Proteazy to enzymy, ktére uczestniczg w niemalze wszystkich procesach w organizmie cziowieka, regulujgc jego
prawidtowe funkcjonowanie, poczawszy od trawienia po kaskade krzepniecia krwi. Proteazy dzieli sie na kilka grup, wsrod
ktorych jedng z najliczniejszych sg proteazy cysteinowe, ktére swojg nazwe zawdzieczajg obecnosci jednego z aminokwaséw
- cysteiny w centrum aktywnym. Katepsyna K jest jedng z proteaz cysteinowych, ktérej obecno$¢ wykazano w procesie
prawidtowego rozwoju kosci w czasie wzrostu, a takze uczestniczy ona w przebudowie i naprawie kosci np. po zlamaniu.
Enzym ten nalezy do jednych z najbardziej aktywnych, gdyz jest w stanie hydrolizowa¢ macierz zewngtrzkomdérkowa, dlatego
celem jego regulacji, w organizmie znajduje sie szereg czynnikdw tzw. inhibitorow zapobiegajacych niepozadanej aktywnosci
CatK.

Czesto jednak dochodzi do zaburzenia takiej kontroli, co w przypadku CatK prowadzi do nadmiernej resorpciji kosci. Ow
proces ma miejsce w chorobach cywilizacyjnych, do ktérych nalezy m. in. osteoporoza i nowotwor kosci. Postep osteoporozy
czy nowotworu kosci zwigzany jest ze zbyt szybkg redukcjg gestosci tkanki kostnej, czynigc ja bardziej podatng na ztamania.
Spowodowane jest to miedzy innymi zaburzeniami roéwnowagi na poziomie enzym-inhibitor bedacymi nastepstwem
nadprodukcji enzymu lub niedomiaru inhibitora.

Dotychczasowa wiedza nie pozwala na skuteczne leczenie choréb kosci. Zwigzane jest gliéwnie z brakiem doktadnych
informacji na temat poszczeg6lnych czynnikbw majgcych wplyw na proces resorpcji kosci, co z kolei jest spowodowane
brakiem specyficznych narzedzi do badan tych czynnikéw. Czynnikiem takim jest katepsyna K, ktéra uwazana jest za marker
biologiczny osteoklastow. Dlatego zalozeniem projektu jest uzyskanie czasteczki zwanej markerem chemicznym, ktéra
umozliwi wnikliwg analize enzymu, ktérego aktywnos¢ zostata powigzana z nadmierng redukcjg tkanki kostnej. Czasteczka ta
bedzie wigzala sie jedynie z aktywnym enzymem umozliwi jego $Sledzenie, dajgc informacje na temat obecnosci, ilosci i
rozmieszczenia tego enzymu w komorkach kos$ciogubnych. W proponowanym projekcie Sledzenie katepsyny K bedzie
odbywato sie na poziomie komdérkowym, przy uzyciu tzw. linii komérkowych.
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niezwiazane gABP aktywnym enzymu tzw. warhead (gtowica bojowa). Takie wigzanie

enzym-marker umozliwia ich trwate potaczenie, co jest niezbedne do przeprowadzenia badan biochemicznych. Kolejny
fragment to reszta fluorescencyijna, dzieki ktérej mozliwe bedzie monitorowanie enzymu podczas badan biochemicznych oraz
w uktadach biologicznych. Jednak poza fragmentem specyficznym, kluczowym elementem jest tzw. wygaszacz
fluorescencyjny. Jego zadaniem bedzie, jak nazwa wskazuje, wygaszenie fluorescencii, gdy marker bedzie niezwigzany z
enzymem. Natomiast, gdy takie wigzanie nastapi, wygaszacz zostanie odigczony od markera i tym samym mozliwa bedzie
obserwacja sygnatu fluorescencyjnego. Cecha ta ma szczegélne znaczenie podczas monitorowania enzymu w zywych
komorkach, gdyz umozliwia wizualizacje markera zwigzanego z enzymem, a nie jedynie markera wchtonietego przez
komoérke. Tak zaprojektowany marker moze znalez¢ zastosowanie w badaniach in vitro funkcji, wydzielania i aktywnosci
enzymu w osteoklastach (komérki kosciogubne) poszerzajac wiedze w tym temacie. Hipoteza badawcza zaklada, ze marker
taki bedzie uzytecznym narzedziem do badan katepsyny K.




