Celem przestawionego projektu badawczego jest poszukiwanie nowych substratéw enzymoéw proteolitycznych z rodziny proteaz
cysteinowych oraz serynowych (w tym kaspazy 3, 7, 9; ludzka elastaza neutrofilowa, proteinaza 3), z zastosowaniem
peptydowych bibliotek kombinatorycznych typu jedno ziarno - jeden zwigzek (ang. One-Bead One-Compound, OBOC),
modyfikowanych znacznikiem jonizacyjnym w postaci czwartorzedowej grupy amoniowej (quaternary ammonium group, QA) na
nosniku statym. Synteza takich bibliotek zostata opracowana przez wnioskodawce [1, 2], a mozliwos$¢ jej zastosowania zostata
potwierdzona na niewielkiej modelowej bibliotece kombinatorycznej substratdw dla a-chymotrypsyny. W ramach niniejszego
projektu planuje sie optymalizacje zaproponowanej metody oraz sprawdzenie mozliwosci jej zastosowania w kombinatorycznym
poszukiwaniu nowych substratéw licznych enzymdw proteolitycznych. Istota proponowanych bibliotek kombinatorycznych
polega na derywatyzacji ich komponentéw na nosniku statym znacznikiem jonizacyjnych w postaci czwartorzedowej grupy
amoniowej takiej jak N,N,N-trialkiloamonioacetyl. Wnioskodawcy wykazali, ze taka derywatyzacja powoduje zwiekszenie
wydajnosci jonizacji probek, umozliwiajac jednoznaczng analize sekwencyjng nawet attomolowych ilosci zwigzkéw metoda
tandemowej spektrometrii mas z elektrosprejowym zrédtem jonéw (ESI-MS/MS) [3]. W ramach niniejszego projektu planuje sie
zaprojektowanie oraz synteze wielu ré6znorodnych bibliotek kombinatorycznych zawierajacych zaréwno biatkowe jak i
niebiatkowe reszty aminokwasowe.

Nalezy oczekiwac, ze synteza stosunkowo duzych i skomplikowanych bibliotek QA-OBOC (liczacych od kilkuset do kilku
tysiecy zwigzkdw) znacznie rozszerzy zakres dotychczas prowadzonych badan i zwiekszy szanse na znalezienie nowych i
nieznanych wczesniej substratéw enzymow proteolitycznych. Sekwencje peptydéw uwolnionych z pojedynczych ziaren zywicy
zostang zanalizowane metoda ESI-MS/MS. Dotychczas taka analiza byta znacznie ograniczona z uwagi na niskg czuto$¢
stosowanych metod analitycznych w chemii kombinatorycznej.

W ramach realizacji niniejszego projektu planuje sie przeprowadzenie wieloetapowych syntez bibliotek kombinatorycznych oraz
modyfikacji peptyddw na nosniku statym (Zadania 1-5). Zsyntezowane zostang biblioteki OBOC zawierajace grupe QA w
linkerze na koncu C Biblioteki peptydowe QA-OBOC zostang zsyntezowana na nosniku statym metoda opisang przez
whnioskodawce [1, 2]. Analiza enzymatyczna zostanie przeprowadzona zgodnie ze standardowymi procedurami przedstawionymi
weczesniej przez Draga i wsp. [4]. Aktywne sekwencje peptydowe na ziarnach zywicy zostang zidentyfikowane za pomoca
barwnej reakcji wolnej grupy aminowej w tescie ninhydrynowym, izatynowym lub chloranilowym. Wszystkie produkty zostana
zidentyfikowane za pomocg spektrometrii mas. Zwigzki zsyntezowane do badan w roztworze zostang oczyszczone metodg HPLC
i zanalizowane metoda ESI-MS/MS. Wiekszos¢ reakcji wykorzystanych w projekcie bedzie przebiega¢ przy uzyciu typowego
sprzetu laboratoryjnego i procedur odpowiednich do syntezy w roztworze i na no$niku statym.

Enzymy proteolityczne odgrywaja kluczowa role w funkcjonowaniu szlakéw sygnalizacyjnych, powstawaniu infekcji i stanow
zapalnych, apoptozie, krzepnigciu krwi czy kontrolowaniu cyklu komérkowego. Nieprawidtowa regulacja proteolizy peptydow i
biatek zazwyczaj bywa przyczyna powstania licznych stanéw patologicznych [5]. Specyficznos¢ substratowa enzyméow
proteolitycznych jest determinowana przez sekwencje aminokwasowa rozpoznawanego fragmentu biatka, zawierajacego biatkowe
(kodowane przez genom) reszty aminokwasowe. Dotychczas opracowano wiele réznorodnych metod okre$lenia specyficznosci
substratowej enzymow wykorzystujac biatkowe aminokwasy w konstrukeji bibliotek kombinatorycznych [6]. Uzyskane wyniki
umozliwity zaprojektowanie substratéw, inhibitoréw oraz markeréw pozwalajacych monitorowaé aktywnos$é wielu enzymoéw w
testach in-vivo i in-vitro [7]. Jednakze zastosowanie wytacznie biatkowych aminokwasdw w poszukiwaniach nowych substratow
proteaz znacznie zaweza obszar poszukiwan, uniemozliwiajac czesto rozréznienie enzymow prezentujacych zblizong
specyficznosé [4, 8]. W celu ominiecia tego problemu, Drag i wsp. [9] jako pierwsi zastosowali w syntezie bibliotek
kombinatorycznych zaréwno biatkowe jak i niebiatkowe (nie kodowane przez genom) reszty aminokwasowe. Opracowana
strategia pozwolita odkry¢ nowe, bardziej aktywne substraty wielu r6znych enzyméw proteolitycznych, ktére nastepnie postuzyty
do zaprojektowania i zsyntezowania potencjalnych markeréw wielu proteaz [10-12].

Biblioteki kombinatoryczne OBOC zawierajace wiele tysiecy komponentdw stanowig niezastgpione narzedzie przy poszukiwaniu
nowych, aktywnych biologicznie zwigzkéw chemicznych [13, 14]. W metodzie tej wyszukuje sie za pomoca odpowiednich testow
ziaren zywicy zawierajacych zwigzek oddziatujacy z badanym biatkiem i przeprowadza sie jego analize po uwolnieniu z
pojedynczego ziarna zywicy. Jedng z najczesciej wykorzystywanych metod analitycznych w chemii kombinatorycznej jest ESI-
MS [15]. Pomimo szybkiego rozwoju tej techniki w ostatnich latach, jej podstawowym ograniczeniem jest $ladowa ilos¢
substancji uwolnionej z pojedynczego ziarna zywicy. Z uwagi na zbyt matg wydajnosé jonizacji niektérych peptydéw ich analiza
sekwencyjna metodg MS/MS wymaga zastosowania wiekszej ilosci peptydéw od znajdujacej sie na pojedynczym ziarnie zywicy.
Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ zaprojektowana przez wnioskodawce [1, 2] wydajna derywatyzacja komponentow
bibliotek OBOC znacznikiem jonizacyjnym w postaci grupy QA, ktéra zwiekszyta jonizowalnos¢ sladowych ilosci analitéw
uzyskanych z pojedynczych ziaren OBOC ufatwiajac ich jednoznaczne sekwencjonowanie metodg ESI-MS/MS. Okazato sig, ze
nawet 10% analitu uzyskanego z pojedynczego ziarna zywicy OBOC byto wystarczajace do okreslenia sekwencji peptydu metoda
MS/MS. Uzyskane wyniki przeprowadzonej analizy byty zgodne ze znana specyficzno$cig substratowa a chymotrypsyny.
Dodatkowo wstepne badania (wyniki nieopublikowane i nieprezentowane na konferencjach) potwierdzity mozliwos¢
zastosowania opracowanej metody w analizie bibliotek OBOC zawierajacych substraty dla proteinazy 3, ludzkiej elastazy
neutrofilowej oraz katepsyny G.

Mozna sugerowac, ze odpowiednio zaprojektowane i zsyntezowane biblioteki QA-OBOC na zywicach TentaGel HL-NH, moga
by¢ uzyteczne w poszukiwaniu nowych substratdéw enzymdw proteolitycznych, waznych z punktu widzenia diagnostyki
medycznej. Zgodnie z naszg dotychczasows wiedzg znaczniki jonizacyjne w postaci grup QA nie zostaty zastosowane w analizie
bibliotek kombinatorycznych OBOC przy poszukiwaniu nowych substratéw waznych enzyméw proteolitycznych z grupy proteaz
cysteinowych i serynowych.

Wedtug naszej wiedzy, prezentowana strategia poszukiwania substratow enzymow proteolitycznych jest jedna z najczulszych
obecnie metod analizy, bazujacej na metodzie ESI-MS/MS. Mozna przypuszczaé, ze proponowana metoda badan bibliotek OBOC
zrewolucjonizuje wspdtczesng chemie kombinatoryczna, umozliwiajac szybka i jednoznaczna analize sekwencyjng metoda ESI-
MS/MS $ladowych ilosci peptydéw uwolnionych z pojedynczych ziaren zywicy. Umozliwi to jednoczesna analize setek tysiecy
sekwencji peptydowych, mozliwych do otrzymania w ciggu Kilku tygodni metoda ,,dzielenia i tgczenia” (ang. split and mix).
Opisywane rozwigzanie ma duze znaczenie poznawcze, poniewaz moze umozliwi¢ odkrycie nowych i nieznanych wczesniej



biomodulatoréw, ktdre pozostawaty nieodkryte z uwagi na niska czuto$¢ obecnie stosowanych metod analitycznych. Mozna
przypuszczac, ze w przysztosci odkryte zwigzki moga zosta¢ zastosowane w diagnostyce medycznej jako specyficzne markery.
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