ABSTRAKT

Rhomboidy jsou serinové membranové proteasy, které patii do evolu¢né rozsifené rodiny
rhomboidnich proteinli. Rhomboidy si ve srovnani s klasickymi serinovymi proteasami vyvinuly
odlis$ny katalyticky mechanismus; misto bézn¢ triady (Ser/His/Asp) k proteolyze vyuzivaji pouze
katalytickou dyadu (Ser/His) a jejich aktivni misto se nachazi uvnitf lipidové membrany, coz —
spole¢n¢ s faktem, Ze jsou hydrofobni — komplikuje jejich studium. PfestoZe je znamé jejich
zapojeni v mnoha dulezitych biologickych procesech, stile u vétSiny rhomboidii neni jasny
konkrétni mechanismus, kterym piispivaji k regulaci téchto procesti nebo k patologickym
projeviim souvisejicich onemocnéni (jako napt. malarie, Parkinsonova choroba nebo rakovina).
Pochopeni téchto déju je ztizeno nedostatkem nastroju k jejich studiu jak in vitro, tak in vivo. Ve
své praci uvadim nové fluorogenni substraty zalozené na Forsterove rezonan¢nim pienosu energie
(FRET) aodvozené¢ od sekvence LacYTM?2, které umoznuji Siroké vyuziti pro kontinudalni
sledovani aktivity mnoha rhomboidid in vitro. Modifikacemi v P5-P1 pozicich je mozné zvysit
specifitu substratu k cilovému rhomboidu, zatimco vybér FRET paru fluoroforti absorbujiciho

v ¢ervené oblasti viditelného svétla umoznuje jejich vyuziti pro rychlé testovani knihoven molekul.

Selektivni a uc¢inné inhibitory jsou cennym nastrojem ke studiu molekularnich mechanismu
enzymi, avSak pro rhomboidy zatim zadné takové inhibitory nejsou znamy. Inhibitory vyvinuté
v ramci této prace jsou netoxické, jednoduSe synteticky dostupné a modifikovatelné. Inhibitory
odvozené od N-methylen saccharinu nebo benzoxazin-4-onu sice nejsou dostatecné aktivni pro
biologické aplikace, ale dal$i modifikace by mohly vést ke zvySeni G€innosti. Peptidyl ketoamidy
jsou inhibitory zaloZené¢ na mechanismu interakce rhomboidu se substratem a jsou zatim
nejslibnéj$i skupinou inhibitord rhomboidli. Spojuji peptidovou cast odvozenou od substratu
s ketoamidovou elektrofilni reaktivni skupinou rozsifenou hydrofobnim substituentem. Vysledné
inhibitory jsou uc¢inné, selektivni, kovalentni a reversibilni. Vzhledem k jejich aktivité in vivo pfi
nizkych nanomolarnich koncentracich jsou peptidyl ketoamidy v soucasnosti zdaleka
nejefektivn€j§Simi  inhibitory rhomboidd. Optimalizace peptidové casti a C-koncového

hydrofobniho substituentu umozni navrh selektivnich inhibitort dal§ich ¢lent této rodiny.
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