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Streszczenie pracy doktorskiej ,,Zastosowanie naturalnych i nienaturalnych aminokwasow
w  otrzymywaniu aktywnych i specyficznych markerow dla proteaz cysteinowych
I treoninowych”

Kluczowa role¢ w utrzymaniu biatkowej, wewnatrzkomoérkowej homeostazy odgrywa
nielizosomalny uktad ubikwityna — proteasom. Zaburzenia w prawidtowym dziataniu tego
uktadu prowadzg do szeregu patologicznych zmian w organizmie, w tym do nowotworzenia
oraz chorob neurodegeneracyjnych. Jedna ze stosowanych strategii terapeutycznych w
leczeniu chor6b nowotworowych jest inhibicja aktywnosci proteasomu. Badania prowadzone
w wielu o$rodkach naukowych skupiaja si¢ nad poszukiwaniem zwigzkéw chemiczny
selektywnie oddziatywujacych z proteasomem, co pozwoli na lepsze zrozumienie jego
biologicznych funkcji.

Celem pierwszej czgsci pracy doktorskiej byto otrzymanie selektywnych zwigzkoéw
chemicznych do monitorowania aktywnosci trzech podjednostek katalitycznych proteasomu
20S. W pierwszym etapie badan okreslono profil specyficznosci substratowej podjednostek
B proteasomu 20S za pomocg kombinatorycznej biblioteki substratéw fluorogenicznych
zawierajacej naturalne i nienaturalne aminokwasy (HyCoSuL). Nastepnie, w oparciu
0 uzyskane profile specyficznosci substratowej, dla kazdej podjednostki katalitycznej
zaprojektowano i zsyntetyzowano selektywne substraty fluorogeniczne, dla ktorych nastepnie
wyznaczono parametry katalityczne. W ostatnim etapie badan zsyntetyzowano markery
chemiczne zwierajace W swej strukturze specyficzne sekwencje peptydowe, ktorych
selektywno$¢ potwierdzono w badaniach na lizatach komoérkowych.

Druga czg$¢ pracy doktorskiej obejmowala badania proteaz cysteinowych
wykazujacych aktywnos$¢ deubikitynujaca, ktére stanowig alternatywny cel terapeutyczny
uktadu ubikwityna — proteasom. Enzymy deubikwitynujace odpowiedzialne sg za specyficzne
usuwanie ubikwityny z jej bialkowych koniugatow. Celem tej czg$ci pracy bylo
zaprojektowanie i synteza narzedzi chemicznych umozliwiajacych monitorowanie aktywnosci
enzymow deubikwitynujacych na przykladzie proteazy SARS PLpro, ktora stanowi wazny cel
w terapii przeciwwirusowej. Realizacja powyzszego celu obejmowata syntezg
kombinatorycznej biblioteki substratéw zwierajacej naturalne i nienaturalne aminokwasy,
okreslenie profilu specyficzno$ci substratowej SARS PLpro w pozycjach P4 i P3, a nast¢pnie

badania kinetyczne otrzymanych substratow fluorogenicznych. Otrzymano nowe, aktywne



substraty SARS PLpro, a takze specyficzne sekwencje peptydowe, ktore uzyto w syntezie
selektywnych inhibitoréw SARS PLpro.

Proteasom i enzymy deubikwitynujace stanowia wazny cel terapeutyczny w leczeniu
chorob wirusowych, neurodegeneracyjnych oraz nowotwordow. Brakuje jednak specyficznych
narzedzi do badan tej grupy enzymow. Dzigki zastosowaniu kombinatorycznej biblioteki
substratow fluorogenicznych zawierajacej szeroka game nienaturalnych aminokwasow
mozliwe bylo zaprojektowanie specyficznych sekwencji peptydowych dla kazdej
podjednostki katalitycznej proteasomu 20S i SARS PLpro. Wyniki uzyskane w pracy
doktorskiej (selektywne substraty, inhibitory i markery chemiczne) stanowia dobre narzedzie
do badania biologicznych funkcji proteasomu 20S i SARS PLpro, monitorowania ich
aktywnosci
w komorce. Ich uzycie moze przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia roli tych enzymow

w stanach patologicznych.



