Proteazy, okreslane réwniez jako peptydazy to enzymy proteolityczne degradujace biatka na mniejsze fragmenty poprzez
hydrolize wiazan peptydowych. Odgrywajg one bardzo wazng role w prawidtowym funkcjonowaniu wszystkich komorek i
organizmow. Badania prowadzone w ciggu ostatnich 50 lat dowiodty, ze proteazy nie sg tylko niespecyficznymi enzymami
trawiennymi, lecz biorg udziat w prawie wszystkich procesach biologicznych we wszystkich zywych organizmach m.in.
zaptodnieniu, trawieniu, wzroscie, dojrzewaniu, starzeniu sie oraz $mierci. Ponadto, biorg tez udziat w wielu aspektach biologii
komorki guza. Jednak charakter reakcji chemicznej, ktorg katalizuja sprawia, ze ich dziatanie musi by¢ Scisle regulowane, tak aby
unikng¢ nadmiernej i niebezpiecznej proteolizy w komérkach lub tkankach. Dlatego wiele osrodkéw naukowych na catym Swiecie
zajmuje sie poszukiwaniem specyficznych narzedzi do badania tej klasy enzyméw. Jednym z gtéwnych probleméw
utrudniajacych rozwoj tych specyficznych narzedzi jest brak ich selektywnosci w stosunku do docelowych enzyméw, co
spowodowane jest ich nakladajaca sie specyficznosci substratowg. Oznacza to, ze enzymy nalezace do danej grupy rozpoznajg
podobne substraty, a inhibitory projektowane w oparciu o sekwencje peptydowe tych substratéw hamujg aktywnos$¢ nie tylko
jednego enzymu, ale catej grupy enzymdw. Ta krzyzowa specyficzno$¢ znacznie utrudnia prowadzenie badan w uktadach
biologicznych, gdzie aktywnych jest kilka enzymow.

Ubikwitynacja, czyli przylaczenie matoczasteczkowego biatka — ubikwityny do docelowego substratu, jest jedng z
najwazniejszych modyfikacji postranslacyjnych, ktéra ma wptyw na aktywnos¢, regulacje oddziatywan biatko-biatko, lokalizacje i
stabilnosci docelowego biatka. Kowalencyjne przytaczenie ubikwityny do substratéw biatkowych jest procesem odwracalnym,
przeprowadzanym przez enzymy deubikwitynujace (ang. deubiquitinating enzymes, DUBSs). Enzymy te katalizujg reakcje
polegajaca na uwolnieniu ubikwityny z jej biatkowych koniugatéw lub z tancucha poliubikwitynowego. Coraz wiecej doniesien
literaturowych wskazuje tg grupe enzymow jako potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu choréb wirusowych,
neurodegeneracyjnych oraz nowotworéw.

W badaniach biochemicznych enzyméw powszechnie wykorzystywane sg matoczasteczkowe substraty fluorogeniczne,
umozliwiajace pomiar sygnatu fotochemicznego generowanego po hydrolizie substratu. W swej strukturze zawierajg one
sekwencje peptydowsa do ktérej przytaczony jest znacznik fluorescencyjny. W momencie gdy taki substrat zostanie rozpoznany
przez proteaze, nastepuje uwolnienie znacznika i wzrost fluorescencji monitorowany za pomocg spektrofluorymetru. Do pomiaru
aktywnosci DUBs najczesciej stosowane sg substraty fluorogeniczne zawierajace czasteczke ubikwityny potaczong ze
znacznikiem fluorescencyjnym (Ub-AMC), lub tylko C-koncowy tetrapeptydowy motyw ubikwityny (Z-LRGG-AMC). Niestety
substraty te nie sg efektywnie hydrolizowane przez enzymy deubikwitynujace. Ponadto, analiza preferencji substratowych
wybranych DUBs za pomoca biblioteki substratdw fluorogenicznych zawierajacej tylko naturalne aminokwasy (aminokwasy
biogenne) ujawnita, iz DUBs wykazujg preferencje nie tylko do leucyny i argininy, ale moga rozpoznawaé tez inne aminokwasy.
Wyniki te sugeruja, iz pogtebiona analiza kieszeni wigzacych w centrum aktywnym tych enzyméw moze doprowadzi¢ do
opracowania aktywnych, matoczasteczkowych substratéw lub struktur wiodacych do syntezy inhibitoréw selektywnie
hamujacych DUBs. Analiza ta mozliwa jest dzieki zastosowaniu nienaturalnych aminokwaséw (powstatych droga syntezy
organicznej), zréznicowana struktura ich taficuchéw bocznych, stanowi idealne narzedzie do badan interakcji enzym-
substrat. Zastosowanie biblioteki substratdw fluorogenicznych zawierajgcych naturalne, a przede wszystkim szerokg game
nienaturalnych aminokwaséw pozwoli pozna¢ doktadny rozmiar, ksztatt i preferencje aminokwasowe kieszeni wigzacych DUBs,
czego rezultatem bedzie znalezienie nowych, bardziej aktywnych substratow fluorogenicznych, a takze specyficznej
sekwencji peptydowej dla docelowego enzymu, co jest celem niniejszego projektu.

Realizacja przedstawionego celu badawczego zostanie podzielona na dwie sekcje: pierwsza bedzie obejmowata synteze biblioteki
oraz indywidualnych substratéw fluorogenicznych, natomiast druga analize biochemiczng. Synteza biblioteki i substratow
zostanie przeprowadzona wedtug standardowej metody syntezy peptydéw na poditozu statym. Metoda ta polega na przytaczeniu
aminokwasu do nierozpuszczalnego polimeru, posiadajacego odpowiednie ugrupowanie chemiczne. Nastepnie ‘ancuch
peptydowy jest wydtuzany poprzez przytaczenie kolejnych aminokwaséw. Biblioteka bedzie sktadata sie z dwoch podbibliotek
(P4 i P3). Kazda z nich bedzie zawierata znacznik fluorogeniczny ACC, do ktdrego zostanie przytaczona glicyna. W kolejnej
pozycji réwniez zostanie przylaczona glicyna, poniewaz taka struktura biblioteki zapewni iz zostanie ona rozpoznana przez
DUBs. Natomiast w dwéch pozostatych pozycjach bedzie zawierata 19 naturalnych i okoto 90 nienaturalnych aminokwaséw lub
rownomolowg mieszaning naturalnych aminokwaséw. Kolejny etap badafn bedzie obejmowal wykorzystanie biblioteki do
otrzymania profilu specyficznosci substratowej DUBs. Badanie to umozliwi poznanie doktadnych preferencji aminokwasowych
kieszeni wigzacych w centrum aktywnym. Na ich podstawie zostang zaprojektowane i zsyntetyzowane nowe, aktywne substraty
fluorogeniczne, a takze specyficzne sekwencje peptydowe do badania aktywnosci DUBs, dla ktérych zostang wyznaczone
parametry katalityczne (Kyat, Ky, Kiat/ K-
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Rys. 1 Struktura biblioteki substratéw fluorogenicznych.

Poznanie petnej specyficznosci substratowej enzyméw deubikwitynujacych pozwoli na znalezienie nowych narzedzi chemicznych



do badania ich aktywnosci. Nowe, bardziej aktywne, a takze specyficzne substraty fluorogeniczne pozwolg na badania
biologicznych funkcji tych enzymdw. Ponadto, zsyntetyzowana biblioteka moze zosta¢ uzyta do profilowania specyficznosci
substratowej kazdego enzymu wykazujacego aktywno$¢ deubikwitynujaca.



