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Enzymy proteolityczne, czyli proteazy, odgrywaja kluczowa role w regulacji istotnych
procesow biologicznych poprzez selektywne cigcie wigzan peptydowych w substratach
biatkowych i peptydowych. Sg one wazne w procesach aktywacji i degradacji biatek, trawieniu,
apoptozie i replikacji patogenow. Zte funkcjonowanie proteaz jest zwigzane z wieloma
chorobami, co czyni je waznymi celami dla nowych lekéw. Doktadna identyfikacja miejsc
cigcia substratow jest kluczowa dla zrozumienia selektywnosci enzymu oraz projektowania
nowych inhibitoréw i rozwoju nowych strategii terapeutycznych.

Stosowane obecnie metody obliczeniowe do identyfikacji miejsc ciecia opierajg si¢ gtownie na
danych sekwencyjnych. Chociaz metody te moga by¢ skuteczne, maja tez powazne
ograniczenia, nie uwzgledniajg strukturalnego i dynamicznego kontekstu interakcji enzym-
substrat. W rezultacie nasza wiedza na temat mechanizmow dziatania i selektywnos$ci enzymow
pozostaje niekompletna, a projektowanie terapii ukierunkowanych na proteazy jest utrudnione.

Podczas realizacji projektu powstanie nowa metoda do identyfikacji miejsc cigcia peptydow
przez enzymy, integrujaca modelowanie strukturalne komplekséw enzym-substrat z ocena
struktury wsparta przez algorytmy uczenia maszynowego. Wykorzystamy zaawansowane
narzedzia do przewidywania struktury biatek (np. AlphaFold-Multimer, AlphaFold3) i
symulacje dokowania peptydow przy uzyciu gruboziarnistego modelu CABS. Modele
kompleksow enzym-substrat zostang nastgpnie zoptymalizowane z wykorzystaniem metod
mechaniki i dynamiki molekularnej w celu poprawy ich geometrii.

Opracowana zostanie funkcja oceny przy uzyciu metod uczenia maszynowego, ktéra bedzie
mogla rozr6znia¢ odmienne sposoby wigzania, charakterystyczne dla cietych lub niecigtych
peptydow. Do identyfikacji miejsc cigcia zostang wykorzystane dwie uzupelniajace si¢
strategie: (1) podejscie oparte na strukturze kompleksu, wykorzystujace kryteria geometryczne
opisujgce wzajemne potozenie atomow wigzanego peptydu i aminokwaséw z miejsca
aktywnego enzymu; oraz (2) funkcja oceny wytrenowana w celu rozpoznawania cech
wspolnych dla oddziatywania enzym-peptyd, charakterystycznychdla cietych substratow.

Wstepne badania potwierdzity skuteczno$¢ tego podejscia dla uktadéw enzym-substrat
obejmujacych pepsyne, rening i proteaz¢ HIV-1. W przypadku tych enzymdw miejsca cigcia
tancucha peptydowego wyznaczone z wykorzystaniem metod dokowania gruboziarnistego i
analizy strukturalnej, scisle odpowiadaty danym z eksperymentéw. Ponadto nasze wyniki
wykazaly réwniez, iz cigte i niecigte peptydy posiadaja odmienne sposoby wigzania si¢ do
enzymu, co potwierdza mozliwos¢ wykrzesania metod opartych na uczeniu maszynowym w
tym kontekscie.

Proponowane podejscie jest nowatorskie i odmienne od dotychczas stosowanych metod
opartych wylacznie na sekwencji. Metoda umozliwi przewidywanie miejsc ciecia w bardziej
ztozonych uktadach molekularnych i dostarczy wgladu w mechanizmy rozpoznawania
substratu przez enzym. Ponadto, umozliwi identyfikacje nowych motywow strukturalnych
substratow, wyjasni efekty kooperacji migdzy wieloma resztami aminokwasowymi, oraz
ujawni czynniki konformacyjne wplywajace na specyficzno$¢ enzymatyczng. Poprzez
integracj¢ modelowania strukturalnego, symulacji dokowania, i metod uczenia maszynowego,
projekt ten przyczyni si¢ do postepu w dziedzinie enzymologii obliczeniowej. W rezultacie
powstanie wydajne narzedzie dla badaczy akademickich i przemystu, do identyfikacji miejsc
cigcia substratow peptydowych, wspomagajace projektowanie nowych inhibitorow, co bedzie
rowniez prowadzito do lepszego zrozumieniabiologii proteaz.



