Streszczenie

Proteazy s hydrolazami katalizujacymi rozcinanie wigzan peptydowych. Znaczng czg¢$¢ z nich
stanowig enzymy wydzielane do ptynow ustrojowych. Oprocz tych enzymow wystepujacych w formie
rozpuszczalnej, istnieje takze podgrupa proteaz zakotwiczonych w blonie komorkowej. Trzej
przedstawiciele tej grupy (matryptaza-1 (MT1), matryptaza-2 (MT2) oraz furyna) sg obiektem badan

przedstawionych w niniejszej pracy.

MT1 i MT2 sg serynowymi proteazami zakotwiczonymi w btonie komérkowej. MT1 zostala
odkryta w komorkach raka piersi jako nowy enzym degradujacy macierz zewnatrzkomdrkowa. Enzym
ten jest szeroko rozpowszechniony w licznych tkankach nabtonkowych, gdzie odgrywa kluczowa role
W utrzymaniu integralnoséci nabtonka. W zdrowych tkankach aktywnos¢ MT1 jest Scisle regulowana
przez dwa niezalezne mechanizmy: autoaktywacje oraz inhibicj¢ przez inhibitory aktywatora czynnika
wzrostu hepatocytow HAI-1 i HAI-2. Zaburzona rownowaga pomi¢dzy MTI1 a jej inhibitorami
prowadzi do deregulacji aktywnosci enzymu, a w konsekwencji do licznych stanéw patologicznych.
Podwyzszong ekspresje MT1 wykazano w r6znych nowotworach nabtonkowych, takich jak rak prostaty,
piersi, jajnika, szyjki macicy czy zotadka. Co wigcej, nadekspresja MT1 w nowotworach piersi i prostaty
koreluje ze stopniem zaawansowania nowotworu oraz moze stanowi¢ negatywny czynnik
prognostyczny dla pacjenta. Z tego wzgledu MT1 jest uwazana za atrakcyjny cel terapeutyczny w
leczeniu nowotwordow, a jej inhibitory stanowig obiecujacg grupe potencjalnych lekow
przeciwnowotworowych. Z kolei ekspresje MT2 obserwuje si¢ gldownie w hepatocytach. Liczne badania
podkreslaja role MT2 w homeostazie zelaza u cztowieka, cho¢ jej doktadna funkcja w tym procesie nie
jest weigz w pelni poznana. Co istotne, w przeciwienstwie do MT1, odnotowano odwrotng zalezno$¢
pomiedzy ekspresja MT2, a rozwojem nowotworow. Obecno$¢ MT2 w komorkach raka piersi jest
uwazana za dobry prognostyk dla pacjenta. Podkre$la to konieczno$¢ opracowania wysoce
specyficznych inhibitorow, ktore selektywnie blokuja jedynie MT1, zwigzang z rozwojem nowotworow,

a nie wplywaja na aktywno$§¢ MT2.

Furyna jest najlepiej scharakteryzowang subtylizyno-podobng konwertazg proproteinowa.
Enzym ten jest rowniez okreslany jako PACE (ang. Paired Basic Amino Acid Cleaving Enzyme). Furyna
sktada si¢ z 794 reszt aminokwasowych i jest biatkiem zakotwiczonym w btonie komoérkowej typu I.
Jest szeroko rozpowszechniona w ludzkim organizmie. Wysoki poziom ekspresji furyny obserwuje si¢
w $liniankach, watrobie oraz szpiku kostnym. W komorce jest zlokalizowana w dwoch miejscach: na
powierzchni lub w sieci trans-Golgiego. W sieci trans-Golgiego furyna odpowiada za przeksztatcanie i
aktywacj¢ glownie biatek gospodarza, takich jak czynniki wzrostu, hormony, czasteczki adhezyjne,

czynniki krzepnigcia krwi czy receptory. Z kolei na powierzchni komorki furyna przetwarza liczne



substraty patogenne. Furyna bierze udziat w rozwoju wielu chor6b zapalnych, neurodegeneracyjnych
oraz infekcji bakteryjnych i wirusowych. Jej aktywno$¢ jest powiazana rowniez z rozwojem licznych
nowotworow, m.in. jelita grubego, ptuc, skory, moézgu, gtowy i szyi. Ponadto, furyna aktywuje toksyny
bakteryjne (np. toksyne blonicza czy egzotoksyng Pseudomonas). Z kolei wirusy (m.in. HIV, wirus
grypy, dengi, Ebola, czy Marburg) wykorzystuja furyng gospodarza do przetwarzania glikoprotein

znajdujacych si¢ na ich powierzchni, proces ten skutkuje rozpczeciem infekc;ji.

Celem mojej pracy bylo =zaprojektowanie oraz otrzymanie silnych, selektywnych,
niekowalencyjnych inhibitorow MT]1 i furyny. Strukturg wyj$ciowa dla nowych inhibitoréw MT1 byt
skrocony analog inhibitora wyizolowanego ze skory plaza Huia versabilis, nalezacy do rodziny
inhibitorow Bowmana-Birki, (ang. Huia versabilis Bowman-Birk inhibitor, HV-BBI), ktory wykazywat
niezwykle silng aktywno$¢ wobec MT1 (K; = 8 nM) oraz niemal tysigckrotnie wyzsza selektywnosc¢
wzgledem MT2. Otrzymanie selektywnych inhibitoréw zdolnych do hamowania aktywnosci tylko
jednej z matryptaz jest zadaniem niezwykle wymagajacym ze wzgledu na podobng budowe MT1 1 MT2.
Z kolei inhibitory furyny zostaly zaprojektowane w oparciu o strukturg silnego inhibitora furyny,
bedacego analogiem inhibitora trypsyny wyizolowanego z nasion slonecznika (ang. Sunflower trypsin
inhibitor-1, SFTI-1). Struktury wspomnianych inhibitorow zostaty przedstawione ponizej (cyklizacja

zostata oznaczona symbolem ,,&”).

HV-BBI: Ser-Val-lle-Gly-Cys(&)-Trp-Thr-Lys-Ser-Ile-Pro-Pro-Arg-Pro-Cys(&)-Phe-Val-Lys-NH»
SFTI-1: &'Gly-Arg-Cys(&?)-Thr-Lys-Ser-Ile-Pro-Pro-Ile-Cys(&?)-Phe-Pro-Asp& !

Moje badania poczatkowo skupiaty si¢ na opracowaniu inhibitora specyficznego wobec MT1.
Zsyntezowalam dwa znakowane 5(6)-karboksyfluoresceing analogi silnego inhibitora MT]I,
(zaprojektowanego na podstawie struktury SFTI-1). Jeden z tych peptydow zostat dodatkowo poddany
N-metylowaniu w celu zwickszenia jego stabilnosci proteolitycznej. Jednak po zidentyfikowaniu
bardziej skutecznego inhibitora MT1, bedacego analogiem HV-BBI (inhibitor 3), to wiasnie ta struktura

stala si¢ zwigzkiem wyjsciowym w dalszych pracach.

Badania z wykorzystaniem symulacji dynamiki molekularnej wskazaly, ze zastgpienie reszty
Phel3 w inhibitorze 3 mogtoby wzmocni¢ jego oddziatywania z enzymem, a tym samym zwigkszy¢
jego aktywnos¢ inhibitorowa. W zwiazku z tym Phel3 zostata zastgpiona roznymi pochodnymi Phe,
zawierajagcymi bardziej rozbudowane tancuchy boczne, a takze aminokwasami roznigcymi si¢
rozmiarem i wlasciwosciami fizykochemicznymi, takimi jak Lys. Niestety, modyfikacja ta nie poprawita
aktywnosci inhibitorowej. Dlatego, przeprowadzilam skaning alaninowy w celu zidentyfikowania reszt
aminokwasowych kluczowych dla oddziatywan z enzymem. Wyniki tych badan pozwolity mi
wytypowaé aminokwasy, ktore potencjalnie mozna usuna¢, aby uzyska¢ inhibitory o obnizonej masie

czgsteczkowej. Celem zmniejszenia rozmiaru czasteczki byto zwigkszenie stabilnosci proteolitycznej



oraz ewentualnej biodostgpnosci inhibitorow. Zaprojektowalam 1 zsyntetyzowatam dziewigé
skroconych analogdéw inhibitora 3. Ponadto otrzymatam analog, w ktorym mostek disulfidowy
zastgpitam mostkiem triazolowym, aby zwiekszy¢ stabilno$¢ inhibitora w warunkach redukujacych.
Dwa skrécone analogi wykazaly aktywnos$¢ inhibitorowa poréwnywalna z inhibitorem
wyjsciowym. Co istotne, analog o nizszej masie czasteczkowej wykazywal najwyzszqg stabilno$§é w

surowicy ludzkiej sposréd wszystkich badanych inhibitoréw MT1.

Drugg grupa zwigzkow, ktore zsyntezowatam stanowily inhibitory furyny. Wykorzystujac
strukture silnego inhibitora furyny (analogu SFTI-1) opracowanego wczesniej przez grupe¢ Fittlera
stworzylismy biblioteke peptydow z uzyciem chemii kombinatorycznej. Kolejne etapy iteracyjnej
dekonwolucji biblioteki peptydowej pozwolity okresli¢ optymalne aminokwasy w pozycjach P1, P2, P4
oraz P5. Po wybraniu najbardziej obiecujacego inhibitora furyny, wprowadzitam dodatkowy aminokwas
zasadowy na N-koncu, zgodnie z doniesieniami literaturowymi wskazujacymi na pozytywny wptyw
takiej modyfikacji na site hamowania furyny. Zastosowatam réwniez dodatkowa cyklizacje w celu
zwigkszenia stabilno$ci  proteolitycznej peptydow. Badania enzymatyczne umozliwily
zidentyfikowane trzech silnych inhibitoréw (40, 42, 46) wykazujacych nanomolowe wartosci K;
aktywno$¢ wobec furyny. Nastepnie otrzymatam analogi tych inhibitor6w znakowane 5(6)-
karboksyfluoresceing oraz dodatkowy analog jednego z nich, w ktorym mostek disulfidowy zastapitam

mostkiem triazolowym.

Jeden z inhibitoréw furyny (42) oraz jego analogi z wymienionym mostkiem disulfidowym
zostaty poddane ocenie pod katem aktywnosci przeciwnowotworowej. Badania te nie przyniosty jednak
jednoznacznych wnioskoéw. Analogi zawierajagce mostki triazolowy (peptyd 44) oraz diselenowy (peptyd
45) wykazaly zwickszong aktywnos$¢ przeciwnowotworowa wobec linii komorkowych U251 1 A549 w
poréownaniu z inhibitorem wyj$ciowym (zawierajagcym mostek disulfidowy). Jednakze zastosowany w
badaniach, jako kontrola pozytywna, komercyjny inhibitor furyny (Dec-RVKR-CMK) nie wykazat
aktywnosci przeciwnowotworowej. Moze to sugerowac, ze aktywnos¢ przecwinowotworowa peptydow

44 oraz 45 niekoniecznie wynika z hamowania furyny.

Z kolei badania przeciwwirusowe przeprowadzone wobec wirusa Zika (ZIKV) wykazaty, ze
wszystkie trzy silne inhibitory furyny (40, 42, 46) obnizaly miano ZIKV. Co istotne, najsilniejszy
inhibitor furyny wykazal rowniez najsilniejszg aktywno$¢ przeciwwirusowa wobec ZIKYV,
przewyzszajac dzialanie komercyjnego, nieselektywnego inhibitora furyny Dec-RVKR-CMK.
Waznym aspektem jest rowniez nizsza cytotoksyczno$¢ naszego inhibitora oraz okolo
pieciokrotnie wyzszy indeks terapeutyczny (SI). Wyniki te wskazuja na potencjalne zastosowanie

terapeutyczne tego inhibitora w leczeniu zakazen Flawiwirusami.

Ponadto w zwigzku z N-metylowaniem wybranych peptydow w celu zwigkszenia ich stabilno$ci w

surowicy ludzkiej, zdecydowatam si¢ zoptymalizowac t¢ metode. Do niedawna powszechnie stosowang



procedura w naszej grupie byta czterogodzinna, trzyetapowa metoda N-metylowania na nosniku statym.
Bioragc pod uwage doniesienia wskazujace na znaczace przyspieszenie syntezy peptydow osiagane
dzieki zastosowaniu ultradzwigkoéw, postanowilam zbadaé, czy technika ta moglaby zastapic
standardowe wytrzasanie podczas procesu N-metylowania. Jako zwiagzek modelowy do badan wybratam
tripeptyd Arg-Trp-Gly-NH,. Kazdy etap procedury byt przeze mnie stopniowo skracany. W rezultacie
zoptymalizowalam i istotnie skréocitam calkowity czas trwania procesu /N-metylowania peptydu na
nosniku stalym, z 4 godzin do 40 minut. Po ustaleniu optymalnych warunkéw metoda zostata
nastepnie zastosowana do N-metylowania réznych aminokwaséw znajdujacych sie¢ na N-koncu w
modelowym tripeptydzie. Testowanymi resztami byly: His, Ser, Trp, Tyr, Asp, Glu, Cys, Phe i Ala.
Ponadto ocenitam wydajno§¢ skroconej metody wykorzystujac syntezator peptydéow wspomagany
mikrofalami oraz standardowa wytrzasarke laboratoryjng. W koncowym etapie, po potwierdzeniu
efektywnosci zoptymalizowanej metody, zsyntetyzowatam peptyd metylowany w trzech pozycjach, co

dodatkowo potwierdzito uzytecznosc¢ tej metody.



