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POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU BADAWCZEGO

Proteazy (enzymy proteolityczne, peptydazy) to enzymy majace na celu degradacj¢ biatek na mniejsze
fragmenty poprzez hydrolize wigzan peptydowych. Odgrywaja one kluczowsg rolg w prawidtowym
funkcjonowaniu organizmu ludzkiego. Niezliczona ilo$¢ badan przeprowadzonych w ciggu ostatnich
pigédziesieciu lat $§wiadczy o ich fundamentalnej roli w niemal wszystkich procesach biologicznych
wpltywajacych na rozwdj roznicowanie i prawidlowe funkcjonowanie komorek. Kaspazy, nalezace do rodziny
proteaz cysteinowych, swoja nazwe¢ zawdzigczajg niemal absolutnej preferencji katalitycznej wzgledem reszty
kwasu asparaginowego znajdujacego si¢ w pozycji P1 substratow biatkowych. Enzymy te od ponad
dwudziestu lat przyciagaja uwage spotecznosci naukowej ze wzgledu na swoj udzial w procesach zwanych
apoptoza oraz pyroptoza, czyli dwiema odrebnymi $ciezkami programowanej $mierci komorki. Wspomniane
procesy sa jednymi z najwazniejszych zdarzen komorkowych, dzigki ktérym mozliwe jest zachowanie
odpowiedniej liczby komorek w organizmie, pozbycie si¢ tych niepotrzebnych, zmutowanych badz
zniszczonych, co wptywa na utrzymanie si¢ rownowagi biologicznej. Brak odpowiedniej regulacji procesu
programowanej $mierci komérki moze doprowadzi¢ do niezwykle niebezpiecznych schorzen, takich jak zawat
serca, udar mézgu czy nowotworzenie. Ze wzgledu na tak istotng role , apoptoza oraz pyroptoza od lat stanowig
obiekt zainteresowan naukowcoOw, starajacych si¢ zglebi¢ mechanizmy kierujace tymi procesami. Oba te
procesy réznig si¢ od siebie, zarbwno morfologicznie jak i na poziomie molekularnym. Pyroptoza
charakteryzuje si¢ znacznym powigkszeniem si¢ komorki i peckaniem blony komoérkowej, co z kolei skutkuje
uwolnieniem prozapalnych cytokin. Proces ten jest zalezny od kaspazy 1 co stanowi jego ceche
charakterystyczng. Z Kolei podczas apoptozy dochodzi raczej do upakowania zawarto$ci komorkowej
(komorka zmniejsza swoje rozmiary) oraz fagocytozy cialek apoptotycznych charakterystycznych dla tego
procesu, a wszystko to dzieje si¢ bez wywotania stanu zapalnego. Mozna zatem powiedzie¢, iz apoptoza,
W przeciwienstwie do pyroptozy, jest procesem immunologicznie ,,cichym”. Enzymem odpowiedzialnym za
przeprowadzenie apoptozy jest kaspaza 3. Ostatnie badania wskazujg jednak, ze oba te procesy, choé¢ tak
odmienne, mogg by¢ ze soba powigzane. Model dwukierunkowej interakcji pomiedzy tymi procesami, a co za
tym idzie, mi¢dzy kaspaza 1 a 3, zostal niedawno opisany przez grupe dra Bachovchina. Zaproponowany
model jest jednak wcigz niepelny. Gtownym problemem, utrudniajagcym doktadny opis zdarzen majacych
miejsce podczas samobojczej $mierci komorki, jest brak specyficznych narzedzi, ktore pozwolityby na
zobrazowanie i analiz¢ szlakow prowadzacych do eliminacji komorek. W przypadku kaspaz, jednym
z problemow jest fakt, iz wykazuja one naktadajaca si¢ specyficzno$¢ substratowa. Oznacza to, iz rozpoznaja
podobne substraty, a markery chemiczne projektowane w oparciu o sekwencje peptydowe tych substratow,
powoduja obrazowanie aktywnosci kilku enzymow jednoczesnie, co skutkuje nieprecyzyjna analiza.
Krzyzowa specyficzno$¢ tych enzymow znacznie utrudnia prowadzenie badan w uktadach biologicznych.
Problem ten moglby zosta¢ rozwiazany dzieki uzyciu specyficznych substratow fluorogenicznych,
zawierajacych w swojej sekwencji nie tylko naturalne, ale rowniez nienaturalne aminokwasy, co znaczaco
zwigksza szanse na rozroznienie poszczegélnych enzymow. Niestety, w przypadku takich zwigzkéw, grupa
fluorescencyjna po uwolnieniu z substratu opuszcza miejsce aktywne enzymu, przez co sygnat fluorescencji
jest staby i rozproszony, a to z kolei wplywa negatywnie na zastosowanie tego typu czasteczek w celach
lokalizacji enzyméw w komorce. Drugg mozliwosciag badania aktywno$ci enzymow w komorce jest
zastosowanie nieodwracalnych inhibitoréw, ktore silnie wigza si¢ z enzymem w stosunku 1:1. Pozwala to na
precyzyjne okreslenie lokalizacji danej proteazy. Niemniej jednak zastosowanie elektrofilowej czasteczki
taczacej si¢ z miejscem aktywnym biatka czesto powoduje catkowite zahamowanie ich aktywnosci, przez co
dalsza obserwacja mechanizméw komorkowych staje si¢ niemozliwa. Ponadto w przypadku zastosowania
zwigzkoéw chemicznych opartych o inhibitory nie wystepuje zjawisko amplifikacji sygnatu jak ma to miejsce
podczas stosowania substratow fluorogenicznych. Opisane problemy mogg zosta¢ rozwigzane poprzez
precyzyjny dobor markeréow chemicznych o okre§lonych wlasciwosciach i mechanizmach dziatania. Niniejszy
projekt ma na celu zaprojektowanie i synteze specyficznych niskoczasteczkowych markerow chemicznych,
ktore taczag w sobie zalety substratow (amplifikacja sygnatu) oraz inhibitorow (mozliwos¢ lokalizacji
enzymow). Ponadto, planowana jest analiza biochemiczna oraz biologiczna uzyskanych zwigzkow jak rowniez
poréwnanie ich wlasciwo$ci z powszechnie stosowanymi narzgdziami chemicznymi. Umozliwi to
bezposrednie obrazowanie aktywnos$ci kaspaz w poszczego6lnych mechanizmach $mierci komorki, takich jak
apoptoza czy pyroptoza.



