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Wybuch pandemii COVID-19 oraz ciggly wzrost liczy nowych wariantow koronawirusa
pokazuja jak wazne jest poszukiwanie nowych, skutecznych lekow przeciwwirusowych. Jeden
ze skutecznych celow terapii przeciwwirusowej stanowig dwa biatka kodowane przez wirusa
SARS-CoV-2 proteazy MP i PLP®, ktorych aktywno$¢ jest niezbedna do namnazania si¢
wirusa 1 infekcji ludzkich komorek. Zahamowanie aktywnosci tych dwoch biatek prowadzi do
zahamowania infekcji wirusowej. Wiele metod zostalo wykorzystanych do identyfikacji
potencjalnych zwigzkow hamujgcych aktywno$¢ wirusowych biatek tzw. inhibitorow. Znaczny
postep nastapit w przypadku poszukiwania inhibitorow proteazy MP° — zwigzek
zaprojektowany przez firme¢ Pfizer - Paxlovid zostat zaakceptowany jako lek. Poszukiwanie
skutecznych inhibitorow drugiej proteazy — PLP™ stanowi wicksze wyzwanie dla naukowcow.
Trudnos¢ ta wynika z preferencji substratowej SARS-CoV-2 PLP® oraz petnionych przez nig
funkcji. Enzym ten blokuje mechanizmy obronne organizmu przed tym patogenem,
umozliwiajgc wirusowi skuteczng inwazje komorek gospodarza. Do tej pory tylko kilka
zwigzkow zostato zidentyfikowanych jako potencjalne zwigzki hamujace aktywno$é PLP™
w testach komoérkowych. Gléwnym czynnikiem limitujacym prowadzenie badan na
zainfekowanych wirusem komorkach sg wymogi klasy bezpieczenstwa laboratorium, w ktérym
wykonywane sg tego typu badania (klasa 3), co znacznie ogranicza ilo§¢ zwigzkow, ktore moga
zostaé przetestowane. Natomiast badania wykonywane z uzyciem rekombinowanych biatek nie
odzwierciedlajg warunkow panujacych w komorce, co powoduje iz zidentyfikowane w tych
testach inhibitory sa bardzo czgsto nieskuteczne w testach komérkowych. Rozwigzaniem tego
problemu jest opracowanie testu komoérkowego umozliwiajgcego pomiar sity hamowania
proteazy SARS-CoV-2 PLP® w laboratorium klasy 2 co stanowi cel niniejszego projektu.
Osiagniecie tego celu mozliwe jest poprzez zaprojektowanie tzw. markera chemicznego czyli
zwigzku ktory selektywnie bedzie wigzat si¢ z proteaza PLP™ i umozliwiat detekcj¢ tego
kompleksu. Struktura markera chemicznego bedzie opierata si¢ na biatku rozpoznawanym
przez proteaze PLP™ — ubikwitynie.

Realizacja powyzszego celu badawczego bedzie polegata na modyfikacji C-koncowego
fragmentu ubikwityny. W celu wyboru aminokwasow, ktore bedg wprowadzone do C-konca,
zostang okreslone preferencje substratowe PLP™. Aktywnosc¢ i selektywno$é zaprojektowanych
markerow chemicznych zostang okreslone w badaniach z uzyciem rekombinowanych
enzymoéw 1 w testach komorkowych. W ostatnim etapie badan zostanie opracowany test
komorkowy umozliwiajacy pomiar aktywno$ci inhibitorow proteazy PLP z uzyciem
zaprojektowanego markera chemicznego.

Opracowany test komorkowy do pomiaru wewnatrzkomorkowej aktywnosci inhibitoréw
SARS-CoV-2 PLP® pozwoli na wyeliminowanie zwigzkow toksycznych lub
nieprzepuszczalnych przez blony komorkowe. Jego wykorzystanie powinno znacznie
przyspieszy¢ proces poszukiwania skutecznych lekow przeciwwirusowych. Ponadto,
opracowany marker chemiczny bedzie mogl zosta¢ wykorzystany do pomiaru aktywnos$ci
proteazy PLP® w komorkach zainfekowanych wirusem SARS-CoV-2, co pozwoli na lepsze
zrozumienie jej funkcji.



