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Opracowanie selektywnych markerow chemicznych do badania aktywnosci

wybranych proteaz serynowych zaangazowanych w kaskadg krzepniecia krwi

Hemostaza (krzepnigcie krwi) to wysoce uregulowany proces wywolywany przez
uszkodzenie komérek $rédblonka naczyn krwionoénych lub przez dziatanie ujemnie
natadowanych czasteczek, co prowadzi do kaskady aktywacji proteolitycznej. Kaskada
krzepnigeia obejmuje kilka reakcji, w ktérych kolejno aktywowane Sg zymogeny proteaz
serynowych. Ostatecznie prowadzi to do powstania trombiny, ktéra wigze fibryne i ptytki krwi,
tworzace skrzep. Wszystkie proteazy biorgce udziat w tej skomplikowanej kaskadzie zdarzen
odgrywaja role w utrzymaniu rownowagi miedzy krzepnieciem, a krazeniem krwi. Wydaje sie
jednak, ze rownowaga ta zalezy glownie od aktywnosci aktywowanego biatka C (APQO),
trombiny, czynnika Xa i czynnika Xla. Zaburzenia naturalnic wystepujacych pozioméw tych
proteaz w osoczu mogg prowadzi¢ do powaznych zaburzef. Nieprawidtowa aktywnos¢ tych
czynnikéw krzepnigceia jest zwiazana z takimi schorzeniami, jak hemofilia, zakrzepica, rozsiane
wykrzepianie wewnatrznaczyniowe, choroba Alzheimera, sepsa, udar, nowotwory,
stwardnienie rozsiane i COVID-19. Pomimo Znacznego postepu w zrozumieniu ukladu
krzepnigcia nie ustalono jeszcze w petni roli APC, trombiny, czynnika Xa i Xla w roéznych
stanach chorobowych, nie ma tez wystarczajaco czulych i selektywnych metod wykrywania ich
indywidualnych pozioméw w prébkach biologicznych, takich jak osocze krwi. Dlatego tez
opracowanie selektywnych narzedzi chemicznych umozliwiajacych wykrywanie i rozréznianie
czynnikéw krzepniceia w ludzkim osoczu, pomogloby w ujawnieniu ich funkeji w réznych

stanach chorobowych.

Liczne role APC, trombiny, czynnika Xa i Xla w procesach fizjologicznych
1 patofizjologicznych zwigkszaja znaczenie monitorowania ich aktywno$ci w probkach
biologicznych jako markeréw farmakodynamicznych i diagnostyczno-prognostycznych.
Dlatego celem niniejsze; rozprawy doktorskiej bylo opracowanie silnych i selektywnych
narzedzi chemicznych umozliwiajgcych szybkie i proste znakowania APC, trombiny, czynnika
Xa i Xla w prébkach biologicznych. W celu okreslenia specyficznosei substratowej tych
czynnikow  krzepnigcia wykorzystano zdefiniowang biblioteke P1 oraz Hybrydowa
Kombinatoryczng Biblioteke Substratéw HyCoSuL (ang. Hybrid Combinatorial Substrate

Library). Obie biblioteki zawieraly duzg pule nienaturalnych aminokwaséw, co pozwolito na



szersze zbadanie przestrzeni chemicznej w pozycjach P4-P1. Wyniki otrzymane ze skandw
bibliotek pozwolily na zaprojektowanie i syntezg aktywnych i selektywnych substratow
dedykowanych APC, trombinie, czynnikowi Xa i Xla, ktére umozliwily odroznienie tych
proteaz od innych czynnikow krzepniccia. Najbardziej selektywne substraty zostaly nastepnie
przeksztalcone w inhibitory i markery chemiczne (ang. activity-based probes, ABPs)
7 fluoroforami Cy3/Cy5/Cy7/BODIPY do szybkiego, bezposredniego i jednoczesnego
wykrywania APC, trombiny, czynnika Xa i Xla. Wykazano, ze fluorescencyjne ABPs moga
selektywnie znakowaé czynniki krzepniecia przy uzyciu mieszanin oczyszczonych enzymow
oraz ludzkiego osocza. Markery te moga byé w przysztosci wykorzystane do wizualizacji
i poréwnania pozioméw APC, trombiny, czynnika Xa i Xla w probkach fizjologicznych
i patofizjologicznych. Zdolno$¢ tych fluorescencyjnych ABPs do selektywnego wykrywania
tych proteaz w probkach biologicznych ma ogromne znaczenie, poniewaz proteazy 1e stuza
jako markery diagnostyczne i prognostyczne dla wielu schorzen. W przysztosci zestaw
fluorescencyjnych markerow moze okazac sig przydatny w ujawnieniu funkeji czynnikéw
krzepniecia. ABPs mogg by¢ rowniez wykorzystywane jako narzedzia diagnostyczne i utatwiac
wybor odpowiedniej terapii w wielu zaburzeniach, takich jak hemofilia, zakrzepica, udar, sepsa

i wiele innych.



