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Enzymy proteolityczne (proteazy, peptydazy) odpowiedzialne sg za hydroliz¢ wigzan peptydowych, przez co
kontroluja synteze, aktywacje i degradacje biatek. Pelnia wazng rolg w wielu procesach biologicznych m.in.
trawieniu, metabolizmie, dojrzewaniu, starzeniu oraz $§mierci. Charakter reakcji chemicznej, ktora katalizuja
sprawia, ze aktywno$¢ tych enzymow musi by¢ $cisle kontrolowana, by uniknaé nadmiernej i niebezpieczne;j
hydrolizy bialek potrzebnych komoérce do prawidlowego funkcjonowania. Jednym z enzymow
proteolitycznych, ktorego aktywno$¢ odgrywa kluczowa rol¢ w utrzymaniu biatkowej réwnowagi organizmu
jest proteasom 20S — duzy, biatkowy kompleks enzymatyczny. Podstawowa funkcja proteasomu jest
degradacja uszkodzonych, niefunkcjonalnych lub niepotrzebnych bialek komoérkowych. Zaburzenia w
funkcjonowaniu proteasomu prowadza do wielu schorzen m.in. choréb Parkinsona, Alzheimera i
Huntingtona (wynikajacych z niezdolno$ci proteasomu do hydrolizy patologicznych biatek), czy chordb
nowotworowych (bgdacych wynikiem nadmiernej aktywno$ci enzymu). W komorkach eukariotycznych
oprocz proteasomu 20S, pod wyplywem biatek produkowanych w trakcie odpowiedzi immunologicznej
organizmu, dochodzi réwniez do powstania immunoproteasomu. Struktury obu proteasomdéw rdznig si¢
nieznacznie, co powoduje, ze enzymy te maja takze nieco odmienne funkcje. Pierwsza poznang funkcja
immunoproteasomu jest produkcja krétkich fragmentow peptydowych tzw. antygenow, ktore stuza
komoérkom do komunikacji z otoczeniem. Dalsze badania ujawnitly, iz enzym ten zaangazowany jest w wiele
proceséw biologicznych m.in. produkcje biatek zapalnych, choroby autoimmunologiczne, réznicowanie
komorek uktadu odpornosciowego, artretyzm, czy choroby nowotworowe, jednak jego doktadna funkcja w
tych procesach nie zostala poznana. Co wigcej wykazano, ze regulacja aktywnos$ci proteasomu moze
stanowi¢ wazny czynnik umozliwiajacy kontrole funkcji komorkowych.

Dobrym narzgdziem do monitorowania aktywnos$ci enzyméw w komorce sa matoczasteczkowe zwiagzki
chemiczne zwane markerami (np. fluorescencyjne substraty, czy inhibitory posiadajace chemiczne
znaczniki). Jednym z waznych kryteriow uzycia tych narzedzi w badaniach biologicznych jest ich
selektywno$¢ wzgledem danego enzymu, co oznacza, ze powinny one reagowac tylko z jedna proteazg w
komorce. Ponadto, w przypadku proteasomu, ktory jako kompleks enzymatyczny posiada trzy podjednostki
katalityczne, konieczne jest zaprojektowanie trzech markeréw umozliwiajacych selektywne monitorowanie
aktywnosci kazdej podjednostki. Dlatego nadrzednym celem projektu jest zaprojektowanie i synteza
selektywnych substratow fluorogenicznych dla kazdej podjednostki katalitycznej immunoproteasomu oraz
proteasomu 208S. Pierwszy etap realizacji powyzszego celu begdzie obejmowal okreslenie peinej preferencji
substratowej obu form proteasomu (20S oraz immunoproteasomu) za pomoca peptydowych bibliotek
substratow fluorescencyjnych zawierajacych naturalne, a przede wszystkim szeroka game nienaturalnych
aminokwasow (bedacych wynikiem syntezy chemicznej). Zrdznicowana struktura tancuchéow bocznych tych
aminokwasow, stanowi idealne narzgdzie do badan interakcji enzym-substrat. W drugim etapie badaf, na
podstawie otrzymanych matryc preferencji substratowej, zostang zaprojektowane i zsyntetyzowane substraty
dla kazdej podjednostki katalitycznej obu enzymow. Ich selektywno$¢ zostanie zbadana w kolejnym etapie.
Otrzymane substraty beda stanowily dobre narzedzie do poréwnania aktywno$ci obu enzyméw w stanach
chorobowych, co mogloby pomoéc w doborze odpowiedniej metody leczenia. Ponadto, uzyskane sekwencje
peptydowe moga postuzy¢ jako struktury wiodace w projektowaniu inhibitoréw. Jest to o tyle istotne, gdyz
peptydowe inhibitory proteasomu znalazly juz zastosowanie jako skuteczne leki w terapii
przeciwnowotworowe;.




