencje co do aminokwasoéw w kieszeni S1 przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Preferencje substratowe oraz przyktady enzyméw nalezacych do trzech gtéwnych rodzin
proteaz serynowych.

charakter
. przykiady
rodzina proteaz preferowanych P
. P rozpoznawanych przyktady enzymow
serynowych aminokwaséw w . .
i, aminokwaséw
pozycji P1
chymotrypsynopodobne duze, hydrofobowe fenyloalanina, tryptofan, katepsyna G [34], chymaza [34],
tyrozyna, leucyna chymotrypsyna [35]
. . . granzym A [36], trypsyna [37],
trypsynopodobne dodatnio natadowane arginina, lizyna trombina [38], APC [39]
il I 4
elastazopodobne mate, hydrofobowe alanina, walina neutrofilowa elastaza [40],

proteinaza 3 [41]

W ciggu ostatnich lat zaobserwowano wzrost zainteresowania badaniem proteaz
serynowych. Wynika to glownie z faktu, iz enzymy te biorg udzial w wielu procesach
komoérkowych przez co pehnig istotng rolg¢ w prawidlowym funkcjonowaniu organizmu.
Proteazy serynowe zaangazowane sa w kaskad¢ krzepnigcia krwi (trombina, APC) [42],
biorg udziat w reorganizacji i przebudowie macierzy pozakomoérkowej (kalikreiny, tryptaza)
[43], w trawieniu (trzustkowa elastaza, trypsyna) [44], uczestnicza takze w apoptozie
(granzym A, granzym B) [45] oraz ochronie przed infekcjami wywotanymi przez
drobnoustroje (katepsyna G, neutrofilowa elastaza) [40]. Zaburzenie aktywnosci tych
enzymow jest czestym powodem wystepowania stanéw chorobowych, a ich podwyzszona
lub obnizona aktywno$¢ moze by¢ sygnalem $wiadczacym o niekorzystnych zmianach.
Dobrym przyktadem jest kalikreina-6, ktorej podwyzszony poziom stwierdzono u pacjentow
z nowotworem prostaty. Z kolei zwigkszong aktywno$¢ trombiny wykazano w patogenezie

stwardnienia rozsianego [46] i w chorobie Alzheimera [47, 48].

Aby uniknaé¢ wystgpowania standw patofizjologicznych, aktywnos$¢ proteaz
serynowych jest $cisle regulowana na kilka sposobow. W pierwszym z nich uczestniczg
naturalnie wytwarzane inhibitory proteaz serynowych, tak zwane serpiny (ang. serine
protease inhibitors, serpins) [49], ktore tworza nieodwracalny kompleks z miejscem
aktywnym enzymu zmieniajac jego konformacje i ostatecznie go inaktywujac [50]. Kolejna
grupg endogennych zwigzkéw hamujacych aktywnos¢ proteaz serynowych sg przeciwciata.
Blokuja one aktywno$¢ enzymow uzywajac jednego z dwoch mechanizmow. W pierwszym
z nich przeciwciato oddzialuje z miejscem aktywnym proteazy blokujac do niego dostgp
I uniemozliwiajgc zwigzanie si¢ substratu. Drugi mechanizm zaklada zwigzanie si¢
przeciwciala w miejscu oddalonym od centrum aktywnego na zasadzie inhibicji

allosterycznej, ktora wywotuje zmiany konformacyjne kieszeni wigzacych blokujac w ten
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sposob dopasowanie i zwigzanie si¢ substratu [51]. Poza naturalnymi inhibitorami
w ostatnich latach skupiono si¢ takze na poszukiwaniach syntetycznych odpowiednikow.
Podzieli¢ je mozna na inhibitory niepeptydowe oraz peptydowe, czyli takie, ktore uzyskane
zostaty na podstawie struktury substratu. Inhibitory niepeptydowe otrzymuje si¢ najczesciej
poprzez badania przesiewowe dostepnej bazy zwigzkow, a nastgpnie wprowadza si¢
modyfikacje wedlug =zaleznosci SAR struktura-aktywno$¢ (ang. structure-activity
relationship) [52, 53]. Przyktadem enzymow, dla ktorych uzyskano inhibitory dzigki
wykorzystaniu tego podej$cia sg proteazy HIV [54], czynnik Xa [55] oraz reniny [56].
Inhibitory peptydowe sktadajg si¢ z dwoch gtoéwnych elementéw: fragmentu peptydowego
projektowanego dla kazdej proteazy indywidualnie oraz reaktywnej grupy wiazacej
(ang. warhead), ktora sprawia, ze inhibitor wigze si¢ w miejscu aktywnym enzymu. Szerokie
badania nad specyficzno$cig substratowg proteaz pozwolity na otrzymanie selektywnych
inhibitorow oddziatywujacych tylko z docelowa proteaza, eliminujagc przy tym reakcje
krzyzowe z innymi biatkami. Przyktadem takiego podejscia jest otrzymanie peptydowych
inhibitoréow dla granzymu A [57], neutrofilowej serynowej proteinazy 4 (NSP4) [58]
oraz proteazy serynowej aktywujacej czynnik VII (FSAP) [59].

Jednymi z pierwszych zaprojektowanych zwigzkoéw hamujacych dziatanie proteaz
serynowych byly chlorometyloketony, do ktorych nalezy nieodwracalny inhibitor
chymotrypsyny (tosyl-fenyloalanylochlorometyloketon) [60]. Kolejng grupa inhibitorow sg
zwigzki heterocykliczne (nitrozoaminy, izobenzylofuranony, halometylokumaryny,
izokumaryny), wsrod ktorych DCI (3,4-dichloroizokumaryna) jest najlepiej poznana
I scharakteryzowana [60]. Wazng grupa inhibitoréw sg zwigzki fosfonianowe, do ktérych
nalezg estry difenylowe kwasdéw a-aminoalkanofosfonowych cechujace sie¢ wysoka
stabilnoscig, aktywnoscig oraz selektywnoscia wzgledem proteaz serynowych. Atutem jest
mozliwo$¢ ich modyfikacji, m.in. przytaczenia fragmentu peptydowego, co dodatkowo
poprawia ich parametry kinetyczne, dzigki zwiekszeniu miejsc oddziatywania inhibitora
z miejscem aktywnym enzymu [61, 62]. Mechanizm inhibicji proteazy serynowej przez ester
difenylowy kwasu a-aminoalkanofosfonowego przedstawiono na Rysunku 3. W pierwszym
etapie dochodzi do ataku grupy hydroksylowej Ser195 (numeracja chymotrypsyny) na atom
fosforu, co skutkuje utworzeniem produktu przejsciowego. Nastepnie jedna grupa estrowa
zostaje odlaczona, a w trakcie dojrzewania kompleksu zwigzek traci takze druga grupe
estrowag. W powstalym monoestrze serynowym jeden atom tlenu jest stabilizowany

w dziurze oksyanionowej, co nadaje otrzymanemu kompleksowi trwatos¢ [60].
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Rysunek 3. Mechanizm inhibicji proteazy serynowej przez ester difenylowy kwasu
a-aminoalkanofosfonowego. Do zahamowania aktywnosci dochodzi poprzez utworzenie
kowalencyjnego wigzania z udzialem grupy hydroksylowej reszty Serl95 (numeracja

chymotrypsyny) [60].

1.2.1. Mechanizm hydrolizy wigzania peptydowego

Najczesciej do hydrolizy wigzania peptydowego proteazy serynowe wykorzystuja
znajdujaca si¢ w miejscu aktywnym tzw. triade katalityczna sktadajaca sie z trzech reszt
aminokwasowych: seryny, histydyny i kwasu asparaginowego (Ser-His-Asp). Mechanizm
ten dla wigkszosci enzymow jest analogiczny do tego stosowanego przez chymotrypsyne,
gdzie reszty aminokwasowe znajdujace si¢ na pozycjach 195 (Ser), 57 (His) i 102 (Asp)
biorg udzial w wymianie tadunku prowadzac do hydrolizy stabilnego wigzania
peptydowego. Grupa karboksylowa pochodzaca od Asp102 warunkuje poprawng orientacje
reszty His57. Z kolei pier$cien imidazolowy His57 wspomaga optymalizacje utozenia grupy
hydroksylowej Ser195 (Rysunek 4). Hydroliza wiazania peptydowego rozpoczyna si¢, gdy
reszty aminokwasowe wchodzace w sktad substratu wigza si¢ z odpowiednimi kieszeniami
miejsca aktywnego proteazy tworzac kompleks enzym-substrat [ES]. W kolejnym etapie
dochodzi do ataku na karbonylowy wegiel substratu przez grupe hydroksylowa Ser195
i utworzenie tetraedrycznego produktu posredniego. Ladunek ujemny jest stabilizowany
przez tzw. dziur¢ oksyanionowa utworzong przez reszty aminokwasowe gtéwnego tancucha
biatka (dodatnio natadowane grupy -NH pochodzace od Ser195 oraz Gly193), ktore wigza
ujemnie natadowany tlen grupy karbonylowej. Funkcje zasady petni tu dodatnio natadowana
reszta His57 stabilizowana przez wigzanie wodorowe utworzone z Aspl02. Nastepnie
dochodzi do hydrolizy wigzania peptydowego, gdzie His57 peliaca rolg kwasu oddaje
proton na powstalg grupe aminowa. Skutkuje to rozpadem tetraedrycznego produktu
posredniego z utworzeniem acyloenzymu oraz uwolnieniem skladnika aminowego.
W kolejnym etapie udziat bierze czasteczka wody, ktéra oddaje proton na reszte His57,
a powstaty w ten sposob nukleofil atakuje wegiel karbonylowy acyloenzymu. Skutkuje to
utworzeniem drugiego tetraedrycznego produktu posredniego, ktorego rozpad pozwala na

uwolnienie sktadnika karboksylowego oraz regeneracje¢ czasteczki enzymu [63, 64].
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Rysunek 4. Mechanizm hydrolizy wiagzania peptydowego przeprowadzany przez proteazy serynowe
na przyktadzie chymotrypsyny wykorzystujacej triade katalityczng Ser195-His57-Asp102 [64].
Poza klasycznym motywem Ser-His-Asp niektore proteazy serynowe do hydrolizy
wigzania peptydowego wykorzystujg inny zestaw aminokwasow. Przyktadowo sedolizyna
stosuje triade Ser-Glu-Asp, proteaza cytomegalowirusa Ser-His-His, a peptydaza E Ser-His-
Asp [65, 66]. W pozniejszych latach odkryto takze motyw diady katalitycznej z udziatem
Ser-His (proteaza romboidowa-1) lub Ser-Lys (peptydaza sygnatowa E. coli) [67, 68].

1.3. Wyznaczanie specyficznos$ci substratowej enzymow proteolitycznych

W ostatnich latach wiele uwagi poswigcono na zdefiniowanie funkcji enzymow

proteolitycznych uczestniczacych w procesach fizjologicznych i patofizjologicznych.
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Poznanie specyficzno$ci substratowej proteaz jest jednym z pierwszych etapow
pozwalajgcych na otrzymanie specyficznych i selektywnych narzedzi chemicznych
umozliwiajagcych  okre$lenie aktywnos$ci enzymow w  ukladach biologicznych.
Z medycznego punktu widzenia takie struktury moga zosta¢ nastepnie wykorzystane
w projektowaniu skutecznych lekoéw przeciwko wielu chorobom [78]. W niniejszym
podrozdziale opisane zostaly metody pozwalajace na okreslenie preferencji substratowe;j
enzymow W miejscu aktywnym po obu stronach (nieprimowanej i1 primowanej)
hydrolizowanego wigzania peptydowego. Metody te podzielono na takie opierajace si¢ na

syntezie chemicznej oraz te, w ktorych wykorzystywane sg systemy ekspresji biologiczne;.
1.3.1. Chemiczne metody okreslania specyficznos$ci substratowej proteaz

Podczas okreslania preferencji substratowej enzymow proteolitycznych stosuje si¢
wiele roznych strategii i metod chemicznych. Wigkszos$¢ z nich opiera si¢ na skanowaniu
bibliotek, w ktorych sktad wchodzi duza pula substratow peptydowych pozwalajaca na
sklasyfikowanie jak najwigkszej ilosci oddziatywan. W celu otrzymania takich bibliotek
wykorzystuje si¢ metode syntezy peptydéw na podtozu stalym (ang. solid phase peptide
synthesis, SPPS), gdzie do statego nosnika (np. zywicy polimerowej) przylaczany jest
pierwszy aminokwas na C-koncu wydtuzanego peptydu, a nastgpniec w cyklach reakcji
taficuch jest wydluzany o kolejne aminokwasy. Struktura takiej biblioteki rézni sie¢
w zaleznos$ci od badanej proteazy. Przykladowo biblioteka dla aminopeptydaz zawieraé
moze jeden lub dwa aminokwasy z przylaczonym znacznikiem fluorogenicznym [69],
z kolei dla katepsyny C substraty posiada¢ juz muszg co najmniej dwa aminokwasy [70].
Najbardziej skomplikowane strukturalnie sa jednak biblioteki dla endopeptydaz,
gdzie kazdy substrat sktada si¢ z kilku reszt aminokwasowych [71, 72]. Synteza
i oczyszczanie tak duzej ilosci pojedynczych substratow jest czasochtonna, dlatego stosuje
si¢ metody chemii kombinatorycznej pozwalajace na otrzymanie wielu podobnych struktur
w relatywnie krotkim czasie, bez koniecznosci oczyszczania. Do tej pory opracowano dwie
szybkie i skuteczne metody umozliwiajace syntezg¢ takich bibliotek — technologie
»dziel 1 mieszaj” (and. split and mix) oraz technologi¢ wykorzystujaca mieszaniny

izokinetyczne.

Metode ,,dziel i mieszaj” opracowali w 1991 roku Furka i jego wspotpracownicy.
Od tego czasu zostala ona wielokrotnie wykorzystana w badaniach specyficznosci

substratowej [73-75]. W metodzie tej wykorzystuje si¢ naprzemienne cykle mieszania,
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dzielenia 1 dotaczania kolejnych pozycji aminokwasowych otrzymujac dzigki temu wiele
kombinacji zwigzkoéw. Synteza rozpoczyna si¢ od podzielenia na rowne czg¢sci zywicy
z przylaczonym aminokwasem, a do tych czgsci dotaczane sa nastgpnie rézne reszty
aminokwasowe. Zywica jest mieszana, znow dzielona na czesci, do ktérych przytaczane sa
kolejne aminokwasy. Z kazdym kolejnym cyklem ilo$¢ substratow rosnie geometrycznie
pozwalajagc na uzyskanie biblioteki peptydéow o roéznych kombinacjach aminokwasoéw

w sekwencji [73] (Rysunek 5).
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Rysunek 5. Schematyczne przedstawienie metody ,,dziel i mieszaj”.

Kolejna metoda pozwalajagca na uzyskanie bibliotek stuzacych do analizy
przesiewowej peptydowych substratow opisana zostata w 1994 roku przez Ostresha
1 wspotpracownikow [76]. Ideg tej technologii jest zastosowanie mieszaniny izokinetycznej
19 naturalnych aminokwaséow (z pominigciem cysteiny i zastgpieniem metioniny
norleucyng) w proporcjach uwzgledniajacych wydajnos¢ reakeji sprzegania. Pozwala to na
otrzymanie po sprzeganiu rownomolowe] mieszaniny wszystkich aminokwasow
(Rysunek 6). Po ustaleniu stopnia podstawienia kazdego z aminokwasow okreslono ich ilo$¢
potrzebng do przygotowania mieszaniny izokinetycznej (% molowe): 3,4 — Fmoc-L-Ala-
OH; 6,5 — Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH; 5,3 — Fmoc-L-Asn(Trt)-OH; 3,5 — Fmoc-L-Asp(O-tBu)-
OH; 3,6 — Fmoc-L-Glu(O-tBu)-OH; 5,3 — Fmoc-L-GIn(Trt)-OH; 2,9 — Fmoc-Gly-OH; 3,5 —
Fmoc-L-His(Trt)-OH; 17,4 — Fmoc-L-lle-OH; 4,9 — Fmoc-L-Leu-OH; 6,2 — Fmoc-L-
Lys(Boc)-OH; 3,8 — Fmoc-L-Nle-OH; 2,5 — Fmoc-L-Phe-OH; 4,3 — Fmoc-L-Pro-OH; 2,8 —
Fmoc-L-Ser(O-tBu)-OH; 4,8 — Fmoc-L-Thr(O-tBu)-OH; 3,8 — Fmoc-L-Trp(Boc)-OH; 4,1 —
Fmoc-L-Tyr(O-tBu)-OH; 11,3 — Fmoc-L-Val-OH [76]. Zaleta mieszaniny izokinetycznej
jest jej uniwersalno$¢. Mozna jg stosowac niezaleznie od struktury syntetyzowanej
biblioteki, a takze w profilowaniu enzymow o réznych profilach specyficznosci

substratowej.
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Rysunek 6. Schematyczne przedstawienie mieszaniny izokinetycznej i rownomolowe;.

Mieszaniny izokinetyczne sg szeroko stosowane w metodzie PS-SCL (ang.
Positional Scanning Substrate Combinatorial Library). W sktad takiej biblioteki wchodza
trzy podbiblioteki umozliwiajgce badanie pozycji P4-P2. Reszta aminokwasowa w pozycji
P1 wybierana jest na podstawie preferencji katalitycznych proteazy. W badanej pozycji (P4,
P3 lub P2) znajduje si¢ zdefiniowany naturalny aminokwas, a w pozostatych rownomolowa
mieszanina naturalnych aminokwasow [77] (Rysunek 7). Technologia ta opiera si¢ na
rownoczesnym skanowaniu mieszaniny substratow. Z takiej mieszaniny, badany enzym
hydrolizuje jedynie substraty komplementarne z jego miejscem aktywnym. Wyniki sa
nastepnie zbierane i przedstawiane w formie wykresu lub mapy cieplnej. Pomiar szybkosci
hydrolizy substratu umozliwia znacznik fluorogeniczny znajdujacy si¢ w pozycji P1°, na C-
koncu peptydu. Jego grupa aminowa tworzy wigzanie peptydowe z grupa karboksylowa
aminokwasu w pozycji P1. Przed hydroliza fluorescencja nie jest detektowana lub jest
bardzo staba. Dopiero po hydrolizie wigzania peptydowego fluorofor zostaje uwolniony
i wykazuje mierzalny metodami spektroskopowymi przyrost fluorescencji w czasie [78, 79].
Jednymi z najczesSciej stosowanych W tej metodzie zwigzkow fluorogenicznych sga pochodne
kumaryny roznigce si¢ dotagczonymi grupami w pozycji 4 (numeracja [IUPAC). Przyktadem
jest AMC (7-amino-4-metylokumaryna) [77] i AFC (7-amino-4-trifluorometylokumaryna)
[80]. Jednak dopiero ACC (7-amino-4-karbamoilometylokumaryna) [81] wprowadzone
w 2000 roku utatwito synteze bibliotek i umozliwito jej wykonanie metoda na podiozu
statym (Rysunek 7). Ta dwufunkcyjna zmodyfikowana pochodna kumaryny posiada grupe
aminowa, do ktorej przylaczany jest pierwszy aminokwas peptydu, oraz dodatkowg grupe
karboksylowa, dzigki ktorej moze ona zosta¢ bezposrednio przytaczona do zywicy [81, 82].
PS-SCL jest jedng z najczgsciej stosowanych metod do okreslania preferencji substratowych
enzyméow [83]. Po raz pierwszy zastosowano ja w okresleniu specyficznos¢ substratowe;

kaspazy 1 [77], a nastepnie takze przy wielu innych proteazach [20, 71, 84, 85].
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Rysunek 7. Schemat bibliotek substratow fluorogenicznych uzywanych w metodzie PS-SCL wraz
ze strukturami przykladowych fluoroforow oraz strategia okreslania specyficznosci substratowe;j
enzymow proteolitycznych.

Glownym ograniczeniem metody PS-SCL jest brak mozliwosci uzyskania
selektywnych struktur dla blisko spokrewnionych enzymoéw o nakladajacej si¢
specyficznosci substratowej, tak jak mialo to miejsce w przypadku metaloproteinaz
macierzy pozakomorkowej (MMPs) [86] i kaspaz [87]. Naprzeciw tym ograniczeniom
wychodzi technologia HyCoSuL (ang. Hybrid Combinatorial Substrate Library),
ktora dzigki zastosowaniu w strukturze biblioteki naturalnych aminokwasow oraz szerokiej
gamy ich nienaturalnych pochodnych stanowi rozszerzenie metody PS-SCL i umozliwia
doktadniejsze zbadanie architektury kieszeni wiazacych enzymu [88]. W skiad takiej
biblioteki wchodzg reszty aminokwasowe, ktorych tancuchy boczne moga pokry¢ duza
cze$¢ oddziatywan migdzy kieszeniami miejsca aktywnego enzymu, a substratem. Gtowne
grupy aminokwasow Stosowane w technologii HyCoSuL to: aminokwasy zasadowe,
aminokwasy kwasne 1 ich estry, aminokwasy duze aromatyczne i matle alifatyczne,
hydrofobowe i hydrofilowe, a takze takie ze zdefiniowang stereochemig (L lub D). Strategia
HyCoSuL pozwala na znalezienie najbardziej preferowanych i selektywnych aminokwasow
w danej pozycji oraz stanowi pierwszy krok w projektowaniu i syntezie substratow,
inhibitoréw 1 markeréw chemicznych dla enzymow proteolitycznych [58, 89]. Przyktadem

wykorzystania bibliotek HyCoSuL jest opracowanie selektywnych substratoéw i markeréw
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chemicznych dla trzech podjednostek katalitycznych proteasomu [90] oraz neutrofilowej
elastazy [91]. Technologia ta byta takze wykorzystana przy okreSlaniu specyficznosci
substratowej kaspaz [92] i proteazy wirusa Zika (ZIKV NS2B-NS3P™) [93].

Specyficzno$¢ substratowg proteaz po primowanej stronie hydrolizowanego
wigzania peptydowego najczgéciej okresla si¢ wykorzystujac wewnetrznie wygaszane
substraty (ang. internally quenched fluorescent substrates, 1QFs). Substraty typu IQF
w swojej strukturze posiadajg trzy glowne elementy: grupe fluorogeniczng, ktora jest
donorem fluorescencji, wygaszacz fluorescencji, ktory jest jej akceptorem (ang. quencher)
oraz znajdujaca si¢ migdzy nimi sekwencj¢ peptydowa dedykowana enzymowi.
W przypadku braku hydrolizy wigzania peptydowego widmo emisji fluoroforu naktada si¢
z widmem absorbcji wygaszacza prowadzac do wewnatrzczasteczkowego transportu energii
i wygaszenia fluorescencji. Po rozpoznaniu substratu i jego hydrolizie przez enzym,
odleglo$¢ pary donor/akceptor zwicksza sie 1 nastgpuje przyrost fluorescencji donora.
Monitorowanie wzmozonej emisji sygnatu daje podstawe do oceny aktywnosci badanego
enzymu wzgledem hydrolizowanej sekwencji, a co za tym idzie jego preferencji
substratowych [94]. Do powszechnie wykorzystywanych par donor/akceptor naleza:
Abz-Tyr(NO.) [95], Abz-EDDnp [96], EDANS-Dabcyl [94] oraz ACC-Lys(Dnp) [97].
Do tej pory przy uzyciu bibliotek substratow typu IQF oznaczono specyficzno$¢ substratowa
enzymow proteolitycznych z grupy proteaz serynowych, a takze cysteinowych, jak kaspazy
[96], katepsyna G [98] czy tez MALT1 [99].

1.3.2. Biologiczne metody okreslania specyficznosci substratowej proteaz

Jedna z biologicznych metod umozliwiajacych okreslenie preferencji substratowych
enzymow proteolitycznych sg biblioteki fagowe, tzw. ,, phage display”. W metodzie tej do
produkcji peptydow wykorzystuje si¢ bakteriofagi, do genomu ktorych wstawia si¢
sekwencje nukleotydow kodujacych naturalne aminokwasy [100]. Uzyskane w tej sposob
peptydowe substraty poddaje si¢ nastepnie reakcji z proteaza. Peptydy otrzymuje si¢
w jednym z dwodch mozliwych systemow: monoklonalnym Iub poliklonalnym [100].
W systemie monoklonalnym ekspresja bialek odbywa si¢ w bakterii E. coli, do ktorej
wprowadzony zostaje fagmid. W systemie tym dochodzi do jednorazowej ekspresji
substratow, co jest jego duza wadg, poniewaz czgs¢ sekwencji moze zosta¢ pominigtych
dajac niepelny obraz specyficznosci substratowej enzymu [101]. Naprzeciw tym

ograniczeniom wychodzi system poliklonalny, w ktorym otrzymane peptydy
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immobilizowane s3 na podlozu statym i poddawane dziataniu proteazy. Dobrze
rozpoznawane substraty po hydrolizie uwalniane sg z podtoza, a nastepnie wprowadzane do
E. coli celem otrzymania nowej biblioteki. Po kilku takich cyklach uzyskuje si¢ biblioteke
najbardziej specyficznych substratow, a najlepsze z nich poddaje si¢ klonowaniu.
W ostatnim etapie okresla si¢ doktadng sekwencje wybranych substratow oraz miejsce
hydrolizy wigzania peptydowego, co ostatecznie umozliwia okreslenie profilu
specyficznosci substratowej badanego enzymu [100]. W poréownaniu do metod
chemicznych, ,,phage display” pozwala na otrzymanie dtuzszych sekwencji peptydowych,
jednak nie ma mozliwosci wprowadzenia do nich nienaturalnych aminokwaséw

(jak w metodzie HyCoSuL) co ogranicza optymalizacje struktury peptydow.

Kolejnag metoda wykorzystujaca uktad biologiczny jest YESS (ang. yeast
endoplasmic reticulum sequestration screening), ktora opracowana zostata w 2013 roku
[102], a nastgpnie udoskonalona dzigki zastosowaniu sekwencjonowania NGS (ang. next
generation sequencing) [103]. W systemie tym stosowana jest biblioteka peptydowa
znakowana epitopem hemaglutyniny (HA) wirusa grypy (sekwencja YPYDVPDYA) oraz
znacznikiem FLAG (sekwencja DYKDDDDK). Taka biblioteke dotacza si¢ do biatka Aga2
1 kieruje si¢ ja nastgpnie do retikulum endoplazmatycznego drozdzy. Dzigki interakcji Aga2
z biatkiem Agal, biblioteka transportowana jest na powierzchni¢ §ciany komorkowe;.
W czasie transportu proteazy znajdujace si¢ w siateczce Srodplazmatycznej hydrolizujg
peptydy wchodzace w sktad biblioteki, a ich C-konicowe fragmenty znakowane HA zostaja
odcigte. Drozdze znakowane s3 nastgpnie przeciwcialami sprz¢zonymi z odpowiednimi
fluoroforami: anty-FLAG (fluorofor PE) oraz anty-HA (fluorofor FITC). Wykorzystujac
cytometri¢ przeplywowa okresla si¢ stosunek PE do FITC, gdzie jego wysoka wartos¢
swiadczy o zajéciu wielu reakcji hydrolizy w czasie transportu biblioteki na powierzchnie
sciany komorkowej. Ostatecznie substraty peptydowe identyfikuje si¢ dzigki

sekwencjonowaniu genu peptydowego drozdzy [103].
1.3.3. Proteomika

W poréwnaniu do szeroko stosowanych metod chemicznych 1 tych
z wykorzystaniem uktadoéw biologicznych proteomika jest stosunkowo mtoda nauka,
ktorej zastosowanie w celu okreslenia preferencji substratowych proteaz dopiero nabiera
tempa. Proteomika zajmuje si¢ badaniem struktury, funkcji oraz wzajemnych oddzialywan

mig¢dzy biatkami, co odrdznia ja od wcze$niej omawianych metod. Metody chemiczne
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i biologiczne koncentrujg si¢ gtdbwnie na tworzeniu bibliotek potencjalnych substratow oraz
hydrolizie wigzania peptydowego w kontekscie liniowych lub cyklicznych epitopow.
W przeciwienstwie do nich proteomika pozwala na zbadanie architektury 3D oddziatywania
substrat-enzym (struktura trzeciorzedowa), a analizie poddawane sg substraty znajdujace si¢
juz w komorce [104, 105]. Jedng z metod uzywanych w proteomice jest analiza 2D-PAGE
ekstraktow biologicznych, ktora ma na celu wykrycie fragmentéw peptydowych powstatych
po hydrolizie. Fragmenty te rozdzielane sg dzigki réznicom w ich wielkos$ci i tadunku,
a nastgpnie identyfikowane dzigki spektrometrii mas [83]. Rozszerzeniem tej metody sa
2D-DIGE oraz PROTOMAP, ktore rowniez wykorzystuja technike elektroforezy zelowe;,
ale powstaly po6zniej w celu udoskonalenia metody 2D-PAGE [83]. Najcze¢sciej
stosowanymi metodami w proteomice sg takie, ktore wykorzystuja wolne N- i C-konce
powstate po hydrolizie wigzania peptydowego. W sktad kazdej analizy wchodza dwa gléwne
etapy: hydroliza proteomu przez endopeptydaze o znanej specyficzno$ci substratowej
(najczesciej trypsyng), a nastgpnie hydroliza przez badany enzym proteolityczny. Analiza ta
ma na celu zidentyfikowanie jak najwigkszej ilosci zdarzen wynikajacych z dziatania
badanej proteazy, co ulatwione jest przez chemiczne znakowanie peptydow. Metody
wykorzystujace taka strategie dzieli si¢ w zalezno$ci od rodzaju i miejsca znakowania.
Przyktadem moze by¢ COFRADIC (ang. Combined Fractional Diagonal
Chromatography), gdzie wolne grupy aminowe znakowane sg za pomocg deuteroacetylacji.
W metodzie tej do powstatych N-koncow dotacza si¢ kwas 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowy
(TNBS) zwickszajacy hydrofobowos¢ i utatwiajacy oczyszczanie na kolumnie [106].
Kolejnymi metodami sg PICS (ang. Proteomic Identification of protease Cleavage Sites)
i TAILS (ang. Terminal Amine Isotopic Labeling of Substrates) wykorzystujace kolejno
znakowanie biotyng i izotopami. Otrzymane dzigki tym metodom fragmenty analizowane sg
nastepnie za pomocg spektrometrii mas [107, 108]. Proteomika zastosowana zostala
w okre$laniu preferencji substratowych wielu enzymdéw proteolitycznych nalezacych

do proteaz serynowych, cysteinowych, aspartylowych i metaloproteaz [109].
1.4. Markery chemiczne enzyméw proteolitycznych

Zrozumienie procesOw zachodzacych w zywych komorkach stato si¢ gtownym
celem wielu grup badawczych i doprowadzito do rozwinigcia takich metod jak np. analiza
proteomiczna [110]. Ilosciowa analiza proteaz w proteomie nie jest jednak wystarczajaca

do okreslenia ich aktywnosci proteolitycznej z kilku powodow. Po pierwsze poziom proteaz
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w komorce jest $cisle kontrolowany przez ich ekspresj¢ w postaci nieaktywnego zymogenu
wymagajacego aktywacji oraz przez endogenne inhibitory i sygnalizacje komorkowsg [111].
Dodatkowo wplyw na aktywnos$¢ majg takze modyfikacje potranslacyjne takie jak acetylacja
czy fosforylacja. Techniki wykorzystujace przeciwciala uniemozliwiajg rozroznienie
aktywnej formy enzymu od nieaktywnej znakujac wszystkie formy badanego biatka obecne
w prébee, co w kontekscie badan nad aktywnoscig enzymow proteolitycznych moze dawaé
niejednoznaczne wyniki. Naprzeciw tym ograniczeniom wychodzi nowy dziat proteomiki —
activity-based protein profiling (ABPP), ktory zajmuje si¢ badaniem regulacji i analiza
aktywnosci bialek w zlozonych proteomach. W metodzie tej do znakowania aktywno$ci
proteaz wykorzystuje si¢ niskoczasteczkowe markery chemiczne (ang. activity-based
probes, ABPs), ktore wiaza si¢ jedynie do aktywnej formy enzymu. Markery takie moga
zosta¢ uzyte do znakowania proteaz w ztozonych uktadach biologicznych jak np. lizaty

komorkowe, komorki, tkanki, czy nawet cate organizmy [112, 113].

Klasyczne markery chemiczne pierwszej generacji w swojej strukturze zawieraja
trzy kluczowe elementy: reaktywng grupe wigzaca (ang. warhead) warunkujacy
kowalencyjne wigzanie si¢ markera w centrum aktywnym enzymu, linker odpowiadajacy za
rozpoznanie ABP oraz oddzielenie grupy wiazacej od trzeciego elementu — znacznika,
ktory umozliwia z kolei detekcje docelowej proteazy (Rysunek 8) [113, 114]. Reaktywna
grupa wigzaca ma za zadanie kowalencyjnie zwigza¢ si¢ z miejscem aktywnym enzymu
1 utworzy¢ z nim trwaly kompleks. Poznanie mechanizmoéw hydrolizy wigzania
peptydowego przez rézne enzymy proteolityczne oraz ich klasyfikacja do rodzin
katalitycznych umozliwito zaprojektowanie dedykowanych selektywnych grup wigzacych.
Zwiazki te pozwalaja na wigzanie si¢ tylko z grupa nukleofilowa centrum aktywnego
unikajac przy tym reakcji krzyzowych z innymi nukleofilami biatka i pozostatymi grupami
proteaz [113]. W przypadku proteaz cysteinowych najczesciej wykorzystywanymi grupami
wigzacymi sa metyloketony, dla proteaz treoninowych winylosulfony, a dla proteaz

serynowych estry difenylowe kwasow a-aminoalkanofosfonowych [60].

Kolejny element ABP — linker oddziela grupe wiazaca od duzej czasteczki znacznika
minimalizujac przy tym mozliwo§¢é wystgpowania zawady sterycznej | zmniejszenia
powinowactwa do enzymu. Linker ulatwia takze dopasowanie si¢ markera do miejsca
aktywnego proteazy, zwigkszajac jego dostepnos$¢, co dodatkowo ogranicza negatywny
wplyw znacznika na selektywno§¢ ABP. Najprostszymi stosowanymi linkerami sa
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aminokwasy nie posiadajgce fancuchow bocznych, takie jak B-alanina i glicyna. Najczesciej
jako linker stosowane sg jednak dluzsze zwigzki alkilowe, np. kwas 6-aminoheksanowy
lub polietery takie jak glikol polietylenowy, ktore poprawiaja takze hydrofilowosé
markerow. Poza podanymi zwigzkami dodatkowo zastosowa¢ mozna takze fragment
reagujacy w postaci krotkiej sekwencji peptydowej rozpoznawanej przez konkretny enzym,

ktora mimikujgc substrat, zwigksza selektywnosé¢ ABP [113, 114].
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Rysunek 8. Schemat przedstawiajacy budowg niskoczgsteczkowego markera chemicznego.
ABP sktada si¢ z trzech gtownych elementéw: znacznika, linkera i grupy wiazacej, ktorych
przyktady wyszczegolniono [112, 113].

Ostatnim elementem skladajagcym sie na struktur¢ markera chemicznego jest
znacznik umozliwiajacy detekcje oraz oczyszczanie znakowanego biatka. Jednymi
z pierwszych uzywanych znacznikéw byty radioizotopy (przyktadowo !%I1), a biatka
wyznakowanie nimi analizowane byly przy uzyciu jedno- i dwuwymiarowej elektroforezy,
a nastepnie obrazowane metodg autoradiografii. Markery znakowane izotopami postuzyty
w profilowaniu aktywnosci proteaz cysteinowych (katepsyn i kaspaz) oraz treoninowych
(proteasomu) [113, 115-118]. Wada takiego podejscia jest jednak ograniczona trwatosc¢
takich markerow wynikajaca z szybkiego rozpadu izotopdw oraz specjalne wymagania
laboratoryjne zwigkszajace bezpieczenstwo pracy. Jednym z obecnie najczescie]
stosowanych znacznikow jest biotyna tworzaca stabilny kompleks z awidyng lub
streptawidyna, ktory umozliwia detekcje nawet bardzo matej ilosci biatka i jest odporny na
r6ézne warunki otoczenia, takie jak zmiana pH [113, 114]. Dodatkowo biatka znakowane
biotyng moga zosta¢ oczyszczone z mieszaniny na ziarnach agarozowych, co jest kolejng

zaletg takiego podejscia [119, 120]. Gléwnym problemem zwigzanym z wykorzystaniem

26



biotyny jest fakt, iz wyznakowanie enzymu biotynylowanym markerem chemicznym jest
kilkuetapowe 1 czasochtonne. Sama biotyna nie ma wiasciwosci fluorescencyjnych,
a detekcja mozliwa jest dopiero po potaczeniu biotyny ze skoniugowang z fluoroforem
awidyna/streptawidyng [113]. Punktem przelomowym w projektowaniu markeréw
chemicznych okazato si¢ zastosowanie fluorescencyjnych znacznikow o rdéznych
dtugosciach fal wzbudzenia i emisji. Wykorzystanie tych réznic umozliwia bezposrednig
wizualizacj¢ kilku enzymow jednoczes$nie uzywajac markeréw znakowanych zestawem
Kilku fluoroforow. W poréwnaniu do uzycia radioizotopow, znaczniki fluorescencyjne sa
bezpieczne 1 komercyjnie dostepne. Przyktadem niedrogich znacznikow fluorescencyjnych
sg fluoresceina i rodamina, ktore podatne sg jednak na fotowybielanie i nie sg przepuszczalne
przez btone komorkowa [121, 122]. Naprzeciw wszystkim tym ograniczeniom wychodza
barwniki cyjaninowe (Cy3, Cy5, Cy5.5, Cy7), BODIPY FL (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacen) czy tez seria znacznikow Alexa Fluor®. Reprezentuja one fotostabilng
grupe fluoroforow o wysokiej wydajnosci kwantowej oraz waskim widmie emisji.
Przepuszczalne sg przez btong komorkowa co umozliwia ich uzycie w badaniach in vivo.
Istotng ich wada jest jednak wysoka cena [123]. Stabilne jony metali przejsciowych
(najczesciej lantanowce) sa jednym z nowych rodzajow znacznikow. W przeciwienstwie do
wczesniej omawianych radioizotopdéw, jony te sa chelatowane, dzigki czemu sa
stabilniejsze. Wykorzystujac rdznice w masie poszczegolnych metali mozliwa jest
jednoczesna wizualizacja kilkunastu roznych parametrow w jednej komorce,

ktora wykonuje si¢ za pomoca cytometrii masowej [124].

Markery chemiczne zastosowa¢é mozna na wiele sposobdéw. Do tej pory
wykorzystywane zostaty w badaniach biologicznych podczas okres$lania funkcji oraz
poziomu aktywnosci poszczegolnych enzyméw. Umozliwiajg one takze sprawdzenie
selektywno$ci nowych inhibitorow oraz moga zosta¢ uzyte do okreslenia lokalizacji
badanych enzymdw za pomocg mikroskopii konfokalnej. Markery chemiczne stosowane sa
takze w badaniach biochemicznych i strukturalnych centrum aktywnego enzymu [112].
Do tej pory ABPs z sukcesem wykorzystano podczas wykrywania zwickszonej aktywnos$ci
enzymoéw w nowotworach [125]. Dzigki markerom chemicznym aktywno$¢ proteaz
cysteinowych udalo si¢ powigza¢ z rozwojem malarii [126], a zaburzenia w poziomie

katepsyny G i laktoferyny potgczono z wystepowaniem stanéw zapalnych [127].

27



1.5. Kaskada krzepniecia krwi

Kontrola szlakéw sygnatowych to wyjatkowy mechanizm, ktory utrzymuje
homeostaze, reguluje wiele procesOw  zyciowych 1  przeciwdziala stanom
patofizjologicznym. Ich dziatanie opiera si¢ na synergistycznym wystepowaniu interakcji
receptor-ligand oraz hydrolizie wigzan peptydowych przez proteazy. Jednym ze szlakow
sygnatowych, w ktorym enzymy proteolityczne odgrywaja wiodaca rolg, jest proces
krzepnigcia krwi — kaskada zdarzen zwigzanych z aktywacja proteaz, w wyniku ktorej
powstaje enzym efektorowy — trombina (czynnik Ila). Kaskada krzepnigcia jest niezbedna
do utrzymania skutecznej hemostazy, poniewaz rozpoczyna proces naprawy uszkodzonego
srédblonka i1 zapobiega samoistnemu krwawieniu. Ten skomplikowany proces obejmuje
kilka reakcji, w ktorych proteazy serynowe, krazace w krwiobiegu jako nieaktywne
zymogeny, s3 aktywowane, a nastgpnie dziataja jako katalizatory aktywujac (poprzez
hydrolize¢ odpowiedniego wigzania peptydowego) kolejne czynniki krzepnigcia [128].
Poza proteazami serynowymi (czynniki II, VIL, IX, X, XI, XII i biatko C) — kluczowymi
uczestnikami tego procesu — wystepuja rowniez transglutaminaza (czynnik XIII),
ktora tworzy usieciowang fibryng, oraz glikoproteiny (czynnik tkankowy (ang. tissue factor,
TF), czynnik V, czynnik VIII), ktére petnig funkcj¢ kofaktoréw i tworzg kompleks
z odpowiednimi proteazami serynowymi [128]. Czynniki krzepnigcia oznacza si¢ zwykle
cyframi rzymskimi. Po aktywacji do nazwy czynnikow dodawany jest przyrostek
8" (wyjatkiem jest aktywowane biatko C (APC) oraz czynnik II i Ila, ktore okresla sig¢

odpowiednio jako protrombina i trombina).

Kaskada krzepnigcia przebiega dwiema drogami, szlakiem zewnatrzpochodnym
i wewnatrzpochodnym [129, 130]. Powstaja one oddzielnie, ale zbiegaja si¢ nastepnie
we wspolnym szlaku aktywacji fibrynogenu do fibryny i utworzenia nierozpuszczalnego
skrzepu [131] (Rysunek 9). Faza inicjacji krzepniecia krwi jest rozpoczynana przez szlak
zewnatrzpochodny, wywotany urazem zewngtrznym z utratg Krwi. Po uszkodzeniu naczynia
krwiono$nego TF znajdujacy si¢ na komorkach srodblonka tworzy kompleks z aktywna
formg czynnika VII (VIla). Kompleks TF-VIla indukuje aktywacje czynnika X
i zapoczatkowuje wspolny szlak, w ktorym czynnik Xa w kompleksie z czynnikiem Va
(tzw. protrombinaza) katalizuje wytwarzanie trombiny, a nastepnie fibryny [128, 129].
Tymczasem szlak wewnatrzpochodny jest indukowany przez wewnetrzne uszkodzenie

Sciany naczynia. Kontakt krwi z ujemnie natadowanymi powierzchniami (np. kolagenem,
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glikozaminoglikanami, sulfatydami) uszkodzonego srodblonka powoduje przeksztatcenie
czynnika XII w jego aktywng forme (Xlla). Czynnik Xlla aktywuje czynnik XI do Xla,
ktory z kolei dziata jako katalizator aktywacji czynnika IX do 1Xa. Aktywna forma czynnika
IX taczy si¢ z czynnikiem VlIila, tworzac kompleks enzymatyczny (tzw. tenazg),
ktory aktywuje czynnik X, prowadzac do powstania trombiny [128, 132]. Trombina, oprocz
przeksztatcania rozpuszczalnego fibrynogenu w nierozpuszczalng fibryne, moze réwniez
wzmacniaé¢ szlak wewnatrzpochodny poprzez aktywacje czynnika XI. Ta petla dodatniego
sprzezenia zwrotnego zwigksza produkcj¢ trombiny sprawiajac, ze czynnik XII staje sig
mniej istotny [133, 134]. Trombina stymuluje takze wlasne tworzenie przez proteolityczng
aktywacje czynnikow V i V111 [135]. Dodatkowo poza bezposrednig generacja czynnika Xa,
kompleks TF-Vlla moze rowniez posrednio aktywowa¢ czynnik Xa. Droga ta przebiega
przez aktywacje czynnika IX, ktory nastepnie znow w obecnosci kofaktora VIlla aktywuje
czynnik X. Sciezka ta jest dodatkowym elementem pozwalajacym na otrzymanie trombiny,
okreslanym jako faza wzmocnienia [133]. Trombina moze nie tylko pobudza¢ krzepnigcie
krwi, ale takze mu zapobiega¢. Kiedy stezenie trombiny we krwi wzrasta, aby zapobiec
hiperkoagulacji, trombina taczy si¢ z biatkiem transmembranowym, trombomoduling,
i aktywuje biatko C [136]. Aktywowane biatko C (APC) jest silnym antykoagulantem,
ktory pelni swoja funkcj¢ poprzez proteolityczng inaktywacje czynnikow Va i Vllla. APC
blokuje powstawanie dwoch glownych kompleksow (protrombinazy i tenazy), zmniejszajac

wytwarzanie trombiny, co skutecznie hamuje proces krzepnigcia [137].

Wszystkie proteazy biorgce udzial w tej skomplikowanej kaskadzie zdarzen
odgrywajg istotng role¢ w utrzymaniu rownowagi miedzy krzepnigciem, a krazeniem krwi.
Wydaje sie jednak, ze hemostaza zalezy gltownie od aktywnos$ci trzech proteaz
uczestniczacych w koncowym etapie Sciezki koagulacyjnej: APC, trombiny i czynnika Xa.
Zaburzenie naturalnie wystepujacych w osoczu poziomow tych proteaz prowadzi¢ moze do
powaznych schorzen, takich jak hemofilia [138], zakrzepica [139-141] czy rozsiane
wykrzepianie wewnatrznaczyniowe [142]. W ostatnich latach rowniez czynnik Xla zyskat
wiele uwagi. Znajduje si¢ on na wezesnym etapie kaskady krzepnigcia i w poréwnaniu do
APC, trombiny i czynnika Xa ma ograniczone znaczenie w utrzymaniu prawidtowe]
hemostazy [143, 144]. Ostatnie badania kliniczne wskazujg jednak, ze czynnik Xla ma
wplyw na wystepowanie chorob zakrzepowo-zatorowych [145]. Niniejszy rozdzial
poswigcony zostanie czterem proteazom serynowym uczestniczacym w Kkaskadzie

krzepnigcia krwi — APC, trombinie, czynnikowi Xa oraz czynnikowi Xla.
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Rysunek 9. Uproszczony schemat przestawiajgcy kaskade krzepniecia krwi. Krzepniecie inicjowane
jest przez zewnatrzpochodny kompleks TF-VIla, ktory odpowiedzialny jest za wytwarzanie
czynnikéw [Xa i Xa. Aktywny czynnik Xa wraz z swoim kofaktorem Va przeksztatca protrombing
w trombing. Trombina uruchamia petle dodatniego sprzezenia zwrotnego, umozliwiajac aktywacje
wickszej ilosci czynnikow Va, VIlla i Xla. Dodatkowo wewnatrzpochodny kompleks tenazy
(IXa-VIlIa) aktywuje wigcej czynnika X. Powstata w ten sposob trombina tworzy stabilny skrzep
poprzez hydrolize fibrynogenu do fibryny. Te procesy prokoagulacyjne sa rownowazone przez szlaki
antykoagulacyjne, takie jak szlak biatka C (PC). PC jest aktywowane przez trombing¢ zwigzang
z trombomoduling. Aktywowane biatko C (APC) inaktywuje czynniki Va i VIlla blokujac dwa
kompleksy: protrombinaze i tenaze. Kofaktory biatkowe zaznaczono kolorem szarym. Zielone
strzatki oznaczaja reakcje aktywacji w petli dodatniego sprzezenia zwrotnego, a czerwone inhibicje.
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1.6. Aktywowane bialko C, trombina i czynnik Xa — proteazy zalezne od witaminy K

Zainteresowanie kaskada krzepnigcia krwi rozpoczgto sie juz w XIX wieku,
chociaz doktadniejsze badanie procesu jej ewolucji trwa dopiero od okoto potowy XX
wieku. W badaniach tych stosowane byly rozne strategie. W pierwszej z nich korzystajgc
z metod biochemicznych poznawano mechanizmy krzepnigcia wystgpujace u ,,prostszych”
organizmow, a otrzymane wyniki porownywano z wiedza o kaskadzie krzepnigcia
cztowieka. W kolejnym podej$ciu oczyszczano kazdy z czynnikéw, okreslano jego
wlasciwo$ci chemiczne i szukano odpowiednika u cztowieka [146]. Trzecia strategia
opierala si¢ na metodach genetyki molekularnej i wykorzystaniu klonowania
i sekwencjonowania DNA. Tylko na podstawie tej metody udato si¢ zsekwencjonowaé
genomy kilkunastu organizmow (przyktadowo danio pregowanego (Danio rerio), zielonej
jaszczurki amerykanskiej (Anolis carolinensis), czy tez dziobaka (Ornithorhynchus
anatinus)) i odnalez¢ okoto 20 réznych genow bedacych ich odpowiednikami w uktadzie
hemostazy cztowieka [147-150]. W ostatnim gtdéwnym podejsciu zastosowano metody
bioinformatyczne, ktoére umozliwily rekonstrukcj¢ ewolucji uktadu krzepnigcia in silico,
co znaczgco ograniczyto dotychczasowe koszty badan in vitro i ex vivo [146]. Po ustaleniu
sekwencji aminokwasowej niektorych czynnikow krzepnigcia zauwazono wystgpowanie
miedzy nimi podobienstw. Cze$¢ z nich posiadata w swojej strukturze podobne domeny,
a niektore czynniki nawet takg samg kolejnos¢ ich wystgpowania. Za przyczyng tej
homologii uznano duplikacje gendéw juz u przodkéw wspotczesnych organizméw [146].
Przyktadem takich zblizonych do siebie czynnikéw moga by¢ aktywowane biatko C (APC),
trombina i czynnik Xa. Czynniki te sa trypsynopodobnymi proteazami serynowymi
zaleznymi od witaminy K, ktore majg kluczowe znaczenie w procesie krzepniecia krwi.
Biorg one udziat w koncowym etapie kaskady krzepnigcia krwi i uwazane sa za jedne
z najistotniejszych czynnikow, ktorych zaburzenie aktywno$ci prowadzi¢ moze do
wystepowania powaznych schorzen. Dodatkowo enzymy te poza znaczacg homologia
strukturalng, charakteryzujg si¢ podobna specyficznoscig substratowg, co utrudnia ich
detekcje w probkach biologicznych [15, 16, 82, 151]. W rozdziale tym przedstawione
zostang informacje dotyczace budowy, funkcji, preferencji substratowych i dotychczas

uzyskanych struktur dla APC, trombiny i czynnika Xa.
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1.6.1. Budowa i funkcje APC, trombiny i czynnika Xa w procesach fizjologicznych

oraz patofizjologicznych

Biatko C (PC) (EC: 3.4.21.69) znajduje si¢ w osoczu w formie nieaktywnego
zymogenu o masie 62 kDa. Ma mozaikowg strukture zawierajaca N-koncowg domene kwasu
v-karboksyglutaminowego (Gla). Do prawidlowego funkcjonowania proteazy posiadajacej
taka domeng¢ niezbedna jest witamina K pelnigca rolg kofaktora vy-karboksylazy,
enzymu odpowiadajacego za modyfikacje kwasu glutaminowego do y-glutaminianu [152].
W sktad biatka C wchodzg takze dwie domeny czynnika wzrostu naskoérka (EGF)
(ang. epidermal growth factor (EGF)-like domains) oraz peptyd aktywujacy. Na koncu
znajduje si¢ trypsynopodobna domena proteazy serynowej (ang. catalytic domain, CD)
zawierajaca triad¢ katalityczng zbudowang z reszt His211, Asp257 i Ser360. Biatko C jest
aktywowane poprzez oddziatywanie z trombing w kompleksie z trombomoduling (TM).
Trombina zwigzana z TM usuwa peptyd aktywujacy PC poprzez hydrolize wigzania
peptydowego przy Argl69, co prowadzi do powstania aktywowanego biatka C (APC)
[151, 153]. Powstate w pelni aktywne APC krazy jako heterodimer sktadajacy si¢ z tancucha
ciezkiego o masie 41 kDa i tancucha lekkiego o masie 21 kDa, ktore sg potaczone mostkiem

disiarczkowym [151].

Protrombina (EC: 3.4.21.5) to nieaktywna forma trombiny o masie 72 kD. Cecha
wspolng w strukturze proteaz zaleznych od witaminy K jest znajdujaca si¢ na N-koncu
domena Gla, ktora wystepuje takze u protrombiny. Kolejne sg dwie domeny kringlowe oraz
najwicksza zlokalizowana na C-koncu domena odpowiadajaca za aktywno$¢ proteolityczna.
Podczas aktywacji kaskady krzepnigcia protrombina jest przeksztalcana w trombing przez
protrombinazg — kompleks sktadajacy sie z proteazy serynowej Xa i jej kofaktora czynnika
Va. W reakcji tej czynnik Xa poczatkowo hydrolizuje wigzanie peptydowe przy Arg320,
tworzac mezotrombing. Ten produkt posredni ulega nastepnie kolejnej hydrolizie przy
Arg271 [154, 155]. Powstata w ten sposob aktywna trombina ma mas¢ 36 kDa oraz dostepng
triadg katalityczng sktadajaca si¢ z His43, Asp99 i Ser205 [155].

Czynnik X (EC: 3.4.21.6) to kolejna proteaza zalezna od witaminy K krazaca
w osoczu jako zymogen. Sklada si¢ ona z tancucha lekkiego (16,5 kDa) oraz cigzkiego
(42 kDa) potaczonych ze sobg mostkiem disiarczkowym. Lancuch lekki zawiera domeng
Gla oraz dwie domeny czynnika wzrostu naskérka (EGF). Lancuch ciezki czynnika X

zawiera peptyd aktywujacy oraz trypsynopodobng domeng¢ proteazy serynowej,
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ktora zawiera triade katalityczng ztozong z His236, Asp282 i Ser379. Budowa domenowa
czynnika X bezposrednio odpowiada tej omawianej wczesniej dla biatka C, co dodatkowo
podkresla pokrewienstwo tych dwoch enzymow. Czynnik X znajduje si¢ w samym centrum
kaskady krzepnigcia krwi i moze zosta¢ aktywowany na drodze zewnatrzpochodnej przez
kompleks TF-Vlla, jak i wewnatrzpochodnej przez kompleks VIlla-1Xa. Aktywacja
proteolityczna czynnika X nastepuje przez hydrolize wigzania peptydowego Arg194-11e195
[156].

BIALKOC  CZYNNIK X PROTROMBINA
Gla EGFl EGF2 cD Gla K1 K2 cD
B Gla 43-88 (46)
ANSFLEELRHSSLERECIEEICDFEEAKEIFQNVDDTLAFWSKHVD

o EGF1 97-132 (36) EGF2 136-176 (41)

o LEHPCASLCCGHGTCIDGIGSFSCDCRSGWEGRFCQ SFLNCSLDNGGCTHYCLEEVGWRRCSCAPGYKLGDDLLOCH

~

ad

< CD 212-450 (239)

@ LIDGKMTRRGDSPWQVVLLDSKKKLACGAVLIHPSWVLTAABCMDESKKLLVRLGEYDLRRWEKWELDLDIKEVFVH
PNYSKSTTDNDIALLHLAQPATLSQTIVPICLPDSGLAERELNQAGQETLVTGWGYHSSREKEAKRNRTFVLNFIKIPVVP
HNECSEVMSNMVSENMLCAGILGDRQDACEGDEGGPMVASFHGTWFLVGLVSWGEGCGLLHNYGVYTKVSRYLD
WIHGHIR
Gla 44-89 (46)

ANTFLEEVRKGNLERECVEETCSYEEAFEALESSTATDVFWAKYTA

< K1 108-186 (79)

= CAEGLGTNYRGHVNITRSGIECQLWRSRYPHKPEINSTTHPGADLQENFCRNPDSS

foa)

S K2 213-291 (79)

Q CVPDRGQQYQGRLAVTTHGLPCLAWASAQAKALSKHQDFNSAVQLVENFCRNPDGDEEGVWCYVAGKPGDFGYCDLNYC

=

Q CD 364-618 (255)

o IVEGSDAEIGMSPWQVMLFRKSPQELLCGASLISDRWVLTAARICLLYPPWDKNFTENDLLVRIGKHSRTRYERNIEKIS
MLEKIYIHPRYNWRENLDRDIALMKLKKPVAFSDYIHPVCLPDRETAASLLOAGYKGRVTGWGNLKETWTANVGKGQ
PSVLQVVNLPIVERPVCKDSTRIRITDNMFCAGYKPDEGKRGDACEGDEGGPFVMKSPFNNRWYQMGIVSWGEGC
DRDGKYGFYTHVFRLKKWIQKVID
Gla 41-85 (45)

ANSFLEEMKKGHLERECMEETCSYEEAREVFEDSDKTNEFWNKYK

z EGF186-122 (37) EGF2 125-165 (41)

= DGDQCETSPCONQGKCKDGLGEYTCTCLEGFEGKNCE TRKLCSLDNGDCDQFCHEEQNSVVCSCARGYTLADNGKACI

p=

5 CD 235-467 (233)

O

IVGGQECKDGECPWQALLINEENEGFCGGTILSEFYILTAAHCLYQAKRFKVRVGDRNTEQEEGGEAVHEVEVVIKHNR
FTKETYDFDIAVLRLKTPITFRMNVAPACLPERDWAESTLMTQKTGIVSGFGRTHEKGRQSTRLKMLEVPYVDRNSCKL
SSSFIITQNMFCAGYDTKQEDACQG DIGG PHVTRFKDTYFVTGIVSWGEGCARKGKYGIYTKVTAFLKWIDRSMK

Rysunek 10. Budowa domenowa czynnikow krzepnigcia — biatka C, protrombiny oraz czynnika X.
(A) Uproszczony schemat, gdzie Gla oznacza domene kwasu y-karboksyglutaminowego,
EGF domeng czynnika wzrostu naskoérka, K domene kringlowa, a CD domen¢ katalityczna.
(B) Sekwencje aminokwasow kodujacych poszczegélne domeny czynnikow krzepnigcia wraz
z resztami, ktore si¢ na nie sktadaja i ich liczbg w nawiasie. Dla kazdego enzymu zaznaczono triade
katalityczng (His, , Ser). Opracowanie wlasne na podstawie baz danych UniProt.

33



APC jako centralny enzym szlaku antykoagulacyjnego, peini swojg funkcje
biologiczng poprzez blokowanie czynnikéw Vai Vllla, zmniejszajgc wytwarzanie trombiny
i czynnika Xa, co skutecznie ostabia proces krzepnigcia krwi. Wraz z aktywnoscia
przeciwzakrzepowa, APC pelni wiele waznych funkcji cytoprotekcyjnych. APC chroni
przepuszczalno$¢ $cian naczyn krwionosnych, modulacje ekspresje gendéw oraz ma
dziatanie antyapoptotyczne i przeciwzapalne [39, 157]. Prawidlowa aktywno$¢ APC jest
niezbedna do utrzymata hemostazy. Zmniejszone stezenie krazacego APC jest zwigzanie
z 10-krotnym wzrostem ryzyka wystgpienia u pacjentOw wczesnej i nawracajacej zakrzepicy
zylnej [39, 141, 158]. Obnizona aktywnos$¢ APC jest tez czynnikiem mogacym dorowadzi¢
do takich powiklan jak noworodkowa plamica piorunujgca, zagrazajacy zyciu stan
charakteryzujacy si¢ zakrzepica mikronaczyniowg [159]. Zaburzenia aktywnosci APC
powiazano takze z wystepowaniem hemofilii [157] oraz zespotu rozsianego wykrzepianie
wewnatrznaczyniowego (ang. disseminated intravascular coagulation, DIC) [158].
Z drugiej strony efekty cytoprotekscyjny APC skorelowano z poinfekcyjnym udarem

niedokrwiennym [39, 141] oraz zachorowalnoscig i $miertelno$cig w sepsie [160].

Poza kaskadg krzepnigcia trombina bierze udziat rowniez w stanach zapalnych oraz
odgrywa istotng rolg we wtoknieniu, angiogenezie i infekcjach wirusowych [161]. Tak jak
w przypadku APC zaburzenie aktywno$ci trombiny zauwazono przy hemofilii [138],
zakrzepicy [140] 1 zespole rozsianego wykrzepianie wewnatrznaczyniowego [142].
Aktywnos¢ trombiny przyczynia si¢ do udaru mézgu i jest uwazana za naturalny cel jego
prewencji [162]. Ponadto zwigkszone wytwarzanie trombiny wykazano w patogenezie
stwardnienia rozsianego [46] i choroby Alzheimera [47, 48]. Aktywno$¢ trombiny jest
réwniez zwigzana z progresjg nowotworow [163], a ostatnie badania wskazujg na mozliwosé

zastosowania jej inhibitoréw w leczeniu pacjentow z COVID-19 [161].

Czynnik Xa jest jedng z wazniejszych proteaz zaangazowanych w kaskade
krzepnigcia krwi, poniewaz odpowiada on za aktywacj¢ protrombiny do trombiny.
Ze wzgledu na swoja istotng role jego poziom jest $ci$le kontrolowany, a aktywacja
zapewniona dwiema mozliwymi drogami — wewnatrz- i zewnatrzpochodng. Wtasnie ze
wzgledu na to czynnik X stat si¢ ciekawym celem terapeutycznym. Poza trombing jest on
kolejnym enzymem, ktory ma tak znaczacy (cho¢ nie bezposredni) wptyw na wystepowanie
choréb zakrzepowo-zatorowych [164]. Niedobdr czynnika X jest jednym z najrzadszych

dziedzicznych zaburzen krzepnigcia. Czgstos¢ jego wystepowania wynosi okoto 1:1000000
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W populacji ogélnej. U oséb z tagodnym niedoborem czynnika X tatwo dochodzi do
powstawania siniakow, krwawien z nosa lub ust, a takze po urazach i zabiegach
chirurgicznych. Objawy u pacjentow z cigzkim niedoborem obejmuja krwawienia
z pgpowiny, ze stawdw, krwawienia $rddmigsniowe oraz wysokie ryzyko krwotoku
srodczaszkowego w pierwszych tygodniach zycia. W przeciwienstwie do hemofilii typu A
(niedobor czynnika VIII) i B (niedobér czynnika IX) niedobor czynnika X dotyka zaréwno

mezezyzn jak i kobiet w rownym stopniu [165, 166].

1.6.2. Profile specyficznosci i substraty do badania aktywnosci APC, trombiny oraz
czynnika Xa

Badania nad specyficznoscia substratowg APC, trombiny i czynnika Xa rozpoczety
si¢ juz we weczesnych lat 80-tych XX wieku. Preferencje substratowe tych proteaz
prébowano okre§li¢ na podstawie motywu rozpoznawanego Ww ich substratach
fizjologicznych [71, 82, 167, 168], nastepnie wykorzystujac chromogeniczne substraty
peptydowe [169, 170] oraz substraty typu IQF (ang. internally quenched fluorescent
substrates) [171-173]. Dodatkowo specyficzno$¢ substratowa okreslano przy uzyciu takich
metod jak PS-SCL [71] i ,,phage display” [170]. Badania te wykazaty, ze wszystkie trzy
trypsynopodobne proteazy oddzialuja prawie wylacznie z dodatnio naladowang argining
w pozycji P1. Jest to zgodne z wczesniej uzyskanymi strukturami krystalicznymi tych
enzymow [151, 174], w ktorych kieszen S1 jest uwazana za hydrofobowa, a znajdujaca si¢
w niej reszta Asp stuzy jako miejsce rozpoznania dla zasadowego tancucha bocznego.
Kieszen S1 we wszystkich trzech przypadkach jest takze szeroka, gleboka 1 wysoce
konserwatywna, co sprawia, ze zaprojektowanie selektywnych sekwencji peptydowych dla
APC, trombiny i czynnika Xa moze stanowi¢ wyzwanie. Kieszenie S2 tych trzech enzymow
uczestniczacych w kaskadzie krzepnigcia wykazuja wysoki poziomem specyficznos$ci
substratowej. APC rozpoznaje w tej pozycji L-Pro, ale takze wigksze tancuchy boczne tak
jak w przypadku L-Lys [157, 175, 176]. Kieszen S2 trombiny utworzona przez Tyr60A,
Trp60D, His57 i Leu99 jest mata i hydrofobowa, co ograniczona ilo$¢ struktur mogacych
wpasowac si¢ w to miejsce [177-179]. Sposrod naturalnych aminokwasoéw zauwazono
wyrazng preferencje dla L-Pro, co miato miejsce tez w przypadku APC. Dodatkowo kieszen
ta pomiesci¢ moze takze reszte Gly [71, 82, 176, 180, 181]. Kieszen S2 czynnika Xa roéwniez
dobrze rozpoznaje reszt¢ Gly, chociaz jest rowniez zdolna do wigzania wigkszych struktur,

takich jak L-Phe oraz L-Ser [82, 182]. Kieszenie S3 APC, trombiny i czynnika Xa
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w poréwnaniu do kieszeni S2 posiadajg bardzo szeroki profil specyficzno$ci substratowe;.
Rozpoznawane sg praktycznie wszystkie naturalne aminokwasy. Brak aktywnosci tych
enzymow zauwazono jedynie wzgledem L-Pro, co jest kolejng cecha taczaca specyficznosé
APC, trombiny i czynnika Xa. Mozna zauwazy¢ jedynie lekka preferencje czynnika Xa
wzgledem L-Arg w porownaniu do reszty aminokwasow [71, 82, 182, 183]. W pozycji P4
wszystkie enzymy wykazuja preferencje wzgledem alifatycznych aminokwasow takich jak
L-lle, L-Leu, L-Nle [71, 82, 184]. Aktywno$ci tych enzymow wzgledem wyzej
wymienionych reszt jest na tyle zblizona, ze nie ma mozliwosci odrézni¢ ich miedzy soba

(Rysunek 11).

P1
&,
()
"’6,-
%
L-Arg
P2 P4
&, &,
L-P () ()
L ro '776//.’6 L-Arg 6,0
-Lys

Y czynnik Xa L-Lys L-lle
P3 L-Leu
GIy L-Nle

&,

0,

0'6/
L-Phe  L-Ser %
czynnik Xa . L, czynnik Xa
Wiekszos$¢ AA
JEY
L-Arg

czynnik Xa

Rysunek 11. Schematycznie przedstawiona specyficzno$¢ substratowa APC, trombiny i czynnika
Xa w kieszeniach P4-P1, gdzie ,,AA” oznacza aminokwas [71, 82, 157, 175, 176, 182, 183].

Jak wspomniano wczesniej, kaskada krzepnigcia jest procesem, w ktorych proteazy
serynowe, krazace w krwiobiegu jako nieaktywne zymogeny, sg aktywowane, a nastepnie
dziataja jako katalizatory aktywujac kolejne czynniki krzepnigcia [128]. Oznacza to,
iz jednym z gléwnych naturalnych substratow dla czynnikéw krzepnigcia sa sekwencje
hydrolizowane w zymogenach przez nie aktywowanych. W Tabeli 2 zebrane zostaty
przyktady istotnych substratow fizjologicznych APC, trombiny i czynnika X wraz z ich
sekwencjg peptydowa w pozycjach P4-P1.
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Tabela 2. Przyktadowe substraty fizjologiczne APC, trombiny i czynnika Xa.

proteaza substrat sekwencja [P4-P1]
czynnik Va Lys-Lys-Thr-Arg [167]
czynnik Va Leu-Asp-GIn-Arg [167]
APC

czynnik Vllla Val-Asp-GIn-Arg [185]

czynnik Vllla lle-Glu-Pro-Arg [185]

czynnik V Leu-Gly-lle-Arg [186]

czynnik V Leu-Ser-Pro-Arg [186]

czynnik V Trp-Tyr-Leu-Arg [71]

czynnik VIII lle-GIn-lle-Arg [187]

czynnik VIII lle-Glu-Pro-Arg [187]

trombina

czynnik VIII GIn-Ser-Pro-Arg [187]

czynnik XI lle-Lys-Pro-Arg [188]
PC Val-Asp-Pro-Arg [189]

fibrynogen Aa Gly-Gly-Val-Arg [190]

fibrynogen B

Phe-Ser-Ala-Arg [71]

. protrombina
czynnik Xa

lle-Glu-Gly-Arg [82]

protrombina

lle-Asp-Gly-Arg [82]

Sekwencje endogennych substratow zidentyfikowanych dla APC, trombiny
I czynnika Xa odzwierciedlajg profile specyficznosci substratowej tych proteaz uzyskane
réznymi technikami. Wszystkie substraty posiadajg konserwatywna reszte L-Arg W pozycji
P1. W przypadku APC preferencja wzgledem alifatycznych oraz zasadowych aminokwasow
W pozycji P4 bardzo dobrze przektada si¢ na sekwencje hydrolizowane in vivo. W przypadku
trombiny duza cz¢$¢ fizjologicznych substratow posiada reszte L-Pro w pozycji P2 oraz
L-lle i L-Leu w pozycji P4. Taka sama sytuacji ma miejsce w przypadku substratow czynnika
Xa, ktore w swojej strukturze posiadaja Gly w pozycji P2 ora L-lle w pozycji P4, co idealnie

pokrywa si¢ z wynikami otrzymanymi przy uzyciu metody PS-SCL [82, 182].

W celu okreslenie funkcji czynnikow krzepnigcia niezbedne jest otrzymanie
selektywnych substratéw umozliwiajacych badanie ich aktywnosci w procesach
fizjologicznych jak i patofizjologicznych. W zwiazki z istnieniem og6lnej ogromne;j iloSci
proteaz oraz podobienstwami w budowie miejsca aktywnego enzymow nalezace do tej
samej rodziny doktadna ich identyfikacja w ztozonych probkach biologicznych moze by¢

niedoktadna i mylaca.
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Dla APC, Butenas oraz wspotpracownicy zsyntetyzowali 87 fluorogenicznych
substratow, ktore posiadaty rozne naturalne reszty aminokwasowe w pozycjach P4, P3 i P2
oraz stalg resztg¢ L-Arg w pozycji P1 [183]. Nastepnie sprawdzono selektywnosé
otrzymanych sekwencji wzgledem trombiny i czynnika Xa. Poréwnanie uzyskanych
wydajnosci katalitycznych kikat/ Km wykazato, iz uzycie jedynie naturalnych aminokwasow
w strukturze substratow nie pozwala na odréznienie APC od trombiny i czynnika Xa.
Wigkszo§¢ substratow rozpoznawana byla przez APC lepiej niz przez czynnik Xa,
ale niestety na podobnym poziomie jak przez trombing. Obiecujgca sekwencja Leu-Ser-Thr-
Arg o wartosci kka/Km na poziomie 22000 Ms? rozpoznawana byta 22-krotnie lepiej przez
APC niz przez trombing, ale juz tylko 11-krotnie lepiej porownujac z czynnikiem Xa.
Przyktadem substratu, ktéry wykazywal sie wysokim wspotczynnikiem selektywnos$ci
APC/czynnik Xa byl tripeptyd Val-Lau-Arg. Substrat ten posiadal warto$¢ Kkkat/Km
na poziomie 58000 M*s™ i byt 150 razy lepiej hydrolizowany przez APC niz przez czynnik
Xa, ale nie byt selektywny, jesli chodzi o trombing (jedynie 2,6-krotnie lepiej rozpoznawany
przez APC) [183].

Syntetyczne substraty takie jak Ac-Nle-Thr-Pro-Arg-AMC oraz Ac-Val-Thr-Pro-
Arg-AMC zaprojektowanie dla trombiny przez Backesa i wspotpracownikow osiagaty
wysokie wartoci wspotczynnika kikai/Km na poziomie 3830000 oraz 1040000 Ms [71].
Zamiana jedynie jednej reszty, z L-Arg na L-Lys jak w sekwencji Ac-Nle-Thr-Pro-Lys-
AMC zaproponowanej przez Harris 1 wspolpracownikow spowodowata znaczy spadek
aktywnosci do 260000 M?s™ [82]. Kilka sekwencji zostalo takze zaproponowanych przez
grup¢ Hellmana, z ktorych najlepsze okazaly si¢ by¢ substraty z L-Arg w pozycji P1,
L-Pro w pozycji P2 oraz L-Leu w pozycji P4, takie jak Leu-Thr-Pro-Arg oraz Leu-Trp-Pro-
Arg [170]. Zadna z wyzej wymienionych struktur nie posiada jednak odpowiedniej
selektywnosci, co wyklucza mozliwo$¢ ich uzycia w ztozonym $rodowisku ludzkiego

osocza, w ktorym obecne sg wszystkie czynniki krzepniecia [16, 191].

Substraty zaprojektowane dla czynnika Xa tak samo jak w przypadku APC
1 trombiny posiadaty w swojej strukturze jedynie naturalne aminokwasy, co uniemozliwito
uzyskanie oczekiwanej selektywnosci. W badaniach prowadzonych przez Gosalig
i wspotpracownikéw do najbardziej aktywnych nalezaty sekwencje Ac-Ala-Phe-Phe-ACC,
Ac-Phe-Phe-Phe-Arg-ACC oraz Ac-Phe-Phe-Gly-Arg-ACC [182].
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1.6.3. Inhibitory aktywnosci APC, trombiny i czynnika Xa

Kaskada krzepnigcia krwi jest idealnie skonstruowanym procesem utrzymujacym
hemostaze i zapobiegajacym samoistnemu krwawieniu. Aby przeciwdziata¢ niepozadanym
uszkodzeniom w organizmie, aktywno$¢ proteaz serynowych zaangazowanych
w koagulacje musi by¢ $cisle kontrolowana. U ludzi wyksztalcit si¢ mechanizm chroniacy
przed zaburzeniami aktywnosci czynnikéw krzepnigcia, ktorym jest ekspresja endogennych
inhibitoréow. Endogennym inhibitorem APC jest PCI (ang. protein C inhibitor) znany
rowniez jako SERPINAS [192]. Wiadomo jednak, Ze ten inhibitor proteaz serynowych nie
jest selektywny wzgledem APC. Blokuje on takze inne czynniki krzepnigcia, takie jak
trombina 1 czynnik Xa [193]. Do inhibitorow trombiny, poza APC i PCI nalezy
antytrombina, ktora poza inhibicja trombiny, blokuje roéwniez aktywnos¢ czynnika Xa [194].
W przypadku czynnika Xa do jego endogennych inhibitoré6w nalezy ZPI (ang. protein Z-
dependent protease inhibitor), ktory nalezy do grupy inhibitorow proteaz serynowych —
serpin. Podobnie jak w przypadku wyzej wymienionych naturalnych inhibitorow,
ZPI nie jest selektywnym zwigzkiem, poniewaz jest w stanie dezaktywowac¢ czynnik Xla
[195]. Brak selektywnosci endogennych inhibitoréw czynnikéw krzepnigcia dodatkowo
podkresla podobienstwo strukturalne tych proteaz oraz zblizong specyficzno$¢ substratowsg
ich miejsc aktywnych. Liczne przyklady stanéw patofizjologicznych wynikajacych
z nadmiernej aktywnosci lub obnizonego poziomu proteaz wymienione w podrozdziale
1.6.1. $wiadcza jednak o tym, ze w ukladzie endogennych inhibitoréw czynnikéw
krzepnigcia dochodzi do ,awarii”. Dlatego otrzymanie nowych, syntetycznych
1 selektywnych inhibitoréw proteaz serynowych zaangazowanych w kaskade krzepnigcia
stalo si¢ gtdbwnym celem wielu grup badawczych z catego §wiata. Takie struktury mogg mie¢
szerokie zastosowanie jako narzedzia do badania funkcji czynnikéw in vitro i in vivo.

Dodatkowo mogga takze znalez¢ zastosowanie terapeutyczne.

Blokowanie naturalnych antykoagulantow wzbudza duze zainteresowanie
naukowcow 1 Stalo si¢ obiecujaca strategia w terapii hemofilii, co potwierdzajg wstepne
wyniki badan klinicznych [196, 197]. APC jest jednym z takich fizjologicznie waznych
antykoagulantéw, a przeprowadzone badania na myszach sugeruja, ze jego selektywna
inhibicja sprzyja hemostazie w hemofilii [198, 199]. Juz pod koniec XX wieku opracowane
zostaly pierwsze zwiazki pozwalajace na blokowanie aktywnosci APC. W 1997 roku Gal
1 wspotpracownicy otrzymali aptamer RNA (APC-167) o wysokim powinowactwie do APC,
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ktory nie wigze si¢ z trombing ani czynnikiem Xa [200]. Nastepnie w 2001 roku powstat
kolejny inhibitor APC, alfa-2-makroglobulina (a2-M), ktéry niestety poza blokowanie APC,
wchodzit w reakcj¢ krzyzowa z trombing [201]. W 2006 roku powstata seria kilkunastu
matoczasteczkowych inhibitorow peptydowych, ktéore w swojej strukturze posiadaty
réwniez kilka nienaturalnych aminokwasoéw. Cz¢$¢ z nich wykazywata nawet selektywnos$¢
wzgledem APC i byla stabo rozpoznawana przez trombing [202]. Zesp6t Huntingtona
[175, 176] jako inhibitor APC zaproponowat serping PC — a1AT, ktdérej pozytywne dziatanie
potwierdzone zostato u myszy z hemofilig A. Jedna z najnowszych prac ukazata si¢ w 2020
roku 1 dotyczyta przeciwciala monoklonalnego, ktére blokowato aktywnos¢ APC, wiazac
si¢ z miejscem oddalonym od centrum aktywnego proteazy. Przeciwcialo to
(TPP-4885/BAY1896502) testowane bylo u malp z hemofilig. Okazato si¢ by¢ dobrze
tolerowane oraz pozwolito na zwickszenie wytwarzanie trombiny, promujac tym samym

krzepnigcie krwi [199].

Choroby zakrzepowo-zatorowe sa gltoéwna przyczyna mozliwej do uniknigcia
Smiertelnosci w krajach rozwijajacych si¢ 1 rozwinigtych, odpowiedzialng za okoto
18 milionow zgondéw rocznie na catym $wiecie [145, 203]. Terapia przeciwzakrzepowa jest
podstawa profilaktyki 1 leczenia zaburzeh zakrzepowych, jednak konwencjonalne
antykoagulanty skutecznie stosowane w ciggu ostatniej dekady (heparyny o duzej i matej
masie czgsteczkowej oraz antagonisci witaminy K (ang. vitamin K antagonists, VKAS))
przedkiadaja korzysci przeciwzakrzepowe nad ryzyko krwawienia [204, 205]. W celu
przezwycig¢zenia tych ograniczen i uzyskania lepszych wynikow niz obecnie stosowane
standardy terapeutyczne, priorytetem staty si¢ szeroko zakrojone badania nad opracowaniem
nowych lekow przeciwzakrzepowych. Niedawno zatwierdzone doustne antykoagulanty
nieb¢dace antagonistami witaminy K (ang. direct oral anticoagulants, DOACS),
ukierunkowane na proteazy wspolnego szlaku krzepnigcia (trombing i czynnik Xa),
osiggnety bardzo duzg skuteczno$¢ i1 bezpieczenstwo, a dzigki lepszej farmakokinetyce
od ich poprzednikow i bardziej przewidywalnemu dawkowaniu rozwigzaly wiele
probleméw zwigzanych z VKAs [205-207].
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Przyktadem DOACs mogg by¢ matoczasteczkowe inhibitory, takie jak argatroban,
melagatran (w postaci proleku — ximelagatran) i dabigatran (w postaci proleku — dabigatran
etexilate), ktorych zadaniem jest blokowanie miejsca aktywnego trombiny oraz apixaban
I rivaroxaban, ktore regulujg aktywnos¢ czynnika Xa [208, 209] (Rysunek 12). Co ciekawe,
poza dziataniem przeciwzakrzepowym, inhibitory trombiny 1 czynnika Xa moga wywierac
wiele potencjalnych KkorzySci terapeutycznych, w tym dziatanie przeciwzapalne
I przeciwwirusowe. Uwaza sig, ze argatroban, apixaban i rivaroxaban stanowig obietnice
w leczeniu ci¢zkich przypadkow choroby COVID-19 wywotanej przez wirusa SARS-CoV-
2 [161, 210]. Mate bezposrednie inhibitory trombiny (ang. direct thrombin inhibitors, DTI)
zyskaly w ciggu ostatniej dekady duza popularno$¢ jako alternatywne metody leczenia
przeciwzakrzepowego. Gtéwng klasg DTI sg inhibitory peptydowe i peptydomimetyki.
Przyktadem moze by¢ seria prostych dipeptydow w ktorych reszty L-Lys/L-Arg
I L-Pro/L-Pip znajduja si¢ odpowiednio w pozycjach P1 i P2 [211]. W oparciu o oryginalny
tripeptyd Phe-Pro-Arg [211] firma AstraZeneca opracowata melagatran, ktory w postaci
proleku, ximelagatranu, byt pierwszym doustnym lekiem przeciwzakrzepowym od czasu
wprowadzenia warfaryny [212]. Wiele DTI zostalo pozyskanych w naturalny sposob,
tak jak w przypadku hirudyny otrzymanej z pijawki lekarskiej Hirudo medicinali [213].
Inng klasg inhibitoréw sa inhibitory allosteryczne. Przykladem moga by¢ aptamery

hamujgace dziatanie trombiny uzyskane przez Bocka i wspotpracownikow [214].

Ciekawa jast takze koncepcja utworzenia inhibitora, ktory hamowaltby jednoczesnie
aktywnos$¢ trombiny i czynnika Xa. Blokowanie dwoch kluczowych czynnikoéw krzepnigcia
jest obarczone duzym ryzykiem zaburzenia hemostazy 1 mogloby wywota¢ wewnetrzne
krwawienie. Aby tego unikng¢ powstata koncepcja makromolekuty o potrdjnej aktywnosci.
Firma Endotis Pharma opracowata taki antykoagulant o potréjnym dzialaniu,
zwany EP217609. W swojej strukturze posiada on pentasacharyd heparyny, ktory wiaze
antytrombing 1 aktywuje ja do selektywnego hamowania czynnika Xa. Kolejna cze¢s¢ — DTI
odpowiada za blokowanie trombiny. Z kolei biotyny umozliwia zwigzanie czasteczki
inhibitora z awidyna, co wspomaga usunig¢cie inhibitora zmniejszajac dziatanie

przeciwzakrzepowe [215-217].
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Rysunek 12. Struktura przyktadowych DOACS — inhibitoréw trombiny i czynnika Xa [208, 209].

1.7. Czynnik Xla — budowa, funkcje i udzial w stanach patofizjologicznych

W ostatnich latach czynnik X1 zyskat zainteresowanie naukowcow z kilku powodow.
Proteaza ta krazy we krwi jako homodimer sktadajacy si¢ z dwoch podjednostek o masie
80 kDa, co stanowi unikalng konfiguracj¢ ws$réd enzymoéw proteolitycznych
zaangazowanych w kaskade krzepnigcia. Kazda podjednostka zawiera cztery powtorzenia
zwane biatkowymi domenami jabtkowymi (A1-A4) (ang. apple domains) oraz
trypsynopodobng domeng katalityczng (CD) (ang. catalytic domain) [218, 219]
(Rysunek 13). Czynnik XI nie posiada domeny Gla wigzacej wapn, co jeszcze bardziej
odrdznia go strukturalnie od dobrze scharakteryzowanych proteaz krzepnigcia zaleznych
od witaminy K (czynnika II, VII, IX, X i biatka C) [219]. Czynnik XI jest zymogenem
proteazy serynowej i jest przeksztalcany do swojej aktywnej postaci (XIa) poprzez hydrolizg
wigzania peptydowego Arg369-11e370. Czynnik XI aktywowany moze zosta¢ przez czynnik
XIla we wczesnym etapie szlaku wewnatrzpochodnego, przez trombing w petli
wzmacniajacej lub przez sam czynnik Xla [220, 221]. Fizjologiczng funkcjg czynnika Xla
jest aktywacja jego substratu, czynnika IX, poprzez selektywng hydrolize wigzan
peptydowych Argl145-Alal46 i Argl80-Val181 [219]. W ten sposdb pobudza on krzepniecie
i przyczynia si¢ do wytwarzania fibryny [222, 223].
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Rysunek 13. Budowa czynnika XI oraz jego aktywacja do czynnika Xla. Kazda podjednostka
czynnika X1 jest aktywowana przez hydroliz¢ wigzania peptydowego miedzy Arg369 i I1le370.
Aktywacja przebiega przez posredni etap z jedna zhydrolizowang podjednostkg (1/2-XIa).
Na schemacie domeny Al, A2, A3 i A4 przedstawiono odpowiednio kolorem zielonym,
pomaranczowym, niebieskim i zottym, a domeny katalityczne (CD) — kolorem fioletowym. Kotka
oznaczajg nieaktywowane domeny katalityczne, a 3/4 kétka — aktywowane domeny katalityczne.

Zachwianie naturalnie wystgpujacego stezenia czynnika Xla w 0soczu jest zwigzane
z kilkoma zaburzeniami. Wrodzony jego niedobér, znany jako hemofilia C, jest rzadkim
w populacji schorzeniem (1 na milion), ale stosunkowo czestym wsréd Zydow
aszkenazyjskich (8% tej populacji) [224, 225]. W poréwnaniu z niedoborem czynnikoéw VI
(hemofilia A) i IX (hemofilia B) chorzy na hemofili¢ C rzadko wykazujg spontaniczne
krwawienia. Niedobor czynnika XI zwykle powoduje jedynie tagodne krwawienia,
najczesciej po urazach lub zabiegach chirurgicznych, co sugeruje, ze czynnik XI odgrywa
ograniczong rol¢ w prawidlowej hemostazie [144, 226]. Z kolei podwyzszona aktywnos¢
czynnika Xla wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem niedokrwiennego udaru mozgu
[133, 227], zakrzepicy zyt glebokich [228, 229] i zawatu serca [230]. Dane te sugeruja,
iz czynnik Xla odgrywa waznag rolg w chorobach zakrzepowo-zatorowych, ktore sa glowna
przyczyng $miertelnosci i odpowiadaja za jeden na cztery zgony na catym $wiecie [145].
Wszystkie obecnie dostgpne antykoagulanty skutecznie zapobiegajace zakrzepicy dzialaja
poprzez hamowanie jednego Iub wigcej elementow szlaku zewnatrzpochodnego
1 wspdlnego. Poniewaz szlaki te odgrywaja gtowng role w inicjacji tworzenia skrzepu
1 s3 niezbedne dla hemostazy, terapie skierowane na nie mogg znaczaco zwigkszy¢ ryzyko

krwawienia [207, 231]. Z kolei proteaza Xla dziatajagca na drodze wewnatrzpochodnej,
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przyczynia si¢ do powstawania zakrzepow, ale odgrywa niewielkg role¢ w hemostazie.
Ostatnie badania kliniczne sugerujg, ze czynnik XIa moze by¢ potencjalnym alternatywnym
celem terapeutycznym, umozliwiajagcym osiagnig¢cie korzysci przeciwzakrzepowych przy
zmniejszonym ryzyku krwawienia w porownaniu z antagonistami witaminy K, heparynami
oraz bezposrednimi inhibitorami trombiny i czynnika Xa [231, 232] (temat ten jest

doktadniej omowiony w podrozdziale 1.7.2.).

1.7.1. Preferencje katalityczne oraz substraty do badania aktywnosci czynnika Xla

Proteaza szlaku krzepnigcia Xla zostala po raz pierwszy zidentyfikowana przez
Roberta Rosenthala i jego wspotpracownikow w 1953 roku i od tego czasu jest intensywnie
badana zaro6wno przez firmy farmaceutyczne jak i srodowisko akademickie [139, 218].
Profil specyficznos$ci substratowej czynnika Xla zostal wcze$niej okreslony na podstawie
sekwencji fizjologicznych substratow [233, 234] oraz struktury krystalicznej domeny
katalitycznej czynnika Xla [134]. Profile te obejmuja jednak tylko naturalne aminokwasy,
CO znacznie ograniczyto rozwoj selektywnych narzedzi chemicznych umozliwiajacych
odroznienie czynnika Xla od innych proteaz zaangazowanych w kaskade krzepniecia krwi.
W strukturze krystalicznej miejsca aktywnego czynnika Xla znajduje si¢ petla utworzona
przez mostek solny pomiedzy N-koncowg grupg aminowsg 11370, a fancuchem bocznym
Asp554. Jest ona na tyle duza, ze ma mozliwo$¢ reakcji z grupa guanidynowa argininy [134].
Wczesniejsze badania wykazaly, iz kieszen S1 czynnika Xla jest nie tylko szeroka i gieboka,
ale tez wysoce konserwowana 1 moze oddziatywa¢ wylacznie z dodatnio natadowang
argining, co obserwuje si¢ rowniez w przypadku innych enzymow z kaskady krzepnigcia,
takich jak wcze$niej omawiane proteazy zalezne od witaminy K — APC, trombina i czynnik
Xa [151, 174]. Preferencja dla argininy w pozycji P1 zostata rOwniez wczesniej odnotowana
w dwoch fizjologicznie istotnych substratach czynnika Xla, sekwencjach hydrolizowanych
w strukturze czynnika IX (Lys-Leu-Thr-Arg, Asp-Phe-Thr-Arg) [233, 234] (Tabela 3).
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Tabela 3. Specyficzno$¢ substratowa czynnika XIa w pozycjach P4-P1 na podstawie danych
umieszczonych w bazie MEROPS [184].

P4 P3 P2 P1

Lys/Asp/Ala/lle/Glu Leu/Phe/GIn/Glu/Lys Thr/Pro/Ala/Leu/Trp/Ser/His Arg

Mimo duzego zainteresowania tg niezwyklg w strukturze proteazg do tej pory nie
znaleziono selektywnych substratow umozliwiajgcych detekcje czynnika Xla. Uzycie
jedynie naturalnych aminokwasow nie jest w tym przypadku wystarczajace. Przykladem
moze by¢ seria czternastu tripeptydowych substratow ze znacznikiem 4-nitroanilidowym
(NA) typu Z-AA-Gly-Arg-NA i Z-AA-Phe-Arg-NA, gdzie AA = Ala, Asn, Glu, Lys, Phe,
Pro lub Ser. Selektywnos$¢ tych zwiazkow badana byta wzgledem kilku czynnikow
krzepnigcia w tym APC, trombiny, czynnika Xa i1 czynnika Xla. W poréwnaniu do
pozostatych czynnikéw, czynnik Xla wykazywal si¢ umiarkowang aktywnoscia,
a najlepszym dla niego substratem byt Z-Glu-Gly-Arg-NA z warto$cig kkat/ Km na poziomie
4100 Ms?, Zadna ze struktur nie posiadata jednak odpowiedniej selektywnoéci. Wszystkie
substraty byty lepiej rozpoznawane przez chociaz jedng inng proteazg z kaskady krzepniecia
[235]. Podobnie sytuacja wyglada w kontek$cie markeréw chemicznych umozliwiajacych
obrazowanie aktywnosci czynnika XIa. Obecnie nie ma zadnej struktury pozwalajgcej na
selektywne znakowanie czynnika Xla w probkach biologicznych. Bardzo duzo uwagi
poswigcono jednak uzyskaniu roznego typu inhibitoréw tej proteazy o odmiennym

mechanizmie dziatania, ktore doktadniej oméwiono w kolejnym podrozdziale.
1.7.2. Inhibitory aktywnosci czynnika Xla

Mimo zZe obecnie stosowane inhibitory trombiny i czynnika Xa majg bardziej
przewidywalne wilasciwosci farmakologiczne 1 sa skuteczne w zapobieganiu zakrzepicy,
przyczyniaja si¢ one rowniez do hemostazy i moga powodowac powiktania krwotoczne.
Dlatego nadal istnieje zapotrzebowanie na skuteczniejsze leki przeciwzakrzepowe
0 zmniejszonym ryzyku krwawienia [205, 223, 236]. Ostatnie badania kliniczne wskazuja
na proteazy szlaku wewnatrzpochodnego, znajdujace si¢ na wczesniejszym etapie kaskady
krzepnigcia jako alternatywne cele bezpieczniejszej antykoagulacji [237, 238]. Szczegdlne
zainteresowanie budzi czynnik XI, poniewaz u chorych na hemofilic C z niedoborem
czynnika XI rzadko dochodzi do samoistnego krwawienia, co wskazuje, ze szlak

wewnatrzpochodny nie jest potrzebny do codziennej hemostazy [231, 239]. Ponadto dane
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epidemiologiczne wykazujg, ze osoby z wrodzonym niedoborem czynnika XI rzadziej niz
populacja ogdlna zapadaja na zylng chorobe zakrzepowo-zatorowa 1 udar niedokrwienny

mézgu [205, 240-242].

W ostatnich latach czynnik Xla stal si¢ obiecujacym celem dla nowych lekoéw
przeciwzakrzepowych, dlatego nacisk potozono na opracowanie jego selektywnych
inhibitoréw [205, 243]. Istniejg rowniez badania wskazujace na potencjal inhibitorow
czynnika XI/Xla w listeriozie, sepsie i nadci$nieniu tetniczym [223, 244-246]. Dotychczas
odkryto kilka strategii farmakologicznych ukierunkowanych na czynnik Xla. Przyktadem sa
antysensowne oligonukleotydy (ang. antisense oligonucleotides, ASQO) i przeciwciala
monoklonalne (MAD) blokujace aktywacje lub aktywnos$¢ czynnika Xla. Innymi
inhibitorami moga by¢ aptamery, inhibitory matoczasteczkowe czy tez naturalnie
wystepujace struktury, ktore bezposrednio blokujace miejsce aktywne lub dziataja jak
inhibitory allosteryczne [205, 223, 247, 248] (wybrane inhibitory wraz z ich mechanizmem
dziatania przedstawiono w Tabeli 4). Wiekszo$¢ z tych lekéw znajduje si¢ we wezesnej fazie
rozwoju, ale jeden z nich osiggnat juz Il faz¢ badan klinicznych. IONIS-416858, specyficzny
wzgledem czynnika XI ASO, byl stosowany u pacjentdéw poddawanych catkowitej
alloplastyce stawu kolanowego i okazat si¢ bezpieczny i skuteczny w zwalczaniu zakrzepicy
zylnej przy ograniczonym ryzyku krwawienia w porownaniu z leczeniem enoksaparyng
(zaliczang do heparyn drobnoczasteczkowych), powszechnie stosowanym inhibitorem
wspolnego odcinka kaskady krzepnigcia krwi [205, 247]. Mimo obiecujacych wynikow
kazde z tych podej$¢ ma zalety i ograniczenia. Wyzwaniem jest opracowanie czasteczek
0 optymalnym profilu farmakokinetycznym, odpowiednich sposobach przyjmowania
i dostarczania leku, a co wazniejsze, identyfikacja zwigzkéw o wystarczajacej selektywnos$ci
w stosunku do innych proteaz z kaskady krzepnigcia. To ostatnie wydaje si¢ by¢ gtownym

celem wiekszosci obecnych badan nad inhibitorami czynnika Xl1/Xla [223, 249].
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Tabela 4. Wybrane rodzaje inhibitoréw czynnika XI/XIa wraz z ich przyktadami oraz mechanizmem

dziatania.
cel typ inhibitora przykiad mechanizm dziatania
o 01A6 (aXIMAb) [250] wigze sie zdomeng A3 Xla hamujac aktywacje IX
przeciwciata 236 sie 7 d A2 X1 h . t )
monoklonalne 14E11 [251] wigze sie zdomeng amujac jego aktywacje
przez Xlla
antysensowne . .
. Anty-fXI ASO [252] hamuje wytwarzanie XI
oligonukleotydy
pochodna kwasu . . o
nieodwracalnie hamujg miejsce aktywne Xla
inhibitory miejsca aryloboronowego [253]
XI/Xla aktywnego peptydomimetyki [254] nieodwracalnie hamujg miejsce aktywne Xla
BMS-262084 [255] nieodwracalnie hamuje miejsce aktywne Xla
wigze sie z dodatnio natadowanymi resztami
inhibitory SPGG (ang. sulfated 2 . € . . v . .
. w domenie katalitycznej Xla, co prowadzi do zmiany
allosteryczne pentagalloylglucoside) [256] L
konformacji miejsca aktywnego
inhibitor miejsca aktywnego Xla wyizolowany z ggbki
Clavatadine A [257] ) y & y vzea
naturalne morskiej Suberea clavata
inhibitory . inhibitor miejsca aktywnego Xla wyizolowany ze $liny
Desmolaris [258] )
nietoperza Desmodus rotundus
wigze sie z miejscem aktywnym Xlla hamujac
3F7 [259] 2 ¢ ! y y 1
przeciwciafa aktywacje XI
monoklonalne wigze sie z tanicuchem ciezkim XIl hamujac
15H8 [260] 2 ¢ . ¢ . 1
jego aktywacje
antysensowne
Xil/Xlla . y Anty-fXII ASO [261] hamuje wytwarzanie Xl
oligonukleotydy
inhibitory . . N . .
bicykliczny peptyd 3 [262] wigze sie z XIl hamujgc jego aktywacje
matoczasteczkowe

aptamery RNA

RAcfXII-1 [263]

wigze sie z XIl hamujac jego aktywacje oraz z Xlla
hamujac aktywacje XI
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2. CEL PRACY

Aktywowane biatko C (APC), trombina i czynnik Xa to pokrewne proteazy serynowe
zalezne od witaminy K, ktore sg kluczowymi czynnikami w procesie krzepnigcia krwi.
Znajdujg si¢ one na koncowym etapie Sciezki koagulacyjnej i poza utrzymaniem
prawidlowej hemostazy, odgrywaja wazng rol¢ w procesach zapalnych, apoptozie,
wioknieniu, angiogenezie 1 infekcjach wirusowych. Nieprawidtowa aktywno$¢ tych
czynnikOw jest zwigzana z wieloma schorzeniami, takimi jak hemofilia, zakrzepica, choroba
Alzheimera, sepsa, stwardnienie rozsiane i COVID-19. W ostatnich latach duzym
zainteresowanie cieszy si¢ roéwniez czynnik Xla wchodzacy w sklad szlaku
wewnatrzpochodnego. Rozni si¢ on strukturalnie od wcze$niej wspomnianych proteaz,
a dodatkowo odgrywa takze ograniczong rol¢ w codziennej hemostazie. Otrzymane do tej
pory dane §wiadczg jednak o istotnym znaczeniu czynnika XIa w chorobach zakrzepowo-
zatorowych. Pomimo znacznego postepu w zrozumieniu uktadu krzepnigcia, nie ustalono
jeszcze w petni rol APC, trombiny, czynnika Xa i czynnika Xla w procesach fizjologicznych
oraz rdéznych stanach chorobowych. Wynika to gltownie ze zlozonosci szlakow
sygnalizacyjnych, w ktérym uczestniczg te enzymy oraz z braku wystarczajaco czutych
1 selektywnych metod wykrywania poziomu i aktywnosci poszczegdlnych czynnikow

krzepnigcia.

Dlatego tez, opracowanie selektywnych narz¢dzi chemicznych umozliwiajacych
monitorowanie, obrazowanie i rozroznianie czynnikow krzepnigcia w probkach
biologicznych stanowi gtowny cel niniejszej rozprawy doktorskiej. W pracy zaktadano,
iz wykorzystanie bibliotek substratow fluorogenicznych zawierajacych kombinacje
naturalnych i duzej puli nienaturalnych aminokwaséw umozliwi doktadne zbadanie kieszeni
wigzacych w miejscu aktywnym enzymoéw. Z zatozenia uzyskane profile specyficzno$ci
substratowej pozwolg na otrzymanie zestawu dedykowanych kazdej proteazie substratow.
Najbardziej selektywne sekwencje moglyby zostaé przeksztalcone w inhibitory
i fluorescencyjne markery chemiczne (ABPS), ktore nastgpnie wykorzysta¢ mozna do
szybkiego, bezposredniego 1 jednoczesnego wykrywania APC, trombiny, czynnika Xa

i czynnika Xla w ludzkim osoczu.

Rozprawa doktorska wykonana zostata w Katedrze Chemii Biologicznej
i Bioobrazowania na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej pod opieka prof.

dra hab. Marcina Draga oraz dr inz. Pauliny Kasperkiewicz-Wasilewskiej. Badania
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finansowane byly w ramach grantu TEAM (2017-4/32) Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.
Cze$¢ badan obejmujaca otrzymanie oczyszczonych czynnikéw krzepnigcia oraz Krwi
pelnej zastala wykonana we wspotpracy z prof. Jamesem Huntingtonem (Department
of Haematology, Cambridge Institute for Medical Research, University of Cambridge)
oraz dr n. med. Stanistawem Potoczkiem (Katedra 1 Klinika Hematologii, Nowotworow
Krwi i Transplantacji Szpiku, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu). Poszczeg6lne etapy

realizacji postawionych celoéw badawczych obejmowaty (Rysunek 14):

1. Okreslenie specyficznosci substratowej wybranych proteaz serynowych kaskady
krzepnigcia krwi (APC, trombiny, czynnika Xa i Xla) w pozycjach P4-Pl
wykorzystujac metody chemii kombinatorycznej — technologie HyCoSuL.

2. Projektowanie i synteze tetrapeptydowych substratow fluorogenicznych.

3. Opracowanie zestawu inhibitoréw i markeréow chemicznych oraz badanie
ich selektywno$ci za pomoca kinetyki enzymatycznej oraz analizy SDS-PAGE
I Western blot.

4. Optymalizacje metody oraz jednoczesng wizualizacje czynnikéw krzepnigcia krwi

w ludzkim osoczu.
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Rysunek 14. Schemat przedstawiajacy gtéwne cele i zalozenia niniejszej rozprawy doktorskiej.
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3. BADANIA WLASNE

3.1. Okreslenie profilu specyficznosci substratowej czynnikow krzepniegcia w pozycjach

P4-P1
3.1.1. Zdefiniowana biblioteka do badania specyficzno$ci substratowej kieszeni S1

APC, trombina oraz czynniki Xa i Xla naleza do rodziny proteaz serynowych
o trypsynopodobnej aktywno$ci, co oznacza, ze rozpoznaja one i hydrolizuja wigzania
peptydowe po zasadowych resztach aminokwasowych [134, 151, 174]. Wedlug bazy
MEROPS to wilasnie zasadowe L-Arg oraz L-Lys najczgsciej wystepuja w pozycji Pl
w substratach rozpoznawanych przez te enzymy. Naktadajaca si¢ specyficzno$¢ substratowa
tych proteaz znacznie utrudnia opracowanie selektywnych narzedzi chemicznych do badania
szlaku krzepnigcia krwi, dlatego w celu doktadnego okreslenia charakteru kieszeni Sl
wykorzystano zdefiniowang biblioteke o strukturze Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC zawierajaca
133 indywidualne substraty fluorogeniczne [93]. Biblioteka ta zostala wcze$niej
opracowana i zsyntetyzowana w laboratorium prof. Marcina Dragga w Katedrze Chemii
Biologicznej i Bioobrazowania i ma uniwersalng strukture tak, aby mogla zostaé
wykorzystana do badania wielu enzymow proteolitycznych. Posiada ona znacznik
fluorogeniczny ACC (7-amino-4-karbamoilometylokumaryna) umozliwiajacy obserwacje
przyrostu fluorescencji w czasie, zmienng pozycje P1, w ktorej sktad wchodza naturalne
I nienaturalne aminokwasy, staty motyw P4-P2 (Ala-Arg-Leu) oraz acetylowany N-koniec
(Rysunek 15). Biblioteka Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC doskonale wpisuje si¢ w preferencje
substratowe proteaz z kaskady krzepnigcia, a dzigki statemu motywowi Ala-Arg-Leu jest

rozpoznawana przez APC, trombing oraz czynniki Xa i XIa [184].

Zdefiniowana biblioteka P1
NH,

O
J ¢ﬁ;@£
N N
P1

AN

NH

HN” >NH,

Ac-AIa-Arg-Leu-Pl-ACC P1 naturalny lub nienaturalny aminokwas

Rysunek 15. Schemat przedstawiajacy budowe zdefiniowanej biblioteki P1 uzytej do badania
preferencji katalitycznych czynnikow krzepnigcia w kieszeni S1.
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W celu okre$lenia specyficznosci substratowej badanych proteaz w pozycji P1,
uzyto 96-dotkowych plytek, w ktorych umieszczono sktadniki biblioteki o koncowym
stezeniu 200 uM, a nastgpnie dodano jeden z czynnikow: 75 nM APC, 9 nM trombiny,
21 nM czynnika Xa lub 8 nM czynnika Xla. Biblioteke badano monitorujgc przyrost
fluorescencji w czasie (RFU/s), a otrzymane wyniki odpowiadajace aktywnosci enzymow
wzgledem zdefiniowanych substratow, postuzyly do wyznaczenia profilu specyficznos$ci

substratowej (Rysunek 16).

Pozycja P1. Porownanie specyficznosci substratowej APC, trombiny i czynnika Xa
w pozycji P1 wykazalo, ze wszystkie te trzy proteazy rozpoznawaly jedynie dodatnio
naladowang reszte L-Arg (100%). Uwarunkowane jest to glownie budowa miejsc aktywnych
tych enzymow, w ktorych to w kieszeni S1 znajduje si¢ negatywnie natadowana reszta
Asp189 ulatwiajagca wigzanie pozytywnie natadowanej argininy [151, 174]. Otrzymane
wyniki sg takze zgodne ze wcze$niejszymi badaniami, w ktérych arginina w pozycji P1
wystepowata we wszystkich fizjologicznych substratach APC, trombiny oraz czynnika Xa
[71, 82, 167, 168].

Dotychczasowo przeprowadzone badania sugerowaty, ze kieszen S1 czynnika Xla
jest wysoce konserwowana 1 moze oddziatywa¢ wylacznie z dodatnio natadowang resztg
L-Arg [134, 233, 234]. Kieszen S1 czynnika Xla okazata si¢ by¢ jednak mniej
konserwatywna niz W przypadku APC, trombiny oraz czynnika Xa. Poza najlepiej
rozpoznawang naturalng L-Arg (100%), zaobserwowano takze hydrolize pochodnej
fenyloalaniny z grupa guanidynowa w pozycji para L-Phe(guan) (22%). Jest to zgodne
z wynikami uzyskanymi na podstawie struktury krystalicznej kieszen S1 czynnika Xla,
gdzie petla utworzona przez mostek solny migdzy N-koncowa aming I1e370, a tancuchem
bocznym Asp554 umozliwia wigzanie grupy guanidynowej reszt aminokwasowych [134].
Dodatkowo czynnik Xla rozpoznawat takie hydrofobowe reszty jak L-Asp(Bzl),
D-Phe(2-Cl), D-Phe(3-Cl), ale ze znacznie nizsza wydajnosci. Obserwacje te $wiadcza
o tym, ze kieszen S1 czynnika XIa ma podwdjne wlasciwosci. Jest ujemnie natladowana,
gdyz wigze zasadowe lancuchy boczne, ale moze takze pomiesci¢ duze, hydrofobowe
pochodne aminokwasowe. Czynnik Xla nie wykazuje takze stereospecyficznosci w kieszeni
S1, poniewaz rozpoznaje L- jak i D-aminokwasy. To kolejna cecha odrdzniajgca czynnik

Xla od APC, trombiny i czynnika Xa.
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Rysunek 16. Profile specyficznosci substratowej APC, trombiny oraz czynnikoéw Xa i Xla w pozycji
P1 przedstawione w postaci mapy cieplnej. Hydrolize substratow zdefiniowanej biblioteki Ac-Ala-
Arg-Leu-P1-ACC monitorowano przez 30 minut (kex = 355 nm, Aem = 460 nm). Profile
specyficzno$ci substratowej wyznaczono zakladajac najlepiej rozpoznawany aminokwas
z najwyzsza warto$¢ RFU/s jako 100% i przyréwnujac odpowiednio pozostate elementy biblioteki.
Kazdy pomiar powtorzono co najmniej 2-krotnie, a dane przedstawiono jako wartos¢ $rednig z tych
powtorzen. Mapg cieplng wykonano w programie GraphPad Prism, gdzie najbardziej preferowane
reszty aminokwasowe oznaczono kolorem czerwonym, a reszty, ktore nie byly hydrolizowane,
kolorem niebieskim.

3.1.2. Biblioteka HyCoSuL do badania specyficznosci w kieszeniach S4-S2

W celu okreslenia preferencji kieszeni wigzacych czynnikéw krzepnigcia Krwi
w pozycjach P4-P2 zastosowano opracowang w laboratorium prof. Marcina Draga metode
HyCoSuL [88]. Wszystkie badane proteazy posiadaly naktadajace si¢ specyficznosci
substratowe w kieszeni S1 i hydrolizowaly wigzania peptydowe gtownie po zasadowej
reszcie L-Arg, dlatego tez do dalszego badania aktywnos$ci tych enzymoéw wykorzystano
biblioteke z resztg argininy w pozycji P1 [58, 93, 264]. Biblioteka ta sktada si¢ z trzech
tetrapeptydowych podbibliotek (Ac-P4-X-X-Arg-ACC, Ac-X-P3-X-Arg-ACC, Ac-X-X-
P2-Arg-ACC) (Rysunek 17). Badana pozycja (P4, P3 lub P2) zawiera naturalne aminokwasy
i pule ponad 100 ich nienaturalnych pochodnych oraz réwnomolowa mieszaning (X)
18 naturalnych aminokwasow i norleucyny (cysteina i metionina nie zostaly uzyte ze

wzgledu na mozliwo$¢ utlenienia) w pozostatych pozycjach. Biblioteka posiada takze
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znacznik fluorescencyjny w pozycji P1° — ACC, pozwalajagcy na monitorowanie przyrostu
fluorescencji w czasie oraz acetylowany N-koniec. Struktura tancuchoéw bocznych
aminokwasow uzytych do konstrukcji biblioteki obejmuje aminokwasy o r6znym rozmiarze,
ksztalcie i charakterze chemicznym co pozwala utworzy¢ mozliwie jak najwigcej
oddziatywan miedzy kieszeniami centrum aktywnego enzymu, a substratem. Aktywnos¢
czynnikoéw krzepnigcia sprawdzono przy uzyciu 100 uM sktadnikow biblioteki oraz st¢zeniu
enzymow rownym 40 nM dla APC, 1 nM dla trombiny, 5 nM dla czynnika Xa i 8 nM dla
czynnika Xla. Otrzymane wyniki postuzyly do wyznaczenia profili specyficzno$ci
substratowych poszczegolnych czynnikow krzepnigcia. Preferencje katalityczne tych
enzymow mojg pomdc W rozréznieniu ich miedzy sobg i znalezieniu selektywnych

sekwencji peptydowych (Rysunek 18, 19, 20).
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Rysunek 17. Schemat przedstawiajacy budowe biblioteki HyCoSuL uzytej do badania preferencji
katalitycznych czynnikéw krzepnigcia w kieszeniach S4-S2.
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Pozycja P2. APC, trombina oraz czynnik Xa wykazywaty waska specyficzno$¢
substratowg w kieszeni S2 (Rysunek 18). Kazdy z tych enzymow rozpoznawat dobrze
jedynie kilka naturalnych i nienaturalnych aminokwaséw, a wzgledna aktywno$¢
pozostalych nie przekroczyta 30%. Aminokwasy z ujemnie naladowanymi tancuchami
bocznymi (L-Asp, L-Glu, L-Aad) oraz reszty kwasu aminobenzoesowego (2-Abz, 3-Abz,
4-Abz) byly catkowicie nierozpoznawane przez badane proteazy. Ponadto, APC, trombina
jak 1 czynnik Xa nie wykazywaty aktywnosci wobec D-aminokwasow, CO $wiadczy
0 stereospecyficznosci tej kieszeni.

W przypadku APC z puli naturalnych aminokwasow hydrolizowane bytly
strukturalnie rozne reszty aminokwasowych, wsrdd ktorych L-Lys (30%) okazata si¢ byc
najbardziej preferowana. Natomiast ze wszystkich badanych struktur to nienaturalna
pochodna proliny zaopatrzona w dodatkowy pierscien cykloheksanu — L-Oic (100%) byta
najlepiej rozpoznawana. Hydrofobowa L-2-indanyloglicyna (L-Igl, 64%) byta rowniez
dobrze tolerowana w tej pozycji, a co wazniejsze, pozwolita odrozni¢ APC od trombiny
i czynnika Xa. Dobre dopasowanie tych dwoch nienaturalnych aminokwaséw do centrum
aktywnego APC moze $wiadczy¢ o obecnosci dodatkowej przestrzeni w poblizu kieszeni

S2, zdolnej do pomieszczenia bardziej ztozonych struktur niz naturalne aminokwasy.

W pozycji P2 trombina rozpoznawata mniej reszt aminokwasowych niz APC
i czynnik Xa. Wynika¢ to moze z ksztattu i hydrofobowosci kieszeni S2 znacznie
zmniejszonej przez pegtle utworzong przez reszty TyYr60A, Trp60D, His57 i Leu99
[177-179]. Wsérod naturalnych aminokwasow zaobserwowano wyrazng preferencje
wzgledem L-Pro (93%), co potwierdza wczesniejsze badania literaturowe [71, 82, 180, 181].
Podobna preferencja wzgledem L-Pro jest rowniez charakterystyczna dla innych proteaz
serynowych takich jak granzym A [57], katepsyna G [265], proteinaza 3 [265] czy elastaza
neutrofilowa [265]. W celu uzyskania selektywnos$ci i zmniejszenia mozliwosci
wystepowania krzyzowej aktywnos$ci wzgledem innych enzymow, do optymalizacji
substratow trombiny uzyto dodatkowo dwoch pochodnych proliny (L-Aze, 72% i L-Pip,

65%), ktore byty 3-krotnie lepiej rozpoznawane przez trombing niz przez APC i czynnik Xa.

Kieszen S2 czynnika Xa jest zdolna do wigzania roznych naturalnych aminokwaséw
z preferencja do hydrofobowych L-Phe (82%) i L-Trp (80%) oraz niepolarnej Gly (60%).
Wynik ten jest zgodny z wcze$niejszymi danymi przedstawionymi przez Gosali¢

I wspotpracownikow [182]. Tym, co odrdzniato specyficznosé czynnika Xa sposrod innych
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badanych proteaz, byta wysoka aktywno$¢ wzgledem takich nienaturalnych aminokwasow
jak 3-benzotienylo-L-alanina (L-Bta, 100%) i 3-(1-naftylo)-L-alanina (L-1-Nal, 94%) oraz
pochodnych fenyloalaniny z podstawnikiem halogenkowym w pozycji meta L-Phe(3-F)
(73%), L-Phe (3-Cl) (100%) i L-Phe (3-1) (55%).

Czynnik Xla podobnie jak APC, trombina i czynnik Xa wykazywal waska
specyficznos¢ substratowag w kieszeni S2. Wzgledna aktywnos$¢ wszystkich naturalnych
aminokwasow byla ponizej 15%. Kolejnym podobienstwem do badanych czynnikoéw
krzepnigcia byla stereospecyficzno$¢ tej kieszeni oraz ignorowanie reszt kwasu
aminobenzoesowego (2-Abz, 3-Abz, 4-Abz). Dodatkowo w tej pozycji zadna z pochodnych
fenyloalaniny nie byta rozpoznawana. Co cieckawe, jedynymi aminokwasami, ktore dobrze
wpasowywaly si¢ w te kieszen, byty reszty, ktore w swojej strukturze posiadaty grupe
benzylowa, takie jak ester benzylowy kwasu L-glutaminowego (L-Glu(Bzl), 48%), ester
benzylowy L-norleucyny (L-Nle(O-Bzl), 58%), benzylo-L-histydyna (L-His(Bzl), 100%)
i benzylo-L-homoseryna (L-hSer(Bzl), 43%). Co wazniejsze, na tej podstawie mozliwe byto
odrdznienie czynnika Xla od APC, trombiny i czynnika Xa, ktore odrzucajg takie pochodne.
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Rysunek 18. Profile specyficznosci substratowej APC, trombiny oraz czynnikow Xa i Xla w pozycji
P2 przedstawione w postaci mapy cieplnej. Bibliotek¢ HyCoSuL poddano reakcji z poszczegdlnymi
enzymami, a szybko$¢ hydrolizy substratow mierzono jako przyrost fluorescencji w czasie (RFU/s).
Uwalnianie ACC monitorowano przez 30 minut (Aex = 355 nm, Aem = 460 nm). Profile specyficznosci
substratowej wyznaczono w analogiczny sposob jak w przypadku biblioteki P1.
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Pozycja P3. Kieszen S3 okazata si¢ by¢ bardziej tolerancyjna na zréznicowanie
strukturalne niz kieszen S2 (Rysunek 19). W przypadku naturalnych aminokwasow APC,
trombina i czynnik Xa wykazywaly podobne preferencje substratowe. Rozszerzenie
klasycznej biblioteki PS-SCL o0 duzg pule nienaturalnych aminokwasoéw pozwolito na
szerszg eksploracje kieszeni S3, co przy poszukiwaniu selektywnych sekwencji
peptydowych bylo konieczne. W tej pozycji D-aminokwasy byly dobrze tolerowane,
a z kolei prolina i jej pochodne wykazywaly niewielka lub nie wykazywaly zadnej
aktywnosci.

W kieszeni S3 APC z naturalnych aminokwasdw preferencyjnie rozpoznawane byty
zasadowe reszty L-Arg (32%) i L-Lys (28%). Co ciekawe, te same aminokwasy
0 konformacji D byly jeszcze lepiej hydrolizowane (D-Arg, 79%), (D-Lys, 41%)
analogicznie jak we weczesniejszych wynikach [183]. Dodatkowo, znaczny wzrost
wzglednej aktywnosci zaobserwowano rowniez w przypadku pochodnych L-Arg i L-Lys
o krotszych tancuchach bocznych i tym samym charakterze chemicznym, takich jak L-Agp
(54%) i L-Dap (67%). Duze, hydrofobowe reszty aminokwasowe z grupg benzylowa,
a mianowicie L-Dab(Z) (64%), L-Glu(Bzl) (52%) oraz L-Nle(O-Bzl) (73%) bytly

rozpoznawane przez APC nie tylko dobrze, ale i selektywnie w tej pozyciji.

Trombina wykazywata szerokie preferencje dla naturalnych aminokwasow, gtownie
dla zasadowych L-Arg (39%) i L-Lys (39%). Hydrofobowe nienaturalne reszty z grupa
benzylowa byty dobrze tolerowane w tej pozycji, a Sposrod nich dwie pochodne cysteiny,
L-Cys(MeBzl) (54%) i L-Cys(4-MeOBzl) (62%), okazaty si¢ by¢ aktywnie i selektywnie

rozpoznawane jedynie przez trombing.

Czynnik Xa z puli naturalnych aminokwasow najlepiej rozpoznawatl L-Arg (61%).
Dobrze tolerowane bylty takze takie D-aminokwasy jak D-Arg (86%) i D-hPhe (85%). Jednak
struktury te byly rowniez dobrze rozpoznawane przez APC, dlatego nie mogly zostaé
wykorzystane do syntezy selektywnych substratow. Pochodna argininy wydtuzona o jedna
grupe metylenowa (L-hArg, 67%) okazata si¢ by¢ bardziej aktywna niz jej krotsze analogi
(L-Agb, 23%, L-Agp, 20%), a preferencja ta odro6zniata czynnik Xa od APC i trombiny.

Profil specyficznosci substratowej czynnika Xla w pozycji P3 znaczaco roznit si¢
od profili APC, trombiny i czynnika Xa. Dobrze rozpoznawanymi naturalnymi
aminokwasami byly duze aromatyczne L-Phe (52%), L-Trp (54%) i L-Tyr (37%).
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Preferowane byly roéwniez alifatyczne reszty takie jak L-Leu (36%) i L-Nle (67%).
Nienaturalny kwas L-2-aminooktanowy (L-2-Aoc, 100%) oraz L-dehydrotryptofan
(L-Dht, 74%) wykazywaly si¢ wysoka selektywnoscig i aktywnoscig wzgledem czynnika
Xla. Dodatkowo aminokwasy z wydtuzonym tancuchem bocznym wykazywaty zwiekszong
aktywnos¢ 1 selektywnos¢, jak w przypadku L-homoleucyny (L-hLeu, 68%),
L-homofenyloalaniny (L-hPhe, 58%) i L-homocykloheksyloalaniny (L-hCha, 86%).
Ponadto, pochodne fenyloalaniny z podstawnikiem halogenkowym w pozycji meta,
L-Phe(3-F) (90%) i L-Phe(3-Cl) (79%), posiadaly jedng z najwyzszych wzglednych
aktywnosci w przypadku czynnika XIa, bedac jednoczesnie stabo rozpoznawane przez inne

czynniki krzepnigcia.
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Rysunek 19. Profile specyficzno$ci substratowej APC, trombiny oraz czynnikow Xa i Xla w pozycji
P3 przedstawione w postaci mapy cieplnej. Bibliotek¢ HyCoSuL poddano reakcji z poszczegdlnymi
enzymami, a szybko$¢ hydrolizy substratow mierzono jako przyrost fluorescencji w czasie (RFU/s).
Uwalnianie ACC monitorowano przez 30 minut (Aex = 355 nm, Aem = 460 nm). Profile specyficznosci
substratowej wyznaczono w analogiczny sposob jak w przypadku biblioteki P1.



Pozycja P4. Najbardziej preferowanymi naturalnymi aminokwasami w przypadku
APC byly dhugie i zasadowe L-Arg (51%) oraz L-Lys (100%) (Rysunek 20). Negatywnie
natadowane reszty i D-aminokwasy byly w wigkszosci odrzucane w tej pozycji.
Z puli nienaturalnych aminokwasow pochodne lizyny i argininy L-Lys(TFA) (60%),
L-Lys(2-Cl-Z) (67%) i L-hArg (63%) dobrze wpasowywaty sie w t¢ kieszen. Rozpoznawana

byta rowniez pochodna fenyloalaniny z jodem w pozycji para, L-Phe(4-1) (89%).

W przeciwienstwie do APC, trombina nie rozpoznawata L-Arg i L-Lys, ale byta
zdolna do wigzania rozgatezionych aminokwasow alifatycznych, takich jak L-lle (49%),
L-Leu (65%) i L-Val (42%), co jest zgodne z danymi uzyskanymi przez grupg Craika [82]
i Hellmana [170]. Do$¢ dobrze tolerowane byty takze nienaturalne pochodne fenyloalaniny,
jednak rozpoznawane byty rowniez przez APC. Dodatkowo, wydtuzenie tancucha bocznego
poprawito dopasowanie do miejsca aktywnego takich reszt aminokwasowych jak

L-2-Aoc (80%), L-hLeu (98%) i L-hCha (94%).

Analiza pozycji P4 pokazata, ze czynnik Xa nie wykazuje prawie zadnej
stereospecyficznosci w kieszeni S4, poniewaz rozpoznaje naturalne reszty aminokwasowe,
jak i te o konformacji D na bardzo podobnym poziomie. Najbardziej preferowanym
aminokwasem byta L-Met (100%), jednak to D-Pro (39%) i L-His(Bzl) (66%) byty resztami
rozpoznawanymi wylacznie przez czynnik Xa, a wigc mogacymi znalez¢é dalsze

zastosowanie w projektowaniu selektywnych narzedzi chemicznych dla tego enzymu.

Kieszen S4 czynnika Xla posiada szerokg specyficzno$¢ substratowsg, jednak nie
w przypadku naturalnych aminokwasow. Tutaj czynnik Xla dos¢ dobrze rozpoznawal
jedynie rozgalezione reszty alifatyczne, takie jak L-lle (43%) i L-Val (35%). Wsrod
wszystkich przebadanych aminokwasow, kieszen ta preferencyjnie rozpoznawata duze
reszty aminokwasowe z grupg benzylowa, a mianowicie L-Dab(Z) (40%), L-Lys(2-Cl-Z)
(79%), L-Thr(Bzl) (45%) i L-Tyr(Bzl) (66%). Najlepsza pod wzglgdem aktywnosci
i selektywnosci okazala si¢ by¢ pochodna tyrozyny L-Tyr(2,6-Cl>-Z) (100%) dobrze
rozpoznawana wylacznie przez czynnik Xla. Co ciekawe, jedynie czynnik Xla
ze wszystkich badanych proteaz tolerowat reszty kwasu aminobenzoesowego w tej pozycji,

co bylo kolejng cechg odrozniajacg go od innych enzyméw z kaskady krzepnigcia krwi.
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Rysunek 20. Profile specyficznosci substratowej APC, trombiny oraz czynnikow Xa i Xla w pozycji
P4 przedstawione w postaci mapy cieplnej. Biblioteke HyCoSuL poddano reakcji z poszczegolnymi
enzymami, a szybko$¢ hydrolizy substratow mierzono jako przyrost fluorescencji w czasie (RFU/s).
Uwalnianie ACC monitorowano przez 30 minut (Aex = 355 nm, Aem = 460 Nm). Profile specyficznosci
substratowej wyznaczono w analogiczny sposob jak w przypadku biblioteki P1.

3.2. Projektowanie, synteza i analiza kinetyczna tetrapeptydowych substratéw

dla proteaz serynowych uczestniczacych w $ciezce koagulacyjnej

Do tej pory w literaturze opisano kilka tetrapeptydowych fluorogenicznych
substratow do badania aktywnosci czynnikoéw krzepnigcia, gtownie dla trombiny i czynnika
Xa[82, 182]. W swojej strukturze substraty te zawierajg jednak tylko naturalne aminokwasy
przez co nie posiadajg odpowiedniej selektywnos$ci i nie moga by¢ wykorzystane
do monitorowania aktywno$ci poszczegélnych enzyméw w zlozonym ukladzie
biologicznym. Dlatego w tej czegsci badan na podstawie uzyskanych wyzej profili
specyficznosci w pozycjach P4-P1 dla kazdej proteazy wyselekcjonowano naturalne
I nienaturalne reszty aminokwasowe preferowane tylko przez ten enzym. Naste¢pnie
w oparciu o rozne kombinacje wybranych reszt (P4-P1) zaprojektowano tetrapeptydowe
substraty z zablokowanym grupa acetylowa N-koncem oraz znacznikiem fluorescencyjnym
ACC w pozycji P1°. Wszystkie substraty zsyntetyzowano na podlozy statym przy uzyciu
zywicy amidowej oraz wykorzystujac strategie Fmoc do wydtuzania tancucha peptydowego
(Rysunek 21). W pierwszym etapie do zywicy typu Rink Amide RA przytaczono znacznik
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fluorogeniczny ACC, a nastepnie L-Arg. Tak przygotowang zywice podzielono na porcje
1 przytaczono kolejne reszty aminokwasowe w kolejnosci P2, P3 i P4. Kazdy substrat
nastepnie zacetylowano, odlagczono od zywicy, wytragcono i oczyszczono przy uzyciu
potpreparatywnego HPLC. Czysto$¢ substratow potwierdzono za pomocg analitycznego
HPLC, a mase¢ czasteczkowg poprzez analize ESI-MS. Zwigzki nastepnie zliofilizowano

1 rozpuszczono w DMSO do koncowego stezenia réwnego 10 mM.

Q

OH HN
(6] [e]
A 1. HOBY/DICI/DMF A (0] 1. HATU/kolidyna/DMF
Q* Fmoc PR Tre—v © R ook peryamaon
0, -
H,N \H o o 2. 20% piperydyna/DMF H,N o o Fmoc - OH 2. 20% piperydyna/DMF
\LNH
Pbf

\H*N”

1. Fmoc-P2-OH/HOBU/DICI/DMF

D D
2. 20% piperydyna/DMF
(¢] [¢]
1. Fmoc-P3-OH/HOBYDICI/DMF
o X 2. 20% piperydyna/DMF P4 H o) P2 H o) A AcOH/HBTU/DIPEA/DMF
HzN\:)J\N oo 1. Fmoc-P4-OH/HOBYDICI/DMF HZNJYNW)J\N&(N\L)J\N o X0
\LH o s M o IH

2. 20% piperydyna/DMF

NH NH
be\N/&NH be\N/&

H H

NH

1. TFA/H,0/TIPS

NH,
o]
O P4 o P2 o] X 2. Et,O/HPLC/liofilizacja o P4 o P2 o] X
)J\ N H\)J\ 3. analiza HPLC/analiza ESI-MS )J\ N “\)k
N N N o f6) . analiza analiza - N N N o o)
H H H H & pg H § \L H

NH NH

NH HoN™ SNH

Rysunek 21. Schemat przedstawiajacy synteze tetrapeptydowych substratow do badania czynnikéw
krzepnigcia krwi. Substraty zsyntetyzowano na podlozu statym z wykorzystanie strategii Fmoc.
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W miejscu aktywnym wielu proteaz wystepuje tzw. efekt kooperatywnosci kieszeni
polegajacy na oddzialywaniu sgsiadujacych ze soba kieszeni oraz zmianie ich specyficznosci
substratowej w zaleznos$ci od zwigzanych w nich reszt aminokwasowych [266]. Zjawisko to
nalezy bra¢ pod uwage przy projektowaniu nowych substratow peptydowych,
dlatego w kolejnym kroku dokonano walidacji otrzymanych wczesniej profili
specyficznosci substratowej (Rysunek 22, 23, 24, 25). W tym celu kazdy z substratow
o koncowym stezeniu 1 uM umieszczono na ptytce 96-dotkowej i dodano odpowiednia
proteaze. Koncowe stezenie kazdego enzymu dobierano indywidualnie dla kazdej grupy
substratow i miescito si¢ ono w zakresie 50-120 nM dla APC, 0,15-35 nM dla trombiny,
7-100 nM dla czynnika Xa i 5 nM dla czynnika Xla. Otrzymane wartosci RFU/s
przyroéwnano nastepnie do wartosci odpowiadajacej tej samej aktywno$ci enzymu.
Dla najbardziej obiecujgcych substratow przeprowadzono szczegdtows analiz¢ kinetyczng
(Kkat, Km, Kkat/Km) przy uzyciu modelu Michaelisa-Menten [267] (Tabela 5, 6). Pomiary
prowadzono w zakresie stezen substratoéw od 1,16 nM do 741 uM, w zaleznosci od uzytego
substratu. Nastepnie dodano odpowiedni enzym w zakresie stezen 2,19-425 nM dla APC,
0,07-346 nM dla trombiny, 2,80-224 nM dla czynnika Xa oraz 5 nM dla czynnika Xla.
Selektywno$¢ substratow dedykowanych APC, trombinie i czynnikowi Xa sprawdzano
wzgledem tych trzech enzymow ze wzgledu na fakt, iz nalezg one do tej samej rodziny
czynnikow krzepniecia zaleznych od witaminy K [15, 16, 82, 151]. Substraty dedykowane
czynnikowi Xla badano wzgledem czynnika Xla, ale tez innych czynnikow krzepnigcia
(APC, trombina, czynnik Xa) majac na uwadze wykorzystanie tych struktur do badania
obecnosci 1 aktywnosci czynnika Xla w ztozonych probkach biologicznych zawierajacych

wszystkie te enzymy.

3.2.1. Substraty dedykowane APC

Dla APC zaprojektowano i zsyntetyzowano dwadziescia pi¢¢ fluorogenicznych
substratow tetrapeptydowych (SMA1-SMA26) zawierajacych najbardziej selektywne
naturalne i nienaturalne reszty aminokwasowe. Substraty te w pozycji P1 posiadaty reszte
L-Arg. W pozycji P2 wybrano hydrofobowe: L-Lys(2-Cl-Z), L-Igl, L-Val, L-Oic i L-Cha,
a takze dodatnio natadowang L-Lys. W pozycji P3 znajdowaty sie reszty aminokwasowe
z grupg benzylowg (L-Dab(Z), L-Glu(Bzl), L-Nle(O-Bzl)) oraz dobrze tolerowane pochodne
argininy i kwasu glutaminowego (L-Agp, L-Glu(All)), a w pozycji P4 L-Lys. Dodatkowo

zsyntetyzowano takze jeden substrat zawierajacy w swojej sekwencji tylko naturalne
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aminokwasy (SMA54), w celu poréwnania jego aktywnos$ci wzgledem substratow

zawierajacych nienaturalne aminokwasy.

Przesiewowe badania kinetyczne wykazaty (Rysunek 22), ze sekwencje z L-Igl
(SMA5-SMAB8), L-Val (SMA9-SMA12) i L-Oic (SMA13-SMA16) w pozycji P2 byty lepiej
hydrolizowane przez APC niz te z L-Lys(2-Cl-Z) (SMA1-SMA4), L-Lys (SMA17-SMA20)
I L-Cha (SMA21-SMA24). Potwierdza to otrzymany wczesniej profil specyficznosci
substratowej w pozycji P2 uzyskany metodg HyCoSuL. Pozycja P2 miata réwniez kluczowe
znaczenie w odrdéznianiu APC od trombiny i czynnika Xa, poniewaz L-Igl i L-Lys byly
najbardziej selektywnymi aminokwasami dla APC, stabo rozpoznawanymi przez inne
czynniki krzepnigcia. Co wigcej, zamiana dtugiej reszty L-Nle(O-Bzl) (SMA4) w pozycji P3
na krotsze reszty L-Dab(Z) (SMA1L), L-Agp (SMA2) i L-Glu(Bzl) (SMA3) spowodowata
znaczacy wzrost aktywnosci APC (odpowiednio 13-, 22- i 5,5-krotny). Najlepszy substrat
zawierajacy nienaturalne aminokwasy (SMAS5) byl okoto 50-krotnie wydajniej
hydrolizowany niz naturalny substrat (SMAS54), co sugeruje, ze to wlasnie zastosowanie
metody HyCoSuL pozwolito na uzyskanie selektywnych substratow, wzgledem ktorych
APC wykazywato duza aktywnos¢. Aby zminimalizowa¢ potencjalng aktywnos$¢ krzyzowa
z innymi czynnikami krzepnigcia, przeprowadzono szczegoétowa analize kinetyczng czterech
selektywnych substratow APC, ktora wykazala, ze najlepszy substrat, SMADS
(Ac-Lys-Dab(2)-1gl-Arg-ACC, kiai/Km = 71000 = 2000 M1s) byt réwniez rozpoznawany
przez trombine (kka/Km = 1800 = 80 M1s) i czynnik Xa (Kka/Km = 4000 + 150 Ms?),
co wyklucza go z dalszych badan (Tabela 5). SMADS jest jednak najlepszym pod wzglgdem
aktywnos$ci substratem dedykowanym APC z dotychczasowo opisanych w literaturze.
Znaleziono kilka selektywnych substratow, wsrod ktorych SMA17 (Ac-Lys-Dab(Z)-Lys-
Arg-ACC, kia/Km = 10000 = 600 M?s?) posiadatl bardzo wysoki wspotczynnik

selektywnosci Kkat/ Km 1 znikoma hydrolize podczas badan z innymi czynnikami krzepnigcia.
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Rysunek 22. Wyniki przesiewowych badan kinetycznych substratow dedykowanych APC.
Szybko$¢ hydrolizy substratow (RFU/s) mierzono przez 30 minut (Aex = 355 nm, Xem = 460 nm).
Dane przedstawione sg jako wartosci $rednie + s.d.; n = 3, gdzie n oznacza liczb¢ niezaleznych
eksperymentow. Sekwencje substratow przedstawiono w czgséci eksperymentalnej (Tabela 9).

3.2.2. Substraty dedykowane trombinie

Dla trombiny zaprojektowano dwadziescia dwa optymalne substraty fluorogeniczne
z naturalnymi i nienaturalnymi resztami aminokwasowymi (SMI116-SMI160) oraz jeden
substrat gtdéwnie naturalny (SMIIS5). W zsyntetyzowanych nienaturalnych sekwencjach
L-Arg znajdowata si¢ w pozycji P1, pochodne proliny w pozycji P2 (L-Pro, L-Aze, L-Pip,
L-Hyp(Bzl)), analogi cysteiny w pozycji P3 (L-Cys(MeBzl), L-Cys(4-MeOBzl)), oraz
alifatyczne tancuchy boczne w pozycji P4 (L-hCha, L-hLeu, L-2-Aoc, L-Chg).

Przesiewowe badania kinetyczne pokazaty (Rysunek 23), ze zamiana tylko jednego
aminokwasu w pozycji P2, krotszych L-Pro (SMI1125), L-Aze (SM1128) lub L-Pip (SM1131)
na dluzsza i wigkszg reszte L-Hyp(Bzl) (SMII34), spowodowata znaczacy spadek
aktywnosci enzymu o ponad 99%. Wynik ten sugeruje, ze kieszen S2 jest mala i ma istotne
znaczenie w interakcji z substratami, co jest zgodne z wczesniejszymi danymi
literaturowymi dla trombiny [181]. Preferencja kieszeni S4 wzgledem szerokich L-hCha
(SM1122), L-hLeu (SM1123), L-Chg (SMI157), bardziej niz wzgledem dtugiej reszty L-2-Aoc
(SMI124), uzyskana we wstepnych pomiarach kinetycznych, bardzo dobrze odzwierciedla
profil specyficzno$ci uzyskany na podstawie HyCoSuL. Szczegotowa analiza kinetyczna
obiecujacych substratow (SMII22, SMII32, SMII5S5) ujawnita, ze najaktywniej
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hydrolizowany substrat trombiny, SMI1122 (Ac-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg-ACC, Kka/Km =
8660000 = 260000 M1s1) byt stabo rozpoznawany przez APC i czynnik Xa, z odpowiednio
3383- i 162-krotng selektywnoscig wzgledem trombiny (Tabela 5). Gtownie naturalny
substrat SMI1I55 (Ac-Nle-Lys-Pro-Arg-ACC) wykazywat najnizszy stosunek selektywnosci

Kkat/Km sposrod wszystkich badanych substratow, co wyeliminowato go z dalszych badan.
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Rysunek 23. Wyniki przesiewowych badan kinetycznych substratow dedykowanych trombinie.
Szybkos¢ hydrolizy substratow (RFU/s) mierzono przez 30 minut (Aex = 355 nm, Aem = 460 nm).
Dane przedstawione sa jako wartosci srednie = s.d.; n = 3, gdzie n oznacza liczbe niezaleznych
eksperymentoéw. Sekwencje substratow przedstawiono w czgséci eksperymentalnej (Tabela 10).

3.2.3. Substraty dedykowane czynnikowi Xa

W oparciu o uzyskany profil specyficznosci substratowej zaprojektowano
I zsyntetyzowano dwadziescia  indywidualnych  substratow  fluorogenicznych
z nienaturalnymi aminokwasami dedykowanych czynnikowi Xa (SMX1-SMX65) oraz
jedna naturalng sekwencj¢ (SMX56). W nienaturalnych substratach L-Arg wybrano
w pozycji P1. W pozycji P2 znajdowaly si¢ takie reszty aminokwasowe jak: L-Trp,
L-Phe(3-Cl), L-Bta, L-Phe, L-1-Nal lub Gly. Pozycja P3 zostala zajeta przez L-hArg,
a w pozycji P4 wybrano L-Arg(NO>), L-GIn, D-Pro, L-Met oraz L-His(Bzl).

Po wstegpnych badaniach kinetycznych zauwazono, ze spo$rod substratow
dedykowanych czynnikowi Xa najlepiej rozpoznawane byty te zawierajace L-Bta w pozycji
P2 (SMX7-SMX9) (Rysunek 24). Zamiana tego nienaturalnego aminokwasu na naturalng

L-Phe spowodowata 1,5-krotne zmniejszenie aktywno$ci enzymu wzgledem takich
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substratow (SMX10-SMX12). Zauwazono rdéwniez, ze zastgpienie D-Pro (SMX15)
w pozycji P4 reszta L-Arg(NOz) (SMX13) lub L-Gln (SMX14), spowodowato tylko
niewielki spadek ogdlnej aktywnosci czynnika Xa. Jednak zamiana D-Pro (SMX15, Kkat/Kwm
= 143000 + 6500 M1s™) na L-Met (SMX61, Kkat/Km = 221000 + 12000 M1s?) zwickszyta
wartos$¢ stalej katalitycznej Kkat/ Km az 0 55% (Tabela 5). Ponadto okazalo sie, ze to kieszenie
S2 i S4 odgrywaja kluczowa role w odroznieniu czynnika Xa od trombiny, poniewaz
najbardziej selektywny substrat SMX15 (Ac-DPro-hArg-1-Nal-Arg-ACC) byt 358-krotnie
lepiej hydrolizowany przez czynnik Xa niz przez trombine. Na tej podstawie wytypowano

sekwencje substratu SMX15 jako wiodaca do syntezy inhibitora i markera chemicznego.
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Rysunek 24. Wyniki przesiewowych badan Kinetycznych substratow dedykowanych czynnikowi
Xa. Szybko$¢ hydrolizy substratoéw (RFU/s) mierzono przez 30 minut (ex = 355 nm, Aem = 460 nm).
Dane przedstawione sg jako wartosci $rednie + s.d.; n = 3, gdzie n oznacza liczbe niezaleznych
eksperymentow. Sekwencje substratow przedstawiono w czgséci eksperymentalnej (Tabela 11).
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Tabela 5. Parametry kinetyczne (kka/Km) najbardziej selektywnych substratow APC, trombiny
i czynnika Xa wzgledem tych czynnikow krzepnigcia. Dane przedstawiaja wartosci rednie + s.d.;
n = 3, gdzie n oznacza liczb¢ niezaleznych eksperymentow.

kkat/KM [M-IS-I]

substrat APC trombina czynnik Xa
Ac-Lys-Dab(Z)-Igl-Arg-ACC 71000 + 2000 1800 + 80 4000 * 150
Ac-Lys-Agp-Igl-Arg-ACC 40000 + 1600 180+7 1300 +90
Ac-Lys-Dab(Z)-Lys-Arg-ACC 10000 + 600 130+ 8 1906
Ac-Lys-BhLys-lgl-Arg-ACC 15500 + 800 602 380+ 13
SMI122 Ac-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg-ACC 2560+ 180 8660000 + 260000 53400 + 3900
SMII32 Ac-hLeu-Cys(4-MeOBzl)-Pip-Arg-ACC 1840+ 70 7660000 + 230000 64000 + 5800
SMII55 Ac-Nle-Lys-Pro-Arg-ACC 3160 + 80 6680000 + 460000 55500 + 500
SMX8 Ac-Gln-hArg-Bta-Arg-ACC 520+ 10 800 £ 80 182000 + 13000
SMX9 Ac-DPro-hArg-Bta-Arg-ACC 560 £ 20 750 £ 50 217000 + 15000
SMX15 Ac-DPro-hArg-1-Nal-Arg-ACC 590+ 10 400+ 20 143000 + 6500
SMX61 Ac-Met-hArg-1-Nal-Arg-ACC 720+ 40 145070 221000 + 12000

3.2.4. Substraty dedykowane czynnikowi Xla

Dla czynnika Xla zsyntetyzowano dwadziescia trzy nienaturalne, potencjalnie
najlepsze substraty fluorogeniczne (SMXI1-SMXI23) oraz jeden substrat (SMXI24)
zawierajacy w swojej sekwencji wylacznie naturalne reszty aminokwasowe. Substraty
w swojej strukturze posiadaty zasadowg L-Arg w pozycji P1. W pozycji P2 wystgpowaty
aminokwasy z grupg benzylowag (L-His(Bzl), L-Glu(Bzl), L-Nle(O-Bzl), L-hSer(Bzl)).
Pozycja P3 zajeta byla przez alifatyczne L-Nle, L-2-Aoc, L-Cha, L-hCha, oraz duze
L-Phe(3-F), L-Tyr(2,6-Cl2-Z), L-Dht. W pozycji P4 wbudowano pochodne tyrozyny i lizyny
(L-Tyr(2,6-Cl>-Z), L-Tyr(Bzl), L-Bpa, L-Lys(2-Cl-2)).

Wstepne badania kinetyczne wykazalty (Rysunek 25), ze zamiana tylko jednego
aminokwasu w pozycji P2, L-His(Bzl) (SMXI3) na L-Glu(Bzl) (SMXI7), L-Nle(O-Bzl)
(SMXI22) lub L-hSer(Bzl) (SMXI23), jest odpowiedzialna za znaczacy spadek aktywnosci
enzymu (odpowiednio 1,5-, 2,6- i 5,5-krotny). Wyniki te sg zgodne z danymi HyCoSuL,
gdzie L-His(Bzl) byta najaktywniej rozpoznawang resztg aminokwasowg. Co zaskakujace,
zauwazono, ze preferencja wzgledem diluzszych, alifatycznych reszt aminokwasowych

w Kieszeni S3 w poréwnaniu do ich krétszych analogow nie potwierdzila si¢ w badaniach
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Kinetycznych. Analiza substratow wykazata, ze to jednak sekwencje z L-Nle (SMXI1)
lub L-Cha (SMXI20) w pozycji P3 sg wydajniej hydrolizowane niz te z L-2-Aoc (SMXI3)
lub L-hCha (SMXI21), z nawet 6-krotnym wzrostem catkowitej aktywnosci czynnika Xla.
Wyniki te §wiadczg o tym, ze kieszen S3 jest niewielka i odgrywa wazng role w interakcjach
z substratami. Dodatkowo, tetrapeptydy z pochodnymi fenyloalaniny lub tyrozyny
z podstawnikami halogenkowymi w pozycji P3 wykazywaty niewiclkg lub nie wykazywaty
zadnej aktywnosci, chociaz skany bibliotek sugerowaty, ze te aminokwasy sg nawet lepie;j
rozpoznawane niz norleucyna. Jest to prawdopodobnie spowodowane kooperatywnoscig
kieszeni, ktora zawsze nalezy bra¢ pod uwagg przy stosowaniu metody HyCoSuL.
Co wiecej, w pozycji P4 L-Tyr(Bzl) (SMXI13) byta lepiej rozpoznawana przez czynnik Xla
niz L-Tyr(2,6-Cl>-Z) (SMXI5) (4-krotnie), jednak to reszta L-Tyr(2,6-Cl.-Z) wykazywata
znaczaca selektywnos¢ wzgledem czynnika Xla, zmniejszajac aktywno$¢ krzyzowa innych
czynnikéw krzepnigcia. Na podstawie wstegpnych badan kinetycznych wyselekcjonowano
dwie najlepsze sekwencje: SMXI5  (Ac-Tyr(2,6-Clo-Z)-Nle-Glu(Bzl)-Arg-ACC),
SMXI19 (Ac-Tyr(2,6-Cl2-Z)-Dht-His(Bzl)-Arg-ACC) i szczegétowo zbadano ich kinetyke
(Tabela 6). Parametry katalityczne uzyskane dla wszystkich badanych proteaz wykazaty,
ze substrat SMXI119 byt wysoce selektywny wzgledem czynnika Xla (Kka/ Km = 247000 +
5000 Ms1) oraz 28 i 80 razy lepiej hydrolizowany przez czynnik Xla niz odpowiednio
przez trombine (kkat/Km = 8800 + 200 M1s) i czynnik Xa (Kkat/Km = 3100 £+ 100 M1s?).
Ponadto, SMXI119 wykazywat bardzo wysoki wspotczynnik selektywnosci kxat/ Km 1 prawie
niewykrywalna hydrolize podczas badania z APC (kka/Km = 91 £ 3 Ms?). SMXI5 byt
rowniez stabo rozpoznawany przez APC, trombing i czynnik Xa, co czyni obie te struktury
pierwszymi opisanymi selektywnymi substratami dla czynnika Xla, ktére mozna

przeksztatci¢ w inhibitory i markery chemiczne.
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Rysunek 25. Wyniki przesiewowych badan kinetycznych substratow dedykowanych czynnikowi
Xla. Szybko$¢ hydrolizy substratow (RFU/s) mierzono przez 30 minut (Aex = 355 nm, Aem = 460 nm).
Dane przedstawione sa jako wartosci srednie + s.d.; n = 3, gdzie n oznacza liczbe niezaleznych
eksperymentow. Sekwencje substratow przedstawiono w czgséci eksperymentalnej (Tabela 12).

Tabela 6. Parametry kinetyczne (kka/Km) najbardziej selektywnych substratéw czynnika Xla
wzgledem APC, trombiny, czynnika Xa i czynnika Xla. Dane przedstawiajg wartosci $rednie + s.d.;
n = 3, gdzie n oznacza liczb¢ niezaleznych eksperymentow.

Kiat/ K [Ms71]

substrat APC trombina czynnik Xa czynnik Xla

Ac-Tyr(2,6-Cl2-Z)-Nle-Glu(Bzl)-Arg-ACC NW 11000 +300 4500 +300 99000 + 7000

Ac-Tyr(2,6-Cl,-Z)-Dht-His(Bzl)-Arg-ACC 91+3 8800 + 200 3100 +£100 247000 + 5000

(NW) nie wyznaczono ze wzgledu na niskg aktywnos$¢ enzymu wzgledem substratu
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3.3. Biotynylowane markery chemiczne
3.3.1. Projektowanie biotynylowanych markeréw chemicznych

Jak dotad, badania biologiczne nad czynnikami krzepnigcia opieraty sie gtownie
na technikach wykorzystujacych przeciwciata, ktore uniemozliwiajg rozréznienie aktywnej
formy enzymu od nieaktywnej. W kontekscie badan nad rolg proteaz, moze to zaburzaé
interpretacje wynikoéw, poniewaz to aktywna forma tych enzymoéw definiuje ich funkcje
biologiczne. Naprzeciw tym ograniczeniom wychodza niskoczasteczkowe markery
chemiczne (ang. activity-based probes, ABPSs), ktore wiagzg si¢ jedynie do aktywnej formy
enzymu i zostaty juz wczesniej z powodzeniem wykorzystane do selektywnego znakowania

aktywnych proteaz w ztozonych probkach [90, 91, 268, 269].

Na podstawie otrzymanych wczes$niej selektywnych sekwencji peptydowych
dla APC, trombiny, czynnika Xa i Xla w kolejnej czgsci badan zaprojektowano,
zsyntetyzowano i scharakteryzowano seri¢ dziesigciu markerdw chemicznych pierwszej
generacji umozliwiajacych wizualizacje aktywnych enzymoéw w probkach biologicznych
poprzez analiz¢ SDS-PAGE, a nast¢pnie za pomocg techniki Western blot. Zaprojektowane
markery sktadaty si¢ z czterech kluczowych elementow (Rysunek 26A). Pierwszym z nich
byla reaktywna grupa wigzaca (ang. warhead) — fosfonian difenylu, tworzaca wigzanie
kowalencyjne z reszta seryny w miejscu aktywnym proteaz serynowych [60]. Kolejnym
elementem byt selektywny fragment peptydowy zaprojektowany dla kazdego enzymu
indywidualnie, warunkujacy jego rozpoznanie (Rysunek 26B). W sklad markeréw
chemicznych pierwszej generacji wchodzita takze biotyna, ktora jako znacznik umozliwita
detekcje docelowego biatka. Czwarty element — linker zastosowano w celu oddzielenia
sekwencji peptydowej od znacznika i zmniejszenia mozliwosci powstawania zawady
sterycznej w miejscu aktywnym enzymu. Jako linker w markerach zaprojektowanych
dla APC, trombiny i czynnika Xa zastosowano kwas 6-aminoheksanowy (6-Ahx).
ABPs dedykowane czynnikowi Xla zaopatrzone z kolei zostaty w glikol polietylenowy

(PEG(4)), ktory dodatkowo jeszcze poprawil hydrofilowo$¢ projektowanych struktur.
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Rysunek 26. Biotynylowane markery chemiczne dedykowane APC, trombinie, czynnikowi Xa
i Xla. (A) Ogolna struktura markeréw chemicznych znakowanych biotynga. (B) Reszty
aminokwasowe wybrane w pozycjach P4-P2 do syntezy biotynylowanych markerow chemicznych
na podstawie struktur selektywnych substratow.
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Zaprojektowano trzy markery chemiczne pierwszej generacji dla APC: P-SMAG61
(biotyna-6-Ahx-Lys-Agp-lgl-Arg”(OPh),), P-SMA171 (biotyna-6-Ahx-Lys-Dab(Z)-Lys-
Arg®(OPh),) oraz P-SMA261 (biotyna-6-Ahx-Lys-BhLys-lgl-Arg®(OPh),). Dla trombiny
wybrano dwie selektywne sekwencje peptydowe, na podstawie ktorych zaprojektowano
biotynylowane ABPs: P-SMI1221 (biotyna-6-Ahx-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg”(OPh),)
i P-SMI1I321 (biotyna-6-Ahx-hLeu-Cys(4-MeOBzl)-Pip-Arg”(OPh),). Dla czynnika Xa
zaprojektowano trzy takie markery chemiczne: P-SMX91 (biotyna-6-Ahx-DPro-hArg-Bta-
Arg”(OPh),), P-SMX151 (biotyna-6-Ahx-DPro-hArg-1-Nal-ArgP(OPh)2) oraz P-SMX611
(biotyna-6-Ahx-Met-hArg-1-Nal-Arg°(OPh),), a dla czynnika Xla kolejne dwie struktury:
P-SMXI51 (biotyna-PEG(4)-Tyr(2,6-Cl>-Z)-Nle-Glu(Bzl)-Arg°(OPh),) i P-SMXI1191
(biotyna-PEG(4)-Tyr(2,6-Cl2-Z)-Dht-His(Bzl)-Arg”(OPh).).

3.3.2. Synteza reaktywnej grupy wiazacej — Cbz-(di-t-Boc-Arg)P(OPh):

Synteza markerow chemicznych obejmowata trzy glowne etapy. W pierwszej
kolejnosci zsyntetyzowano grupe wigzaca (ang. warhead) — Cbz-(di-t-Boc-Arg)P(OPh), —
fosfonowy analog argininy (ester difenylowy kwasu benzyloksykarbonylamino-[(3-di-t-
Boc-guanidyno)propylo]lmetanofosfonowego) (17) wedlug metodologii  opisanej
w literaturze [270]. Syntezg rozpoczeto od otrzymania fosfonowego analogu ornityny (11)
(Rysunek 27). W reakcji ftalimidu (1) z chloromréowczanem etylu (2) otrzymano
N-etoksykarbonyloftalimid (3), ktory nastepnie uzyty zostal do blokowania acetalu
dietylowego aldehydu 4-aminomastowego (4). Powstaly w ten sposob acetal dietylowy
aldehydu N-ftaloilo-4-aminomastowego (5) przeprowadzono w aldehyd N-ftaloilo-4-
aminomastowy (6) przy uzyciu kwasnej hydrolizy. Aldehyd (6) wykorzystano w reakcji
amidoalkilowania w kwasie octowym [61] otrzymujac ester difenylowy kwasu
benzyloksykarbonylamino-[(3-N-ftalimido)propylo]metanofosfonowego (9). Nastepnie
przy uzyciu wodzianu hydrazyny dokonano hydrolizy grupy ftaloilowej (10). Dalej zwigzek
(10) przeksztatcono w chlorowodorek przy pomocy roztworu kwasu solnego w metanolu
w wyniku czego otrzymano fosfonowy analog ornityny (11) — chlorowodorek estru

difenylowego kwasu benzyloksykarbonylamino-[(3-amino)propylo]metanofosfonowego.

71



[ Q Et;N/DMF O o™ Et;N/THF i
3 3
NH + CI)J\O/\ - N+ HzN\/\/I\O/\ =, N
o]
$ 5 1\ 4 1»0
o _
5 \
o]
N

o
7 X X
O.,-0 .0
HCI/THF N . fe) NH, . ||3 AcOH o H ||3\\O
o (o}
H
6

7 8 9

1 2 3 4

H,N HCI * NH,

L3 LA
H,N-NH,/iPrOH OJ\N p;OO HCI/MeOH OJ\N p:o©
_HN-NHAPOH N To _HCIMeOH N o

10 11

Rysunek 27. Schemat syntezy fosfonowego analogu ornityny (11) — chlorowodoreku estru
difenylowego kwasu benzyloksykarbonylamino-[(3-amino)propylo]metanofosfonowego.

Rownolegle prowadzona byta synteza odczynnika guanidynujacego (16) (Rysunek
28). Reakcje rozpoczgto od substytucji nukleofilowej przy uzyciu tiomocznika (12)
i bromoetanu (13). Otrzymany w ten sposéb bromowodorek S-etyloizotiomocznika (14)
przeksztatcono za pomoca diweglanu di-tert-butylu (15) w produkt reakcji — N,N -di-Boc-
S-etyloizotiomocznik (16).

S NH (0] (o] O S 0]
EtOH >L /l< DMAP/EtzN/DCM >L /l<
—_— —_—
HZN)J\NHZ + /\BI’ HZNJ;S + OJJ\O)J\O O)J\HJ\\NJJ\O

12 13 14 15 16

Rysunek 28. Schemat otrzymywania odczynnika guanidynujagcego (16) — N,N’-di-Boc-S-
etyloizotiomocznika.
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Nastepnie przeprowadzono reakcje guanidynowania analogu ornityny (11)
przy pomocy zsyntetyzowanego odczynnika (16) otrzymujac ostateczny produkt reakcji —

fosfonowy analog argininy, Cbz-(di-t-Boc-Arg)’(OPh), (ester difenylowy kwasu

benzyloksykarbonylamino-[(3-di-t-Boc-guanidyno)propylo]metanofosfonowego a7
(Rysunek 29).
(@) H N (6)
HCI * NH, >r \[C])/ IDN/ \[C])/ \K

Rysunek 29. Schemat reakcji guanidynowania fosfonowego analogu ornityny i otrzymywania
fosfonowego analogu argininy — grupy wiazacej Cbz-(di-t-Boc-Arg)°(OPh), (17).

3.3.3. Synteza fragmentow peptydowych zawierajacych linker i biotyne

Fragmenty peptydowe markerow pierwszej generacji zawierajace linker oraz biotyne
zsyntetyzowano na podlozy stalym uzywajacy zywicy 2-chlorotritylowej, dzigki ktorej
po hydrolizie zwigzkow z Zywicy otrzymuje si¢ wolng grupe karboksylowa na C-koncu,
co umozliwia przylgczenie w kolejnym etapie grupy wigzacej (Rysunek 30). Reakcje
rozpoczeto od przylaczenia pierwszego aminokwasu (Fmoc-P2-OH) do zywicy przy uzyciu
N,N-diizopropyloetyloaminy (DIPEA) w dichlorometaniec (DCM). Reakcj¢ prowadzono
12 godzin, a po tym czasie pozostate wolne miejsca na zywicy zablokowano roztworem
DCM/MeOH/DIPEA (%, vivlv, 80:15:5). N-koncowsg grupe blokujgcg Fmoc usunieto przy
uzyciu 20% piperydyny w N,N’-dimetyloformamidzie (DMF). Wydhluzanie tancuchow
peptydowych o kolejne aminokwasy (Fmoc-P3-OH, Fmoc-P4-OH) oraz linker (Fmoc-6-
Ahx-OH/Fmoc-PEG(4)-OH) przeprowadzono za pomoca odczynnikow sprzegajacych
N-hydroksybenzotriazol/N, N -diizopropylokarbodiimid (HOBt/DICI) w 2,5-godzinnych
cyklach. Biotyne sprzggnicto do zywicy stosujagc te same odczynniki sprzegajace
(HOBt/DICI), jednak ze wzgledu na stabg rozpuszczalnos¢ biotyny w DMF reakcje
sprzggania wykonano w mieszaninie DMF/DMSO (%, v/v, 50:50). Po 3 godzinach zywiceg
doktadnie wysuszono za pomoca metanolu, a peptydy odcieto za pomocg mieszaniny
DCMI/TFE/AcOH (%, v/vlv, 80:10:10). Otrzymane zwigzki (18) zliofilizowano i uzyto

do dalszej reakcji bez wczesniejszego oczyszczania.
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Rysunek 30. Schemat syntezy na podtozu statym fragmentéw peptydowych zawierajacych linker
(dla przyktadu — 6-Ahx) oraz biotyneg.

3.3.4. Otrzymywanie biotynylowanych markerow chemicznych

W kolejnym kroku usunigto grupe blokujaca Cbz z zsyntetyzowanego wczesniej
fragmentu reagujacego Cbz-(di-t-Boc-Arg)’(OPh), (17) przy uzyciu palladu na weglu
w atmosferze wodoru (Rysunek 31A), a otrzymany *HsN-(di-t-Boc-Arg)P(OPh)2 (19)
sprzggano z otrzymanymi sekwencjami peptydowymi (18) metodg syntezy w roztworze przy
uzyciu odczynnikow sprzegajacych (HATU/2,4,6-kolidyna) (Rysunek 31B). Reakcje
prowadzono przez 2 godziny, monitorowano za pomoca analitycznego HPLC,
a po przereagowaniu fragmentu wigzacego i czesci peptydowej reakcje zakonczono poprzez
rozpuszczenie produktow w octanie etylu i ich ekstrakcje w 5% NaHCO3, 5% kwasie
cytrynowym i solance. Po odparowaniu rozpuszczalnika usunigto grupy blokujgce

na tancuchach bocznych aminokwasow za pomoca mieszaniny TFA/DCM/TIPS
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(%, v/viv, 80:15:5). Otrzymane zwigzki (21) oczyszczano na potpreparatywnym HPLC.
Ich czystos¢ potwierdzono za pomocg HPLC analitycznego, a mase czasteczkowg poprzez

analiz¢ ESI-MS. Nastepnie je zliofilizowano i rozpuszczono w DMSO do koncowego

stezenia rownego 10 mM.
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Rysunek 31. Schemat syntezy biotynylowanych markeréw chemicznych (21). (A) Otrzymywanie
odblokowanej grupy wigzacej *HsN-(di-t-Boc-Arg)°(OPh), (19). (B) Sprzeganie fragmentow
peptydowych zawierajacych linker (dla przyktadu — 6-Ahx) oraz biotyne (18) z grupa wiazaca (19)
oraz usuwanie grup ochronnych z (20) i otrzymanie biotynylowanych markeréw chemicznych (21).
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Rysunek 32. Struktury biotynylowanych markeréw chemicznych dla czynnikéw krzepnigcia.
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3.3.5. Badanie selektywnosci biotynylowanych markeréw chemicznych przy uzyciu

metody SDS-PAGE

Biotynylowane markery chemiczne w swojej strukturze posiadaty dwie modyfikacje
odrdzniajgce je 0od wezesniej otrzymanych dedykowanych tetrapeptydowych substratow.
Fluorescencyjny znacznik ACC w pozycji P1’ zamieniony zostal na fosfonian difenylu,
a N-koncowg grupe acetylowa zastgpiono biotyng. Zmiany te mogly wplynaé na
selektywnos$¢, dlatego w kolejnym eksperymencie sprawdzono, ktore ABPs ja zachowaty
i dzigki temu moglyby znalez¢ zastosowanie w badaniach biologicznych nad aktywno$cig
czynnikow krzepnigcia. Postanowiono to sprawdzi¢ znakujac o0czyszczone czynniki
krzepnigcia otrzymanymi markerami chemicznymi (Rysunek 33). Majac na uwadze
podobienstwo strukturalne APC, trombiny i czynnika Xa, ich zblizone preferencje
substratowe oraz przynalezno$¢ do tej samej rodziny czynnikéw krzepnigcia zaleznych
od witaminy K [15, 16, 82, 151] do analizy selektywnosci dedykowanych im markerow
uzyto tych trzech enzymoéw. W przypadku czynnika Xla, jego markery zbadano wzgledem
wszystkich czterech proteazach serynowych (APC, trombina, czynnik Xa, czynnik Xla),
poniewaz zaburzenie aktywnosci tych enzymow wystepuje w takich samych stanach
patofizjologicznych jak w przypadku czynnika Xla (choroby zakrzepowo-zatorowe).
Wykorzystujac takie markery do badania obecnosci i aktywnos$ci czynnika Xla w ztozonych
probkach biologicznych zawierajgcych wszystkie te enzymy, selektywno$¢ ABPSs musi

zosta¢ zachowana.

Biotynylowane markery byly inkubowane oddzielnie z kazda aktywna proteaza
przez 30 minut w temperaturze 37°C, a stosunek stgzenia marker:enzym wynosit 1 lub 5,
w zalezno$ci od uzytego ABP. Probki nastgpnie denaturowano za pomocg roztworu
SDS/DTT, ktory nadat biatkom wypadkowy tadunek ujemny (pozwalajac na ich migracj¢
w dot zelu w kierunku anody) oraz zredukowat mostki disiarczkowe. Z zatozenia
zastosowane markery chemiczne powinny wigzac¢ si¢ kowalencyjnie w miejscu aktywnym
enzymow, co zostalo potwierdzone, gdyz denaturacja bialek nie wptyneta negatywnie na
detekcje badanych proteaz. Tak przygotowane probki naniesiono na 12% zel
poliakrylamidowy i przeprowadzono elektroforezg, po ktorej nastapit transfer biatek
na membrane nitrocelulozowa. Membrany wigzac na swojej powierzchni biatka zadziataty
jak matryca, ktérej uzyto nastgpnie do zwigzania znakowanej fluorescencyjnie

streptawidyny. Streptawidyna wykazuje bardzo silne powinowactwo do biotyny znajdujace;j
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si¢ w markerach pierwszej generacji, dzigki czemu wigze si¢ z nimi, a zastosowany koniugat
zaopatrzony we fluorescencyjny znacznik umozliwia detekcj¢ biotynylowanych markerow

chemicznych zwigzanych z enzymami.

W pierwszej kolejnosci zbadano markery chemiczne zaprojektowane dla APC:
P-SMAG61, P-SMA171 i P-SMA261. Analiza ta pokazata, ze wszystkie trzy ABPS byly
zdolne do znakowania APC, jednakze P-SMA61 wykazywat aktywnos$¢ krzyzowa
z trombing i czynnikiem Xa, a P-SMA261 znakowal trombing. Zaobserwowano,
ze P-SMAL171 nie tylko silnie znakowal APC, ale tez nie rozpoznawal innych proteaz,
a poniewaz gléwnym celem bylo znalezienie wysoce selektywnej sekwencji peptydowej,
to wlasnie ta wybrana zostala do dalszych badan. Nastgpnie przeanalizowano aktywnosé
wigzania P-SMII221 i P-SMII321, markerow pierwszej generacji zaprojektowanych
dla trombiny. Po reakcji z obydwoma ABPs zaobserwowano sygnat pochodzacy od biatka
o masie miedzy 35 a 40 kDa, co odpowiada wielkosci trombiny. Okazato si¢, ze P-SMI11221
byl mniej aktywnie rozpoznawany, ale bardziej selektywny wzglgdem trombiny niz
P-SMII321, dlatego zostat wybrany do dalszej detekcji trombiny w probkach biologicznych.
Wszystkie trzy ABPs zaprojektowane dla czynnika Xa byty selektywne i dobrze
rozpoznawane. Doktadna analiza wykazata, ze P-SMX91 i P-SMX611 nieznacznie
znakowaty trombing. Modyfikacja struktury P-SMX611, w ktérej wymieniono L-Met
w pozycji P4 na D-Pro pozwolita na otrzymanie P-SMX151. Zmiana ta ograniczyta reakcje
krzyzowa z trombing zachowujac jednocze$nie aktywno$¢ rozpoznawania tego markera
przez czynnik Xa. Nastepnie scharakteryzowano znakowanie biotynylowanych ABPs
wzgledem czynnika Xla i reszty badanych enzymow. Po analizie Western blot markerow
P-SMXI51 i P-SMXI1191 zaobserwowano tylko jeden sygnat pochodzacy od biatka o masie
pomiedzy 35 a 40 kDa, odpowiadajacy monomerowi czynnika Xla. Wynik ten wskazywat
na bardzo wysoki stopien selektywnosci obu ABPS w stosunku do czynnika Xla.
Zaobserwowano, ze P-SMXI51 silniej znakowat czynnik XIa od P-SMXI1191, co czynito

te sekwencje obiecujagcg w kontekécie wykorzystania jej w dalszych badaniach.

78



Biotynylowane markery chemiczne
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Rysunek 33. Znakowanie oczyszczonych czynnikow krzepnigcia (APC, trombina, czynnik Xa,
czynnik Xla) przy uzyciu biotynylowanych markerow chemicznych. Enzymy (200 nM) inkubowano
oddzielnie z kazdym markerem (stosunek marker:enzym wynosit 1 lub 5, w zaleznosci od uzytego
ABP) przez 30 minut w temperaturze 37°C. Probki nastgpnie poddawano analizie SDS-PAGE
i Western blot, a otrzymane membrany inkubowano ze znakowana fluorescencyjnie (Alexa Fluor
647) streptawidyng. Biotynylowane markery chemiczne nast¢pnie detektowano przy dtugosci fali
658 nm za pomocg urzadzenia Azure Biosystems Sapphire Biomolecular Imager. Przedstawione
dane odzwierciedlaja co najmniej trzy oddzielne eksperymenty.

3.4. Fluorescencyjne markery chemiczne i inhibitory

3.4.1. Projektowanie fluorescencyjnych markerow chemicznych i inhibitoréow

Fluorescencyjne markery sg doskonatym narzedziem do obrazowania aktywnoS$ci
proteaz w probkach biologicznych ze wzgledu na ich wysoki molowy wspdtczynnik
ekstynkcji oraz mozliwos$¢ detekcji znakowanych nimi biatek w tak niskich stg¢zeniach
jak 1 nM [271]. Dodatkowo, co odréznia je od biotyny to mozliwo$¢ jednoczesnej
i bezposredniej detekcji wielu enzymdéw bezposrednio w zelu poliakrylamidowym,
eliminujac konieczno$¢ czasochtonnego transferu biatek. Dlatego w kolejnym etapie badan
wymieniono biotyn¢ na rézne znaczniki fluorescencyjne i zsyntetyzowano po jednym

markerze chemicznym dla kazdego czynnika krzepnigcia. Wybrano fluorofory takie jak
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cyjanina 3, cyjanina 5, cyjanina 7 i BODIPY FLodipy, ktore charakteryzujg si¢ minimalnym
nakladaniem widm emisji fluorescencji. W projektowaniu markerow chemicznych
wykorzystano wczesniej otrzymane selektywne sekwencje peptydowe i1 zsyntetyzowano
cztery ABPs drugiej generacji o ogolnych strukturach Cy5-6-Ahx-Lys-Dab(Z)-Lys-
Arg®(OPh), (P-SMA172) dla APC, Cy7-6-Ahx-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg’(OPh);
(P-SMI1I222) dla trombiny, Cy3-6-Ahx-DPro-hArg-1-Nal-Arg’(OPh), (P-SMX152)
dla czynnika Xa oraz BODIPY-PEG(4)-Tyr(2,6-Cl.-Z)-Nle-Glu(Bzl)-Arg”(OPh);
(P-SMXI52) dla czynnika Xla (Rysunek 34).
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Rysunek 34. Struktury fluorescencyjnych markeréw chemicznych i inhibitoréw dedykowanych
APC, trombinie, czynnikowi Xa i czynnikowi Xla.

80



Otrzymane markery chemiczne w swojej strukturze posiadaly reaktywna grupe
wigzgcg (fosfonian difenylu), ktora nieodwracalnie wigze si¢ w miejscu aktywnym proteaz,
nadajagc markerom wlasciwosci inhibitora kowalencyjnego [60]. Aby uzbroi¢ si¢ w caty
wachlarz narzedzi chemicznych umozliwiajacych badanie aktywno$ci czynnikéw
krzepnigcia, w kolejnym kroku zastgpiono znaczniki fluorescencyjne grupa acetylowg
i zaprojektowano zestaw prostych inhibitorow peptydowych. Zsyntetyzowano cztery
inhibitory, mianowicie 1-SMA17 (Ac-Lys-Dab(Z)-Lys-Arg”(OPh),), 1-SM1122 (Ac-hCha-
Cys(MeBzl)-Pip-Arg°(OPh),) i 1-SMX15 (Ac-DPro-hArg-1-Nal-Arg”(OPh),), 1-SMXI5
(Ac-Tyr(2,6-Clo-Z)-Nle-Glu(Bzl)-Arg”(OPh),) odpowiednio do badania aktywnosci APC,
trombiny, czynnika Xa i czynnika Xla (Rysunek 34).

3.4.2. Synteza fluorescencyjnych markeréw chemicznych i inhibitorow

Metoda syntezy fluorescencyjnych markeré6w chemicznych oraz inhibitoréw byta
analogiczna do syntezy biotynylowanych markerow. W przypadku markeréw drugiej
generacji syntez¢ fragmentow peptydowych z linkerem dokonano na zywicy
2-chlorotritylowej, a znaczniki fluorescencyjne sprzggano przy uzyciu DIPEA przez noc.
Fragmenty te nastepnie odlgczono od zywicy (22), zliofilizowano i sprzegnigto z grupg
wigzacg (19). Reakcje monitorowano przy pomocy HPLC analitycznego, nastepnie
przeprowadzono ekstrakcje otrzymanych zwiazkoéw (23) oraz $cigganie grup blokujacych
kwasem trifluorooctowym (24). Otrzymane zwigzki 0czyszczano, a ich czysto$¢ i masg
potwierdzono. Nastepnie je zliofilizowano 1 rozpuszczono w DMSO do koncowego stezenia

réwnego 10 mM (Rysunek 35).
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TFA/DCM/TIPS

Rysunek 35. Schemat syntezy fluorescencyjnych markeré6w chemicznych (24). Sprzgganie
fragmentow peptydowych zawierajacych linker (dla przyktadu — 6-Ahx) oraz fluorofor
(dla przyktadu — Cy3) (22) z grupa wiazaca (19) oraz usuwanie grup ochronnych z (23) i otrzymanie
fluorescencyjnych markerow chemicznych (24).

W celu otrzymania inhibitorow, grup¢ aminowg fragmentu peptydowego
(bez linkera) poddano reakcji acetylacji przy uzyciu AcOH, HBTU i DIPEA przez godzing.
Tak przygotowane fragmenty peptydowe (25) poddano analogicznym reakcjom jak
w przypadku syntezy biotynylowanych i fluorescencyjnych markerow chemicznych

otrzymujac ostatecznie gotowe inhibitory (27) (Rysunek 36).
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Rysunek 36. Schemat syntezy inhibitoréw (26). Sprz¢ganie zacetylowanych fragmentow
peptydowych (25) z grupa wiazaca (19) oraz usuwanie grup ochronnych z (26) i otrzymanie
inhibitorow (27).

3.4.2. Badanie selektywnosci fluorescencyjnych markeréw chemicznych przy uzyciu

metody SDS-PAGE

Aby oceni¢ uzytecznos$¢ i selektywnos¢ fluorescencyjnych markerow chemicznych
w znakowaniu odpowiednich czynnikéw krzepniecia, przeprowadzono analize SDS-PAGE
w identycznych warunkach, jak poprzednio w przypadku biotynylowanych ABPs (stosunek
marker:enzym wynosit 1 lub 5, w zaleznosci od uzytego ABP, a czas inkubacji 30 minut).
Jako kontrole zastosowano jedynie markery lub enzymy (Rysunek 37A). Po transferze
biatek na membrany nitrocelulozowe, analizowano je przy uzyciu réznych dtugosci fal
dobranych odpowiednio do zastosowanych znacznikéw fluorescencyjnych. Zaobserwowano
cztery wyrazne sygnaty fluorescencyjne generowane przez znakowanie kazdej proteazy jej
selektywnym markerem oraz brak innych pasm mogacych $wiadczy¢ o potencjalnej
aktywnosci krzyzowej markeréw z innymi czynnikami krzepnigcia. Dodatkowo w rzgdach,
gdzie naniesiono kontrole, nie zaobserwowano zadnych prazkéw, co wyklucza mozliwo$é
wystepowania zjawiska autofluorescencji pochodzacej od markerow lub enzymow.
Na podstawie otrzymanych wynikow potwierdzono wysoka selektywno$¢ markerow
chemicznych drugiej generacji 1 mozliwos¢ ich zastosowania w probkach biologicznych

zawierajacych wiele czynnikéw krzepniecia krwi jednoczenie.
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A Fluorescencyjne markery chemiczne

APC trombina
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B Znakowanie i inhibicja

APC[200nM] + + - - - - - -
trombina [200nM] - - + + - - - -
czynnik Xa [200nM] - - = - + 4+ - -
czynnik Xla[200nM] - - - - - - + +
I-SSMA17 [SpM] - + - - - -
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I-SSMX15[5uM] = - - - - 4+ - -
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MW [kDa]

[ | m—
P-SMII222 P-SMX152
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Rysunek 37. Fluorescencyjne markery chemiczne i inhibitory dedykowane APC, trombinie,
czynnikowi Xa i czynnikowi Xla. (A) Znakowanie oczyszczonych czynnikow krzepnigcia
fluorescencyjnymi ABPs. Enzymy (200 nM) inkubowano oddzielnie z kazdym markerem (stosunek
marker:enzym wynosit 1 lub 5, w zaleznos$ci od uzytego ABP) przez 30 minut w temperaturze 37°C.
Probki nastgpnie poddawano analizie SDS-PAGE i Western blot, a otrzymane membrany
wizualizowano przy dtugosci fali 520 nm dla Cy3, 658 nm dla Cy5, 784 nm dla Cy7 oraz 488 nm
dla BODIPY przy uzyciu urzadzenia Azure Biosystems Sapphire Biomolecular Imager.
Przedstawione dane odzwierciedlaja co najmniej trzy oddzielne eksperymenty biologiczne.
(B) Jednoczesne znakowanie i inhibicja czynnikow krzepnigcia. Kazdy enzym (200 nM)
inkubowano z odpowiednim inhibitorem (koncowe stezenie inhibitora 5 uM) przez 60 minut.
Nastepnie do kazdej probki dodano odpowiedni marker chemiczny (stosunek marker:enzym wynosit
1 Iub 5, w zaleznosci od uzytego ABP, 30 minut). Probki poddawano elektroforezie i transferowi
na membrang. Wizualizacje wykonano w taki sam sposob jak opisano wyzej.
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3.4.3. Jednoczesne znakowanie oraz inhibicja czynnikow krzepniecia krwi przy uzyciu

fluorescencyjnych markeréw chemicznych i inhibitorow

Niskoczasteczkowe markery chemiczne z zatozenia reagujg z centrum aktywnym
enzymow. W celu zbadania selektywnos$ci wigzania si¢ ABPs drugiej generacji z miejscem
aktywnym badanych proteaz w kolejnym eksperymencie przed dodaniem markeréw
chemicznych, czynniki krzepnigcia zostaly wstgpnie zahamowane za pomoca
dedykowanych im inhibitorow. APC inkubowano z I-SMA17, trombing z I-SM1122, czynnik
Xa z I-SMX15, a czynnik Xla potraktowano 1-SMXI5 (5 uM kazdego inhibitora, 60 minut
inkubacji). Nastepnie do probek dodano odpowiednie fluorescencyjne markery chemiczne
(stosunek marker:enzym wynosit 1 lub 5, w zalezno$ci od uzytego ABP, a czas inkubacji
30 minut). Jako kontrole uzyto proteazy traktowane tylko odpowiednimi ABPS
(Rysunek 37B). Analiza Western blot wykazata, ze wszystkie cztery inhibitory zablokowaty
miejsca aktywne badanych proteaz, uniemozliwiajac wigzanie si¢ markerow chemicznych.
Wyniki te §wiadcza o tym, ze markery chemiczne drugiej generacji wigzg si¢ w obrgbie
miejsca aktywnego enzyméw, dodatkowo potwierdzajac przydatnos¢ tych narzedzi
chemicznych i mozliwos¢ ich zastosowania do badania aktywnosci APC, trombiny,

czynnika Xa i czynnika XIa w probkach biologicznych.

3.4.3. Badania kinetyczne fluorescencyjnych markerow chemicznych i inhibitorow

Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie aktywnosci i selektywnosci otrzymanych
markerow chemicznych 1 inhibitorow poprzez wyznaczenie ich parametrow kinetycznych
wzgledem badanych czynnikow krzepnigcia. W tym celu do kazdego enzymu dodano
seryjnie rozcienczony marker lub inhibitor, a nastgpnie uzyto wczesniej zsyntetyzowanych
substratow (dobranych dla kazdego enzymu indywidualnie), dla ktorych badano stopien
hydrolizy w zaleznoS$ci o uzytego stezenia markera lub inhibitora. Do eksperymentu uzyto
stezen markerow/inhibitorow w zakresie od 308 nM do 100 uM, w zaleznosci od uzytego
zwigzku oraz statego stgzenia kazdego z enzymédw (10 nM). Réwnolegle prowadzono takze
pomiar kontrolny, w ktorym obserwowano hydrolize¢ substratu bez markera/inhibitora.
Wykres zaleznoSci stezenia markera/inhibitora od aktywno$ci enzymu utworzony
w programie GraphPad Prism pozwolil na wyliczenie pozornej statej szybkosci drugiego
rzedu kops(app)/l. Aby wyznaczy¢é wilasciwosci inhibicyjne kazdego markera/inhibitora
postuzono si¢ wartoscig kobs/l, ktorg wyliczono z rownania Kops/I = Kobs(app)/1 x (1+[S]/Km),

gdzie Kwm to stata Michaelisa-Menten dla danego substratu, a [S] to jego uzyte st¢zenie.
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Analiza kinetyczna inhibitora (I-SMA17) i markera (P-SMA172) dedykowanego
APC wykazata bardzo dobrag wydajnos$¢ inhibicji wzglgdem APC z warto$ciami Kops/I
wynoszacymi odpowiednio 1980 + 20 M1s?t i 2250 + 170 M1s? (Tabela 7). Zgodnie
z przewidywaniami, nie zaobserwowano reakcji krzyzowej I-SMAL7 oraz P-SMA172
z trombing i czynnikiem Xa, co odzwierciedla wyniki analizy SDS-PAGE (Rysunek 37A).
Porownanie warto$ci kobs/l narzedzi chemicznych dedykowanych trombinie wykazato,
ze I-SMII22 hamowat trombine (kobs/l = 209000 + 13 800 M1s) 348- i 2087-krotnie lepiej
niz odpowiednio APC (Kobs/I = 600 + 30 Ms) i czynnik Xa (Kobs/I = 100 = 0,1 Ms™?).
Zamiana N-konca z grupy acetylowej (I-SMI122) na duza pochodng cyjaninowg Cy7
(P-SMI1222) znaczaco zmniejszyta wartoéé kobs/l markera do 3500 + 300 M1s™, Wynika to
prawdopodobnie z zawady sterycznej w kieszeniach oddalonych od miejsca aktywnego
enzymu, spowodowanej duzym rozmiarem znacznika fluorescencyjnego. Marker
P-SMI1222 zachowat jednak swoja selektywnos¢, na co wskazywata analiza Western blot,
a co potwierdzily badania kinetyczne (Rysunek 37A, Tabela 7). Zaobserwowano,
ze narzg¢dzia chemiczne dedykowane czynnikowi Xa: I-SMX15 i P-SMX152 wigzaty si¢
z czynnikiem Xa z podobnymi statymi szybkosci inhibicji, odpowiednio Kobs/I = 1200 + 100
Mst i Kops/I = 1800 £ 100 MIs?. Co wazne, nie zaobserwowano rowniez krzyzowe;
aktywnosci P-SMX152 z trombing, podczas gdy hamowanie APC byto 75-krotnie mniej
wydajne, co potwierdzito selektywno$¢ fluorescencyjnego markera wzgledem czynnika Xa
(Tabela 7).

Tabela 7. Parametry kinetyczne (Kobs/l) fluorescencyjnych markeréw chemicznych i inhibitorow
APC, trombiny i czynnika Xa wzgledem tych czynnikéw krzepnigcia. Dane przedstawiaja wartosci
$rednie + s.d.; n = 3, gdzie n oznacza liczbg niezaleznych eksperymentow.

kobs/1 [M*s71]

marker chemiczny/inhibitor APC trombina czynnik Xa
Cy5-6-Ahx-Lys-Dab(Z)-Lys-Arg"(OPh); 2250+ 170 NW NW
Ac-Lys-Dab(2)-Lys-Arg"(OPh), 1980 + 20 NW NW
P-SMII222 Cy7-6-Ahx-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg’(OPh), 292 +4 3500 + 300 375+ 36
I-SMII22  Ac-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg(OPh), 600 + 30 209000 + 13800 100+0,1
P-SMX152 Cy3-6-Ahx-DPro-hArg-1-Nal-Arg"(OPh), 24+1 NW 1800 + 100
I-SMX15  Ac-DPro-hArg-1-Nal-Arg"(OPh); 90+6 90+1 1200 £ 100

(NW) nie wyznaczono ze wzgledu na niskg inhibicje enzymu
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W przypadku narzedzi chemicznych dedykowanych czynnikowi Xla
zaobserwowano, ze zamiana N-koncowej grupy acetylowej na fluorofor BODIPY FL
spowodowala wyrazne obnizenie wartosci kops/I z 54700 + 2800 M1st dla 1-SMXI15 na 3120
+ 100 M?'s? w przypadku markera P-SMXI52. Odzwierciedla¢ to moze preferencje
katalityczne czynnika Xla poza kieszeniami P4-P1. Marker P-SMXI52 zachowat jednak
swojg selektywno$¢ (Rysunek 37A, Tabela 8), co czyni go pierwszym opisanym

selektywnym fluorescencyjnym ABP dedykowanym czynnikowi Xla.

Tabela 8. Parametry kinetyczne (kons/l) fluorescencyjnego markera chemicznego i inhibitora
czynnika Xla wzgledem APC, trombiny, czynnika Xa i czynnika Xla. Dane przedstawiajg warto$ci
$rednie + s.d.; n = 3, gdzie n oznacza liczb¢ niezaleznych eksperymentdw.

kobs/1 [Ms]

marker chemiczny/inhibitor APC trombina czynnik Xa czynnik Xla
Bodipy-PEG(4)-Tyr(2,6-Cl,-Z)-Nle-Glu(Bzl)-Arg’(OPh), NW NW NW 3120+ 100
Ac-Tyr(2,6-Cl,-2)-Nle-Glu(Bzl)-Arg’(OPh), 1570 £ 20 NW 100+13 54700 * 2800

(NW) nie wyznaczono ze wzgledu na niska inhibicje enzymu
3.5. Znakowanie czynnikéw krzepniecia w ludzkim osoczu
3.5.1. Optymalizacja warunkow detekcji czynnikow krzepnig¢cia w ludzkim osoczu

Gléwnym celem badan bylo opracowanie narzedzi zdolnych nie tylko do
wizualizacji 1 rozrézniania oczyszczonych czynnikow krzepniecia, ale takze do ich detekcji
w zlozonych probkach biologicznych. Wczesniejsze znakowanie przy uzyciu metody
SDS-PAGE i analiza kinetyczna wykazaty, ze markery P-SMA172, P-SMI11222, P-SM X152
I P-SMXI52 selektywnie wigzg sie i detektujg odpowiednio APC, trombine, czynnik Xa
I czynnik Xla. Aby sprawdzi¢ przydatno$¢ tych narzedzi chemicznych w znakowaniu
czynnikow krzepnigcia w probkach biologicznych, do kolejnego eksperymentu wybrano
ludzkie osocze. Jest to ztozony kompleks biologiczny, w ktorym obecnych jest wiele biatek
oraz wszystkie czynniki krzepniecia [16, 191], ktore mogltyby zosta¢ btednie wyznakowane
przez nieselektywne ABPs. Otrzymane fluorescencyjne markery chemiczne drugiej
generacji w swojej strukturze posiadaty fosfonianowa grupe wiazaca, dzigki ktérej dziatanie
markerow skierowane bylo tylko na proteazy serynowe, a dodatkowo selektywnos$¢
zapewnia¢ takze miat indywidualnie dobrany do kazdego enzymu fragment peptydowy.

W kolejne etapie badan sprawdzono czy fluorescencyjne markery wyznakuja odpowiednie
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biatka w probkach ludzkiego osocza oraz w jakich warunkach znakowanie to bedzie

selektywne 1 nie wystgpig tzw. Wigzania krzyzowe z innymi proteazami.

W pierwszej czesci badan nad wizualizacjg czynnikéw krzepniecia w ludzkim
osoczu sprawdzono limit detekcji kazdego enzymu przy zmiennym st¢zeniu markerow.
Znakowanie scharakteryzowano poprzez inkubacj¢ chelatowanego EDTA o0socza
z czterema fluorescencyjnymi ABPs (oddzielnie) w st¢zeniach od 1 do 20 uM przez
60 minut (Rysunek 38). Wyzsze stezenie markerow oraz podwojony czas inkubacji
w porownaniu do poprzednich eksperymentow na celu miaty sprawdzenie, czy w takich
warunkach nadmiar danego markera po wyznakowaniu odpowiedniego enzymu nie zwiagze
si¢ nieselektywnie z innymi proteazami. Jako kontrolg zastosowano osobno osocze
i markery. Gotowe probki poddano analizie SDS-PAGE i Western blot, a membrany

nastepnie inkubowano z przeciwciatami anty-PC, anty-fll, anty-fX i anty-fXI.

Zaobserwowano, iz w probkach osocza obecne byly wszystkie cztery czynniki
krzepnigcia (APC, trombina, czynnik Xa i czynnik Xla) o czym $wiadczg otrzymane sygnaty
od kazdego przeciwciata (kolor zielony). Wyniki wykazaty takze, ze enzymy te moga by¢
wyznakowane w osoczu za pomocg otrzymanych selektywnych ABPs: P-SMA172,
P-SMI1222, P-SMX152 i P-SMXI52 (kolor czerwony). Poprawnos¢ znakowania markerow
potwierdzito naktadanie si¢ ich sygnalow z prazkami odpowiadajacymi przeciwciatom.
P-SMA172 zwiazat si¢ z APC w osoczu juz przy najnizszym zastosowanym stezeniu
markera (1 uM) i utrzymywat swoja selektywnos¢ do 10 uM. Przy stezeniu markera rownym
20 uM zauwazono niewielki dodatkowy sygnat miedzy 25, a 35 kDa. Po inkubacji
P-SMI1222 z osoczem zaobserwowano silny prazek odpowiadajacy trombinie. Znakowanie
trombiny utrzymywato swoja selektywnos¢ nawet przy bardzo wysokim stezeniu markera
(20 uM). Ponadto zauwazono, ze P-SM X152 znakowat gléwnie czynnik Xa, chociaz przy
wyzszych stezeniach (10 uM i 20 uM) wykazywal pewng aktywnos¢ krzyzowa z innym
biatkiem, co sugeruje, ze dobér odpowiedniego stezenie tego markera jest kluczowy dla
osiaggnigcia selektywnosci w detekcji czynnika Xa w ludzkim osoczu. W przypadku
P-SMX152 zaobserwowano wyrazny sygnat rozpoczynajac od 2 uM ABP, ktory pozostat
selektywny nawet przy wysokim st¢zeniu markera (20 uM). Otrzymane wyniki pokrywaja
si¢ z badaniami na oczyszczonych enzymach i potwierdzajag mozliwos¢ zastosowania
wszystkich zsyntetyzowanych fluorescencyjnych markeréw chemicznych do selektywnego

znakowania aktywno$ci APC, trombiny, czynnika Xa i czynnika XIa w ludzkim osoczu.
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Znakowanie czynnikow krzepniecia w ludzkim osoczu

APC trombina
osoczce + + + + + + - / osocze + + + + + + - \
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Rysunek 38. Znakowanie czynnikow krzepnigcia (APC, trombina, czynnik Xa, czynnik Xla)
w ludzkim osoczu. W optymalizacji stezenia markerow ludzkie osocze inkubowano z kazdym

MW [kDa]

MW [kDa]

fluorescencyjnym ABP oddzielnie przy réznych stezeniach markera w zakresie od 1 do 20 uM przez
60 minut w temperaturze 37°C. Probki nastgpnie poddawano analizie SDS-PAGE i Western blot,
obecno$¢ czynnikéw krzepnigcia potwierdzono odpowiednimi przeciwciatami, a membrany
detektowano za pomocg Azure Biosystems Sapphire Biomolecular Imager w nastepujacy sposob:
APC przy 658 nm (detekcja Cy5) i 488 nm (detekcja przeciwciata), trombing przy 784 nm (detekcja
Cy7) i 658 nm (detekcja przeciwciata), czynnik Xa przy 520 nm (detekcja Cy3) i 658 nm (detekcja
przeciwciata), czynnik Xla przy 488 nm (detekcja BODIPY) i 658 nm (detekcja przeciwciata).
Przedstawione dane odzwierciedlajg co najmniej trzy oddzielne eksperymenty biologiczne.
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3.5.2. Jednoczesne znakowanie APC, trombiny i czynnika Xa w ludzkim osoczu

Wszystkie czynniki oraz zwiagzki biorace udziat w $ciezce koagulacyjnej odgrywaja
istotng role w utrzymaniu réwnowagi mi¢dzy krzepnigciem, a krgzeniem krwi. ROwnowaga
ta zalezy jednak gltownie od aktywnosci trzech proteaz serynowych uczestniczacych
w koncowym etapie kaskady: APC, trombiny i czynnika Xa. Zachwianie naturalnie
wystepujacych poziomow tych proteaz w osoczu moze prowadzi¢ do powaznych zaburzen,
a nieprawidlowg aktywno$¢ tych czynnikéw krzepnigcia powigzano z takimi schorzeniami
jak hemofilia [138], zakrzepica [139-141], rozsiane wykrzepianie wewnatrznaczyniowe
[142], choroba Alzheimera [47, 48], sepsa [272], udar mozgu [39, 162], nowotwory [273],
stwardnienie rozsiane [46] i COVID-19 [161, 210]. Liczne role APC, trombiny i czynnika
Xa zar6wno w procesach fizjologicznych, jak i patofizjologicznych, zwiekszaja znaczenie
monitorowania ich aktywno$ci w probkach biologicznych. W wielu przypadkach
jednoczesne zaburzenie rownowagi tych czynnikow krzepnigcia moze wskazywac na stan
chorobowy. Dlatego, aby lepiej zrozumie¢ funkcje i doktadne role APC, trombiny i czynnika

Xa, ich aktywnos¢ powinna by¢ badana rownoczes$nie.

Po ustaleniu optymalnego stezenia markerow wymaganego do selektywnego
znakowania APC, trombiny i czynnika Xa (5 uM kazdego z markeréw: P-SMA172,
P-SMI1222 i P-SMX152), w kolejnym eksperymencie ludzkie osocze inkubowano nie tylko
z pojedynczymi markerami, ale takze z mieszaning tych trzech ABPS w réznych
konfiguracjach (pojedynczo, parami, wszystkie trzy jednoczesnie). Otrzymane probki
poddano analizie SDS-PAGE, a nastgpnie bezposredniej wizualizacji czynnikow w zelu.
Otrzymano trzy wyrazne i selektywne prazki reprezentujace kazdy z trzech czynnikow
krzepnigcia 0sobno jak 1 ich mieszaning ostatecznie potwierdzajac skuteczno$é

zsyntetyzowanych fluorescencyjnych markeréw chemicznych (Rysunek 39).

Zaprezentowane badania na ludzkim osoczu z wykorzystaniem zsyntetyzowanych
fluorescencyjnych markerow chemicznych stanowia szybka i prosta metod¢ pomiaru
aktywnos$ci APC, trombiny 1 czynnika Xa. W przysztosci markery te moga by¢ stosowane
jako narzedzia diagnostyczne, zosta¢ wykorzystane w badaniach osocza pacjentéw celem
wizualizacji poziomu czynnikdw krzepnigcia i utatwia¢ wybor odpowiedniej terapii w takich

zaburzeniach jak zakrzepica, udar, sepsa i wielu innych.
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Rysunek 39. Jednoczesne znakowanie czynnikéw krzepnigcia (APC, trombina, czynnik Xa)
w ludzkim osoczu. (A) Graficzny schemat metodologii zastosowanej do jednoczesnego znakowania
czynnikow krzepniecia w ludzkim osoczu. (B) Jednoczesne znakowanie czynnikow krzepnigcia
w ludzkim osoczu. Ludzkie osocze inkubowano z 5 puM kazdego ABP znakowanego
fluorescencyjnie i poddano analizie SDS-PAGE. Bezposrednia detekcja czynnikéw krzepnigcia
w zelu zostata przeprowadzona przy 520 nm dla Cy3, 658 nm dla Cy5 i 784 nm dla Cy7 przy uzyciu
Azure Biosystems Sapphire Biomolecular Imager. Przedstawione dane odzwierciedlaja co najmniej
trzy oddzielne eksperymenty biologiczne.
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4. PODSUMOWANIE I WNIOSKI KONCOWE

Hemostaza to dynamiczny proces utrzymywania zamkni¢tego uktadu krazenia,
w ktorym uszkodzone naczynie krwionosne jest naprawiane przez bogaty w fibryn¢ skrzep
ptytkowo-wtdknikowy w celu spowolnienia i zatrzymania krwawienia [274]. Kaskada
krzepnigcia jest niezbedna do utrzymania skutecznej hemostazy, poniewaz rozpoczyna
proces naprawy uszkodzonego Srodblonka i zapobiega samoistnemu krwawieniu.
Ten skomplikowany proces obejmuje kilka reakcji, w ktorych proteazy serynowe odgrywaja
najistotniejszg role. APC, trombina i czynnik Xa to enzymy zalezne od witaminy K
uczestniczagce w koncowym etapie Sciezki koagulacyjnej [15, 16, 82]. Obnizona lub
podwyzszona aktywnos¢ jednego z tych czynnikow lub kilku jednocze$nie moze prowadzic¢
do takich zagrazajacych zyciu chordb, jak hemofilia [138, 157], zakrzepica [139, 140]
i rozsiane wykrzepianie wewnatrznaczyniowe [142]. Obnizenie st¢zenia APC stwierdzono
u pacjentow z poinfekcyjnym udarem niedokrwiennym [39, 141] i sepsa [160]. Zwigkszone
wytwarzanie trombiny wykazano w patogenezie stwardnienia rozsianego [46] i chorobie
Alzheimera [47, 48]. Ponadto aktywno$¢ trombiny przyczynia si¢ do udaru mozgu [162]
| jest zwigzana z progresja nowotworow [273]. Ostatnie badania wskazuja tez na mozliwos¢
zastosowania inhibitorow trombiny i czynnika Xa w leczeniu pacjentow z COVID-19
[161, 210]. Inng proteazg serynowa zaangazowang w kaskade krzepnigcia, ktora w ostatnich
latach zyskala wiele uwagi jest czynnik Xla. Enzym ten odbiega strukturalnie od wczesniej
wspomnianych proteaz zaleznych od witaminy K (APC, trombiny i czynnika Xa). Czynnik
Xla jest czgscig szlaku wewnatrzpochodnego 1 znajduje si¢ na wczesnym etapie kaskady
krzepnigcia, przez co jego znaczenie w utrzymaniu prawidtowej hemostazy jest ograniczone
[143, 144]. Ostatnie badania kliniczne wskazujg jednak, ze podwyzszona aktywno$¢
czynnika Xla wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem niedokrwiennego udaru moézgu [133,
227], zakrzepicy zyt glebokich [228, 229] i zawatu serca [230]. Dane te sugeruja, ze czynnik
Xla odgrywa wazng rolg¢ w chorobach zakrzepowo-zatorowych, ktore sg gtowna przyczyna
$miertelnosci i odpowiadajg za jeden na cztery zgony na catym $wiecie [145]. Liczne role
APC, trombiny, czynnika Xa i Xla w procesach fizjologicznych, jak i patofizjologicznych,
zwigkszaja znaczenie monitorowania ich aktywnos$ci w probkach biologicznych jako
markeréw farmakodynamicznych i diagnostyczno-prognostycznych. Dlatego celem
niniejszej rozprawy doktorskiej bylo opracowanie zestawu selektywnych narzedzi
chemicznych, umozliwiajacych szybkie i proste wykrywanie aktywnosci i znakowanie

tych czterech enzymow w tak zlozonym ukladzie jak ludzkie osocze.
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Od weczesnych lat 80-tych XX wicku profile specyficznosci substratowej APC,
trombiny, czynnika Xa i Xla okre$lano na podstawie sekwencji ich fizjologicznych
substratow [71, 82, 167, 168, 233, 234], przy uzyciu réoznych technik, w tym PS-SCL [71],
»phage display” [170], wykorzystujac chromogeniczne substraty peptydowe [169, 170] oraz
na podstawie struktur krystalicznych domen katalitycznych tych enzyméw [134, 151, 174].
Uzyskane w ten sposob profile specyficznosci substratowej opieraly si¢ wylacznie na
naturalnych aminokwasach, co znacznie ograniczylo rozwoj selektywnych narzedzi
chemicznych zdolnych do rozrézniania czynnikéw krzepniecia miedzy soba. Dodatkowo
badania te wykazaly, ze wszystkie cztery proteazy oddziatywaly prawie wylacznie
z dodatnio natadowang reszta argininy w pozycji P1 sprawiajac, iz zaprojektowanie
selektywnych sekwencji peptydowych stanowito dodatkowe wyzwanie. Aby rozwigzac ten
problem, w niniejszej rozprawie doktorskiej zastosowano zdefiniowang biblioteke (P1)
oraz technologiec HyCoSuL (P4-P2) [88] w celu doktadnego profilowania preferencji
substratowych czynnikow krzepnigcia. Glowna zaletg tego podejscia byto wykorzystanie
duzej puli nienaturalnych aminokwasow, co pozwolito na szersza eksploracje przestrzeni
chemicznej w pozycjach P4-P1 i na pokrycie wielu oddzialywan migdzy kieszeniami

centrum aktywnego enzymow, a substratami.

Otrzymane wyniki dotyczace preferencji substratowej APC, trombiny, czynnika Xa
I czynnika Xla w pozycji P1 byly zgodne z wczeséniejszymi badaniami. Wszystkie cztery
enzymy preferencyjnie hydrolizowaly wiazania peptydowe po zasadowej reszcie L-Arg.
Przeprowadzone badania kinetyczne z wuzyciem biblioteki HyCoSuL wykazaty,
ze w kieszeni APC S2 najlepiej rozpoznawanym naturalnym aminokwasem byta L-Lys,
a do selektywnych nienaturalnych aminokwasow nalezata hydrofobowa reszta L-Igl.
W przypadku trombiny w celu uzyskania selektywno$ci i zmniejszenia aktywnosci
krzyzowej z innymi proteazami do konstrukcji substratow uzyto dwoch pochodnych proliny
(L-Aze i L-Pip). Czynnik Xa mozna bylo odrozni¢ od reszty enzymdéw za pomoca
nienaturalnych aminokwasow, takich jak L-Bta i L-1-Nal. Najbardziej preferowanymi
resztami aminokwasowymi w przypadku czynnika Xla byly te z duza grupa benzylows,
przy czym L-His(Bzl) i L-Glu(Bzl) byly najlepsze pod wzgledem selektywnosci.
W przypadku kieszeni S3, APC, trombina i czynnik Xa wykazywaty podobne preferencje
substratowe w stosunku do naturalnych aminokwasow. APC odrézniono od trombiny
I czynnika Xa poprzez wbudowanie w strukture substratow nienaturalnego L-Dab(Z).

W przypadku trombiny wybrano pochodne cysteiny, z czego L-Cys(MeBzl) okazata si¢ by¢
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najlepsza. Preferencja czynnika Xa wzgl¢dem pochodnej argininy wydtuzonej o jedna grupe
metylenowg L-hArg odrozniata ten czynnik od APC i trombiny. Kieszen S3 czynnika Xla
znaczaco roznita si¢ od kieszeni APC, trombiny i czynnika Xa, a wybor L-Nle i L-Dht
zwigkszyl selektywno$c¢ otrzymanych struktur. W pozycji P4 w przypadku APC to naturalna
reszta L-Lys okazala si¢ by¢ najbardziej selektywna, a nienaturalnie reszta L-hCha pozwolita
na uzyskanie pozadanej selektywno$¢ substratow trombiny. Dla czynnika Xa w pozycji P4
najbardziej preferowanym aminokwasem byla L-Met, jednak reszta rozpoznawang
wylacznie przez czynnik Xa byta D-Pro. W przypadku czynnika Xla to pochodna tyrozyny
L-Tyr(2,6-Cl>-Z) okazata si¢ by¢ selektywna.

Dysponujac bardzo szczegdétowym obrazem specyficznoséci substratowej miejsc
aktywnych czterech czynnikoéw krzepnigcia (APC, trombiny, czynnika Xa i czynnika Xla)
dla kazdej proteazy wybrano reszty aminokwasowe preferowane tylko przez ten enzym
i zsyntetyzowano seri¢ fluorogenicznych tetrapeptydowow, ktore nastepnie zbadano pod
katem ich selektywnosci. Wykorzystujac nienaturalne aminokwasy otrzymano SMAS
(Ac-Lys-Dab(2)-1gl-Arg-ACC), najlepszy substrat APC 1z dotychczas opisanych
w literaturze. Poniewaz celem bylo stworzenie najbardziej selektywnej struktur, uzyskano
substrat  SMA17 (Ac-Lys-Dab(Z)-Lys-Arg-ACC), ktory wykazywat bardzo wysoki
stosunek selektywnosci kkat/Km. Najbardziej selektywnym substratem uzyskanym dla
trombiny byt SMI122 (Ac-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg-ACC), a dla czynnika Xa SMX15
(Ac-DPro-hArg-1-Nal-Arg-ACC). Natomiast dla czynnika Xla znaleziono dwa selektywne
tetrapeptydy (SMXI5, Ac-Tyr(2,6-Cl.-Z)-Nle-Glu(Bzl)-Arg-ACC i SMXI19, Ac-Tyr(2,6-
Cl2-2)-Dht-His(Bzl)-Arg-ACC). Do tej pory nie znaleziono tak selektywnych substratow
dla czynnikow krzepnigcia, ktore wykorzysta¢ mozna do badan kinetycznych nad
aktywnoscig tych enzymow, a struktury opisane w tej pracy wypelniaja te lukg. Dodatkowo
substraty te moga by¢ tatwo przeksztatcone w inhibitory i markery chemiczne, co roéwniez

zaprezentowano W niniejszej rozprawie.

W kolejnym etapie zsyntetyzowano seri¢ czterech fluorescencyjnych markerow
chemicznych: P-SMA172 (Cy5-6-Ahx-Lys-Dab(Z)-Lys-Arg"(OPh).) dla APC, P-SMI1222
(Cy7-6-Ahx-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg”(OPh)2) dla trombiny, P-SMX152 (Cy3-6-Ahx-
DPro-hArg-1-Nal-Arg”(OPh),) dla czynnika Xa oraz P-SMXI52 (BODIPY-PEG(4)-
Tyr(2,6-Cl-Z)-Nle-Glu(Bzl)-Arg”(OPh),) dla czynnika Xla. Takie fluorescencyjne ABPs

moga zosta¢ wykorzystane do bezposredniej detekcji czynnikéw Kkrzepniecia w zelu,
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co daje im przewage nad dotychczas otrzymanymi markerami aktywowanymi
enzymatycznie [162, 275-277]. Dodatkowo, wykorzystujac te same fragmenty peptydowe
zsyntetyzowano takze zestaw kowalencyjnych inhibitorow (I-SMA17 (Ac-Lys-Dab(Z)-Lys-
Arg”(OPh),) dla APC, 1-SMI1122 (Ac-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg”(OPh),) dla trombiny,
I-SMX15 (Ac-DPro-hArg-1-Nal-Arg”(OPh),) dla czynnika Xa oraz 1-SMXI5 (Ac-Tyr(2,6-
Cl,-Z)-Nle-Glu(Bzl)-ArgP(OPh),) dla czynnika Xla). Selektywnos¢ fluorescencyjnych
markero6w 1 inhibitorow sprawdzono za pomoca badan kinetycznych oraz analizy
SDS-PAGE wykorzystujac oczyszczone czynniki krzepnigcia. Otrzymane wyniki
potwierdzity selektywnos¢ wszystkich zaprojektowanych narzedzi chemicznych.
Selektywno$¢ markeréw dedykowanych APC, czynnikowi Xa i Xla jest szczegdlnie istotna,
poniewaz trombina ma ogodlng tendencje¢ do bycia bardziej aktywng proteaza [151].
Brak selektywnosci tych ABPs mogltby zaburzaé interpretacje wynikow i prowadzi¢ do
btednych wnioskéw co do aktywnosci czynnikow krzepniecia w probkach biologicznych.
W ostatnim etapie badan sprawdzono przydatno$¢ zaprojektowanych markerow
chemicznych w detekcji czynnikow krzepnigcia w ludzkim osoczu, ztozonym kompleksie
biologicznym, w ktorym obecnych jest wiele biatek oraz wszystkie czynniki krzepnigcia [16,
191]. Zaobserwowano cztery wyrazne i selektywne sygnaty, odpowiadajace kazdej badane;j
proteazie co potwierdzone zostato przeciwciatami. Znakujac czynniki krzepnigcia w osoczu
ostatecznie zweryfikowano i potwierdzono mozliwo$¢ zastosowania fluorescencyjnych
ABPs w uktadzie biologicznym oraz przedstawiono pierwszy takiego typu zestaw markerow

do jednoczesnego obrazowania aktywnosci czynnikow krzepnigcia.

Podsumowujac, w niniejszej dysertacji okreslono specyficznos¢ substratowg APC,
trombiny, czynnika Xa i Xla w pozycjach P4-P1. Opracowano zestaw selektywnych
narzgdzi chemicznych, takich jak: substraty, inhibitory, biotynylowane i fluorescencyjne
markery chemiczne do badania aktywnosci tych proteaz. Zaprojektowane fluorescencyjne
ABPs pozwolity na szybka, bezposrednia i jednoczesng detekcje czynnikow krzepnigcia
w ludzkim osoczu i moga zosta¢ nastgpniec wykorzystane do wizualizacji i poréwnania
poziomu APC, trombiny oraz czynnikow Xa i1 Xla w probkach fizjologicznych
I patofizjologicznych. Zdolnos¢ fluorescencyjnych ABPs do selektywnego znakowania
czynnikow krzepniecia jest wyjatkowo istotna, poniewaz proteazy te stuza jako markery
prognostyczne wielu zaburzen. W przysztosci otrzymane ABPs mogg by¢ zastosowane jako
narzedzia diagnostyczne i utatwia¢ wybor odpowiedniej terapii w przypadku takich choréb

jak zakrzepica, udar niedokrwienny moézgu, sepsa, choroba Alzheimera i wielu innych.
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podbiblioteka P4, podbiblioteka P3 NH, podbiblioteka P2 NH, biblioteka P1 NH,
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Rysunek 40. Schemat przedstawiajacy najwazniejsze osiagnig¢cia niniejszej rozprawy doktorskiej
W postaci strategii projektowania selektywnych narzedzi chemicznych do wizualizacji czynnikow
krzepnigcia krwi w ludzkim osoczu za pomocg metody HyCoSuL.
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5. CZESC EKSPERYMENTALNA

Wszystkie odczynniki do syntezy substratow, inhibitorow i markerow chemicznych
zakupione zostaty u komercyjnych dostawcow i uzyte bez dalszego oczyszczania. Zywica
amidowa typu Rink Amide RA (rozmiar ziaren 200-300 pm, stopnien podstawienia
0,74 mmol/g, dla substratow znakowanych ACC), zywica 2-chlorotritylowa (rozmiar ziaren
100-200 pm, stopien podstawienia 1,60 mmol/g, dla peptydéw dalej przeksztatcanych do
inhibitorow i markerow), Fmoc-6-Ahx-OH, Fmoc-PEG(4)-OH, biotyna,
N,N -diizopropylokarbodiimid (DICI, do syntezy peptydow), piperydyna (PIP, do syntezy
peptydow), O-benzotriazol-(N,N,N’,N -tetrametylouroniowy) heksafluorofosforan (HBTU,
do syntezy peptydow),  O-(7-azabenzotriazol-1-ylo)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy
heksafluorofosforan (HATU, do syntezy peptydow) i kwas trifluorooctowy (TFA, czystos¢
99%) zakupiono z firmy lIris Biotech GmbH (Marktredwitz, Niemcy). Fmoc-blokowane
aminokwasy (czystos¢ > 98%) zostaly zakupione od réznych dostawcéw: Iris Biotech
GmbH (Marktredwitz, Niemcy), Creosalus (Louisville, KY, USA), Bachem (Torrance, CA,
USA) i P3 BioSystems (Louisville, KY, USA). P2Os (pentatlenek difosforu, czystos¢ 98%)
pochodzit z firmy Avantor (Gliwice, Polska). N-hydroksybenzotriazol (HOBt, czysto$¢ >
98%) zakupiono z firmy Creosalus. 2,4,6-trimetylopirydyna (2,4,6-kolidyna, do syntezy
peptydow), 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) i triizopropylosilan (TIPS, czysto$¢ 99%) zostaty
zakupione w firmie Sigma-Aldrich (Poznan, Polska). N,N-diizopropyloetyloamina (DIPEA,
do syntezy peptydéw) otrzymano z firmy VWR International (Gdansk, Polska). Nastepujace
rozpuszczalniki zostaty zakupione w firmie Avantor: dichlorometan (DCM, czysty do
analizy), N,N’-dimetyloformamid (DMF, do syntezy peptydow), eter dietylowy (Et20,
czysty do analizy), metanol (MeOH, czysty do analizy), acetonitryl (ACN, czysty do HPLC)
i AcOH (kwas octowy, czysto$¢ 99%). Znaczniki fluorescencyjne (Cy3-NHS, Cy5-NHS,
Cy7-NHS, BODIPY FL NHS) zostaty zakupione z firmy Lumiprobe GmbH (Hannover,
Niemcy). Przeciwciato anty-PC (kurze, poliklonalne, ABIN597333) otrzymano z firmy
Antibodies-online GmbH (Aachen, Niemcy). Przeciwciata anty-fll (owcze, poliklonalne,
PAHFII-S), anty-fX (owcze, poliklonalne, PAHFX-S) i anty-fXI (owcze, poliklonalne,
PAHFXI-S) pochodzily z firmy Haematologic Technologies Inc. (Essex Junction, VT,
USA).

Indywidualne substraty, inhibitory i markery chemiczne oczyszczono za pomocg
HPLC (pompa Waters M600, detektor Waters M2489, potpreparatywna kolumna Wide Pore
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C8 Discovery, Waters sp z.0.0., Warszawa, Polska) w uktadzie rozpuszczalnikow: faza A
(woda:0,1% TFA) i faza B (acetonitryl:0,1% TFA). Czystos¢ kazdego z otrzymanych
zwigzkow potwierdzono za pomocg HPLC z zastosowaniem kolumny analitycznej
Discovery Bio Wide Pore C8 w uktadzie rozpuszczalnikow: faza A (woda:0,1% TFA) i faza
B (acetonitryl:0,1% TFA); gradient od 95% A do 5% A w czasie 15 minut. Czysto$¢
wszystkich zwigzkow wynosita > 95%. Mase czasteczkowa kazdego zwigzku potwierdzono
przy uzyciu wysokorozdzielczej spektrometrii mas na urzadzeniu WATERS LCT premier
XE wyposazonym w zrédlo jonizacji ESI (ang. electrospray ionization) oraz analizator

czasu przelotu TOF (ang. time-of-flight).
5.1. Synteza znacznika fluorogeniczego Fmoc-ACC-OH

Synteze fluorogeniczne;j grupy reporterowej, ACC (7-amino-4-
karbamoilometylokumaryna), przeprowadzono zgodnie z metodg wielkoskalowa opisang
przez Maly'ego i wspotpracownikow [81]. Ogdlny schemat czteroetapowej syntezy

przedstawiono na Rysunku 41.
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Rysunek 41. Schemat syntezy znacznika fluorogenicznego Fmoc-ACC-OH.
5.1.1. Synteza 3-N-(karboetoksy)aminofenolu

W dwuszyjnej kolbie okragtodennej o pojemnosci 2 L zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng, kamyczki wrzenne i mieszadlo magnetyczne umieszczono 3-aminofenol (150 g,
1,37 mola) i rozpuszczono go w 750 mL octanu etylu. Mieszaning ogrzewano

w temperaturze wrzenia octanu etylu przez 30 minut. Nast¢pnie do kolby za pomoca
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wkraplacza w ciggu godziny dodano chloromréwczan etylu (66,0 mL, 0,687 mola). Podczas
wkraplania roztworu w kolbie pojawit si¢ biaty osad produktu ubocznego. Po wkropleniu
cato$ci chloromrowczanu etylu mieszaning ogrzewano przez kolejne 30 minut, nastepnie
wylaczono grzanie i ochlodzono do temperatury pokojowej. Bialy osad, ktory powstal
w czasie reakcji przesgczono na drodze filtracji pod zmniejszonym ci$nieniem i przemyto
trzema porcjami octanu etylu (3 x 300 mL). Otrzymany przesgcz odparowano na wyparce
rotacyjnej, a powstaly biaty osad suszono na powietrzu do statej masy otrzymujac 111 g
3-N-(karboetoksy)aminofenolu z wydajnoscia 89%. Produkt uzyto w kolejnym etapie bez

wczesniejszego oczyszcezania.

IH NMR (300 MHz, DMSO-dg, 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 = 182,0817, [M+H]* zmierzone = 182,0825
5.1.2. Synteza kwasu 7-N-(karboetoksy)aminokumaryno-4-octowego

Do kolby okragtodennej o pojemnosci 3 L zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne
dodano 1,40 L 70% kwasu siarkowego, ktory przez 1 godzing chtodzono w tazni lodowej.
Nastgpnie porcjami dodawano 3-N-(karboetoksy)aminofenol (50,0 g, 0,276 mola).
Mieszaning intensywnie mieszano z jednoczesnym chtodzeniem reakcji, a po calkowitym
rozpuszczeniu 3-N-(karboetoksy)aminofenolu w ciggu godziny réwniez porcjami dodano
kwas 1,3-acetonodikarboksylowy (44,3 g, 0,303 mola). Lazni¢ lodowa usuni¢to, a reakcje
prowadzono przez 10 godzin w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszaning wylano
na rozdrobiony 16d (okoto 2 kg) i mieszano 30 minut. Powstaty osad sgczono na lejku
ze spiekiem metodg filtracji pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie przemyto eterem
dietylowym (6 x 1 L). Otrzymany osad rozpuszczono w goragcym acetonitrylu (200 mL).
Po ochtodzeniu mieszaniny do temperatury pokojowej osad przesaczono otrzymujac 52,2 ¢
biatego produktu koncowego — kwasu 7-N-(karboetoksy)aminokumaryno-4-octowego

z wydajnoscig 65%.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): § 1,21 (t, 3H, J = 7,1), 3,81 (s, 2H), 4,11 (g, 2H, J =
7.1), 6,28 (s, 1H), 7,31-7,35 (m, 1H), 7,52-7,58 (m, 2H), 10,12 (s, 1H)

HRMS: [M+H]" obliczone = 292,0816, [M+H]* zmierzone = 292,0821
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5.1.3. Synteza kwasu 7-aminokumaryno-4-octowego

W Kkolbie okragtodennej o pojemnosci 2 L zaopatrzonej w chlodnice zwrotng
i kamyczki wrzenne umieszczono 466 mL wody, a nast¢pnie malymi porcjami dodano
wodorotlenek sodu (71,4 g, 1,79 mola). Po jego rozpuszczeniu dodano kwas
7-N-(karboetoksy)aminokumaryno-4-octowy (52,2 g, 0,179 mola). Reakcje prowadzono
przez 3 godziny przy uzyciu kosza grzejnego w temperaturze wrzenia wody. Nastepnie
mieszaning ochtodzono do temperatury pokojowej, a uzywajac stezonego kwasu siarkowego
jej pH doprowadzono do 2. W kwasnym pH wytracit si¢ zolty osad kwasu
7-aminokumaryno-4-octowego, ktory oddzielony od roztworu zostal na drodze filtracji pod
zmniejszonym cisnieniem. W kolejnym etapie poprzez rekrystalizacje oddzielony zostal
takze wspoOlstracony siarczanu sodu. W tym celu kilka 20,0 g porcji suchego produkt
zanieczyszczonego siarczanem sodu kazdorazowo rozpuszczono w 300 mL acetony
o czystosci cz.d.a., a mieszaning ogrzewano przez 20 minut w temperaturze wrzenia acetonu.
Nierozpuszczony siarczan sodu przesagczono na drodze filtracji pod zmniejszonym
ci$nieniem, a otrzymany zotty przesacz odparowano do sucha na wyparce rotacyjnej

otrzymujac ostatecznie 25,2 g kwasu 7-aminokumaryno-4-octowego z wydajnoscia 64%.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): & 3,73 (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, 1H)

HRMS: [M+H]" obliczone = 220,0610, [M+H]* zmierzone = 220,0624
5.1.4. Synteza kwasu 7-N-(fluorenylometoksykarbonylo)aminokumaryno-4-octowego

Do kolby okragtodennej o pojemnosci 1 L zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne
dodano kwas 7-amino-aminokumaryno-4-octowy (10,0 g, 45,6 mmola), 75 mL
dichlorometanu oraz DIPEA (17,5 mL, 0,100 mola). Mieszaning ochtodzono w tazni
lodowej i mieszano przez 15 minut. Nastgpnie do mieszaniny dodano TMSCI (13,0 mL,
0,100 mola). Lazni¢ lodowa zastgpiono taznig wodng, a mieszaning ogrzewano pod
chlodnicg zwrotng przez 3 godziny. Po tym czasie mieszaning ochtodzono w tazni lodowej
do temperatury 5°C i porcjami dodano Fmoc-Cl (13,0 g, 50,0 mmola). Nastepnie tazni¢
lodowa usunigto, a reakcje prowadzono przez kolejne 11 godzin w temperaturze pokojowej.
Po tym czasie do mieszaniny dodano 250 mL metanolu i mieszano przez 30 minut. Powstatly

biaty osad zebrano na drodze filtracji pod zmniejszonym ci$nieniem, przemyto 2-krotnie
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metanolem (2 x 100 mL), eterem dietylowym (2 x 100 mL) i suszono na powietrzu do statej
masy otrzymujgc 16,2 g kwasu 7-N-(fluorenylometoksykarbonylo)aminokumaryno-4-
octowego (Fmoc-ACC-OH) z wydajnoscia 81%. Czteroetapowa synteze znacznika
fluorogenicznego powtdrzono jeszcze kilkukrotnie otrzymujac ostatecznie okoto 150 g
Fmoc-ACC-OH. Czysto$¢ otrzymanego zwigzku potwierdzono za pomocg HPLC

analitycznego i wyniosta ona > 90%.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds, 25°C): 5 3,86 (s, 2H), 4,33 (t, 1H, J = 6,2), 4,55 (d, 2H, J =
6,2), 6,34 (s, 1H), 7,33-7,44 (m, 5H), 7,56 (s, 1H), 7,61 (d, 1H, J = 8,6), 7,76 (d, 2H, J =
7.3), 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 zdefiniowanej biblioteki Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC oraz biblioteki
kombinatorycznej HyCoSuL P1-Arg

Zdefiniowana biblioteka Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC oraz biblioteka
kombinatoryczna z L-Arg w pozycji P1 zsyntezowane zostaly wczesniej w laboratorium
prof. Marcina Draga w Katedrze Chemii Biologicznej 1 Bioobrazowania wedlug

opracowanego protokotu [58, 88, 93].

5.3. Badanie aktywnosci czynnikéw krzepniecia krwi wobec bibliotek substratow

fluorogenicznych

APC, trombina, czynniki Xa i Xla otrzymano dzigki wspotpracy z prof. Jamesem
Huntingtonem (Department of Haematology, Cambridge Institute for Medical Research,
University of Cambridge). Bialka oczyszczono ze $§wiezo mrozonego osocza. Protrombina
I czynnik X zostaly oczyszczone zmodyfikowang metoda Bajzara i wspotpracownikoéw
[278], a biatko C zgodnie ze zmodyfikowang metoda opisang przez Kisiela [279].
Czynnik XI wyekspresjonowano zgodnie ze zmodyfikowanym protokotem opisanym
w literaturze [284]. Trombing otrzymano przez aktywacj¢ protrombiny jadem weza Echis
Carinatus [280]. Czynnik X aktywowano do czynnika Xa uzywajac jadu zmii Russella
[281], a aktywowane biatko C (APC) otrzymano przy uzyciu trombiny w kompleksie
z trombomoduling [282]. Czynnik Xla otrzymano przez aktywacje czynnika XI uzywajac
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czynnika Xlla [284]. Czysto$¢ biatek potwierdzono przy uzyciu elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym (SDS-PAGE) zgodnie z protokotem opisanym przez Laemmli [283].

Wszystkie badania kinetyczne przeprowadzono w buforze do pomiaru aktywnosci
enzymatycznej (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl,, pH 7,4) w temperaturze 37°C
przy uzyciu spektrofluorometru (Molecular Devices SpectraMax Gemini XPS) na biatych

ptytkach 96-dotkowych (Corning®).

Do okreslenia specyficznosci substratowej APC, trombiny, czynnikéw Xa i Xla
w pozycji P1 wykorzystano zdefiniowang biblioteke o ogolnej strukturze Ac-Ala-Arg-Leu-
P1-ACC zawierajaca 133 indywidualne substraty fluorogeniczne [93]. Warunki oznaczania
specyficznosci substratowej byly nastepujace: 1 pL kazdego substratu z biblioteki
umieszczano w jednym dotku i dodawano 99 pL preinkubowanego enzymu (15 minut,
37°C). Koncowe stgzenie biblioteki wynosito 200 uM, a enzymu 75 nM dla APC, 9 nM
dla trombiny, 21 nM dla czynnika Xa i 8 nM dla czynnika Xla.

Profile specyficznosci substratowej APC, trombiny, czynnikow Xa i Xla
w Kieszeniach S4-S2 okreslono przy uzyciu biblioteki HyCoSuL P1-Arg zawierajacej ponad
100 naturalnych i nienaturalnych aminokwasoéw w kazdej z trzech podbibliotek (P4, P31 P2)
[58, 88]. Skan biblioteki HyCoSuL przeprowadzono nastepujaco: 1 pL kazdego substratu
umieszczono w jednym dotku i dodano 99 uL preinkubowanego enzymu w buforze (15
minut, 37°C), koncowe stezenie biblioteki wynosito 100 uM, a koncowe st¢zenie enzymu
40 nM dla APC, 1 nM dla trombiny, 5 nM dla czynnika Xa i 8 nM dla czynnika Xla.

Hydrolize substratow monitorowano przez 30 minut przy dtugosci fali wzbudzenia
A =355 nm i dtugosci fali emisji A = 460 nm. Do analizy postgpu reakcji wzieto tylko liniowa
cze$¢ kazdego wykresu i odczytano wartos¢ RFU/s (ang. relative fluorescence unit —
jednostka wzglednej fluorescencji w czasie). Profile specyficznosci substratowej
wyznaczono zaktadajac najlepiej rozpoznawany aminokwas z najwyzsza warto$¢ RFU/s
jako 100%, a pozostate elementy biblioteki przyrownujac odpowiednio. Kazdy pomiar
powtarzano co najmniej 2-krotnie, a dane przedstawiono jako wartos¢ $rednig z tych
powtorzen. Uzyskane wyniki analizowano przy uzyciu oprogramowania SoftMax
(Molecular Devices), GraphPad Prism i Microsoft Excel.
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5.4. Synteza zdefiniowanych substratow dla proteaz serynowych uczestniczacych

w Sciezce koagulacyjnej

Zaprojektowane dla kazdego enzymu substraty zsyntetyzowano na zywicy amidowej
typu Rink Amide RA metodg syntezy peptydow na podiozu statym (SPPS) [81]
z wykorzystaniem ACC jako grupy reporterowej oraz Fmoc-blokowanych aminokwasow.
W pierwszym kroku 10,0 g zywicy umieszczano w szklanym reaktorze do syntezy peptydow
i spulchniano w DCM przez 30 minut. N-koncowa grupe blokujaca Fmoc usunicto przy
uzyciu 20% piperydyny w DMF (5, 5 i 25 minut) nastgpnie zywicg¢ przemyto doktadnie
DMF (6-krotnie), a usunigcie grupy Fmoc potwierdzono testem ninhydrynowym.
Fmoc-ACC-OH (2,5 ekwiwalenta, 8,16 @) aktywowano przy uzyciu HOBt
(2,5 ekwiwalenta, 2,77 g) oraz DICI (2,5 ekwiwalenta, 2,40 mL) w DMF, a nastepnie
roztwor dodano do zywicy, a reaktor umieszczono na wytrzasarce kotyskowej i delikatnie
mieszano. Po 24 godzinach roztwor usunigto, zywicg przemyto DMF (3-krotnie), a reakcje
powtorzono stosujac 1,5 ekwiwalenta wszystkich powyzszych odczynnikow w celu
zwigkszenia wydajnosci sprzggania Fmoc-ACC-OH. Po usunigciu grupy Fmoc, zywice
przemyto 6-krotnie DMF i przytagczono aminokwas w pozycji P1, Fmoc-Arg(Pbf)-OH
(3 ekwiwalenty, 14,4 g) stosujac jako odczynniki sprz¢gajace HATU (3 ekwiwalenty,
8,44 g) i 2,4,6-kolidyna (3 ekwiwalenty, 2,93 mL) w DMF. Po uptywie 24 godzin zywicg
przemyto 3-krotnie DMF i reakcje powtorzono z uzyciem 1,5 ekwiwalenta powyzszych
reagentow. Nastepnie usunig¢to grupe blokujaca Fmoc w sposdb opisany powyzej
i potwierdzano deprotekcje testem ninhydrynowym. Zywice przemyto DMF (6-krotnie),
DCM (3-krotnie), MeOH (3-krotnie) i umieszczono w prézni w obecno$ci P2Os na noc
w celu doktadnego wysuszenia. Wysuszong zywice podzielono na 94 porcje (po 100 mg
kazda) 1 umieszczono w wielodotkowym reaktorze do syntezy peptydow. Nastgpnie do
kazdej z porcji zywicy dodawano odpowiednie aminokwasy Fmoc-P2-OH
(2,5 ekwiwalenta), HOBt (2,5 ekwiwalenta, 28,0 mg) i DICI (2,5 ekwiwalenta, 24,0 uL)
w DMF, a reakcje sprzegania prowadzono przez 2,5 godziny. Po usunieciu grupy Fmoc,
aminokwasy P3 i P4 przylaczano do zywicy za pomoca HOBt (2,5 ekwiwalenta, 28,0 mg) i
DICI (2,5 ekwiwalenta, 24,0 uL) w DMF w 2,5-godzinnych cyklach. Po kazdym sprzgganiu
aminokwasOéw i usuwaniu grupy Fmoc przeprowadzono test ninhydrynowy. N-koniec
peptydoéw zabezpieczono poprzez reakcje acetylacji przy uzyciu AcOH (5 ekwiwalentow,
21,0 uL), HBTU (5 ekwiwalentéw, 140 mg) i DIPEA (5 ekwiwalentow, 64,0 uL) w DMF.
Po 1 godzinie zywicg przemyto DMF (6-krotnie), DCM (3-krotnie), MeOH (3-krotnie)
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I Wysuszono w obecnosci P2Os. Hydrolize peptydow z zywicy przeprowadzono przy uzyciu

mieszaniny TFA/TIPS/H20 (%, viviv, 95:2,5:2,5). Peptydy wytracone w Et20 i oczyszczono

przy pomocy HPLC potpreparatywnego. Czystos¢ substratow potwierdzono za pomocg

HPLC analitycznego, a mas¢ czasteczkowa poprzez analiz¢ ESI-MS (Tabela 9, 10, 11, 12).

Zwiazki nastepnie zliofilizowano, rozpuszczono w DMSO do koncowego stezenia rownego

10 mM i przechowywano w temperaturze -80°C az do uzycia.

Tabela 9. Wyniki analizy ESI-MS i czystosci substratow APC.

Struktura MAHTS IMEHES  Capstose
SMAL1 Ac-Lys-Dab(Z)-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 10754768 10754773 >99%
SMA2 Ac-Lys-Agp-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 969,4462 969,4442 >99%
SMA3 Ac-Lys-Glu(Bzl)-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 1060,4659  1060,4678 >97%
SMA4 Ac-Lys-Nle(O-Bzl)-Lys(2-Cl-Z)-Arg-ACC 1060,5023  1060,5031 > 99%
SMA5 Ac-Lys-Dab(Z)-Igl-Arg-ACC 952,4681 952,4676 >99%
SMAG Ac-Lys-Agp-lgl-Arg-ACC 846,4375 846,4381 >99%
SMA7 Ac-Lys-Glu(Bzl)-Igl-Arg-ACC 937,4572 937,4589 >99%
SMAS8 Ac-Lys-Nle(0-Bzl)-Igl-Arg-ACC 937,4936 937,4934 >99%
SMA9 Ac-Lys-Dab(Z)-Val-Arg-ACC 878,4525 878,4521 >99%
SMA10 Ac-Lys-Agp-Val-Arg-ACC 772,4218 772,4213 >95%
SMA11 Ac-Lys-Glu(Bzl)-Val-Arg-ACC 863,4416 863,4434 >95%
SMA12 Ac-Lys-NIe(0-Bzl)-Val-Arg-ACC 863,4780 863,4785 >97%
SMA13 Ac-Lys-Dab(Z)-Oic-Arg-ACC 930,4838 930,4832 >97%
SMA14 Ac-Lys-Agp-Oic-Arg-ACC 412,7305 412,7392 >97%
SMAI15 Ac-Lys-Glu(Bzl)-Oic-Arg-ACC 915,4728 915,4732 >97%
SMA16 Ac-Lys-Nle(O-Bzl)-Oic-Arg-ACC 915,5093 915,5091 >95%
SMAL7 Ac-Lys-Dab(Z)-Lys-Arg-ACC 907,4790 907,4796 >99%
SMA19 Ac-Lys-Glu(Bzl)-Lys-Arg-ACC 892,4681 892,4695 >99%
SMA20 Ac-Lys-Nle(O-Bzl)-Lys-Arg-ACC 892,5045 892,5038 >99%
SMA21 Ac-Lys-Dab(Z)-Cha-Arg-ACC 932,4994 932,4982 >99%
SMA22 Ac-Lys-Agp-Cha-Arg-ACC 826,4688 826,4696 >99%
SMA23 Ac-Lys-Glu(Bzl)-Cha-Arg-ACC 917,4885 917,4896 >99%
SMA24 Ac-Lys-Nle(O-Bzl)-Cha-Arg-ACC 917,5249 917,5265 >97%
SMA25 Ac-Lys-Glu(All)-Igl-Arg-ACC 887,4416 887,4402 >99%
SMA26 Ac-Lys-BhLys-Igl-Arg-ACC 860,4783 860,4785 >99%
SMA54 Ac-Lys-GIn-Lys-Arg-ACC 801,4371 801,4374 >99%
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Tabela 10. Wyniki analizy ESI-MS i czystosci substratow trombiny.

[M+H]* [M+H]*

Struktura obliczone  zmierzone Czystos¢
SMII16 Ac-hCha-Cys(MeBzl)-Pro-Arg-ACC 888,4442 888,4429 >99%
SMII17 Ac-hLeu-Cys(MeBzl)-Pro-Arg-ACC 848,4129 848,4133 >99%
SMI118 Ac-2-Aoc-Cys(MeBzl)-Pro-Arg-ACC 862,4285 862,4281 >99%
SMII19 Ac-hCha-Cys(MeBzl)-Aze-Arg-ACC 874,4285 874,4293 >99%
SMI120 Ac-hLeu-Cys(MeBzl)-Aze-Arg-ACC 834,3973 834,3969 >99%
SMII21 Ac-2-Aoc-Cys(MeBzl)-Aze-Arg-ACC 848,4129 848,4134 >99%
SMI122 Ac-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg-ACC 902,4598 902,4587 >99%
SMI1123 Ac-hLeu-Cys(MeBzl)-Pip-Arg-ACC 862,4285 862,4279 >99%
SMI124 Ac-2-Aoc-Cys(MeBzl)-Pip-Arg-ACC 876,4442 876,4443 >99%
SMI125 Ac-hCha-Cys(4-MeOBzl)-Pro-Arg-ACC 904,4391 904,4390 >97%
SMI126 Ac-hLeu-Cys(4-MeOBzl)-Pro-Arg-ACC 864,4078 864,4073 >99%
SMI127 Ac-2-Aoc-Cys(4-MeOBzl)-Pro-Arg-ACC 878,4235 878,4227 >99%
SM1128 Ac-hCha-Cys(4-MeOBzl)-Aze-Arg-ACC 890,4235 890,4224 >97%
SMI129 Ac-hLeu-Cys(4-MeOBzl)-Aze-Arg-ACC 850,3922 850,3942 >99%
SMI130 Ac-2-Aoc-Cys(4-MeOBzl)-Aze-Arg-ACC 864,4078 864,4067 >99%
SMI131 Ac-hCha-Cys(4-MeOBzl)-Pip-Arg-ACC 918,4548 918,4554 >99%
SMI132 Ac-hLeu-Cys(4-MeOBzl)-Pip-Arg-ACC 878,4235 878,4215 >99%
SMI133 Ac-2-Aoc-Cys(4-MeOBzl)-Pip-Arg-ACC 892,4391 892,4382 >99%
SMII34  Ac-hCha-Cys(4-MeOBzl)-Hyp(Bzl)-Arg-ACC 1010,4810  1010,4821 >99%
SMII57 Ac-Chg-Cys(MeBzl)-Pip-Arg-ACC 874,4285 874,4277 >99%
SMI159 Ac-Chg-Cys(MeBzl)-Hyp(Bzl)-Arg-ACC 966,4548 966,4547 >97%
SMII60 Ac-2-Aoc-Cys(MeBzl)-Hyp(Bzl)-Arg-ACC 968,4704 968,4691 >97%
SMII55 Ac-Nle-Lys-Pro-Arg-ACC 755,4204 755,4218 >99%
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Tabela 11. Wyniki analizy ESI-MS i czysto$ci substratow czynnika Xa.

[M+H]* [M+H]*

Struktura obliczone  zmierzone Czystos¢
SMX1 Ac-Arg(NO2)-hArg-Trp-Arg-ACC 974,4709 974,4722 >95%
SMX2 Ac-GIn-hArg-Trp-Arg-ACC 901,4433 901,4431 >97%
SMX3 Ac-DPro-hArg-Trp-Arg-ACC 870,4375 870,4361 >97%
SMX4 Ac-Arg(NO,)-hArg-Phe(3-Cl)-Arg-ACC 969,4210 969,4218 >99%
SMX5 Ac-GlIn-hArg-Phe(3-Cl)-Arg-ACC 896,3934 896,3934 >99%
SMX6 Ac-DPro-hArg-Phe(3-Cl)-Arg-ACC 865,3876 865,3879 >99%
SMX7 Ac-Arg(NO,)-hArg-Bta-Arg-ACC 991,4321 991,4320 >99%
SMX8 Ac-GIn-hArg-Bta-Arg-ACC 918,4045 918,4065 >97%
SMX9 Ac-DPro-hArg-Bta-Arg-ACC 887,3987 887,3996 >99%
SMX10 Ac-Arg(NO,)-hArg-Phe-Arg-ACC 935,4600 935,4587 >99%
SMX11 Ac-GIn-hArg-Phe-Arg-ACC 862,4324 862,4324 >99%
SMX12 Ac-DPro-hArg-Phe-Arg-ACC 831,4266 831,4280 >99%
SMX13 Ac-Arg(NO,)-hArg-1-Nal-Arg-ACC 985,4756 985,4747 >99%
SMX14 Ac-GlIn-hArg-1-Nal-Arg-ACC 912,4481 912,4468 >99%
SMX15 Ac-DPro-hArg-1-Nal-Arg-ACC 881,4423 881,4412 >97%
SMX61 Ac-Met-hArg-1-Nal-Arg-ACC 915,4299 915,4292 >97%
SMX62 Ac-His(Bzl)-hArg-1-Nal-Arg-ACC 1011,4953 1011,4963 >99%
SMX63 Ac-DPro-hArg-Gly-Arg-ACC 741,3796 741,3793 >99%
SMX64 Ac-Met-hArg-Gly-Arg-ACC 775,3674 775,3679 >99%
SMX65 Ac-His(Bzl)-hArg-Gly-Arg-ACC 871,4327 871,4340 >99%
SMX56 Ac-Pro-Arg-Gly-Arg-ACC 727,3640 727,3647 >99%
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Tabela 12. Wyniki analizy ESI-MS i czysto$ci substratow czynnika Xla.

Struktura o[t;\/lli :zl_cl)]ne zr[nl\l/le:'z_lo]ne Czystosé
SMXI1 Ac-Tyr(2,6-Cl-Z)-Nle-His(Bzl)-Arg-ACC 1078,4109  1078,4105 >99%
SMXI2 AC-Tyr(2,6-Cl-Z)-Phe(3-F)-His(Bzl)-Arg-ACC 1130,3859  1130,3857 >99%
SMXI3 AC-Tyr(2,6-Cl-Z)-2-Aoc-His(Bzl)-Arg-ACC 1106,4423  1106,4424 >99%
SMXI4  Ac-Tyr(2,6-Clo-2)-Tyr(2,6-Clo-Z)-His(Bzl)-Arg-ACC  644,6829 64,6832 > 99%
SMXI5 Ac-Tyr(2,6-Clz-2)-Nle-Glu(Bzl)-Arg-ACC 1070,3945  1070,3940  >99%
SMXI16 Ac-Tyr(2,6-Cl,-Z)-Phe(3-F)-Glu(Bzl)-Arg-ACC 11223695  1122,3702 > 99%
SMXI7 Ac-Tyr(2,6-Cl,-Z)-2-Aoc-Glu(Bzl)-Arg-ACC 10984259  1098,4255 > 95%
SMXI8  Ac-Tyr(2,6-Cl,-Z)-Tyr(2,6-Clo-2)-Glu(Bzl)-Arg-ACC  1280,3417  1280,3430 > 99%
SMXI9 Ac-Tyr(Bzl)-Nle-His(Bzl)-Arg-ACC 1010,4888  1010,4877 > 99%
SMXI10 Ac-Tyr(Bzl)-Phe(3-F)-His(Bzl)-Arg-ACC 1062,4637  1062,4641 >99%
SMXI11 Ac-Tyr(Bzl)-2-Aoc-His(Bzl)-Arg-ACC 10385201  1038,5369 >99%
SMXI12  Ac-Tyr(Bzl)-Tyr(2,6-Cl,-2)-His(Bzl)-Arg-ACC 12184371  1218,4377 >95%
SMXI13 Ac-Tyr(Bzl)-Nle-Glu(Bzl)-Arg-ACC 1002,4725  1002,4703 >99%
SMXI114 Ac-Tyr(Bzl)-Phe(3-F)-Glu(Bzl)-Arg-ACC 10544475  1054,4465 >99%
SMXI15 Ac-Tyr(Bzl)-2-Aoc-Glu(Bzl)-Arg-ACC 1030,5038  1030,5040 >99%
SMXI16  Ac-Tyr(Bzl)-Tyr(2,6-Cly-Z)-Glu(Bzl)-Arg-ACC 12104208  1210,4214 > 99%
SMXI117 Ac-Bpa-2-Aoc-His(Bzl)-Arg-ACC 1036,5045 1036,5033 >99%
SMXI18 Ac-Lys(2-Cl-Z)-2-Aoc-His(Bzl)-Arg-ACC 1081,5027  1081,5011 > 99%
SMXI119 Ac-Tyr(2,6-Cl,-Z)-Dht-His(Bzl)-Arg-ACC 11534218  1153,4213 > 99%
SMXI120 Ac-Tyr(2,6-Cl,-Z)-Cha-His(Bzl)-Arg-ACC 11184423 1118,4417 > 99%
SMXI21 Ac-Tyr(2,6-Cl,-Z)-hCha-His(Bzl)-Arg-ACC 1132,4579  1132,4569 >99%
SMXI22  Ac-Tyr(2,6-Cl,-2)-2-Aoc-Nle(O-Bzl)-Arg-ACC 1098,4623  1098,4618 >97%
SMXI23  Ac-Tyr(2,6-Cl-2)-2-Aoc-hSer(Bzl)-Arg-ACC 1070,4310 10704206 >99%
SMXI124 Ac-lle-Nle-Asn-Arg-ACC 757,3997 757,3992 >99%

5.5. Badanie aktywnos$ci biologicznej czynnikow krzepniecia krwi wzgledem

zdefiniowanych substratéw

Wszystkie substraty zaprojektowane dla APC, trombiny, czynnika Xa i czynnika Xla

badano wzgledem tych enzyméw pod katem ich selektywnosci w nastepujacy warunkach:

substraty o poczatkowym stezeniu 10 mM rozcienczano 100-krotnie w DMSO, a 1 uL

takiego rozcienczenia umieszczano w jednym dotku, po czym dodawano 99 uL enzymu

preinkubowanego w buforze (15 minut, 37°C). Koncowe st¢zenie substratu wynosito 1 uM,

a stezenie enzymow dobierano indywidualnie dla kazdej grupy substratoéw w celu uzyskania

odpowiedniego sygnatu fluorescencji. Koncowe stezenie enzymow miescito si¢ w zakresie
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50-120 nM dla APC, 0,15-35 nM dla trombiny, 7-100 nM dla czynnika Xa i 5 nM dla
czynnika Xla, w zalezno$ci od uzytej grupy substratu. Przyrost fluorescencji monitorowano
przez 30 minut (Aex = 355 nm, Aem = 460 NM), a do analizy wzi¢to liniowa cz¢s¢ kazdego
wykresu, na podstawie ktorej okreslono szybkos¢ hydrolizy danego substratu (RFU/s).
Otrzymane wartosci RFU/s przyrownano odpowiednio do wartosci odpowiadajacej tej
samej aktywnosci enzymu. Kazdy pomiar wykonano 3-krotnie, a dane przedstawiono jako

wartosc¢ srednig z tych powtorzen.

5.6. Wyznaczenie parametrow Kkinetycznych (kkat, Kwm, Kkkat/Km) selektywnych

substratow

Parametry kinetyczne (Kkat, Km, Kkat/Km) wybranych substratow znakowanych ACC
wyznaczono metodg regresji nieliniowej Michaelisa-Menten zgodnie z protokotem
opisanym przez Porgbe i wspotpracownikow [79]. Kazdy substrat rozcienczano seryjnie do
6smego dotka, uzyskujac stezenia w zakresie od 1,16 nM do 741 uM, w zaleznosci od
uzytego substratu. Nastgpnie kazdy enzym w koncowym stezeniu w zakresie 2,19-425 nM
dla APC, 0,07-346 nM dla trombiny, 2,80-224 nM dla czynnika Xa, 5 nM dla czynnika Xla
preinkubowano (15 minut, 37 °C) w buforze i dodawano do studzienek zawierajacych osiem
réznych stezen substratow. Uwalnianie znacznika ACC mierzono przez 30 minut (Aex = 355
nm, Aem = 460 nm). Pomiary dla kazdego substratu wykonano 3-krotnie, a parametry

kinetyczne obliczono przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism i Microsoft Excel.

5.7. Synteza grupy wiazacej Cbz-(di-t-Boc-Arg)?(OPh)2
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Rysunek 42. Schemat syntezy grupy wiazacej Cbz-(di-t-Boc-Arg)”(OPh)s.
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5.7.1. Synteza N-etoksykarbonyloftalimidu

W kolbie okraglodennej zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne umieszczono
ftalimid (62,3 g, 0,420 mola) i 200 mL DMF. Po jego rozpuszczeniu dodano trojetyloaming
(68,0 mL, 0,500 mola), mieszanine schtodzono do 0°C i przepuszczono argon przez 15
minut. Do kolby za pomoca wkraplacza w ciggu dwoch godzin dodano chloromroéwczan
etylu (51,0 mL, 0,550 mola). Po tym czasie reakcje prowadzono w temperaturze pokojowe;j
przez 3 godziny, a nastepnie mieszaning wylano na rozdrobiony 16d z woda (okoto 2 kQ).
Po roztopieniu lodu wytragcony biaty osad odsaczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
przeniesiono na rozdzielacz i ekstrahowano w 250 mL chloroformu. Warstwe organiczng
zebrano, a pozostatg warstweg wodng ekstrahowano dodatkowa porcja (50 mL) chloroformu.
Warstwy organiczne polaczono, suszono bezwodnym MgSOs 1 umieszczono w lodowce
na 24 godziny. Nastgpnie odsgczono nieprzereagowany ftalimid i1 $rodek suszacy,
lotne sktadniki odparowano do 2/3 objetosci i dodano 250 mL eteru naftowego. Powstaty
osad zawierajacy gtownie ftalimid ponownie odrzucono, a do przesagczu dodano 100 mL
eteru naftowego. Produkt krystalizowano w temperaturze pokojowej, a powstaty biaty osad
zebrano na drodze filtracji pod zmniejszonym ci$nieniem i suszono na powietrzu do statej
masy otrzymujacC 66,6 g N-etoksykarbonyloftalimidu z wydajnoscig 72%. Produkt uzyto

w kolejnym etapie bez wczesniejszego oczyszczania.
HRMS: [M+H]* obliczone = 220,0537, [M+H]" zmierzone = 220,0540
5.7.2. Synteza acetalu dietylowego aldehydu N-ftaloilo-4-aminomastowego

W kolbie okragtodennej zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne umieszczono
N-etoksykarbonyloftalimid (4,02 g, 18,0 mmola) i rozpuszczono go w 20 mL bezwodnego
THF. Nastepnie dodano acetal dietylowy aldehydu 4-aminomastowego (3,40 mL, 18,0
mmola) i trojetyloamineg (2,70 mL, 19,0 mmola). Reakcje prowadzono przez 3 godziny
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszaning odparowano na wyparce rotacyjnej,
pozostato§¢ ekstrahowano heksanem, a zebrane ekstrakty organiczne ponownie
odparowano. Otrzymany olej ogrzano do temperatury 100°C, aby pozby¢ sie karbaminianu
etylu, produktu ubocznego reakcji. 4,06 g produktu, acetalu dietylowego aldehydu

N-ftaloilo-4-aminomastoweg0 otrzymano w postaci jasnozoltego oleju z wydajnoscia 76%.

HRMS: [M+H]" obliczone = 292,1476, [M+H]" zmierzone = 292,1480
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5.7.3. Synteza aldehydu N-ftaloilo-4-aminomastowego

W kolbie okraglodennej zaopatrzonej w mieszadlo magnetyczne i wkraplacz
umieszczono acetal dietylowy aldehydu N-ftaloilo-4-aminomastowego (2,91 g, 10,0
mmola), 15 mL THF, a nastepnie w ciggu godziny wkroplono 35 mL 0,5 M roztworu kwasu
solnego. Reakcj¢ prowadzono przez 1,5 godziny w temperaturze pokojowej, a nastepnie
mieszaning ekstrahowano eterem dietylowym (3 X 70 mL). Frakcje organiczne potaczono,
wysuszono bezwodnym MgSOs, przesaczono, odparowano na wyparce rotacyjnej
i umieszczono w prozni w obecnosci P2Os na noc w celu doktadnego wysuszenia produktu.
W reakcji otrzymano 1,67 g bialego osadu aldehydu N-ftaloilo-4-aminomastowego

z wydajnoscig 77%.
HRMS: [M+H]" obliczone = 218,0744, [M+H]" zmierzone = 218,0750
5.7.4. Reakcja a-amidoalkilowania w kwasie octowym

Do kolby okragtodennej zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne dodano fosforyn
trifenylu (8,66 mL, 33,0 mmola), karbaminian benzylu (5,00 g, 33,0 mmola), aldehyd
N-ftaloilo-4-aminomastowy (8,46 g, 39,0 mmola) oraz 15 mL kwasu octowego. Sktadniki
mieszano przez godzing, a nastgpnie catos¢ ogrzewano pod chlodnica zwrotng
w temperaturze 80°C i mieszano przez kolejne 4 godziny. Nastepnie na wyparce rotacyjnej
usunig¢to lotne sktadniki mieszaniny, a pozostalo$¢ zalano metanolem i umieszczono
w temperaturze okoto -20°C na 72 godziny w celu krystalizacji. Uzyskany produkt
przefiltrowano pod zmniejszonym ci$nieniem i Wysuszono na powietrzu do statej masy
otrzymujac 4,17 g estru difenylowego kwasu benzyloksykarbonylamino-[(3-N-
ftalimido)propylo]metanofosfonowego z wydajnoscig 31%.

HRMS: [M+H]" obliczone = 585,1717, [M+H]" zmierzone = 585,1725
5.7.5. Hydroliza grupy ftaloilowej

Do kolby okraglodennej zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne dodano kwas
benzyloksykarbonylamino-[(3-N-ftalimido)propylo]metanofosfonowy (3,60 g, 6,00 mmola)
i 50 mL alkoholu izopropylowego. Po rozpuszczeniu substratu do kolby dodano wodzian
hydrazyny (0,770 mL, 15,0 mmola) i reakcj¢ prowadzono w temperaturze 60°C przez
5 godzin. Hydrolize¢ grupy ftaloilowej sprawdzono przy pomocy testu ninhydrynowego.
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Po zakonczeniu reakcji powstaly osad hydrazydu odsgczono na lejku ze spiekiem metoda
filtracji pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastepnie przemyto alkoholem izopropylowym.
Przesacz odparowano na wyparce rotacyjnej, rozpuszczono w chloroformie i ekstrahowano
kilkukrotnie solanka. Faze organiczng zebrano, wysuszono w obecnosci MQgSOg,
odparowano i dodano 1 mL 3 M roztworu kwasu solnego/MeOH. Nast¢pnie dodawano eter
dietylowy az do momentu zmg¢tnienia i roztwor umieszczono w temperaturze okoto -20°C
na 72 godziny w celu krystalizacji. Powstaty osad przefiltrowano pod zmniejszonym
ci$nieniem i suszono na powietrzu do statej masy otrzymujac 1,73 g chlorowodorku estru
difenylowego kwasu benzyloksykarbonylamino-[(3-amino)propylo]metanofosfonowego

z wydajnoscia 62%.
HRMS: [M+H]* obliczone = 455,1736, [M+H]" zmierzone = 455,1728
5.7.6. Synteza odczynnika guanidynujacego

Do kolby okragtodennej zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne dodano tiomocznik
(7,62 g, 0,100 mola), bromoetan (8,30 mL, 0,110 mola) oraz absolutny alkohol etylowy
1 ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 5 godzin. Po tym czasie mieszaning odparowano
na wyparce rotacyjnej, a powstaly olej krystalizowano w eterze dietylowym przez noc.
Powstaly bialy osad odsaczono na lejku ze spiekiem metoda filtracji pod zmniejszonym
ci$nieniem, przemyto eterem dietylowym i umieszczono w prézni w obecnosci P2Os na noc
w celu doktadnego wysuszenia. Otrzymany w ten sposob bromowodorek
S-etyloizotiomocznika (5,00 g, 48,0 mmola) rozpuszczono w 50 mL DCM i dodano DMAP
(4,03 g, 33,0 mmola) oraz trojetyloaming (4,70 mL, 33,0 mmola). Nastepnie, za pomoca
wkraplacza dodano diweglan di-tert-butylu (7,10 g, 33,0 mmola) rozpuszczony w 30 mL
DCM, a reakcje prowadzono przez 48 godzin. Po tym czasie lotne sktadniki mieszaniny
odparowano na wyparce rotacyjnej, a otrzymany produkt, N,N’-di-Boc-S-
etyloizotiomocznik, oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej w uktadzie

rozpuszczalnikow chloroform:octan etylu 5:1.

HRMS: [M+H]"* obliczone = 305,1535, [M+H]" zmierzone = 305,1542
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5.7.7. Reakcja guanidynowania

Do kolby okragtodennej zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne odwazono N,N -di-
Boc-S-etyloizotiomocznik (1,70 g, 5,50 mmola), chlorowodorek estru difenylowego kwasu
benzyloksykarbonylamino-[(3-amino)propylo]metanofosfonowego (2,10 g, 4,60 mmola),
a sktadniki rozpuszczono w 40 mL chloroformu. Nastepnie do mieszaniny dodano
trojetyloamine (1,92 mL, 13,8 mmola) oraz chlorek rtgei (1,49 g, 5,50 mmola). Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Po tym czasie mieszaning
poreakcyjng przesagczono przez Celite® na waskim lejku (@ 3 cm) i odparowano na wyparce
rotacyjnej. Otrzymany olej rozpuszczono w octanie etylu i 2-krotnie ekstrahowano
NaHCO3, 2,5% kwasem cytrynowym oraz solankg. Zebrang faz¢ organiczng odparowano,
a koncowy produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej w gradientowym
uktadzie rozpuszczalnikow heksan:octan etylu 5:1, nast¢pnie 3:1, 1:1 i na koncu sam octan
etylu. Wszystkie frakcje zawierajace oczyszczony produkt potgczono i odparowano
otrzymujgc 2,87 g estru difenylowego kwasu benzyloksykarbonylamino-[(3-di-t-Boc-
guanidyno)propylo]metanofosfonowego (Chz-(di-t-Boc-Arg)”(OPh)2) z wydajnosécia 89%.

IH NMR (CDCl3): § 1,39 (s, 18H), 1,5-1,9 (m, 6H), 4,2-4,3 (m, 1H), 5,05 (s, 2H), 7,08-7,31
(m, 15H), 8,01-8,03 (d, 1H), 8,32-8,42 (t, 1H), 11,46 (s, 1H)

HRMS: [M+H]"* obliczone = 697,3002, [M+H]" zmierzone = 697,3004
5.8. Synteza marker6w chemicznych i inhibitorow

Sekwencje peptydowe selektywnych substratow wykorzystano do zaprojektowania
kowalencyjnych, nieodwracalnych markerow chemicznych (ABPs) i inhibitorow.
W pierwszym etapie syntezy kazdego ABP 100 mg zywicy 2-chlorotritylowej (rozmiar
ziaren 100-200 um, stopien podstawienia 1,60 mmol/g) umieszczono w szklanym reaktorze
do syntezy peptydow i spulchniano DCM przez 30 minut, nastgpnie DCM usunigto, a zywice
przemyto dodatkowa porcja DCM. Pierwszy =z aminokwasow Fmoc-P2-OH
(2,5 ekwiwalenta) rozpuszczono w DCM, aktywowano z DIPEA (3 ekwiwalenty, 84,0 uL),
dodano do zZywicy w atmosferze argonu, a reaktor umieszczono na wytrzasarce kolyskowe;j
na 12 godzin. Po tym czasie zywic¢ przemyto DCM (3-krotnie), a pozostate wolne miejsca
na zywicy zablokowano poprzez dodanie roztworu DCM/MeOH/DIPEA (%, v/viv, 80:15:5)

na zywice 1 mieszanie przez 1 godzing. Roztwor usunigto, a zywice przemywano DMF
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(6-krotnie), N-koncowa grupg blokujaca Fmoc usunig¢to przy uzyciu 20% piperydyny
w DMF (5, 5 i 25 minut) co potwierdzono testem ninhydrynowym. Zywice przemyto
doktadnie DMF (6-krotnie). Po usunigciu grupy Fmoc, aminokwasy P3, P4, Fmoc-6-Ahx-
OH/Fmoc-PEG(4)-OH przytaczano do zywicy za pomocg HOBt (2,5 ekwiwalenta, 60,0 mg)
i DICI (2,5 ekwiwalenta, 52,0 uL) jako odczynnikéw sprzegajacych w 2,5-godzinnych
cyklach. Po kazdym sprzgganiu aminokwasow 1 usuwaniu grupy Fmoc przeprowadzono test
ninhydrynowy. Biotyng (2,5 ekwiwalenta, 97,8 mg) sprzegnigto do zywicy stosujac HOBt
(2,5 ekwiwalenta, 60,0 mg) i DICI (2,5 ekwiwalenta, 52,0 uL) w mieszaninie DMF/DMSO
(%, vlv, 50:50). Po 3 godzinach zywic¢ przemyto DMF (6-krotnie), DCM (3-krotnie),
MeOH (3-krotnie) i umieszczono w proézni w obecnosci P20s na noc w celu doktadnego
wysuszenia. Peptyd odcigto od zywicy mieszaning DCM/TFE/AcOH (%, v/v/v, 80:10:10),

ktora dodano na 1 godzing, nastepnie zebrany supernatant zatezano i zliofilizowano.

W kolejnym kroku usunig¢to grupe Cbz z zsyntetyzowanego wczesniej fragmentu
reagujacego Cbz-(di-t-Boc-Arg)”(OPh), przy uzyciu wodoru i palladu na weglu. W kolbie
dwuszyjne] zaopatrzonej w mieszadlo magnetyczne umieszczono fragment reagujacy
rozpuszczony w MeOH. Powietrze z uktadu usunigto strumieniem argonu (okoto 10 minut)
1 dodano pallad na weglu. Argon zamieniono na wodoér, deprotekcje prowadzono okoto
godzing, reakcje monitorujac na HPLC analitycznym. Po zakonczonej reakcji, przez uktad
przepuszczono argon, a katalizator usuni¢to za pomocg hydrofilowego filtra. Lotne sktadniki
odparowano na wyparce rotacyjnej. Otrzymany  *HsN-(di-t-Boc-Arg)"(OPh)
(1 ekwiwalent) sprzegano =z sekwencja peptydowa biotyna-6-Ahx-P4-P3-P2-
COOH/biotyna-PEG(4)-P4-P3-P2-COOH (1,2 ekwiwalenta), z HATU (1,2 ekwiwalenta)
i 2,4,6-kolidyng (4 ekwiwalenty) w DMF. Reakcj¢ monitorowano za pomocg analitycznego
HPLC i po 2 godzinach produkt rozpuszczono w octanie etylu i ekstrahowano 5% NaHCO3,
5% kwasem cytrynowym i solanka. Faze organiczng zebrano, wysuszono bezwodnym
MgSOs i odparowano na wyparce rotacyjnej. Na koniec usuni¢to grupy blokujace
na tancuchach bocznych aminokwasow za pomocg mieszaniny TFA/DCM/TIPS
(%, viviv, 80:15:5). Po 30 minutach kwas odparowano strumieniem argonu, a otrzymany
produkt  (biotyna-6-Ahx-P4-P3-P2-ArgP(OPh)./biotyna-PEG(4)-P4-P3-P2-Arg”(OPh),)
rozpuszczano w DMSO i oczyszczano na potpreparatywnym HPLC. Czystos¢ markerow
chemicznych potwierdzono za pomocg HPLC analitycznego, a mase czasteczkowa poprzez
analiz¢ ESI-MS (Tabela 13). Zwiazki nastgpnie zliofilizowano, rozpuszczono w DMSO do

koncowego stezenia rownego 10 mM i przechowywano w temperaturze -80°C az do uzycia.
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Markery chemiczne zawierajace znacznik fluorescencyjny zsyntetyzowano
analogicznie do ABPs z biotyng. Ilos¢ zywicy 2-chlorotritylowej zmniejszono do 50 mg
i do fragmentu peptydowego (z linkerem 6-Ahx/PEG(4)) dodano ester Cy3-NHS
(0,3 ekwiwalenta, 15,0 mg), Cy5-NHS (0,3 ekwiwalenta, 16,0 mg), Cy7-NHS
(0,3 ekwiwalenta, 18,0 mg) lub BODIPY FL-NHS (0,3 ekwiwalenta, 10,0 mg) rozpuszczone
w DMF i aktywowane z DIPEA (1,2 ekwiwalenta, 17,0 uL), a reaktor umieszczono
na wytrzasarce kotyskowej na noc. Nastepnie zywice przemyto DMF (6-krotnie), DCM
(3-krotnie), MeOH (3-krotnie) i umieszczono w prézni w obecnosci P.Os na noc w celu
dokladnego wysuszenia. Pozostale etapy byly analogiczne jak w przypadku syntezy

markerow chemicznych znakowanych biotyna.

W celu otrzymania inhibitora, grup¢ aminowag fragmentu peptydowego poddano
reakcji acetylacji przy uzyciu 5 ekwiwalentow AcOH, HBTU i DIPEA w DMF.
Po 1 godzinie zywice przemyto DMF (6-krotnie), DCM (3-krotnie), MeOH (3-krotnie)

I Wysuszono w obecnosci P20s. Pozostate etapy byly analogiczne jak w przypadku syntezy

markero6w chemicznych z biotyna.

Tabela 13. Wyniki analizy ESI-MS i czystosci markeréw chemicznych i inhibitoréw.

Struktura [c)'\t/)lﬁclz_z|33+r/12; %:;z];ﬁ; Czystos¢é
P-SMA61 biotyna-6-Ahx-Lys-Agp-1gl-Arg°(OPh), 11315691  1131.6002 >95%
P-SMA171 biotyna-6-Ahx-Lys-Dab(Z)-Lys-Arg"(OPh), 1192.6106  1192.6116 >99%
P-SMA261 biotyna-6-Ahx-Lys-BhLys-1gl-Arg?(OPh), 1145.6099  1145.6179 >99%
P-SMI1221 biotyna-6-Ahx-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-ArgP(OPh), 1187.5914  1187.5935 >99%
P-SMI11321 biotyna-6-Ahx-hLeu-Cys(4-MeOBzl)-Pip-Arg®(OPh), 1163.5551  1163.5557 >99%
P-SMX91 biotyna-6-Ahx-DPro-hArg-Bta-Arg’(OPh), 11725303  1172.5311 >97%
P-SMX151 biotyna-6-Ahx-DPro-hArg-1-Nal-ArgP(OPh), 1166.5739  1166.5748 >97%
P-SMX611 biotyna-6-Ahx-Met-hArg-1-Nal-Arg”(OPh), 1200.5615  1200.5632 >99%
P-SMXI51 biotyna-PEG(4)-Tyr(2,6-Cl,-Z)-Nle-Glu(Bzl)-Arg”(OPh), ~ 1489.5841  1489.5854 >95%
P-SMXI191  biotyna-PEG(4)-Tyr(2,6-Cl>-Z)-Dht-His(Bzl)-Arg?(OPh), 786.8096 786.8090 >97%
P-SMA172 Cy5-6-Ahx-Lys-Dab(Z)-Lys-Arg°(OPh), 715.9118 715.9117 >95%
P-SMI11222 Cy7-6-Ahx-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg®(OPh), 746.4138 746.4142 >99%
P-SM X152 Cy3-6-Ahx-DPro-hArg-1-Nal-ArgP(OPh), 689.8856 689.8862 >99%
P-SMXI52  BODIPY-PEG(4)-Tyr(2,6-Cl,-Z)-Nle-Glu(Bzl)-Arg?(OPh),  1537.6167  1537.6165 >95%
I-SMAL17 Ac-Lys-Dab(Z)-Lys-Arg"(OPh), 895.4595 895.4594 >97%
I-SM1122 Ac-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg”(OPh), 890.4404 890.4404 >95%
I-SMX15 Ac-DPro-hArg-1-Nal-Arg”(OPh), 869.4227 869.4231 >99%
1-SMXI15 Ac-Tyr(2,6-Cl-Z)-Nle-Glu(Bzl)-Arg"(OPh), 1058.3751  1058.3749 >97%
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5.9. Analiza chromatograficzna czystosci oraz HRMS otrzymanych fluorescencyjnych

markerow chemicznych i inhibitoréow

P-SMA172, Cy5-6-Ahx-Lys-Dab(Z)-Lys-Arg’(OPh)
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Rysunek 43. Analiza chromatograficzna czystosci markera chemicznego P-SMA172.
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Rysunek 44. Analiza HRMS markera chemicznego P-SMA172.
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I-SMA17, Ac-Lys-Dab(Z)-Lys-Arg"(OPh),
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Rysunek 45. Analiza chromatograficzna czystosci inhibitora I-SMAL7.
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Rysunek 46. Analiza HRMS inhibitora I-SMA17.
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P-SM11222, Cy7-6-Ahx-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg”(OPh);

AU

0.10
0.00
T — T — — — T — T T
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Minutes

Rysunek 47. Analiza chromatograficzna czystosci markera chemicznego P-SM11222.

P-SMII 222 con 160
21937_2021_A3 31 (0.512) Cm (31:38) TOF MS ES+
746.4142 4.68e3
100
| 746.9178
‘ ‘
|
|
| 7474218
R
7479258
708.4100
144.9834
757.4281
1460821 002183 [/58.4431
7824639
’ 268.4262 464.3640 707.91 14918613
‘ 1 1606.9443
ol b RV RVEFINT | L L | -
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Rysunek 48. Analiza HRMS markera chemicznego P-SMI1222.
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I-SMI1122, Ac-hCha-Cys(MeBzl)-Pip-Arg”(OPh).
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Rysunek 49. Analiza chromatograficzna czystosci inhibitora I-SMI1122.
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Rysunek 50. Analiza HRMS inhibitora I1-SM1122.
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P-SMX152, Cy3-6-Ahx-DPro-hArg-1-Nal-Arg”(OPh);
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Rysunek 51. Analiza chromatograficzna czystosci markera chemicznego P-SMX152.
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Rysunek 52. Analiza HRMS markera chemicznego P-SMX152.
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1-SMX15, Ac-DPro-hArg-1-Nal-Arg°(OPh).
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Rysunek 53. Analiza chromatograficzna czystosci inhibitora I-SMX15.
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Rysunek 54. Analiza HRMS inhibitora 1-SMX15.
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P-SMXI152, BODIPY-PEG(4)-Tyr(2,6-Clz-Z)-Nle-Glu(Bzl)-ArgP(OPh),

0.60
0501
0.40-
5 ]
T 0301
0.20-
0.10-
0.00 A
———7 77— T T
0.00 2,00 4.00 6.00 8.00 10,00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Minutes
Rysunek 55. Analiza chromatograficzna czystosci markera chemicznego P-SMXI152.
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Rysunek 56. Analiza HRMS markera chemicznego P-SMXI152.
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I-SMXI5, Ac-Tyr(2,6-Cl2-Z)-Nle-Glu(Bzl)-ArgP(OPh).
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Rysunek 57. Analiza chromatograficzna czystosci inhibitora I-SMXI5.
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Rysunek 58. Analiza HRMS inhibitora I-SMXI5.
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5.10. Badania kinetyczne marker6w chemicznych i inhibitoréow

W celu wyznaczenia stalych szybkos$ci inhibicji (kobs/I) zsyntetyzowanych markerow
chemicznych 1 inhibitorow wykonano badania kinetyczne, w ktorych zwiazki te byly
seryjnie rozcienczane w buforze do siddmego dotka w celu uzyskania stezen w zakresie
0d 308 nM do 100 uM, w zaleznosci od uzytego ABP/inhibitora. 20 pL wybranego substratu
(154 uM SMAS (Km = 86,9 uM) dla APC, 100 uM SMA4 (Km = 47,9 uM) dla trombiny,
50 uM SMII18 (Km = 25,0 uM) dla czynnika Xa i 100 uM SMX1 (Km = 157,9 uM) dla
czynnika Xla) dodawano do dotkow zawierajacych 20 pL siedmiu réznych stezen
ABP/inhibitora. Nastepnie dodawano 60 pL. APC, trombiny, czynnika Xa lub czynnika Xla
(w stezeniu 10 nM) preinkubowanych w buforze przez 15 minut w 37°C i mierzono przyrost
fluorescencji w czasie (Aex = 355 nm, Aem = 460 nm) przez 30 minut. Kazdy pomiar
wykonano 3-krotnie, wartosci kobs/I obliczano przy uzyciu oprogramowania GraphPad
Prism i Microsoft Excel [91], a wyniki przedstawiono w postaci wartoSci $redniej

z odchyleniem standardowym.

5.11. Badanie markerow chemicznych i inhibitoréw zsyntetyzowanych dla czynnikéw

krzepniecia krwi przy uzyciu metody SDS-PAGE

W celu okreslenia selektywno$ci markerow chemicznych znakowanych biotyna,
cztery oczyszczone czynniki krzepniecia krwi (APC, trombina, czynnik Xa, czynnik Xla)
o staltym stezeniu 200 nM inkubowano oddzielnie z kazdym markerem (w stosunku
marker:enzym 1:1 lub 1:5, w zaleznosci od uzytego markera) w buforze (20 mM Tris,
150 mM NaCl, 5 mM CaCly, pH 7,4) przez 30 minut w temperaturze 37°C. Kazdy enzym
inkubowano z kazdym markerem w objetosci 40 pL, a nastepnie denaturowano za pomocg
20 uL 3 x SDS/DTT (30% v/v glicerol, 3% w/v SDS, 0,01% wi/v bigkit bromofenolowy,
20% v/v ditiotreitol (dodany bezposrednio przed uzyciem) w wodzie destylowanej) przez
5 minut w temperaturze 95°C. Nastgpnie do pierwszego dotka 15-dotkowego 12%
poliakrylamidowowego (w/v) zelu natozono 0,5 pL wzorca do identyfikacji mas
otrzymanych na zelu — wstgpnie barwionej mieszaniny biatek PageRuler Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific) oraz do kolejnych dotkéw po 10 uL kazdej probki. Elektroforeze
przeprowadzono przy napieciu 200 V przez 39 minut w buforze Bolt™ MES SDS Running
Buffer (Invitrogen™) uzywajac generatora napigcia PowerPac HC High-Current Power
Supply (Bio-Rad) oraz modutu Mini Gel Tank (Invitrogen™). Po zakonczeniu elektroforezy

wykonano transfer bialek na membrane nitrocelulozowg (0,2 um, Bio-Rad) przy napigciu
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10 V przez 60 minut w buforze Bolt™ Transfer Buffer (Invitrogen™) z dodatkiem 20% v/v
MeOH przy uzyciu systemu Mini Blot Module (Invitrogen™). Obecnos¢ biatek na
membranie potwierdzono uzywajac roztworu z dodatkiem barwnika Ponceau S (0,1% wi/v
Ponceau S, 1% v/v lodowaty kwas octowy w wodzie destylowanej). Membrang nastepnie
przemyto TBS-T (roztwor soli fizjologicznej buforowanej Tris z dodatkiem 0,1 % viv
detergentu Tween-20), a wolne miejsca na membranie blokowano 2,5% (w/v) roztworem
surowiczej albuminy wotowej BSA w TBS-T przez 60 minut w temperaturze pokojowe;j.
Roztwér usunigto i przemyto TBS-T, a membran¢ inkubowano ze znakowang
fluorescencyjnie streptawidyng (Alexa Fluor 647, rozcienczenie 1:10 000 w TBS-T z 1%
BSA) przez 60 minut. Bialka znakowane biotynylowanymi markerami chemicznymi
wizualizowano przy uzyciu lasera o dlugosci fali 658 nm na urzadzeniu Azure Biosystems
Sapphire Biomolecular Imager i przy uzyciu oprogramowania Azure Spot Analysis

Software.

W przypadku fluorescencyjnych markeréw chemicznych przygotowanie probek,
elektroforeza i transfer biatek na membrang¢ wykonano w taki sam sposob jak opisano wyzej.
Znakowane biatka wizualizowano bezposrednio laserami o dlugosci fali 488 nm
dla BODIPY, 520 nm dla Cy3, 658 nm dla Cy5 i 784 nm dla Cy7.

Podczas badania wptywu inhibicji na wigzanie si¢ fluorescencyjnego markera
chemicznego 200 nM kazdego enzymu preinkubowano z odpowiednim inhibitorem
(koncowe stezenie inhibitora 5 uM) przez 60 minut. Nastepnie dodano marker chemiczny
(w stosunku marker:enzym 1:1 Iub 1:5, w zalezno$ci od uzytego markera, 30 minut),
a elektroforeze, transfer biatlek na membrang i1 wizualizacj¢ wykonano w taki sam sposob

jak w przypadku fluorescencyjnych markeré6w chemicznych.
5.12. Znakowanie czynnikéw krzepniecia krwi w ludzkim osoczu

Ludzkie osocze wyizolowano z krwi pelnej (zebranej w probéwkach zawierajacych
antykoagulant EDTA) przy uzyciu preparatu Polymorphprep™ (Fisher Scientific) i Ficoll
Paque Plus (Sigma-Aldrich). Do 15 mL probowki wirowkowej typu Falcon dodano 4 mL
Polymorphprep i 1 mL Ficoll Paque Plus. W proboéwce umieszczono 5 mL krwi pelnej
I zwirowano (450 x g, 35 minut, temperatura pokojowa). Uzyskane osocze bylo nast¢pnie
ostroznie oddzielone od osadu komorkowego za pomocg pipety Pasteura i przechowywane

w temperaturze -80°C az do uzycia. Przed znakowaniem markerami chemicznymi ludzkie
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0socze rozcienczano 7,5-krotnie w buforze (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM CacCl,, pH
7,4).

Podczas optymalizacji warunkow detekcji czynnikow krzepniecia krwi w ludzkim
osoczu, osocze inkubowano z kazdym fluorescencyjnym markerem chemicznym w zakresie
stezen markera od 1 do 20 uM. P-SMA172, P-SMI1222, P-SMX152 i P-SMXI52 byty
uzywane odpowiednio do wizualizowania APC, trombiny, czynnika Xa i czynnika Xla.
Osocze inkubowano z kazdym markerem w catkowitej objetosci 40 puL (20 uL osocza
i 20 pL markera o odpowiednim st¢zeniu) przez 60 minut w temperaturze 37°C.
Po zakonczonej inkubacji do probek dodano 20 puL 3 x SDS/DTT i denaturowano przez
5 minut w temperaturze 95°C. Tak przygotowane probki naktadano w ilosci 5 pL na Zel,
a elektroforeze i transfer bialek na membrang przeprowadzono w taki sam sposob jak
opisano wyzej. Obecnos¢ APC potwierdzono za pomoca pierwszorzgdowego przeciwciala
poliklonalnego anty-PC (Antibodies-online GmbH, ABIN597333, 1:1000) inkubowanego
z membrang przez 7 godzin. Membran¢ nastgpnie przemyto i dodano drugorzedowe
przeciwciato skoniugowane ze znacznikiem fluorescencyjnym Alexa Fluor 488
(Life Technologies, A11039, 2:10000) i inkubowano przez 60 minut (oba przeciwciata
w temperaturze pokojowej). Obecno$¢ trombiny potwierdzono za pomocy
pierwszorzedowego przeciwciata poliklonalnego anty-fll (Haematologic Technologies Inc.,
PAHFII-S, 1:1000, 7 godzin) i dodanego nastepnie drugorzgdowego przeciwciata
skoniugowanego ze znacznikiem fluorescencyjnym Alexa Fluor 680 (Life Technologies,
A21102, 2:10000, 60 minut). Obecnos¢ czynnika Xa potwierdzono za pomocg
pierwszorzedowego przeciwciata poliklonalnego anty-fX (Haematologic Technologies Inc.,
PAHFX-S, 1:1000, 7 godzin) i dodanego nastepnie drugorzedowego przeciwciata
skoniugowanego ze znacznikiem fluorescencyjnym Alexa Fluor 680 (Life Technologies,
A21102, 2:10000, 60 minut). Obecno$¢ czynnika Xla potwierdzono za pomocg
pierwszorzedowego przeciwciata poliklonalnego anty-fX1 (Haematologic Technologies
Inc., PAHFXI-S, 1:1000, 7 godzin) i dodanego nast¢pnie drugorzedowego przeciwciala
skoniugowanego ze znacznikiem fluorescencyjnym Alexa Fluor 680 (Life Technologies,
A21102, 2:10000, 60 minut). Nastgepnie membrany analizowano przy uzyciu Azure
Biosystems Sapphire Biomolecular Imager i Azure Spot Analysis Software w nastepujacy
sposob: APC przy 658 nm (Cy5) i 488 nm (przeciwciato), trombina przy 784 nm (Cy7)
i 658 nm (przeciwciato), czynnik Xa przy 520 nm (Cy3) i 658 nm (przeciwcialo),
czynnik Xla przy 488 nm (BODIPY) i 658 nm (przeciwcialo).
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Podczas jednoczesnego znakowania czynnikow krzepniecia krwi, ludzkie osocze
inkubowano z 5 puM kazdego z trzech fluorescencyjnych markeréw chemicznych:
P-SMA172, P-SMI1222 oraz P-SMX152. Osocze inkubowano z markerami w catkowitej
objetosci 40 puL (20 pL osocza i 20 pul markera lub ich mieszaniny) przez 60 minut
w temperaturze 37°C, a nastepnie denaturowano za pomocg 20 pL 3 x SDS/DTT (5 minut,
95°C). Nastepnie na 15-dotkowy zel 10% MES (w/v) natozono 2 puL. markera biatkowego
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) oraz 5 pL kazdej probki.
Elektroforez¢ przeprowadzono przy napigciu 100 V przez 140 minut w 10-krotnie
rozcienczonym buforze (1M MES, 1M Tris, 69,3 mM SDS, 20,5 mM EDTA, pH 7,3).
Zel byl nastepnie bezposrednio wizualizowany przy dhugosci fali 520 nm dla Cy3, 658 nm
dla Cy5 i 784 nm dla Cy7 przy uzyciu Azure Biosystems Sapphire Biomolecular Imager
I Azure Spot Analysis Software.
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6. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ABP — marker chemiczny

ACC — kwas 7-amino-4-kumarynooctowy

ACN — acetonitryl

AcOH — kwas octowy

AFC — 7-amino-4-trifluorometylokumaryna

AMC — 7-amino-4-metylokumaryna

CaCl» — chlorek wapnia

DCM — dichlorometan

DICI — N,N’-diizopropylokarbodiimid

DIPEA — N,N-diizopropyloetyloamina

DMAP — 4-dimetyloaminopirydyna

DMF — N,N’-dimetyloformamid

DMSO — dimetylosulfotlenek

DTT — ditiotreitol

EDTA — sol disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego
ESI-MS  — spektrometria mas z elektrorozpylaniem

Fmoc — grupa fluorenylometoksykarbonylowa

HATU — O-(7-azabenzotriazol-1-ylo)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy heksafluorofosforan
HBTU — O-benzotriazol-(N,N,N’,N -tetrametylouroniowy) heksafluorofosforan
HOBt — N-hydroksybenzotriazol

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa
HRMS — wysokorozdzielcza spektrometria mas

HyCoSuL — hybrydowa, kombinatoryczna biblioteka substratow

Kkat — liczba obrotéw enzymu w jednostce czasu, wyrazona w s

k! Km  — wydajnosé katalityczna enzymu wzgledem substratu, wyrazona w M1s?
Kwm — stala Michaelisa-Menten, wyrazona w M

kolidyna — 2,4,6-trimetylopirydyna

MeOH — metanol

MES — kwas 2-(N-morfolino)etanosulfonowy

MgSO4 — slarczan magnezu

NaCl — chlorek sodu
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NMR
P20s
PS-SCL
RFU/s
SPPS
SDS
t-Boc
TBS-T
TFA
TFE
THF
TIPS
TMSCI

Tris

jadrowy rezonans magnetyczny

pentatlenek difosforu

skanowanie pozycyjne kombinatorycznych bibliotek substratow
jednostka wzglednej fluorescencji w czasie

synteza peptydow na podtozu statym

dodecylosiarczan sodu

grupa tert-butyloksykarbonylowa

roztwor soli fizjologicznej buforowanej Tris z dodatkiem Tween-20
kwas trifluorooctowy

2,2,2-trifluoroetanol

tetrahydrofuran

triizopropylosilan

chlorotrimetylosilan

tris(hydroksymetylo)aminometan
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7. STRUKTURY AMINOKWASOW UZYTYCH W SYNTEZIE BIBLIOTEK
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