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Badanie wplywu modyfikacji potranslacyjnych

na aktywno$¢ wybranych enzymoéw proteolitycznych

Modyfikacje potranslacyjne sa odpowiedzialne za kowalencyjne modyfikacje bialek. Zachodza
po procesie translacji i znaczaco poszerzaja repertuar 20 naturalnych aminokwaséw. Wplywaja
W ten sposob na funkcje bialek zmieniajac ich wlasciwosci zaréwno fizyczne jak i chemiczne,
dzigki czemu zwigkszaja rézmorodnogé naturalng proteomu. Jedng z powszechnie
wystepujacych modyfikacji jest przylaczenie nowej grupy funkcyjnej do taficucha bocznego
reszty aminokwasowej, co moze prowadzi¢ do zmiany charakteru chemicznego bialka
i stanowi¢ jego mechanizm regulacyjny chroniacy go przed degradacja za posrednictwem
enzymow  proteolitycznych. Badania prowadzone w ostatnich latach pokazaly,
ze np. fosforylacja reszt aminokwasowych w poblizu miejsca hydrolizy (L-seryny/ L-treoniny)

moze catkowicie wstrzymaé hydrolize substratow przez wybrane kaspazy.

Opis badan whasnych niniejszej pracy doktorskiej mozna podzieli¢ na dwie czesci. Pierwszy
z nich dotyczy! zaprojektowania i syntezy markera chemicznego dedykowanego katepsynie S
zawierajgcego w swojej strukturze reszty aminokwasowe z modyfikacjami potranslacyjnymi.
W tym celu okreslono profile specyficznosei substratowej w pozycji P4-P2° ludzkich katepsyn
B, L, V, S oraz K wykorzystujac zdefiniowang biblioteke P1 oraz hybrydowg kombinatoryczng
biblioteke substratow HyCoSuL (ang. Avbrid combinatorial subsirate library). Obie biblioteki
W swojej strukturze zawieraly oprécz aminokwaséw naturalnych, pule aminokwasow
nienaturalnych, co pozwolilo na dokladniejsze poznanie preferencii kieszeni §4-82° badanych
enzymow. Wyniki otrzymane na podstawie analiz kinetycznych pozwolity na zaprojektowanie
tetrapeptydowych substratow fluorogenicznych, a nastepnie przeksztalcenie optymalnego
substratu w marker chemiczny (ang. activity-based probe). Dla zsyntetyzowanego markera
chemicznego wyznaczono drugorzedowa stala inhibicji (kobs/T) wzgledem wszystkich katepsyn.
Wyniki pokazaly, ze otrzymany zwigzek wykazal wysoka selektywnosé wobec katepsyny S.

W drugiej czesci pracy skupiono sie na analizie wplywu fosforylacji reszt seryny oraz treoniny
W pozycjach P2-P2° na aktywno$¢ kaspazy-3, -7, -8 oraz -6. W tym celu zsyntetyzowano

naturalne sekwencje oraz ich analogi z fosforylowanymi resztami pochodzace z bialek YAP1,



VIME oraz PARP. Na podstawie przeprowadzonych analiz kinetycznych pokazano,
7 kaspaza-3 oraz kaspaza-7 majg zdolnos¢ do hydrolizy sekwencji zawierajace] W pozycji P1
fosforylowang L-seryng (ACC—BADEVpSlGVK(an)D), czego nie obserwuje sie
w przypadku sekwencji z naturalna L-seryna w P1 (ACC-BADEVpSlGVK(an)D). Wynik
ten potwierdzono takze przy wykorzystaniu  chromatografii cieczowe]  sprzezonej
ze spektrometrig mas, co jednoznacznie potwierdzito miejsce hydrolizy substratu. W pracy
pokazano takze, ze hydroliza ta nie wystepuje w przypadku substratu tetrapeptydowego (Ac-
DEVpS-ACC), co wskazuje na istotng role dhugosci sekwencji i odpowiedniego dopasowania

taficucha peptydowego w kieszeniach omawianych kaspaz.

Analiza preferencji substratowych proteaz za pomocq substratow zawierajacych reszty
aminokwasowe z modyfikacjami potranslacyjnymi moze poszerzy¢ nasza wiedz¢ na temat
biologicznych funkeji enzyméw. Zdolnosé do przeprowadzania reakcji hydrolizy takich
substratéw moze pozwoli¢ na okreslenie nowych funkcji enzymow proteolitycznych. Z drugie]
strony obserwacja calkowitego zahamowania hydrolizy moze dostarczy¢ informacji

o mechanizmach regulacyjnych danych substratow w komorkach.



