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Enzymy to biokatalizatory, ktdre przyspieszaja reakcje chemiczne. Reakcje te zachodzg w
komorkach, ktérych wnetrze jest zattoczone. Komorki, oprocz wody i jondw, zawierajg wiele
innych czasteczek, takich jak kwasy nukleinowe, biatka, rybosomy, lipidy i metabolity. Dodatkowo,
wnetrze komorki jest przedzielone btonami fosfolipidowymi. Bony stuzg do ochrony komorki,
transportu zwigzkéw oraz organizacji przestrzeni komérkowej. Oznacza to, ze dana reakcja
biochemiczna zachodzi w obecnosci innych makroczasteczek, ktére w komorkach ssakow moga
zajmowac 30% objetosci. Poza ograniczeniem przestrzeni dostgpnej dla enzymu, makroczasteczki 1
btony oddziatujg niespecyficznie z enzymem i jego substratami. Ograniczenie przestrzeni i
oddziatywania mogg wptywac na szybkos¢ reakcji w poréwnaniu z warunkami w samej wodzie.
Ponadto, takie warunki wplywaja réwniez na wigzanie i skuteczno$¢ inhibitoréw tych enzymow,
ktore sg stosowane jako leki.

Jednakze, zeby utatwic interpretacj¢ wynikow, enzymy sa czesto badane w rozcieficzonych
roztworach buforowych, ktére nie odzwierciedlajg warunkéw fizjologicznych i Srodowiska
komorki. Aby zrozumie¢ co kontroluje aktywnoS¢ enzymatyczng 1 uzyska¢ wiarygodne parametry
reakcji oraz skutecznosSci inhibitorow, bedziemy badaé reakcje enzymatyczne uwzgledniajac ich
ztozone otoczenie.

Proteazy to wazna klasa enzymow, ktore rozszczepiaja wigzania peptydowe i petnig wiele funkcji
biologicznych. Réwniez genomy wiruséw koduja proteazy, ktére rozszczepiajg prekursory
tancuchow biatkowych po ich translacji przez maszynerie komorki gospodarza. Poniewaz proteazy
te sa kluczowe dla replikacji wirusow, staty sie celem dla lekéw. Leki hamujace proteazy ludzkiego
wirusa niedoboru odpornoSci i wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) sg stosowane w
przeciwwirusowych terapiach skojarzonych u ludzi. Giéwna proteaza wirusa SARS-Cov-2 zostata
takze wykorzystana jako cel dziatania inhibitoréw, ktore znajduja si¢ w fazie badan klinicznych.
Jednakze, aby zaprojektowac skuteczny inhibitor, ktory statby si¢ lekiem przeciwwirusowym,
musimy zrozumie¢ jak proteazy wirusowe katalizuja reakcje w warunkach zattoczenia
komérkowego gospodarza.

Zbadamy reakcje katalizowane przez dwa enzymy kodowane przez genom wirusa HCV. Wirus ten
powoduje zapalenie watroby, ktére moze prowadzi¢ do powaznych uszkodzef watroby i raka.
Obecnie nie ma skutecznej szczepionki przeciwko wirusowemu zapaleniu watroby typu C, chociaz
szacuje si¢, ze prawie 200 milionéw ludzi na catym Swiecie jest dotknigtych tym wirusem. Leczenie
jest dostepne, ale brak jest diagnozy, poniewaz nowe zakazenia przebiegaja bezobjawowo, a genom
wirusa mutuje i staje si¢ oporny na znane terapie.

Jeden z enzyméw HCV, na ktérym si¢ skupimy, nazywa si¢ proteazg NS3/4A 1 jest znanym celem
dla lekéw zatwierdzonych do uzytku klinicznego w ostatniej dekadzie. Drugi to proteaza NS2, w
ktéra nie celujg jeszcze zadne leki, ale jest ona mozliwym celem. Te dwie proteazy dziataja w
btonach retikulum endoplazmatycznego komoérki gospodarza. Naszym celem jest okreSlenie, jak
Srodowisko blonowe i zatloczenie makroczasteczkowe wplywaja na aktywnos$é tych dwoch
proteaz wirusa zapalenia watroby typu C, kluczowych dla jego replikacji. Zbadamy réwniez,
jak btona i zattoczone otoczenie wptywaja na efektywnosS¢ dwoch lekéw wigzacych sie z NS3/4A.
Jako mimetyki membran wykorzystamy micele, pgcherzyki lipidowe i nanodyski, ktére sg
nanoskalowymi dwuwarstwami lipidowymi. Jako makroczasteczki wykorzystamy syntetyczne
polimery takie jak glikol polietylenowy, polisacharoza, poliglukoza oraz biatka. WydajnoS¢ reakcji
bedziemy monitorowac za pomocg réznych technik takich jak spektroskopia fluorescencyjna,
elektroforeza, chromatografia i mikrokalorymetria.

Poniewaz genom HCV stale mutuje, problemem sg warianty lekooporne. Nasze badania proteaz
tego wirusa i zrozumienie ich dziatania w r6znych warunkach pomogg zaproponowa¢ nowe
inhibitory. Mamy nadziej¢ wyjasni¢ dlaczego te dwie proteazy HCV funkcjonujg oddziatujac z
btong retikulum endoplazmatycznego. Przyczynimy si¢ réwniez do rozwoju metod analitycznych
stosowanych do wyznaczania parametréw reakcji w warunkach ttoku komérkowego i lipidéw.



