Testowanie matoczasteczkowych zwigzkéw za pomoca spektroskopii NMR w celu zidentyfikowania sond
chemicznych dla niekanonicznego biatka Hubl

Interakcje pomiedzy biatkami tzw. PPl (z ang. protein-protein interactions) majg wptyw na kontrolowanie niemal
wszystkich funkcji komorek w organizmach zywych, dlatego niezwykle wazne jest poznanie ich mechaniznéw. Obiektem
moich zainteresowan jest mate, ubikwityno-podobne biatko Hubl (znane takze jako biatko UBLS5), ktore jest
zaangazowane w regulowanie procesu alternatywnego splicingu poprzez niekowalencyjne oddziatywanie z domeng HIND
spliceosomalnego biatka Snu66. Ze wzgledu na fakt, ze zaburzenia w procesie alternatywnego splicingu moga powodowac wiele
choréb takich jak: hipercholesterolemia, przedwczesne starzenie, choroby neurodegeneracyjne a takze liczne zmiany
nowotworowe, poznanie wszelkich mechanizméw regulujacych ten proces jest niezwykle wazne. Odnalezienie sond chemicznych
hamujacych oddziatywanie Hub1/Snu66 pozwolitoby nie tylko na zrozumienie mechanizmu dziatania biatka Hubl, ale takze na
rozwiniecie w przysztosci nowoczesnej terapii przeciwnowotworoweyj.

Znalezienie matoczasteczkowych zwigzkdw, ktdre moga selektywnie oddziatywac z docelowym biatkiem jest niezwykle trudne.
Projektujac taki zwigzek nalezy rozwazy¢ jego mozliwe interakcje z powierzchnig biatka jak np. tworzenie wigzan wodorowych,
oddziatywania jonowe czy tez hydrofobowe, dodatkowo wszystkie grupy funkcyjne znajdujace sie w tym zwigzku musza by¢
rozmieszczone tak aby mogly dopasowac sie do kieszeni wigzacej biatka. Do poszukiwania "fragmentéw budulcowych™ takich
zwigzkéw stosuje sie przesiewowe badania z zastosowaniem biblioteki zwigzkdw organicznych o stosunkowo matej masie
czasteczkowej. Metodologia wykorzystywana w zaproponowanych przeze mnie badaniach bedzie opierata sie na pomiarach z
zastosowaniem spektroskopii NMR. Planowane jest przetestowanie 600 fragmentéw. Zmiany w przesunigciach chemicznych na
dwuwymiarowym widmie HMQC izotopowo znakowanego biatka, pozwalg na monitorowanie oddziatywania pomiedzy
testowanym zwigzkiem a biatkiem.
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Obrazek 1. Schematyczne przedstawienie sposobu postepowania przy przesiewowych badaniach z zastosowaniem spektroskopii
NMR.

Matoczasteczkowe fragmenty zwigzkéw organicznych, wyselekcjonowane podczas przesiewowych testbw NMR, wykazuja
zazwyczaj stabe state wigzania. Zwigkszenie ich powinowactwa do biatka Hubl wymaga optymalizacji struktury. Do tego celu
zamierzam zastosowac dwa rozne podejscia. Pierwsze bedzie opierato sie 0 metodach obliczeniowych ('in silico'), drugie bedzie
polegato na analizie struktury rentgenograficznej kompleksu biatko-zigzek organiczny. Zaprojektowane zwigzki zostang nastepnie
zsyntezowane z zastosowaniem reakcji wielosktadnikowych (MCR).

Zaktadam, ze zaproponowane przeze mnie badania przyczynig sie nie tylko do lepszego poznania mechanizmu dziatania biatka
Hubl, ale takze pozwolg na poszerzenie ogdlnej wiedzy dotyczacej niekowalencyjnych oddziatywan biatek ubikwityno-
podobnych. Do tej pory nie zostat jeszcze opisany zadn matoczasteczkowy zwigzek organiczny oddziatujacy z biatkiem Hubl,
znalezienie tego typu sondy chemicznej otworzytoby nowe mozliwosci dotyczace badania funkcji Hubl zaréwno stosujac testy in
vitro jaki in vivo.



