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Badania strukturalne i funkcjonalne zmodyfikowanych oraz chimerycznych
asparaginaz typu roslinnego jako nowych lekow przeciwbialaczkowych

Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) jest najczgstszym nowotworem wieku dzieciecego 1 druga co do
czestosci ostrg biataczkg u dorostych. L-asparaginaza jest stosowana w terapii ALL od 1967 roku, jednak
obecnie klinicznie zastosowanie maja tylko enzymy bakteryjne. Niestety, wykazuja one wysoka toksycznosc¢
i powoduja reakcje alergiczne. Te niepozadane skutki uboczne wskazuja na pilng potrzebe znalezienia
lepszych enzymow. Kandydatow na nowe srodki przeciwbiataczkowe mozna szuka¢ wsrod asparaginaz typu
roslinnego. Asparaginazy typu roslinnego wystepuja nie tylko w roslinach, ale takze w mikroorganizmach oraz
u owadow i ssakow.

Celem moich badan jest zaprojektowanie, produkcja i charakterystyka nowych asparaginaz typu
roslinnego. Dalekosieznym celem jest otrzymanie enzymow z dobrg farmakokinetyka umozliwiajaca wydajna,
ale stopniowg hydrolize¢ asparaginy oraz wykazujacych minimalne skutki uboczne. Nowe enzymy powinny
mie¢ optymalng stabilno$¢ dla wydajnej dystrybucji, przedtuzonego krazenia we krwi oraz zmniejszona
immunogennos¢, aby unikna¢ alergii i usuwania leku przez uktad odpornosciowy.

L-Asparagina (L-Asn) jest jednym z niezbednych aminokwasoéw, natomiast asparaginazy to enzymy
hydrolizujace L-Asn do kwasu L-asparaginowego (L-Asp) i amoniaku (NHs). W ludzkim organizmie L-Asn
jest wytwarzany przez syntetazg asparaginy, jednak wigkszo$¢ komorek biataczkowych nie wytwarza L-Asn,
stad sg one zalezne wytacznie od L-Asn dostarczanej z zewnatrz. Terapeutyczne asparaginazy dziataja poprzez
zubozenie puli L-Asn krazacej we krwi, wywolujac tym samym gtod i $mier¢ komoérek nowotworowych
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Rys.1. Zalezno$¢ komorek biataczkowych od egzogennej L-Asn: asparaginaza dziata poprzez usuwanie krazacej puli L-Asn, co
powoduje glodzenie komorek nowotworowych, sprzyja hamowaniu ich wzrostu, a ostatecznie prowadzi do ich $mierci.

Wydawac¢ by sie mogto, ze znalezienie terapeutycznych enzymow pochodzenia ludzkiego powinno by¢
najlepsza strategia. W przesztosci podjeto kilka prob przystosowania ludzkich enzyméow do zastosowan
klinicznych, jednak bez powodzenia. Proby ulepszenia obecnie uzywanych enzymow bakteryjnych, roéwniez
byty nieudane. Moje wstepne badania wykazaty, ze enzymy typu ro$linnego sg bardzo podatne na modyfikacje,
jednak prosta mutageneza jest niewystarczajaca do Stworzenia enzymow o lepszej aktywnosci. Z tego wzgledu
w tym projekcie wykorzystam bardziej zaawansowane metody do modulowania dziatania enzymu, takie jak
ukierunkowana ewolucja i konstrukcja biatek chimerycznych.

Molekularng architekture asparaginazy typu roslinnego mozna przyréwna¢ do biatka fuzyjnego,
Ztozonego z dwoch podjednostek (a oraz B) potaczonych elastycznym tgcznikiem. Taka architektura daje
mozliwo$¢ projektowania chimer, ktore zbudowane sa z dwu lub wigcej ré6znych sekwencji potaczonych w
jeden polipeptyd. Projektowanie bialek chimerycznych otwiera mozliwos¢ budowania czasteczek 0 zupelnie
nowych funkcjach, wywodzacych sie z kazdego komponentu. W przypadku asparaginaz typu ro$linnego,
taczenie podjednostek o i B pochodzacych z réznych organizméw powinno wplywa¢ na mechanizm
katalityczny poprzez lokalne i globalne zmiany strukturalne.

Zaplanowane badania zostaty podzielone na kilka etapéw eksperymentalnych; na kazdym z nich
testowane beda rozne wiasciwosci nowych enzymoéw, takie jak stabilno$¢, aktywno$¢, (auto)proteoliza
i struktura przestrzenna. W pelni scharakteryzowane enzymy postuza jako prototypy do tworzenia w
przysztosci nowych bialek terapeutycznych. Wyniki bedg wazne dla biochemii, enzymologii, biologii
strukturalnej oraz beda promowac postep inzynierii biatek i racjonalnego podejsciach do projektowania lekow.



