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Streszczenie rozprawy doktorskiej:

Designing and chemical syntheses of selective matriptase-2 inhibitors based on
trypsin inhibitor SFTI-1 isolated from sunflower seeds.

Projektowanie i chemiczne syntezy selektywnych inhibitorow matryptazy-2
zaprojektowanych na podstawie inhibitora trypsyny SFTI-1 wyodrebnionego z
nasion stonecznika.

Proteazy serynowe stanowig najwieksza i najlepiej poznana grupe enzymoéw
proteolitycznych. Nazwa tej grupy pochodzi od reszty seryny znajdujacej sie w
miejscu aktywnym enzymu. Seryna petni role nukleofila, jej grupa hydroksylowa
atakuje atom wegla grupy karbonylowej wigzania peptydowego substratu. Do
proteaz serynowych nalezy ponad 50 rodzin proteaz, pogrupowanych w 14
klanéw [1]. Przedmiotem moich badan byty proteazy serynowe o specyficznosci
trypsynopodobnej, nalezgce do klanu PA, rodziny S1. Pod koniec ubiegtego wieku
opisano nowg grupe proteaz nalezacych do rodziny Sl-transmembranowe
proteazy serynowe. Ich charakterystyczng cecha jest bezposrednie potaczenie
domeny katalitycznej z btong komérkowa, w taki sposéb, ze znajduje sie ona na
zewngtrz komorki. Takie umiejscowienie proteazy pozwala jej na oddziatywanie z
innymi biatkami znajdujgcymi sie na powierzchni komérki, w macierzy
miedzykomorkowej czy na sgsiednich komoérkach. Ponadto transmembranowe
proteazy serynowe majg zdolnos¢ przekazywania sygnatéw miedzy komédrka, a jej
srodowiskiem zewnetrznym, tym samym wptywajac na odpowiednie reakcje
komorki [2].

Gtéwnym celem mojej pracy byto znalezienie selektywnych i silnych
inhibitoréw
matryptazy-2, enzymu odkrytego w 2002 roku [3], nalezacego do
transmembranowych proteaz serynowych typu Il (TTSPs) [2]. TTSPs
charakteryzujg sie krotkim N-kohcowym segmentem umiejscowionym wewngtrz
komérki oraz duza C-kohcowa czesSciag zawierajgca domene katalityczng (typu
chymotrypsynowego) znajdujacg sie na zewnatrz komorki. Badania, wykazaty, ze
u pacjentéw chorych na nowotwdr piersi z dobrymi prognozami obserwowano
zwiekszong ekspresje matryptazy-2, w porédwnaniu z pacjentami o gorszych
rokowaniach. Ponadto, wykazano, ze zwiekszenie ekspresji matryptazy-2
zmniejszato inwazyjnos¢ komérek nowotworowych [4]. Gtéwng rola tego enzymu,



kluczowg dla celu mojej pracy doktorskiej, jestudziat matryptazy-2 w kontroli
homeostazy zelaza [5]. Matryptaza-2 poprzez degradacje hemojuweliny, prowadzi
do obnizenia ekspresji hepcydyny, a tym samym do podwyzszenia stezenia
zelaza. Inhibitory matryptazy-2 moga znalez¢ zastosowanie w poszukiwaniu
nowych terapii choréb objawiajacych sie nadmiernym stezeniem zelaza w
organizmie.

Matryptaza-2, wykazuje duzg homologie sekwencyjng do matryptazy-1,
dobrze poznanego enzymu, wydzielanego przez wiekszos¢ tkanek nabtonkowych
zdrowego organizmu. W przypadku matryptazy-1, nadmierne wydzielanie tego
enzymu jest proporcjonalne do zaawansowania nowotworu, odwrotnie niz
obserwuje sie dla matryptazy-2 [6]. Matryptaza-1 i matryptaza-2 charakteryzujg
sie zblizong budowg oraz specyficznoscig substratowa, ale petnig odmienne,
wazne funkcje w organizmie, stad tak wazne jest aby znalez¢ zwigzki, ktére
pozwolg kontrolowac ich aktywnos¢ selektywnie.

Badania dowiodty [7], ze inhibitor trypsyny wyodrebniony z nasion
stonecznika (SFTI-1) hamuje aktywnos$¢ matryptazy-1, co wraz z wynikami badan
wspotpracujacej z nami grupy, nad peptydomimetycznymi, niskoczgsteczkowymi
inhibitorami  matryptazy-2 [8] oraz wynikami badah nad poszukiwaniem
substratdbw matryptazy-2 [9] dato baze do zaprojektowania peptydéw o
potencjalnych wtasciwosciach inhibitorowych wobec matryptazy-2.

W ramach mojej pracy doktorskiej zaprojektowatam 40peptydowych i
peptomerycznych analogéw SFTI-1 z modyfikowanymi 1, 4, 5, 10 i 12, z cyklizacja
przez mostek disulfidowy, oraz z dodatkowa cyklizacjg tancucha gtéwnego
peptydu lub tahcucha bocznego z C-kohcem. W niektérych syntetyzowanych
peptydach, pomijatam reszty Thr4 i Ser6. Po zsyntezowaniu, oczyszczeniu i
analizie otrzymanych zwigzkéw, przeprowadzitam badania enzymatyczne
analogéw wzgledem matryptazy-1, matryptazy-2, a w kolejnych etapach pracy
takze innych proteaz serynowych o zblizonej specyficznosci- plazminy, trombiny i
trypsyny.

Udowodnitam, ze zaréwno monocykliczny jak i natywny SFTI-1 hamuja
aktywnos¢ matryptazy-2 (wartosci statych inhibicji (Ki) odpowiednio: 1,365 umi
0,218 uM) oraz stanowig dobre struktury bazowe do projektowania kolejnych
peptydéw o potencjalnych  wifasnosciach inhibitorowych. W  efekcie
otrzymatamdwa najsilniejsze opisane do tej pory peptydowe inhibitory



matryptazy-2 o wartosciach Ki 15 nm i 19 nm oraz 5 inhibitoréw wykazujgcych
selektywnos¢ wobec matryptazy-2 wzgledem matryptazy-1, plazminy i trombiny.
Dwa z otrzymanych selektywnych inhibitoréw:

e Gly-D-Arg-Cys(&)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-lle-Cys(&)-Phe-Pro-Asp&  (7), K =

0,433 um
¢  &!Gly-D-Arg-Cys(&?)-Thr-Arg-Ser-lle-Pro-Pro-lle-Cys(&?)-Phe-Pro-Asp&* (12), K

= 0,278 um

wykazywaty silniejsze wiasnosci inhibitorowe wobec matryptazy-2 niz wobec ma-
tryptazy-1, analog 7 hamowat matryptaze-1 176 razy stabiej niz matryptaze-2, a
analog 12 228 razy stabiej. Oba analogi bardzo nieznacznie hamowaty aktywnosc
plazminy i powodowaty aktywacje trombiny. Dodatkowo, efektem mojej pracy
byto opracowanie kilku silnych i wysoce specyficznych inhibitoréw matrypazy-1, o
wartosciach K; rzedu kilku nM, ktére kilkadziesigt razy stabiejhamowaty aktywnos¢
matryptazy-2, wykazywaty nawet 1000 razy mniejszg zdolnos¢ inhibitorowg wo-
bec plazminy i nie wptywaty na aktywnos¢ trombiny.
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