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»Opracowanie strategii syntezy pochodnych ubikwityny zawierajacych nienaturalne
aminokwasy w celu otrzymania specyficznych i selektywnych narzedzi chemicznych

do badania enzyméw deubikwitynujacych”

Ubikwityna (Ub) jest wystgpuacym u eukariontéw matym biatkiem regulatorowym
zlozonym z 76 reszt aminokwasowych. W procesie ubikwitynacji czasteczka Ub przylaczana
jest kowalencyjnie do biatka substratowego. Modyfikacja ta wplywa m.in. na zalezna
od proteasomu degradacjg biatek, regulacje ekspresji genéw i cyklu komérkowego czy
naprawg DNA. Sygnalizacja zalezna od Ub regulowana jest przez enzymy deubikwitynujace
(DUBSs). Proteazy te hydrolizuja wigzania pomigdzy Ub a biatkami substratowymi. U ludzi
wystepuje blisko 100 réznych DUBs, a dysregulacja aktywno$ci wielu z nich jest zwigzana
z wystgpowaniem nowotworéw, chorob neurodegeneracyjnych czy choréb zakaznych.
Poznanie doktadnej roli enzymoéw deubikwitynujacych w procesach komérkowych jest
utrudnione ze wzgledu na brak selektywnych narzedzi chemicznych do badania tych
enzymow.

Celem projektu byta synteza pochodnych ubikwityny, ktére za sprawa wprowadzenia
nienaturalnych aminokwaséw w obrgbie C-koficowego fragmentu sekwencji peptydowe;,
beda selektywnie rozpoznawane przez ludzki enzym UCH-L3 oraz wirusowy enzym MERS-
CoV PLF®, W pierwszym etapie badan zsyntezowano biblioteke tetrapeptydowych substratow
fluorogenicznych o strukturze ogdlnej Ac-LRXG-ACC, gdzie ,X” to jeden ze 128
naturalnych lub nienaturalnych aminokwaséw. Biblioteka ta zostala uzyta wraz z biblioteka
P4-P3 HyCoSuL do okreslenia profiloéw specyficzno$ci UCH-L3 oraz MERS-CoV PLM™ w
pozycjach P4-P2. Po zbadaniu preferencji substratowych obu proteaz zaprojektowano
tetrapeptydowe substraty fluorogeniczne zawierajace w swoich strukturach reszty
nienaturalnych aminokwasow. Dla substratdw wyznaczono state specyficznosci ki./Ku, a
nastgpnie zbadano ich selektywno$¢ wzgledem badanych DUBs. Sekwencje wybranych
substratow zostaty uzyte do zaprojektowania pochodnych Ub, ktére posiadaty
zmodyfikowany C-kofcowy fragment sekwencji peptydowej. Wykorzystujac technike
syntezy peptydow na podlozu statym (SPPS) oraz strategie ligacja-desulfuryzacija,
zsyntezowano cztery substraty dla DUBs:

1. Ub-ACC — pochodna Ub zawierajgca C-koncows sekwencje LRGG-ACC,

2. Ub.M2-ACC - pochodna Ub dla MERS-CoV PL” zawierajaca C-koncowa sekwencjc
Tle-Phg-Gly-Gly-ACC;



3. Ub.S1-ACC - pochodna Ub dla UCH-L3 zawierajaca C-konicowa sekwencje Cha-
Arg-Abu-Gly-ACC;

4. Ub.S2-ACC - pochodna Ub dla UCH-L3 zawicrajaca C-konficowa sekwencj¢ D-Arg-
Phe(guan)-Ala-Gly-ACC.

Substraty zbadano pod katem selektywnosci wzgledem badanych DUBs oraz wyznaczono dla
nich parametry kinetyczne (Kia, Ky, kia/Kn). Substraty byly selektywnie i specyficznie

rozpoznawane przez badane enzymy.

Nastegpny etap badafn obejmowat synteze markeréw chemicznych o strukturach opartych
na strukturze Ub. Stosujac SPPS oraz strategie ligacja-desulfuryzacja zsyntezowano cztery

biotynylowane markery chemiczne:

1. biot-6-ahx-Ub-VME — pochodna Ub z C-koficowym motywem LRGG-VME,

2. biot-6-ahx-Ub.M2-VME - ABP do badania MERS-CoV PLP® » C-koncowym
motywem Tle-Phg-Gly-Gly-VME;

3. biot-6-ahx-Ub.S1-VME — ABP do badania UCH-L3, zawierajacy C-koncowy motyw
Cha-Arg-Abu-Gly-VME;

4. biot-6-ahx-Ub.S2-VME - ABP do badania UCH-L3, zawierajacy C-konficowy
momtyw D-Arg-Phe(guan)-Ala-Gly-VME.

Scharakteryzowano wiasciwosci inhibitorowe markeréw chemicznych wzgledem MERS-CoV
PL™ oraz UCH-L3. Nastepnie uzyto ABPs do selektywnego wyznakowania badanych DUBs
w lizatach komérkowych. Eksperyment potwierdzit selektywna i czula detekcje UCH-L3 oraz
MERS-CoV PL™ w lizatch z linii A-431, HeLa oraz HEK-293T.

Podsumowujac, wprowadzenie reszt nienaturalnych aminokwaséw w obrebie C-koncowego
fragmentu sekwencji peptydowej Ub skutkuje otrzymaniem wariantéw tego biatka, ktore
sq selektywnie i specyficznie rozpoznawane przez DUBs. Opracowana strategia syntezy
umozliwita otrzymanie selektywnych i specyficznych substratéw oraz markeréw
chemicznych do badania ludzkiego enzymu UCH-L3 oraz wirusowej proteazy MERS-CoV
PL". Hipoteza ta zostala to potwierdzona w badaniach z uzyciem rekombinowanych

enzymow oraz lizatow komérkowych.



