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Summary

Antimicrobial peptides (AMPs) are key components of the innate immune system.
AMPs are short, cationic peptide chains found in bacteria, plants, amphibians, insects,
fish, and mammals. They exert their activity primarily by targeting microbial cell
membranes, leading to membrane destabilization and, consequently, cell death. Due to
their broad-spectrum activity, AMPs are being investigated as potential therapeutics for
bacterial infections, particularly in addressing the growing problem of antibiotic

resistance.

The human cathelicidin LL-37 is the only known antimicrobial peptide naturally
present in humans. It exists initially as an inactive precursor, hCAP18, which is
proteolytically cleaved by proteinase 3 to generate the active form. LL-37 is a linear,
cationic peptide with an o-helical secondary structure. Its name refers to its primary
structure, which starts with two leucine residues at the N-terminus and comprises a total
of 37 amino acids. Cathelicidin exhibits multiple biological functions, including
involvement in the formation of neutrophil extracellular traps (NETS), angiogenesis,

apoptosis, as well as antimicrobial, anticancer, and immunomodulatory activities.

As part of this doctoral dissertation, the native structure of LL-37 was modified
by selectively substituting residues of arginine, lysine, isoleucine, and phenylalanine with
DAPEG building blocks i.e., L-2,3-diaminopropionic acid (DAP) derivatives
functionalized in their side chains with appropriate oxoacid residues. These modifications
altered the hydrophobicity of the peptide chain, which in turn influenced its antimicrobial
activity. The presence of longer side chains at the modified positions, compared to native
LL-37, conferred increased resistance of the peptidomimetics to degradation by
peptidylarginine deiminases.

The synthesized analogues were analyzed using circular dichroism spectroscopy
to verify that the introduced modifications did not disrupt the o-helical secondary
structure of the peptide. Additionally, electrophoretic mobility shift assays (EMSAS)
confirmed that the modified peptides retained their ability to bind plasmid pUC19 DNA
and double-stranded DNA (76 bp) comparably to the native LL-37.




Furthermore, the peptidomimetics were evaluated for their enzymatic activity in
order to determine their functional roles in relation to HL-60 cells differentiated toward
a neutrophil-like phenotype. The resulting compounds [Dap(MO1)"****]LL-37,
[Dap(MO2)'>2024]LL-37, and [Dap(O2)*1*12151825] [ -37 demonstrated activating effects
on the differentiated cells.




Streszczenie

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial peptides, AMPs) sa
gtownymi sktadnikami wrodzonej odpornosci. AMPs to krotkie, kationowe tancuchy
peptydowe wystepujace u bakterii, roslin, ptazéw, owadow, ryb oraz ssakow. Wykazuja
dzialanie w stosunku do blon komoérkowych drobnoustrojéw prowadzac do ich
destabilizacji a w nastepstwie do $mierci. Ze wzgledu na szerokie spektrum dziatania sg
badane jako potencjalne leki w chorobach bakteryjnych, ktore zwalcza problem

lekoopornosci.

Ludzka katelicydyna LL-37 to jedyny peptyd antymikrobiotyczny wystepujacy
u ludzi. Naturalnie przyjmuje forme¢ nieaktywnej hCAP18, ktéra pod wplywem
proteinazy 3 zostaje przeksztalcona w forme aktywng. LL-37 jest liniowym peptydem o
kationowym charakterze oraz a—helikalnej strukturze. Jego nazwa jest Scisle zwigzana ze
strukturg pierwszorzedowa w ktorej na N-koncu wystepuja dwie reszty leucyny a caty
fancuch sktada si¢ z 37 aminokwaséw. Katelicydyna wykazuje szereg dziatan takich jak:
udzial w tworzeniu zewnatrzkomodrkowych putapek neutrofilowych, udziat w procesie
angiogenezy i apoptozy, dzialanie przeciwdrobnoustrojowe, przeciwnowotworowe oraz

immunomodulacyjne.

W ramach rozprawy doktorskiej struktur¢ natywnej katelicydyny LL-37
modyfikowalam wymieniajagc odpowiednio reszty: argininy, lizyny, izoleucyny oraz
fenyloalaniny resztami DAPEG czyli kwasem L-2,3-diaminopropionowym
modyfikowanym w lancuchu bocznym sfunkcjonalizowanymi resztami odpowiednich
oksakwasow. Wprowadzone modyfikacje zmieniaty hydrofobowo$¢ tancucha, ktora
wpltywa na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg. Obecno$¢ dtuzszych tancuchow
bocznych w modyfikowanych pozycjach w porownaniu do natywnej katelicydyny
sprawiata, ze peptydomimetyki byly bardziej odporne na dzialanie deiminaz

peptydyloargininowych.

Zsyntetyzowane analogi analizowalam metoda dichroizmu kolowego
sprawdzajac czy wprowadzone modyfikacje nie zmienity o-helikalnej struktury
drugorzgdowej peptydu. Dodatkowo wykonatam analizg elektroforetyczng na podstawie,
ktorej potwierdzitam, ze modyfikowane peptydy, wigzaly si¢ z plazmidem pUCI19 oraz
z dsDNA (76pz) tak samo efektywnie jak natywna katelicydyna.
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Peptydomimetyki poddalam réwniez badaniom aktywno$ci enzymatycznej w celu
okreslenia ich roli w stosunku do komoérek linii HL-60 zréznicowanych do cech
neutrofili. Otrzymane zwiazki: [Dap(MO1)!32%24]LL-37, [Dap(M0O2)"**>4]LL-37
i [Dap(02)%10-1215.18.257] [ -37 peity funkcje aktywacyjna w przypadku zréznicowanych

komorek.
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Wykaz stosowanych skrotow

W tekscie postuguje si¢ symbolami aminokwasow, ich pochodnych oraz grup
ochronnych zgodnie z postanowieniami Komisji Nomenklatury Biochemicznej
Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej 1 Stosowanej oraz Migdzynarodowej Unii

Biochemicznej IUPAC — IUB !i zgodne z zaleceniami Europejskiego Towarzystwa

Peptydowego M,

hCAP18 — nieaktywna forma ludzkiej katelicydyny
LL-37 — ludzka katelicydyna
AMPs — naturalne peptydy przeciwdrobnoustrojowe

NK — komorki uktadu odpornosciowego posiadajace wlasnos$ci naturalne;j
cytotoksycznos$ci

HIV-1 — ludzki wirus niedoboru odpornosci

VZV — potpasiec

EMT - przej$cie nablonkowo-mezenchymalne
HCC — nowotwor watrobowo-komorkowy

NETs — zewnatrzkomorkowe putapki neutrofilowe
APP — amyloidowe biatko prekursorowe

TEM — transmisyjna mikroskopia elektronowa
IAPP — polipeptyd amyloidu wysp trzustkowych
HNE - ludzka elastaza nautrofilowa

PR3 — proteinaza 3

PAD2 — deiminaza peptydyloargininowa 2

PAD4 — deiminaza peptydyloargininowa 4

PEG — glikol polietylenowy

PVP — glikol poliwinylopirolidonu

O1 — kwas 5-amino-3-oksapentanowy

02 — kwas 8-amino-3,6-dioksaoktanowy

GO1 — kwas 5-amidyno-3-oksapentanowy

GO2 — kwas 8-amidyno-3,6-dioksaoktanowy
Z-01 — kwas 5-benzyloksykarbonyloamino-3-oksapentanowy
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Z-02 — kwas 8-benzyloksykarbonyloamino-3,6-dioksaoktanowy
MO1 — kwas 5-metoksy-3-oksapentanowy

MO2 — kwas 8-metoksy-3,6-dioksaoktanowy

DBP — biatka wigzace DNA

TF — specyficzne biatka wigzace sekwencje

NDBP — niespecyficzne biatka wigzace sekwencje

BRBP — biatka wigzace DNA i RNA

LPS — lipopolisacharyd

PMA — 12-mirystynian-13-octan forbolu

GMP — komorka progenitorowa granulocytow i monocytow
ROS — reaktywne formy tlenu

DMSO - dimetylosulfotlenek

DMF — dimetyloformamid

ATRA — kwas all-trans retinowy

Dap — kwas L-2,3-diaminopropionowy

DCHA — sdl dicykloheksyloamoniowa

DIC — N,N'-diizopropylokarbodiimid

NMP — N-metylopirolidon

OXYMA — heksafluorofosforan-(1-cyjano-2-etoksy-2-oksoetylidenoaminooksy)-
dimetyloamino-morfoliny

TFA — kwas trifluorooctowy

EDT — etano-1,3-ditiol

DHB — kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy

CCA — kwas a-cyjano-4-hydroksycynomonowy
UPLC — ultrasprawna chormatografia cieczowa
TFE — 2,2,2-trifluoroetanolu

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

MST — termoforeza w mikroskali

AFM — mikroskopia sit atomowych

DLS — metoda dynamicznego rozproszenia §wiatla

MTT — kolorometryczny test cytotoksycznosci
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ABZ — kwas 2- aminobenzoesowy

Dap(Dnp)-NH> — amid kwasu (N-$-2,4-dinitrofenylo)-L-2,3-diaminopropionowego
Bt — biotyna

FRET - transfer energii wzbudzenia elektronowego

CD — metoda dichroizmu kotowego

pDC — komorki plazmocytoidalne

T1D — cukrzyca typu 1

CyS5 — cyanine 5 (fluorofor)

PDI — wskaznik polidyspersyjnosci

[1]. IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature and Symbolism for Amino Acids
and Peptides, Eur. J. Biochem., 138, 9, (1984)

[l1]. Jones J.H., A short guide to abbreviations and their use in peptide science, J. Pept. Sci., 5, 465,
(1999).

[l1]. Jones J.H., Arevised guide to abbreviations in peptide science and a plea for conformity, J.
Pept. Sci., 9, 1, (2003)

[IV]. Jones J.H., Abbreviations and symbols peptide science: a revised guide and commentary, J.
Pept. Sci., 12, 1, (2006)
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PRZEGLAD LITERATUROWY

1. Katelicydyny

Katelicydyny i defensyny sa najstarszymi elementami mechanizméw
odpornosciowych. Obie rodziny zaliczane sg do peptydow przeciwdrobnoustrojowych
1 petnig role czgsteczek efektorowych. Zwigzki te wykazujg dziatanie przeciwbakteryjne,
przeciwwirusowe, przeciwgrzybicze oraz przeciwpasozytnicze. Katelicydyny to grupa
peptydow antybakteryjnych, ktére wystepuja u ludzi i1 innych organizméw. Sg czescig
naturalnego systemu obronnego i petnig kluczowa rol¢ w zwalczaniu infekcji. Pozostaja

wytwarzane przez ssaki w odpowiedzi na szereg czynnikéw [1].

1.1. Historia odkrycia katelicydyny

Biatka o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych zaczeto bada¢ w latach 80. i 90. XX
wieku. Badacze po raz pierwszy w latach 90. zaczeli odkrywaé peptydy
przeciwdrobnoustrojowe u réznych gatunkéw. Wtedy zidentyfikowano obecno$¢ tych
zwigzkow u ssakow, ptakow 1 innych organizmoéw, podkreslajac ich role w odpornosci
wrodzonej. Czasteczka katelicydyny zostata odkryta w 1995 roku po izolacji z neutrofili
bydlecego peptydu Bac5, pochodzacego z nieaktywnych prekursorow [2]. Pojecie
katelicydyny zostalo przypisane dla klasy peptydéw przeciwdrobnoustrojowych

obejmujacej podobne czasteczki wystepujace u roznych gatunkow.

Od poczatku XXI wieku wiele grup badawczych przebadato sekwencje, struktury
trojwymiarowe i1 mechanizmy dziatania katelicydyn przeciwko patogenom. Dodatkowo
pojawity si¢ pierwsze doniesienia o ich roli w stanach zapalnych, gojeniu ran
1 immunomodulacji. Wzrosto zainteresowanie ich potencjalnym zastosowaniem

terapeutycznym, zwlaszcza w zwalczaniu lekoopornych infekcji bakteryjnych.

Rola peptydow przeciwdrobnoustrojowych jako czasteczek efektorowych wrodzone;j
odpornosci wcigz si¢ rozszerza. Obecnie zwigzki te pelnig role antybiotykow
endogennych, wielofunkcyjnych mediatorow, wzmacniajacych pierwsza lini¢ obrony

gospodarza [3].
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1.2.  Struktura i klasyfikacja katelicydyn

Katelicydyny sa to mate kationowe antybiotyki peptydowe, ktére ulegajg ekspresji
w skorze 1 nabtonkach. Ludzka katelicydyna (hCAP18/LL-37) sktada si¢ z prosekwencji
zwane] domeng katelicydynopodobng i C-koncowego peptydu o nazwie LL-37.
Odkrycia sugeruja, ze po rozszczepieniu proteolitycznym domena katelicydynopodobna
moze bra¢ udziat w tworzeniu struktury, ktéra wywotuje zahamowanie wzrostu bakterii

1 ograniczanie uszkodzen tkanek [4].

Katelicydyny posiadaja w sekwencji od 12-100 reszt aminokwasowych. W strukturze
wystepuja aminokwasy hydrofilowe oraz hydrofobowe, co warunkuje ich wiasciwosci
fizykochemiczne. Wielokrotnie w sktadzie wystepuja reszty aminokwaséw o tadunku
dodatnim, co nadaje im wlasciwosci kationowych. Jest to istotne, poniewaz pozwala na
interakcje z btonami komoérkowymi patogenoéw, ktére czesto sa natadowane ujemnie.
Niektore katelicydyny zawieraja reszty cysteiny, ktore pozwalajg na tworzenie mostkow
disulfidowych, ktore odgrywaja rol¢ podczas stabilizacji struktury trzeciorzedowej
peptydu. Posiadaja one fragmenty o strukturze helisy, elementy B-struktury i sg

podzielone na cztery grupy:

e tworzace a-helisy (np. ludzki LL-37) [5];

e tworzgce B-kartki posiadajace wigzania disulfidowe (np. protegrany swinskie) [6];

o struktury petlowe posiadajace wieksza ilo§¢ wigzan  disulfidowych
(np. bektecyna) [7];

e posiadajace w sekwencji proliny lub argininy (np. bydlgce Bac) oraz bogate w

tryptofan i indolicydyne [8].

Struktury te pozostaja niekiedy w interakcji z btonami komoérkowymi 1 wykazuja
dziatanie biologiczne. W zaleznosci od specyficznej struktury 1 sekwencji aminokwasow,
rézne katelicydyny moga wykazywa¢ rd6zne aktywnoS$ci: przeciwbakteryjne,
przeciwwirusowe czy przeciwgrzybicze. Ich budowa chemiczna wptywa na efektywnos¢

w zwalczaniu réznych rodzajow patogenow [9].

Ponadto katelicydyny sa zroznicowane w zalezno$ci od gatunku organizmu u ktoérego
wystepuja. Poszczegdlne rodzaje moga mie¢ rozne domeny odpowiedzialne

za aktywnos¢ przeciwbakteryjna, interakcje z lipidami czy inne funkcje.
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Dotychczas zidentyfikowano 30 przedstawicieli katelicydyn. W pracy magisterskiej
mojego autorstwa pod tytulem ,Synteza katelicydyny (LL-37) oraz jej analogow
o zwigkszonej stabilnos$ci proteolitycznej” mozemy zapoznac si¢ z tabelg przedstawiajgca
wystepowanie niektorych z nizej wymienionych odmian. Tabela 1. stanowi rozszerzenie

opracowania umieszczonego w pracy magisterskiej.

Tabela 1. Przedstawiciele katelicydyn.

Pochodzenie Rodzaj katelicydyny Miejsce wystepowania Odnosnik
literaturowy
Czlowiek CAMP Leukocyty, jadra, [10]
tkanki, ptyny
ustrojowe
Matpa CAMP Nabtonek narzadow [11]
uktadu oddechowego

oraz trawiennego
Krolik CAPI18, P15R, P15H Neutrofile [12]
Bawot CATH Szpik kostny, uktad [13]

rozrodczy
Niemrawiec Katelicydyna BF Gruczot jadowy, [14]
pospolity zotadek, tchawica,
skora,
miesnie, serce, nerki,
ptuca, mézg,
jelito, $ledziona,
watroba 1 jajnik
Bydto BACI1, BACS5, BACT7, Neutrofile [15]
BMAP28, BMAP27,
BMAP34
Koza BACS, BAC7, ATHL?2, Szpik kostny [15]
MAP28, MAP34-A,
MAP34-B
Swinka CAP11 Neutrofile [16]
morska
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Kon eCATH-1, eCATH-2, Szpik kostny [17]
eCATH-3
Drob CATHLI1, CATHL2, Szpik kostny [18]
CATHL3, CATHBI1
Sluzica CATH29, CATH37 Tkanki jelitowe [19]
pospolita
Owca BAC6, BAC7.5, BAC11,  Szpik kostny, watroba [20]
CATHLIA, CATHLIB,
CATHL2, CATHL3,
SMAP-29, MAP34
Pstrgg rtCATH-1, rtCATH-2 Skrzela, nerka, [21]
teczowy Sledziona
Szczur Camp Szpik kostny [22]
Losos asCATH, asCATH-2 [21]
atlantycki
Swinia PMAP23, PMAP36, Szpik kostny [23]
hodowlana PMAP37, PR39, PF-1, PF-
2, NPG1, NPG2, NPG3,
NPG4, NPG5

Katelicydyny réznych gatunkéw ssakéw maja podobne struktury genu, z czterema
eksonami 1 trzema intronami, gdzie czwarty ekson koduje wariant peptydu
przeciwdrobnoustrojowego [24]. Ulegaja one ekspresji w neutrofilach, szpiku kostnym

1 na powierzchniach nablonkowych [10-22].

W neutrofilach, katelicydyny sg syntetyzowane w postaci prekursorow o masie
16-26 kDa a nastgpnie w tej formie sa przechowywane w granulkach neutrofilii.
Po stymulacji powstaje pelnej dtugosci biatko katelicydyny przetwarzane proteolitycznie
w celu uaktywnienia dziatania bakteriobojczego peptydu C-koncowego z domeny

katelicydynopodobne;.

Wewnatrzkomoérkowe formy (propeptydy) zawierajg: strukturalnie zréznicowany
C-koncowy kationowy region odpowiadajacy peptydowi przeciwdrobnoustrojowemu,

polaczony z konserwatywna domeng tzw. proczastka zawierajaca okoto 100 reszt
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aminokwasowych. Dojrzaty peptyd mozna uwolni¢ z formy przechowywania w wyniku

proteolizy w miejscach rozszczepianych przez elastaze lub proteinaze 3 [25], [26].

1.3. Mechanizm dzialania katelicydyn

Gléwnym zadaniem Kkatelicydyn jest obrona organizmu przed patogenami np.
bakteriami, wirusami, grzybami czy pierwotniakami. Sa one kationowymi peptydami,
ktore dzigki swojemu tadunkowi dodatniemu sg w stanie oddzialywa¢ z btonami
komoérkowymi bakterii, ktore posiadaja ujemnie natadowane lipidy na swojej

powierzchni. Mechanizm obronny obejmuje kilka etapow (Rys. 1).

Katelicydyny oddzialuja z blonami patogenow, powodujac ich
uszkodzenie lub perforacje.

Niektore rodzaje katelicydyn stymuluja komorki ukladu
immunologicznego, takie jak makrofagi czy neutrofile. To prowadzi do
wzmozonej fagocytozy patogenow przez komorki, wzmacniajgc w ten

sposob naturalna reakcje obronng organizmu.

Katelicydyny moga zaklocaé procesy zyciowe patogenow, takie jak
synteza bialek czy kwasow nukleinowych, co prowadzi do zahamowania
ich wzrostu lub reprodukcji.

Sygnaly zwigzane z infekcja np. nadmiar cytokin, hormony oraz stres
oksydacyjny moga przyczyni¢ sie do ekspresji katelicydyn. Ich produkcja
zachodzi gléwnie w komérkach nablonka, leukocytach i tkankach
odpornosciowych.

Rysunek 1. Mechanizm dziatania katelicydyn.

Dodatkowo katelicydyny odgrywaja wazng role w utrzymaniu homeostazy
mikrobiologicznej w organizmie. Ich nadmiar lub niedobér moze prowadzi¢ do wigkszej
podatnosci na infekcje lub by¢ zwigzany z  chorobami  zapalnymi,
autoimmunologicznymi, infekcjami uktadu oddechowego, infekcjami skory czy uktadu

moCZowego.
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Katelicydyny stanowia cz¢$¢ naturalnej odpornosci organizmu i dziataja w synergii
z innymi sktadnikami uktadu immunologicznego. Ich zdolno$¢ do zwalczania patogenow
bezposrednio, jak 1 poprzez aktywacje reakcji immunologicznych, czyni je kluczowymi

w zapobieganiu infekcjom i1 utrzymaniu homeostazy mikrobiologicznej organizmu [27].

Badania nad katelicydynami trwajg nadal, a ich potencjalne zastosowania obejmuja
terapi¢ przeciwbakteryjng, leczenie infekcji opornych na antybiotyki, a nawet mozliwos¢
wykorzystania ich w produkcji nowoczesnych lekow. Katelicydyny sg wiec niezwykle
waznym elementem naszego systemu obronnego, a zrozumienie ich funkcji i regulacji

jest kluczowe dla rozwoju nowych terapii i lekow.

2. Peptydy antymikrobiotyczne

Peptydy antymikrobiotyczne wystepuja we wszystkich formach zZycia,
od kregowcoéw po owady i rosliny. Biorg udziat w walce z drobnoustrojami, ktére atakuja
organizmy odgrywajac tym samym obronng rol¢. Peptydy kationowe z rodziny defensyn
1 katelicydyn wystepuja u ssakdw w ziarnistos$ciach fagocytéw oraz na powierzchniach
bton §luzowych 1 w skorze [28], [29], [30]. Miejsce wystepowania tych zwigzkow jest

Scisle zwigzane z ich rolg pierwszej linii obrony w kontakcie z patogenem.

2.1. Podziat AMP

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe cechuja si¢ ogromng roéznorodnoscia, posiadaja
jedng ceche wspdlng, wszystkie przyjmuja forme z oddzielonymi od siebie fragmentami
hydrofobowymi oraz hydrofilowymi. Wigkszos¢ peptydéw antymikrobiotycznych jest
zréznicowana pod wzgledem wielkos$ci 1 kolejnosci sekwencyjnej ale wykazuja pewne
wspodlne wzorce strukturalne, i mozna je odpowiednio podzieli¢ w dwie gtowne grupy:

peptydy liniowe 1 cykliczne.

1) Peptydy liniowe tworza amfipatyczne helisy a, w ktorych dominujacymi
aminokwasami sg Pro, Trp, His, Gly.

2) Peptydy cykliczne obejmujg te, ktore sktadajg sie gtownie z arkusza £ lub petli,
stabilizowanych r6zng liczbe wigzan disulfidowych [31].
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Istnieje réwniez inny podzial peptydow antymikrobiotycznych ze wzgledu na ich

struktur¢ chemiczna.

1) Peptydy pB-strukturalne — zbudowane gléwnie z reszt aminokwasowych
tworzacych [-struktury, ktore umozliwiaja tworzenie kanatldéw w btonach
komorkowych mikroorganizmow.

2) Peptydy a-helikalne — posiadajace strukture ztozong z a-helis, ktore moga
wchodzi¢ w interakcje z blonami komorkowymi i1 zaktocac ich integralnosé.

3) Peptydy cykliczne — zawierajgce wigzania peptydowe w zamknigtych strukturach
cyklicznych, zmieniajac ich aktywnos$¢ oraz stabilnosc.

4) Peptydy lipopeptydowe — zbudowane sg z czg¢sci peptydowe;j 1 lipidowej, co moze

rowniez wplywac na ich interakcje z btonami komérkowymi.

Podzial ten jest $cisle zwigzany z mechanizmem dzialania w organizmie.
Istniejg liczne podziaty peptydow antymikrobiotycznych ze wzgledu na rdézne czynniki

m.in. miejsce wystepowania, wlasciwosci, funkcje biologiczng (Rys. 2) [32].

NH o]
HJ\ OH N J‘LN f\/\H‘L OH
NH, i NH,
% = gllcyna arginina
mikroorganizmy
organizmy wodne Bogate w
T wybrane
T . NH
= "__ ] Zrédto ) aminokwa prollna
ssaki pochodzenia /
owady 3 hlstv:hfna
tr\rptcfan
ptazy

\Mumammne
pm:cmncmutwuruwe
(& pmeclwzapalne
przecrwpa nicze

a- helisy | B-kartki "- IJI'IECMEI'Z\I’bICZE

L rzeciwwirusowe
sr.ulctura liniowa p

5

a-helisy

Rysunek 2. Podziaf peptydow antymikrobiotycznych, rysunek wykonany w oparciu o zrodto
[33].
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2.2. Mechanizm antymikrobiotyczny

Naturalne peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial peptides, AMPs) sa
niestabilne 1 majg krotki okres pottrwania w organizmie. Wigkszo$¢ z AMPs bez wzgledu
na réznice strukturalne powoduje dezintegracj¢ btony komodrkowej. W wyniku
oddziatywania z btong komodrkowa, nastepuje jej depolaryzacja i powstawanie tzw.
,jam”. Poznane zostaly trzy modele tego zjawiska: model beczutkowy, model porow

toroidalnych, model dywanowy (Rys. 3).

W literaturze mozemy odnalez¢ réwniez inne mechanizmy dzialania peptydow
antymikrobiotycznych, nie wszystkie dotyczg interakcji z blong komodrkowa.
Sposob dziatania AMP jest warunkowany przez szereg czynnikOw m.in. stezenie peptydu,

gatunek drobnoustrojéw, faze rozwoju atakowanej komoérki [33], [34].
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Rysunek 3. Modele odziatywania peptydow antymikrobiotycznych z btong komorkowg, rysunek
wykonany w oparciu o zrodto [33].
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3. Ludzka katelicydyna

Ludzka katelicydyna jest peptydem przeciwdrobnoustrojowym kluczowym dla
obrony wrodzonego uktadu odpornosciowego przed patogenami. Peptyd LL-37,
pochodzacy z biatka prekursorowego hCAP18, odgrywa kluczowa role w zwalczaniu
drobnoustrojoéw, wykazujac ogromng wszechstronno$¢ mechanizmow i funkceji. Dojrzaty

aktywny peptyd LL-37 wyizolowano po raz pierwszy w 1996 z granulocytow [35].

3.1. Ekspresja ludzkiej katelicydyny

Gen kodujacy ludzka katelicydyne jest zbudowany z 4 eksondéw. Trzy pierwsze sa
odpowiedzialne za kodowanie sekwencji sygnatowej i domeny katelicydyny (Rys. 4).
Natomiast czwarty ekson koduje dojrzaly  peptyd. Ludzki  peptyd
przeciwdrobnoustrojowy katelicydyna (CAMP, hCAP-18) jest to jedyne biatko z rodziny
katelicydynowych wystepujace u czlowieka [36]. W wyniku rozszczepienia
proteolitycznego hCAP-18 (o masie 18 kDa) jest przetwarzany do bioaktywnej
katelicydyny LL-37 poprzez specyficzne proteazy serynowe, takie jak proteinaza 3,
kalikreina 5 1 kalikreina 7 [37]. Nieaktywna forma hCAP-18 ulega ekspresji w roznych
komoérkach nabtonkowych 1 komoérkach odporno$ci wrodzonej (neutrofilach,
monocytach, makrofagach, komoérkach dendrytycznych, limfocytach oraz komodrkach
naturalny zabdjca (NK)) [38], [39]. Jest to peptyd o szerokiej ekspresji, ktorego poziom

moze ulega¢ zwigkszeniu podczas odpowiedzi immunologicznej [40].

sekwencja

sygnalowa domena katelicydyny AMP COOH

NH,

Rysunek 4. Lokalizacja genu katelicydyny w genomie cztowieka i jego struktura, rysunek
wykonany w oparciu o zZrodio [41].
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3.2.  Struktura chemiczna i mechanizm dzialania

W wodzie LL-37 tworzy struktur¢ przypominajaca cewkeg. W roztworach soli
o stezeniach milimolowych lub w obecno$ci membrany zwigzek ten przybiera postac
kationowej, amfipatycznej struktury a-helikalnej, sktadajacej sie z 3 czgsci: N-koncowe;j

a-helisy, po ktorej nastepuje C-koniec a-helisy i C-konicowy ogon.

W fizjologicznym pH katelicydyna posiada wypadkowy tadunek +6 uwarunkowany
obecnoscia w strukturze 11 hydrofobowych aminokwaséw i 5 hydrofilowych.
Poczatkowe doniesienia dowodzity, ze C-koncowy fragment katelicydyny zbudowany
byl z 39 reszt aminokwasowych i nosit nazw¢ FALL-39. W kolejnych latach
udowodniono, Ze po izolacji peptydu z neutrofili byt on o 2 reszty krotszy i rozpoczynat
sic¢ od dwobch reszt leucyn [47]. Sekwencja natywnej struktury LL-37:
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQ-RIKDFLRNLVPRTES [41], [42].

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe wykazuja silng aktywno$¢ przeciwko
mikroorganizmom poprzez bezposrednig lize bakterii oraz permeabilizacje bton
komorkowych [43]. Permeabilizacja polega na podwyzszeniu przepuszczalno$¢ btony
cytoplazmatycznej komorek w celu zwigkszenia ilo$ci wydzielanych przez nig
metabolitow. Peptyd LL-37 zabija organizmy docelowe zakldcajac integralno$¢ btony.
Katelicydyna w swojej strukturze ma znaczng ilo$¢ aminokwasow zasadowych co
warunkuje dodatni tadunek czasteczki. Natomiast powierzchnia mikroorganizmow
wykazuje przewaznie ujemny fadunek. Ze wzgledu na kationowy charakter katelicydyna
hCAP-18/LL-37 jest przyciagana elektrostatycznie do ujemnych grup fosfolipidow
znajdujacych si¢ na powierzchni blon u bakterii nie posiadajacych scian komorkowych.
W przypadku bakterii posiadajacych S$ciang komorkowa oddzialujg przez kwasy
tejchojowe w przypadku bakterii Gram-dodatnich oraz przez lipopolisacharydy u bakterii
Gram-ujemnych. Dochodzi wtedy do zmian w strukturze btony a tym samym
do tworzenia kanatow jonowych lub porow wodnych. Prowadzac w kolejnym etapie

do $mierci drobnoustrojow w wyniku lizy hipoosmotycznej [44].
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3.3. Funkcje ludzkiej katelicydyny

Ludzka katelicydyna wuczestniczy w licznych procesach fizjologicznych
1 immunologicznych, co sprawia, ze jest czgsto badanym zwigzkiem. Testy nad LL-37
wykazaly, ze N-koncowa helisa uczestniczy w chemotaksji, oligomeryzacji biatek,
opornosci proteolitycznej 1 aktywnosci hemolitycznej. LL-37 indukuje proces
angiogenezy, aktywuje komorki do proliferacji a nast¢pnie do tworzenia struktur

przypominajacych naczynia krwionosne [45].

Jedng z gtéwnych funkcji ludzkiej katelicydyny jest zwalczanie bakterii. To helisa
C-koncowa jest odpowiedzialna za efekt przeciwbakteryjny. Peptyd dziata niszczac blony
komorkowe bakterii lub zaburzajac ich strukturg, prowadzac do $mierci komoérek
bakteryjnych. Katelicydyna posiada dziatanie przeciwbakteryjne przeciwko szerokiej
gamie bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich [46]. Wang i wspOlpracownicy ustalili,
ze dtugos¢ peptydu wykazujacego dziatanie antybakteryjne (ilos¢ hydrofobowych reszt
aminokwasowych) ma bardzo duze znaczenie. Jednak kolejno§¢ aminokwasow

w sekwencji peptydow juz nie wptywa znaczaco na petniong role [47].

Dodatkowo LL-37 posiada wilasciwosci hamujace wzrost biofilmu i1 moze
wyeliminowac¢ wczesniej utworzony biofilm in vitro. Gojenie ran i sprzyjanie infekcjom

moze by¢ hamowane przez mikrobiologiczne btony powierzchniowe [48].

Oproécz dziatania antybakteryjnego, ludzka katelicydyna wykazuje rowniez dziatanie
przeciwgrzybicze wobec Candida albicans [46]. Tsai 1 wspoipracownicy zaobserwowali,
ze LL-37 zmienit integralno$¢ $ciany komorkowej patogenu 1 wptywat na ekspresje
genow zwigzanych z regulacja procesoOw biologicznych, reakcja na stres lub bodziec

chemiczny [49].

Ponadto ludzka katelicydyna LL-37 wykazuje dziatanie przeciwwirusowe przeciwko
ludzkiemu wirusowi niedoboru odpornosci (HIV-1), grypie, ospie wietrznej, potpascowi
(VZV) 1 wirusowi opryszczki pospolitej. Funkcja ta jest warunkowana przez helis¢
C-koncowag, ktora bezposrednio wchodzi w interakcje z kapsydem biatkowym wirusa.
LL-37 hamuje infekcje wirusows, blokujac wejscie wirusa do komoérek gospodarza lub
poprzez thumienie ekspresji genéw wirusa [46], [50], [51]. Grupa naukowcdéw Wang i in.
sprawdzali aktywno$¢ fragmentow LL-37 przeciw wirusowi HIV 1 udowodnili, Ze
centralny fragment, GI-20 o sekwencji GIKEFKRIVQRIKDFLRNLV wykazat
najwigksza aktywnosc¢ [52].
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Apoptoza to proces programowanej $mierci komodrkowej. Jest ona niezbedna
do utrzymania réwnowagi w organizmie, ze wzgledu na eliminacj¢ uszkodzonych
komorek czy regulacje procesOw rozwoju i wzrostu. Peptyd LL-37 ma zdolno$¢
do indukowania procesu programowanej $mierci komorek T regulatorowych, ktore
sa odpowiedzialne za hamowanie nasilonej autoreaktywnej odpowiedzi
immunologicznej. Dodatkowo proces ten dotyczyt komorek typu ,,Treg” sa to
specjalnego rodzaju komorki uktadu odpornosciowego, ktore biorg udzial w regulacji
proceséw odpornosciowych oraz w rozwoju i utrzymaniu tolerancji immunologicznej,
zardwno na poziomie poszczegoélnych tkanek, jak i calego organizmu. Zapobiegaja

nadmiernym reakcjom immunologicznym oraz autoimmunologicznym [53].

Katelicydyny wykazujg takze wiasciwosci przeciwzapalne. Hamuja proces
wydzielania cytokin prozapalnych regulujac w ten sposob reakcje zapalne. LL-37 jest
wytwarzany przez nabltonkowe komorki skory, komorki odpornosciowe (neutrofile)
w miejscach zainfekowanych. Ekspresja katelicydyny jest praktycznie niewykrywalna
w zdrowej skorze, natomiast podczas infekcji lub urazu obserwujemy jej nadekspresje.
W przypadku gojenia si¢ kosci LL-37 stymuluje monocyty krwi do migracji do ztamania

kos$ci i roznicowania si¢ do monoosteofilow [53], [54].

Katelicydyny moga odgrywac rol¢ w utrzymaniu rownowagi w tkankach poprzez
kontrolowanie mikroorganizméw, ktore mogtyby prowadzi¢ do stanéw chorobowych.
Wszystkie wyzej wymienione funkcje ludzkiej katelicydyny podkre$laja jej znaczenie

jako elementu naturalnej obrony organizmu przed infekcjami i procesami zapalnymi.

3.4. Czynniki wplywajace na synteze katelicydyny

Caly proces produkcji katelicydyny jest mocno skomplikowany. Wiele czynnikow
wplywa na jego regulacje. Wigkszo$¢ z nich jest zwigzana z sygnatami zapalnymi,
obecnoscig patogendw oraz czynnikami S$rodowiskowymi, ktére moge wpltywac

na system immunologiczny.
Do czynnikow regulujacych produkcje katelicydyny zaliczamy (Rys. 5):

- Obecnos¢ patogendw, ktore inicjuja odpowiedz immunologiczng organizmu m.in.

bakterie, wirusy, grzyby.
- Ekspozycja na $wiatto stoneczne (fotony ultrafioletowe B);

- Stres oksydacyjny powodowany przez reakcje tlenowe w organizmie;
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- Sygnaly chemiczne wydzielane w odpowiedzi na stan zapalny lub infekcje m.in.

cytokiny, interleukiny, interferon, czynniki wzrostu;

- Obecnos¢ substancji chemicznych na powierzchni patogenow, ktore aktywuja receptory
w komorkach ukladu odpornosciowego np. krotkotancuchowe kwasy tluszczowe,

maslan, jony Zn?>", ktére sa metabolitami bakterii;

- Hormony, takie jak kortykosteroidy czy hormony stymulujace wzrost [55], [56], [57],

[58].
* #
*
# ,
stres oksydacyjny
patogeny \
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katellcdeny \ \\.

cytokiny, interleukiny, interferon
ekspozycja na Swiatto
stoneczne

substancje chemiczne

Rysunek 5. Czynniki wplywajqce na synteze katelicydyn.

Ekspozycja na S$wiatlo stoneczne, zwlaszcza fotony ultrafioletowe B, inicjuje
konwersj¢ prowitaminy D3 do prewitaminy D3 w skorze. Drugim etapem aktywacji
witamin jest tworzenie 1,25-dihydroksywitaminy D (aktywna witamina D3). Produkcja
LL-37 moze by¢ indukowana przez napromienianie ultrafioletem B i jego poziom ulega
podwyzszeniu u os6b z uszkodzong skorg lub zakazonych. Zespot badawczy Gant’a
odkryl, ze ultrafiolet B 1 witamina D moze zmniejsza¢ ryzyko kilku choréb

autoimmunologicznych i niektorych nowotwordw [59].

Czynniki wyzej wymienione wplywaja znaczaco na zdolno$¢ organizmu
do zwalczania infekcji. Utrzymywanie zdrowego stanu uktadu odpornosciowego
1 odpowiedniego Srodowiska zyciowego moze by¢ kluczowe dla optymalnej produkcji

tych substancji obronnych [60].
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3.5. Przeglad badan prowadzonych dla LL-37

Ludzka katelicydyna LL-37 bedaca kluczowym elementem wrodzonego uktadu
odpornosciowego czlowieka stanowi temat przewodni licznych publikacji, ze wzgledu

na szerokie spektrum dziatania.
a) Potencjalny $rodek terapeutyczny przeciwko COVID-19

Wang i inni w swoich pracach opisali jak dziata LL-37 wobec SARS-CoV-2.
Ich badania potwierdzity, ze wykazywal on zdolno§¢ do hamowania wejsScia wirusa
do komorek oraz do modulowania odpowiedzi immunologicznej. Na podstawie wynikow
badacze wyciagneli wniosek, ze ludzka katelicydyna LL-37 zmniejsza replikacje SARS-
CoV-2, co sprawia, ze moze by¢ wykorzystywana jako potencjalny $rodek terapeutyczny

w walce z COVID-19 [61].

A. Barron w roku 2024 opisat szczegétowo potencjalne korzysci wynikajace
z podwyzszonego poziomu ludzkiej katelicydyny LL-37 podczas infekcji wirusa
powodujacego COVID-19. LL-37 oprocz tego, ze jest peptydem wykazujacym
wlasciwosci immunomodulacyjne i antybakteryjne, hamowat replikacj¢ wirusa oraz
przeciwdziatat tworzeniu mikrozatorow, ktore wystepowaly w cigzkich przypadkach
COVID-19. Autorzy publikacji udowodnili, ze zwigkszenie ekspresji LL-37 moze by¢
zZwigzane z usprawnieniem procesu usuwania sieci zewnatrzkomoérkowych putapek
neutrofili (ang. neutrophil extracellular traps, NETs). Dodatkowo odkryli, Zze przyspiesza
naprawe Srodblonka po uszkodzeniu zapalnym. LL-37 tworzyt bezposrednie wigzanie
z wirusem SARS-CoV-2, ograniczajac jego zdolnos¢ do infekowania komorek. Badacze
sugeruj3, ze kontrolowane zwigkszanie poziomu LL-37 moze stanowi¢ dodatkowag

skuteczng strategi¢ terapeutyczng w walce z COVID-19 [62].
b) Infekcje bakteryjne

Obecnie ogromnym problemem pojawiajacym si¢ na catlym Swiecie jest
lekoopornos¢. Grupa profesora Coorensa zajela si¢ badaniami analizujgcymi role ludzkiej
katelicydyny w walce z infekcjami bakteryjnymi w kontekscie modulacji odpowiedzi
immunologicznej neutrofili. W 2020 roku przeprowadzili badania przeciwko
wieloopornym szczepom bakterii miedzy innymi MRSA (Meticillin-resistant
Staphylococcus aureus), ktore dowiodty, ze ludzka katelicydyna moze niszczy¢ komorki

bakteryjne oraz zaktoca¢ biofilm bakteryjny [63].
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Ponadto w pracy opublikowanej w 2019 roku zbadano wptyw LL-37 na biofilmy
tworzone przez Staphylococcus aureus. Badania udowadniaty, ze LL-37 moze dziata¢
synergistycznie z tradycyjnymi antybiotykami. Wyniki pokazaly, ze w potaczeniu
z antybiotykami, LL-37 zwi¢ksza przepuszczalno$¢ btony komodrkowej bakterii,
co umozliwia lepsza penetracje leku do wnegtrza komorki bakteryjnej tym samym

poprawiajac jego skutecznos¢ [64].

Ludzka katelicydyna dziata wedlug kilku mechanizmoéw, pierwszy polega na tym,
ze wykazuje zdolno$¢ do integracji z blong komoérkowsa bakterii co prowadzi do lizy
komoérkowej. Drugim mechanizmem jest neutralizacja endotoksyn w wyniku
oddziatywania z lipopolisacharydami wystepujacymi na powierzchni bakterii Gram-
ujemnych. Dodatkowo LL-37 moduluje odpowiedZz immunologiczng wplywajac

na podwyzszong produkcje cytokin prozapalnych.

W 2022 roku grupa badawcza C. Demir opisata skuteczno$¢ dziatania peptydu LL-37
przeciwko szczepom Staphylococcus aureus. Jako pierwsi zajeli si¢ okresleniem
mechanizmu molekularnego tworzacych si¢ biofilméw pomiedzy szczepami S. aureus
metycylino-wrazliwym (MSSA) o biofilmie dodatnim lub szczepami S. aureus metycylino-
opornym (MRSA) 1 ludzka katelicydyna. Dotychczasowe badania donosity, ze kationowy
peptyd przeciwdrobnoustrojowy mogl by¢ wykorzystywany do walki z aktywnoS$cia
biofilmu w zakazonych ranach. Warto§¢ minimalnego stezenia hamujacego (MIC)
sprawdzano metodg mikrorozcienczen i wynosity dla LL-37 odpowiednio 89,6 mg/L

1132,3 mg/L dla szczepoéw MSSA 1 MRSA.
¢) Choroby nowotworowe

W ostatnich latach badania nad LL-37 koncentrowatly si¢ na jego roli w rozwoju
1 progresji nowotworow. W zaleznosci od rodzaju nowotworu oraz czynnikow
zewnetrznych ludzka katelicydyna moze petni¢ dwie funkcje: przeciwnowotworowe oraz
promujace nowotwory. W przypadku nowotworu ptuc i prostaty ludzka katelicydyna
dziata jako czynnik przeciwnowotworowy, hamujac proliferacj¢ komorek oraz
indukujacy ich programowang $mier¢ czyli apoptoze. Pelniona przez nig funkcja jest
uwarunkowana zdolno$cig do tworzenia bezposrednich oddzialywan z komorkami
nowotworowymi. W przypadku raka piersi LL-37 dziata jako promotor nowotworowy.
Badania wykazaly, Zze obecno$¢ peptydu wspomaga proces tworzenia nowych naczyn

krwiono$nych czyli angiogeneze co jest $cisle zwigzane z reakcjami LL-37 z receptorami

29



wystepujacymi na powierzchni komoérek nowotworowych. Interakcja ta przyczynia si¢
do aktywacji szlakow sygnalowych oraz rozprzestrzeniania si¢ nowotworu (przerzutow).
Badania te s3 wstepem do okreslenia mozliwosci terapeutycznych w  terapii

nowotworowej ludzkiej katelicydyny LL-37 [65].

Kluczowym procesem przyczyniajagcym si¢ do rozprzestrzeniania si¢ i tworzenia
przerzutow nowotworow jest przej$cie nabtonkowo-mezenchymalne (ang. epithelial
mesenchymal transition, EMT). Polega ono na utracie przez komodrki nabtonkowe
charakterystycznych wtasciwosci i przeksztatcenia ich w komorki mezenchymalne, ktére
sa bardziej ruchliwe i tatwiej jest im wnika¢ do tkanek. Dodatkowo sg one odporne
na apoptozg¢. Y. Chen wraz ze swoim zespotem zajat si¢ badaniami wplywu LL-37
na nowotwor watrobowo-komorkowy (ang. hepatocellular carcinoma, HCC). HCC jest
p6zno diagnozowanym nowotworem i to w zaawansowanych stadiach, co decyduje
0 jego wysokim indeksie $miertelnosci. Przerzuty w jego przypadku dotycza ptuc,
weztow chionnych, kosci oraz nadnerczy. Dotychczasowe terapie obejmuja leczenie
ukierunkowane oraz zastosowanie inhibitorow punktow kontrolnych uktadu
odpornosciowego. Nowe badania dotycza leczenia skojarzonego, gdzie peptyd LL-37
ma wplywa¢ na tworzace si¢ przerzuty HCC. Badania grupy Y. Chena wykazaty,
ze hCAPI18/LL-37 odgrywa rol¢ w promowaniu wzrostu guza w przypadku kilku typow
nowotworow poprzez bezposrednig stymulacje komorek zlosliwych, inicjacje
angiogenezy lub thumienie odpornosci w mikrosrodowisku guza. Dodatkowo kilka badan
wykazato rowniez, ze katelicydyna promuje migracje i przerzuty w przypadku

nowotworu piersi, nowotworu jajnika, i czerniaka [66].
d) Dzialanie immunomodulacyjne

Dzialanie immunomodulacyjne jest to funkcja $ciSle zwigzana z wplywaniem
na wrodzong oraz nabytg odpowiedZ immunologiczng. LL-37 posiada zdolno$¢ aktywacji
monocytow oraz makrofagdow, poprzez stymulacje ich do produkcji cytokin
prozaplanych. Kolejnym elementem ludzkie; odpornosci sg neutrofile, ktore réwniez
moga by¢ pobudzane przez katelicydyne do fagocytozy oraz tworzenia

zewnatrzkomoérkowych putapek neutrofilowych.

W  licznych  doniesieniach literaturowych przedstawione jest dziatanie
immunomodulacyjne peptydu LL-37. Praca M. Seila skupia si¢ na korelacji ludzkiej

katelelicydyny z sepsg. Ich badania udowadniaja, ze LL-37 oddziatuje

30



z lipopolisacharydami znajdujacymi si¢ na blonie bakteryjnej bakterii Gram-ujemnych co

zapobiega nadmiernym reakcjom zapalnym [67].

Z kolei badania zespolu Barriere omawiajg role LL-37 oraz innych peptydow
antymikrobiotycznych w patogenezie sepsy. Eksperymenty wykazaty, ze peptyd odgrywa
ochronng role w przypadku sepsy i szoku septycznego, bedacych skutkiem nadmierne;j
1 niekontrolowanej odpowiedzi zapalnej. Katelicydyna moduluje odpowiedz

immunologiczng, chronigc tkanki przed nadmiernym stanem zapalnym.

Publikacja 1. Nagaoka przedstawia terapeutyczne znaczenie peptydu LL-37
w przypadku sepsy na podstawie modelu myszy. Udowodniono, ze LL-37 hamuje
pyroptoze (programowana $mier¢ komoérek) w makrofagach co wptywa na obnizenie
poziomu produkcji prozapalnych cytokin. Katelicydyna oprocz tego pobudza
powstawanie NETs przez co przyczynia si¢ do zmniejszenia obcigzenia bakteryjnego
1 poprawy stanu zapalnego podczas sepsy. Ostatnig petniong funkcjg jest stymulacja
ektosoméw przez neutrofile zawierajace w sktadzie peptydy antymikrobiotyczne.
Na postawie przeprowadzonych badan wyciggnigto wniosek, ze LL-37 ze wzgledu

na zakres petlnionych funkcji moze postuzy¢ jako potencjalny lek w terapii sepsy [68].

Liczni naukowcy przebadali rowniez zdolno§¢ LL-37 do interakcji z f-amyloidem
(4p), jest to fragment biatka powstajacy w wyniku rozpadu amyloidowego biatka
prekursorowego (APP) wystepujacy w btonach neurondéw. Badania te mialy na celu
sprawdzenie zwigzku ludzkiej katelicydyny z patogeneza choroby Alzheimera.
Grupa badawcza De Lorensi zbadata wplyw LL-37 na agregacje amyloidu A4p42.
Eksperymenty in vitro przeprowadzone z  wykorzystaniem obrazowania
powierzchniowego rezonansu plazmonowego (ang. surface plasmon resonance, SPR)
dowiodly, ze LL-37 wiaze si¢ specyficznie z Af. Naukowcy wykonali analize
otrzymanych agregatow za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej (ang.
transmission electron microscopy, TEM), ktora wykazata, ze LL-37 hamuje zdolnos¢
ApA2 do tworzenia struktur widkienkowych amyloidu, co jest zwigzane z patogeneza
choroby Alzheimera [69]. Natomiast zespdt V. Armiento zajat si¢ badaniem zwigzku
pomiedzy LL-37 a polipeptydem amyloidu wysp trzustkowych (IAPP). Jest to hormon,
ktory tworzy fibryle amyloidu w komorkach trzustkowych. W procesie samoorganizacji
IAPP powstaja oligomery bedace toksyczne dla komorek. Liczne grupy badawcze

obecnie zajmujg si¢ poszukiwaniem inhibitorow, ktore moga zapobiegac agregacji IAPP.
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V. Amiento i1 wspolpracownicy odkryli, ze peptyd LL-37 wykazuje wysokie
powinowactwo wigzania z IAPP przy czym hamuje agregacj¢ amyloidu IAPP, jak i jego

toksyczne dziatanie na komorki [70].

Powyzszy przeglad aktualnej literatury, przybliza wielofunkcyjng role ludzkiej
katelicydyny w rdéznych stanach patologicznych co wplywa na zainteresowanie

ta tematyka wielu grup badawczych.

4. Odpornos¢ proteolityczna

Bialtka biora czynny udziat w procesach biologicznych a ich struktura jest $cisle
odpowiedzialna ze pelnione funkcje. Enzymy proteolityczne (proteazy) to substancje
powodujace rozktad biatek a tym samym zmiang¢ ich funkcji. Specyficzna struktura
biatek jest zwigzana z odpornoscig proteolityczng, poniewaz moze utrudnia¢ dostep

proteazom do kluczowych miejsc hydrolizy [71].

4.1. Proteazy
Proteazy sa to enzymy, ktére katalizuja hydroliz¢ wigzan peptydowych w biatkach.

Kontroluja one reakcje komérkowe w komorkach prokariotycznych i eukariotycznych
poprzez rozszczepienie substratow biatkowych. Przecinaja tancuchy peptydowe,
co prowadzi do rozpadu bialek na mniejsze fragmenty zwane peptydami lub
aminokwasami. Proteazy odgrywaja kluczowa role w wielu procesach biologicznych,
regulujac aktywnos¢ i1 funkcje biatek. Istnieje wiele réznych rodzajéow proteaz, gdzie

kazda z nich moze mie¢ specyficzne miejsca wigzania i substraty.

Proteinazy serynowe to jeden z rodzajéw enzymow proteolitycznych, ktdry zawiera
reszty seryny w swoim miejscu aktywnym. Miejsce aktywne bierze udziat w tworzeniu

interakcji z substratem 1 odpowiada za katalize reakcji enzymatycznej [72].

Wsréd proteinaz serynowych na podstawie specyficzno$ci substratowej mozna

wyr6zni€ trzy gtdéwne podrodziny proteaz serynowych:
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e trypsynopodobne proteazy serynowe, niektore granzymy (Gzms)
1 tryptaza rozszczepiajg substraty biatkowe po resztach lizyny i argininy
o tadunkach dodatnich

e chymotrypsynopodobne  rozszczepiaja  substraty po  duzych
hydrofobowych aminokwasach, takich jak alanina i leucyna.

e proteazy serynowe podobne do elastazy rozszczepiajg substraty po matych

resztach hydrofobowych, takich jak walina.

Do ostatniej podrodziny nalezg ludzka elastaza neutrofilowa (ang. human neutrophil
elastase, HNE) oraz proteinaza 3 (ang. proteinase 3, PR3). Proteinazy serynowe biora
rowniez udzial w regulacji wielu procesé6w biologicznych poza ukladem trawiennym,
takich jak regulacja ukladu krzepnigcia krwi, odporno$¢. Rozne rodzaje proteaz
serynowych sa specyficzne wobec réznych substratow co wigze si¢ z mozliwo$ciag
kontroli proceséw biologicznych zachodzacych w organizmach. S3 one wytwarzane
i czasami przechowywane jako nieaktywne zymogeny, ktore aby sta¢ si¢ aktywnymi,
muszg zosta¢ rozszczepione. Dodatkowo aktywnos¢ proteaz jest regulowana przez ich

lokalizacjg.

Trypsyna, chymotrypsyna oraz peptydazy to kluczowe enzymy w procesie trawienia,
poniewaz odgrywaja rol¢ w rozkladaniu biatek na mniejsze fragmenty w przewodzie

pokarmowym [72], [73].

Proteinaza 3 zaliczana jak juz wcze$niej wspominatam do neutrofilnych proteinaz
serynowych, kodowana jest przez gen PRTN3. Struktura tego enzymu sktada si¢ z dwoch
antyrownolegtych lancuchow B-kartek. W miejscu aktywnym posiada trzy reszty
aminokwasowe: histydyna (57), seryna (195) 1 kwas asparaginowy (102).
Proteinaza 3 hydrolizuje wigzania peptydowe po reszcie: alaniny, leucyny, waliny, seryny,
cysteiny oraz metioniny. Wykazuje ona wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wobec

bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych [74], [75].

Elastaza jest zbudowana z pojedynczego tancucha biatkowego ztozonego z 218 reszt
aminokwasowych, ktory jest stabilizowany czterema wewnatrzczasteczkowymi
mostkami disulfidowymi. W miejscu aktywnym wystepuja te same reszty
aminokwasowe, ktore byly obecne w proteinazie 3. Elastaza hydrolizuje wigzanie
peptydowe po karboksylowej stronie hydrofobowych reszt aminokwasowych: alaniny,

leucyny, izoleucyny, waliny, seryny, cysteiny i metioniny. Jest ona niezb¢dnym enzymem
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wrodzonej odpowiedzi immunologicznej, kontroluje proces apoptozy oraz bierze udzial

w niszczeniu drobnoustrojow chorobotworczych [75], [76].

Proteazy serynowe tj. elastaza neutrofilna oraz proteinaza 3 (PR3) sg sktadnikami
ziarnisto$ci azurofilowych neutrofili i1 uczestnicza w nieoksydacyjnym szlaku
wewnatrzkomoérkowym 1 zewnatrzkomorkowym niszczenie patogenow. Te neutrofilne
proteazy serynowe (NSP) obecne w fagolizosomach, trawig fagocytowane
mikroorganizmy w potaczeniu z peptydami bakteriobdjczymi [77]. Biorg one réwniez
czynny udziat w dodatkowym zewnatrzkomorkowym mechanizmie

przeciwdrobnoustrojowy, zewnatrzkomorkowych pulapkach neutrofilowych (NET) [78].

Funkcje biologiczne ludzkiej proteazy neutrofilowej 3 (PR3) rdéznig si¢ od tych dla
elastazy neutrofilowej pomimo ich podobienstwa strukturalnego i funkcjonalnego.
Chociaz obie proteazy sg silnie kationowe, ich sekwencje r6znig si¢ gldwnie rozkladem
naladowanych reszt. NSP s3 zaangazowane w stany zapalne u czlowieka, w tym
przewlekte choroby pluc (przewlekla obturacyjna choroba ptuc, mukowiscydoza).
Trojwymiarowa struktura HNE oraz PR3 sktada si¢ z dwoch homologicznych beczek
i C-koncowej helisy [79]. Kazda z beczek zawiera sze$¢ potaczonych ze soba
antyréwnolegtych arkuszy. Triada katalityczna w obu enzymach zbudowana jest z reszt:
Ser, Asp 1 His 1 znajduje si¢ na styku beczek. Takie rozmieszczenie aminokwasow w
miejscu aktywnym prawdopodobnie umozliwia atak nukleofili na wegiel karbonylowy
(CO) wigzania rozrywanego, a zatem uruchomienie procesu katalizy. HNE 1 PR3 sg
wysoce kationowymi proteazami ze wzgledu na duzg zawarto$¢ dodatnio natadowanych
aminokwasdéw w petlach domeny aktywacyjnej [80]. Ich trojwymiarowa struktura jest w
57 % homologiczna. PR3 i HNE maja rozszerzone miejsca interakcji, ktére odgrywaja
rolg podczas wigzania substratu i okreslenia specyficznos¢ [81]. Ze wzgledu na fakt, iz
miejsca aktywne proteazy sa rowniez bardzo podobne i obie preferencyjnie sa w stanie
pomiesci¢ w nich male reszty alifatyczne [82]. Problemem byt brak substratu, ktéry by
rozrozniat dwie proteazy. W celu odrdznienia tych dwoch enzymoéw od siebie
wykorzystano substraty wykazujace FRET. Mozna ten pomiar wykorzysta¢ do okreslenia
specyficznos¢ po obu stronach miejsca rozszczepienia [83]. Liczne badania kinetyczne
1 strukturalne wykazaty, ze miejsce wigzania w PR3 jest bardziej polarne niz w HNE [81].
To czesciowo wyjasnia dlaczego PR3, nie jest hamowana przez inhibitory o niskiej masie

czasteczkowej obecne w gérnych drogach oddechowych [82].
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4.2. PADy

Deiminazy peptydyloargininowe (ang. peptydylarginine deiminase, PADs)
to enzymy, ktore katalizujg przeksztalcanie reszt argininy w reszty cytrulinowe
w procesie deiminacji. Biokatalizatory te wystgpuja w réznych tkankach i komorkach
organizmu, a ich aktywnos¢ jest regulowana w odpowiedzi na zrdéznicowane bodzce
fizjologiczne 1 patologiczne. Proces deiminacji bialek jest zwigzany z procesami

tj. zapalnym, apoptozy oraz regulacji odpowiedzi immunologicznej [84].

W warunkach fizjologicznych PADy pozostaja nieaktywne, dopdki nie zostang
pobudzone obecnoscig jonow wapnia. W momencie kiedy zostang zaktywowane, enzymy
cytrulinuja biatka strukturalne (np. wimentyng, filagryne i keratyne) oraz biatka biorace
udzial w regulacji transkrypcji gendéw (np. histony HI, H2A, H3 i1 H4) [85].
Zmieniajac rozktad tadunku w biatku, zmieniaja rowniez zdolno$¢ interakcji substratu z

innymi czasteczkami [86].
4.2.1.

Deiminaza peptydyloargininowa 2 (PAD2) to enzym, ktéry odgrywa istotng role
w procesach zapalnych. Bierze udziat w regulacji odpowiedz immunologicznej poprzez
modyfikacj¢ bialek zaangazowanych w procesy zapalne. PAD2 mozna znalez¢ w wielu
tkankach i1 narzagdach np. w mozgu, rdzeniu kregowym, $ledzionie, trzustce, mig¢$niach
szkieletowych, komorkach ukladu odporno$ciowego. Reguluje on wiele proceséw
komoérkowych, takich jak transkrypcja gendéw, antygendéw, tworzenie putapek

zewnatrzkomoérkowych (NEToze).

N-koniec PAD2 sktada si¢ z dwdch domen immunoglobulinopodobnych, domena 1
(N- koncowa), domena 2 (C- koncowa) oraz dodatkowej domeny katalityczne;.
W PAD2 wystepuje sze$¢ miejsc wigzania wapnia (Rys. 6). Strukturalnie jest podobny do
PADA4 [87].

4.2.2.

Deiminaza peptydyloargininowa 4 (PAD4) jest potranslacyjnym enzymem
modyfikujacym, katalizujacym konwersje argininy do reszt cytruliny. Proces ten ostabia
interakcje pomiedzy histonem a ujemnie natadowanym DNA, w wyniku czego nastepuje
rozluznienie chromatyny 1 peknigcie btony jadrowej. Dodatkowo posredniczy

w tworzeniu zewnatrzkomorkowych putapek neutrofilowych (NETs). PAD4 odgrywa
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istotng role w wystgpowaniu 1 rozwoju chorob ukladu krazenia, chordb

autoimmunologicznych i r6znych nowotworow.

Ludzki PAD4 sktada si¢ z 663 aminokwasow. Pierwszy raz zostat odkryty
w komorkach ludzkiej biataczki szpikowej HL-60. PAD4 zbudowany jest z unikalnej
domeny N- 1 C-koncowe;. Domena N- jest zroéznicowana na dwie
immunoglobulinopodobne domeny. Domena 1 posiada dwa miejsca wigzania wapnia,

podczas gdy domena 2 posiada trzy miejsca wigzania Ca>" (Rys. 6).

PAD4 jest wytwarzany gtownie w makrofagach, granulocytach i monocytach
w mozgu, macicy 1 tkankach stawow. Wigze si¢ on z histonami w jadrze tym samym

zmieniajgc swoje biologiczne znaczenie [88].

domena
katalityczna |
domena2 —
C-koricowa
domena 2
C-koricowa |
m——.
P domenal —
4 — N-korficowa
omena 1 fram—"y
N-korficowa AP
———
e
—A
PAD2

Rysunek 6. Struktury: deiminazy peptydyloarginionowej 2 i deiminazy peptydyloargininowej 4,
rysunek wykonany w oparciu o zrodto [70].
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5. Metody zwi¢kszania odpornos$ci enzymatycznej peptydow
i bialek

Peptydy 1 biatka odgrywaja istotng role w wielu organizmach i1 procesach
fizjologicznych. Pelig role hormonéw, inhibitorow, substratow, neuroprzekaznikow,
stymulatorow oraz inhibitorow wzrostu. Obecnie wykorzystywane s3a jako leki
w dziedzinach neurologii, endokrynologii oraz hematologii. Niestety ze wzgledu na
wysokie koszty i1 niska biodostepnos¢ oraz biostabilno$¢ nie jest to tatwe zadanie.
Fakt ten przyczynit si¢ do tego, ze liczni naukowcy skupiajg si¢ na projektowaniu
syntetycznych analogéw bazujacych na natywnych AMP. Natywne peptydy ulegaja
szybkiej degradacji przez proteazy oraz sg problematyczne podczas transportu przez
btony komoérkowe. Dlatego naukowcy probuja odkry¢ mate biatkowe tancuchy tzw.

peptydomimetyki [89].

Leki peptydowe i biatkowe sa obecnie niezastgpione ze wzgledu na ich szerokie
zastosowanie terapeutyczne, pomimo ograniczen zwigzanych z ich wlasciwo$ciami
fizykochemicznymi tj. wysoka masa czasteczkowa 1 hydrofilowos$¢, ktére sa
bezposrednio zwigzane z niska biodostepnoscia, stabym przenikaniem przez btony
biologiczne i1 niska stabilno$cig w krwiobiegu. Wiekszos¢ peptydow oraz bialek ma
krotkie okresy pottrwania, dlatego wymagane sg wielokrotne dawki lekéw peptydowych
[90].

Jak wspomnialam powyzej, stabilno$¢ proteolityczna naturalnych peptydow jest
jednym z gltéwnych ograniczen stosowania ich jako lekéw. Krew ludzka sktada si¢ w 44
% z czerwonych krwinek, 1 % to biate krwinki 1 55 % osocze. To wlasnie w osoczu
obecne sg liczne enzymy proteolityczne, takie jak esterazy i peptydazy. W procesie
hydrolizy peptydow bierze udziat wiele ludzkich enzymow proteolitycznych (peptydaz)
[18], [19]. Najwigksze zagrozenie dla peptyddéw terapeutycznych wystepuje w Swietle
jelita cienkiego, ktore zawiera duzg iloSci peptydaz wydzielanych przez trzustke, a takze
peptydaz komorkowych z btony sluzowej komorki. Drugg wazng barierg enzymatyczng

jest blona komorek nabtonkowych, ktora zawiera co najmniej 15 peptydaz [20].

Jesli peptyd ma stuzy¢ jako $rodek terapeutyczny musi posiadac¢ kluczowe parametry
tj. efekt dziatania, profil farmakokinetyczny 1 niskg immunogenno$¢. Dlatego sprawdzane

sg rézne strategie chemiczne, ktore moga pokona¢ ograniczenia, wydtuzajac czas
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przebywania w osoczu in vivo. Wiele cyklicznych peptydow, pseudopeptydow
(modyfikacja wigzania peptydowego) i peptydomimetykow zachowujacych wlasciwosci
biologiczne peptydow byly 1 sg szeroko rozwijane w celu zwigkszenia ich odpornos¢ na
degradacje, eliminacj¢, biodostepnosc 1 selektywnos¢ aby mogtly postuzy¢ jako przyszte
leki. W rzeczywistosci w modelowym peptydzie czgsto konieczna jest optymalizacja

sktadu chemicznego oraz struktury.

Optymalizacja chemiczna peptydu moze odbywac si¢ na podstawie wyszukania
aktywnego fragmentu sekwencji. Najpierw identyfikuje si¢ aktywny fragment sekwencji
peptydu, wykorzystujac skanowanie Ala, gdzie kazdy aminokwas jest zastepowany

alaning w celu okreslenia, ktore reszty sa kluczowe dla aktywnosci [91].

Innym sposobem jest wprowadzenie modyfikacji chemicznych, takich jak stabilizacja
koncoéw peptydu przez acetylacje lub amidacje. Mozna rowniez zastgpi¢ naturalny
aminokwas jego analogiem D co powoduje zwigkszenie stabilno$ci i biodostgpnosci

peptydu [92].

Inne podejscie jest Scisle zwigzane ze stabymi sitami, takimi jak wigzania wodorowe,
sity van der Waalsa 1 oddzialywania hydrofobowe wystepujacymi w peptydach, sa one
niewystarczajace do uzyskania stabilnych konformacji struktur drugorzedowych. Aby
zwigkszy¢ stabilno$¢ wprowadzane s3 dodatkowe modyfikacje szkieletu peptydowego,
koncow N lub C oraz tancuchow bocznych. Cyklizacja peptydow jest popularng technika
modyfikacji, ktora obejmuje rdézne strategie: cyklizacje od glowy do ogona, od tancucha
gltownego do tancucha bocznego oraz od tancucha bocznego do tancucha bocznego.
Cyklizacja peptydu moze znaczaco zwigkszy¢ jego stabilno$¢ proteolityczng oraz
przepuszczalno$¢ komorkowa [93]. Umozliwia ona rowniez nasladowanie i stabilizacje
struktur drugorzegdowych peptydu, takich jak petle i zwroty. Bez cyklizacji pojedyncza
sekwencja peptydowa czg¢sto nie jest w stanie utworzy¢ takich struktur, ale cyklizacja
utatwia organizowanie wewnatrzczasteczkowych oddziatywan, co sprzyja tworzeniu
stabilnych konformacji drugorzedowych. Cyklizacja przyczynia si¢ do zwigkszenia
stabilnos$ci proteolitycznej, przepuszczalnosci komorkowej oraz umozliwia stabilizacje

struktury drugorzedowej [94].

F.M. Veronese opisuje wprowadzenie modyfikacji PEGylacji w celu zwigkszenia
stabilno$ci w osoczu 1 zmniejszenia immunogenno$¢. PEGylacja ma roéwniez na celu

wytworzenie peptydéw wiekszych (na ogét > 50 kDa) co jest powigzane ze
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zmniejszonym wydalaniem leku przez nerki. Omawia on metody wigzania PEG
z r6znymi grupami funkcyjnymi w makroczasteczkach [95]. Dodatkowo w literaturze
wystepuje informacja, ze obecno$¢ ugrupowania PEG moze chroni¢ biatka przed

trawieniem przez enzymy proteolityczne poprzez zwickszong zawade przestrzenng [96].

M. Pelay-Gimeno opisal, ze w biatkach, N-metylacja zazwyczaj dotyczy tylko
modyfikacji tancucha bocznego. Jednakze, w naturalnych peptydach nierybosomalnych,
szczegblnie tych pochodzenia morskiego lub grzybowego, czgsto obserwuje sig
N-metylacje szkieletu. Przyktadem jest cyklosporyna A, N-metylowany naturalny peptyd
cykliczny stosowany jako lek doustny. N-metylacja wptywa na wlasciwosci strukturalne
peptydow poprzez zmian¢ uktadu wigzan wodorowych i rownowage cis-trans wigzan
amidowych, co moze prowadzi¢ do stabilizacji konformacji. Badania Kesslera i innych
wykazaly, ze N-metylacja moze ogranicza¢ roznorodnos¢ konformacyjng peptydow
cyklicznych, co moze prowadzi¢ do ustalenia jednej dominujacej konformacji.
Dodatkowo N-metylacja przyczynia si¢ do zwigkszonej opornosci na proteazy,
co w polaczeniu z innymi modyfikacjami moze prowadzi¢ do powstania peptydow
o wysokiej zdolnosci do wywotywania okreslonego efektu biologicznego, jak ma to

miejsce w przypadku Cilengitide, kandydata na lek kliniczny [97].

Optymalizacja chemiczna peptydu moze by¢ powigzana rOwniez z innymi strategiami

takimi jak [91], [98], [99]:

e delecja jednej lub kilku reszt aminokwasowych w sekwencji;

e okreslaniem grup funkcyjnych bioragcych udzial w interakcji z celem
molekularnym;

e wymiang wigzania amidowego mi¢dzy dwoma aminokwasami;

e zastepowaniem wigzania -CO-NH- amidowego wigzaniem z udziatem:
—O— (depsipeptyd, —CO — O-), —S— (tioester, -CO—S—) lub —CH> (ketometylen, —
CO-CHz-);

e blokowaniem koncow N- lub C- poprzez: N-acylowanie, N-piroglutaminian,
C-amidowanie lub dodanie tancuchow weglowodanowych (glikozylacja:
glukoza, ksyloza, heksoza itd.) w celu zwigkszenia stabilno$¢ w osoczu;

e cstryfikacja N-konca (fosfoester).

Obecnie problemem o zasiggu globalnym jest wystgpowanie licznych gatunkow

mikroorganizmow opornych na dostepne na rynku antybiotyki.
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Peptydy antymikrobiotyczne moga postuzy¢ do walki z tym problemem.
Dezintegracja bton bakterii spowodowana jest specyficznym oddziatywaniem
elektrostatycznym pomie¢dzy dodatnio natadowanymi resztami L-argininy oraz L-lizyny
wystepujacymi w sekwencji AMP a ujemnie naladowanymi btonami bakterii.
Wprowadzenie modyfikacji w sekwencjach natywnych AMP poprawia ich wlasciwosci

fizykochemiczne i stabilno$¢ enzymatyczna.

5.1. Srodki stabilizujace wykorzystywane do zwiekszania stabilno$ci

proteolitycznej

Czynnikiem ograniczajacym zastosowanie peptydow o okreslonym dziataniu
terapeutycznym jest fakt, ze sa tatwo metabolizowane przez proteazy osocza wystepujace
w obwodowym uktadzie krazenia. Obecne badania dowodza, ze dodanie $rodka
stabilizujacego umozliwia pokonanie bariery biofarmaceutycznej zwigzanej z niska

stabilno$cig peptydow.

P. K. Tsai wraz ze swoja grupa badawcza udowodnili, ze dodatek cukrow np.
sacharozy, maltozy, glukozy lub soli fosforanu potasu, cytrynianu sodu, siarczanu amonu,
a takze heparyna zwigkszaja stabilno$¢ termiczng peptydéw, powodujac samoasocjacje

1 modulujac rozpuszczalnos¢ [100].

Dodatkowo naukowiec O. L. Johnson w swoich badaniach okreslit, ze dodatek
srodkow chelatujacych, takich jak EDTA powoduje redukcje dziatania katalitycznego.
Okreslil, ze dostarczanie dodatkowych jondw cynku prowadzi do kompleksowania biatka

[101].

Peptydy wykazuja duza tendencje do samoagregacji co powoduje modyfikowanie ich
wlasciwosci wewnetrznych. Grupa profesora A. Semalty udowodnita, Zze niejonowe
srodki powierzchniowo czynne np. Pluronic F 68 zapobiegaja samoagregacji. Dodatkowo
okreslili, 1z kationowe (cetrymidy) i anionowe $rodki powierzchniowo czynne utatwiaja

wchlanianie peptydow 1 bialek przez btony biologiczne [102].

Wsrod badan pojawita si¢ rowniez informacja, ze dodatek obojetnych polimerow
zwigksza stabilno$¢ proteolityczng. Dodatkowo rozpuszczalne polimery, sa
wykorzystywane ze wzgledu na mozliwo$¢ ich przylaczenia do czasteczek biatka
terapeutycznego, co sprawia, ze organizm przestaje rozpoznawac te czasteczki jako obce.

Wprowadzenie tych modyfikacji jest zwigzane z utworzeniem stabilnych wigzan, ktére
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zwigksza rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz wydtuza okres pottrwania z zachowaniem

aktywnosci biologicznych.

Na rynku dostgpnych jest kilka biofarmaceutykow sprzezonych z polimerami
wykorzystywanych do podawania dozylnego. Wykazano, ze przylaczanie glikolu
polietylenowego (PEG), poliwinylopirolidonu (PVP) i albuminy do preparatow
peptydowych zwigkszylo ich odporno§¢ na proteolize, przez zmniejszenie
immunogennos¢ peptydu. Modyfikacja powoduje wydtuzenie okresu pottrwania in vivo

[103].

Grupa A. Semalty [104] odkryta, ze jednym ze sposobdéw zwigkszenia stabilnosci
peptydéw jest wzbogacenie sktadu farmaceutyku o inhibitory proteaz. Wprowadzenie
inhibitora proteaz spowodowato blokowanie aktywno$¢ enzymow odpowiedzialnych za
rozktad peptydow i biatek. Dodatkowo wplyngto réwniez znaczaco na stabilnosé

1 wydhuzyto okres poltrwania farmaceutykow.

Zespot N. Senvicens i M. P. Marco opracowal, technike kapsutkowanie peptydow
w mikro- lub nanoczasteczke w celu ochrony leku przed rozkladem w organizmie [105].
Takie struktury oparte na nanoczasteczkach mogg stanowi¢ bariere fizyczna, ktora chroni
peptyd przed dziataniem enzymow proteolitycznych wystepujacych w uktadzie krazenia.
Peptydy kapsutkowane maja zwigkszong biodostgpnosc¢ i charakteryzuja si¢ zwigkszong
stabilnos$cia lekow w organizmie oraz tatwiejszym pokonywaniem barier bton

biologicznych [106].

Innym $rodkiem stosowanym do stabilizacji peptydow jest wydtuzanie tancuchow
bocznych aminokwaséw w sekwencji natywnych peptydow antymikrobiotycznych.
W 2016 roku grupa badawcza A. Lesnera opublikowata prace dotyczaca syntezy nowego
typu peptydomimetykow, zawierajacych reszty kwasu diaminopropionowego
modyfikowane na grupie aminowej heterobiofunkcyjnymi lancuchami glikolu
polietylenowego (DAPEG). Heterobiofunkcyjne fancuchy ktore zostaly wowczas
wykorzystane to: kwas 5-(tert-butyloksykarbonyloamino)-3-oksapentanowy (O1), kwas
8-(tert-butylooksykarbonylamino)-3,6-dioksaooktanowy  (O2), kwas  5-[N-tert-
butylooksykarbonyl-N'-(2,2,4,6,7-pentametylodihydrobenzofurano-5-sulfonyl)]
amidinowy-3-oksopentanowy (GOI1), kwas 8-[N-tert-butyloksykarbonyl-N'-(2,2,4,6,7-
pentametylodihydrobenzofurano-5-sulfonyl)Jamidinowy-3,6-dioksaoktanowy  (GO2),
kwas  5-(benzylooksykarbonylamino)-3-oksapentanowy  (CbzO1), kwas 8-
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(benzyloksykarbonyloamino)-3,6-dioksaoktanowy  (CbzO2), kwas 5-metoksy-3-
oksapentanowy (MOI1), kwas 8-metoksy-3,6-dioksaoktanowy (MO2). Wprowadzenie
powyzszych modyfikacji obejmuje szeroki zakres interakcji migedzy enzymami
a peptydami. Ugrupowania GOl 1 GO2 przypominajag wydluzony tancuch reszty
argininy. MO1 i MO2 sg strukturami mogacymi tworzy¢ oddziatywania hydrofobowe.
Natomiast O1 i O2 zdolne s3 to tworzenia wigzan wodorowych. Ugrupowania CbzO1
1 CbzO2 oddajg charakter zastgpowanych aromatyczny aminokwaséw. Obecnosé
funkcjonalnych tancuchéw bocznych glikolu zwigksza selektywnos$¢ peptydomimetykow
wobec enzymow proteolitycznych [107].

Podsumowujac zastosowanie odpowiednich §rodkoéw stabilizujacych jest kluczowe
dla zwigkszenia stabilno$ci proteolitycznej peptydow oraz biatek. Dodatkowo sg to
modyfikacje $ci§le powigzane z poprawieniem efektywnosci i stabilnoSci peptydow

wykorzystywanych w celach terapeutycznych.

6. Bialka wiazace DNA

Biatka wigzagce DNA (ang. DNA binding proteins, DBP) reguluja ekspresje
genow, replikacje, transkrypcje oraz procesy naprawcze zwigzane z DNA komorkowym.
Posiadajg one zdolno$¢ do taczenia si¢ z konkretnymi sekwencjami nukleotydow w DNA,
co umozliwia petnienie wyzej wymienionych funkcji [108]. Biatka te mozemy podzieli¢
na klasy, z ktorych kazda ma unikalng strukturg i1 funkcje. Specyficzne biatka wigzace
sekwencje (ang. transcription factors, TFs) tacza si¢ z okreslonymi sekwencjami DNA,
tzw. motywami regulatorowymi, w regionach promotorowych gendéw i wplywaja na
aktywno$¢ transkrypcji (np. czynniki transkrypcyjne, ktore kontrolujg transkrypcje
genow aktywujac ja lub hamujac). Niespecyficzne biatka wigzace sekwencje (ang. non-
specific sequence binding proteins, NDBPs) nie posiadaja okreslonych sekwencji,
z ktérymi si¢ tacza, ich rolg jest utrzymanie integralnos$ci strukturalnej DNA prowadzac
do kondensacji lub dekondensacji (np. histony, ktore owijaja wokot siebie DNA tworzac
nukleosomy a nastgpnie chromatyng) [109]. Inng klasg sa helikazy, ktére biorg udziat
w rozplataniu podwodjnej helisy DNA, co jest niezbedne podczas replikacji DNA oraz
procesoOw naprawczych [110]. Biatka wigzace kohezyny s3a odpowiedzialne za wigzanie
dwoch nici DNA zapewniajac utrzymanie struktury chromatyny [111]. Biatka wigzace
krzyzowo, tworza wigzanie mi¢dzy roznymi fragmentami DNA lub pomiedzy DNA

a inng strukturg co wspomaga interakcje migedzy chromatynowe [112]. Ostatnia klasa to
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biatka naprawcze DNA, ktore sa zaangazowane w procesy naprawy uszkodzen DNA,
rozpoznaja uszkodzenia DNA i naprawiaja je, aby utrzymac integralno$¢ genomu.
Biatka wigzace DNA sg niezwykle zréznicowang klasg biatek, ktore odgrywaja kluczowa
role w wielu procesach biologicznych. S3 one zaangazowane w regulacj¢ struktury,
funkcji i ekspresji genomu. Wyzej wymienione klasy sa tylko niektorymi przyktadami

biatek wiazacych DNA [108].

6.1. Funkcje biatek wigzacych DNA i RNA
Biatka wigzace DNA 1 RNA (ang. double-stranded RNA (dsRNA)-binding protein,

DRBP) wykorzystuja swoja strukture do petnienia roznych funkcji poprzez dziatanie na
pojedyncze geny. Takie bialtka regulujg procesy komorek, w tym transkrypcje, translacje,
wyciszanie genow, biogeneze mikroRNA. Biatka wigzace RNA kiedy$ byly uwazane za

funkcjonalnie odrebne od biatek wiazacych DNA 1 badano je niezaleznie.
Gtéwne funkcje biologiczne DRBP:

e Regulacja transkrypcji;

e Przetwarzanie mRNA;

e Regulacja telomerdéw z wykorzystaniem telomerazy;
e Regulacja cyklu komérkowego;

e Regulacja replikacji DNA;

e Stymulacja apoptozy;

e Odpowiedz na czynniki temperaturowe;

e Odpowiedz na metylacj¢ DNA wirusa;

e OdpowiedzZ na promieniowanie jonizujace.

Ostatecznie funkcje DRBP sg regulowane przez ich wrodzong strukture i biochemig
[113].
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7. NETs

Zewnatrzkomoérkowe putapki neutrofilowe (ang. neutrophil extracellular traps,
NETSs) to nici zdekondensowanego DNA w kompleksie z histonami i biatkami granulek
neutrofili. Po raz pierwszy zostaly opisane w 2004 roku prze grupe badawcza
V. Brinkmanna [114]. NETs powstaja in vitro po stymulacji izolowanych neutrofili
lipopolisacharydem (LPS) bedacym skladnikiem bakterii Gram-ujemnych lub
12-mirystynian-13-octan forbolu (PMA). Struktury te powstaja podczas zapalenia

1 infekcji in vivo [115].

7.1.  Struktura oraz tworzenie NETs

Neutrofile stanowia pierwsza lini¢ obrony gospodarza przed mikroorganizmami.
Rozwijajg si¢ w szpiku kostnym z komoérek progenitorowych granulocytéw i monocytow
(ang. granulocyte and monocyte progenitor, GMP), z ktéorych powstaja réwniez
monocyty, komodrki dendrytyczne i inne granulocyty. Dodatkowo wykorzystujac
fagocytoze¢ dziataja przeciwdrobnoustrojowo 1 zabijaja mikroorganizmy przez dziatanie
reaktywnych form tlenu lub peptydéw w postaci granulek przeciwdrobnoustrojowych

[116]. Neutrofile wykorzystuja r6zne mechanizmy do walki z infekcjami (Rys. 7) [117].

/ produkcja cytokin

produkcja aktywnych form tlenu

neutrofil Tagacytosa

NEToza
N\

degranulacja

Rysunek 7. Mechanizmy obronne neutrofili, rysunek wykonany w oparciu o zrodto [73].
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Dotychczas zidentyfikowano trzy mechanizmy tworzenia sieci NETs:

1) Obecnos¢ chromatyny jadrowej a nast¢pnie jej dekondensacja, uwolnienie NET,
pekniecie btony 1 Smier¢ komorki (rysunek 7);

2) Po uwolnieniu NET, neutrofil pozostaje nienaruszony i fagocytarny;

3) W mitochondrialnym DNA, ktore wyzwala tworzenie NET z mitochondriow

DNA zamiast z DNA jadrowego [118].

Szczegotowo cheiatabym si¢ skupi¢ na jednym z wyzej wymienionych mechanizmow
programowanej $mierci tzw. NETosis. Jest to funkcja, ktéra warunkuje zdolnosci
neutrofili do obrony immunologicznej nawet po $mierci. Neutrofile sg komorkami
aktywnymi transkrypcyjnie, w wigkszosci ich DNA jest skondensowane w
heterochromatynie w jadrze. DNA jest wowczas owinigte wokot histondw tworzac w ten
sposob nukleosomy a nastgpnie chromatyng. W dekondensacji heterochromatyny
posredniczy deiminaza peptydyloargininowa 4 (PAD4), ktora katalizuje konwersj¢ reszt
arginin wystepujacych w biatkach histonowych do reszt cytrulin, zmniejszajac fadunek
dodatni i tym samym ostabiajac wigzanie histonéw z DNA. W zwigzku z ostabionym
oddziatywaniem nastepuje rozpakowanie nukleosoméw 1 utworzenie sieci

zewnatrzkomoérkowych putapek neutrofilowych (Rys. 8) [115].

neutrofil aktywowany neutrofil neutrofil bez jadra

granulki rozpuszczone
o bfony jadra
( LA

skondensowana chromatyna
chromatyna

rozluzniona

Rysunek 8. Proces formowania NETs, rysunek wykonany w oparciu o zréodto [71],
MPO-mieloperoksydaza, hCAP18- nieaktywna forma ludzkiej katelicydyny.
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7.2. Czynniki wplywajace na tworzenie NETs

Zewnatrzkomorkowe pulapki neutrofilowe sg bardzo waznym elementem obrony
organizmu przed zakazeniami. W normalnych warunkach neutrofile sa odpowiedzialne
za fagocytoze¢ czyli pochfanianie i trawienie drobnoustrojow. W odpowiedzi na ponizej
wymienione czynniki zaczynaja one formowa¢ NETs, ktore posiadaja zdolnos¢ walki z

patogenami.
Czynniki wptywajace na wytwarzanie NETs:

e Infekcje grzybicze:

o Candida albicans

o Cryptococcus gattii

o Cryptococcus neoformans
e Infekcje bakteryjne:

o Enterococcus faecalis

o Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes

© O O O O

Pseudomonas aeruginosa

o Enterococcus faecalis

Infekcje wirusowe:
o wirus grypy Influenza A
o wirus niedoboru odpornosci typu 1 (HIV-1)
e Infekcje pasozytnicze:
o Leishmania amazonensis
o Leishmania donovani
e Stany zapalne
e Obecnos¢ sktadnikow uktadu immunologicznego
e Mechaniczne uszkodzenie tkanek
e Autoimmunologiczne choroby
e [2-mirystynian-13-octan forbolu (PMA)
e Lipopolisacharyd (LPS) [119], [120].
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Proces ten jest nadal badany przez wielu naukowcow, poniewaz jest to bezposredni

obszar zwigzany z walkg z chorobami autoimmunologicznymi.

8. Neutrofile

Ludzkie neutrofile polimorfojagdrowe sg gldéwnym sktadnikiem pierwszej linii
obrony wrodzonego uktadu odpornosciowego, stanowig 35-75 % catkowitej liczby
leukocytow. Jest to najliczniejsza grupa biatych krwinek wystepujacych u ssakow [121].
Sa one klasyfikowane jako granulocyty ze wzgledu na zawarto§¢ wewnatrz
cytoplazmatycznych granulek. Neutrofile rozwijajg si¢ z progenitorowych granulocytow
1 monocytow (GMP) w szpiku kostnym gdzie sa r6znicowane a nastepnie uwalniane do
krwioobiegu. Ich okres pottrwania w uktadzie krazenia jest rzgdu kilku godzin, po czym
migruja do tkanek gdzie zyja kilka dni. Odgrywaja one kluczowa rol¢ we wrodzonej
obronie immunologicznej przed inwazja patogendw i naleza do gléwnych mediatorow
odpowiedzi zapalnej. W ostrej fazie zapalenia pierwszymi komorkami zapalnymi, ktére
opuszczajg uklad krazenia sa neutrofile. Migruja one w kierunku miejsc zapalenia, po
gradiencie bodzcéw zapalnych. Sa odpowiedzialne za krotkotrwatg fagocytoze

w poczatkowych stadiach infekcji [77], [121], [122].

&.1. Budowa neutrofili

Neutrofile sg strukturami okraglymi o $rednicy 12-15 um, wystgpujace u ludzi maja
srednio 8um. Dopiero po aktywacji przyjmuja ksztalt ,, ameby”, co jest zwigzane
z wyksztalceniem pseudopodiow, ktore wykorzystuja do ataku patogenow.
Komorki te s3 najmniejszymi z granulocytow, posiadajg charakterystyczne jadro
zbudowane z 3-5 platdow, co jest uzaleznione od czasu ich przebywania w uktadzie
krazenia. W miar¢ dojrzewania neutrofili ich jaderko zanika w strukturze w pelni
wyksztatlconych komorek. W cytoplazmie neutrofili wystepujg liczne azurofilne granulki,
ktore posiadajg dziatanie bakteriobdjcze oraz ziarnistosci wtorne zawierajace lizozymy

oraz inne enzymy.

W procesie granulocytopoezy nastgpuje stopniowy rozwdj neutrofili z komorek
progenitorowych (Rys. 9). Podczas dojrzewania w szpiku kostnym mozna podzieli¢
granulki na nastgpujace trzy kategorie: granulki azurofilowe (pierwotne), specyficzne

(wtorne) granulki 1 granulki Zelatynazy (trzeciorzgdowe).
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Przyktadami azurofilowych biatek ziarnistych sa mieloperoksydaza, elastaza
neutrofilowa oraz katepsyna G. Do specyficznych ziarnistych biatek mozna zaliczy¢

laktoferyne. Do ziarnisto$ci zelatynazy zaliczamy metaloproteinaze macierzy 9 [123].

00000

komarki GMP mieloblast promielocyt mielocyt metalomielocyt prazhuwam' neutmﬁl neutrofil

Rysunek 9. Formowanie neutrofili na drodze procesu granulocytopoezy, rysunek wykonany w
oparciu o zrodto [112].

8.2. Funkcije ludzkich neutrofili

Jak juz wcze$niej wspomniatam jest to najliczniejsza grupa wsrod granulocytow.
Neutrofile sg pierwsza linig obrony wigc jako pierwsze maja kontakt z infekcja.
Sa one wyspecjalizowane w pochtanianiu i trawieniu bakterii, wirusOw oraz innych
drobnoustrojéw na drodze fagocytozy. Komorki te wydzielaja szereg biatek, ktore petnig
role przeciwdrobnoustrojows. Podczas walki z infekcja dochodzi do ich degradacji,
ze wzgledu na krotka zywotnos¢. Poziom neutrofili jest regulowany w sposob ciagty,
poniewaz sg one stale produkowane w szpiku kostnym. Dodatkowo sg zaangazowane w
gojenie ran ze wzgledu na udziat w procesach naprawczych tkanek. Produkuja cytokiny
oraz mediatory zapalne dzigki czemu regulujg procesy zapalne w organizmie. Neutrofile
sg zdolne do komunikowania si¢ z innymi komorkami uktadu odpornosciowego
np. z limfocytami T co umozliwia wzmocnienie reakcji uktadu odpornosciowego
na patogen. Ostatnig ich funkcja jest czynny udziat w tworzeniu zewnatrzkomorkowych

putapek neutrofilowych [77].

8.3. Metody aktywacii neutrofili

Aktywacja neutrofili moze odbywac si¢ r6znymi metodami 1 przebiega¢ w miejscu
zapalnym jako proces wieloetapowy. Rozpoczyna si¢ w momencie przechodzenia przez
srodbtonek naczyn krwionos$nych. Po wniknigciu do tkanki zapalnej neutrofile ulegaja
pelnej aktywacji w wyniku kontaktu z bodZcami prozapalnymi. Ponizej przedstawiam

metody aktywacji neutrofili:

e Kontakt bodZca z receptorami neutrofili ré6znych czynnikéw tj. cytokiny,
chemokiny, lipopolisacharyd, immunoglobuliny, czynniki chemotaktyczne

np. interleukina-8 IL-8;
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e Obecnos¢ reaktywnych form tlenu (ROS) o wtasciwos$ciach bakteriobdjczych;

e Proces degranulacji polegajacy na uwalnianiu substancji np. lizozymu,
defensyn w celu walki z patogenami;

e Tworzenie struktur zewnatrzkomorkowych pulapek neutrofilowych;

e Aktywacja szlakow sygnatowych [123].

Potaczenie tych metody umozliwia skuteczng walke neutrofili z patogenami.
Niekontrolowana aktywacja tych komorek moze by¢ podstawa patogenezy przewlektego

stanu zapalnego [124].

Linia komorkowa HL-60 jest czgsto wykorzystywana jako model neutrofili, poniewaz
posiada  wspolne cechy =z neutrofilami np. morfologie limfoblastyczna.
Fenotypowo przypominaja komorki w stadium promielocytéw i mieloblastow. Na drodze
réznicowania z wykorzystaniem dimetylosulfotlenku (DMSO) lub dimetyloformamid
(DMF) mozna je upodobni¢ do neutrofilii, monocytéw lub makrofagéw [125]. W innych
badaniach jako materiat stuza neutrofile wyizolowane z krwi ludzkiej lub zwierzgce;.
Niestety posiadaja one ograniczong zywotno$¢ i s3 bardzo wrazliwe. Najnowsze
doniesienia informuja o urzadzeniu mikroprzeptywowym, ktére nasladuje
mikrosrodowisko neutrofili w tkankach lub naczyniach krwiono$nych. Tradycyjna
hodowla komoérkowa odbywa si¢ na ptaskich powierzchniach co nie jest
odzwierciedleniem $rodowiska naturalnego. W zwiazku z tym obecnie badania na liniach

komorkowych sg prowadzone na modelach 3D np. sferoidach.

8.4. Modele nasladujace komorki neutrofili

Neutrofile, bedace podtypem leukocytow, naleza do najliczniejszej grupy komorek
odpornosciowych obecnych we krwi. Rozwijajg si¢ w szpiku kostnym z komoérek
progenitorowych granulocytow 1 monocytow (GMP) na drodze procesu granulopoezy.
Komorki te charakteryzuja sie, krotka dhugoscia zycia, co przyczynito si¢ do rozwoju
procesu izolacji komorek z krwi obwodowej. Charakterystyczna cecha neutrofilii jest

rowniez ich segmentowane jadro oraz obecno$¢ granulek w cytoplazmie.

Neutrofile odgrywaja kluczowa role w odpowiedzi immunologicznej, co jest $cisle
zwigzane z ich aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowa. Trudnoscig w pracy z neutrofilami
jest ich, krotki okres zycia. Obecnie naukowcy wykorzystuja do badan linie komorkowa
biataczki HL-60 oraz lini¢ PLB-985 (subklon HL-60) jako model in vitro.

Naukowcy dowiedli, ze komérki PLB-985 oraz HL-60 zroéznicowane
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dimetyloformamidem dostatecznie odwzorowuja modele komérkowe neutrofili [126].
W 1958 roku lini¢ komorkowa PLB-985 opisano jako odrebna lini¢ uzyskang od pacjenta
z ostrg biataczka szpikowa [127]. W 2003 roku Drexler 1 wspodlpracownicy dowiedli, ze
jest to linia bedgca subklonem linii komoérkowej HL-60. Niestety nie jest jednoznacznie
okreslony stopien podobienstwa ekspresji gendw w zroznicowanych komoérkach do

pierwotnych neutrofili [128].

Grupa S.R. Collinsa porownata skuteczno$¢ réznych protokoléw rdznicowania
komorek HL-60 i PLB-985 substancjami takimi jak DMF i DMSO dostepnych wowczas
w literaturze. Potwierdzili, ze protokdt réznicowania z wykorzystaniem DMSO dla linii
komorkowej HL-60 i PLB-985 zapewnia najlepsza ekspresje markerow roznicowania
oraz przezywalno$¢ komorek w poréwnaniu do innych substancji. Opisali rowniez ze,
zastosowanie pozywki z suplementacja Nutridoma™CS (zamiast FBS) i dodatkiem
DMSO skutkowat zwigkszong odpowiedzig chemotaktyczna, aktywnos$cia fagocytarng
oraz ekspresja markeréw neutrofilow FPR1 oraz CDI11b na powierzchni komorek.
Wykonana analiza sekwencjonowania RNA komorek przed 1 po zréznicowaniu wykazata,
ze rdznicowanie znaczaco zwigksza podobienstwo ekspresji genow pomiedzy liniami
komoérkowymi a pierwotnymi neutrofilami. Badacze stworzyli publicznie dostepng bazg
danych dotyczaca ekspresji gendw, ktdrg mozna przeszukiwa¢ wedlug nazwy genu
1 zawarto$ci domeny biatkowej, umozliwiajac uzytkownikom poréwnywanie ekspres;ji

genow w HL-60, PLB-985 oraz pierwotnych neutrofilach ludzkich i mysich [129].

W 2018 roku naukowcy z grupy A. Manda-Hyndzlik rozpoczgli poszukiwanie
zwiazku najskuteczniej réznicujacego komoérki biataczki promielocytowej (HL-60)
w kierunku komorek granulocytopodobnych zdolnych do uwalniania NETs. Badacze
sprawdzali dzialanie kwasu all-trans retinowego (ATRA), sulfotlenku dimetylu (DMSO)
oraz dimetyloformamidem (DMF). Nastgpnie stymulowano komoérki wykorzystujac
12-mirystynian 13-octan forbolu (PMA) lub jonofor wapnia A23187 (Cl). Kwas ATRA
najskuteczniej roznicowat komoérki HL-60 w komoérki podobne do granulocytow.
Komoérki zréznicowane za pomocg ATRA uwalnialy NETs tylko po stymulacji PMA.
Komorki zréznicowane za pomocg DMSO reagowaly na wzrost stezenia Ca?*, co bylo
bezposrednio zwigzane z procesem uwalniania NETs. Natomiast komoérki zréznicowane
za pomocg DMF uwalnialy NETs w odpowiedzi na oba bodZce. Wszystkie zréznicowane
komorki wykazywaty wybuch oksydacyjny po stymulacji PMA. Jednak tylko komorki

zroznicowane za pomocg DMF reagowaty na jonofor wapniowy i obserwowany byt
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wybuch  oksydacyjny.  Zwigkszong  cytrulinacje  histonow  zaobserwowano
w stymulowanych komorkach zrdéznicowanych za pomocg DMSO i DMF, ale nie
w komorkach zréznicowanych za pomoca ATRA. Komorki zréznicowane za pomocg
DMF intensywnie tworzyly autofagosomy po stymulacji PMA. Komorki zréznicowane
za pomocg ATRA mialy wyzszy indeks fagocytarny w poréwnaniu do komorek

kontrolnych.

Badania podkreslaja, ze czynniki rdznicujgce znaczgco wplywaja na odpowiedzi
funkcjonalne komorek HL-60, szczegdlnie na ich zdolno$¢ do uwalniania NETs, co jest

istotne dla badan nad funkcjami neutrofili i zwigzanymi z nimi chorobami [130].
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CEL PRACY

Gtownym celem rozprawy doktorskiej byta synteza nowych analogow ludzkiej
katelicydyny LL-37 o zwigkszonej stabilno$ci enzymatycznej. Proteazy, kalikreiny
i deiminazy argininowe to enzymy biorgce udziat w degradacji proteolitycznej
lub deiminacji reszt argininy, ktore sa kluczowe dla aktywnos$ci biologicznej LL-37.
Ludzka katelicydyna bierze wudziat w stymulacji ukladu odpornosciowego.
W celu otrzymania stabilniejszych analogow LL-37, wybrane reszty aminokwasowe
(Arg, Lys, Ile, Phe) zastgpitam blokami budulcowymi DAPEG, czyli resztami kwasu
L-2,3-diaminopropionowego modyfikowanego sfunkcjonaliozwanymi oksakwasami.
W trakcie syntezy wprowadzatam nastgpujace bloki konstrukcyjne: Dap(O1), Dap(O2)
jako mimetykami Lys; Dap(GO1), Dap(GO2) nasladujace reszty Arg; Dap(MO1) i
Dap(MO2) zastgpily alifatyczny tancuch boczny Ile; Dap(Z-O1), Dap(Z-02)
zastosowatam w przypadku reszt Phe [107].

Zwiazek 1a

LLGDFFDap(GO1)SKEKIGKEFKDap(GO1)IVQDap(GO1)IKDFLDap(GO1)NLVP Dap(GO1)TES

Zwiazek 1b

LLGDFFDap(GO2)SKEKIGKEFKDap(GO2)IVQDap(GO2)IKDFLDap(GO2)NLVP Dap(GO2)TES

Zwiazek 2a

LLGDFFRDap(01)SDap(O1)EDap(01)IGDap(O1)EFDap(O1)RIVQRIDap(O1)DFLRNLVPRTES

Zwiazek 2b

LLGDFFRDap(02)SDap(02)EDap(02)IGDap(02)EFDap(02)RIVQRIDap(02)DFLRNLVPRTES

Zwiazek 3a

LLGDFFRKSKEKDap(MO1)GKEFKRDap(MO1)VQRDap(MO1)KDFLRNLVPRTES

Zwiazek 3b

LLGDFFRKSKEKDap(MO2)GKEFKRDap(MO2)VQRDap(MO2)KDFLRNLVPRTES

Zwiazek 4a

LLGDDap(Z-01)Dap(Z-O1)RKSKEKIGKEDap(Z-01)KRIVQRIKDDap(Z-O1) LRNLVPRTES

Zwiazek 4b

LLGDDap(Z-02)Dap(Z-02)RKSKEKIGKEDap(Z-02)KRIVQRIKDDap(Z-02) LRNLVPRTES
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1. Wplyw wprowadzonych modyfikaciji na strukture drugorzedowa

Ludzka katelicydyna LL-37 charakteryzuje si¢ zdefiniowang strukturg
drugorzedowg (a-helisa), ktora jest Scisle zwigzana z jej aktywnos$cig oraz zalezna od pH
1 stezenia. W tym etapie celem bylo okreslenie struktur drugorzedowych

zsyntetyzowanych analogdéw za pomoca techniki dichroizmu kotowego.

2. Ocena oddzialywan pomiedzy peptydomimetykami a DNA

Natywna katelicydyna ze wzgledu na swoj dodatni tadunek wypadkowy posiada
zdolnos¢ do wigzania DNA w stezeniach mikromolarnych. W celu okreslenia
oddziatywania otrzymanych peptydomimetykow z DNA wykorzystatam techniki MST,
elektroforez¢ agarozowa oraz poliakrylamidowa. Dodatkowo do zwizualizowania

tworzonych kompleksow uzytam techniki AFM.

3. Okreslenie stabilnosci enzymatycznej

Jedng z gtéwnych wad LL-37 jest stosunkowo krotki czas utrzymywania sie
peptydu w organizmie, szacowany na kilka godzin. Nowe, bardziej stabilne
enzymatycznie analogi LL-37 moglyby wydluzy¢ ten czas, co czyni takie zwigzki
potencjalnymi nowymi $rodkami terapeutycznymi. W celu okreslenia odpornosci na
degradacj¢ enzymatyczng otrzymane analogi poddatam dzialaniu proteinazy 3.
Dodatkowo analogi ze zmodyfikowanymi resztami argininy [Dap(GO1)"192329.34]L-37,
[Dap(GO2)"19232934]|-37, zostaly przeanalizowane pod katem podatnosci na dziatanie

PAD2 i PADA4.

4. Wplyw peptydomimetykdéw na cytotoksycznosé wobec linii

komoérkowych

Katelicydyna (LL-37) stanowi jeden ze sktadnikow odpowiedzi immunologicznej
czlowieka zaangazowanym w bezposrednig i posrednig walke z mikroorganizmami.
Wykazuje szerokie dziatanie przeciwdrobnoustrojowe oraz immunomodulacyjne.
Otrzymane peptydomimetyki poddatam ocenie cytotoksycznosci wobec linii
komoérkowych: HDFa, CRL-1472, HB2, HL-60 oraz HL-60 zro6znicowanych
w hodowlach in vitro w celu okres§lenia potencjatu terapeutycznego oraz stopnia

toksyczno$ci wobec badanych komorek.
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5. Okreslenie wptywu analogéw LL-37 na komorki odpornosciowe

Ludzka katelicydyna pelni w organizmie dziatanie chemotaktyczne co oznacza,
ze powoduje wzrost stezenia komorek odpornosciowych w miejscu infekcji, stanu
zapalnego lub uszkodzonej tkanki. Jest to wazny mechanizm w obronie organizmu ze
wzgledu na swoja dynamike. LL-37 w kompleksie z DNA stymuluje ludzki uktad
odporno$ciowy poprzez uwalnianie cytokin i proteaz. Celem tego projektu byto
opracowanie zwigzkéw, ktore beda kompleksowaé DNA i efektywnie modulowaé

komorki uktadu odpornosciowego.
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METODY PRZEPROWADZONYCH BADAN

1. Chemiczna synteza peptydomimetykow

Analogi  ludzkiej katelicydyny syntetyzowalam na no$niku statym
z wykorzystaniem metody chemii Fmoc/tBu. Do syntezy uzytam zywice kwasowa Tenta
Gel SAC z osadzong resztg seryny. Osadzenie zywicy wynosito 0,24 mmola/g a wielkos¢

ziaren wynosita 90 pm (Iris Biotech GMBH).

1.1.  Automatyczna synteza mikrofalowa

Synteze¢ tancucha gltownego peptydomimetykow prowadzitam Kkorzystajac
z automatycznego syntezatora mikrofalowego LibertyBlue firmy CEM (Matthews).
Synteze kazdego analogu wykonatam wykorzystujac 0,417 g zywicy (skala 0,1 mmola).
W trakcie syntezy uzytam nastepujace reagenty:

- rozpuszczalnik DMF
- 20 % piperydyna w DMF
- pochodne aminokwasowe o st¢zeniu 0,2 M w DMF
- aktywator 0,5 M DIC w DMF
- zasada 1,0 M Oxyma w DMF.
Tabela 2 przedstawia szczegotowe warunki syntezy mikrofalowe;.

Tabela 2. Reagenty oraz ich objetosci stosowane podczas automatycznej syntezy mikrofalowej.

Objetos¢ naczynia reakcyjnego 30 mL

Objetosé 20 % piperydyny 4 mL
Czas trwania deprotekcji | 65 sekund
Temperatura deprotekcji 90 °C
Plukanie po deprotekcji | 4 < 4 mL
Objetosé roztworu aminokwasow (DMF) 2,5mL
Objetos¢ aktywatora (DIC) 1 mL
Objetosé zasady (Oxyma) 0,5 mL
Czas trwania sprzegania | 165 sekund
Temperatura sprzegania 90 °C
Plukanie po sprzeganiu | 4 x4 mL
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Syntezy zwigzkéw z wymieniong reszta argininy wykonalam w ramach pracy
magisterskiej pod tytutem: ,Synteza katelicydyny (LL 37) oraz jej analogow
o zwigkszonej stabilnosci proteolitycznej ”, ktorej promotorem byta dr hab. Magdalena
Wysocka, prof. UG. Natomiast pozostate zwigzki wymienione ponizej zsyntetyzowatam

w ramach wykonywania niniejszej rozprawy doktorskie;.
Sekwencja natywnego LL-37:
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES
(zwiazek 1) Modyfikacja reszt Arg w pozycjach 7-1% 23,29, 34
LLGDFFR’KSKEKIGKEFKR"”IVQR*IKDFLR*NLVPR**TES

LLGDFFDap(ivDde)SKEKIGKEFKDap(ivDde)IVQDap(ivDde)IKDFLDap(ivDde)NLVP
Dap(ivDde)TES

(zwiazek 2) Modyfikacja reszt Lys w pozycjach 3 10-12,15,18,25
LLGDFFRE®*SK''ER2IGK *EFK'*RIVQRIK2SDFLRNLVPRTES

LLGDFFRDap(ivDde)SDap(ivDde)EDap(ivDde)IGDap(ivDde)EFDap(ivDde)RIVQRI
Dap(ivDde)DFLRNLVPRTES

(zwiazek 3) Modyfikacja reszt Ile w pozycjach 1320, 24
LLGDFFRKSKEKI"?GKEFKRI?°VQRI**KDFLRNLVPRTES

LLGDFFRKSKEKDap(ivDde)GKEFKRDap(ivDde)VQRDap(ivDde)KDFLRNLVPRTES

(zwiazek 4) Modyfikacja reszt Phe w pozycjach 56 17-27
LLGDEERKSKEKIGKEE' 7KRIVQRIKDE?’LRNLVPRTES

LLGDDap(ivDde)Dap(ivDde)RKSKEKIGK EDap(ivDde)KRIVQRIK DDap(ivDde)LRNLVPRT
ES
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1.2. Synteza manualna

Kazda z peptydylozywic otrzymanych w pierwszym etapie (1.1. Automatyczna
synteza mikrofalowa) dzielitam na dwie czgéci a nastgpnie prowadzilam synteze
w strzykawkach polipropylenowych zakonczonych spiekiem szklanym. Schemat
przedstawiony ponizej przedstawia etapy syntezy peptydomimetyku zawierajacego
modyfikacje reszt Arg w pozycjach 7-!% 2> 2% 34 (Rys. 10). Wszystkie pozostale zwiazki
byly syntetyzowane analogicznie do opisanej procedury. W celu uproszenia na schemacie

przedstawilam tylko usuwane w tym etapie ostony tancuchoéw bocznych.

LLGDFFDap(ivDde) KSKEKIGKEFK Dap(ivDde)IVQDap(ivDde)IKDFL

Dap(ivDde)NLVPDap(ivDde)TES

Usuwanie ostony ivDde z bocznych
grup kwasu L-2,3-
diaminopropionowego (Dap) z
wykorzystaniem 2 % roztworu
hydrazyny w DMF, nastepnie Zywice
dzielitam na dwie réwne porcje.

LLGDFFDapKSKEKIGKEFK LLGDFFDapKSKEKIGKEFK
DapIlVQDapIKDFLDapNLVPDapTES DapIVQDapIKDFLDapNLVPDapTES

Acylowanie Acylowanie

Boc, Pbf-guanidyno-O1Pen-OH (GO1) Boc, Pbf-guanidyno-020c¢c-OH (GO2)

Rysunek 10. Schemat procesu syntezy chemicznej.
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1.2.1. Test chloranilowy 1 test Kaisera

W celu okreslenia skutecznos$ci prowadzonych manualnie procesoOw acylowania lub

deprotekcji przeprowadzatam dwa rodzaje testow, ktorych sktady prezentuje w tabeli 3.

a)

b)

Test chloranilowy, ktory stuzy do wykrywania obecnosci wolnych grup
aminowych w peptydach. Chloranil bierze udziat w reakcji z wolng grupa
aminowg zmieniajac zabarwienie. Pozytywny wynik testu obserwujemy w postaci
zielonych ziaren co wskazuje na obecno$¢ wolnych grup aminowych. Jesli test
jest wykonywany po deprotekcji pozytywny wynik testu swiadczy o tym, ze
mozna przystgpi¢ do acylowania kolejnej reszty lub zakonczy¢ synteze.
W przypadku testu wykonywanego w trakcie acylowania pozytywny wynik
sugeruje, ze nalezy powtorzy¢ reakcje.

Test Kaisera nazywany rowniez testem ninhydrynowym, takze wykorzystuje si¢
do wykrywania obecno$ci wolnych pierwszorzedowych grup aminowych.
Ninhydryna obecna w tescie reaguje z wolng grupg aminowa dajac granatowe
zabarwienie ziaren zywicy. Natomiast jesli grupa aminowa jest zablokowana

ziarna pozostaja bezbarwne.

Tabela 3. Skiad testow monitorujgcych proces syntezy.

TEST CHLORANILOWY TEST KAISERA

Roztwor chloranilu w toluenie | 50 u. 6 % ninhydryna w etanolu 50 puL

Acetaldehyd 100 uL 80 % fenol w etanolu 50 uL
1 mM cyjanek potasu 50 uL
w wodzie
7 minut, 25 °C 10 minut, 100 °C

1.2.2. Usuwanie oston ivDde

Po zakonczeniu syntez z wykorzystaniem syntezatora, umiescitam peptydylozywice

w strzykawkach polipropylenowych 1 przystapitam do usunigcia ostony ivDde

z tancuchow bocznych kwasu L-2,3-diaminopropionowego stosujac 2 % roztwor

uwodnionej hydrazyny w DMF. Etap usuwania trwat 15 minut z wykorzystaniem

wytrzasarki laboratoryjnej (Laboratory shaker type 358A, Elpin Plus), czynnosci te

powtdrzytam szeS$ciokrotnie. Po usunigciu oston ivDde, zawarto$¢ strzykawek
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przemywatam wedlug nastepujacego cyklu ptukan: 3 x 2 min DMF, 3 X 2 min

izopropanol, 3 x 2 min DCM a nast¢pnie wykonalam test chloranilowy oraz test Kaisera.

1.2.3. Usuwanie soli DCHA z pochodnych aminokwasowych

Pochodne Boc-O1Pen-OHXDCHA i1 Boc-O20c¢c-OHXDCHA, ktére w kolejnych
etapach wykorzystatam do dalszych modyfikacji zaprojektowanych analogéw LL-37
posiadaty grupe a-COOH w postaci soli dicykloheksyloamoniowej (DCHA). Usuwanie
soli DCHA wykonatam w nastepujacych etapach:

1. Nawazytam 1 gram pochodnej i rozpuscitam w 50 mL schtodzonego octanu etylu.

2. Nastepnie dodatam 10 mL schtodzonego 10 % H3POu,

3. Calos¢ umiescitam na mieszadle magnetycznym do catkowitego rozpuszczenia.
Po chwili zaobserwowatam pojawienie si¢ dwoch oddzielnych warstw w kolbie.

. Mieszaning przeniostam do rozdzielacza, usungtam warstwe wodna.

4

5. Do warstwy organicznej dodatam 120 mL 10 % H3POsa.

6. W kolejnym kroku warstwe organiczng przemytam 3-krotnie 120 mL solanki.
7

. Warstwe organiczng zagescitam z wykorzystaniem rotatora.

Otrzymane pochodne Boc-O1Pen-OH oraz Boc-O20c¢-OH poddatam analizie MS
MALDI-TOF a nastepnie wykorzystalam do modyfikacji peptydomimetykow.

1.2.4. Przvylaczanie pochodnych do tancuchow bocznych zwiazku

Po usunigciu oston ivDde z grup aminowych fancuchow bocznych reszt kwasu L-2,3-
diaominopropionowego rozpoczetam przylaczania do nich ponizszych pochodnych

(Rys. 11):

Analogi z modyfikacja reszt aminokwasowych Lys®!0-1215.18.25,

= Boc-Ol1Pen-OH, kwas 5-amino-3-oksapentanowy (O1),
analog: [Dap(O1)3!%1215.1825] [ .37,

=  Boc-020c¢-OH kwas 8-amino-3,6-dioksaoktanowy (02),
analog: [Dap(02)31%:12:1518.251 [ .37,
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Analogi z modyfikacja reszt aminokwasowych Arg’-19-23:29-34 .

=  Boc,Pbf-guanidyno-O1Pen-OH, kwas 5-guanidyno-3-oksapentanowy
(GO1), analog: [Dap(GO1)71%-232934]LL-37,

=  Boc,Pbf-guanidyno-O20c-OH, kwas 8-guanidyno-3,6-dioksaoktanowy
(GO2), analog: [Dap(GO2)"1%232934]LL-37,

Analogi z modyfikacja reszt aminokwasowych Phe>%1727;

= 7Z-O1Pen-OH kwas 5-amino-3-oksapentanowy (Z-O1),
analog: [Dap(Z-01)>%!7?7]LL-37,

= 7Z-020c-OH kwas 8-amino-3,6-dioksaoktanowy (Z-02),
analog: [Dap(Z-02)>%!7?7|LL-37,

Analogi z modyfikacjg reszt aminokwasowych Ile!'3-2%24:

= kwas 5-metoksy-3-oksapentanowy (MOI1),
analog: [Dap(MO1)!32024]LL-37,

= kwas 8-metoksy-3,6-dioksaoktanowy (MO2),
analog: [Dap(MO2)!32%24]LL-37

60



A LN

NH
Modyfikacje reszt Arg w pozycjach’.19.23,29,34
yfikacj g W pozycj /u\ﬂ/\o/\/o\/\ﬁ
o

/H\’_(\O/\/N"’
Q

H
Modyfikacje reszt Lys w pozycjach®10,121518,25 - "\[ho/\/ e
0

Natywny LL-37

LLGDFFRSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES-P

H
/NW‘/\O/\/O\
o

H
Modyfikacje reszt lle w pozycjach!320.24 ~ NY\O/\/ e N
o

/“ru/\/n\r\/g

Modyfikacje reszt Phe w pozycjach®%17.27 i . \/@
\n)‘\/“’\/\o/\/“\"/“

Rysunek 11. Schemat wprowadzanych modyfikacji
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Podczas syntezy manualnej wykorzystatam mieszaniny acylujace wskazane w tabeli 4.

Tabela 4. Warunki przytqczania pochodnych.

WARUNKI REAKCJI ZWIAZEK
[Dap(o1)8,10,12,15,18,25]LL_37 [Dap(02)8,10,12,15,18,25]LL_37

I acylowanie 2* x Boc-O1Pen-OH 2* x Boc-020c¢-OH
2* x Oxyma 2* x Oxyma
2* x DIC 2* x DIC

11 acylowanie 1,5* x Boc-O1Pen-OH 1,5* x Boc-O20c¢c--OH
1,5* x Oxyma 1,5* x Oxyma
1,5*% DIC 1,5*% DIC

11 acylowanie 1* x Boc-O1Pen-OH 1* x Boc-020c¢-OH
1* x Oxyma 1* x Oxyma
1* x DIC 1* DIC

[Dap(MO1)13204|LL-37 [Dap(MO2)132024| LL-37

I acylowanie 2* x MO1 2* x MO2
2* x Oxyma 2* x Oxyma
2* x DIC 2* x DIC

1l acylowanie 1,5* x pochodna MO1 1,5* x pochodna MO2
1,5*% x Oxyma 1,5*% x Oxyma
1,5* x DIC 1,5* x DIC

1l acylowanie 1* x pochodna MO1 1* x pochodna MO1
1* x Oxyma 1* x Oxyma
1* x DIC 1* x DIC

1V acylowanie 1* x pochodna MO1 1* x pochodna MO1
1* X Oxyma 1* X Oxyma
1* x DIC 1* x DIC

[Dap(Z-01)>%17*7|LL-37 [Dap(Z-02)>%'7*7|LL-37

1 acylowanie 2* x pochodna Z-O1 2* x pochodna Z-02
2* x Oxyma 2* x Oxyma
2* x DIC 2* x DIC

11 acylowanie 2* x pochodna Z-O1 2* x pochodna Z-0O2
2* x Oxyma 2* x Oxyma
2* x DIC 2* x DIC

11 acylowanie 2* x pochodna Z-O1 2* x pochodna Z-O2
2* x Oxyma 2* x Oxyma
2* x DIC 2 * x DIC

1V acylowanie 1* x pochodna Z-O1 1* x pochodna Z-O2
1* x Oxyma 1* x Oxyma
1* x DIC 1* x DIC

* - nadmiar molowy odczynnika w stosunku do wolnych grup aminowych w sekwencji analogu
DIC — N,N -diizopropylokarbodiimid

OXYMA -
morfoliny

heksafluorofosforan-(1-cyjano-2-etoksy-2-oksoetylidenoaminooksy)-dimetyloamino-

Reagenty rozpuszczalam w mieszaninie rozpuszczalnikow DMF: NMP: DCM, 1:1:1
(V/V/V) z dodatkiem Tritonu X-100. Reakcje acylowania prowadzilam przez 24 h

w temperaturze pokojowej z wykorzystaniem wytrzasarki Laboratory shaker type 358A.
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1.2.5. Odszczepienie peptydomimetykdéw od nosnika

W kolejnym kroku przystgpitam do odszczepienia peptydomimetykow od nosnika
z jednoczesnym usunieciem oston z grup bocznych aminokwaséw. W tym celu
przygotowatam mieszaning sktadajaca si¢ z 82,5 % kwasu trifluorooctowego (TFA), 5 %
fenolu, 5 % H>O , 5 % tioanizolu, 2,5 % etano-1,3-ditiolu (EDT). Stosowatam 10 mL
mieszaniny $ciggajacej na 1 g peptydylozywicy. Reakcje prowadzitam 4 h w temperaturze
pokojowej po uptywie, ktérych mieszaning odsgczylam na lejku Schotta. Do przesaczu
dodawatam schtodzonego w cieklym azocie eteru dietylowego w celu wytracenia
otrzymanego peptydu. Mieszaning z osadem wirowatam z wykorzystaniem wiréwki
(Centrifuge 5430 R, Eppendorf, Niemcy) parametry : 6500 RPM, 15 min, 4 °C. Nastepnie

osad rozpuszczalam w wodzie dejonizowanej i poddawatam procesowi liofilizacji.

2. Analiza metoda MS MALDI-TOF

W celu potwierdzenia mas czasteczkowych, zsyntetyzowane peptydomimetyki
analizowano metoda MALDI-TOF, wykonywang z uzyciem spektrometru mas typu
Biflex III firmy Bruker w Pracowni Pomiaréw Fizyko-Chemicznych Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego. Jako matryce¢ wykorzystano kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy
(DHB) lub kwas a-cyjano-4-hydroksycynomonowy (CCA).

3. Analiza metoda UPLC

W celu okreslenia czystosci otrzymanych zwigzkoéw poddatam je analizie metoda
ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC) z wykorzystaniem chromatografu
Nexera X2 LC-30AD firmy Schimadzu. Rozdziat prowadzitam w odwroconym uktadzie
faz z wykorzystaniem kolumny Aeris Peptide o wymiarach 150 x 2,1 mm
(Peptide XB-C18 firma Phenomenex) o wielkosci ziaren 1,7 um. Analiz¢ prowadzitam w
gradiencie 3-90 % B w czasie 22 minut, szybko$¢ przeptywu wynosita 0,4 mL/min.
Parametry wykorzystane podczas pomiarow to faza A 0,1 % TFA w wodzie, faza B 80 %

acetonitryl w roztworze A.
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4. Analiza metoda dichroizmu kolowego

Natywny LL-37 oraz jego analogi poddano analizie metoda dichroizmu kotowego
w Pracowni Pomiaréw Fizyko-Chemicznych Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego. Wszystkie analizy zostaly wykonane dla probek o stezeniu 0,2 mg/mL

w roztworze 50 % TFE w wodzie.

5. Elektroforeza w zelu agarozowym

W celu sprawdzenia mozliwosci tworzenia kompleksow przez zsyntetyzowane
peptydomimetyki z plazmidem pUC19, o 2688 parach zasad (Termo-Scientific™)
wykonatam rozdziat elektroforetyczny w 0,8 % Zelu agarozowym z dodatkiem barwnika
fluorescencyjnego, Midori Green. Probki przygotowatam w 2 réznych stosunkach
dodatniego tadunku peptydomimetyku (N) do ujemnego tadunku plazmidu (P)
N/P = 1:1; 5:1. Mieszanin¢ peptydomimetyku oraz plazmidu w stosunku tadunkéw 1:1
oraz 5:1 poddawalam 30 minutowej inkubacji w temperaturze 37 °C, a nast¢pnie
do kompleksow dodawatam 4 pl buforu obcigzajacego 6 x (A& A Biotechnology, Gdansk,
Polska). Rozdziat elektroforetyczny prowadzitam w buforze TBE o sktadzie 89 mM
TRIS, 89 mM kwas borowy, 1 mM EDTA przy stalym napigciu 80 V, przez 2 h 20 min.
Dodatek barwnika fluorescencyjnego umozliwil obserwacje migracji plazmidowego

DNA za pomocg zestawu do detekcji zeli Fusion FX-7.

6. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym

W kolejnym kroku przeprowadzilam rozdzial w zelu poliakrylamidowym
z wykorzystaniem probki dsDNA zbudowanej z 76 par zasad. Przygotowany przeze mnie
zel sktadal si¢ z 4 % zelu zageszczajacego oraz 8 % zelu rozdzielajacego o sktadzie
przedstawionym w tabeli 5. Do nanoszonych probek dodawatam po 4 pL buforu fadujacy
w skladzie (4,1 M glicerolu, 35,5 mM Tris, 35,6 mM kwasu borowego, 0,8 mM EDTA
oraz 0,25 % blekitu bromofenolowego). Do obu zeli dodatam barwnika
fluorescencyjnego — Midori Green (abo, Gdansk, Polska) umozliwiajagcego rejestracje

migracji DNA za pomocg zestawu do detekcji zeli Fusion FX-7.
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Tabela 5. Skiad zeli zageszczajgcego i rozdzielajgcego.

%  30% AKRYLAMID H;0 5x TAE 10 % APS TEMED
[mL] [mL] [mL] [nL] [mL]

4% 1,6 8 2,4 200 10

8% 3,2 6,4 2,4 200 10

5% TAE — bufor zawierajgcy: 200 mM Tris, 200 mM kwas octowy, 5 mM EDTA
APS — peroksodisiarczan amonu

TEMED - N, N, N’, N - tetrametyloetylenodiamina

Probki przygotowatam analogicznie jak do rozdzialu elektroforetycznego w zZelu
agarozowym: N/P = 1:11 5:1. Probki peptydomimetykéw oraz DNA inkubowatam przez
30 min w temperaturze 37 °C , po tym czasie dodawatam bufor tadujacy o sktadzie:
30 % glicerolu w buforze TBE, bi¢kit bromofenolowy. Rozdziat prowadzitam w buforze
TAE o sktadzie: 40 mM TRIS, 40 mM CH3COOH, 1 mM EDTA przy statym napigciu
70 V przez 1 h 55 min.

7. Termoforeza w mikroskali

Na podstawie wynikow uzyskanych z rozdziatéw elektroforetycznych,
postanowitam wyznaczy¢ sit¢ powinowactwa zsyntetyzowanych peptydomimetykéw do
kwasu nukleinowego znakowanego fluoroforem. Pomiary sity oddzialywania ludzkiej
katelicydyny z DNA s3 mozliwe z wykorzystaniem technologii MST. Metoda ta
umozliwia precyzyjne okreslenie powinowactwa LL-37 oraz analogéw do nici DNA
w naturalnych warunkach jakie wystepuja w organizmie. W pomiarach mozna
wykorzysta¢ obecnos$¢ jondow soli oraz zrdéznicowang wartos¢ pH, ktore wptywaja na
stabilno$¢ probki. Wykorzystanie techniki MST do okreslenia powinowactwa LL-37 do
kwasow nukleinowych do tej pory nie zostato opisane w literaturze. Liczne badania
naukowe skupiaja si¢ na okresleniu powinowactwa matych czasteczek lub tez peptydow
co sugeruje, ze technik¢ te mozna wykorzysta¢ do pomiarow  wykonanych
z wykorzystaniem LL-37 [131]. Analiz¢ MST wykonalam z uzyciem dsDNA
zbudowanego z 76 par zasad znakowanego barwnikiem Cyanine5 (CyS5) na 5° koncu,
ktora zostala zsyntetyzowana komercyjnie przez Oligo (Krakow). Pomiary prowadzitam
w buforze EDBS o sktadzie: 25 mM Tris-HCI pH 8, 4 % sacharoza, 4 mM DTT, 80 pg/mL
BSA. Innymi buforami, z ktérych korzystatam byty roztwoér PBS zawierajacy 0,05 %
TWEEN oraz PBS + 0,1 % Pluronic F-127. Stezenie DNA w trakcie analiz wynosito
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100 nM. Stezenie wyjsciowe peptydomimetyku wynosito 200 uM, ktore nastepnie

rozcienczylam 16-krotnie w odpowiednim buforze.

Probki analityczne sktadaty si¢ z buforu pomiarowego, peptydomimetyku oraz DNA
przygotowanych w proporcjach 1:1:1, (V:V:V). Probki inkubowatam przez 1 h
w temperaturze 37 °C, nastgpnie wirowatam przy obrotach 14000 RPM przez 15 minut
(Centrifuge 5430 R, Eppendorf, Niemcy). Pomiary wykonatam na urzadzeniu Monolith
NT. 115, NanoTemper Technologies GmbH, z wykorzystaniem kapilar premium

Monolith. Kazdy pomiar wykonatam w temperaturze 25 °C w 3 powtorzeniach.

8. Mikroskopia sil atomowych

Metoda mikroskopii sit atomowych jest wykorzystywana w chwili obecnej jako
narzg¢dzie do pomiaru oddziatywan migdzy pojedynczymi parami wybranych biomolekut.
N. Sewald w swoich pracach oméwit jak ta technika umozliwia precyzyjny pomiar sit
oddziatywania miedzy molekutami DNA 1 peptydami, przydatny w modelowaniu
procesOw molekularnych. W badaniach wykorzystat peptydy amfifilowe, ktore
wykazywaty zdolno$¢ wigzania si¢ z DNA dzigki oddziatywaniom elektrostatycznym
z ujemnie natadowanym szkieletem fosforanowym DNA. Wyniki opisane w pracy
udowodnity, ze peptydy te maja tendencje do wigzania si¢ w duzym rowku podwdjne;j
helisy DNA [132].

Elektroforegramy otrzymane w ramach realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej
dowiodly, Zze otrzymane peptydomimetyki tworzg kompleksy z plazmidem pUCI9.
Wykorzystujac technike mikroskopii sit atomowych (AFM) dr Katarzyna Bury z Zaktadu
Biologii Molekularnej Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG i GUMed
wykonata obrazowanie powyzszych struktur. Kompleksy peptydomimetykow
z plazmidem pUCI19 zostaly utworzone w stosunkach N/P = 0,2:1 w 8§ mM MgCl..
Kompleksy skladaly si¢ z 5 nM pUC19 oraz probek peptydomimetykow o stezeniu 0,875
nM. Czas inkubacji przygotowanych komplekséw wynosit 30 min w temperaturze
pokojowej. Zdjecia wykonano z wykorzystaniem mikroskopu BioScope Resolve AFM
(firmy Bruker, Bremen), wyposazonego w sond¢ ScanAsystFluid+. Wyniki zostaly

opracowane przy uzyciu oprogramowania NanoScope Analysis v1.9.
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9. Pomiary z wykorzystaniem dynamicznego rozpraszania Swiatla

Metoda dynamicznego rozpraszania S$wiatta (DLS) jest wykorzystywana
do charakteryzacji wielkosci czasteczek takich jak peptydy czy kompleksy peptydow
z DNA w roztworach. Pomiary DLS pozwalaja okresli¢ rozktad rozmiarow peptydow
w roztworze, ktore moga wykazywaé tendencj¢ do tworzenia agregatoéw w zaleznosci

od warunkow srodowiskowych.

Ludzka katelicydyna LL-37, jako kationowy peptyd antybakteryjny, wykazuje
tendencje¢ do agregacji gtdéwnie w wyzszych stezeniach. Pomiary DLS moga okresli¢
rozktady wielko$ci czasteczek, sugerujac obecno$¢ monomerow, dimerdéw lub struktur

zagregowanych w zalezno$ci od stezenia 1 warunkéw fizykochemicznych [133].

Pomiary metoda dynamicznego rozproszenia §wiatta zostalty wykonane w Zespole
Pracowni Fizyko-Chemicznych Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego przez dr inz.
Beate Szafranek z wykorzystaniem aparatu Litesizer DLS 500 (Antony Paar). W celu
wykonania analizy wielkoSci czastek i potencjalu Zeta przygotowalam roztwory
peptydomimetykow o stezeniu 200 uM. W kolejnym etapie analizie poddano kompleksy
peptydomimetykow z dsDNA (76pz) lub pUC19. W przypadku pomiaréw wykonanych
na kompleksach wykorzystatam 200uM stezenie peptydomimetykdw, 8,09 uM dsDNA
(N/P=12:1) oraz 0,573 nM pUC19 (N/P=170:1).

Dodatkowo metoda DLS (pomiar promienia hydrodynamicznego) okreslitam
wpltyw rosngcego st¢zenia peptydomimetyku na kondensacje i agregacje dwuniciowego
DNA (dsDNA). W tym celu wykorzystatam 8,09 uM dsDNA oraz peptydomimetyki
o stezeniach: 0,9; 5; 6,67; 7,5; 8,0; 8,33; 8,57; 8,75; 8,89; 9,0; 9,09 uM.
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10. Spektrometria mas sprzezona z wysokosprawna
chromatografia cieczowa

W celu okreslenia szybkos$ci hydrolizy peptydomimetykdéw przez proteinaze 3
wykorzystalam technike LC-MS. Analiza LC-MS, ktora zostala przeprowadzona
w Zespole Pracowni Fizyko-Chemicznych Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
przez mgr. Kinge Sikore z wykorzystaniem aparatury MS Bruker Daltonics HCT Ultra
oraz LC Agilent Technologies 1200series. Analizy wykonano z wykorzystaniem kolumny
Gemini- NX 5u C18 o wymiarach 4,6 x 150 mm (Phenomenex), zastosowano gradient
rozpuszczalnikow 10-90 % B w czasie 50 min i1 przeptyw 0,5 mL/min. Sklady
rozpuszczalnikéw: faza A 0,1 % HCOOH w H;O, faza B 0,1 % HCOOH w acetonitrylu.

Widma mas uzyskano przy uzyciu spektrometrii masowej z jonizacja ESI.
Warunki przeprowadzonych analiz:

Probki peptydomimetykéw o stezeniu C= 50 uM przygotowane w buforze 10 mM TRIS-
HCI, 0,01 % CH3COONHs, pH 7,5. Prébka poddawana analizom zawierata
peptydomimetyk o stezeniu 45 uM i proteinaz¢ 3 o stgezeniu 0,2 uM. Inkubacje
prowadzitam odpowiednio przez 1, 2, 4, 6, 24 godziny w temperaturze 37 °C dodatkowo
wykonatam analiz¢ od razu po zmieszaniu sktadowych. Proteinaza 3 jest enzymem
katalizujgcym hydrolize wigzan peptydowych po krotkich alifatycznych resztach

aminokwasowych, ktore wystgpuja w sekwencjach peptydomimetykow.

Peptydomimetyki, w ktorych modyfikowatam reszty Arg: [Dap(GO1)7:1%23234]LL-
37 oraz [Dap(GO2)"1%232%34]LL-37 poddatam reakcji (czas inkubacji: 1, 2, 4, 6, 8, 24 h)
z wykorzystaniem enzymu deiminazy peptydyloargininowej 4 (PAD4) oraz deiminazy
peptydyloargininowej 2 (PAD2). Jako probg kontrolng wykorzystatam natywny LL-37.
Enzym PAD4 katalizuje konwersj¢ reszt argininy w reszty cytruliny w wyniku
procesu deiminacji. Reakcje enzymatyczng przeprowadzitam w buforze 0,24 M TRIS-
HCI z dodatkiem 0,05 M CaCly, pH 7,6. Stgzenie sktadnikéw wynosito: 1,35 uM PADA4,
50 uM peptydomimetyk. W drugim przypadku 3,34 uM PAD2 oraz ponownie 50 uM

analogu.
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11. Badania komorkowe

Hodowle komodrkowa prowadzitam w specjalnie przeznaczonych do tego
naczynkach hodowlanych, wykonanych z polistyrenu zaopatrzonych w korek z filtrem
HEPA. W czasie prowadzenia hodowli korzystatam z inkubatora CellXpert CO; (firmy
Eppendorf) zachowujacego stale warunki 37 °C oraz stezenie CO; o wartosci 5 %.
Hodowle komorkowe prowadzitam z wykorzystaniem komory laminarnej Maxi Safe
2020 II klasy bezpieczenstwa mikrobiologicznego firmy Thermo Fischer Scientific

(Massachusetts, Stany Zjednoczone), ktora zapewniata jatowe warunki.

11.1. Linie komorkowe

Badania komorkowe wykonalam z zastosowaniem ponizszych linii komorkowych:

- Linia komérkowa HB2 (ang. human breast epithelial cells) jest to linia powstajaca
z komorek nabtonka gruczotu sutkowego. Zespo6t naukowy M.J. Stampfera jako pierwszy
opisal powyzszg lini¢ w latach 80. XX wieku. Hodowl¢ prowadzitam w pozywce DMEM
HG wzbogaconej 10 % inaktywowang termicznie bydleca surowica ptodowa (FBS) oraz
1 % antybiotykow: penicyliny i streptomycyny. Dodatkowo pozywke suplementowatam

5 pg/ml insuliny oraz 5 pg/ml hydrokortyzolu. Jest to linii komoérek adherentnych.

- Linia komérkowa CRL-1472 (komorki adherentne) jest to linia ludzkich komoérek
nowotworowych nablonka pecherza moczowego, I1I stadium, ktora zostala zdeponowana
przez S. Rasheeda w 1977 roku. Do hodowli wykorzystywatam pozywke DMEM HG
wzbogacong 10 % inaktywowang termicznie bydleca surowicg ptodowa (FBS) oraz 1 %

antybiotykdw: penicyliny i streptomycyny.

- Linia komérkowa HDFa (komorki adherentne) jest to linia ludzkich pierwotnych
fibroblastow skornych. Nie ma jednoznacznej daty odkrycia pojedynczej linii
komorkowej, jest to zwigzane z opracowaniem metod izolacji fibroblastow ze skory
cztowieka w potowie XX wieku. Do hodowli wykorzystywatam pozywk¢ DMEM UG
wzbogacong 10 % inaktywowang termicznie bydleca surowicg ptodowa (FBS) oraz 1 %

antybiotykow: penicyliny, streptomycyny.

- Linia komoérkowa HL-60 jest to linia komodrek nowotworu ostrej biataczki
promielocytowej. Komorki z tej linii zostaty odkryte w 1976 roku przez zespot Roberta

C. Gallagher'a. Do hodowli wykorzystywalam pozywke RPMI-1640 z dodatkowa
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suplementacjg 10 % inaktywowang termicznie bydlgcg surowica ptodowa (FBS) oraz 1
% antybiotykow: penicyliny i streptomycyny. Istotng informacja jest, fakt ze jest to linia
zawiesinowa, co oznacza, ze W odrdznieniu do wyzej wymienionych te komorki nie

przylegaja do podtoza naczynia a swobodnie ptywaja w medium.

11.2. Roéznicowanie komorek liniit HL-60

Proces réznicowania komorek polega na wprowadzaniu zmian w obrebie ich
morfologii oraz fizjologii. Cechg charakterystyczng komorek HL-60 jest ich zdolnos¢ do
roznicowania si¢ in vitro do roznych typow komorek linii mielomonocytarne;.

Do czynnikéw indukujacych réznicowanie komorek HL-60 do granulocytow naleza:

e dimetylosulfotlenek (DMSO),
e dimetyloformamid (DMF),
e inne np. kwas all-trans retinowy (ATRA),

e aktynomycyna D.

Natomiast 1,25-dihydroksywitamina D3, estry forbolu i maslan sodu indukuja

réznicowanie do monocytéw lub makrofagow [134].

W ramach badan réznicowatam komorki linii HL-60 w komorki nowotworowe
podobne do neutrofili z wykorzystaniem DMSO, ktory jest silnie réznicujacym $rodkiem.
Y. Guo i wspotpracownicy opisali proces roznicowania HL-60 z wykorzystaniem szeregu
zwigzkow chemicznych. Zastosowanie w hodowli HL-60 DMSO przez 5 dni skutkowato
w dalszych badaniach najwyzsza wydajnoscig tworzenia zewnatrzkomérkowych putapek
neutrofilnych (ang. neutrophil extracellular traps, NETs) oraz produkcja reaktywnych

form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) [135].

Komoérki hodowatam w pozywce RPMI-1640 zawierajace; 10 % FBS, 1 %
antybiotykow oraz 1,25 % DMSO. W naczynku umieszczalam 10 mln komorek
w 20 mL pozywki RPMI-1640 zawierajacej 1,25 % DMSO. Roéznicowanie komorek
prowadzilam kolejno przez 5 dni, codziennie wymieniajac pozywke. Monitorowatam

liczbe komorek w naczynku 1 regulowatam jg do 10 mln [135], [136].

Zréznicowane komorki HL-60 wykorzystalam do przeprowadzenia testow

cytotoksycznosci otrzymanych peptydomimetykow oraz okre§lenia aktywnos$ci

70



neutrofilnych proteinaz serynowych w lizatach komoérkowych 1 medium

zewnatrzkomérkowym.

11.3. Testy cytotoksycznosci

W celu okreslenia cytotoksycznosci otrzymanych peptydomimetykéw wykonatam
test MTT, ktory opiera si¢ na aktywnos$ci dehydrogenazy mitochondrialnej rozktadajace;j
s6l MTT do nierozpuszczalnego w wodzie formazanu [137]. Test MTT na liniach HB2
1 CRL-1472 wykonatam z wykorzystaniem plytek 96-dotkowych, w przypadku linii
HDFa oraz HL-60 zastosowatam plytki 48-dotkowe (Tabela 6). Kazdy z testow

wykonywatam dwukrotnie.

Tabela 6. Ilos¢ pasazowanych komorek.

Linia komorkowa Ilo$¢ komoérek w 1 dotku [x10%]

HB2 5

CRL-1472 8

HDFa 4
HL-60 25,5

Hodowle komorek na plytce 96-dotkowej prowadzitam w 200 pL pozywki
odpowiedniej dla danej linii komorkowej. Po uptywie 48 godzin usuwatam medium
1 dotki przemywalam 2-krotnie PBS. W kolejnym kroku dodawatam okre§lone
peptydomimetyki w 100 uL pozywki. Stezenie koncowe peptydomimetykdéw wynosito:
1,5, 10,201 50 uM. Inkubacje komorek z peptydomimetykami prowadzitam przez 24 h
w temperaturze 37 °C w inkubatorze.

Hodowle komoérek na ptytce 48-dotkowej prowadzitam w 500 puL pozywki
odpowiedniej dla danej linii komérkowej. Po uptywie 48 godzin postgpowatam tak jak
wyzej. W kolejnym kroku dodawatam okreslone peptydomimetyki w 250 puL pozywki.
Stezenie koncowe peptydomimetykdéw wynosito: 1,5, 10,201 50 uM. Inkubacj¢ komorek

z peptydomimetykami prowadzitam przez 24 h w temperaturze 37 °C w inkubatorze.

Po uptywie 24 h wymieniatam pozywke na §wiezg zwierajaca s6l MTT o stezeniu
(c=5 mg/mL PBS). Do ptytek 96-dotkowych do dotka dodawatam 250 pL pozywki
z MTT (225 pL pozywki + 25 uL MTT (c= S5Smg/mL)). Natomiast do plytek
48-dotkowych dodawatam po 500 pL medium z MTT ( 450 puL pozywki + 50 uL MTT
(c=5 mg/mL)).
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Nastepnie ptytki umieszczatam w inkubatorze na 4 h, po uptywie ktorych, usuwatam
zawarto$¢ 1 dodawatam do kazdego dotka DMSO w przypadku ptytek 96-dotkowych 150
uL a w przypadku plytek 48-dotkowych 300 pL. Ptytki chronitam przed dostgpem $wiatta
1 na 12 h umieszczatam w temperaturze pokojowej. W kolejnym kroku wykonywatam
pomiar absorbancji przy dhugosci fali 570 nm z wykorzystaniem czytnika plytek

SPECTROstar Nano BMG LabTech (Rys. 12).

W przypadku komoérek HL-60 oraz HL-60 zréznicowanych do neutrofili, komorki
wysiewatam na plytki pokryte wezesniej 0,1 % roztworem zelatyny rybiej. Ze wzgledu
na ich charakter zawiesinowy przed kazda wymiang pozywki, plytki poddawatam

wirowaniu, aby zapobiec usuni¢ciu komorek wraz z pozywka.

E B ® B

Pasazowanie Inkubacja ze zwigzkami S Rozpuszczanie soli w Pomiar absorbancﬁ przy
6 Dodatek pozywkiz DMSO (12h diugosci fali 570
komérek na plytke (24h) sola MTT (12h) ugosci fali 570 nm

Rysunek 12. Schemat przebiegu testow cytotoksycznosci.

11.4. Ocena wplywu peptydomimetykow na aktywacje komorek HL-60

Liza komorkowa to proces niszczenia btony komorkowej w celu uwolnienia
wewnetrznych sktadnikow komorki. Istniejg trzy podstawowe metody lizy komorkowe;:
chemiczna wykorzystujace detergenty, mechaniczna dotyczaca technik fizycznych oraz
enzymatyczna. Bufor lizujacy Reporter Lysis Buffer (RLB) 5x (Promega) (rozcieficzony
5-krotnie w wodzie) jest mieszankg detergentow oraz stabilizatoréw bioracych udziat
w rozpuszczeniu blon komoérkowych 1 uwolnieniu zawartoSci wewnatrzkomorkowe.
Detergenty bedace jego skladnikami oddzialuja z dwuwarstwa lipidowa blony
komorkowej destabilizujac ja 1 prowadza do jej lizy [138].

Liz¢ komoérkowa wykonatam wykorzystujac zrdéznicowane komorki linit HL-60.
Linia komoérek HL-60 to komorki zawiesinowe dlatego w 4 dniu rdéznicowania
przeniostam je na ptytki 6-dotkowe wczesniej pokryte 0,1 % roztworem zelatyny rybiej
(5 mln komorek/dotek) 1 dalej prowadzitam ich réZznicowanie. Pigtego dnia r6znicowania
do dotkéw dodawatam peptydomimetyki (C = 5,1 x 10* M) w pozywce RPMI-1640
zawierajacej 1,25 % DMSO. Do kazdego z dotkéw dodawatam po 10 pL odpowiedniego
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zwiazku uzyskujac Crkoncowe =

przez 1 h w 37 °C, nastepnie dodawatam do kazdego dotka LPS ( Cioncowe= 0,198 uM)

5,05 uM. Komoérki zostaty poddane dziataniu zwigzkow

1 inkubowatam kolejne 45 minut. Po tym czasie medium zewnatrzkomdrkowe zbieratam
do probéwek eppendorf’a i przechowywatam w temperaturze -80 °C. Nastepnie komorki
przemywatam dwukrotnie PBS i dodatam bufor lizujacy. Po uptywie 30 minut za pomocg
skrobaczek komorki oderwatam od dna naczynia hodowlanego i zawarto$¢ przeniostam
do prébdéwek Eppendorf’a a nastepnie zwirowatam przez 2 min przy obrotach 1400 x g.
(miniSpin plus, firmy Eppendorf). Nastepnie supernatanty przeniostam do nowych

probowek typu Eppendorf 1 umiescitam w zamrazarce -80 °C (Rys. 13).

Powtdrzytam kroki z wykorzystaniem nowych zréznicowanych komorek, ponownie
pasazowalam je na plytke w pozywce RPMI-1640 z dodatkiem 1,25 % DMSO.
Do kazdego dotka dodawatam ponownie zwigzkow (Crkoncowe= 5,05 pM). Tym razem
inkubacje komorek ze zwigzkami prowadzitam przez 24 h w 37 °C i po tym czasie
dodawatam LPS (Cioncowe= 0,198 uM) i inkubowatam 45 min. W kolejnym etapie

zbieralam supernatanty znad komorek oraz dalsze kroki wykonywatam analogicznie jak

we wczesniejszym eksperymencie (Rys. 13).
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2) Inkubacja z LPS (45min)
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2) Inkubacja z LPS (45min)

Rysunek 13. Etapy lizy komorkowej.
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12. Aktywnos$¢ enzymatyczna

W lizatach 1 medium komoérkowym uzyskanych z komorek HL-60
zroznicowanych do neutrofili przeprowadzitam badania aktywnos$ci neutrofilnej

proteinazy serynowej (PR3).

Eksperyment umozliwil mi okreslenie stopnia aktywacji zréznicowanych komorek
HL-60. Ocen¢ aktywnosci enzymatycznej PR3 w otrzymanym medium
zewnatrzkomorkowym oraz lizatach komorkowych prowadzitam w buforze o sktadzie:
100 mM Tris HCI, 500 mM NaCl o pH 7,5. Pomiary aktywno$ci wykonywatam na
czarnych mikroptytkach z wykorzystaniem spektrofotometru CLARIOstar firmy BMG
Labtech przy Awzbudzenia= 320 nm 1 Aemisii= 450 nm.

Odczynniki wykorzystane do wykonania pomiaréw:

e Substrat dla proteinazy 3 o sekwencji: ABZ-Tyr-Tyr-Abu-Asn-Glu-Pro-
Dap(Dnp)-NH>*
e Inhibitor dla proteinazy 3 o sekwencji: Bt-Pro-Tyr-Asp-AbuP (O-C¢Hs-4-C1),™*

Gdzie: ABZ- kwas 2- aminobenzoesowy (donor fluorescencji), Dap(Dnp)-NH> — amid kwasu (N-$-2,4-
dinitrofenylo)-L-2,3-diaminopropionowego (akceptor fluorescencji), Bt- biotyna

*Sekwencja substratu zostata opracowana przez dr Jadwige Popow-Stellmaszyk w ramach rozprawy doktorskiej
., Zastosowanie metod chemii kombinatorycznej w charakterystyce wybranych proteinaz serynowych”, promotor prof.
dr hab. Adam Lesner.

**[nhibitor zsyntetyzowany w ramach wspolpracy z prof. dr hab. inz. Marcinem Sienczykiem z Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej [11]

Syntez¢ wymienionego powyzej substratu przeprowadzitam na no$niku statym Tenta
Gel S-RAM, o osadzeniu 0,23 mmol/g z wykorzystaniem syntezatora mikrofalowego
Liberty Blue. Proteoliza wigzania peptydowego w substracie prowadzi do zwigkszenia
odlegtosci pomiedzy para donor-akceptor fluorescencji co jest zwigzane z przerwaniem
transferu energii wzbudzenia elektronowego (ang. Forster Resonance Energy Transfer,
FRET) [139]. Kwas 2-aminobenzoesowy (ABZ) peini rol¢ donora fluorescencji,
natomiast amid kwasu (N-f-2,4-dinitrofenylo)-L-2,3-diaminopropionowego akceptora

fluorescencji.

Badania rozpoczgtam od dodania do  plytki 96-dotkowej; 110 pL wyzej
wymienionego buforu, 10 pL inhibitora (Cinhibitora PR3 = 3,53uM w DMSO) lub samego
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DMSO oraz 150 pL odpowiedniego medium zewnatrzkomorkowego. Inkubacje
prowadzitam 30 minut (t=37°C), a nastepnie dodawatam substrat (Ckoncowe=4,73%10"> M).
W kolejnym kroku rozpoczynalam pomiar przyrostu intensywnosci fluorescencji

W czasie.

Ocene aktywnosci enzymatycznej PR3 wykonatam roéwniez w lizatach
komoérkowych, uzyskanych po inkubacji komorek ze zwigzkami w ramach realizacji
punktu 11.4. W ptytce 96-dotkowej umieszczatam 130 puL buforu, inhibitor o st¢zeniu
Cinhibitora PR3= 0,12 uM w DMSO lub samego DMSO oraz 10 pL odpowiedniego lizatu.
Pozostate kroki wykonywalam tak samo jak w przypadku pomiaréw aktywnosci

enzymatycznej w medium zewnatrzkomorkowym.
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WYNIKI I DYSKUSJA

1. Badania fizvkochemiczne peptydomimetykow

Po zakonczonym procesie syntezy dla kazdego peptydomimetyku
przeprowadzitam analizy potwierdzajace mas¢ czasteczkowa uzyskanego zwigzku
oraz okreslajace jego czystos¢. Dodatkowo wszystkie analogi poddatam analizie metoda
dichroizmu kotowego w celu sprawdzenia, czy wprowadzone modyfikacje w sekwencji

natywnej ludzkiej katelicydyny nie zmienity struktury a-helisy.

1.1. Analiza metodami spektrometrii mas oraz UPLC

Analizy wybranych peptydomimetykéw z wykorzystaniem spektrometrii mas
oraz chromatogramy UPLC przedstawilam na rysunkach 14-16. Parametry

fizykochemiczne wszystkich otrzymanych zwigzkoéw zestawitam w tabeli 7.
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Rysunek 14. Widma mas: A) [Dap(MO1)">***]LL-37, B) [Dap(MO2)"*****]LL-37.
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Tabela 7. Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych peptydomimetykow.

Czas
Nr Zwigzek Masa Masa retencji*

4 wyznaczona [M] teoretyczna [M] . J

[min]

la | [Dap(GO1)"193234LL-37 4860,38 4858,60 8,467

1b | [Dap(GO2)"19-3-234LL-37 5079,98 5078,86 8,059

2a | [Dap(O1)3101215.182511 1 .37 4850,19 4847.,41 8,521

2b | [Dap(02)%101215.18251 1 .37 5115,05 5111,72 8,426

3a | [Dap(MO1)!320241LL-37 4763,05 4760,41 8,256

3b | [Dap(MO2)!320241LL-37 4894,99 4892,57 8,436
4a | [Dap(Z-O1)>%17?7]LL-37 5176,23 5189,88 -
4b | [Dap(Z-02)>$1727]LL-37 5235,18 5366,09 -

*Czasy retencji okreslitam z wykorzystaniem techniki UPLC przy uzyciu chromatografu Nexera X2

LC-30A4D, firmy Schimadzu, stosujgc metode: 3 — 90 % B w czasie 22 minut.

W przypadku peptydomimetykow [Dap(Z-01)>%1"27]LL-37 i [Dap(Z-02)>%1727]LL-37
nie udalo si¢ potwierdzi¢ mas molekularnych uzyskanych zwigzkéw z masami

teoretycznymi.

1.2. Struktury drugorzedowe peptydomimetykow

Metoda dichroizmu kotowego (CD) jest kluczowym narzgdziem wykorzystywanym
do analizy strukturalnej, pozwalajagcym na badanie chiralno$ci molekul oraz struktur
drugorzedowych peptydow i ich analogéw. Dzigki charakterystycznym widmom CD,
ktére sa wynikiem roznicy w absorpcji $wiatla spolaryzowanego kotowo, moge
poréwnywac¢ wilasciwosci strukturalne peptydomimetykow z ich naturalnym
odnos$nikiem. Rysunek 17A 1 B przedstawia widma CD potwierdzajace, ze wprowadzone
zmiany w pozycjach reszt arginin w sekwencji ludzkiej katelicydyny nie wptynety na
zmiane jej a-helikalnej struktury. Analiza struktury analogéw: [Dap(MO1)!'*20-24]LL-37
oraz [Dap(MO2)!*?24]LL-37 (Rys. 17C-D) przedstawia zmniejszong intensywnosci
miniméw oraz maksimum, co moze wskazywaé, ze wprowadzone modyfikacje
zmniejszyty zawarto$¢ struktury a-helikalnej w tych analogach. Moze to $wiadczy¢
o czgsciowej destabilizacji helisy, jej skroceniu lub zmianie konformacji przestrzennej
peptydu. Analiza CD analogow [Dap(O1)310:1215.18251 1 .37 oraz
[Dap(02)%10:1215.182511 1,37 wskazuje na zachowanie charakterystycznego ksztattu dla

struktury a-helikalnej czyli dwa minima w okolicach 208 nm i 222 nm, jednak ich
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intensywno$¢ sygnatu jest istotnie obnizona w porownaniu do formy natywnej

(Rys. 17E-F). Moze to by¢ zwiagzane z tym, ze struktura drugorzedowa analogdéw nadal

ma charakter helikalny, jednak jej udziat w catkowitej strukturze peptydu jest znacznie

mniejszy. W tych przypadkach obnizona intensywno$¢ moze by¢ réwniez wynikiem

ostabienia uporzadkowania przestrzennego helisy lub obecnosci bardziej dynamicznych,

elastycznych fragmentow czasteczki, co prowadzi do obnizenia dichroizmu optycznego.

Pomiary zostaly wykonane w warunkach zblizonych do fizjologicznych pH okoto 7.
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Rysunek 17. Widma CD peptydomimetykow.

Jahansson 1 wspotpracownicy analizowali wptyw pH 1 Srodowiska jonowego na

strukture drugorzedowa ludzkiej katelicydyny LL-37 za pomoca spektroskopii

dichroizmu kotowego. Analizowali zmiany helikalno$ci peptydu w rdznych warunkach,
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wykazujac, ze przy pH <5 struktura LL-37 wystepuje w formie nieuporzadkowane;.
Natywna struktura a-helikalna tworzy si¢ ponownie po zwigkszeniu pH, a w srodowisku
zasadowym pH >13 helikalno$¢ pozostaje stabilna. Obecnos¢ aniondéw takich jak SO+,
HCOs™ czy CF:COO™ sprzyja formowaniu helisy poprzez mechanizm wysalania (ang.
salting out), zgodny z szeregiem Hofmeistera. Jony te zwigkszaja napigcie
powierzchniowe wody, co energetycznie wymusza agregacj¢ hydrofobowych
fragmentow 1 stabilizacje struktury helikalnej. W odréznieniu od klasycznego wysalania
biatek przy wysokich stezeniach soli (>1 M), w przypadku LL-37 efekt ten obserwowany
jest juz przy znacznie nizszych stgzeniach, co wynika z jego matych rozmiarow,
amfipatycznosci i elastycznosci strukturalnej. Ponadto, LL-37 zawiera liczne pary reszt
zasadowych 1 kwasowych ulozone w pozycjach sprzyjajacych formowaniu
wewnatrzlancuchowych mostkow solnych w strukturze helikalnej. Takie oddzialywania
jonowe dodatkowo stabilizuja helisg. Wyniki wskazuja, Zze optymalna aktywnos¢
przeciwbakteryjna LL-37 zalezy od jego struktury helikalnej, ktorej stabilno$¢ warunkuja

zardwno pH, jak i obecnos¢ soli [140].
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2. Badania powinowactwa

Analizy powinowactwa majag na celu zrozumienie sily 1 specyficznos$ci
oddziatywania migdzy r6znymi molekutami. Badania te moga by¢ prowadzone przy

uzyciu réznych technik, w zalezno$ci od charakteru analizowanego systemu.

2.1. Elektroforeza agarozowa

W celu okreslenia zdolnosci peptydomimetykow do wigzania si¢ z plazmidem
pUCI19 przeprowadzitam elektroforez¢ agarozowsg. Technika ta umozliwia okreslenie
obecnosci komplekséw tworzonych przez DNA 1 peptydomimetyk, w zalezno$ci

od narastajacego stezenia peptydomimetyku.

Fakt, ze peptyd LL-37 tworzy kompleksy z DNA zostal juz opisany w wielu
publikacjach. Katelicydyna kondensuje kwas deoksyrybonukleinowy niezaleznie
od sekwencji nukleotydowych. Badal D. i wspolpracownicy zobrazowali tworzenie
komplekséw LL-37: DNA metodami elektroforezy agarozowej, elektroforezy
poliakrylamidowej w Zelu natywnym oraz mikroskopii fluorescencyjnej. Stabilno$é
kompleksow obserwowano przy stosunkach N/P (dodatni tadunek peptydomimetyku
zlokalizowany na atomie azotu/ujemny tadunek plazmidu zlokalizowany na grupach
fosforanowych) 10:115:1 (LL-37: DNA) i optymalnym czasie inkubacji wynoszacym 30
minut [141]. Dodatkowo autorzy dowiedli, ze to kompleksy DNA zwigzane z peptydem
LL-37, a nie samo DNA, s3 odpowiedzialne za aktywacj¢ komoérek uktadu
odpornosciowego, takich jak: pDC (ang. plasmacytoid dendritic cells, pDCs, komorki
plazmocytoidalne) i monocytow, w chorobie autoimmunologicznej cukrzycy typu 1 (ang.

type 1 Diabetes, T1D).

Wyniki przedstawione na rysunku 8 wskazuja, ze analogi [Dap(GO1)"1923234]LL-37,
[Dap(MO1)1320#]LL-37, [Dap(O1)810121518251 .-37 w kompleksie z pUC19 (N/P=1:1)
wiaza si¢ z plazmidem powodujac nieznacznie zmniejszong ruchliwos¢ kompleksow
w zelu w stosunku do kontroli (pUC19). Tworzone kompleksy migruja w Zelu tak samo
efektywnie jak kompleks LL-37 : pUCI19 ($ciezka 3 1 4). W przypadku kompleksow
utworzonych w  stosunku N/P=5:1 obserwowatlam ograniczong mobilnos¢

elektroforetyczng w zelu agarozowym, co sugeruje utworzenie struktur o znacznych
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rozmiarach lub masach czasteczkowych. W efekcie nie obserwujemy ich migracji —
kompleksy pozostawaly w studzienkach, co moze $wiadczy¢ o ich wysokim stopniu

agregacji lub silnej interakcji z DNA (Rys. 18).

W2 N3 4~. 5 A o gl G ) -,11 -'12 13 14 . 15° 16
.':___' . N e 3 3 . A \

Rysunek 18. Elektroforegram kompleksow peptydomimetykow z pUCI9 .
Kolejnos¢ naniesionych probek: sciezka 1 Marker Lambda Ava,

Sciezka 2, 6, 10, 14 pUC19 (50ng),

Sciezka 3 LL-37 : pUCI19 (N/P = 1:1), $ciezka 4 LL-37 : pUCI19 (N/P = 5:1),
Sciezka 5, 9, 13 puste Sciezki

Sciezka 7 [Dap(GOI1) "9 L1-37 : pUCI9 (N/P = 1:1),

Sciezka 8 [Dap(GO1) " *#3*3#]L1-37: pUCI9 (N/P = 5:1),

Sciezka 11 [Dap(MO1)"***]LL-37 : pUC19 (N/P = 1:1),

Sciezka 12 [Dap(MO1)"?**JLL-37 : pUCI9 (N/P = 5:1),

Sciezka 15 [Dap (O1) 112118211137 - pUCI9 (N/P = 1:1),

Sciezka 16 [Dap(0O1)*'*12131825 11137 - pUCI9 (N/P = 5:1).

W przypadku analogow [Dap(GO2)”!1%232934]LL-37, [Dap(MO2)!*?*24LL-37,
[Dap(02)%10:1215182511 1,137 obserwowany rozdziat elektroforetyczny jest podobny
do tego otrzymanego w przypadku wczesniej analizowanych peptydomimetykow.
Jednak przy N/P  wynoszacym 5:1 w  przypadku kompleksow LL-37
oraz [Dap(G02)"1?232341LL-37 z pUC19 tworzace si¢ koniugaty najprawdopodobnie;
ze wzgledu na swoje duze rozmiary 1 tadunki dodatnie nie s3 w stanie wniknag¢ w glab

zelu i migrowa¢ (Rys. 19).
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Rysunek 19. Elektroforegram kompleksow peptydomimetykow z pUCI19 . Kolejnosé
naniesionych probek: sciezka 1 Marker Lambda Ava,

Sciezka 2, 6, 10, 14 pUC19 (50ng),

Sciezka 3 LL-37 : pUCI19 (N/P = 1:1), Sciezka 4 LL-37 : pUCI19 (N/P = 5:1),
Sciezka 5, 9, 12 puste Sciezki

Sciezka 7 [Dap(GO2) "1*##3#LL-37 : pUCI9 (N/P = 1:1),

Sciezka 8 [Dap(GO2) " *##3]L1-37: pUCI9 (N/P = 5:1),

Sciezka 11 [Dap(MO2)"***]LL-37 : pUC19 (N/P = 1:1),

Sciezka 12 [Dap(MO2) ****]LL-37 : pUC19 (N/P = 5:1),

Sciezka 15 [Dap(02) '012B5183 11137 - pUCI9 (N/P = 1:1),

Sciezka 16 [Dap(02)%'%1213182511 137 - pUCI9 (N/P = 5:1).

2.2. Elektroforeza poliakrylamidowa

Dodatkowo z wykorzystaniem elektroforezy na Zelu poliakrylamidowym okreslitam
zdolno$¢ tworzenia kompleksow zsyntetyzowanych peptydomimetykoéw z fragmentem
dsDNA (76 pz).

Zwigzki LL-37, [Dap(GO1)"1923:2934]L-37, [Dap(MO1)!32024]LL-37,
[Dap(01)%101215182511 1 _37) w kompleksie z dsSDNA (76pz) przy N/P=1:1 wykazywaty
roznice w ruchliwosci elektroforetycznej wzgledem samego dsDNA. Natomiast
w przypadku stosunku N/P wynoszacego 5:1 mozemy zauwazy¢, ze powstajace struktury
osiggaja tak duze rozmiary, ze nie przemieszczaja si¢ w glab zelu i pozostaja w studzience
(Rys. 20).
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Rysunek 20. Elektroforegram kompleksow peptydomimetykow z dsDNA (76pz). Kolejnos¢
naniesionych probek:

Sciezka 1 Marker Lambda Ava,

Sciezka 2, 6, 10, 13 dsDNA (76pz),

Sciezka 3 LL-37 : dsDNA (N/P = 1:1), Sciezka 4 LL-37: dsDNA (N/P = 5:1),
Sciezka 5, 9 puste sciezki

sciezka 7 [Dap(GO1) "1*#2%3 1 1-37: dsDNA (N/P = 1:1),

sSciezka 8 [Dap(GO1) ""*#2*3LL-37: dsDNA (N/P = 5:1),

Sciezka 11 [Dap(MO1)"****]LL-37: dsDNA (N/P = 1:1),

Sciezka 12 [Dap(MO1) *****]LL-37: dsDNA (N/P = 5:1),

Sciezka 15 [Dap(01)%'%121318235 11137 dsDNA9 (N/P = 1:1),

Sciezka 16 [Dap(01)*'%121318 211137 dsDNA (N/P = 5:1).

Kompleksy utworzone przy N/P= 5:1 (Rys. 21) nie wykazuja mobilnosci
elektroforetycznej, co sugeruje, ze utorzone kompleksy s3a duze.—Moze to by¢é
spowodowane  rowniez  silniejszymi  oddzialywaniami  elektrostatycznymi

lub hydrofobowymi z kwasem nukleinowym.
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Rysunek 21. Elektroforegram kompleksow peptydomimetykow z dsDNA. Kolejnos¢
naniesionych probek:

sciezka 1 Marker Lambda Ava,

Sciezka 2, 6, 10, 13 dsDNA (76pz),

Sciezka 3 LL-37: dsDNA (N/P = 1:1), Sciezka 4 LL-37: dsDNA (N/P = 5:1),
Sciezka 5, 9 puste sciezki

Sciezka 7 [Dap(GO2) "1*#23 1 1-37: dsDNA (N/P = 1:1),

sSciezka 8 [Dap(GO2) ""*#*3LL-37: dsDNA (N/P = 5:1),

Sciezka 11 [Dap(MO2)"****]LL-37: dsDNA (N/P = 1:1),

Sciezka 12 [Dap(MO2) *****]LL-37: dsDNA (N/P = 5:1),

Sciezka 15 [Dap(02)%'%121318235 11137 dsDNA9 (N/P = 1:1),

Sciezka 16 [Dap(02)%'%12131823 11137 dsDNA (N/P = 5:1).

Elektroforegram umieszczony na rysunku 21 przedstawia migracje kompleksow
utworzonych pomiedzy peptydomimetykami LL-37a dwuniciowy DNA (76 pz).
Obserwowane przesuni¢cie pragzkdw wskazuje na skuteczne wigzanie DNA przez analogi
i formowanie stabilnych kompeleksow. Zmniejszone przesunigcie $wiadczy

o zwigkszonych masach i zmianach w tadunku wynikajacych z interakc;ji.
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2.3. Pomiary metoda termoforezy w mikroskali

W celu potwierdzenia zdolnosci peptydomimetykow do tworzenia kompleksow
z kwasami nukleinowymi przeprowadzitam rowniez pomiary z wykorzystaniem techniki
termoforezy w mikroskali. Podjetam probe optymalizacji wyznaczania statej] Kg
rozpoczynajac od wymiany buforu pomiarowego: EDBS, PBS + 0,05 % TWEEN, PBS
+ 0,1 % Pluronic F-127, zmiana czasu inkubacji komplekséw (natychmiastowy pomiar,
czas inkubacji wynoszacy 1h), ostatecznie zmiana st¢zen sktadowych kompleksow.
Pomimo licznych préb optymalizacji warunkéw pomiardw, nie udato mi si¢ wyznaczy¢
stalej wigzania Kq. Brak wiarygodnych wynikow mogt by¢ zwigzany z niewystarczajaca

stabilnoscig tworzonych kompleksow lub zbyt niskim powinowactwem.

Stosunek sygnaltu przy
diugosciach fali 670/650 nm
.'-.A."""-.‘.

Stezenie LL-37 [M]

Rysunek 22. Wigzanie ludzkiej katelicydyny LL-37 (C= 200 uM) ze znakowang fluorescencyjnie
(Cy5) nicig dsDNA (C= 100 nM) uzyskane za pomocq techniki termoforezy w mikroskali.
Zielona linia: Kq=33,8 uM, czerwona linia: Ki= 96,9 uM, niebieska linia: K;=62 uM.
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2.4. Pomiary AFM

Ponizej przedstawitam wyniki pomiaréw AFM kompleksow DNA z wybranymi
peptydomimetykami, ktore pozwolity mi na oceng ich struktury oraz sposobu wigzania.
Dane uzyskane tg metoda pokazaty zmiany morfologiczne w strukturze DNA, takie jak

kondensacja, ktéra zachodzi w wyniku interakcji z peptydomimetykami.

Zdjecia zarejestrowane przy uzyciu mikroskopu sil atomowych przedstawiajg

zréznicowang morfologi¢ kompleksow (peptydomimetyk : pUC19) (Rys. 23).

AFM  ukazuje zréznicowang morfologie kompleksow w  zalezno$ci
od zastosowanego zwigzku. Struktura plazmidowego DNA wykazuje tendencje
do lokalnego faldowania i tworzenia struktur petli, co potwierdza jego superzwinigta
topologi¢. W przypadku natywnego LL-37 oraz zsyntetyzowanych peptydomimetykow

obserwowalam analogiczny obraz uzyskany z wykorzystaniem AFM (Rys. 23B).

Kompleks utworzony pomiedzy: LL-37 : pUC19 (875 nM: 5 nM) tworzy bardzo
ztozong strukture (Rys. 23C). Analiza topograficzna pokazuje nieregularng strukture, co
moze S$wiadczy¢ o dynamicznym charakterze oddziatywan. Widoczne sa obszary
o zwigkszonej intensywnos$ci topograficznej, $wiadczace o kondensacji DNA pod
wptywem peptydu. Pozostate zwigzki (Rys. 23D-I) tworza zdecydowanie mniej ztozone

struktury z plazmidem pUC19 niz natywny LL-37.

Wyniki otrzymane z wykorzystaniem mikroskopu sit atomowych dowodza, ze
modyfikacje wprowadzone w obrebie natywnej sekwencji LL-37 wptywaja na strukture,
fadunek i wilasciwosci hydrofilowe peptydomimetykow, co zmienia ich zdolno$¢ do
oddziatywan z DNA. Wszystkie kompleksy tworzone przez zmodyfikowane analogi
z pUC19 wykazuja mniej ztozong morfologie¢ w obrazach AFM, co moze by¢ zwigzane
z inng dynamike¢ oddzialywan i potencjalnie inny mechanizm stabilizacji tych

kompleksow.
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200.0 nm

Rysunek 23. Zdjecia z mikroskopu sit atomowych AFM: A) 5 nM DNA - 2 um, B) 875 nM LL-37 - 1 um, C) 5 nM DNA + 875 nM LL-37 — 1 um, D) 5 nM
DNA + 4.375 uM peptyd [Dap(GO1)""*??*3*]LL-37 — 1 um, E) 5 nM DNA + 4.375 um [Dap(GO2)” *#2*3JL1-37 - I um, F) 5 nM DNA — 875 nM
[Dap(MO1)?**#]LL-37 - 1 um, G) 5 nM DNA — 875 nM [Dap(01)*'*>5182 11137 — | um, H) 5 nM DNA — 875 nM [Dap(02)*!*">13183 11137 — | um.
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2.5. Pomiary z wykorzystaniem dynamicznego rozproszenia $wiatla
DLS

Technika dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) umozliwia analiz¢ wielkosci

czastek 11ich agregatow w roztworach, opierajac si¢ na pomiarze fluktuacji intensywnosci
Swiatla rozpraszanego przez czastki poruszajace si¢ w roztworze. W przypadku
peptydomimetykéw metoda ta dostarcza informacji o ich wlasciwosciach
fizykochemicznych, takich jak §redni rozmiar czastek, polidyspersyjnos¢ oraz stopien
agregacji w roznych warunkach srodowiskowych. Badanie z wykorzystaniem techniki
DLS do analizy interakcji peptydomimetykow z plazmidowym DNA (pUC19) oraz
fragmentem DNA o 76 parach zasad. Uzyskane wyniki przedstawitam na wykresach

zamieszczonych ponizej (Rys. 24).
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Rysunek 24. Wyniki DLS peptydomimetykow i ich kompleksow A) z plazmidem pUC19, B) z
dsDNA (76pz).

Dodatkowo  przeprowadzitam  analiz¢  zmiany potencjalu  zeta dla
peptydomimetykéw oraz tworzonych kompleksow z pUCI9 (Rys. 25A) i dsDNA
(Rys. 25B). Wzrost potencjatu zeta moze oznacza¢ wigksza stabilno$¢ czasteczek w
roztworze, podczas gdy zmniejszenie tego potencjatu moze wskazywac na tendencje do

agregacji. Ponadto w tabeli 8 zestawilam dane uzyskane podczas analiz.
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Rysunek 25. Potencjal zeta peptydomimetykow i ich kompleksow A) z pUC19, B) z dsDNA.
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Tabela 8. Srednice hydrodynamiczne i wskazniki polidyspersyjnosci (PDI) analogéw ludzkiej katelicydyny i ich komplekséw z plazmidem pUC19 lub dsDNA.

76 pz.
Peptydomimetyk +pUCI9 + dsDNA (76 pz)
h dropgoﬁlz:fl?iczn PDI h drﬁgo?z:ftzliczn PDI h dropgoglz:frﬁczn PDI
Sekwencja ydrody y [%] YCIOCY y [%] ydrody y [%]
[nm] [nm] [nm]
pUC19 - - 141,72 £7,24 21,46 £ 2,65 - -

dsDNA (76pz) - - - - 584,10 £ 14,25 29,43 £ 3,12
1 LL-37 208,03 12,66 20,42 + 1,41 8,55+0,50 23,56 £ 2,68 63,79 £ 4,81 21,48 +£2,14
2a [Dap(GO1)71923:2934]LL-37 202,15 + 6,40 25,48 £2,98 68,58 £4,73 23,41 +£1,78 54,66 £ 6,56 25,14 £ 1,85
2b [Dap(GO2)719232934]LL-37 199,92 +£ 1,96 27,78 £ 1,51 76,01 £9,01 26,6 + 1,11 92,01 +4,78 26,42 £ 2,16
3a [Dap(MO1)!320241LL-37 187,33 7,35 23,46 2,39 115,83 £ 10,37 26,48 £ 3,1 368,04 + 14,33 22,65+ 3,01
3b [Dap(MO2)!'320241LL-37 127,09 £ 9,62 24,17 +£2.29 172,51 £8,78 22,12+ 1,06 364,51 £9,88 19,68 £ 1,45
4a [Dap(O1)31012:1518251 [ .37 159,73 £ 17,23 22,68 £ 1,29 78,19 £ 3,58 26,8 + 1,13 333,73 £ 6,60 23,58 £2,36
4b [Dap(Q2)310:12:15.18251 [ .37 213,68 = 8,59 26,45 £ 1,68 81,13+ 14,21 18,58 £ 1,48 303,05+ 12,94 19,69 + 1,87
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Ludzka katelicydyna LL-37, wykazuje silne zdolnosci do wigzania dsDNA (76 pz)
i plazmidowego DNA. Spadek wielkosci komplekséw utworzonych pomiedzy
peptydomimetykami a pUC19 jest bardziej wyrazny niz dla liniowego DNA, co moze
wskazywac¢ na specyficzng interakcje LL-37 ze strukturg superzwinietg DNA. LL-37
moze powodowac przejscie DNA do bardziej zwartej struktury, co jest zgodne z jego
znanym dziataniem jako peptydu o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i zdolnosci do
upakowania kwasow nukleinowych. Podsumowujac wyniki przedstawione na rysunkach
24 1 25 dowodza, ze natywny LL-37 najskuteczniej oddzialuje z DNA, zaréwno
liniowym, jak i plazmidowym. Analog [Dap(GO1)"!%?*34]LL-37 zachowuje
skutecznoéé zblizong do natywnej katelicydyny natomiast [Dap(GO2)7!%232-34]LL-37
wykazuje ostabiong zdolnoéci do kondensacji pUC19. Zwigzki [Dap(MO1)!32024]LL-37
i [Dap(MO2)!32%24]LL-37 tworza wicksze agregaty, a ich wptyw na warto$¢ potencjatow
zeta tworzonych kompleksow sugeruje stabsza neutralizacj¢ tadunku. Natomiast analogi
[Dap(01)3101215182511 1, .37 [Dap(02)¥1%121518251 [ -37  wykazuja umiarkowane
powinowactwo do DNA. Dodatkowo potencjal zeta wszystkich analogow jest dodatni,

co potwierdza ich kationowy charakter.

M. Craig 1 wspoélpracownicy analizowali wielko$¢ i strukture kompleksoéw
utworzonych pomiedzy LL-37 i oligonukleotydami DNA. W pracy tej przedstawiono
szczegotowe dane dotyczace statych dysocjacji oraz stosunkow molowych
w kompleksach LL-37: DNA. Uzyskane dane, dowodza, Ze state dysocjacji K¢=10° M
kompleksow LL-37: DNA wskazuja na silne powinowactwo peptydu do kwasu
nukleinowego. Wzrost stg¢zenia ludzkiej katelicydyny powodowat tworzenie wigkszy
1 stabilniejszych agregatow co mozna uznaé za potwierdzenie stopnia uporzadkowania
struktur kompleksow. Dodatkowo, badanie te opisujg strukture LL-37 oraz jego zdolnos$¢
do oligomeryzacji 1 tworzenia kanaloéw w btonach lipidowych, gtéwnie tych o ujemnym
fadunku. Autorzy dowiedli, ze stabilno$ci kompleksow jest uzalezniona od sekwencji
oraz dlugosci oligonukleotydéw. Ponadto oddzialywanie LL-37 =z btonami
komoérkowymi, co moze mie¢ wplyw na tworzenie kompleksow z DNA. Ludzka
katelicydyna ze wzgledu na swoj kationowy charakter, wykazuje wysokie
powinowactwo do anionowych sktadnikéw blon biologicznych, takich jak
fosfatydyloglicerol czy fosfatydyloseryna. Oddziatywania te sg $cisle zwigzane z jego

wlasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi. Obecno$¢ bton komoérkowych lub ich
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skladnikéw moze tym samym prowadzi¢ do konkurencyjnego wigzania LL-37

ograniczajac jego zdolnos$¢ do wigzania kwasow nukleinowych [142].

Dodatkowo przeprowadzitam analiz¢ metoda DLS wplywu st¢zenia LL-37 1 jego
analogdéw na rozmiar komplekséw z dsDNA (76pz) (Rys. 26).

W  przypadku kompleksow  tworzonych  pomiedzy LL-37: dsDNA
oraz [Dap(GO1)"19232341LL-37: dsDNA zwiekszenie stezen peptydow w kompleksach
do C=7,5 uM powoduje zmniejszenie rozmiaru tworzonych struktur (Rys. 26A-B).
Wskazuje to na stopniowa kondensacje dsDNA (76 pz) poprzez neutralizacje jego
ujemnego tadunku przez dodatnio naladowane reszty LL-37 i omawianego analogu.
W zwigzku z tym maksymalne upakowanie dsDNA obserwowatam przy stezeniu
wynoszacym 7,5 uM w obu tych przypadkach. Dalsze zwickszanie stezenia
w kompleksie (Ckoncowe= 8-9,09 uM) powoduje ponowny wzrost rozmiaru analizowanych
struktur, co moze sugerowac, ze nadmiar peptydomimetyku prowadzi do powstawania
wiekszych kompleksow lub ich agregacji. Powigkszenie $rednicy czastek moze by¢
spowodowane oddziatywaniami hydrofobowymi i wystgpowaniem mostkéw solnych.
Liczne dane literaturowe sugerowaty, ze oligomeryzacja peptydu a-helikalnego LL-37
zachodzi w roztworze na skutek efektu Hofmeistera lub oddzialywan migdzy
aromatycznymi lancuchami bocznymi reszt Phe® i Phe®. Wyniki grupy badawczej
Shahmiri M. dowodza, Zze dominujagcy mechanizm agregacji moze by¢ zwigzany
z tworzeniem stabilizujacych strukture mostkoéw solnych, a nie wymienione wczesniej

oddziatywania [143].

Rozmiar kompleksu utworzonego pomiedzy [Dap(GO2)”!%232934]LL-37: dsDNA
przy stezeniu 8§ uM wynosi 95,44 nm (Rys. 26C). Natomiast w przypadku analogu
[Dap(MO1)!32%24|LL-37 poziom maksymalnej kondensacji pojawia sie przy
zdecydowanie wyzszym st¢zeniu niz wzgledem natywnej LL-37 bo przy wartosci 8,75
uM (Rys. 26D). W przypadku dwoch analogow dalsze zwigkszanie stezenia prowadzi do
wzrostu $rednicy czastki, analogicznie do wczesniejszych obserwacji, co wskazuje na
zachodzaca agregacje komplekséw peptydowo-DNA zamiast dalszego ich
upakowywania w bardziej zwartg strukture. Dodatkowo mozliwe, ze w ukladzie

pojawiajg si¢ efekty elektrostatyczne prowadzace do reagregacii.
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Rysunek 26. Zaleznos¢ wielkosci kompleksu od stezenia peptydomimetykow A) LL-37: dsDNA,
B) [Dap(GO1)""*#%3]11-37: dsDNA, C) [Dap(GO2)"'*?***3*]LL-37: dsDNA, D)
[Dap(MO1)>****]LL-37: dsDNA [uM].

Analiza wplywu stezenia analogow [Dap(MO2)'32024]LL-37,
[Dap(O1)3101215182511 [ .37 | [Dap(02)31%12151825]1LL-37 w kompleksie z dsSDNA nie

powiodta si¢, poniewaz probki ulegly agregacji na poczatkowym etapie badania.
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3. Ocena podatnosci na proteolize zsyntetyzowanych analogow z
wykorzystaniem techniki LC-MS

Peptydomimetyki to syntetyczne zwiazki chemiczne zaprojektowane tak, aby
zachowywaly strukture 1 funkcj¢ naturalnych peptydow. Przeprowadzone badania miaty
na celu ocene podatnos$ci na proteolize otrzymanych zwigzkoéw oraz natywnego LL-37 w

obecnosci ludzkiej neutrofilnej proteinazy 3 (PR3).

3.1.Krzywe zaniku

Krzywa zaniku natywnej czasteczki ludzkiej katelicydyny w obecnosci PR3
przedstawilam na Rys. 27A. Zalezno$¢ obrazuje zawarto$¢ procentowa natywnej
ludzkiej katelicydny LL-37 w buforze zawierajacym PR3. Krzywa oznaczona jako
Mw =4491,34 g/mol obrazuje spadek stezenia LL-37 przez pierwsze 4 godziny inkubacji,
co wskazuje na hydrolize LL-37 przez PR3. W 4 godzinie hydrolizy w uktadzie pozostaje
ponizej 5 % niezhydrolizowanego LL-37 (Rys. 27A). Fragment LL-37 o
MW= 2537,24 g/mol poczatkowo o niskim st¢zeniu w analizowanej mieszaninie, po
kilku godzinach wzrasta do okoto 40 %, co sugeruje akumulacj¢ produktu degradacji.
Krzywa odpowiadajaca fragmentowi LL-37 o Mw = 2183,92 g/mol stopniowo wzrasta
w pierwszych godzinach i1 nastgpnie ulega stabilizacji , co moze wskazywac na trwaly

produkt hydrolizy.
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Rysunek 27. Krzywe zaniku otrzymane w wyniku proteolizy PR3: A) LL-37, czas polowicznego rozpadu Tl dla natywnej ludzkiej katelicydyny Tl = 130,2 min,
B) [Dap(GO1)7 19232934 |L[-37, T1 = 740,4 min, C) [Dap(GO2)719232934]1 137, T1 = 120, 4mm D) [Dap(MO1)!32024]LL-37, T1 = 16 47 min,
E) [Dap(MO2132024]-37, T1 = 44 41 min, F) [Dap(O1) 8101213182511 [ .37, T1 = 242 31 min, G) [Dap(02) 8101215182511 ] 37, T1 = 306,21 min.
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Hydroliza enzymatyczna przez PR3 LL-37 zachodzita w pozycji Val’l
Otrzymane fragmenty posiadaly masy molowe: Mw=2537,24 g/mol oraz drugi
Mw=1971,09 g/mol. Dodatkowo PR3 hydrolizowata LL-37 w pozycjach Ile'* oraz Leu®®
tworzac fragment o sekwencji: GKEFKRIVQRIKDFL (Mw= 1876,09 g/mol) oraz dwa
pozostate o sekwencji: LLGDFFRKSKEKI (Mw= 1580,89 g/mol), RNLVPRTES
(Mw=1071,20 g/mol). j"

1
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIV;MQRIKDF LRNLVPRTES

7 7

1 1
LLGDFFRKSKEKI" [}KEFKRIVQRIKDFLE28 RNLVPRTES
1 I

W przypadku procesu hydrolizy analogu [Dap(GO1)"!%22%]LL-37 przez
proteinaze¢ 3 krzywa zaniku (Mw = 4858,92 g/mol) to stopniowy, liniowy spadek masy
peptydomimetyku w czasie 24 godzin (Rys. 27B). W przeciwienstwie do LL-37,
ta degradacja nie jest gwaltowna, lecz bardziej rownomierna. Stgzenie obu produktow
hydrolizy rosnie w czasie do 6 godziny. Wprowadzone modyfikacje wpltywaja
na podatnos$¢ na hydrolize przez PR3. Wolniejszy rozktad analogu moze wydtuza¢ jego
czas dziatania w warunkach biologicznych, co moze by¢ korzystne w kontek$cie
terapeutycznym. Analog [Dap(GO1)"1%2>234]LL-37 réwniez ulegt proteolizie
w pozycjach: Val?! jednak masa si¢ rozni ze wzgledu na wprowadzone modyfikacje Mw=

2852,54 g/mol oraz Mw= 2393,32 g/mol.

Hydroliza  [Dap(GO2)"!1%#2%34]LL-37 w  poréwnaniu  do  analogu
[Dap(GO1)"1923234|LL-37 przebiega zdecydowanie szybciej to znaczy, ze
peptydomimetyk posiada mniejsza stabilno$¢ (Rys. 27C). Krzywa zaniku odpowiadajaca
Mw = 5078,86 g/mol, niezhydrolizowanego analogu wykazuje gwattowny spadek przez
pierwsze 6 godzin a nastgpnie si¢ stabilizuje. Powstate fragmenty ulegaja dalszemu
procesowaniu przez enzym. Peptydomimetyk [Dap(GO2)”!%232%3% LL-37 ulega
proteolizie do fragmentu: Mw= 3026,84 g/mol jednak w roztworze nie wystgpuje drugi

fragment.

Peptydomimetyk [Dap(MO1)"32%2*]LL-37 jest cze$ciowo odporny na hydrolize
przez PR3 (Rys. 27D). Krzywa zaniku odpowiadajaca Mw = 4760,41 g/mol gwaltownie

spada przez pierwsza godzing a nast¢pnie ulega stabilizacji. Ponownie miejsce hydrolizy
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analogu to Val’! a powstale fragmenty posiadaja nastepujace Mw= 2743,4 g/mol oraz
Mw=2389,16 g/mol.

Proteoliza [Dap(MO2)!'*2024]LL-37 przebiega w pierwszych 2 godzinach od dodania
enzymu - krzywa zaniku Mw = 4894,99 g/mol (Rys. 27E). Pod wptywem PR3 powstaja
dwa fragmenty o masach: MW= 2831,5 g/mol i Mw= 2477,58 g/mol.

W przypadku krzywej odpowiadajacej Mw= 2831,5 g/mol obserwujemy wzrost
intensywnos$ci, co moze oznaczaé, ze jest to koncowy, stabilny produkt degradacji.
Stezenie drugiego fragmentu w analizowanej mieszaninie wzrasta do 6h, a nastgpnie
stabilizuje si¢, co moze oznaczac, ze jest to produkt posredni, ktory ulega czesciowej

degradacji, ale w pewnym momencie jego ilo$¢ pozostaje stata.

Krzywa niezhydrolizowanego analogu [Dap(O1)%!%1213182511,.37 o masie
Mw=4847,41 g/mol maleje w ciggu pierwszych 8 godzin inkubacji. W przypadku
powstajacego fragmentu o Mw = 2508,70 g/mol jego stezenie ro$nie, a nastepnie
stabilizuje si¢. Migjsce cigcia wystepuje w tym samym miejscu a fragmenty powstale po
hydrolizie enzymatycznej maja masy: Mw=2832,34 g/mol oraz Mw=2360,38 g/mol (Rys
27F). Stezenie [Dap(02)%101215:18251 .37, ktéremu odpowiada krzywa zaniku o masie
Mw= 5115,05 g/mol maleje w ciggu pierwszych 8 godzin od dodania enzymu. W miarg
postepujacej hydrolizy powstaja dwa nowe produkty o masach Mw = 3052,59 g/mol
1 Mw = 2492,53 g/mol (Rys. 27G) (tabela 9).
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Tabela 9. Masy czgsteczkowe peptydomimetykow, ich fragmentow oraz ich czasy potowicznego
rozpadu okreslone technikq LC-MS.

Masa analogu Masa Masa fragmentu Czas potowicznego
fragmentu 1 2 rozpadu T1 [min]
2
LL-37
4491,34 2537,24 2183,32 130,2

[Dap(GO1)™19532934 L -37
4858,92 2852,54 2393,32 740,4
[Dap(GO2)™ 1953234 L -37
5078,86 3026,32 - 120,4
[Dap(MO1)13224]LL-37
4760,41 27434 2389,16 16,47
[Dap(MO2)13224]LL-37
4894,99 2831,5 2477,58 44.41
[Dap(O1)%101215.1825] ] .37
4847.41 2832,24 2360,38 24231
[Dap(02)%101215.1825] ] .37

5115,05 3052,59 2492,53 306,21

3.2. Podatnos¢ analogdw na reakcje deiminacji z wykorzystaniem

enzymow PAD2 i PAD4

Deiminazy peptydyloargininowe (PAD) s3 enzymami nalezagcymi do rodziny
hydrolaz, ktore katalizuja proces deiminacji reszt argininy w bialkach. Proces ten polega
na przeksztalceniu argininy w cytruling w wyniku eliminacji grupy guanidynowe;j
1 wprowadzenia grupy karbonylowej. Analiza LC-MS analogow
[Dap(GO1)"1%23234LL-37 i [Dap(GO2)"'??**34|LL-37 wykonana po inkubacji z
enzymami PAD2 lub PAD4 umozliwita mi okreslenie podatno$ci na reakcj¢ deiminacji

(tabela 101 11).
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Tabela 10. Wyniki uzyskane podczas deiminacji z wykorzystaniem PAD2 natywnej katelicydyny
oraz peptydomimetykow.

Czas Masa molowa zwigzku po inkubacji 7 PAD2
inkubacji

[h] LL-37  [Dap(GO1)""*#?HILL-37  [Dap(GO2)”"***** JLL-37

[g/mol] [g/mol] [g/mol]

0 4491,3 4858,60 5078,60

2 44943 4858,60 5078,60

4 44943 4859,60 5078,60

6 4495,3 4859,60 5079,60

8 44953 4860,60 5079,60

24 4495,3 4860,60 5079,60

Uzyskane wyniki dowodza, ze wprowadzone modyfikacje w obrgbie ludzkiej
katelicydyny LL-37 zwiekszyly odpornos¢ otrzymanych analogéw na reakcje deiminacji
w obecnosci enzyméw PAD2 i PAD4. Grupy guanidynowe w analogu
[Dap(GO1)"1%232934|LL-37 zostaja przeksztalcone w ugrupowanie karbamoilowe
dopiero po 4h. [Dap(GO2)"1%232934]LL-37, wykazuje jeszcze wyzsza odpornoéé

1 omawiane przeksztalcenie obserwujemy dopiero po 6 h (Rys. 28 129 A-C).
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Rysunek 28. Podatnosé A) natywnego LL-37, B) [Dap(GO1)"'*#%*3]LL-37, C)
[Dap(G0O2)" %3231 1,-37 na reakcje deiminacji w obecnosci enzymu PAD2.

Tabela 11. Wyniki uzyskane podczas deiminacji z wykorzystaniem PAD4 natywnej katelicydyny
oraz peptydomimetykow.

Czas Masa molowa zwigzku po inkubacji 7 PAD4
inkubacji

Ih) LL-37 [Dap(GO1) " >3 1137 [Dap(GO2) " **¥3 1137

[g/mol] [g/mol] [g/mol]

0 4491,3 4858,60 5078,60

2 44943 4858,60 5078,60

4 44943 4859,60 5078,60

6 4495.3 4859,60 5079,60

8 4495,3 4860,60 5079,60

24 4495.3 4860,60 5079,60
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Rysunek 29. Podatnos¢ A) natywnego LL-37, B) [Dap(GO1)"'*##3*]LL-37, C)
[Dap(GO2)"1*#2%3 ] 137 na reakcje deiminacji w obecnosci enzymu PAD4.
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4. Cytotoksycznos¢ peptydomimetykow wzgledem linii komdérkowych

Wszystkie uzyskane wyniki dowodza, ze zard6wno natywna ludzka katelicydyna
LL-37 oraz jej analogi nie wykazuja cytotoksycznos$ci wobec komorek liniit HDFa w
zakresie stezen 1-10 uM (Rys. 30A-D). W przypadku [Dap(MO1)!*2024]LL-37,
[Dap(MO1)!32024]LL-37, [Dap(02)®!1012151825]1.-37 nie obserwujemy toksycznoéci

w pelnym zakresie analizowanych stgzen 1- 50 pM.

Dla linii komoérkowej CRL-1472, ludzkich komoérek nowotworowych nabtonka
pecherza moczowego, III stadium nowotwora, wyniki testu MTT wskazuja na brak
wlasciwosci toksycznych w zakresie od 1 do 20 uM (Rys. 31D-G). W przypadku LL-37,
[Dap(GO1)71923234]LL-37 oraz [Dap(GO2)”'*?*¥4]LL-37 s3 one nietoksyczne
w zakresie 1-10 uM (Rys. 31A-C), natomiast przy stezeniu 50 uM badane
peptydomimetyki wykazuja cytotoksyczne dziatanie na komoérki nabtonkowe

(Rys. 31A-G).

W przypadku lini komoérkowej HB2 (ludzkie komorki nabtonkowe gruczotu
sutkowego) analizowane zwigzki (Rys. 32A-G) nie wykazywaly cytotoksycznos$ci

w zakresie stezen 1-20 pM.

Test MTT wykonany z wykorzystaniem linii HL-60 1 HL-60 zréznicowanej
do komorek wykazujacych cechy neutrofili wykazal, ze zastosowane analogi oraz LL-37
nie sg cytotoksyczne w zastosowanym zakresie stezen (Rys. 33 134). W przypadku innych
badanych linii komérkowych (HDFa, CRL-1472, HB2), gdzie LL-37 nie wykazywat
istotnego efektu cytotoksycznego, w przypadku réznicowanych neutrofili HL-60 ludzka
katelicydyna oraz jej analogi zwigkszaty przezywalnos¢ komorek. Moze to sugerowac
ich istotng role w regulacji funkcji odpornosciowych neutrofili 1 ich ochronie przed

czynnikami stresowymi.
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Rysunek 30. Cytotoksycznosé¢ zwigzkow wobec linii komorkowej HDFa podczas 24 h inkubacji
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Rysunek 31. Cytotoksycznos¢ zwigzkow wobec linii komorkowej CRL-1472 podczas 24 h inkubacji.
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Rysunek 32. Cytotoksycznosé¢ zwigzkow wobec linii komorkowej HB2 podczas 24 h inkubacyji.
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Rysunek 33. Cytotoksycznosé zwigzkoéw wobec linii komorkowej HL-60 podczas 24 h inkubacji.
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Rysunek 34. Cytotoksycznosé zwigzkow wobec linii komorkowej zréznicowanych HL-60 podczas 24 h inkubacji.
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Przedstawione wyniki uzyskane podczas testow MTT , wykazuja, ze badane zwigzki
nie wykazuja istotnej cytotoksycznosci wobec testowanych linii komorkowych,
co potwierdza ich potencjalne bezpieczenstwo biologiczne. Wyniki te sugeruja,

ze peptydomimetyki prezentujg selektywne dziatanie wobec komorek eukariotycznych.

4.1. Stopien aktywaciji komorek linii HL-60

Linia komoérkowa HL-60 jest czesto wykorzystywana jako model do badan
réznicowania neutrofili oraz ich funkcji immunologicznych. Réznicowanie HL-60 do
cech neutrofili pozwala na ocen¢ wpltywu roéznych czynnikéw na ich aktywacje
1 przezywalno$¢. W badaniu ocenitam, w jaki sposob ludzka katelicydyna LL-37 oraz jej
syntetyczne analogi wplywaja na metabolizm 1 funkcjonalno$¢ komorek HL-60

posiadajacych cechy neutrofili.

4.1.1. Proteinaza 3

Aktywnos$¢ PR3 w nadsgczach komorkowych i lizatach zréznicowanych komorek
HL-60z okreslitam wykorzystujac substrat: ABZ-Tyr-Tyr-Abu-Asn-Glu-Pro-Dap(DNP)-
NH2 (Ckocowe= 4,57x10° M) oraz specyficzny inhibitor (Ckorcowe= 4,71x10° M)
o sekwencji Bt-Pro-Tyr-Asp-AbuP (O-CsHs-4-Cl)s.

Aktywnos¢ PR3 w medium zewnatrzkomorkowym zréznicowanych komorek HL-60,
wskazuje na obecno$¢ aktywnej formy enzymu. Po inkubacji z lipopolisacharydem LPS,
stezenie PR3 ulega wzrostowi co sugeruje aktywacje tego enzymu w odpowiedzi na
bodziec zapalny. Co moze wskazywaé na fakt, ze to wilasnie PR3 uczestniczy
w odpowiedzi immunologicznej. W przypadku systemu HL-60 eksponowanych na LPS
widoczny jest znaczny wzrost stezenia PR3 po 1 h, ktéry spada po 24 h, co sugeruje
krotkotrwata aktywacje komorek HL-60 przez LPS. Zastosowanie inhibitora w obu
systemach (I h i1 24 h) powoduje zahamowanie aktywnos$ci enzymatycznej, co
potwierdza, ze enzym wydzielany w wyniku aktywacji HL-60 to proteinaza 3. W obu
systemach HL-60 + LL-37 poziom fluorescencji wynikajacy z efektywnej hydrolizy
substratu PR3 nie jest tak wysoki jak w probach z dodatkiem LPS, ale wykazuje
umiarkowany wzrost. Efekt zmniejsza si¢ po 24 h, a inhibitor hamuje aktywnos$¢ PR3.

Dodatkowo HL-60 + LL-37 + LPS wykazuje najwyzszy poziom aktywnos$ci proteinazy
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3 po 1 h, co sugeruje, ze LL-37 wzmacnia efekt LPS. Po 24 godzinach inkubacji
zaobserwowano spadek aktywnos$ci badanej proteazy, jednak jej stezenie jest wyzsze niz
w probkach traktowanych wylacznie LPS lub samym LL-37, co moze wskazywac
na utrzymujgcg si¢ aktywno$¢ PR3 mimo czesciowego obnizenia sygnatu. Ludzka
katelicydyna 1 jej analogi aktywuja komorki HL-60, ale w r6znym stopniu. LL-37 + LPS
wykazuje synergistyczny efekt, prowadzacy do najsilniejszej aktywacji komorek.
[Dap(GO1)”1923234]LL-37 jest najbardziej zblizony do LL-37, natomiast
[Dap(GO2)"1%23234|LL-37 wykazuje najstabsze dzialanie. Zastosowany inhibitor
skutecznie obniza aktywnos$¢ PR3. W kazdym przypadku po 24 h efekt aktywacji jest
znacznie mniejszy, co moze wskazywa¢ na mechanizmy regulacyjne lub degradacje

peptydéw (Rys. 35).
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Rysunek 35. Stopien aktywacji komorek HL-60 inkubowanych z: LL-37,
[Dap(GO1)""*#23# 1137 i [Dap(GO2)""*#**¥]LL-37.

Ludzka proteinaza neutrofilowa (PR3) odgrywa kluczowa role w regulacji
aktywnosci peptydu przeciwdrobnoustrojowego LL-37 poprzez jego proteolize. Badania
wykazaty, ze PR3 efektywnie degraduje LL-37, prowadzac do powstania fragmentow
o zmienione] aktywnos$ci biologicznej. Zwigkszenie odpornosci proteolitycznej LL-37

na PR3 polegato na wprowadzeniu modyfikacji w sekwencji peptydowej. Zastapienie
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reszt argininy homoargining w LL-37 (hArg”!*#*34.LL-37) skutkowalo peptydem
odpornym na cytrulinacj¢, zachowujacym swoje wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe

nawet w obecno$ci wysokiej aktywnosci deiminazy argininy [144].

Probg aktywacji zréznicowanych komorek HL-60 w obecno$ci analogoéw
[Dap(MO1)32%24]LL-37 oraz [Dap(MO2)'*2*24]LL-37 przedstawitam na rysunku 36.
Przeprowadzone analizy wykazujg istotnie nizszy poziom aktywacji komorek
(mierzonych jako pomiar aktywno$ci PR3) w przypadku zréznicowanych komoérek
HL-60 w poréwnaniu z natywnym LL-37. Po 1 godzinie inkubacji obserwuje jedynie
umiarkowany wzrost aktywnosci, ktory po 24 godzinach ulega niemal catkowitemu
zanikowi. Dodatek LPS do probek z analogami zwieksza ich efekt stymulujacy, jednak
aktywno$¢ ta pozostaje nizsza niz w przypadku LL-37 w potaczeniu z LPS (Rys. 36).
Obserwowany umiarkowany efekt supresji aktywacji komorek HL-60 w wyniku
stymulacji LPS poprzez badane analogii moze znalez¢ zastosowanie podczas badan nad

czynnikami przeciwzapalnymi.
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Rysunek 36. Stopien aktywacji komérek HL-60 inkubowanych z: [Dap(MO1)"****]LL-37
i [Dap(MO2)"***]LL-37.

Rysunek 37 przedstawia wyniki analizy aktywno$ci PR3 w medium
zewnatrzkomorkowym znad zréznicowanych HL-60. Analogi [Dap(O1)%!1%-1215.1825]] [ -37
i [Dap(02)%10121518251 [.-37 nie wykazujg zdolno$¢ do aktywacji komoérek HL-60 co
uwidacznia si¢ brakiem hydrolizy substratu PR3 w badanych systemach. Wynik ten
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odbiega od uzyskanych wczesniej dla badanych analogow i jest na tyle istotny, ze badane
zwiazki w ktorych reszty Lys zostaly podstawione resztami zawierajacymi PEGylowane
bloki budulcowe o réznych dlugosciach tancucha bocznego sa w stanie zahamowac
aktywacje  komodrek HL-60 w wysokim stopniu:  [Dap(O1)31%12151825] [ .37
lub umiarkowanym: [Dap(02)%!%121518251] 1 37, w stosunku do systeméw kontrolnych.
Nalezy podkresli¢, ze ta obserwacja w przypadku jej potwierdzenia w innych systemach
aktywacji neutrofili moze prowadzi¢ do otrzymania zwiazku o duzym potencjale

przeciwzapalnym, co w kontekscie braku efektu toksycznego wydaje si¢ by¢ niezwykle

interesujace.
5 mm 1h inkubacji
= = 1h inkubacji, (+) inhibitor
S mm  24h inkubaciji
bt 4 mm 24h inkubacji, (+) inhibitor
@ ) . ) ;
5 mm  1h inkubacji ze zwigzkami
) 1h inkubacji ze zwigzkami, (+) inhibitor
E £ 3= mm  24h inkubacja ze zwigzkami
w c . . . .
° 3 — 24h I_nkubaqa ze zwigzkami, (+)
s 9 inhibitor
> 2
2 <
8
£
2 1
s
N
. i
0 | Ii- '.l I | ™
N D 2\ D 3 A 9
© Q o Q o Q > Q
e N \% v Y NV Y A
\2\\/ X \ X OV x N X
V@Q QJQx \;(9 ; ?‘3’@ N »03\ ¥ ‘Nq,@ \;9
Q Q\\; N 97 o Y Q;f)\\/
V@ o> o & o
< @\ S &
3 Q ?
R 2 o L
Q @'\/ S @’L
S O'Z’Q S R
\2\\/ X\’ \2\\/ AN
AN S
R Q

Rysunek 37. Stopien aktywacji komérek HL-60 inkubowanych z: [Dap(O1)%'*'>152 11137 i
[Dap(02)8,10,12,]5,18,25]LL_3 7

Dodatkowo przeprowadzilam pomiary aktywno$ci enzymatycznej w lizatach
uzyskanych ze zréznicowanych komorek linii HL-60, jednak nie zaobserwowatam tam

aktywnos$ci badanego enzymu.
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PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Wyniki uzyskane w ramach badan przeprowadzonych do mojej rozprawy

doktorskiej moge podsumowac nastepujaco:

1.

Otrzymatam 6 peptydomimetykéw o okreslonych masach czasteczkowych
potwierdzonych technika spektrometrii mas (MS) oraz czystosci potwierdzonej

za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (UPLC).

Wprowadzane modyfikacje tancucha natywnej katelicydyny LL-37 nie wptynely
na a-helikalng struktur¢ drugorzedowa peptydomimetykow.

. Zsyntetyzowane zwiagzki wykazywaly zdolno$¢ oddzialywania z kwasami

nukleinowymi (plazmidem pUC19 oraz dsDNA (76pz)), co potwierdzitam
za pomocg odpowiednich technik analitycznych (elektroforeza, DLS, AFM).
Dowiodtam, ze wzrost ilosci peptydu powoduje zmniejszenie stopnia migracji
w zelu agarozowym oraz poliakrylamidowym. Natomiast metodg dynamicznego
rozproszenia $wiatta odkreslitam wielkos$ci tworzonych kompleksow. Technika
mikroskopii sil atomowych (AFM) umozliwita analiz¢ powstalych kompleksow,

obrazujac ze tworzace si¢ struktury sa ztozone 1 majg punkty przecigcia.

Ustalifam st¢zenia peptydomimetykow, przy ktdrych obserwujemy najwyzszy

poziom kondensacji DNA.

. Pomimo licznych prob nie udalo mi si¢ wyznaczy¢ stalych wigzania

peptydomimetykow z dsDNA za pomoca techniki termoforezy w mikroskali.
Otrzymane dane eksperymentalne uniemozliwialy okreslenie parametréw
oddziatywan, co moglto wynika¢ ze stabego powinowactwa pomiedzy biatkiem
a ligandem lub zbyt niskim st¢zeniem uzytych zwigzkow. W konsekwencji nie
wyznaczylam wartosci statej dysocjacji, ze wzgledu na fakt, ze nie osiggni¢to

punktu wysycenia zwigzku przez DNA.
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. Ocenilam podatno$¢ zsyntetyzowanych zwigzkoéw na proteolize wzgledem
natywnej czasteczki LL-37 w obecno$ci proteinazy 3. Zaobserwowalam
zwigkszong odporno$¢  proteolityczng ~ w  przypadku analogéw
[Dap(GO1)71922934]LL-37, [Dap(MO1)"3224]LL-37, [Dap(O1)% 10121518251 | -37,
[Dap(02)8!101215.1825] ] -37.

. Modyfikacje ~wprowadzone w analogach [Dap(GO1)"!%232%34]LL-37,
[Dap(GO2)"1%23234LL-37 w pozycjach reszt argininy podwyzszyly ich

odpornos$¢ na reakcje deiminacji w obecnosci enzymoé6w PAD2 oraz PADA4.

. Zsyntetyzowane peptydomimetyki nie wykazywaly cytotoksycznosci wobec
nastepujacych linii komérkowych: HDFa, CRL-1472, HB2, HL-60, HL-60

zrdéznicowane do neutrofili w badanym zakresie stezen 1-50 uM.

. Neutrofile pod wptywem czynnika LPS ulegaja aktywacji 1 wydzielaja enzymy
proteolityczne, ktérych obecno$¢ w medium zewnatrzkomorkowych oraz lizatach
komoérkowych wykorzystalam do badan. Na ich podstawie ustalitam stopien
aktywacji zroznicowanych komoérek HL-60, prowadzitam pomiary aktywnosci
przyktadowego enzymu proteolitycznego jakim byta PR3 w obecnosci inhibitora,
jako kontroli. Otrzymane wyniki potwierdzily, ze peptydomimetyki w réznym
stopniu  moduluja neutrofilopodobne komodrki HL-60. Funkcje aktywujace
wykazuja: [Dap(GO1)7:192329341LL-37, [Dap(GO2)71923234]LL-37,
[Dap(O1)3101215182511 [ .37, [Dap(02)®!1%12151825]LL-37. Analogi zawierajace
reszty MO1 i MO2 czyli [Dap(MO1)"32%24]LL-37, [Dap(MO2)'3-2**]LL-37
redukujg proces wydzielania PR3 co moze wskazywa¢ na hamowanie aktywacji
tych komorek. W celu okreslenia potencjatu obnizajacego aktywacje wymagane
sa dalsze badania lecz zwigzki te stanowiag strukture wyjsciowa potencjalnego

terapeutyku o wlasciwosciach przeciwzapalnych.
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