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Mgr Dzesika Jankowska, w 2022 roku ukonczyla studia magisterskie na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego. Badania prowadzone w ramach pracy magisterskiej dotyczyly
projektowania, syntezy i badan biologicznych potencjalnych inhibitoréw ludzkiej kallikreiny 13
bedacych pochodnymi najsilniejszego inhibitora trypsyny EETI-II.

Mgr Wiktoria Rejmak, w 2020 roku ukonczyta studia magisterskie na kierunku Chemia na
Uniwersytecie Gdanskim. Obecnie doktorantka Szkoty —Doktorskiej Nauk —Scistych
i Przyrodniczych Uniwersytetu Gdanskiego o specjalizacji Chemia. W ramach rozprawy
doktorskiej zajmuje si¢ syntezg nowych analogéow ludzkiej katelicydyny (LL-37) o zwigkszonej
odpornosci na degradacje enzymatyczng w ramach projektu PRELUDIUM BIS 1.
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Prof. dr hab. Adam Lesner, kierownik Pracowni Analityki i Nanodiagnostyki Biochemicznej
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Jego zainteresowania naukowe obejmuja badania nad
Tworzeniem nowych narzedzi do monitorowania aktywno$ci proteaz, ze szczegdlnym
uwzglednieniem choréb cywilizacyjnych, jak nowotwory czy cukrzyca. Bierze rowniez udziat
w projektach dotyczacych opracowywania nowych immunomodulatorow, zwigzkow
antymikrobiotycznych oraz penetrujacych btong komorkowa.
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profilowaniem aktywno$ci enzyméw proteolitycznych oraz okre$laniem ich specyficznos$ci
substratowej. Badania naukowe skupiaja si¢ glownie na poszukiwaniu nowych metod
diagnostycznych dla choréb cywilizacyjnych, jak nowotwory i cukrzyca.
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ABSTRACT

Inhibitor cysteine knots (ICK) also known as "knottins," are
cysteine-rich peptides typically composed of approximately 30 amino
acids. These peptides exhibit a characteristic robust structure featuring
three antiparallel B-sheets that are "knotted" together by three disulfide
bonds. This structural motif confers stability to the protein, rendering it
resistant to thermal denaturation and proteolysis. Consequently, inhibitor
cysteine knots hold great promise as scaffolds for developing new peptide
drugs.

In this study, we present the synthesis and evaluation of six
potential inhibitors targeting KLK13, utilizing the Ecbhallium elaterium
trypsin II inhibitor (EETI-II) as the leading structure. The peptides were
synthesized in solid-phase peptide synthesis with an automated peptide
synthesizer. Subsequently, they were oxidized using iodine and then
quenched with an anion exchange resin. Both linear and oxidized
compounds were obtained and subjected to kinetic studies.

The inhibitory activity against KLK 13 was observed exclusively in
the oxidized analogues of the synthesized compounds. Linear peptides
exhibited lower affinity towards KLK13, highlighting the critical role of
the disulfide bridge in the structure of the EETI-II analogues for inhibiting
the enzyme activity.

Keywords: EETI-II analogs, competitive inhibition, kallikrein 13
Stowa kluczowe: analogi EETI-II, inhibicja kompetycyjna, kallikreina 13
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

- kwas 2-aminobenzoesowy (ang. 2-aminobenzoic acid)

- unie$miertelniona linia komoérkowa ludzkich komoérek
gruczolakoraka  jelita grubego (ang. human  colon
adenocarcinoma cel line)

- przewlekte idiopatyczne zaparcie (ang.
chronic idiopathic constipation)

- cytotoksyczny antygen 4 zwiazany z limfocytami T (ang.
cytotoxic T lymphocyte antigen-4)

- N, N-diizopropylokarbodiimid (ang. N,N-
diizopropylcarbodiimide)

- dimetyloformamid (ang. dimethylformamide)

- kwas wersenowy (ang. adetic acid)

- inhibitor trypsyny z Ecballium elaterium II (ang. trypsin
inhibitor Ecballium elaterium II)

- ptaskonablonkowy rak przetyku (ang. esophageal squamous
cell carcinoma)

- oslona  9-fluorenylometoksykarbonylowa (ang. 9-
fluorenylmethoxycarbonyl)

- stopnie ztosliwosci histologicznej nowotworu od 1 do 3 (ang.
grades of histological malignancy of the tumor from 1 to 3)

- ludzki koronawirus (ang. human coronavirus)

- ludzki wirus niedoboru odporno$ci (ang. human
immunodeficiency virus)

- wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-
performance liquid chromatography)

- potowa maksymalnego stezenia hamujacego (ang. half of the
maximum inhibitory concentration)

- inhibitorowe wezly cysteinowe (ang. inhibitor cysteine knot)
- stala asocjacji (ang. association constant)

- kallikreina (ang. kallikrein)

- kallikreina 3 (ang. kallikrein 3)

- kallikreina 13 (ang. kallikrein 13)

- spektrometria mas z czasem przelotu (ang. matrix-assisted
laser desorption — time of flight)

- linia komorkowa raka piersi (ang. breast cancer cell line)

- cyklotyd wizolowany z Momordica cochinchinensis (ang.
cyclotide isolated from Momordica cochinchinensis)

- niedrobnokomoérkowy rak ptuca (ang. non-small cell lung
cancer)

- rak ptaskonablonkowy jamy ustnej (ang. oral squamous cell
carcinoma)

- pozytonowa tomografia emisyjna (ang. positron emission
tomography)

- inhibitor karboksypeptydazy w ekstrakcie z bulw z ziemniaka
(ang. potato carboxypeptidase inhibitor)

- tomografia emisyjna pojedynczych fotonow (ang. single
emission tomography)

- synteza peptydow w fazie statej (ang. solid phase peptide
synthesis)
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TFA - kwas trifluorooctowy (ang. trifluoroacetic acid)
Tyr(3-NO») - 3-nitro-L-tyrozyna (ang. 3-nitro-L-tyrosine)
VEGF - czynnik wzrostu $rddbtonka naczyniowego (ang. vascular

endothelial growth factor)
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WPROWADZENIE

Inhibitorowe wezly cysteinowe (ang. Inhibitor Cysteine Knot, ICK) sa zwykle
zbudowane z okoto 30 aminokwaséw. Te peptydowe inhibitory wykazuja
charakterystyczng strukture zawierajacg 3 przeciwrownoleglte B-kartki ,,powigzane”
przez 3 wiazania disulfidowe migdzy 6 resztami cysteiny. Taki motyw struktury
sprawia, ze peptyd jest stabilny i oporny na denaturacje termiczng i proteolize, dzigki
czemu inhibitorowe wezly cysteinowe sg obiecujgcymi rusztowaniami dla nowych
lekoéw peptydowych [1].

ICK sa tatwe do otrzymania zarowno w procesie produkcji rekombinacyjnej, jak
i na drodze syntezy w fazie statej (ang. solid phase peptide synthesis, SPPS) [2]. ICK
syntetyzowane w fazie stalej sg powszechnie stosowane do otrzymywania peptydow
bogatych w cysteing. Zwigzki zawierajace ponad 30 reszt aminokwasowych mozna
pozyskiwaé z dobrg wydajnos$cig i czystoscig enancjomeryczng. W procesie syntezy
najwicksze problemy wiazg si¢ z cyklizacja szkieletu. Kluczowy krok,
regioselektywne tworzenie 3 wigzan disulfidowych, moze by¢ skutecznie
kontrolowany przy uzyciu zoptymalizowanych warunkow utleniania [3,4], co
stanowi duzy walor zaproponowanego rozwigzania.

Niniejszy artykul przedstawia charakterystyke potencjalnych inhibitorow
KLK13, ktérych wiodacg strukturg jest inhibitor trypsyny wyizolowany z tryskawca
sprezystego - Ecballium elaterium II (EETI-11). W poréwnaniu z pierwotna struktura
EETI-II uproszczono budowe zwigzkdéw syntetyzowanych de novo zachowujac
jedynie jeden z trzech pierwotnych mostkéw disulfidowycch. Do sekwencji
wprowadzono rowniez sekwencja VRFR rozpoznawana przez kallikreing 13
(KLK13). Wyniki naszych poprzednich badan pozwalajg zoptymalizowac
specyficzno$¢ substratowa KLK13 w miejscach nieprimowanych i primowanych
(w odniesieniu do nazewnictwa miejsca aktywnego enzymoOw zaproponowanego
przez Schechtera 1 Bergera [5]), uzyskujac wyjatkowo wrazliwy substrat ABZ-Val-
Arg-Phe-Arg-Ser-Thr-GIn-Tyr(3-NO2)-NH> pomocny w oznaczaniu aktywnosci
enzymu [6].

Ekspresj¢ KLK13 wykryto na powierzchni réznych ludzkich tkanek
1 stwierdzono, ze ten enzym wystepuje w komoérkach nowotworowo zmienionych.
Na przyktad, w guzach pg¢cherza moczowego zauwazono zwigckszong ekspresje
enzymu w poréwnaniu do sasiednich zdrowych tkanek [7].

Rak urotelialny pecherza moczowego jest choroba trudng do rozpoznania. Jego
pierwsze objawy moga by¢ czesto ignorowane i blednie diagnozowane jako
zakazenie drég moczowych [8]. Dostepne obecnie terapie przeciwnowotworowe, nie
zawsze s3 skuteczne jako samodzielne leczenie, a stosowane chemioterapeutyki
nierzadko sg toksyczne dla chorego [9]. Pewna perspektywa w znalezieniu antidotum
moga by¢ peptydy hamujace aktywno$¢, czy tez regulujace aktywnos$¢ okreslonych
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enzymow proteolitycznych, ktore w danej jednostce chorobowej prowadza do
zaburzenia homeostazy i progresji nowotworu. Takie zwigzki celowane, w tym ICK,
rozpoznaja okreslone struktury komorek nowotworowych, nieobecnych w zdrowych
organizmach. Te bialka hamujace moga zatem by¢ potencjalnymi $rodkami
terapeutycznymi, a nawet elementem szczepionek przeciwnowotworowych.
Rozpoznajac krotkie fragmenty antygendow nowotworowych moga bowiem
wpasowac sie w kompleksy MHC i by¢ prezentowane limfocytom. Wykorzystanie
ich jako $rodki terapeutyczne m.in. w immunoterapii do blokowania punktow
kontrolnych uktadu odporno$ciowego (ang. immune checkpoints), czyli czasteczki
o aktywnosci supresyjnej, nie moze budzi¢ watpliwosci.

1. Inhibitorowe wezly cysteinowe

Inhibitory z weztami cysteinowymi to sg peptydy (zwykle < 6 kD) o bogatych
wlasciwosciach biologicznych. Charakteryzuja si¢ obecnoscig stabilnej struktury
trzeciorzedowej, tworzonej i stabilizowanej przez charakterystyczny uklad wigzan
disulfidowych [10,11]. Struktura jest zdefiniowana przez co najmniej trzy mostki
disulfidowe tworzace wezel wewnatrzczasteczkowy 1 nadajace jej strukturalng
i funkcjonalng oporno$¢ na denaturacj¢ termiczng, degradacje enzymatyczna,
ekstremalne pH 1 napre¢zenia mechaniczne [12]. Nalezy 1aczy¢ te cechy
z usztywnieniem konformacyjnym w czasteczce powstalym przez kowalencyjne
wigzania disulfidowe [13,14]. Taka konstrukcja zostala po raz pierwszy odkryta
w 1982 roku w PCI, inhibitorze karboksypeptydazy obecnym w ekstrakcie z bulw
ziemniaka [15].

Inhibitory z wezlem cysteiny zwykle zbudowane sa z 30 do 50 reszt
aminokwasowych [16]. ICK pochodza z r6znych filogenetycznie zrodet i wystepuja
w wielu réznych organizmach, od zwierzat po rosliny, a kilka z tych peptydow
wykryto réwniez w wirusach [17]. Struktura molekularna ICK obejmuje formy
cykliczne, znane jako cyklotydy, albo peptydy niecykliczne [18].

1.1. Cyklotydy

Cyklotydy to peptydy o dhugosci okoto 30 reszt aminokwasowych, ktore sa
wykrywane w kilku rodzinach ros$lin [19]. Naturalne cyklotydy charakteryzuje
zdolno$¢ do inhibicji proteaz, dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, w tym
przeciwwirusowe (HIV), owadobojcze, cytotoksyczne czy dziatanie podobne do
funkcji hormonéw roslinnych [20]. Wykazano, ze cyklotydy moga dziata¢ niszczaco
na rézne stadia rozwojowe owadow np. na stonecznice or¢zéwke (Helicoverpa
armigera), gtdéwnego szkodnika bawelny czy na robaki pasozytnicze np. nicienie
z rodzaju Trichostrongylus i na migczaki np. slimaki blotne - szkodniki ryzu [23,24].
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W budowie cyklotydéw wyrdznia si¢ charakterystyczny szkielet o cyklizacji
typu glowa — ogon, oraz motyw wezta cysteinowego (Rysunek 1). Podobnie do
pozostatych ICK, cyklotydy sg stabilnymi czgsteczkami opornymi na denaturacje
termiczng i chemiczng oraz degradacj¢ enzymatyczng. Za przyktad moze postuzy¢
cyklotyd - kalata B1, ktory pozostaje niezmienny strukturalnie i biologicznie
aktywny nawet w temp. 100 © C (napar leczniczej herbaty ziotowej np. z grochu
motylkowego) [21]. Wigkszos¢ liniowych peptydow i biatek traktowanych w ten sam
sposob (temp) nie zachowuje swojej natywnej struktury tracac aktywno$é
biologiczna.

Oprocz konserwatywnego motywu wezta cysteinowego, cyklotydy sg znaczaco
zmienne, zarowno co do sktadu aminokwasowego, jak 1 co do wielkosci petli
szkieletowych. Wezet cysteinowy zajmuje rdzen struktury, podczas gdy wiekszo$¢
innych aminokwaséw jest odslonigta na powierzchni petli szkieletowych,
odpowiedzialnych za specyficzne oddziatywania czgsteczki z innymi strukturami np.
enzymami.

Cyklotydy sa syntetyzowane jako biatka prekursorowe. Obrobka prekursora
polega na faldowaniu oksydacyjnym w celu utworzenia trzech wiazan disulfidowych,
wycieciu dojrzatej sekwencji i cyklizacji typu ,,glowa-ogon” [22].

Wiegkszo$¢ cyklotydow znaleziono w rodzinach fiotkowatych (Violaceae)
1 marzanowatych (Rubiaceae), ale przedstawicieli tej klasy zwigzkéw réwniez
wykryto w rodzinach motylkowatych (Fabaceae), dyniowatych (Cucurbitaceae)
i psiankowatych (Solanaceae) [22].

W obrgbie poszczegolnych gatunkow roslin sg obecne rozne cyklotydy, jak roéwniez
duza zmienno$¢ sekwencji aminokwasowych w tych cyklotydach sugeruje, ze moga
by¢ aktywne w szerokim zakresie.

Czsl Cy§%

>
- o
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< ]
Cys4 ‘ (;ygér
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Rysunek 1  Drugorzedowa struktura cyklotydow z zaznaczonymi wigzaniami  disulfidowymi
i przeciwréwnolegtymi B-kartkami
Figure 1. Secondary structure of cyclotides with disulfide linkages included and anti-parallel 3-sheets
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Aktywno$¢ biologiczna cyklotydow wynika glownie z charakteru interakcji
z btonami komoérkowymi zakldcajacymi ich naturalne funkcje. Przyktadem tego typu
dzialania jest uszkodzenie blony jelita $rodkowego po spozyciu przez owady
cyklotydow — gatunki tuskostrzydte (Lepidoptera) [23,24]. Molekularny mechanizm
niszczenia bton komorkowych przez cyklotydy jest obiektem badan. W przypadku
zwigzku kalata B1, udalo si¢ ustali¢, ze pierwszy etap reakcji obejmuje specyficzne
wigzanie cyklotydu z fosfolipidami fosfatydyloetanoloaminy [25]. Wiazanie
nastgpuje po internalizacji cyklotydu z btong naruszajacym jej integralnos$¢ fizyczng
1 wyzwolenie tworzenia si¢ porow i/lub wyciek zawartosci wnetrza komorki [26].
Jednak nie wszystkie zwigzki wykazuja opisane wilasciwosci. Przyktadowo,
cyklotydy MCoTI sg zdolne do przenikania przez btony ludzkich makrofagow,
komorek linii raka piersi i jajnika roznymi szlakami endocytarnymi, ale bez trwatego
wigzania si¢ z btong komorkowa [27].

Aktywno$¢ cyklotydow wobec HIV jest jedng z najszerzej badanych do tej pory.
Gustafson 1 wspolpracownicy jako pierwsi donies$li o cyklotydach rozwijajacych
aktywnos$¢ przeciwwirusowa - przeciwko HIV [28]. Chociaz mechanizm dziatania
nie jest jeszcze w pelni poznany, to mozna zakladaé, uwzgledniajac niezdolnos$c
cyklotydow do hamowania aktywnosci odwrotnej transkryptazy HIV, ze dziatanie
przeciwwirusowe ujawnia si¢ przed wejsciem HIV do komorki gospodarza. Jak
wspomniano wczesniej, cyklotydy moga wiagza¢ fosfolipidy obecne w blonie
komoérkowej, co wskazuje na prawdopodobny sposob dziatania przeciwko HIV, czyli
zaburzenie wigzania i/lub fuzji wirusa z blona komoérkowa [29].

W poréwnaniu do zdrowych komorek cyklotydy wykazuja cytotoksycznosé
jedynie wobec komoérek zmienionych nowotworowo. Badania wykazaty, ze trzy
cyklotydy wyizolowane z jezyka tesciowej (Hedyotis diffusa) - chinskiej rosliny
leczniczej z rodziny marzanowatych (Rubiaceae), indukujg apoptoze oraz hamuja
proliferacj¢ i migracje kilku ré6znych linii komoérkowych raka prostaty [30]. Podobne
dziatanie cytotoksyczne cyklotyddw wyizolowanych z ro§liny Palicourea rigida -
naturalnie wystgpujacych na obszarze obu Ameryk [31], mozna zaobserwowac
w warunkach in vitro wobec komérek MCF-7 (rak piersi) i Caco-2 (gruczolakorak
jelita grubego).

1.2. Peptydy z motywem wezla cysteinowego

Peptydy z motywem wezla cysteinowego w poréwnaniu do cyklotydow rozni
brak cyklizacji typu ,,glowa-ogon”. Wigkszo$¢ z nich ma zdolno$¢ inhibicji
aktywno$ci egzo- 1 endoproteaz, a dokladniej pelig rol¢ inhibitoréw
metalokarboksypeptydaz i proteaz serynowych. Przyktadem peptydu z motywem
wezla cysteinowego jest wiasnie inhibitor karboksypetydazy ziemniaczanej (PCI)
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[15]. Peptydy tego typu odkryto nie tylko w ziemniaku (Solanum tuberosum), ale
i w pomidorze (Solanum lycopersicum) oraz w przedstawicielach innych gatunkéw
psiankowatych [32].

Aktywno$¢ biologiczna peptydow z motywem wezta cysteinowego obejmuje przede
wszystkim dzialanie przeciwdrobnoustrojowe i/lub owadobojcze. Zwiazki
o wspomnianych wiasciwosciach zidentyfikowano w kilku roslinach, w tym w zen-
szeniu i topoli [33], a ich obecno$¢ w korzeniach, nasionach, lisciach czy kwiatach
moze wskazywa¢ na sit¢ naturalnej obrony roélin przed mikroorganizmami
i szkodnikami.

Poznano réwniez peptydy powszechnie wystepujace w nasionach dyniowatych
(Cucurbitaceae), a szczegodlnie w rodzaju przepekli (Momordica). Peptydy zawarte
sg rowniez w takich roslinach jak szpinak (Spinacia oleracea) i Mirabilis jalapa [26].
Inng grupe polipeptydow stanowig inhibitory o-amylazy, =zidentyfikowane
w roslinach leczniczych np. w szarlacie leczniczym (Amaranthus hypochondriacus),
czy allamandzie przeczyszczajacej (Allamanda cathartica) i jasminie wodnym
(Wrightia religiosa) [34,35].

Do peptydéw z motywem wezta cysteinowego nalezy ten obecny w tryskawcu
sprezystym pochodzacym z rodziny dyniowatych (Ecballium elaterium II - EETI-II).
Jest to najsilniejszy dotad znany inhibitor trypsyny. Zwiazek ten wykazuje typowa
budowe peptydu ICK z funkcjonalng petla zawierajaca szeS¢ aminokwasow
zlokalizowanych mig¢dzy Cys2 i Cys9 (Rysunek 2) [14]. W 1999 roku Christmann ze
wspotpracownikami zasugerowal, ze konformacja EETI-II jest rzeczywiscie
wystarczajagco sztywna, aby mogla zosta¢ wykorzystana jako rusztowanie
molekularne do prezentacji kombinatorycznych bibliotek peptydéw [36] Takie
biblioteki mogg by¢ uzyteczne w projektowaniu m.in. struktur wiodacych lekow.

EETI-II sktada si¢ z 28 aminokwaséw z tworzacymi trzy petle ograniczone
mostkami disulfidowymi, gdzie petla 1 wigzaca trypsyng zawiera si¢ miedzy resztami
3-8, kolejna petla 2 znajduje si¢ miedzy resztami 10—14, a trzecia miedzy resztami
[37]. Petle sg potencjalnymi regionami mozliwymi do substytucji aminokwaséw lub
randomizacji struktury. Co wigcej, EETI-II falduje si¢ samoistnie w warunkach
in vitro z prawidlowym tworzeniem wigzan cysteinowych [38], co jest walorem
w pracach laboratoryjnych.

EETI-II

SF T T T e Cr R R e

Rysunek 2. Sekwencja aminokwasowa EETI-II z uwzglgdnionymi wigzaniami disulfidowymi. Cyframi
zaznaczono kolejne reszty aminokwasowe

Figure 2. EETI-II amino acid sequence with disulfide linkages included. The consecutive amino acid
residues are marked with numbers
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Hilpert i wspotpracownicy [39] przeprowadzili modyfikacje inhibitora EETI-II w ten
sposob, ze peptyd hamujacy (PMTLEYR) pochodzacy z trzeciej domeny inhibitora
owomukoidu indyczki zostal zoptymalizowany strukturalnie pod katem
specyficznego hamowania elastazy trzustkowej $wini (zmiana funkcjonalna).
Wprowadzili peptyd hamujacy PMTLEYR do sekwencji EETI-II w celu zwigkszenia
stabilnosci proteolitycznej konstruktu. Otrzymana hybryda wykazuje specyficzno$é
1 powinowactwo do elastazy trzustkowej $wini, podobne do peptydu hamujgcego, ale
ze znacznie wyzszg stabilnos$cig proteolityczna.

1.3. Zastosowania peptydow z motywem wezla cysteinowego

W toku ewolucji peptydy z motywem wezla cysteinowego uzyskaly wiele
funkcji poprzez modyfikacje w poszczegdlnych petlach. Rosliny wyksztatcity
inhibitory proteaz w celu ochrony nasion przed zoochorig, wiele gatunkow rozwingto
peptydy przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze 1 przeciwplazmodialne, aby
zapobiega¢ infekcjom, a jadowite zwierzeta zaczely wytwarza¢ inhibitory
przeciwdzialajace tworzeniu si¢ w blonie komorkowej porow, aby z jednej strony
chroni¢ siebie przed atakiem toksycznie dziatajacych czgsteczek, a z drugiej mie¢
ulatwienia w polowaniu na zdobycz [1]. Przyktady gléwnych zrodet i typow
peptydow zawierajacych wezty cysteinowe przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Przyktady peptydéw zawierajacych wezty cysteinowe [10,20,24,40]
Table 1. The examples of peptides with cysteine knots [10,20,24,40]

Zrédio Typ Przyklad Aktywnos¢ biologiczna
. . Inhibitor trypsyn . .
Dyniowate kanoniczne inhibitory . TyPsy ?/Z Hamowanie aktywnosci
(Cucurbitaceae) roteinazy serynowej Ecballium elaterium roteolitycznej
P Y SSYROWS) | 11 (BETL-IN) p yezne)
Cytotoksyczne
Fiolkowate (Violaceae) = cyklotydy Kalata B1 Y y e,
owadobojcze
Slimaki stozkowe Blok i t i
i : i stozkow! Konotoksyny X-konotoksyna 0, owanie powstawania
(Conidae) pordéw, neurotoksyczny
Gorzka tykwa P;z:;iw]i;ukstc;we:;e
ZeCiw
(Momordica cyklotydy MCoTI-II p . wine, .
L. . hamowanie aktywnosci
cochinchinensis) . .
proteolitycznej
Fiolkowate (Violaceae) = cyklotydy Cycloviolacin H4 Hemoliza
Smierclonoény Blokowanie powstawania
Skorpion (Leiurus insektotoksyna Chlorotoksyna P

. . or6w, neurotoksyczn
quinquestriatus) p ) yczny
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Projektowanie lekow

Peptydy sa potencjalnie idealnymi strukturami wiodacymi do projektowania
lekow, ale ich zastosowanie jako $rodki terapeutyczne jest czesto nieskuteczne ze
wzgledu na niskg biodostepnos¢ po podaniu doustnym i niestabilno§¢ w warunkach
in vivo. Wprowadzenie aktywnych sekwencji peptydowych do szkieletu ICK moze
ostabi¢ wskazane ograniczenia [41]. Przyktadowo, modyfikowane cykliczne
inhibitory trypsyny wykazujg zdolnos¢ do penetracji komodrek, a tym samym
interakcji z celem wewnatrzkomorkowym. Tego typu strategia zostata wykorzystana
w celu opracowania sond molekularnych do diagnozowania i terapii chorob [20,42].
ICK zostaly wykorzystane jako rusztowania do stworzenia nowych zwigzkow, ktore
mogg by¢ ligandami integryn i innych receptoréw. Peptyd bedacy inhibitorem
trypsyny, wyizolowany z przepe¢kli indochinskiej (Momordica cochinchinensis),
zostal zmodyfikowany tak, aby wigzal si¢ z cytotoksycznym antygenem 4
zwigzanym z limfocytami T (CTLA-4), strukturg docelowa w terapii przerzutowego
czerniaka [43].
Niektore z preparatow farmaceutycznych dostgpnych komercyjnie powstaty na bazie
ICK. Linzess (Linaclotide, Allergan/Ironwood Pharmaceuticals) stosuje si¢ jako
wsparcie w leczeniu choroby jelita drazliwego lub stanéw przewleklego
idiopatycznego zaparcia (CIC), z kolei Prialt (Ziconotide, Azur Pharma) jest
wykorzystywany w zwalczaniu przewlektego bolu, w przypadkach uzasadnionego
leczenia dooponowego, réwniez w przypadkach leczenia bolu, ktéremu towarzyszy
nietolerowanie lub opo6r na inne $rodki dziatajgce ogolnoustrojowo, a takze wowczas
gdy jest nieskuteczne dziatanie morfiny wprowadzanej dokanatowo [44].

Obrazowanie / sondy molekularne

Ostatnio zainteresowaniem cieszg si¢ badania nad nowymi sondami
molekularnymi do nieinwazyjnego obrazowania. Mate czasteczki, peptydy, biatka
1 nanoczastki mogg stanowi¢ narz¢dzia diagnostyczne do wykrywania nowotworow
i diagnozowania patologii. Tego typu zwigzki dziatajg jako ligandy receptorow
adhezyjnych - integryn, ulegajacych ekspresji w roznych komorkach
nowotworowych [45]. Peptydy pochodzenia ro§linnego, w szczegdlnosci peptyd
kalata B1 z rodzaju Oldenlandia i inhibitory trypsyny z Ecballium elaterium zostaty
zaprojektowane tak, aby zwickszy¢ ich powinowactwo i specyficznos¢ wobec
integryn. Zwykle poprzez wprowadzenie sekwencji peptydowej, ktdra umozliwia
efektywna interakcj¢ z czasteczka docelowa. Tego typu modyfikowane zwiazki sa
zazwyczaj uzywane jako sondy znakowane izotopem do nieinwazyjnego
obrazowania nowotworow metoda pozytonowej tomografii emisyjnej (PET) oraz
tomografii emisyjnej pojedynczych fotonow (SPECT) [46].
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Do celéow diagnostycznych opracowano takze nieradioaktywne pochodne ICK.
Przyktadem jest biatko EETI skoniugowane z barwnikiem do obrazowania w bliskiej
podczerwieni. Zwigzek specyficznie wigze receptor integryny ulegajacy ekspresji w
nowotworach mézgu. Mozna w ten sposob wykry¢ i okresli¢ miejsce wiazania
barwnika [47].

Pochodzenia roslinnego peptyd wezta cysteinowego potaczony z otoczka lipidowa
mikropecherzykow wypetnionych perfluoroweglowodorami zostat zaprojektowany
1 przetestowany jako sonda do ultrasonograficznego obrazowania angiogenezy
W guzie ze wzmocnieniem kontrastowym wigzania integryny [48].

Dzialanie przeciwnowotworowe

Cytotoksyczne wiasciwosci ICK s3 przedmiotem intensywnych badan.
Grover i wspoOtpracownicy [49] wskazuja, ze okoto 74% cyklotydéw dziala
toksycznie na komorki juz przy stosunkowo niskim stezeniu (7 uM), co potwierdzaja
wyniki badan z uzyciem linii komérek zmienionych nowotworowo (in vitro).
Cyklotydy (Psyle A, C i E) wyizolowane z gatunku Psychotria leptothyrsa (jest
nielegalna w Polsce na mocy ustawy przeciwdziataniu narkomanii) zbadano pod
katem ich cytotoksycznosci i1 stwierdzono, ze sg skuteczne przeciwko komorkom
raka piersi [50]. Dodatkowo okazato sie, ze zwigzki te moga tworzy¢ pory
w komoérkach nowotworowych raka lekoopornego, co ulatwia wchianianie np.
doksorubicyny, leku o dziataniu chemioterapeutycznym. Efekt synergistyczny tej
kombinacji wymaga dalszych badan w celu okreSlenia stopnia toksyczno$ci
i skutecznosci, w kierunku ustalenia nowej monoterapii lub terapii skojarzonej
z istniejagcym $rodkiem chemioterapeutycznym.
Potencjalnymi lekami przeciwnowotworowymi moga by¢ rdéwniez inhibitory
angiogenezy. Obiecujacy co do przysztego wykorzystanie czynnik antyangiogenny
uzyskano przez wprowadzenie do zwigzku kalata B1 sekwencji 6-resztowej bogatej
w arginine RRKRRR. Okazuje si¢, ze ten obfity w argining peptyd jest antagonista
interakcji z czynnikiem wzrostu S$rodblonka naczyniowego (ang. vascular
endothelial growth factor, VEGF) i jego receptora. Tego typu peptydy wykazaty
aktywno$¢ biologiczna w tescie antagonizmu VEGF-a juz przy niskim st¢zeniu
mikromolarnym [51].

2. Kallikreiny

Termin kallikreina (KLK) wywodzi si¢ z greckiego stowa kallikreas
oznaczajacego trzustke, czyli narzad, w ktorym po raz pierwszy w XX wieku wykryto
obecnos¢ enzymow. Uznano wtedy, ze wytwarzane sg one w trzustce oraz krgza we
krwi, a na koniec sg wydalane z organizmu wraz z moczem [52,53]. Jednak z czasem
twierdzenie to okazalo si¢ nieprawdziwe, gdyz odkryto, ze kallikreiny sa rowniez
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produkowane w innych narzadach, a takze wyizolowano ich dwie izoformy, znacznie
rézniace si¢ migdzy soba.

Kallikreiny sg grupa enzymow, ktére wigc mozemy znalezé w komorkach
i ptynach ustrojowych organizméw zywych. Maja one dziatanie katalityczne
w roznych reakcjach chemicznych jak np. w reakcji syntezy i rozpadu, zachowujac
znaczng specyficzno$¢ substratowa. Oznacza to, ze pojedynczy enzym bierze udziat
tylko w jednej, okre$lonej reakcji chemicznej lub w przypadku niecatkowitej
specyficznosci taczy si¢ z kilkoma podobnymi substratami.

Kallikreiny zostaly rowniez zdefiniowane jako enzymy proteolityczne,
pochodzenia zwierzecego zdolne do uwalniania kininy z kininogenu. Wspomniana
kinina jest glikoproteing, ktora jest hydrolizowana przez kallikreiny osocza lub
tkankowa, co prowadzi do generowania bradykininy. Kininogeny wystgpuja m.in.
w osoczu krwi i pozakomoérkowej przestrzeni zewnatrznarzadowej. Dziatajg rowniez
jako inhibitory proteaz cysteinowych [54].

Dysfunkcje w tkankowo-specyficznej regulacji aktywnosci KLKs zostaly
powigzane ze stanami patologicznymi, np. z chorobami uktadu oddechowego,
chorobami neurodegeneracyjnymi, lekami, schizofrenig, dysfunkcja bariery skome;j,
patologicznym stanem zapalnym czy nowotworami. Endogenna aktywnos$¢ KLKs
jest kontrolowana na wielu poziomach przez ré6zne mechanizmy i czynniki, w tym
kaskady aktywacji zymogenu, endogenne inhibitory KLKs (serpiny, makroglobuliny
i tkankowe inhibitory proteazy serynowej z rodziny inhibitorow zwiazanych z limfo-
nablonkiem typu Kazala) oraz z odczynem mikrosrodowiska czy tez przez
pojedyncze jony metali jako inhibitory KLKs (takie jak Zn?") [53]. Syntetyczne
inhibitory KLKs to przede wszystkim zwigzki oparte na biatkach/peptydach. Jako
przyktad mozna podaé proleki aktywowane przez KLK3, ktére weszty do badan
klinicznych fazy 1 i fazy II jako potencjalne terapeutyki guza prostaty. Z kolei
szczepionka PROSTVAC oparta na KLK3 jest w III fazie badan klinicznych [54].
Wszystko to wskazuje, ze specyficzne inhibitory KLKs ujawniajgce odpowiednie
wlasciwosciach ~ farmakokinetyczne 1 farmakodynamiczne majg potencjat
terapeutyczny.

2.1. Kallikreina 13

Obecna w ciele czlowiecka KLK13 ulega ekspresji w przelyku, gruczotach
slinowych i tkankach zaleznych od uktadu hormonalnego tj. jadrach, prostacie,
piersiach, jajnikach i szyjce macicy [55]. Stwierdzono takze, ze jej rozregulowana
ekspresja we wspomnianych tkankach moze by¢ powigzana z powstawaniem
nowotworéw zto§liwych. Zauwazono takze, ze ten enzym odgrywa pewna role
w chorobach skory tj. tuszczyca i atopowe zapalenie skory.
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Pomimo licznych badan probujacych scharakteryzowa¢ KLK13 to nadal
pozostaja niepoznane jej fizjologiczne funkcje. W zwiazku z tym szczegélnie
interesujace jest wykrycie i zrozumienie szlakoéw biologicznych, w ktorych KLK13
bierze udzial.

W 2013 roku Ishige i wspotpracownicy [56] doniesli, ze gen kallikreiny 13 jest
regulowany w liniach komérkowych raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej (ang.
oral squamous cell carcinoma, OSCC). KLKI13 potrafi regulowa¢ migracje
1 inwazyjno$¢ komorek, co sprawia, ze enzym moze by¢ potencjalnym biomarkerem,
w przypadku OSCC, do wczesnego wykrywania przerzutow do weztéw chtonnych.
Dwa lata pdzniej Gueugnon i wspotpracownicy [57] stwierdzili, ze wysokie stezenie
mRNA KLKI13 w niedrobnonablonkowym raku ptuc (ang. non-small cell lung
cancer, NSCLC) jest zwigzane z korzystnym rokowaniem zdrowienia pacjentow
z NSCLC, a poziom mRNA moze by¢é nowym niezaleznym biomarkerem
tkankowym do przewidywania wyniku zastosowanej terapii. Dodatkowo jego
ilosciowa ocena w tkankach nowotworowych moze wesprze¢ decyzje w zakresie
leczenia. W 2018 roku Nohara ze wspotpracownikami [58] przeprowadzili analize
roznicowg transkryptomu tkanek ptaskonablonkowego raka przelyku (ang.
esophageal squamous cell carcinoma, ESCC) z tkankami zdrowymi, ktora wykazata
nieprawidtowg ekspresj¢ KLK13 w guzach. Odkryli rowniez, Zze stosunkowo wysoki
poziom ekspresji enzymu w raku ptaskonablonkowym przetyku jest zwigzany
z proliferacjag komoérek i skorelowany z progresja nowotworu, zaawansowanym
stadium raka i niestety ztym rokowaniem.

W 2016 roku Tokas i jego wspotpracownicy [7] po raz pierwszy w badaniu
klinicznym potwierdzili znaczenie KLK13 w rokowaniu, a nawet w wynikach
leczenia raka urotelialnego pegcherza moczowego. Obserwuje si¢ zwigkszong
ekspresj¢ KLK13 w guzach pecherza moczowego w porownaniu do niezajetych
nowotworem, zdrowych tkanek. Naukowcy wskazali na rozregulowang ekspresje
KLK13 w tkankach pecherza moczowego zmienionych nowotworowo w poréwnaniu
z sasiednimi, zdrowymi tkankami narzadu. Dodatkowo poréwnanie tkanek pecherza
moczowego pobranych od pacjentdow z roéznym stadium rozwoju choroby
nowotworowej, wykazano niskie poziomy ekspresji KLK13 w bardziej agresywnych
stadiach raka pecherza moczowego. Te informacje wyraznie wskazuja na potrzebe
prowadzenia dalszych badan okres$lajacych role i drogi regulacji KLK13 w trakcie
procesu nowotworowego.

Wreszcie, doniesienia literaturowe [59] wskazuja, ze KLK13 jest zaangazowany
w proces zakazenia ludzkiego nablonka drég oddechowych i posredniczy w wejSciu
koronawirusa (ang. human coronavirus, HKU1) do komorek.  Dodatkowo
dystrybucja i specyficzno$¢ proteazy determinuja specyficznos$¢ tkankowa i komor-
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kowa wirusa, a takze mogg regulowac transfer miedzygatunkowy. Wykazano, ze
KLK13 jest kluczowym wyznacznikiem tropizmu HKU1 [41].

1. Analogi EETI-II

Materialy i metody

Synteza peptydow

Liniowe peptydy 1-6 (przed utworzeniem mostka disulfidowego) zsyntetyzowano na
no$niku stalym przy uzyciu automatycznego syntezatora peptydow (Liberty BlueTM,
CEM Corporation, USA) zgodnie ze standardowag procedura Fmoc (oslona 9-
fluorenylometoksykarbonylowa). Uzyto zywicy H-Gly-2-chlorotritylowej (Iris
Biotech, Niemcy) z obsadzeniem o zawartosci 0,63 mmol/g. Synteze
przeprowadzono przez powtdrzenie etapéw deprotekcji i acylowania. Do usunigcia
grupy Fmoc uzyto 30% piperydyny w DMF (dimetyloformamidzie), a do reakcji
sprzggania uzyto oksymy / diizopropylokarbodiimidu (DIC). Po zakonczeniu syntezy
usunig¢to N-koncowg grupe Fmoc i peptydy odszczepiono od zywicy z jednoczesnym
usunigciem bocznych grup zabezpieczajacych. W tym celu wykorzystano
mieszaning: TFA/fenol/triizopropylosilan/H,O (88:5:2:5, v/v) [42]. Utlenianie
peptydow (utworzenie mostka disulfidowego) przeprowadzono zgodnie z procedurg
opisang w innym miejscu [43].

Zsyntetyzowane analogi poddano analizie fizykochemicznej. Zwigzki analizowano
za pomocg HPLC Jasco LC System (Jasco, Japonia) na kolumnie RP C8 (BIO Wide
Pore C8, 250 mm % 4.6 mm, Supelco, USA) z liniowym gradientem 10% -90% fazy
B (80% acetonitrylu, 19,9% woda 0,1% TFA) w fazie A (0,1% TFA w wodzie) przez
40 min przy szybkosci przeplywu 1 mL/min. Otrzymane peptydy oczyszczono na
polpreparatywnej kolumnie Luna C18 (Aeris Peptide C18, 250 mm x 10 mm,
Phenomenex, USA). Analiz¢ jond6w masowych przeprowadzono na spektrometrze
masowym Autoflex maX MALDI TOF (Bruker, Niemcy).

Badanie aktywnosci analogow EETI-II wzgledem KLKI3

Testy hamowania aktywnosci KLLK13 przeprowadzono w buforze o nast¢pujacym
sktadzie: 50 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA i 0,5 uM heparyny (pH 7,5). Najpierw do
kazdej pozycji pomiarowej 96-dotkowej ptytki do pomiaru fluorescencji,
zawierajacej buforowany roztwor KLK13 dodano po 10 pl analogow EETI-II,
o koncowym stezeniu 1,00x10°> M w studzience pomiarowej. Nastepnie po 30
minutach inkubacji w 37°C dodano po 20 pl substratu ABZ-Val-Arg-Phe-Arg-Ser-
Thr-GIn-Tyr(3-NO2)-NH,, o koficowym stezeniu 6,15x10% M w studzience
pomiarowej. Wzrost fluorescencji uwolnionego ABZ mierzono z uzyciem czytnika
mikroptytek CLARIOStar (BMG Labtech, Niemcy), przy fali wzbudzenia 320 nm
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i emisji 450 nm. Pomiary aktywnosci poszczegodlnych analogéw przeprowadzono
w trzech powtdrzeniach.

Okreslenie parametrow inhibicji

Parametry kinetyczne inhibicji okre$lono stosujac model nieodwracalnego
hamowania, jak opisano wczesniej [44,45]. Eksperymenty wykonano z uzyciem 96-
dotkowej ptytki do pomiaru fluorescencji. Przygotowano serie rozcienczen (50 - 1.56
uM) otrzymanych peptydow 1-6, a nastgpnie polaczono je z substratem ABZ-Val-
Arg-Phe-Arg-Ser-Thr-GIn-Tyr(3-NO,)-NH», koncowe stezenie 10 uM. Po dodaniu
KLK13, koncowe stezenie 10 nM, fluorescencj¢ uwolnionego ABZ ze
zhydrolizowanego substratu monitorowano przy dtugosci fali wzbudzenia 320 nm
1 emisji 450 nm. Oddzialywania enzym — inhibitor oznaczano w 200 ul koncowej
objetosci buforu: 50 mM Tris-Cl (pH 7,5) zawierajacego 1 mM EDTA i 0,5 uM
heparyny; calo$¢ inkubowano w temperaturze 37°C przez 1 godzing, a odczyt
przeprowadzono z uzyciem czytnika CLARIOStar (BMG Labtech, Niemcy).
Wprowadzono system kontrolny bez inhibitora z zachowaniem obecnosci analogow.
Kass obliczono przez wykres§lenie odwrotnosci aktywnosci KLK13, w kazdym
punkcie w funkcji czasu. Wartosci ICso okreslono metoda regresji liniowej do
poczatkowego fragmentu aktywnosci KLK 13 w funkcji stezenia danego analogu.
Badanie aktywnosci analogow EETI-II wobec probek moczu

Obecnos¢ KLK13 w moczu pacjentdéw z rozpoznaniem raka pecherza zostala
potwierdzona we wczesniejszym badaniu [62]. W niniejszej pracy obecno$¢ enzymu
w probkach biologicznych kontrolowano przez inkubacj¢ moczu z wybranymi
analogami EETI-II. W testach wykorzystano peptydy oznaczone od 4 do 6. Warunki
reakcji zachowano, jak powyzej. Pomiary aktywnosci proteolitycznej badanego
moczu pobranego od pacjentdow polegaty na procedurze, w ktorej 80 ul kazdej probki
dodano do studzienki i zmieszano z 100 pl buforu testowego. Nast¢pnie
wprowadzono inhibitor, a po 30 minutach inkubacji cato$¢ uzupeliono 20 pl
substratu. Pomiar fluorescencji w czasie przeprowadzono z uzyciem CLARIOStar
(BMG Labtech, Niemcy). Kazdy z testow przeprowadzono w trzech powtorzeniach.
Aktywno$¢ enzymatyczng mierzono przez 30 minut w temperaturze 37°C przez
odczyt intensywnosci fluorescencji uwolnionego fragmentu peptydu zawierajacego
ABZ (dhugosc¢ fali wzbudzenia i emisji jak wyzej).

Pobieranie i przygotowanie probek moczu

W eksperymencie wykorzystano probki moczu pobrane od pacjentow
z rozpoznaniem raka pecherza moczowego w réznych stadiach rozwoju nowotworu.
Guz potwierdzono wczesniej badaniem histopatologicznym. Probki moczu pobrane
od pacjentéw przechowywano w temperaturze -20°C do czasu badania. Zamrozone
probki rozmrazano w temperaturze pokojowej. Proces pobierania probek oraz sam
eksperyment przeprowadzono zgodnie z zasadami okreslonymi w wytycznych De-
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klaracji Helsinskiej. Prébki pobrano za posrednictwem Centrum Transferu
Technologii Uniwersytetu Gdanskiego we wspolpracy ze Szpitalem Miejskim
Wincentego a Paulo w Gdyni (umowa nr JN/777/R720/08.11.17). Kazdy uczestnik
podpisat §wiadomg zgode na udziat w badaniu.

Wyniki i dyskusja

W prezentowanych badaniach zaprojektowano i zsyntetyzowano skutecznie
potencjalne inhibitory KLK13 oparte na strukturze ETTI-II, zawierajace jeden
mostek disulfidowy. W przypadku sekwencji natywnej powstato sze$¢ analogow
z cysteing zastgpiong (i) resztami seryny i (ii) resztami alaniny (Rysunek 3). Jak
wspomniano wczesniej, EETI-II jest jednym z najsilniejszych inhibitorow trypsyny
[13]. Poniewaz KLK13 wykazuje specyficzno$¢ wobec trypsyny, zdecydowano
wstawi¢ do sekwencji region P4-Pi, rozpoznawany przez enzym. Wstawienie
sekwencji specyficznej dla enzymu mialo na celu zwigkszenie powinowactwa
inhibitora do enzymu. Specyficzny substrat KLK 13 ABZ-Val-Arg-Phe-Arg-Ser-Thr-
GIn-Tyr(3-NO2)-NH; zostal wczesniej opracowany przez autorow tej publikacji [6].
Sekwencja Val-Arg-Phe-Arg zostata wstawiona w petle wiazaca trypsyne w réznych
pozycjach natywnego EETI-II.

Dodatkowo wprowadzono wyzej wymienione modyfikacje mostkow
disulfidowych, aby stworzy¢ zwiazki réznigce si¢ hydrofilowoscia (Tabela 2).
Zamiang cysteiny na seryng, ktora jest izosteryczna z cysteina, wybrano w celu
zwickszenia hydrofilowo$ci analogéw. Celem modyfikacji bylo sprawdzenie czy
peptydy bardziej hydrofilowe beda wykazywaé inng aktywno$¢ biologiczna niz te juz
znane. Wiadomo, ze wprowadzenie reszt hydrofilowych moze poprawié
rozpuszczalno$¢ zwigzkow, ale nieuchronnie to wpltywa na ich oddziatywanie
z biatkami. Z tego powodu postanowiono ustali¢ zalezno$¢ migdzy wprowadzonymi
modyfikacjami a dzialaniem peptydow. Zastgpienie reszt cysteiny alaning rowniez
spowodowato zwigkszenie hydrofilowosci w porownaniu do natywnego EETI-II.
Srednig wartoé¢ hydrofilowosci obliczono za pomoca programu ProtParam [60] jako
sum¢ hydrofilowo$ci wszystkich aminokwaséw, podzielong przez liczbg reszt
w sekwencji. Wzgledna objeto$¢ zajmowana przez alifatyczne tancuchy boczne
(alanina, walina, izoleucyna i leucyna) jest okreslana jako indeks alifatyczny biatka
[61].
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Liniowe analogi EETI-II

Peptyd 1: [Ser**""*|EETI-II

[ - OHHD-CHI BG5S G IR IN GHE TG
Peptyd 2: [Ser*"*"¥]|EETI-II
s EEEE = oD S 0EC SN ENGESG

Peptyd 3: [Ser"**"7]EETI-II
o-crpHR{RIEIR]s - H5HIHDHS HEHE G -CHIHS-G JPHRIG HEHS -G
Peptyd 4: [Ala**"**']EETI-1I
AR R-A -8 5HEHE CHIHB G /A A GIRR GRS G
Peptyd 5: [Ala®"*"7|EETI-I
G-AFp {VIREF IR} R- CJKHE DS+ D- A- L & G- A¥-C-G{P-N-G -F - A-G.
Peptyd 6: [Ala™"**'"7]EETI-II

c-Chp- R {NERIELR] AKHE D80 A LIE-G-C-VHA-G PN F-A-G

Utlenione analogi EETI-II

Peptyd 1: [Ser**"**"|EETI-II

g—ﬂ_llﬁlllll@lﬂgﬁl_s@llgutcl:@

Peptyd 2: [Ser*'*""“|EETI-II | |
-5 -p [VIREFIR} R- CKH@ DBHD- 5 - L & G- S 4W C-G{P-N-G-F-5-G

Peptyd 3: [Ser"**"7]EETI-II

o-cHe-R{IRIER s -8 oo s HEHE o-C ST BNl G RS o

Peptyd 4: [Ala™"""*']EETI-II
1T T T T R

Peptyd 5: [Ala*"*""7]EETI-II | |
G-Atp{VIREF IR} R- CHKHE D O- A- L& G- A C-G{PIN-G -F - A-G
Peptyd é: [Ala™"**"7]EETI-I

G-Crp-RIEERIFIR] A-RHEH OB D- A~ LHB-G- CW-A-G 4P -N-G-F-A-G

Rysunek 3.  Sekwencja aminokwasowa analogow EETI-II z zaznaczonymi mostkami disulfidowymi.
Zastosowane nazewnictwo odnosi si¢ do wprowadzonych reszt aminokwasowych w odniesieniu
do struktury natywnej. W czerwonej ramce zaznaczono sekwencj¢ rozpoznawana przez KLK13

Figure 3. Amino acid sequence of EETI-II analogs with with disulfide linkages included. The nomenclature
used refers to the introduced amino acid residues with respect to the native structure. The
sequence recognized by KLK13 is marked in the red box
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Tabela 2. Whasciwosci fizykochemiczne analogow EETI-II
Table 2. Physicochemical properties of EETI-II analogues

Lp. Analog EETI-II

1 [Ser?*1°21EETI-II,
2 [Ser®!52127|EETI-II
3 [Ser>!51927|EETI-II
4 [Ala>*1*21[EETI-II
5 [Ala®52L27EETI-IT

6 [Ala>'5927|EETI-1I

My obliczona
/uzyskana w
analizie MS

2917,3/2917,5
2883,5/2883,3
2883,2 /2883,9
2853,3/2854,3
2819,2/2819,5

2819,2/2820,1

Tret
[min]

10,0
17,7
21,0
19,0
19,5

19,9

Srednia
wartos¢
hydrofilowosci
-045
-0,57
-0,57
-0,07
-0,20

-0,20

Indeks
alifatyczny

ICso Kass

[nM] M1]
42 1554+ 1
6.7 869 +9
3.5 1756 +£2
3.1 1853 +2
7.3 1096 + 3
2.5 2807 £6

Nastepnie oceniono zdolno$¢ otrzymanych zwigzkow do hamowania KLK13,
zaréwno dla analogéw liniowych, jak i cyklicznych (Rysunek 4). Okazato sig, ze
liniowe peptydy tylko nieznacznie (~10-15%) hamuja aktywno$¢ KLK13. Natomiast
wigkszy stopien hamowania enzymu zaobserwowano w przypadku utlenionych
zwigzkow. Najbardziej obiecujgce okazaty si¢ peptyd 4 -[Ala®%!%21|EETI-II i peptyd
6 - [Ala%!3212TEETI-II, ktore hamowaty aktywno$¢ enzymu odpowiednio o okoto
30% 1 50%. Przeprowadzone testy oraz otrzymane wyniki sktonity do skupienia si¢
w dalszych pracach wyltacznie na utlenionych analogach.

fluorescence intensity / s

) X9

Rysunek 4. Hydroliza substratu ABZ-Val-Arg-Phe-Arg-Ser-Thr-GIn-Tyr(3-NO,)-NH,

[ 'S
N
&
NS

z KLK13 oraz analogami ETTI-II
Figure 4. Proteolysis rate for ABZ-Val-Arg-Phe-Arg-Ser-Thr-Gln-Tyr(3-NO,)-NH, substrate incubated

with KLK 13 and EETI-II analogues

o S
A O
&8

k’*@(\

liniowy

+ utleniony

inkubowanego
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W kolejnym kroku zdecydowano si¢ na wyznaczenie parametréw inhibicji
generowanej przez utleniong forme otrzymanych analogow. Okreslono state asocjacji
nowych peptydow 1 KLKI13 (Tabela 2). Zaobserwowano, ze pochodna
[Ala®!S1927|EETI-II  charakteryzuje sie¢ najwyzszg aktywnos$cig hamujgca,
W poréwnaniu z innymi badanymi peptydami, poniewaz wykazuje najwyzsza
warto$¢ statej asocjacji (Kass = 2807 + 6 M) i najnizszg warto$¢ ICso (2,483 uM).
Dodatkowo porownujac analogi z wprowadzona resztg seryny z analogami z alaning
wida¢, ze te z alaning cechuje wigksza aktywnos¢ hamujaca.

Na tej podstawie postanowiono okreslic, w jaki sposob zwigzki potrafig
hamowac aktywno$¢ enzymu w probkach biologicznych. W tym celu wykorzystano
probki moczu pobrane od pacjentdow z rozpoznaniem raka pecherza moczowego
w roznych stadiach rozwoju (G1-G3). Przeprowadzono testy z analogami alaniny —
peptydy 4, 5, 6 (Rysunek 5). Uzycie peptydu 6 powoduje spadek aktywnosci KLK13
odpowiednio o 80% i 30%. Okazuje si¢ wigc, ze jest mozliwa obserwacja zniesienia
aktywnos$ci enzymatycznej KLK13 w reakcji probki moczu ze specyficznym
substratem dla tego enzymu. Dalsze badania sg jednak niezbedne do okreslenia
w moczu (osoba zdrowa, chory) stopnia wykrywalno$ci minimalnego st¢zenia
KLK13 w oraz ilo$ci substratu, aby uzyska¢ odpowiednio wyniki dodatni/ujemny,
w warunkach in vitro. Ta standaryzacja przyblizy opracowanie nowego narzedzia
diagnostycznego. W przypadku wstepnej oceny moczu brak w nim enzymu jest
spojny z poprzednimi wynikami [44]. Uzyskane wyniki sg jedynie sygnatem
o mozliwo$ci zastosowania peptydu 6 jako wiodacej struktury w poszukiwaniu
nowych zwiazkow przeciwnowotworowych.

EETI-II
2.0+ E3 peptyd 4
E=3 peptyd 5
E3 peptyd 6
3 kontrola

0.5+

intensywnos¢ fluorescencii/s
o
1

0.0

%G, I

o &

Rysunek 5. Szybko$¢  proteolizy substratu  ABZ-Val-Arg-Phe-Arg-Ser-Thr-GIn-Tyr(3-NO,)-NH,
inkubowanego z probkami moczu raka pgcherza moczowego o réoznym stopniu ztosliwosci (G1
— probka 631; G2 — probka 629; G3 — probka 613) i analogami EETI-IT

Figure 5. Proteolysis rate of substrate ABZ-Val-Arg-Phe-Arg-Ser-Thr-Gln-Tyr(3-NO,)-NH; incubated
with bladder cancer urine samples at different grades (G1 grade — 631 sample; G2 grade — 629
sample; G3 grade — 613 sample) and EETI-II analogues
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4. PODSUMOWANIE

Podsumowujac, uproszczone analogi EETI-II zawierajace jeden mostek
disulfidowy moga zachowa¢ silne dziatania hamujace wobec KLK13. W $wietle
przegladu aktualnego pismiennictwa jest to pierwsze doniesienie o mozliwosci
zastosowania takich zwigzkow jako inhibitorow KLK13. Uzyskane wyniki zachgcaja
do dalszych badan nad inhibitorami proteaz opartymi na ICK, w ktérych sekwencji
moznaby dodatkowo wykorzysta¢ aminokwasy szeregu D. Analogi KLK13 moga
mie¢ silniejsze wlasciwosci hamujace niz KLK13 i mogg by¢ uzyte do zbadania
mozliwosci ich potencjalnego zastosowania w  diagnostyce procesOw
nowotworowych. Rola jaka pelni KLKI13 w powstawaniu i rozwoju raka
urotelialnego pecherza moczowego nie jest jeszcze w peini poznana, dlatego
uzyskane wyniki stanowig podstawe do dalszej oceny szlaku KLK13 nie tylko na
poziomie zdrowej i nowotworowo zmienionej komorki, ale gtéwnie oddziatywania
KLK13 na zdrowie cztowieka.
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