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I.  Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu nadajgcego
stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

2010 - 2014, Doktor Nauk Chemicznych, dyscyplina Chemia (z wyréznieniem)

Tytut: Kombinatoryczna synteza bibliotek fluorogenicznych substratéw zawierajgcych
nienaturalne aminokwasy dla proteaz serynowych na przyktadzie ludzkiej neutrofilowej
elastazy

Podmiot nadajqcy stopieri: Politechnika Wroctawska, Wydziat Chemiczny, Grupa Chemii
Bioorganicznej, Wroctaw, Polska

Promotor: prof. dr hab. Marcin Drag (Politechnika Wroctawska, Wroctaw, Polska)

Recenzenci: prof. dr hab. Jan Potempa (Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw, Polska)
oraz prof. dr hab. Krzysztof Jézwik (Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Lublin, Polska)

2005 - 2010, Magister inzynier Biotechnologii, Biotechnologia Farmaceutyczna

Tytut: Synteza inhibitorow ludzkiej neutrofilowej elastazy o strukturze ogdlnej
R-N(H)-Ala"(OAr),

Podmiot nadajqcy stopieri: Politechnika Wroctawska, Wydziat Chemiczny, Grupa Chemii
Medycznej i Mikrobiologii, Wroctaw, Polska

Promotor: dr hab. inz. Marcin Sienczyk (Politechnika Wroctawska, Wroctaw, Polska)

Recenzent: prof. dr hab. Jozef Oleksyszyn (Politechnika Wroctawska, Wroctaw, Polska)

II.  Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych.

Zatrudnienie w krajowych jednostkach:

2020 - trwajace, Adiunkt naukowo-dydaktyczny
Wydziat Chemiczny Politechniki Wroctawskiej, Katedra Chemii Biologicznej
i Bioobrazowania, Wroctaw, Polska



2017 - 2020, Adiunkt naukowo-dydaktyczny
Wydziat Chemiczny Politechniki Wroctawskiej, Grupa Chemii Bioorganicznej, Wroctaw,
Polska

2015 - 2017, Asystent naukowo-dydaktyczny
Wydziat Chemiczny Politechniki Wroctawskiej, Grupa Chemii Bioorganicznej, Wroctaw,
Polska

Zatrudnienie w zagranicznych jednostkach naukowych (wiecej szczegdtow znajduje sie w
zatgczniku nr 5, czesc I, punkt 11).

2016 - 2017, Staz podoktorski w Sanford-Burnham-Prebys Medical Discovery Institute,
La Jolla, Kalifornia, USA, laboratorium prof. Guy Salvesena

02.2015 - 07.2015, Staz podoktorski w Sanford-Burnham-Prebys Medical Discovery
Institute, La Jolla, USA, laboratorium prof. Guy Salvesena. Staz realizowany w ramach
projektu SKILLS wspdtfinansowanego ze S$rodkdéw Unii Europejskiej w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego, ktérego bytam laureatkg w ramach otwartego
konkursu.

03. 2014, Staz na Uniwersytecie w Cambridge, Cambridge, Anglia, laboratorium prof.
Jamesa Huntingtona

Omowienie osiggnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pdzn. zm.). Omdwienie
to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiggnieé, jak i w sposéb
precyzyjny okresla¢ indywidualny wktad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane
osiggniecie jest dzietem wspdtautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania
dorobku z okresu catej kariery zawodowej.

W niniejszym punkcie przedstawiam moje osiggniecie naukowe zatytutowane "Badania
nad aktywnosciq proteaz sygnatowych uktadu odpornosciowego za pomocq narzedzi chemicznych”.
Proteazy uktadu immunologicznego  s3 nie  tylko kluczowymi mediatorami
w prawidtowym funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego, ale takize s zaangazowane
w rozwdj i progresje wielu chorodb, zwitaszcza o podtozu immunologicznym. Dlatego tez na
przestrzeni ostatnich lat mozna zaobserwowad znaczny wzrost zainteresowania tymi enzymami. W
prezentowanej serii powigzanych badan skupitam sie na badaniu siedmiu proteaz: NE, CatG, PR3,
NSP4, GrA i GrB nalezgcych do rodziny proteaz serynowych oraz MALT1 z grupy proteaz
cysteinowych.



Na przedstawione osiggniecie naukowe sktada sie seria powigzanych ze sobq projektéw,
ktorych wyniki zostaty opublikowane w czasopismach z bazy Journal Citation Reports (JCR).
Nalezg do nich:

A. Publikacje, w ktorych jestem pierwszym autorem (kolejnosc chronologiczna):

H1: Kasperkiewicz P, Poreba M, Snipas SJ, Lin SJ, Kirchhofer D, Salvesen GS, Drqg M® Design of
a Selective Substrate and Activity Based Probe for Human Neutrophil Serine Protease 4, PLoS
One 2015, 10, 1.

(IF 3.057; punkty MNiSW: 100 (nr na liscie: 16237); cytowania: 41)

H2: Kasperkiewicz P&, Altman Y, D'Angelo M, Salvesen GSBR, Drqg M®3, A toolbox of fluorescent
probes for parallel imaging reveals uneven location of serine proteases in neutrophils, Journal of
the American Chemical Society 2017, 139, 10115.

(IF 14.357; punkty MINiSW: 200 (nr na liscie: 12814); cytowania: 53)

H3: Kasperkiewicz PR3, Poreba M, Groborz K, Drgg M®3, Emerging challenges in the design of
selective protease substrates, inhibitors and activity-based probes for indistinguishable
proteases, FEBS Journal 2017, 284, 1518.

(IF 4.530; punkty MNIiSW: 100 (nr na liscie: 6528); cytowania: 35)

H4: Kasperkiewicz PBR, Koft S, Janiszewski T, Groborz K, Poreba M, Snipas SJ, Salvesen GS, Drqg
MR, Determination of extended substrate specificity of the MALT1 as a strategy for the design
of potent substrates and activity-based probes, Scientific Reports 2018, 8, 15998.

(IF 4.011; punkty MNIiSW: 140 (nr na liscie: 18277); cytowania: 9)

H5: Kasperkiewicz PR3, Hempel A, Janiszewski T, Koft S, Snipas SJ, Drqg M, Salvesen GSBS,
NETosis Occurs Independently of Neutrophil Serine Proteases, Journal of Biological
Chemistry 2020, 1.

(IF 4.238; punkty MNIiSW: 100 (nr na liscie: 10303); cytowania: 8)

B. Publikacje, w ktdrych jestem kierownikiem projektu (kolejnos¢ chronologiczna):

H6: Kasperkiewicz PR3, Peptidyl Activity-Based Probes for Imaging Serine Proteases, Frontiers in
Chemistry 2021.
(IF 3.994; punkty MNIiSW: 100 (nr na liscie: 6833); cytowania: 2)

H7: Janiszewski T, Kott S, Kaiserman D, Snipas SJ, Li S, Kulbacka J, Saczko J, Bovenschen N,
Salvesen GS, Drgg M, Bird P, Kasperkiewicz PBR, Noninvasive optical detection of granzyme B
from natural killer cells with enzyme-activated fluorogenic probes, Journal of Biological
Chemistry 2020, 1.

(IF 4.238; punkty MNiSW: 100 (nr na liscie: 10303); cytowania: 10)
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H8: Koft S, Janiszewski T, Kaiserman D, Modrzycka S, Snipas SJ, Salvesen GS, Drqg M, Bird P,
Kasperkiewicz PB3, Detection of Active Granzyme A in NK92 Cells with Fluorescent Activity-Based
Probe, Journal of Medicinal Chemistry 2020.

(IF 7.446; punkty MNISW: 200 (nr na liscie: 11838); cytowania: 5)

C. Publikacje uzupetniajgce

S$1-S6 Warto zauwazy¢, ze jestem rowniez wspotautorka innych publikacji naukowych z bazy
JCR, ktorych tematyka jest zwigzana z tematyka osiggniecia naukowego prezentowanego
w niniejszej rozprawie habilitacyjnej, jednakze z uwagi na mdj znacznie mniejszy udziat,
stanowig one jedynie uzupetnienie do niniejszej rozprawy, a ich wykaz znajduje sie
w zatgczniku , Wykaz osiggnie¢ naukowych lub artystycznych, stanowigcy znaczny wktad
w rozwdj okreslonej dyscypliny” i s3 to manuskrypty S1-S6.

* |F podano zgodnie z rokiem wydania.

** Punkty MNiSW podano wedfug najnowszego wykazu MNiSW z dnia 1 grudnia 2021 r.
*** Cytowania na podstawie bazy Scopus z dnia 01 czerwca 2022 r.

& Autor korespondencyjny

D. Finansowanie badan

Badania po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora byty finansowane z funduszy
wymienionych ponizej, uzyskanych na drodze otwartych konkurséw:

Grant Preludium, Narodowe Centrum Nauki: “Optymalizacja struktury inhibitora
parakaspazy MALT1”, 2014-2016. Rola w projekcie: Kierownik Projektu.
Finansowanie wsparto badania prezentowane w publikacjach H3 oraz H4.

Grant Homing, Fundacja na Rzecz Nauki Polskiej: “Nowe metody obrazowania
proteaz serynowych zaangazowanych w indukowang smier¢ komorki” 2017-2019.
Rola w projekcie: Kierownik Projektu. Finansowanie wsparto badania prezentowane
w publikacjach H7 oraz H8.

Grant TEAM-NET, Fundacja na rzecz Nauki Polskiej: , Wyleczymy neutropenie (FIX-NET):
wykorzystanie identyfikacji zaburzen funkcji proteaz granulocytow obojetnochfonnych
jako nowych mozliwosci diagnostycznych i terapeutycznych”, 2019 — 2023. Kierownicy
projektu: prof. dr hab. Wojciech Mtynarski (Uniwersytet Medyczny w todzi), prof. dr hab.
Marcin Drag (Politechnika Wroctawska, Wroctaw) oraz prof. dr hab. Jan Potempa
(Uniwersytet Jagiellonski, Krakow). Rola w projekcie: Mtodszy lider zespotu.
Finansowanie wsparto badania prezentowane w publikacji H6.



Grant RO1, NIH, Kierownik projektu: prof. Guy Salvesen. Bytam zaangazowana w
projekt w okresie 01.2016-06.2017, bez wynagrodzenia. Rola w projekcie:
wykonawca. Finansowanie wsparto badania prezentowane w publikacjach H2
(GM099040) oraz H5 (GM99040 oraz P30CA30199).

Grant Harmonia 6, Narodowe Centrum Nauki: “Badania nad selektywnymi
markerami do obrazowania aktywnych proteaz serynowych w neutrofilach”; 2015-
2018. Kierownik projektu: prof. dr hab. Marcin Drag. Rola w projekcie: wykonawca.
Finansowanie wsparto badania prezentowane w publikacjach H1, H2, H3 oraz H5.

SKILLS, projekt SKILLS wspdtfinansowany ze s$rodkdw Unii Europejskiej w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego (Program Operacyjny Kapitat Ludzki, Priorytet IV,
Szkolnictwo wyzsze i nauka, Dziatanie 4.2. Rozwdj kwalifikacji kadr sfery B+R
i wzrost Swiadomosci znaczenia nauki dla wzrostu gospodarczego). Rola w projekcie:
kierownik projektu. Finansowanie wsparto badania prezentowane w publikacji H1.

E. Inne granty otrzymane po uzyskaniu stopnia doktora

Sonata, Narodowe Centrum Nauki: “Wygaszony marker chemiczny jako narzedzie do
obrazowania aktywnej osteoklastycznej katepsyny K”, 2016-2019.

Grant Opus 20, Narodowe Centrum Nauki: “Badanie funkcji granzymu A w neutrofilach
z wykorzystaniem indukowanych pluripotencjalnych komadrek macierzystych”, 2021-
2023.

Grant Sonata-Bis, Narodowe Centrum Nauki, “Heterogenicznos¢ neutrofili zalezna
od proteaz serynowych”, 2020-2025.

F. Parametry prezentowanego osiggniecia naukowego:

Impact Punkty Cytowania Bez
Factor* MNISW** Fkk autocytowan
Prace H1-H8 42,814 900 163 138
Prace S1-S19 136,705 2430 453 389
Razem po uzyskaniu stopnia doktora 179,519 3330 616 527
Razem przed uzyskaniem stopnia 31,06 650 286 247
doktora (D1-D7)
tACZNIE 210,259 3980 910 774

* |F podano zgodnie z rokiem wydania. ** Punkty MNiSW podano wedtug najnowszego wykazu MNiSW
z dnia 1 grudnia 2021 r. *** Cytowania na podstawie bazy Scopus z dnia 01 czerwca 2022 r.

Indeks Hirscha 17



G. Opis osiggniecia naukowego zaprezentowanego w serii powigzanych ze sobq
projektow (H1-H8)

Wstep teoretyczny

Uktad immunologiczny

Nieustannie jesteSmy narazeni na ekspozycje i kontakt z patogenami, takimi jak wirusy, bakterie
i pasozyty. W laboratorium rosng one i namnazajg sie niezwykle szybko, podczas gdy w naszym
organizmie majg one utrudnione zadanie, ze wzgledu na obecnos$¢ dwdch gtdwnych linii obrony
zwanych wrodzonym i nabytym ukfadem odpornosciowym. Po rozpoznaniu charakterystycznych
czasteczek obcych uktad odpornosciowy przystepuje do ich neutralizacji lub eliminacjil.

Uktad immunologiczny, wystepujacy u wiekszosci organizmow zywych, to bardzo ztozony
system sktadajgcy sie z réznych czasteczek i komdrek. Do najwazniejszych czagsteczek uktadu
odpornosciowego zalicza sie receptory, immunoglobuliny i cytokiny, a wsrdéd komodrek petnigcych
najbardziej istotne funkcje wyrdznia sie limofocyty B, lifocyty T, komorki fagocytujace oraz komorki,
ktére prezentujg antygen limfocytom T. Komérki uktadu odpornosciowego posiadajg zdolnos¢ syntezy
licznych przeciwciat i receptoréw komorek T (TCR), wsrdod ktérych do najwazniejszych i najlepiej
zbadanych zalicza sie toll-podobne receptory (TLRs) (ang. Toll-like receptors), ktérych u ludzi
zidentyfikowano ponad dziesie¢, a takze receptory wigzgce wzorce (ang. pattern recognition receptors,
PRR), uruchamiajgce sygnat poprzez inicjacje reakcji odpornosciowej. PRR wigzg charakterystyczne
czagsteczki, zwane wzorcami molekularnymi zwigzanymi z patogenami (ang. pathogen associated
molecular patterns - PAMP), wystepujgcymi wytgcznie w patogenach, dlatego fatwo sg one
rozpoznawane i wigzane przez komorki uktadu odpornosciowego zainfekowanego organizmu.

Do obrony gospodarza uktad odpornosciowy wykorzystuje szerokg game leukocytéw, ktérych
W naszym organizmie jest okofo 1 x 102, Komdrki te stosujg rézne techniki eliminacji drobnoustrojow,
wsrod ktérych wyrdzni¢ mozna obecnosé lub produkcje cytotoksycznych molekut takich jak reaktywne
formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), toksyczne peptydy czy enzymy np. proteazy (Rys.1). Do
leukocytéw wrodzonego uktadu odpornosciowego nalezg komaérki zerne (fagocyty), gtéwnie makrofagi,
neutrofile (ang. polymorphonuclear leukocytes, PMNs)) i komorki dendrytyczne (DCs), ktore stuzg jako
pierwsza linia obrony przeciwko patogenom. Komarki zerne eliminujg patogeny na drodze fagocytozy,
w czasie ktorej patogeny sg wchtaniane do wnetrza komaérki tworzgc tzw. fagosom. Nastepnie fagosom
taczy sie z lizosomem, tworzac fagolizosom (Rys. 1). Lizosomy sg bogate w aktywne proteolitycznie
enzymy, przyktadowo neutrofilowe serynowe proteazy (NSPs) sg przechowywane w ziarnistosciach
azurofilnych neutrofiléw?ulatwiajace destrukcje patogendéw. Eliminacja patogendéw nie jest trywialna
i czesto wymaga zastosowania kilku strategii jednoczesnie np. aktywnosci enzyméw proteolitycznych
oraz produkcji ROS.

Ze wzgledu nato, ze jedng z bardziej istotnych i zaawansowanych strategii eliminacji patogenow
jest wykorzystanie proteaz, sg one przedmiotem zainteresowania niniejszej pracy habilitacyjnej (Rys. 1),
w ktdrej najwiecej uwagi poswiecitam na badania oraz opis proteaz znajdujacych sie w wybranych



komorkach zernych: neutrofilach, makrofagach, komdérkach NK (naturalni zabdjcy, ang. natural killer)
i komérkach CLT (cytotoksyczne limfocyty T, ang. cytotoxic T lymphocyte).

Neutrofile to tzw. granulocyty obojetnochtonne, ktére stanowig ponad potowe biatych krwinek,
krazacych w krwiobiegu m.in. w poszukiwaniu patogendw. Charakterystyczng cechg tych komadrek jest
ich wieloptatowe, posegmentowane jadro, dlatego tez czesto nazywane sg one leukocytami
wielojadrzastymi. PMNs rdéznicujg sie z progenitora promielocytow i sg komarkami terminalnymi, co
oznacza, ze nie majg zdolnosci do namnazania sie, a po osiggnieciu dojrzatej formy obumierajg w ciggu
kilkunastu godzin. Podczas infekcji PMNs ulegajg wynaczynieniu (diapedezie), czyli migrujg z naczyn
krwionos$nych do srodowiska zapalnego pod wptywem czynnikdéw wabigcych, tzw. chemoatraktantéw.
Neutrofile sg jednymi z pierwszych komdrek, ktére docierajg do ognisk zapalnych, dlatego stanowig
jeden z najbardziej istotnych elementéw wrodzonego uktadu odpornosciowego. W celu obrony
organizmu, nie tylko usuwajg one patogeny w procesie fagocytozy, ale takze w procesie degranulacji,
w czasie ktérego uwalniajg/wyrzucajg toksyczne dla patogendw sktadniki takie jak ROS, serynowe
proteazy (NSPs), defensyny i wiele innych®“. Bardzo ciekawg i ztozong forma obrony organizmu przed
patogenami stosowang przez PMNs jest tzw. NEToza, odkryta w 2004, charakteryzujgca sie tworzeniem
tzw. putapek zewngtrzkomorkowych, utworzonych z taricuchéw jagdrowego lub mitochondrialnego DNA
(ang. neutrophil extracellular traps - NETs)> (Rys. 1). NETs maja za zadanie tapanie i zatrzymywanie
bakterii w celu ich neutralizacji. Co ciekawe ostanie doniesienia wykazujg, ze NETs mogg stuzy¢ jako
platformy do aktywacji cytokin®. Zjawisko netozy zostato opisane jako charakterystyczne dla neutrofili,
jednak wykazano, ze réowniez inne komorki (komérki tuczne, eozynofile, komérki NK) sg zdolne do
wydzielania komorkowego DNA i tworzenia zewnatrzkomorkowe;j sieci, jednak jak dotad nie zostato to
jeszcze do korica wyjasnione’. Neutrofile, ktére ulegty netozie tracg swojg funkcjonalno$¢, dlatego
proces ten jest jednocze$nie uwazany za $mier¢ komorki> 8. Oprécz pozytywnych funkcji jakie petnig
PMNs, sg one infiltrowane do mikrosrodowiska nowotworowego, gdzie poprzez wydzielanie chemokin
i cytokin mogg promowac wzrost guzéw. Co wiecej, PMNs rekrutujg inne komarki do mikrosrodowiska
guza, promuja angiogeneze, a takze biorg udziat w supresji immunologicznej*# 1,

Innymi  komdrkami fagocytujgcymi  uktadu immunologicznego s3 makrofagi, ktére
w przeciwienstwie do neutrofili obecnych gtéwnie we krwi obwodowej, wystepujg przede wszystkim
w tkankach. Podstawowa funkcjg makrofagdw jest fagocytoza patogendw, komdrek nowotworowych,
a takze resztek komdrkowych tzw. gruzu komdrkowego oraz ich neutralizacja. Makrofagi rozpoznaja
patogeny dzieki systemowi receptoréw rozpoznawczych, w tym TLRs, wigzacych sie specyficznie
z okreslonymi czynnikami chorobotwdrczymi. Sg to komodrki wszechstronne, wywodzgce sie
z monocytéw krwi, wykazujgce nie tylko odmienne cechy fenotypowe (morfologiczne) w obrebie
roznych tkanek, ale rowniez wykazujgce heterogennosc funkcjonalng w zaleznosci od ich lokalizacji. Pod
wzgledem specjalizacji, makrofagi rozpoznajg rdznorodne patogeny, produkujg rézne ilosci cytokin,
takich jak interleukina-6 (IL-6), IL-1, oraz wytwarzajg ROS' > (Rys. 1). Doskonatym przyktadem sg
makrofagi  rezydujagce w  watrobie, nazywane komoérkami  Kupfera oraz rezydujgce
w kosciach, nazywane osteoklastami'!. Oba typy majg wyraznie odmienng morfologie, poniewaz
osteoklasty sg olbrzymimi, wielojgdrowymi komadrkami, charakteryzujgcymi sie pofatdowang granica,
podczas gdy komorki Kupffera majg ksztatt ameboidalny i zawierajg mikrowypustki, pseudopodia
i lamellipodia. Réznig sie one takze funkcja, gdyz komarki Kupffera inicjujg odpowiedZ immunologiczng,
ale takze biorg udziat w przebudowie tkanki watrobowej, a osteoklasty sg zaangazowane w przebudowe
tkanki kostnej'!. Makrofagi odgrywaja wazna role we wrodzonym uktadzie odpornosciowym, gdyz petnig



role w prezentacji antygendw komadrkom T i uwalnianiu cytokin, co prowadzi do aktywacji innych

komorek, w tym komdrek adaptacyjnego uktadu odpornosciowego® 4.

Fagocytoza Intearkcje EToza
(neutrofile, miedzykomérkowe (neutrofile, makrofagi,
makrofagi) i aktywacja komorki tuczne, eozynofile)

)U ‘ komorek

Degranulacja Aktywacja receptoréw Wydzielenie cytokin Wydzielenie przeciwciat

(komorki tuczne,
neutrofile, eozynofile, p
)
e © ® \ Y/
0’0 o @g° y =N /E
0'0:0 3
°% o 4 3

Miejsce zapalne

Rysunek 1. Strategie wykorzystywane przez komorki uktadu odpornosciowego do obrony gospodarza
obejmujqg fagocytoze, interakcje miedzy komorkami, EToze, degranulacje, aktywacje receptordw,
uwalnianie cytokin i przeciwciat. Stworzono przy pomocy programu Biorender.

Gtownymi komérkami adaptacyjnego uktadu odpornosciowego sg limfocyty B i T, ktére reaguja
na patogeny i petnig funkcje efektorowe. Wszystkie one wywodzg sie z tej samej co neutrofile
i makrofagi komorki progenitorowej w szpiku kostnym zwanej wielopotencjalng krwiotwdrczg komarka
macierzysta'®. Gtéwnga funkcja limfocytéw B jest rozpoznawanie antygendw i produkcja przeciwciat
(immunoglobulin), ktére sg prezentowane na powierzchni limfocytéw B (w formie zwigzanej z komérka)
jako receptory wigzace antygeny (receptory limfocytéow B, BCR — ang. B cell receptors) oraz w postaci
niezwigzanej w ptynach ustrojowych. Zaréwno immunoglobuliny zwigzane jak i wolne wigzg sie swoiscie
z antygenem prowadzac do tzw. odpowiedzi typu humoralnego. Warto wspomnie¢, ze odpowied?
swoista jest bardzo precyzyjna, jednak aby do niej doszto potrzeba duzo wiecej czasu niz w przypadku
odpowiedzi nieswoistej (m.in. komarki zerne, uktad dopetniacza), w ktérej komaorki sg nieselektywnie,
ale za to szybko eliminujg patogeny.

Limfocyty T stanowig niejednorodng populacje, wsréd ktorej mozna wyrdzni¢ cytotoksyczne
limfocyty (CTL lub Tc ang. cytotoxic lymphocyte T), limfocyty T pomocnicze (Th) i limfocyty T
regulatorowe/supresorowe (Treg). Funkcjg komdrek Th jest interakcja z komodrkami B i ich aktywacja,
podczas gdy komorki CLT poszukujg peptyddéw zwigzanych z MHC i niszczg komérki prezentujgce obce
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peptydy, co bezposrednio prowadzi do zniszczenia patogenu poprzez uwolnienie ziarnistosci
cytotoksycznych i aktywacje TNF?°. Wiekszo$¢ limfocytéw T odpowiada na antygeny zwigzane
z czgsteczkami MHC. Przyktadowo komérki B prezentujg MHC Il (na swojej powierzchni), aby umozliwic¢
wigzanie sie z pomocniczymi komodrkami T, dzieki czemu mogg one uwalniaé limfokiny?!.
Zapoczatkowuje to mitoze i jest sygnatem dla limfocytow B, ktdre jednoczesnie réznicujg sie w komaorki
plazmatyczne i wytwarzajg przeciwciata specyficzne dla prezentowanego antygenu.

Ostatnimi komodrkami uktadu immunologicznego, opisanymi w tej pracy sg komorki
dendrytyczne (DCs), ktére nazwano tak z powodu ich dtugich wypustek przypominjgcych drzewo.
Podobnie jak makrofagi, z ktérymi DCs dzielg wiele funkcji, nalezg one do komdrek zernych. Tak jak wiele
innych komdrek uktadu odpornosciowego, DCs sg komodrkami mieloidalnymi i pochodzg ze szpiku
kostnego, ale tez moze dojs¢ do ich rdznicowania z monocytdw, w obecnosci IL-4 i czynnika
stymulujgcego tworzenie kolonii makrofagdw (GM-CSF). Ze szpiku kostnego komérki DC sg przenoszone
do niemalze wszystkich tkanek wiekszosci narzgdéw. Co istotne, w odpowiedzi na odpowiednie
chemokiny, komérki DC przedostajg sie do miejsc zaatakowanych przez patogeny. DCs odgrywaja
kluczowg role w adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej i sg bardzo waznymi komodrkami
prezentujgcymi antygen, petnigcymi role tzw. ,policjantdw”. Po wychwyceniu antygenu, komorki DC
pokonujg trase naczyniami limfatycznymi do weztéw limfatycznych, gdzie prezentujg antygen
limfocytom T. Komorki te, podobnie jak makrofagi, stanowig heterogenng populacje rdznigca sie
funkcjami. Odrézni¢ mozna gtownie komérki dendrytyczne plazmocytoidalne (niekonwencjonalne)
i komérki mieloidalne (konwencjonalne), ktére rdznig sie wydzielanymi sktadnikami. Pierwsze z nich
egzocytujg duze ilosci interferonow typu | (INF- o, -B), podczas gdy drugie duzg ilos¢ IL-12, a co wiecej
petnig funkcje aktywatoréw limfocytéw Th1%2. Ponadto, wszystkie DC hydrolizujg biatka do peptyddw,
ktére sg prezentowane w MHC, a nastepnie rozpoznawane przez limfocyty Th, ale m.in. lokalizacja, szlaki
migracyjne, odpowiedz na infekcje sg rézne dla poszczegdlnych DCs?.

Pomimo pozornego podziatu uktadu immunologicznego na wrodzony i adaptacyjny, sg one ze
sobg $cisle powigzane. Na przyktad, liczba neutrofili produkowanych w szpiku kostnym jest
kontrolowana przez stezenie IL-23. Produkcja IL-23 jest pod samokontrolg makrofagdw i zalezy od ilosci
zneutralizowanych neutrofili apoptotycznych. 1L-23 stymuluje regulatorowe limfocyty T do produkcji
IL-17A, ktéra z kolei wptywa na produkcje czynnika stymulujgcego tworzenie kolonii granulocytéw
(G-CSF), odpowiedzialnego za uwalnianie neutrofili**. Innym przyktadem powigzania miedzy tymi
dwoma uktadami odpornosciowymi sg DCs, ktore posiadajg duzg powierzchnie dzieki swojemu
dendrytycznemu ksztattowi i umozliwiajg kontakt z wieloma otaczajgcymi je komodrkami,

w tym NK, neutrofilami, limfocytami T itd., ale gtéwnie prezentujg antygeny dla limfocytéw T%3 2526,

Zarowno wrodzony jak i nabyty ukfad odpornosciowy, tagczy wspdlny cel: ochrona gospodarza
przed patogenami czy komdrkami nowotworowymi, ale takze usuniecie resztek komorek i starych
komorek. Uktady te sg bardzo ztozone i wymagajg prawidtowego szlaku przekazywania sygnatéw,
zaleznego od wielu zdarzen a ich nieprawidtowe funkcjonowanie skutkuje chorobami zapalnymi lub
autoimmunologicznymi?” 2. Ostatnie badania nad wzajemnym oddziatywaniem miedzy nowotworami
a uktadem odpornosciowym wykazaty, ze ukfad immunologiczny jest zaangazowany nie tylko
w progresje nowotworu, ale takze w jego rozwéj?°. Ponadto nieprawidtowosci w funkcjonowaniu uktadu
odpornosciowego stwierdzono w wielu innych chorobach, w tym w neutropenii i AIDS, a w chorobach
autoimmunologicznych, takich jak reumatoidalne zapalenie stawdw, tuszczyca i zapalenie tarczycy
Hashimoto, wykazano nadaktywno$é uktadu odpornosciowego?”- 8. Co ciekawe, z tymi chorobami byta
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rowniez zwigzana aktywnos$¢ enzymdw proteolitycznych jako efektorow w komdrkach uktadu
odpornosciowego wskazujgc na duze znaczenie tych enzymow. Ponadto, proteazy odgrywajg wiele
funkcji regulacyjnych w uktadzie odpornosciowym, co widac na przyktadzie udziatu NSPs w uwalnianiu
cytokin®®,

Enzymy proteolityczne uktadu odpornosciowego

Enzymy proteolityczne (proteazy, proteinazy) petnig liczne funkcje we wrodzonym
i adaptacyjnym ukfadzie odpornosciowym, zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak
i patofizjologicznych, dlatego tez uwazane sg za kluczowe czynniki podczas badan nad uktadem
immunologicznym. Pierwsze proteazy ukfadu odpornosciowego zostaty opisane kilka dekad temu,
a jedna z nich jest odkryta w 1968 roku przez Janoffa i Scherera elastaza ludzkich neutrofilow?°.
Wykazano, ze okoto 3% ludzkiego genomu kodujgcego biatka sktada sie z gendw kodujgcych 700
pojedynczych proteaz®'. W zaleznosci od ich specyficznosci, enzymy te katalizujg reakcje rozktadu
substratow biatkowych i peptydowych na mniejsze fragmenty poprzez hydrolize jednego lub wielu
wigzan amidowych biatka i tworzenie krétszych peptydéw lub pojedynczych aminokwasow, ktére zwykle
petnig funkcje efektorowe w uktadzie odpornosciowym. Proteazy sg bardzo réznorodne i moga
funkcjonowaé w szerokim zakresie warunkdw, w tym w niskim i wysokim pH, w szerokim zakresie
temperatur, w $Srodowisku redukujgcym lub utleniajgcym. Sg one klasyfikowane w prosty sposob
zazwyczaj na podstawie miejsca hydrolizy: egzopeptydazy hydrolizujg wigzanie peptydowe na N-koricu
(aminopeptydazy) lub C-koncu (karboksypeptydazy) peptydu, podczas gdy endopeptydazy hydrolizujg
wigzania amidowe wewnatrz struktury peptydu®!. Zazwyczaj aminopeptydazy hydrolizujg jeden lub dwa
aminokwasy, podczas gdy karboksypeptydazy prowadzg do odtgczenia dtuzszych peptydow.
W uktadzie odpornosciowym egzopeptydazy sg czesto proteazami sygnatowymi, ktére aktywujg inne
enzymy, zwtaszcza endoproteazy, a doskonatym przyktadem jest katepsyna C (CatC), ktéra aktywuje
NSPs* 31,

W innym powszechnie stosowanym podziale proteazy sg rozrdznione na podstawie ich
mechanizmu katalitycznego i katalitycznej reszty aminokwasowej znajdujacej sie w miejscu aktywnym
enzymu proteolitycznego lub na podstawie ich zapotrzebowania na jon metalu w procesie katalizy
dzielgc proteazy na asparaginowe, cysteinowe, serynowe i treoninowe - metaloproteazy??.

Proteazy odgrywajg wazng role nie tylko w odpowiedzi immunologicznej i obronie gospodarza
przed patogenami, ale takze w $Smierci i proliferacji komarek, replikacji DNA i przebudowie tkanek. Co
ciekawe, jedno biatko moze by¢ przetwarzane przez wiele proteaz, prowadzac do innych efektéw, jak to
ma miejsce w przypadku Gasderminy D (GSDMD). Hydroliza GSDMD prowadzi do powstania krétszego
peptydu z nowym N-koricem (N-GSDMD). W zaleznosci od miejsca hydrolizy GSDMD, powstaty lityczny
N-GSDMD moze prowadzi¢ do apoptozy lub pyroptozy*?. Co wiecej, hydroliza GSDMD okazata sie takze
kluczowa w indukcji NETozy, strategii eliminacji patogendw i formy $mierci komdrkowe] neutrofili.
Wykazano, ze ta subtelna zmiana funkcji N-GSDMD zalezy od miejsca hydrolizy proteaz, a to z kolei jest
zalezne od indukcji komdrek posiadajgcych te proteazy. Hydroliza GSDMD to jeden z wielu przyktadéw
tego, jak rozszczepienie jednego biatka w innych miejscach prowadzi do rdzinych odpowiedzi
komodrkowych i do $mierci z wykorzystaniem kilku mechanizméw: apoptozy, pyroptozy, nekrozy
i NETozy3** (Rys. 2).

Wiekszos¢ proteaz w uktadzie odpornosciowym charakteryzuje sie szybkim dziataniem i duzg
aktywnoscig w przeprowadzaniu nieodwracalnej proteolizy, dlatego ich stezenie i aktywnos¢ jest scisle
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regulowana na kilku poziomach. Po pierwsze, proteazy sg regulowane juz na etapie transkrypcji
i translacji gendw. Na przyktad, w warunkach fizjologicznych obserwujemy inny poziom ekspresji
neutrofilowej elastazy (NE) i neutrofilowej serynowej proteinazy 4 (NSP4). Ponadto, wiele proteaz jest
syntetyzowanych jako nieaktywne zymogeny i sg one aktywowane, zwykle przez hydrolize
N-koncowego fragmentu, jak w przypadku NSPs, ktére sg aktywowane przez usuniecie dtuzszego
N-koncowego propeptydu, a nastepnie hydrolize prodipeptydu przez katepsyne C. Gdy powyzsze
systemy zawodzg, nadmiernej aktywnosci proteaz zapobiegajg endogenne inhibitory. Klasycznym
przyktadem takich inhibitorow sg serpiny (inhibitory proteaz serynowych), takie jak antytrombina, ktéra
hamuje aktywnosc¢ proteaz serynowych lub regulatory allosteryczne takie jak czynnik Vlla, ktéry odgrywa
role kofaktora.

P
)
c’:\; )
—o e

_komérka uktadu o zhydrolizowane
immunologicznego biatko

NEToza . =

nekroza

Rysunek 2. Komorki uktadu odpornosciowego umierajq na rozne sposoby w kaskadach reakcji, w ktore
zaangazowane sq proteazy. Na schemacie przedstawiono rodzaje Smierci komorek uktadu
odpornosciowego indukowane przez serynowe lub cysteinowe proteazy. Rysunek utworzony przy uzyciu
Biorender.com.

Gtownymi enzymami znajdujgcymi sie w neutrofilach sg proteazy serynowe z grupy NSPs, wsrdd
ktérych wyrdznia sie NE, katepsyne G (CatG), proteinaze 3 (PR3) i NSP4, ale takze granzymy A i B (GrA
i GrB), ktore petnig kluczowe funkcje efektorowe w tych komdrkach? 3. Enzymy te hydrolizujg liczne

23536 3 takze immunosupres;ji®”

substraty, co prowadzi do destrukcji patogendw, aktywacji receptorow
39 Na przyktad stwierdzono, ze NE jest zaangazowana w proces tworzenia putapek neutrofilowych
(NETs, ang. Neutrophil Extracellular Traps), czyli uwalnianiu DNA i tworzeniu struktury przypominajgcej
pajeczyne, ktdra zatrzymuje bakterie, ograniczajgc ich rozprzestrzenianie. Inne funkcje poszczegdlnych
NSP w uktadzie odpornosciowym to regulacja aktywnosci cytokin (TNF-a, IL-1B)*°, chemokin (IL-8)%,
receptorow komadrkowych i czynnikdéw wzrostu (progranulina)®® 42 Badania przeprowadzone przez
Fu i wspotpracownikéw wykazaty, ze 90% badanych chemokin i cytokin jest hydrolizowanych przez NSPs,
w tym NE, CatG i PR3*. Hydroliza interleukin prowadzi do wzmocnienia lub zniesienia ich funkcji jako
mediatoréw*. Co wiecej, niedawno aktywnos$¢ dwdch NSPs: NE i CatG zostata powigzana z pyroptoza,
zapalng $miercig komorek, poprzez hydrolize GSDMD 3% **. Ponadto poprzez proteolize biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej, a takze hydrolize czgsteczek adhezyjnych niezbednych do transmigracji, NSPs

petnig role w migracji neutrofiléw przez komarki $srodbtonka®. Rola NE w migracji neutrofiléw polega na
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hydrolizie molekuty adhezyjnej C z grupy JAM (ang. junctional adhesion molecule C, JAM-C)*¢*’_ Ponadto
NSPs wykazujg aktywnosé proteolityczng wobec receptoréw sprzezonych z biatkami G, co pozwala na
wykrycie gradientéw chemokin lub innych chemoatraktantéw powstajgcych w wyniku uszkodzenia
tkanek lub obecnosci patogennych mediatoréow migracji neutrofili. Co wazne, NSPs biorg udziat
w eliminacji nadmiaru neutrofiléw w procesie zwanym efferocytoza?®.

osteoklast

Td = N

stan zapalny

neutrofil

Catk  Nsp4

makrofag =

\ O/ komarka B

komadrka NK

Rysunek 3. Wybrane komarki uktadu odpornosciowego posiadajgce niektdre proteazy z rodziny proteaz
serynowych (NE, CatG, PR3, NSP4, GrA i GrB) i cysteinowych (MALT1), ktérych badania zostaty opisane
W niniejszej rozprawie habilitacyjnej. Rysunek utworzony za pomocqg programu BioRender.com.

Granzymy stanowig bardzo ciekawa grupe proteaz systemu immunologicznego. Sg one waznymi
enzymami ekspresjonowanymi i funkcjonujgcymi w komdrkach odpornosci wrodzonej, w tym PMNs
i NKs. Ponadto ich aktywnos$¢ wykazano rowniez w komadrkach adaptacyjnego uktadu odpornosciowego,
w tym CTLs i limfocytach B. W odpowiedzi na stymulacje, na przyktad patogenem, komérki NK lub T
uwalniajg granulki cytotoksyczne zawierajgce m.in. GrB. Mechanizm dostarczania GrB do komdrek
docelowych nie jest do korica poznany, ale najprawdopodobniej enzym ten jest dostarczany przez pory.
Pory te sg tworzone przez perforyny, ktére sg glikoproteinami obecnymi w ziarnistoSciach
cytotoksycznych NK i CTL (gtéwnie CD8*, ale takze CD4%)*®. Rozpoznanie patogenu prowadzi do
polaryzacji i degranulacji komadrek efektorowych. Uwolnione perforyny polimeryzuja w obecnosci jonéw

Ca’*itworza pory btonowe o $rednicy 10-14 nm, umozliwiajgce transport czynnikéw cytotoksycznych*®
50

Po pokonaniu przez GrB bariery btony komodrkowej komdrki docelowej enzym ten jest
transportowany do jadra komdrkowego, gdzie uczestniczy w apoptozie atakowanej komérki, zaréwno
na drodze zaleznej od kaspaz, poprzez aktywacje kaspazy-3 (casp-3), jak i na drodze niezaleznej od
kaspaz poprzez hydrolize laminy B lub substratow casp-3, w tym ICAM i Bid®>® (Tab. 1).
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W przeciwienstwie do GrB, GrA petni role w indukowaniu apoptozy jedynie w sposéb niezalezny
od kaspaz. Po translokacji GrA do jadra komdrkowego kompleks SET ulega hydrolizie, co prowadzi
do fragmentacji DNA w wyniku kaskady reakcji. Kaskada ta obejmuje trawienie inhibitora endonukleazy
NM23-H1, hydrolize biatka HMGB2 (ang. high mobility group protein B2), endonukleazy apurynowej-1
(Apel), Ku70i polimerazy poli(ADP-rybozy)-1 (PARP-1)>*°. GrA wyzwala nie tylko apoptoze, ale rowniez
pyroptoze poprzez hydrolize gazderminy B (GSDMB)*® >/, Podczas zapalenia GrA nasila odpowiedz
immunologiczng poprzez hydrolize propeptydu IL-1B i aktywacje makrofagéow do wydzielania cytokin
IL-1B, IL-6, IL-8 i TNF-0*® oraz sktadnikdow macierzy zewngtrzkomorkowej, takich jak fibronektyna,
fibrynogen czy proteoglikany. GrA wptywa réwniez na migracje aktywowanych CTL i komdrek NK
do ognisk zapalnych, gdzie stymulujg one reakcje zapalne®.

Tabela 1. Wybrane proteazy uktadu immunologicznego i ich gtdwne funkcje.

Proteaza Funkcja

Neutrofilowa elastaza promuje adhezje makrofagéw i produkcje cytokin poprzez szlak
kinaza Src-integryny®®
pobudza wydzielanie IL-1p°
reguluje aktywnos¢ cytokin z rodziny 1L-1%

Proteinaza 3 hydroliza chemokin i cytokin®?
Katepsyna G hydroliza chemokin i cytokin®?
Granzym A aktywacja kompleksu SET (apoptoza) >

hydroliza GSDMB (pyroptoza) *°

wzmacnia  odpowiedZ? immunologiczng  poprzez  hydrolize
propeptydu IL-1p>°

aktywacja makrofagéw do wydzielania cytokin®®

wptywa na migracje aktywowanych CTL i komdrek NK

Granzym B aktywacja kaspazy-3°%*
hydroliza substratéw kaspazy-3 (ICAM oraz Bid)**
hydroliza laminy B>*>3

MALT1 wzrost produkgji 1L-2%°
wptywa na cytokiny IL-10 i TNF-a®°
aktywuje proliferacje komorek T CD4* i CD8"

Hydroliza prowadzona przez proteazy uktadu odpornosciowego jest nieodwracalng reakcjg,
ktéra prowadzi zaréwno do ochrony organizmu przed patogenami, jak i moze powodowaé wiele
niepozgdanych skutkéw. Gdy aktywnos¢ proteaz jest nadmierna i niekontrolowana, powoduje szkody
w organizmie poprzez zmiany w szlakach sygnatowych. Dlatego uktad odpornosciowy wypracowat
wtasne mechanizmy regulacji proteaz, np. nadmierna liczba neutrofili o wysokim stezeniu NSPs jest
usuwana zkrazenia na drodze efferocytozy*’. Ponadto, neutrofile s3 zaopatrzone w zestaw
endogennych inhibitoréw, w tym serpin, ktére hamujgc aktywnos¢ katalityczng proteaz, zapobiegajg
nadmiernej hydrolizie. Mimo ze wieloetapowa regulacja uktadu odpornosciowego jest bardzo ztozona,
niewielkie defekty regulacyjne mogag prowadzi¢ do rozwoju réznych zaburzen, w tym choréb
autoimmunologicznych i niedoboréw odpornosci. Z tego powodu proteazy sg uwazane za wazne
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biologiczne markery diagnostyczne lub cele terapeutyczne przede wszystkim w immunologii. Jednak
ze wzgledu na ograniczenia technologiczne doktadna analiza ich aktywnosci zarowno w prébkach
biologicznych, jak i w zywych organizmach jest czesto ograniczona.

Badania nad proteazami systemu immunologicznego

Enzymy proteolityczne uktadu odpornosciowego, aby spetniac¢ swoje role sg rozprzestrzenione
w catym organizmie. Pomimo wielu lat badan nad tymi enzymami i licznych bardzo istotnych odkry¢,
nadal brakuje doktadnej analizy wiekszosci funkcji znacznej ilosci proteaz.

Zazwyczaj w celu badan wykonywanych nad rolg danej proteazy, doprowadza sie do wyciszenia
lub catkowitej delecji jej gendw albo do modyfikacji jej struktury w badanych komdrkach. Wszelkie
zmiany, zwfaszcza w strukturze enzymodw, wskazujgce na réznice w funkcjonowaniu komorek i ich
odpowiedzi na czynniki zewnetrzne, Swiadczg o roli badanych proteaz tych w komdérkach. Tego rodzaju
analizy przeprowadza sie réwniez na zwierzetach laboratoryjnych. Na przyktad, po modyfikacji
genetycznej docelowego enzymu, takiego jak elastaza, analizuje sie reakcje zwierzat na czynniki
zewnetrzne, patogeny lub nowotwory, analizuje sie inne biatka, a takze stopien ich hydrolizy®®. Badania
na zwierzetach w znacznym stopniu przyczynity sie do zrozumienia licznych proceséw
immunologicznych i nadal sg jedng z najczesciej stosowanych metod. W szczegdlnosci s3 one wazne
w badaniach nad komdrkami szpiku kostnego, poniewaz trudno jest uzyska¢ ten materiat biologiczny do
analiz od zdrowych dawcéw. Mimo ze badania te sg niezwykle czasochtonne, umozliwity opracowanie
wielu immunoterapii. Niestety, ze wzgledu na réznice w budowie enzymdw miedzy poszczegdlnymi
gatunkami, np. ludzki i mysi GrM majg rézng specyficzno$¢ substratowa®’, czesto badania na modelach
zwierzecych muszg by¢ rozszerzone o probki ludzkie (np. krew, mocz), ale ze wzgledéw etycznych nie
zawsze sg one dostepne.

Obecnie do analizy proteaz w prébkach uzyskanych z linii komdérkowych, od zwierzat lub ludzi
stosuje sie kilka technik, ktore wykorzystujg gtéwnie przeciwciata (Rys. 4). Wsrdd nich najczesciej
stosowana jest metoda Western-Blot, ktdra polega na analizie biatek w probce na podstawie ich masy
czasteczkowej. W tej metodzie, dzieki znakowaniu immunologicznemu (znakowanie biatek przy pomocy
przeciwciat) i jesli to konieczne zastosowaniu przeciwciat drugorzedowych znakowanych
fluorescencyjnie, mozna monitorowac hydrolize biatek przez proteazy, jak na przyktad tworzenie
N-koncowego GSDMD z GSDMD w procesie pyroptozy*?. Ponadto, metodg tg mozna takze analizowaé
biatka poddane immunoprecypitacji. Inng technika badania proteaz jest cytometria przeptywowa,
w ktorej badane komorki sg znakowane, gtownie fluorescencyjnymi przeciwciatami, a obecnosé i ilos¢
badanych czynnikéw jest analizowana jako intensywnos$¢ sygnatu zazwyczaj w postaci diagramu
punktowego. Najnowsze cytometry dajg mozliwos¢ doktadnej analizy lokalizacji sygnatu w komorce,
cho¢ jest to nadal rzadko stosowana metoda ze wzgledu na wysoki koszt aparatury. Zaletg cytometrii
przeptywowej jest to, ze umozliwia analize kilku czynnikéw jednoczes$nie, a jedynym ograniczeniem jest
dobre zaprojektowanie eksperymentu i wybdr odpowiednich fluoroforéw. Ponadto niektére aparaty
umozliwiajg rowniez sortowanie komodrek na wybrane grupy np. w zaleznosci od ilosci czynnikéw.
Kolejng metoda analizy proteaz jest ELISA, ktéra utatwia wykrywanie biatek docelowych w prébce przy
uzyciu przeciwciat poliklonalnych lub monoklonalnych sprzezonych z odpowiednim enzymem. Ostatnig
z najczesciej stosowanych metod analizy proteaz w ukfadzie odpornosciowym jest wykorzystanie
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mikroskopii, gtéwnie fluorescencyjnej lub konfokalnej, do lokalizacji biatek znajdujacych sie
w komdérkach lub tkankach.

Warto zauwazy¢, ze wiekszos¢ z powyzszych metod wykorzystuje fluorescencje do wykrywania
biatek. Zasada dziatania fluorescencji opiera sie na budowie czgsteczek chemicznych, zwanych
czasteczkami fluorescencyjnymi, zawierajgcych elektrony, ktére mogg absorbowaé foton Swiatta lub
inne promieniowanie elektromagnetyczne powodujgc wzbudzenie elektronu i przejscie do stanu
o wyzszej energii, w ktérym pozostajg jedynie przez krotkg chwile®®. Nastepnie wzbudzona czasteczka
traci energie w sposéb niepromienisty lub poprzez emisje fotonu o nizszej energii®®. Takg emisje $wiatta
przez substancje mozna monitorowac za pomocg specjalnego sprzetu laboratoryjnego.

Maksima dtugosci fali wzbudzenia i emisji fluorescencji zwigzkdw réznig sie od siebie ze wzgledu
na zmiany energii, a roznica ta zwana jest przesunieciem Stokesa. Przesuniecie Stokesa, fotowybielanie,
wydajnos$¢ kwantowa, wspoétczynnik wzbudzenia, jak réwniez czas pomiedzy wzbudzeniem i emisjg
fotonu, zwany czasem zycia fluorescencji, sg najwazniejszymi cechami analizowanymi podczas
projektowania eksperymentéw z uzyciem fluoroforéw w badaniach z zakresu nauk przyrodniczych®.
Na przyktad, im wieksze przesuniecie Stokesa, tym lepsza mozliwos¢ rozdzielenia sygnatu pochodzacego
ze 7rédta wzbudzajgcego fluorofor od emitowanego swiatta i mniejsza liczba wynikéw fatszywie
dodatnich. Wykorzystujac narzedzia fluorescencyjne w immunologii, mozemy znakowaé DNA, RNA,
enzymy, w tym kinazy, fosfatazy, proteazy, lipidy, a nawet organelle. Metodami fluorescencyjnymi
w immunologii mozna monitorowac nie tylko obecnos¢, stezenie i lokalizacje, ale takze kontakt dwdéch
biatek, zmiany ich aktywacji i inne wtasciwosci.
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Rysunek 4. Technologie wykorzystywane do badania proteaz w uktadzie odpornosciowym w oparciu
0 metody immunochemiczne. Techniki te mozna rowniez z tatwosciq zastosowac w profilowaniu proteaz
za pomocq sond chemicznych opartych na aktywnosci. Stworzono za pomocq programu BioRender.com.

Chociaz metody te sg szeroko stosowane i dostarczajg ogromnej ilosci waznych informacji na
temat funkcjonowania uktadu odpornosciowego, zwykle nie pozwalajg odrdzni¢ katalitycznie aktywnej
od katalitycznie nieaktywnej formy enzymu proteolitycznego. Dlatego w niniejszej pracy skupitam sie na
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opracowaniu metod, ktére umozliwiajg takie rozrdznienie. Ponadto, poniewaz metody fluorescencyjne
sg powszechnie stosowane i charakteryzujg sie wysokg czutoscig, a wiekszos¢ laboratoriéw ma dostep
do niezbednego sprzetu umozliwiajgcego analize fluorescencji, skupitam sie na czgsteczkach zwanymi
sondami aktywnosci, ktére mogga by¢ wykrywane metodami fluorescencyjnymi (Rys. 4).

Substraty proteaz uktadu odporno$ciowego

Procesy w komodrkach uktadu odpornosciowego zachodzace przy udziale proteaz, takie jak
kaskady aktywacji i transdukcja sygnatu, sg procesami specyficznymi. Oznacza to, ze enzymy
proteolityczne uktadu odpornosciowego hydrolizujg wybrane substraty peptydowe, co prowadzi
do aktywacji lub zahamowania poszczegdlnych szlakéw. Na przyktad, NSPs mogg pozytywnie
lub negatywnie regulowaé aktywacje uktadu odpornosciowego. Enzymy te z niezwyktg precyzja
wptywajg na aktywnos¢ cytokin, w tym IL-1a, IL-1B, IL-33, IL-36a, IL-36B oraz IL-36y, ktdére sa
mediatorami stanu zapalnego®?.

Specyficzno$¢ substratowa proteaz zalezy od ich tréjwymiarowej struktury, a doktadnie]
od wtasciwosci aminokwaséw oddalonych od siebie w pierwszorzedowej strukturze enzymu, ktére
w strukturze trzeciorzedowej tworzg wgtebienia lub platformy, zwane kieszeniami, otaczajgcymi miejsce
aktywne. Kieszenie wigzace enzymu zgodnie z nomenklaturg Schechtera i Bergera® s3 oznaczane
literami Sx-S1...51'-Sx', gdzie Sx oznacza kieszen wigzacy zlokalizowang na N-korcu, a Sx' - na C-koncu
hydrolizowanego wigzania amidowego (peptydowego). Odpowiadajgce im reszty aminokwasowe
w peptydzie zwane sg odpowiednio Px-P1...P1'-Px' (Rys. 5).

Kieszenie wigzgce enzymu majg indywidualny charakter chemiczny, ktory zalezy od obecnosci
i wiasciwosci reszt aminokwasowych skierowanych do wnetrza tych struktur. Na przyktad, dostep
do kieszeni wigzacej S1 w NE jest ograniczony obecnoscig 2 reszt waliny (Val), dlatego enzym ten
hydrolizuje wigzania peptydowe tylko po matych aminokwasach alifatycznych, takich jak alanina (Ala)
lub Val, podczas gdy na dnie kieszeni wigzgcej S1 w NSP4 znajduje sie ujemnie natadowana reszta
aminokwasowa umozliwiajgca wigzanie reszt zasadowych, takich jak arginina (Arg) 3* 70,

Proteazy mogg mie¢ waskie lub szerokie preferencje katalityczne, np. kaspazy hydrolizuja
wytgcznie po resztach kwasu asparaginowego (Asp), a proteasom rozpoznaje wiecej aminokwaséw
i hydrolizuje po resztach treonina (Thr), Asp i fenyloalanina (Phe)’!. Dlatego specyficzno$¢ substratowa
proteaz okresla sie mianem ich odcisku palca i jest ona jedng z najwazniejszych cech tych enzymow. Jest
to kluczowy czynnik nie tylko w biologii proteaz, ale takze w projektowaniu czgsteczek chemicznych
oddziatujgcych z tymi enzymami, w tym lekdw i markeréw chemicznych.
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Rysunek 5. Schemat kieszeni wiqgzgcych enzymu, wedfug nomenklatury Schechtera i Bergera®,
oznaczonych jako S4-S3' i reszt aminokwasowych substratu oznaczonych jako P4-P3'. Okreslenie
specyficznosci substratu jest kluczowe do opracowania substratow, inhibitorow i sond aktywnosci
proteaz. Stworzono za pomocq programu BioRender.com.

Biorgc pod uwage, ze niektére proteazy uktadu odpornosciowego rozpoznajg i przetwarzajg te
same substraty (np. GSDMD), to w zaleznosci od czynnika indukujgcego, np. patogenu, mogg one
aktywowac ten sam (jesli hydroliza nastepuje w tym samym miejscu) lub inny (jesli hydroliza nastepuje
w innym miejscu) szlak sygnatowy** 3, dlatego tez badania nad preferencjami katalitycznymi proteaz
stanowig bardzo duze wyzwanie. W zwigzku ze znaczacg rolg jakg odgrywajg proteazy, w ciggu ostatnich
kilku dziesiecioleci intensywnie zajmowano sie okreslaniem ich specyficznosci substratowe;.
Prowadzone badania miaty/majg na celu rozwigzanie czterech gtdéwnych problemow: (1) zrozumienie
roli poszczegdlnych proteaz w szlakach sygnatowych, (2) znalezienie naturalnych substratéw proteaz,
(3) opracowanie selektywnych narzedzi chemicznych do lokalizacji proteaz oraz (4) dostarczenie
wiodacych sekwencji do opracowywania lekdw’:. Obecnie dostepnych jest wiele réznych strategii
do badania substratow proteaz i pozwalajg one na dogtebng analize kieszeni wigzgcych substraty,
a wyboér metody zalezy od celu jaki chemy osiggngé. Wérdd najczesciej stosowanych technik okreslania
specyficznosci wyrdznia sie m.in. strategie oparte o metody proteomiki lub chemii’?.

Proteomika utatwia poszukiwania naturalnych substratéow biatkowych hydrolizowanych przez
docelowy enzym, a tym samym wskazuje na ich potencjalng role w przekazywaniu sygnatu
i funkcjonowaniu komarki. Wyrdzniamy dwa typy proteomiki poznawczg i ukierunkowang. Ta pierwsza
to zazwyczaj badania typu ,shotgun”, w ktérych nie jest konieczne oddzielanie biatek w prébce przed
trawieniem, co pozwala zbada¢ fizjologiczng hydrolize substratéw oraz otrzymac profile specyficznosci,
podczas gdy proteomika ukierunkowana jest stosowana zazwyczaj w badaniach nad biomarkerami.
Jednak w tych strategiach stosuje sie wyfgcznie produkty naturalne, dlatego okreslenie dokfadnej
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specyficznosci substratowej badanego enzymu i uzyskanie specyficznych sekwencji wiodgcych s3
ograniczone. PICS (ang. proteomic identification of protease cleavage sites) to jedna z czesto
stosowanych metod proteomicznych i pozwala na okreslenie miejsc hydrolizy w peptydach/biatkach,
jednak wykorzystanie enzymdéw proteolitycznych do generowania bibliotek peptydowych moze
dodatkowo dostarczaé niewtasciwych wynikéw, ktére trzeba uwaznie analizowac. Dlatego tez metody
proteomiczne czesto stanowig jedynie punkt wyjscia do dalszych badan nad substratami badanych
proteaz’!. Z tego powodu do badania specyficznosci substratowe]j proteaz czesciej stosuje sie metody
chemiczne, ktére sg skuteczne w optymalizacji struktury wiodgcej czasteczek do badan proteaz.
Niemniejjednak nie dostarczajg one informacji o substratach fizjologicznych, a skorelowanie uzyskanych
wynikow ze zdarzeniami fizjologicznymi jest bardzo trudne. Pomimo tego, techniki chemiczne pozwalajg
na natychmiastowe przeksztatcenie sekwencji peptydowej w inne czgsteczki chemiczne takie jak
inhibitory i sondy, ktére sg z powodzeniem stosowane w badaniach nad lokalizacjg peptydaz, ich rolg
fizjologiczng i funkcjami jakie petnig w chorobach. W niniejszej rozprawie skupitam sie przede wszystkim
na metodach chemicznych do badan specyficznosci substratowe] peptydaz, a zwtaszcza na strategiach
opartych na niewielkich czasteczkach, gdyz witasnie takie byly wykorzystywane w badaniach
sktadajacych sie na te prace.

Pierwsze proby badania specyficznosci substratowej proteaz metodami chemicznymi podjeto
juz kilkadziesigt lat temu, wymieniajgc poszczegdlne aminokwasy w peptydowych substratach badanego
enzymu’?. Strategia taka moze by¢ stosowana w poszukiwaniu narzedzi chemicznych dla proteaz, ale
jest ona czasochtonna i kosztowna, gdyz wszystkie uzyskane zwigzki sg indywidualnie syntetyzowane
i oczyszczane. Efektem tego byto wprowadzenie chemii kombinatorycznej do poszukiwania sekwencji
wiodgcych czgsteczek chemicznych dla badanych enzyméw. Chemia kombinatoryczna utatwia
rownolegta synteze, a nastepnie analize strukturalnie powigzanych czgsteczek chemicznych i dostarcza
wiarygodnych wynikéw przy znacznej oszczednosci czasu oraz odczynnikéw’®. Wsrdd wielu technik
mozna wyrdznié¢ dwie gtéwne strategie kombinatoryczne. Pierwsza z nich to strategia "dziel i mieszaj",
w ktorej tancuchy peptydowe sg wydtuzane wybranymi aminokwasami, a uzyskane zwigzki s3 mieszane
i dzielone na réwne porcje, w ktérych peptydy sg ponownie wydtuzane, mieszane i dzielone, a caty
proces jest powtarzany az do uzyskania produktu korcowego o pozadanej dtugosci. W celu
zidentyfikowania selektywnych sekwencji biblioteka takich peptydéw jest poddawana reakcji z badanym
enzymem, a takze innymi enzymami. Takie podejscie zastosowano w poszukiwaniu sekwencji
selektywnych dla niektorych proteaz serynowych uktadu odpornosciowego, w tym PR3, NE i CatG,
a takze dla kilku metaloproteaz’?.

Inne podejscie chemiczne do badania specyficznosci substratowej polega na zastosowaniu
mieszanin izokinetycznych w celu uzyskania rownomolowej mieszaniny aminokwaséw w danej pozycji

6 Ze wzgledu na wtasciwosci chemiczne poszczegdinych

Px w bibliotekach peptydowych”
aminokwasow, tworzg one wigzania peptydowe z rdznym powinowactwem, dlatego w takiej
mieszaninie ilo$¢ kazdego aminokwasu jest zréznicowana i dostosowana tak, aby uzyskac rowng licznos¢
kazdego aminokwasu po przytagczeniu do peptydu’ ’®. Takie podejscie jest wykorzystywane w metodzie
PS-SCL (skanowanie pozycyjne kombinatorycznych bibliotek substratéw, ang. Positional Scanning
Synthetic Combinatorial Library), w ktérej sekwencja peptydowa jest znakowana na C-konicu czgsteczka
fluorogeniczng’’, a takze w bibliotekach substratowych IQF (substraty z wewnetrznie wygaszong
fluorescencjg, ang. Internally Quenched Fluorescence), w ktérych peptydy zawierajg donor i akceptor
fluorescencji’®. Metoda PS-SCL zostata po raz pierwszy zastosowana przez grupe Thornberry

do okreslenia specyficznosci substratowej kaspaz i granzymoéw i od tego czasu byta wielokrotnie
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wykorzystywana do badania specyficznosci substratowe] proteaz serynowych i cysteinowych’. Metoda
PS-SCL moze by¢ stosowana do badania peptydéw o réznej dfugosci, ale najczesciej analizowane sg
zwigzki tetrapeptydowe. Aby zbadac sekwencje tetrapeptydowe, klasyczna sekwencja wiodgca jest
tworzona z dwdch mieszanin izokinetycznych, jednego okreslonego, identycznego w catej bibliotece
aminokwasu w pozycji P1, zaleznie od preferencji enzymu docelowego (na przyktad Asp dla kaspaz
i granzymu B; Arg dla trypsyny, GrA i NSP4) i jednego okreslonego aminokwasu w badanej pozycji
zmiennego dla  kazdej podbiblioteki’*. Sekwencja peptydowa jest zakoriczona zwigzkiem
fluorogenicznym [zwykle 7-amino-4-karbamoilometylokumaryng (ACC) lub 7-amino-4-metylokumaryna
(AMC)], ktory po hydrolizie substratu przez docelowg proteaze umozliwia badanie proteolizy jako
przyrostu fluorescencji wykrywanego spektrofluorymetrycznie. Najwiekszy stopien hydrolizy odpowiada
najwyzszemu przyrostowi fluorescencji w czasie. Podobnie jest w bibliotekach substratéw FRET/IQF,
w ktorych sekwencja peptydowa jest otoczona parg donora i akceptora fluorescencji, a szybkosc¢
proteolizy jest proporcjonalna do szybkosci przyrostu fluorescencji w czasie”.

Dzieki bibliotekom PS-SCL znaleziono selektywne sekwencje dla kilku peptydaz, jednak strategia
ta okazata sie niewystarczajgca dla enzymdw o szerokiej specyficznosci substratowej lub proteaz
o podobnych preferencjach katalitycznych, jak to miato miejsce w przypadku NE i PR3. Dlatego w zespole
prof. Marcina Drgga wraz z dr Marcinem Poreba wzbogacilismy biblioteki PS-SCL o szerokg game
nienaturalnych aminokwasow, a technologie nazwalismy hybrydowa kombinatoryczng biblioteka
substratow (HyCoSul). Nieograniczona ilos¢ zastosowanych modyfikacji aminokwasow pozwala na
lepsze dopasowanie sekwencji peptydowej do kieszeni wigzgcych enzymu, co prowadzi do uzyskania
bardziej selektywnych substratéw®. Jednym z gtéwnych mankamentéw PS-SCL i HyCoSul jest to, ze
umozliwiajg one badania nieprimowanych kieszeni docelowej proteazy, podczas gdy biblioteki FRET/IQF
pozwalajg na badanie zaréwno pozycji primowanych, jak i nieprimowanych. Dlatego podczas mojej
pracy podoktorskiej, poszukujgc czutych sond substratowych dla proteaz uktadu odpornosciowego,
rozszerzytam swoje badania o biblioteki IQF wykorzystujgc szerokg game nienaturalnych aminokwaséw.

Po starannym projektowaniu, walidacji i okresleniu specyficznej sekwencji peptydowej, mozna
ja przeksztatci¢ w (1) sonde opartg na aktywnosci substratu poprzez wymiane fluoroforu lub
zastosowanie pary fluorescencyjnej donor-akceptor lub (2) w sonde opartg na aktywnosci inhibitora
poprzez dofgczenie fragmentu reaktywnego, wigzgcego sie w centrum aktywnym proteazy (ang.
warhead) i znacznika fluorescencyjnego (Rys. 5), co zostato opisane w niniejszej pracy habilitacyjnej (H1-
H8).

Sondy chemiczne do badar aktywnosci proteaz — rodzaje i zastosowanie

Majac na uwadze znaczenie proteaz w uktadzie odpornosciowym oraz obecne ograniczenia
w ich analizie, w ramach niniejszej pracy habilitacyjnej postawitam sobie za cel opracowanie narzedzi
do badan aktywnosci wybranych proteaz uktadu immunologicznego. Enzymy proteolityczne uczestnicza
w wielu kaskadach reakcji uruchamiajgc ztozone procesy, a doktadne wyjasnienie ich roli jest wielkim

wyzwaniem3! 71

. Proteazy uktadzie immunologicznym petnig kluczowe funkcje, gdy sg w formie
aktywnej, podczas gdy zymogeny zwykle nie odgrywajg znaczacej roli, dlatego krytyczne jest oznaczanie

aktywnosci enzymow, a nie poziomu ich ekspresji.
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W niniejszej rozprawie skupitam sie na badaniach proteaz uktadu immunologicznego
za pomocg nowych, celowanych i selektywnych metod wykorzystujgcych zmiany fluorescencji
spowodowane aktywnoscig enzymatyczng do badania aktywnych proteaz. Fluorescencja jest niezwykta
wtasciwoscig niektérych czgsteczek chemicznych, w tym sond chemicznych, pozwalajgca
na nieinwazyjne monitorowanie biatek/enzyméw w ztozonych systemach biologicznych, co sprawia,
ze narzedzia te znajdujg zastosowanie w wielu badaniach naukowych. Dlatego tez opracowanie nowych
strategii do badan aktywnosci proteolitycznej enzymdw w uktadach biologicznych opierajgcych sie
o fluorofory lub wykorzystujgcych do analizowany techniki fluorescencyjne, jest jedng z najwazniejszych
gatezi chemii biologicznej.

llo$¢ strategii do badania proteaz opartych na fluorescencji rosnie z kazdym dniem i sg one
wykorzystywane do analiz obecnosci i lokalizacji proteaz w komarkach, jak i w catych organizmach.
Zdecydowana wiekszos¢ z tych metod bazuje na immunochemii, gdzie do znakowania proteaz
wykorzystuje sie przeciwciata, ktére mogg by¢ od razu potaczone z fluoroforem lub takie, ktére
wymagajg zastosowania  drugorzedowego, fluorescencyjnie  wyznakowanego przeciwciata,
umozliwiajgcego odczyt fluorescencji, wskazujgc na obecnos$¢ badanego biatka. Obie te metody s3
stosowane od dziesiecioleci i zapewniajg nieocenione narzedzia w biologii komorki. Zdecydowana
wiekszos¢ technik opierajgcych sie o przeciwciata jest bardzo selektywna i pozwala na wykorzystanie
szerokiej gamy komercyjnie dostepnych znacznikéw fluorescencyjnych i dostarcza wartosciowych
informacji o wielu biatkach. Jednakze immunochemia koncentruje sie na badaniu catkowitej ilosci biatek
bez rozrdznienia zymogendw, zahamowanych biatek oraz katalitycznie aktywnych form i dlatego
metody te nie sg polecane do bezposredniego monitorowania aktywnosci enzymow.

Pierwsze proby poszukiwania struktur chemicznych do badania aktywnosci proteaz
serynowych podjeto trzy dekady temu. Pierwsza generacja sond aktywnosci (ABPs) zbudowana byta
z trzech gtéwnych fragmentow, w tym (1) z elektrofila, czyli grupy reagujacej, zwanej rowniez z jezyka
angielskiego warhead, ktéra wigze sie kowalencyjnie w miejscu aktywnym proteazy, (2) z sekwencji
peptydowej, umozliwiajgcej specyficzne wigzanie z docelowym enzymem oraz (3) ze znacznika
powinowactwa, ktérym byta biotyna®'. Warto zauwazyé, ze grupa reagujagcg moze stuzy¢ jako
dodatkowy czynnik zwiekszajgcy specyficznosé poprzez wigzanie jedynie z okreslong rodzing proteaz.
Przyktadowo, grupy reaktywne takie jak 4-chloroizokumaryna, fluorofosfoniany, difenylofosfoniany lub
alkilo-arylofosfoniany selektywnie wigzg sie z proteazami serynowymi, a acyloksymetyloketony (AOMK)
selektywnie wigzg sie z resztami cysteiny w miejscu aktywnym proteaz cysteinowych®. Sondy pierwszej
generacji znakowane biotyng byty stosowane do badan proteaz w lizatach komdrkowych oraz do izolacji
i oczyszczania proteaz, ale nie byly uzywane do obrazowania ich lokalizacji. Jako znaczniki w ABPs,
zamiast biotyny mozna stosowac radioizotopy. Na przyktad w prostej reakcji jodowania, *2°I moze by¢
przytgczony do N-konca inhibitora. Kompleks enzymu z sondg wyznakowang radioizotopem moze by¢
analizowany za pomocg elektroforezy i wykrywany za pomocg audioradiografii. Ze wzgledu na niska
stabilno$¢ takich zwigzkéw znakowanie radioizotopami zostato zastgpione innymi strategiami®®. | tak
w pdZniejszym okresie biotyne lub radioizotopy zastgpiono wygodniejszymi w uzyciu i fatwiejszymi
w detekcji czgsteczkami fluorescencyjnymi, umozliwiajgcymi bezposrednie wykrywanie docelowego
enzymu, skracajgc czas przygotowania i analizy probek. Sposrdd szerokiej gamy fluorofordw, najczesciej
stosowane sg pochodne cyjaniny, TAMRA i BODIPY FL oraz ich pochodne® (Rys. 6).
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BODIPY FL

Rysunek 6. Wybrane znaczniki fluorescencyjne stosowane w markerach chemicznych do badan proteaz.
Czesciowo zaadaptowano z publikacji H6.

Nieustannie ros$nie ilos¢ proponowanych nowych metod do badania aktywnosci katalitycznej
proteaz, wsrdd ktorych mozna wyrdzni¢ dwie gtdwne strategie, ktore sg obecnie najczesciej stosowane
i dostarczajg najbardziej wiarygodnych wynikéw. Zalicza sie do nich wykorzystanie sond chemicznych,
ktérych struktura oparta jest na peptydowych inhibitorach (sondy inhibitorowe, ABPs) lub substratach
(sondy substratowe, sABPs) (Rys. 7). Ze wzgledu na wigzanie kowalencyjne w miejscu aktywnym
proteazy, klasyczne fluorescencyjne lub biotynylowane ABPs charakteryzujg sie niskim ryzykiem dyfuzji,
dlatego mogg by¢ z powodzeniem stosowane do detekcji enzymow w prébkach przy pomocy wiekszosci
znanych juz analiz wykorzystywanych w immunologii takich jak Western-Blot, cytometria przeptywowa,
czy mikroskopia fluorescencyjna i konfokalna. Poprzez wigzanie kowalencyjne, intensywnos¢ sygnatu
jest proporcjonalna do ilosci zablokowanych miejsc aktywnych enzymu, dlatego ABP mogg by¢
z powodzeniem stosowane do iloSciowego oznaczania enzymoéw jak i do monitorowania nawet
niewielkich zmian ich aktywnosci. Z drugiej strony, nieodwracalne wigzanie i zahamowanie aktywnosci
proteaz moze prowadzi¢ do zaburzenia normalnego funkcjonowania komdrek. Ponadto, jesli uzyte
stezenie sondy jest wyzsze od stezenia aktywnego enzymu i jej nadmiar nie zostanie usuniety, to moze
to prowadzi¢ do fatszywie pozytywnego odczytu podczas niektorych analiz takich jak cytometria
przeptywowa czy analizy mikroskopowe, dlatego wyniki uzyskane przy uzyciu tych sond zawsze muszg
by¢ zwalidowane. Nie stanowi to jednak problemu w przypadku analiz kinetycznych lub Western-Blot,
poniewaz nadmiar sondy nie zmienia parametréw kinetycznych, a niezwigzana sonda inaczej migruje
podczas SDS-Page.

Aby rozwigzac ten problem, w badaniach proteaz cysteinowych grupa Bogyo zaprojektowata
inhibitorowa sonde aktywnosci z wygaszong fluorescencjg (qABP)®4. Podobnie jak w klasycznym ABP,
sonda ta sktada sie z elektrofilowego fragmentu wigzacego (ang. warhead), z peptydowe] sekwencji
wigzacej sie w kieszeniach enzymu, z fluoroforu oraz z tzw. wygaszacza fluorescencji, dotgczonego do
,warheada” (AOMK). W takim podejsciu, fluorescencja niezwigzanej sondy jest wygaszana przez
czasteczke akceptora w wyniku transferu energii, a po zwigzaniu sondy w miejscu aktywnym enzymu
fluorescencja jest uwalniana (Rys. 7 B), podczas gdy akceptorem fluorescencji moze by¢ albo inny
zwigzek fluorescencyjny albo tzw. ciemny wygaszacz. W przypadku dwodch fluoroforéow, dzieki
rezonansowemu przeniesieniu energii Forstera (FRET), nastepuje transfer energii miedzy czgsteczkami
donora i akceptora fluorescencja moze by¢ wydetektowana i po hydrolizie peptydu nastepuje zmiana
dtugosci fali fluorescencji, podczas gdy po zastosowaniu czarnych wygaszaczy fluorescencja jest
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niewykrywalna az do momentu hydrolizy. To interesujgce podejscie zostato z powodzeniem
zastosowane w badaniach proteaz cysteinowych przy uzyciu Western-Blot i mikroskopii fluorescencyjnej

lub konfokalnej, dostarczajac informacji o lokalizacji i aktywnosci badanych proteaz®* &,

Tabela 2. Wady i zalety réznych typéw sond do badania aktywnosci proteaz. Zaadaptowano z H6%3.

ABP gABP SABP
Typ sondy : . Sonda
Biotynylowana Fluorescencyjna inhibitorowa

Cecha sonda sonda Iznvvlyglaszo\:a Sonda substratowa
lub zastosowanie inhibitorowa inhibitorowa T —
Wiqgzanie kowalencyjne TAK TAK TAK NIE
Badania ilosciowe TAK TAK TAK NIE
Do/obrazowan/a utrwalonych TAK TAK TAK TAK
probek
Do badarn przyzyciowych NIE TAK */NIE TAK TAK
Do'bezposredn/EJ detekcji NIE TAK TAK NIE
w Zelu
Do Western-Blot TAK TAK TAK NIE
Do cytometrii przeptywowej TAK TAK TAK TAK
Do mikroskopi TAK TAK TAK TAK
fluorescencyjnej
Do izolacji enzymow TAK NIE NIE NIE
Mate ryzyko dyfuzji TAK TAK TAK NIE
Do badari in vitro TAK TAK TAK TAK
Do badari in vivo NIE TAK NT** TAK
Wpfylw ﬁafunkqonowan/e TAK TAK TAK NIE
komorki

* W pewnych warunkach
** NT — nie testowane

Pomimo niezliczonych zalet gABP i ABP, posiadajg one wtasciwosci inhibicyjne i mogg zaburzad
normalne funkcjonowanie komadrek, a wiec ich zastosowanie jest ograniczone jedynie do pewnych
analiz. Dlatego tez zaproponowano nowg strategie wykorzystujgcg sABP (Fig. 7C). Sondy sABP
zbudowane sg z sekwencji specyficznej, ktéra umozliwia selektywng hydrolize, otoczonej parg donora-
akceptora fluorescencji, podobnie jak w przypadku gABP, ale sABP nie jest zaopatrzona w elektrofilowy
fragment wigzacy sie w centrum katalitycznym enzymu. Zamiast tego sekwencja peptydowa jest
wydtuzona o reszty po primowanej stronie od miejsca hydrolizy lub o linker, taki jak PEG lub Ahx. Dzieki
temu, ze takie sondy nie hamujg aktywnosci enzymu, sg one stale hydrolizowane proporcjonalnie do
liczby obrotéw enzymu, co wzmacnia sygnat i utatwia wykrywanie hydrolizy. Dlatego sondy te mogg by¢
wykorzystywane do obrazowania enzymow w komarkach, a takze w catym organizmie oraz w badaniach
przyzyciowych, umozliwiajgc monitorowanie zmian aktywnosci badanej proteazy®. Wadg tego typu
sond jest to, ze Zle zaprojektowane mogg ulega¢ dyfuzji z miejsca hydrolizy, a nawet z catej komérki. Aby
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obejs¢ to ograniczenie, do sABP przyfacza sie fragment lipidowy lub dotgcza dodatkowe zasadowe

8., 86 Czasami wystarczy jednak umieszczenie fluorofora na C-koricu sondy, gdyz po

aminokwasy
hydrolizie nowo utworzony N-koniec, obdarzony tadunkiem dodatnim, ogranicza dyfuzje®’. Najwieksza
wadg sABP jest ich niska selektywnosc. Biorgc pod uwage, ze grupa reagujgca ABP moze selektywnie
wigzac sie do jednej z grup, np. do proteaz serynowych lub do cysteinowych, jej obecnos¢ zmniejsza
mozliwos$¢ niespecyficznej hydrolizy w poréwnaniu do sABP. Dlatego staranny wybdr fragmentu
specyficznego, wigzgcego sie w kieszeniach enzymaow, jest jednym z najwazniejszych czynnikdw podczas
projektowania sABP. Wszystkie wady i zalety dostepnych sond chemicznych, jak réwniez zasady ich
projektowania zostaty opisane w mojej pracy przeglagdowej zatytutowanej: ,Peptidy! Activity-Based

Probes for Imaging Serine Proteases” ® (Tabela 2).

Wiekszos¢ dostepnych sond chemicznych do badania aktywnosci proteaz charakteryzuje sie
niskg selektywnoscia. Kiedy rozpoczynatam staz podoktorski, sondy do badania aktywnosci kluczowych
proteaz uktadu odpornosciowego byty niedostepne, dlatego zdecydowatam sie na podjecie tematu
i zaproponowatam kilka rozwigzan opisanych w nastepnym rozdziale tej habilitacji.

A. ABP

sekwencja rozpoznajgca  reagujacy

ZNACZNIK PR E DA ———— ZNACZNIK—|/P E P T '
proteaza

sekwencja specyficzna,  fragment ’

Znacznik : Nkl
fluorescencyjny <> Znacznik O
powinowactwa,
lub
B. qABP
znacznik wygaszacz
fluorescencyjny — _..--cctTteeell fluorescencji
® 5
N proteaza P E P T
C. sABP
znacznik wygaszacz
fluorescencyjny . ..-=-=mcTTmmemeal | fluorescencji

, ® s

(p E P T Y D] o P E P T

Rysunek 7. Sondy chemiczne do badania aktywnosci proteaz. A) fluorescencyjna, biotynylowana lub
znakowana metalem sonda ABP | B) inhibitorowa sonda z wygaszonq fluorescencjq, wiqzq sie
kowalencyjnie z miejscem aktywnym enzymu. Kompleks fluorescencyjnej sondy z enzymem mozna
wykry¢ po wzbudzeniu probki przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego lub za pomocq cytometrii
przeptywowej, natomiast kompleks biotynylowana sonda-enzym mozna wykry¢ za pomocq biatka
wigzgcego biotyne (streptawidyna lub awidyna) sprzezonego ze znacznikiem fluorescencyjnym.
Kompleks sonda znakowana metalem-enzym jest wykrywany za pomocq radiografii. C. Fluorescencja
substratowa sondy moze byc odczytana jedynie po proteolizie. Stworzono za pomocqg programu
BioRender.com.
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Opis osiggniecia naukowego

Wstep

Podczas mojego stazu podoktorskiego koncentrowatam sie na badaniu aktywnosci proteaz
uktadu odpornosciowego przy uzyciu sond chemicznych. W tym czasie bytam zaangazowana w kilka
powigzanych tematycznie projektéw, koncentrujgcych sie na opracowaniu chemicznych metod do
badania aktywnosci wybranych proteaz znajdujgcych sie w komaorkach uktadu odpornosciowego, w tym
neutrofilowych proteaz serynowych: elastazy (NE), katepsyny G (CatG), proteinazy 3 (PR3)
i neutrofilowej serynowej proteinazy 4 (NSP4); proteaz komorek NK, -T i -B: granzymu A oraz granzymu
B (GrA i GrB); proteazy makrofagdw: MALT1. Habilitacja ta jest efektem interdyscyplinarnych badan
i potaczenia wiedzy z zakresu chemii peptydow, ktérg zdobytam w trakcie studiéw doktoranckich,
podczas ktérych skupiatam sie na poszukiwaniu specyficznych substratéw dla proteaz oraz wiedzy
z zakresu biologii komorki, zwtaszcza komodrek uktadu odpornosciowego, ktdrg zdobytam w trakcie stazu
podoktorskiego w laboratorium biologicznym.

Podczas moich studidw doktoranckich, wspdlnie z dr Marcinem Porebg, pod kierunkiem prof.
hab. Marcina Draga, opracowali$my strategie HyCoSul, ktérg po raz pierwszy opisalismy w 2014 roku®”
8 Strategia ta stanowita przetom w poszukiwaniu specyficznych substratéow dla proteaz, dlatego
postanowitam zastosowac jg w moich pdZniejszych badaniach opisanych w tej pracy w poszukiwaniu
specyficznych sond chemicznych, ktére zastosowatam do badan enzymdéw w ukfadach biologicznych.
Podczas moich badann podoktorskich strategia HyCoSul zostata wykorzystana jako medium
w poszukiwaniu sond chemicznych do wykrywania i monitorowania aktywnos$ci proteaz uktadu
odpornosciowego w komdrkach, a nawet w catych organizmach.

Moim nadrzednym celem byto opracowanie uniwersalnych technologii, ktére umozliwig
selektywne badanie aktywnosci proteolitycznej wybranych proteaz za pomocg ogdlnodostepnego
sprzetu w niemal kazdym laboratorium biologicznym, opierajgcych sie o detekcje fluorescencji. Techniki
fluorescencyjne majg wiele zalet, ktére czynig je niezwykle pozgdanymi w badaniach z zakresu nauk
przyrodniczych. Po pierwsze, istnieje ogromny wybdr dobrze zwalidowanych fluoroforéw, ktére
pozwalajg na elastycznos$¢ i dopasowanie do prawie wszystkich urzadzen, ktére mogag wykrywac
fluorescencje. Fluorescencja moze by¢ wykorzystywana do wykrywania pojedynczych biatek w prébce,
ale takze w komdrkach i catych organizmach przy uzyciu spektrometrow, mikroskopdw, skaneréw
do obrazowania analiz Western-Blot i cytometréw przeptywowych. W cytometrii przeptywowej mozna
jednoczesnie monitorowac do 19 réznych czynnikdw, podczas gdy w mikroskopii konfokalnej mozna

wyodrebnié okoto pieciu fluoroforéw w tej samej probce.

W ramach tej habilitacji przedstawiam nie tylko szczegétowe opracowanie sond chemicznych
do badania aktywnych enzyméw proteolitycznych uktadu odpornosciowego, ale takze ich zastosowanie
w ,podgladaniu” proteaz. Czasteczki te zostaty z powodzeniem zastosowane w badanich wybranych
komérek uktadu odpornosciowego i umozliwity m.in. (1) odkrycie nierdwnomiernej lokalizacji
aktywnych proteaz serynowych w ziarnistosciach neutrofili oraz (2) wykazanie, ze powstawanie NETs
jest niezalezne od NSPs.

26



Opis szczegofowy

Czesc 1: Wybrane neutrofilowe serynowe proteazy

Neutrofile zawierajg wiele proteaz, z ktorych szczegdlng role w ich funkcjonowaniu odgrywaja
proteazy serynowe (NE, CatG, PR3 i NSP4)*> 3%, a takie tzw. enzymy sieroce nalezgce do grupy
granzymow®. Granzymy wystepujg jednak w wiekszych ilociach w innych komérkach uktadu
odpornosciowego i dlatego zostaty opisane w Czesci 3 Opisu szczegdfowego.

H1: Kasperkiewicz P, Poreba M, Snipas SJ, Lin SJ, Kirchhofer D, Salvesen GS, Drag MR Design of a
Selective Substrate and Activity Based Probe for Human Neutrophil Serine Protease 4, PLoS
One 2015, 10, 1. (IF 3.057, MNiSW: 100 punktédw (numer na liscie: 16237), Cytowania: 41)

Badania przedstawione w tym manuskrypcie sg pierwszymi z serii powigzanych ze sobg
projektdw opisanych w tej rozprawie i dotyczg opracowania markera chemicznego dla NSP4. Realizacja
projektu odbywata w dwdch osrodkach naukowych. Chemiczna cze$¢ badan zostata wykonana na
Politechnice Wroctawskiej (WUST), a badania biochemiczne zostaty wykonane podczas mojego
pierwszego stazu podoktorskiego, w laboratorium prof. Salvesena w SBP Medical Discovery Institute,
USA, finansowanego przez Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej w ramach projektu SKILLS finansowanego
ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego (Program Operacyjny
Kapitat Ludzki, Priorytet 1V, Szkolnictwo wyzsze i nauka, Dziafanie 4.2. Rozwdj kwalifikacji kadr
badawczo-rozwojowych i wzrost swiadomosci roli nauki we wzroscie gospodarczym). Finansowanie
stazu uzyskatam samodzielnie, w otwartym konkursie.

Neutrofilowe serynowe proteazy (NSPs), takie jak NE, CatG oraz PR3, zostaty odkryte
kilkadziesigt lat temu i sg enzymami proteolitycznymi znajdujgcymi sie w ziarnistosciach neutrofilii.
Ludzka neutrofilowa serynowa proteinaza 4 (NSP4), znana réwniez jako PRSS57, jest niedawno

3490 NSPs sg zaangazowane w odpowiedz

odkrytym enzymem nalezgcym takze do grupy NSPs
immunologiczng, a we wrodzonym uktadzie odpornosciowym dziatajg jako czynniki pierwszej linii
obrony przed patogenami, bedac jednymi z najbardziej rozprzestrzenionych i wystepujgcych w wysokich
stezeniach enzymow w organizmie®. Podczas gdy NE, CatG i PR3 byty wielokrotnie zbadane, podczas gdy
informacje o NSP4 sg nieliczne. Wiadomo, ze ewolucyjnie NSP4 pojawito sie przed pozostatymi NSPs, co
sugeruje, ze enzym ten moze odgrywac¢ podobng do nich role® % 9 Pod wzgledem preferencji
katalitycznych NE, PR3 i CatG posiadajg raczej szerokg specyficznosé¢ w kieszeni S1, hydrolizujac po
matych aminokwasach alifatycznych (NE, PR3) lub duzych resztach hydrofobowych (CatG), podczas gdy
NSP4 posiada wyrazng preferencje do Arg w tej kieszeni***. Preferencje NSP4 w S1 sg zaskakujace, gdyz
pod wzgledem strukturalnym otoczenie miejsca aktywnego NSP4 sugeruje specyficznosc
elastazopodobng, podczas gdy NSP4 posiada specyficznos¢ trypsynowa. Wyjasnieniem tego fenomenu
moze by¢ struktura krystaliczna 3D NSP4, w ktorej widac, ze kieszent S1 jest przestonieta, a substrat
zawierajacy w P1-Arg przyjmuje niekanoniczng konformacje®. Substrat zawierajgcy w P1-Arg, posiada
dodatnio natadowang grupe guanidynowg taficucha bocznego Arg, ktéra jest stabilizowana w kieszeni

S1 przez sie¢ wigzant wodorowych. Specyficznos¢ substratowa NSP4 w pozostatych kieszeniach zostata
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czesciowo zbadana przy uzyciu substratow [QFs, jednak ze wzgledu na ograniczong liczbe
zastosowanych aminokwaséw niewiele wiadomo na temat preferencji NSP4. Dlatego tez, wspdlnie z
prof. Marcinem Dragiem, postanowilismy doktadnie to zbadaé, aby uzyskaé selektywne narzedzie do

monitorowania NSP4.

Do badan nad NSP4 istnieje tylko jedno komercyjnie dostepne przeciwciato i jeden
nieselektywny substrat®®. Biorgc pod uwage fakt, ze NSP4 w neutrofilach stanowi tylko 5% wszystkich
NSPs, jej badanie przy uzyciu dostepnych narzedzi stanowito wyzwanie®®, dlatego poszukiwanie
specyficznego i silnie wigzgcego sie markera dla NSP4 byto w petni uzasadnione.

W celu okreslenia sekwencji struktury wiodgcej dla markera NSP4 zastosowano opracowang
wczesniej w naszym zespole technologie okreslania specyficznosci substratowej HyCoSuL. W pierwszym
etapie badan, wraz z moim kolegg z laboratorium dr Marcinem Porebg, zsyntetyzowalismy biblioteke
P1-Arg HyCoSul, ktora sktadata sie z 3 podbibliotek Ac-P4-X-X-Arg-ACC, Ac-X-P3-X-Arg-ACC i Ac-X-X-P2-
Arg-ACC, gdzie X to rownomolowa mieszanina naturalnych aminokwaséw (z wytgczeniem Cys i Met,
uzupetniona o norleucyne (Nle)), a Px - to zdefiniowana reszta aminokwasowa. Do uzyskania biblioteki
uzyto szerokiej gamy 101 nienaturalnych aminokwasdw zawierajgcych wiele modyfikacji strukturalnych
i majgcych rézny charakter chemiczny, w tym pochodne Pro, duze i mate reszty alifatyczne lub reszty
obdarzone fadunkiem, aby zwiekszy¢ ilos¢ potencjalnych oddziatywan w kieszeniach S4-S2 enzymu.
Tego typu analiza zostata wykonana po raz pierwszy dla NSP4, dlatego wszystkie warunki wymagaty
optymalizacji. W pierwszym etapie dobratam warunki do analiz kinetycznych, w tym stezenie enzymu
i substratéow oraz dokonatam wyboru buforu. Nastepnie samodzielnie przeprowadzitam badania
przesiewowe biblioteki i przeanalizowatam dane. Badania te wykazaty, ze kieszen S4 NSP4 jest
stereospecyficzna, poniewaz rozpoznaje tylko L-aminokwasy. Co wiecej, wykazatam, Ze jeden
z nienaturalnych aminokwasow, homocykloheksyloalanina (hCha) jest najlepiej rozpoznawana w tej
pozycji przez NSP4, w poréwnaniu do najlepszej naturalnej reszty aminokwasowej, Arg. Na tej podstawie
wywnioskowatam, Zze kieszen S4 jest obszerna i moze pomiesci¢ duze hydrofobowe reszty
aminokwasowe. Co ciekawe, kieszen S3 rozpoznaje wiele rdznych reszt aminokwasowych jednak
z preferencjg do Phe(guan), co jest wspdlng cechg cztonkdw rodziny proteaz trypsynopodobnych,
w ktorych aminokwasy budujgce kieszen S3 sg eksponowane na dziatanie rozpuszczalnika. Natomiast
kieszen S2 wykazuje szerokg specyficznos¢ substratowg, z preferencjami zaréwno do naturalnych
i nienaturalnych reszt, w tym proliny (Pro), waliny (Val), alaniny (Ala), leucyny (Leu), cykloheksyloalaniny
(Cha), homofenyloalaniny (hPhe), fenyloglicyny (Phg) i kwasu oktahydroindolokarboksylowego (Qic).
Zastosowanie szerokiej gamy nienaturalnych aminokwaséw w bibliotece pozwolito na okreslenie
rozszerzonej specyficznosci substratowej NSP4 i wybdr najbardziej preferowanych reszt w badanych
pozycjach.

Zsyntetyzowany przeze mnie substrat znajduje zastosowanie do badan biochemicznych NSP4,
natomiast do bardziej zaawansowanych badan na komdrkach lub zywych organizmach nie jest
najlepszym rozwigzaniem. Dlatego w kolejnym kroku skupitam sie na zaprojektowaniu sondy do
monitorowania NSP4 do badan biologicznych. W pierwszym kroku, bazujgc na uzyskanych wynikach
badan przesiewowych HyCoSul, zaprojektowatam sekwencje peptydowg ABP tak, aby sonda ta byta
selektywna. W kolejnym kroku sprawdzitam potencjalng reaktywnos¢ krzyzowg najlepszego substratu
Ac-hCha-Phe(guan)-Oic-Arg-ACC z innymi proteazami serynowymi znajdujgcymi sie w ziarnistosciach
neutrofilii. Okazato sie, ze wybrana sekwencja jest selektywna dla NSP4, a warto$¢ keat/Km wynosi 32 000
Ms?, dlatego tez sekwencja ta zostata wybrana do uzyskania selektywnego ABP. Specyficzny substrat

28



zostat przeksztatcony w ABP poprzez zastgpienie znacznika fluorogenicznego ACC elektrofilowg grupa
reagujaca (difenylofosfonian), ktéra wigze sie nieodwracalnie w miejscu aktywnym enzymu. Dodatkowg
zaletg wybranego fragmentu reagujgcego jest to, ze wigze sie wytgcznie z proteazami serynowymi,
a wiec dziata réwniez jako czynnik zwiekszajacy selektywno$¢®®. Aby umozliwi¢ monitorowanie enzymu,
fragment acetylowy substratu zostat zastgpiony biotyng dotgczong do N-korica peptydu za pomoca
linkera. W opisywanej pracy przedstawitam szczegdtowg Sciezke syntezy markera chemicznego.
W skrécie, synteza zostata podzielona na dwie czesci obejmujace (1) synteze biotynylowanego peptydu
(Biot-Ahx-P4-P2) na zywicy chlorotritylowe] oraz (2) wieloetapowg synteze fragmentu reagujgcego
H,N-Arg"(OPh),. Nastepnie oba fragmenty (1) i (2) sprzegnieto w roztworze, otrzymujac
Biot-Ahx-hCha-Phe(guan)-Oic-Arg"(OPh), (PK401) (Rys. 8A).

Po zakonczeniu tej czesci badan przeniostam sie do Sanford-Burnham Medical Discovery
Institute w Ja Jolla, w Kalifornii, USA, aby przeprowadzi¢ bardziej szczegdtowe analizy biochemiczne
NSP4. Poniewaz dobre narzedzie do badan enzymdw musi wigzac sie jedynie z enzymem docelowym
w naturalnym $rodowisku, dlatego w kolejnym kroku sprawdzitam selektywnos¢ PK401 uzywajgc innych
enzymow, ktére mozna znalezé w neutrofilach. Ze wzgledu na to, ze wybrany fragment reagujacy wigze
sie tylko z proteazami serynowymi, potencjalng reaktywnosé krzyzowg testowano tylko wzgledem
neutrofilowych proteaz serynowych, w tym NE, PR3 i CatG. Wykazano duze parametry kinetyczne PK401
wzgledem NSP4 (kobs/I Wynosi 3,8 x 10° Ms?), a takze jego wysokg selektywnos$é. Wyniki te zostaty
potwierdzone przez inne analizy biochemiczne sondy PK401 z NSP4 i opisane ze szczegdtami w tym
manuskrypcie. W skrdcie, po inkubacji enzymu z PK401 i analizach SDS-PAGE, a nastepnie Western-Blot
wykazano, ze nie dochodzi do wigzania PK401 z NSP4 w obecnosci kowalencyjnego inhibitora tego
enzymu, co potwierdza, ze sonda wigze sie w miejscu aktywnym NSP4 (Rys. 8B). Co wiecej, stosujac tak
niskie stezenie markera jak 10 nM wykryto aktywnosé NSP4, co swiadczy o tym, ze marker ten moze by¢
stosowany do badan enzymow o niewielkim stezeniu w srodowisku naturalnym, jak jest w przypadku
NSP4. Kluczowg cechg sondy PK401 jest jej selektywnos¢, ktéra zostata potwierdzona analizg Western-
Blot w obecnosci wszystkich NSPs, a w potgczeniu z wysokimi parametrami kinetycznymi wigzania sondy
z NSP4, wywnioskowano, ze jest to bardzo dobre narzedzie do badania NSP4 (Rys. 8B).
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Rysunek 8. Detekcja NSP4 za pomocq PK401. A. Struktura PK401. B. Lewy panel: NSP4 inkubowano
zPK401 (od 1 do 2000nM) i analizowano metodq Western-Blot, wykazujgc uzytecznos¢ PK401
w wykrywaniu NSP4 i wigzanie sondy w miejscu aktywnym enzymu. Prawy panel: NSPs inkubowano
Z lub bez PK401 i analizowano metodq Western-Blot, wykazujgc specyficzne wigzanie PK401 z NSP4.
Rysunek zaadaptowany z Rysunku 3 i Rysunku 4 z &.
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PODSUMOWANIE:

> Zsyntetyzowano i scharakteryzowano pierwszy  selektywny  substrat oraz
niskoczgsteczkowy marker chemiczny dla NSP4,

> PK401 wigze sie selektywnie z aktywng NSP4,

>  PK401 moze byc¢ wykorzystany do badan funkcji NSP4 w komdrkach.

H2: Kasperkiewicz PB3, Altman Y, D'Angelo M, Salvesen GSBR, Drag MB, A toolbox of fluorescent probes
for parallel imaging reveals uneven location of serine proteases in neutrophils, Journal of the American
Chemical Society 2017, 139, 10115. (IF 14.357; MNIiSW 200 punktéw (numer na liscie: 12811);
Cytowania 53)

Wyniki badan zaprezentowane w publikacji H1 wykonane podczas mojego pierwszego stazu
naukowego w laboratorium prof. Salvesena w SBP Medical Discovery Institute, USA zachecity mnie
do kontynuowania badan nad aktywnymi enzymami uktadu odpornosciowego, a w szczegdlnosci nad
neutrofilowymi serynowymi proteazami. Enzymy te sg badane od kilku dekad, jednak wszystkie badania
koncentrowaty sie na poziomie ich ekspresji, a nie aktywnosci, ze wzgledu na brak precyzyjnych narzedzi.
W niniejszej pracy nie tylko uzyskatam selektywne narzedzia dla NSPs, ale takze wykazatam
nierdwnomierng lokalizacje NSPs w ziarnistosciach neutrofili, co zmienia dotychczasowy paradygmat
o réwnomiernie wypetnionych ziarnistosciach azurofili i wptywa na sposdb postrzegania biologii
neutrofilii.

Wszystkie syntezy chemiczne na potrzeby tego projektu przeprowadzitam w WUST. Nastepnie
rozpoczetam  drugi staz podoktorski w SBP  Medical Discovery Institute w  USA
w laboratorium prof. Salvesena, gdzie wspdlnie projektowalismy i analizowalismy eksperymenty
biologiczne i biochemiczne, ktére samodzielnie wykonywatam. Publikacja ta jest jedna
z najwazniejszych w mojej dotychczasowej pracy naukowej, a takze w tej habilitacji i z catg pewnosciag
stanowi kamien milowy w mojej karierze naukowej.

Rola neutrofilowych serynowych proteaz, takich jak NE, CatG i PR3 w uktadzie odpornosciowym
byta badana od dziesiecioleci, ale ich doktadna aktywnos$¢ i rola pozostawaty niejasne. Dotychczas
stosowane metody badania aktywnosci NSPs byty nieselektywne, na przyktad najlepsza czasteczka do
badania NE zawierafa niespecyficzng sekwencje Ala-Ala-Pro-Val, ktdra jest takze rozpoznawana przez
PR3?. Biorgc pod uwage kluczowe funkcje NSPs w aktywacji, ale takze w hamowaniu odpowiedzi uktadu
odpornosciowego, uznatam, ze istotne jest dostarczenie rozwigzania do badania aktywnej formy tych
enzymodw. W tym celu zaprojektowatam strukture markeréw chemicznych, posiadajgcych nastepujgce
cechy: (1) beda wigzaty sie kowalencyjne w miejscu aktywnym proteaz serynowych, (2) bedg selektywne
i silnie wigzace sie z docelowym enzymem oraz (3) umozliwig tatwg detekcje (fluorescencja) i rownolegte
obrazowania NSPs w neutrofilach. Dlatego tez, sondy NSPs zostaty zaopatrzone w (1) reagujacg grupe
elektrofilowag jakg jest difenylofosfonian, specyficzny dla proteaz serynowych, (2) selektywna
peptydowg sekwencje dla NE, PR3, CatG lub NSP4 oraz (3) jeden z czterech fluoroforow BODIPY FL, Cy3,
Cy5 lub Cy7, charakteryzujgcych sie minimalnym stopniem natozenia widm emisji i wzbudzenia
fluorescencji.

30



We wczesniejszych badaniach opisanych w publikacji H1 wykazalismy, Ze zastosowanie strategii
HyCoSul, zawierajgcej nienaturalne aminokwasy, w poszukiwaniu specyficznej i wysoce aktywnej sondy
dla NSP4 zakoriczyto sie sukcesem, dlatego wdrozylismy te strategie do profilowania wszystkich NSPs
aby znalez¢ wiodgcg sekwencje dla ich sond chemicznych (zwanych markerami chemicznymi).
Specyficznosé substratowa NE zostata przeze mnie okreslona w trakcie moich studiéw doktoranckich,
a nastepnie opisana i opublikowana w 2014 roku w PNAS®*, dlatego w tej pracy (H2) skupitam sie przede
wszystkim na specyficznosci PR3 i CatG. Ze wzgledu na naktadajace sie preferencje katalityczne NE i PR3,
do profilowania PR3 wykorzystatam biblioteke dedykowang dla NE, natomiast dla CatG wspdlnie
z dr Marcinem Porebg zsyntetyzowatam biblioteke HyCoSul z Phe w P1. Dzieki temu uzyskatam profile
specyficznosci substratowe] czterech NSPs i zaprojektowatam izsyntetyzowatam fluorogeniczne
substraty tak, aby ich sekwencja byfa optymalna pod wzgledem aktywnosci oraz selektywnosci.
Projektujgc markery chemiczne, skupitam sie nie tylko na selektywnosci sekwencji wiodgcych, ale takze
na ich sile oddziatywania z enzymem. Sg to kluczowe czynniki w badaniach biologicznych, poniewaz
niektére enzymy sg aktywne tylko przez krotki czas, po czym ulegajg inaktywacji. Aby znalez¢ optymalne
sekwencje, zsyntetyzowatam serie substratéw i wybratam struktury wiodace. Jako elektrofil wybratam
estry difenylofosfonianowe z réznymi podstawnikami, zgodnymi z preferencjami katalitycznymi
poszczegdlnych enzymodw. Difenylofosfoniany mimikujg naturalne aminokwasy, wigzg sie kowalencyjnie
w miejscu aktywnym proteaz serynowych i charakteryzujg sie dobrg rozpuszczalnoscig w osoczu. Przy
wyborze  fluoroforow  kierowatam sie ich  dostepnoscia, wydajnoscig, fotostabilnoscig,
przepuszczalnoscia przez btony komdrkowe i minimalnym naktadaniem sie widm emisji
oraz wzbudzenia. Zsyntetyzowatam szesnascie sond (Rys. 9A), stosujgc strategie obejmujgcg zaréwno
synteze peptyddw na podtozu statym, jak i sprzeganie peptyddéw w roztworze.
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Rysunek 9. A. Struktury otrzymanych ABP. Zaprojektowatam i zsyntetyzowatam 16 sond
fluorescencyjnych, ktdre sq zakodowane w oparciu o N-koncowy znacznik fluorescencyjny (X) i sekwencje
specyficzng dla poszczegdlnych NSPs, jak wskazano w prawym panelu. B. State szybkosci inhibicji
drugiego rzedu dla sond NSPs. Stupki btedow S.D. z powtdrzen biologicznych miescity sie w granicach
10% sredniej. Rysunek czesciowo zaadaptowano z H2.
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Po syntezie sond w WUST pozostate badania przeprowadzitam w laboratorium prof. Salvesena
w USA. Badania zaczetam od sprawdzenia, czy moje wcze$niejsze zatozenia dotyczgce selektywnosci
i sity dziatania markerdw byty prawidtowe. W tym celu przetestowatam wszystkie sondy NSPs (w sumie
16) wzgledem wszystkich czterech NSPs i zgodnie z oczekiwaniami wykazywaty one wysoka site dziatania
(2,3-7,6 x 10° M's*dla NE, 1,4-4,3 x 10° M*s ™ dla CatG, 1,4-7,8 x 10> Ms* dla PR3 oraz 3,8 x 10°— 4,0
x 10* Mst dla NSP4) i selektywno$¢ wobec docelowych NSPs, z wyjatkiem sondy dla NE, ktdra rowniez
wigzata sie z PR3. Ze wzgledu na to, ze w badaniach komdrowych nawet minimalna reaktywnosc
krzyzowa moze stanowic¢ problem, aby sprawdzi¢, czy sonda NE moze by¢ stosowana w badaniach
biologicznych, zbadatam selektywnos$¢ sond znakowanych Cy5 na mieszaninie NSPs, mimikujgc warunki
naturalne. W tym badaniu potwierdzitam catkowitg selektywnos¢ sond dla PR3, CatG i NSP4
oraz wykazatam, ze w przypadku braku NE, sonda jej dedykowana oddziatywata rowniez z PR3. Wyniki
te zostaty potwierdzone inna analizg, wykorzystujgc immunoprecypitacje. Dlatego tez zaproponowatam
inne rozwigzanie, aby selektywnie wyznakowaé NE i najpierw wyznakowatam PR3 specyficzng sondg,
a po inhibicji PR3 znakowatam prébki NE (Rys. 10A). Strategia ta zostata nastepnie przetestowana na
lizatach neutrofili i wykazatam, ze wstepne znakowanie PR3 pozwala na skuteczng i specyficzng detekcje
innych NSPs, w tym NE. Co wiecej, wykazatam, ze w obecnosci NE sondy z serii PK10X wigzg sie
preferencyjnie z tym enzymem, a nie z PR3 (Rys. 10A).

Na tamtg chwile nie dokonano ilosciowej analizy aktywnych NSPs, ze wzgledu na brak
specyficznych odczynnikéw do tego typu badan. Dlatego tez w kolejnym kroku zaproponowatam
zmierzenie stezenia aktywnych NSPs w lizatach neutrofili wykorzystujgc nasze sondy fluorescencyjne
w analizie Western-Blot (Rys. 10B). Po raz pierwszy oszacowatam stezenie aktywnych NSPs w lizatach
neutrofili, potwierdzajgc niezwykle niskie stezenie NSP4. Wiedza ta jest kluczowa do projektowania
przysztych eksperymentdw biologicznych i badan neutrofilowych enzymdw, w ktérych pozadane jest
catkowite zahamowanie enzymu.
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Rysunek 10. Specyficznos¢ markeréow NSPs oraz ich zastosowanie w badaniach komdrkowych.

A) Reaktywnosc sond PK105 i PK107 w ekstraktach neutrofilii. Sondy PK307 i PK305 dodawano w czasie
=0 (linie 1, 3, 4), a nastepnie po 10 minutach inkubacji dodawano sondy PK105 lub PK107 (linie 2, 3, 4).
Probki inkubowano przez dodatkowe 10 minut i analizowano za pomocq SDS-PAGE. Wykazano, Ze seria

Cy5 Cy7 natozenie

PK10X wiqze sie preferencyjnie z NE w probkach biologicznych. B) Miareczkowanie lizatow neutrofili.
Lizaty traktowano serig PKX01 (ABPs znakowane biotynq) jako inhibitorami (I, zielony) w rdoznych
stezeniach przez 45 minut, a nastepnie dodawano sondy fluorescencyjne (czerwony) i przeprowadzano
dodatkowq inkubacje. Dla NE, CATG i PR3 wykonano dodatkowq analize przy uzyciu przeciwciat. Rysunek
przygotowano na podstawie Rysunku 3 w pracy H2.
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Co wiecej, nowe czgsteczki pokonujg bariere btony komadrkowej, gdzie znakujg one docelowe
NSPs co potwierdzono immunochemicznie przy uzyciu przeciwciat. Ponadto, zastosowanie
selektywnych inhibitoréw spowodowato brak wigzania sie sond zaréwno z docelowymi enzymami, jak
i innymi biatkami, potwierdzajgc wigzanie w miejscu aktywnym oraz sugerujac uzyteczno$¢ sond
w badaniach komodrkowych. Analizy te prowadzity do wniosku, ze uzyskane markery mogg byc
odpowiednie do obrazowania aktywnych NSPs w srodowisku komdrkowym.

A PK105 (NE) PK203 (CATG) PK302 (PR3) PK407 (NSP4) natozenie

neutrofile

neutrofile
indukowane PMA

anti-NE, AF 680 anti-CATG, AF 488  anti-PR3, AF568 natozenie

neutrofile

neutrofile
indukowane PMA

Rysunek 11. Nieréwnomierne rozmieszczenie aktywnych NSPs w ziarnistoSciach neutrofildw.
A) Swiezo wyizolowane neutrofile inkubowano z lub bez PMA i ze wskazanymi sondami, podczas gdy
zaprezentowane w panelu B, indukowane lub nie neutrofile znakowano przeciwciatami dla trzech
poszczegolnych NSPs, w tym anty-NE, anty-PR3 i anty-CatG, a nastepnie przeciwciatami drugorzedowymi
skoniugowanymi z fluoroforami. Probki z czesci A i B zostaty zobrazowane przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego. Obrazy reprezentujq wyniki z probek od 3 dawcow. Zaadaptowano z pracy H2.

Owczesny stan wiedzy wskazywat na obecno$¢ NSPs w ziarnistosciach azurofilii, ale nie skupiano
sie na ich lokalizacji, a jedynie zaktadano ich kolokalizacje. Ponadto nie badano lokalizacji wszystkich
NSPs w aktywnej formie w neutrofilach. Dlatego w nastepnym kroku, dysponujgc specyficznymi,
przepuszczalnymi przez btone komodrkowa i bardzo szybkimi narzedziami chemicznymi dla NSPs,
zbadatam doktadne zaleznosci lokalizacji aktywnych NSPs w neutrofilach. W tym celu zastosowatam
cztery ABPs dedykowane poszczegdlnym enzymom, znakowane réznymi  fluoroforami
o nienaktadajgcych sie widmach emisji i wzbudzenia. Aby ograniczy¢ mozliwos¢ niespecyficznego
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wigzania sie sondy NE, zaproponowatam zastosowanie wczesniej juz przeze mnie opracowanego
i sprawdzonego sekwencyjnego znakowania przy jednoczesnym zastosowaniu niskiego stezenia sond,
ktére nie przekraczato ilosci aktywnego enzymu w komodrce. Po wyizolowaniu neutrofili z krwi
obwodowej, potraktowatam je sondami, przemytam, utrwalitam i zabezpieczytam przed
fotowybielaniem. Tak przygotowane prébki przeanalizowatam za pomocg mikroskopu konfokalnego
i wykazatam, ze NSPs sg nieréwnomiernie rozmieszczone zarowno w granulach jak ipomiedzy
poszczegdlnymi neutrofilami z tego samego preparatu (Rys. 11A). Odkrycie to byto nieoczekiwane
i sprzeczne z dotychczasowymi hipotezami o lokalizacji NSPs w ziarnistosciach, dlatego jako dodatkowg
kontrole wykonatam immunoznakowanie uzyskujgc analogiczne wyniki (Rys. 11B). Co wiecej, podobne;j
obserwacji dokonatam w neutrofilach z indukowang NETozg (z PMA) (Rys. 11A, dolny panel). Celem
walidacji wynikdw, przygotowatam probki do analizy metodg cytometrii przeptywowej, ktéra pozwolita
na ilosciowg ocene kolokalizacji NSPs w ziarnistosciach neutrofiléw. Wykorzystujgc analize
podobienstwa jasnych szczegdtow wykazalismy, ze tylko 0,2% catkowitej liczby ziarnistosci zawiera
wszystkie NSPs, podczas gdy wiekszos¢ ziarnistosci posiada pojedyncze enzymy (Rys. 12).

Odkrycie to jest istotne w kontekscie poszukiwania roli poszczegdlnych proteaz w neutrofilach,
poniewaz wszystkie dotychczasowe badania skupiaty sie na kolokalizacji wszystkich NSPs w granulkach.
Nierownomierna dystrybucja NSPs moze miec¢ kluczowe znaczenie w stanach patofizjologicznych
z udziatem NSPs i moze wskazywac na potencjalne cele medyczne. Przyktadowo obecnie testuje
przydatno$¢ tego zestawu narzedzi w monitorowaniu NSPs we krwi obwodowej pacjentéw
z neutropenig, w ramach projektu TEAM-Net, w ktorym jestem liderem zespotu. Ponadto,
te zaskakujgce wyniki daty solidng podstawe do postawienia hipotezy badawczej, ze nieréwnomiernie
upakowane neutrofile petnig rézne funkcje w organizmie. Dlatego badania te sg kontynuowane
w ramach projektu Sonata-Bis, ktorego jestem kierownikiem i na ktérego realizacje pozyskatam srodki
w ramach otwartego konkursu.

A Kolokalizacja Kolokalizacja Kolokalizacja
NSP4 oraz PR3 NSP4, PR3 oraz CATG NSP4 , PR3, CATG oraz NE 3 L
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PR3 CG NE
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PR3 31.2 4.72
cG 29.5

llo$¢ zdarzen kolokalizacji
4 enzyméw w granuli wynosi0.2%

3

0 1 2
Podobienstwo jasnych detali Podobienstwo jasnych detali Podobienistwo jasnych detali
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Rysunek 12. llosciowa ocena stopnia kolokalizacji sond dla NSPs w ziarnistosciach neutrofilow za pomocg
cytometrii przepfywowej. Neutrofile znakowano PK107, PK205, PK303 i PK402, a nastepnie analizowano
za pomocq cytometrii przeptywowej. Przed analizq kolokalizacji NSPs, pojedyncze neutrofile
przechodzgce przez wiqzke swiatta byty analizowane w oprogramowaniu IDEAS wedtug wspdfczynnika
proporcji FSC (rozproszenie zgodne z kierunkiem wiqzki laserowej) do SSC (rozproszenie pod kqtem 90°C)
za pomocq funkcji ,Bright Gradient RMS”. Podobieristwo jasnych szczegotow/detali (BDS) obliczono dla
kazdej pary enzymdw na podstawie intensywnosci fluorescencji. Enzymy uznawano za kolokalizujgce dla
danej pary sond, jesli BDS > 1,5. B) llosciowa ocena kolokalizacji zdarzeri BDS - kolokalizacja wszystkich
czterech NSPs wynosi 0,2%. Rysunek zaadaptowano z publikacji H2.
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PODSUMOWANIE:

»  Opracowano specyficzne niskoczgsteczkowe sondy chemiczne (ABP) do badania
poszczegdlnych NSPs,

>  ABPs charakteryzujq sie silnym oddziatywaniem z enzymem, duzq rozpuszczalnosciq
i przepuszczalnosciq przez btone komdrkowg,

»  Wykazano nieréwnomierng lokalizacje aktywnych NSPs w ziarnistosciach neutrofili,

>  Poraz pierwszy oznaczono stezenie poszczegdlnych NSPs w neutrofilach,

>  ABPs mogq byc¢ stosowane w badaniach aktywnosci NSPs w neutrofilach.

H5: Kasperkiewicz PBR, Hempel A, Janiszewski T, Kolt S, Snipas SJ, Drag M, Salvesen GSB, NETosis Occurs
Independently of Neutrophil Serine Proteases, Journal of Biological Chemistry 2020, 1. (IF 4.238; MNiSW
100 punktédw (numer na liscie: 10303); Cytowania 8)

W niniejszej pracy opisuje wyniki, ktére uzyskatam wytgcznie w laboratorium prof. Salvesena
w SBP Medical Discovery Institute, USA, podczas mojego stazu podoktorskiego. Warto réwniez
wspomnie¢, ze wszystkie eksperymenty projektowatam i analizowatam samodzielnie pod nadzorem
prof. Guy Salvesena i co wazne, wykonatam zdecydowang wiekszos¢ zadan badawczych. Niniejsza praca
przedstawia biologiczne funkcje aktywnosci proteaz w neutrofilach, ktére zostaty wykazane przy uzyciu
sond chemicznych i skupia sie wytgcznie na biologii neutrofiléw.

Jak juz wspomniano, neutrofile stanowig pierwszg linie obrony przeciwko patogenom i do ich
eliminacji stosujg kilka strategii, w tym fagocytoze, degranulacje (uwalnianie przeciwdrobnoustrojowych
peptydéw i biatek) oraz wybuch tlenowy®. Prawie dwie dekady temu grupa Brinkmanna
zaobserwowata, ze neutrofile, jako dodatkowg forme obrony, wyrzucajg zdekondensowang chromatyne
z jadra komdrkowego® lub z mitrochondriéw jak zaobserwowata grupa Yousefi®®, tworzac strukture
siatki, zwang NETs (ang. Neutrophil Extracellular Traps). Proces ten zostat nazwany NETozg i jest
uwazany za forme $mierci komorki> . Do DNA w NETs przyczepione sg przeciwdrobnoustrojowe
czynniki, ktore sg wydzielane wraz z DNA z komorki, dlatego tez NETs posiadajg witasciwosci
np. bakteriobdjcze. Co ciekawe, NETs stuzg takze jako platformy dla przetwarzania i aktywacji cytokin®.
Pomimo licznych pozytywnych funkcji jakie petnig NETs w obronie organizmu przeciwko patogenom
chrobotwdrczym, stanowig tez one podtoze licznych choréb immunologicznych.

Mechanizm uwalniania NETs wymaga udziatu oksydazy NADPH, mieloperoksydazy (MPO),
reaktywnych form tlenu (ROS) i enzymu deiminazy peptydyloargininowej 4 (PAD4), ktéry posredniczy
w cytrulinacji histonow®. Co ciekawe, NE byta uwazana za kluczowego mediatora w NETozie? %,
Wykazano, ze podczas NETozy NE ulega translokacji do jadra komorkowego, gdzie moze hydrolizowac
histony, ale takze, ze wydzielone tancuchy DNA zawierajg NE i dlatego spekulowano, ze proteaza ta jest
kluczowa w tworzeniu NETs'1%2  jednak we wszystkich badaniach stosowano metody
immunochemiczne i dlatego trudno byto oceni¢ wptyw aktywnosci NE na powstawanie NETSs, a nie tylko
jej obecnosci. Co wiecej, enzym ten znajduje sie w aktywnej formie w ziarnistosciach neutrofiléw razem
z pozostatymi NSPs. W zwigzku z tym rola wszystkich NSPs w netozie pozostawata kwestig sporng,

ze wzgledu na brak badan nad aktywnoscig tych enzymdéw. Ze wzgledu na fakt, ze neutrofile sg
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komodrkami terminalnymi, niezdolnymi do dalszych podziatéw i o krétkim czasie Zzycia we krwi
obwodowej i jeszcze krétszym w probdwce, wykonanie modyfikacji genetycznych w tych komadrkach.
Doktadne badania nad netozg stanowig duze wyzwanie, a gtdwnym celem tego projektu byto zbadanie
czy aktywnos¢ NSPs prowadzi do netozy. ByliSmy jedyng grupa badawczg na Swiecie posiadajgcg sondy
chemiczne do selektywnego badania aktywnych NSPs, dlatego zdecydowalismy sie zastosowac je
w badaniach nad NETozg (ich powstanie jest opisane w pracy H2). Wysnulismy hipoteze badawcza,
ze skoro neutrofile zawierajg cztery proteazy serynowe, to mogg one wzajemnie sie kompensowac, jesli
aktywnos¢ jednej z nich zostanie zneutralizowana i postanowilismy to zbadac.
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Rysunek 13. Hamowanie procesu netozy na modelu neutrofili indukowanych PMA, LPS, E. coli lub C.
albicans. Swiezo wyizolowane neutrofile byty potraktowane zestawem inhibitoréw, a nastepnie
indukowane. Uwalnianie DNA mierzono jako zmiana fluorescencji. Wartosc¢ dla komdrek bez inhibitoréw
okreslano jako 100%, a pozostate odpowiednio przeliczano. Wyniki wskazujg na minimalng role NSPs
w NETozie. Zaadaptowano z publikacji H5.

Najczesciej wykorzystywany model do badan netozy opiera sie o neutrofile izolowane z krwi
obwodowej, stymulowane forbolem 12-mirystynian-13-octanu (PMA) lub IL-1B> ', Inne czynniki
stymulujace, takie jak LPS, IL-8 czy bakterie byly takze przedmiotem intensywnych badan, jednak
indukujg one netoze z duzo mniejszg wydajnoscig'®, ale w przeciwienstwie do PMA moga by¢
wykorzystane w badaniach in vivo. W badaniach NETozy stosuje sie zmienny czas indukcji, jednak typowy
czas uwalniania NETs wynosi okoto 3 godziny®. Dlatego w pierwszym etapie badan zaproponowatam
przetestowanie réznych czynnikéw indukujacych i wybranie najlepszego, ktory umozliwitby uzyskanie
wydajnego wyrzutu DNA z neutrofili. W tym celu zastosowatam PMA, TNF-a, IL-1B, C. albicans, E. coli
(szczep JIM109), LPS oraz IFNy, a uzyskane wyniki poréwnatam z nieindukowanymi komarkami. Najpierw
zaproponowatam badanie, w ktérym przyrost fluorescencji (SytoxGreen®) byt badany w sposéb ciggty
i zaobserwowatam, ze neutrofile spontanicznie umieraty w obecnosci tego odczynnika w miare uptywu
czasu. Majac to na uwadze, opracowatam test z zastosowaniem ptytek wielodotkowych, w ktérym
réwniez uzytam SytoxGreen® ze wzgledu na jego wysokg intensywnos¢ fluorescencji po zwigzaniu z DNA,
ale zamiast ciggtego monitorowania fluorescencji w obecnosci wskaznika, byt on dodawany do
indukowanych komdrek w réznych punktach czasowych, tuz przed odczytem. Odczytéw dokonywano
we wskazanych punktach czasowych przez 6 godzin, kazdy na oddzielnej ptytce. Opracowanie tego testu
byto moim pomystem, a jego zastosowanie dostarczyto wiarygodne wyniki, ze zredukowanym fatszywie
pozytywnym sygnatem od komdrek umierajgcych w wyniku ekspozycji na SytoxGreen®. Spodziewalismy
sie intensywnego sygnatu w probkach komodrek poddanych dziataniu zaréwno PMA jak i LPS
i co zaskakujgce, zaobserwowalismy, ze o ile PMA prowadzi do szybkiego wyrzutu DNA, inne czynniki,
takie jak C. albicans, E.coli, LPS, TNF-a i IL-1B w niewielkim stopniu aktywujg neutrofile (mniej niz 30%
efekty PMA), a neutrofile indukowane INFy wydzielajg podobng ilo$¢ DNA co kontrola bez indukcji (Rys.
1A w H5). Jako dodatkowa kontrole, zobrazowatam neutrofile indukowane PMA, LPS i N-formyl-Met-
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Leu-Phe (fMLP) i zaobserwowatam silng indukcje za pomocg PMA, podczas gdy nieznaczna ilos¢ DNA
(znakowanego SytoxGreen®) zostata wydzielona po stymulowaniu z LPS, podobnie jak przy braku
indukcji. Wyniki te sg zgodne z naszymi analizami z uzyciem czytnika ptytek i wczesniejszymi wynikami®®.

A. NE B. CatG

DNA (PI) CatG (PK202) natozenie

DNA (PI) NE (PK102) nafozenie

kontrola
kontrola

Indukcja z PMA
Indukcja z PMA

C. D NSP4

natozenie NSP4 (PK402) natozenie

kontrola
kontrola

Indukcja z PMA
Indukcja z PMA

Rysunek 14. NE, CatG, PR3 oraz NSP4 sqg nieaktywne w DNA w netozie. Neutrofile krwi obwodowej byty
stymulowane PMA (lub nie, jako kontrola) w celu wywofania netozy i inkubowane z sondami
selektywnymi dla wybranych NSPs. DNA barwiono jodkiem propidyny (Pl). Obrazowanie przeprowadzono
za pomocq mikroskopu konfokalnego. Zaobserwowano kolokalizacje taricuchow DNA z przeciwciatami
poszczegolnych NSPs i brak kolokalizacji z sondami NSPs w NETs, co wskazuje, ze enzymy te sq
nieaktywne w NETs. Zaadaptowano z publikacji H5.

Po zoptymalizowaniu warunkdéw indukcji NETozy, sprawdzitam zaangazowanie poszczegdlnych
NSPs w ten proces. Pamietajagc o tym, ze w terminalnych neutrofilach nie sg mozliwe modyfikacje
genetyczne, postanowitam wykorzysta¢ specyficzne czgsteczki chemiczne opracowane w pracy H2.
Czasteczki te pokonujg bariere btony komdrkowej neutrofili i tgcza sie kowalencyjnie z poszczegdlnymi
NSPs, co sugeruje, ze ich zastosowanie zahamuje NSPs w neutrofilach. Dlatego neutrofile wyizolowane
z ludzkiej krwi obwodowej poddatam dziataniu specyficznych inhibitoréw o ogdlnej strukturze: Biotyna-
PEG(4)-Nle(O-Bzl)-Met(0),-Oic-Abu(POsPh,) (PK101 dla NE), Biotyna-Ahx-His(Bzl)-Val-Pro-Phe(POsPh;)
(PK201 dla CatG), Biotyna-Ahx-Glu(O-Bzl)-Lys(Ac)-Hyp(Bzl)-Nva(POsPh,) (PK301 dla PR3) i Biotyna-hCha-
Phe(guan)-Oic-Arg(POsPh,) (PK401 dla NSP4), oraz zestawem komercyjnie dostepnych inhibitorow,
a nastepnie indukowatam NEToze za pomocg PMA. Tworzenie NETSs jest zalezne od wybuchu tlenowego
oraz NADPH i w zwigzku z tym byto blokowane przez inhibitor NADPH - chlorek difenyloodoniowy (DPI),
podczas gdy inhibitory NSPs miaty minimalny wptyw na ilos¢ uwalnianego DNA, poréwnywalny
z komdrkami nieinhibitowanymi (Rys. 13). Aby sprawdzi¢ czy NSPs majg wzajemny wptyw na NEToze
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zahamowano jednoczesnie wszystkie cztery NSPs i ponownie nie zaobserwowano réznicy wydzielaniu
DNA. Analize te przeprowadzono nie tylko indukujgc neutrofile przy uzyciu PMA, ale takze uzywajac
innych czynnikow w tym LPS, E. coli (J109) i C. albicans, uzyskujac analogiczne wyniki wskazujgce na role
NADPH, ale nie NSPs w NETozie (Rys. 13). Wyniki te doprowadzity nas do wniosku, ze NSPs odgrywajg
minimalng role, jesli w ogdle jakakolwiek, w indukowaniu NETozy, niezaleznie od zastosowanej metody
indukcji.

) DNA NE o ) DNA catG o
A. Swiatto (Sytox® Green) (PK105) natozenie B Swiatto (Sytox® Green) (PK205) natozenie
przechodzace przechodzace

PMA

LPS

Brak indukcji
Brak indukcji

Rysunek 15. Lokalizacja aktywnych NSPs w neutrofilach indukowanych PMA i LPS. Neutrofile krwi
obwodowej indukowano (lub nie, jako kontrole) za pomocq PMA lub LPS i znakowano PK105 (A)
lub PK205 (B). DNA barwiono przy uzyciu SytoxGreen® i obrazowano przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego. DNA jest zwigzane z nieaktywnqg formg NSPs. Rysunek zaadaptowano z pracy H5.

We wczesniejszych badaniach przy uzyciu immunochemii stwierdzono obecno$é NE w NETs'®,

dlatego celem mojego kolejnego testu byto sprawdzenie czy zwigzane z DNA NSPs sg aktywne. W tym
celu, neutrofile byly indukowane za pomocg PMA i znakowane sondami dla NSPs, a nastepnie
znakowane przeciwciatami. Probki przygotowatam i analizowatam na mikroskopie konfokalnym
samodzielnie dzieki uprzejmosci dra Maxa D'Angelo (wspétautora publikacji). Co zaskakujgce, sondy byty
catkowicie nieobecne w NETs, ale wykazano ich punktowg obecnos¢ wewnatrz komorek (Rys. 14).
W zwigzku z tym w kolejnym etapie, aby zwalidowa¢ uzyskane wyniki i oceni¢ czy potencjalny sygnat
mogacy pochodzi¢ od kompleksu sonda-enzym zwigzanych z DNA nie zostat przypadkowo ominiety,
wykonalismy obrazowanie przyzyciowe neutrofili podczas NETozy. Ponownie nie zaobserwowalismy
asocjacji sond z DNA. Wyniki te potwierdzity naszg hipoteze, ze NSPs mogg wigzac sie z wydzielonym
DNA, ale sg w formie nieaktywnej.
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Uzyskane wyniki byty dla nas zaskakujgce i dlatego tez wykonatam podobne analizy, ale
dodatkowo indukujgc neutrofile z LPS i zamieniajgc barwienie DNA przy uzyciu Pl na SytoxGreen®.
Podobnie jak poprzednio, sondy nie wigzaty sie z zewngtrzkomoérkowym DNA i pozostawaty wewnatrz
neutrofili (Rys. 15), co przebadano na przyktadzie NE i CatG. Wyniki te ponownie sugerujg brak
aktywnego enzymu w NETs. Rownoczesnie sprawdzitam czy hydroliza NETs za pomocg nukleazy
mikrokokowej (MNase) jest w stanie przywrdci¢ aktywnosé NSPs. W tym celu indukowatam neutrofile
za pomocyg PMA i wybarwitam je sondami NSPs, a nastepnie przeciwciatami dla poszczegdlnych
enzymow i wyznakowatam jgdra komaorkowe. Drugi zestaw probek przygotowatam w ten sam sposob,
ale dodatkowo poddatam je trawieniu MNazg. Uzyskane wyniki potwierdzity nieobecnos¢ sond w DNA
i wigzanie przeciwciat do DNA. Co ciekawe, MNaza nie miata wptywu na sygnat pochodzacy od sond, co
ponownie sugeruje, ze NSPs sg nieaktywne w NETs. Rezultaty tych badan nasuwajg pytanie czy NSPs
petnig jakakolwiek role w NETSs, gdyz wystepujg tam jedynie w nieaktywnej formie (Rys. 16).

B

natozenie . DNA CatG- biatko aktywna CatG natozenie
(Sytox® Green)  (anti-CatG) (PK205)

A. DNA NE- biatko aktywna NE
(Sytox® Green) (anti-NE) (PK105)

Indukcja z PMA
Indukcja z PMA

Indukcja z PMA
Hydroliza MNaza
Indukcja z PMA
Hydroliza MNaza

Rysunek 16. Nieaktywne NSPs wigzq sie z NETs. Neutrofile krwi obwodowej indukowano za pomocg PMA
i inkubowano z sondami, pdzniej z przeciwciatami i SytoxGreen®, a nastepnie preparaty obrazowano za
pomocq mikroskopu konfokalnego. Sygnat od sond zostat wydetektowany jako punkty w komorkach,
podczas gdy nie zaobserwowano jego obecnosci w DNA. Natomiast przeciwciata znakujg i wykazujq

obecnosc¢ NSPs w putapkach neutrofilowych wskazujgc, ze NSPs sq nieaktywne w NETs. Zaadaptowano
Z pracy H5.

PODSUMOWANIE:

»  Sondy NSPs sq cennymi narzedziami w badaniach NETozy,

> NSPs odgrywajg minimalng, jesli w ogdle jakgkolwiek role w tworzeniu NETS,

>  NSPs, ktdre znajdujg sie NETs, sq w nieaktywnej formie i dlatego nie mogq uczestniczyc
w dalszych procesach zwigzanych z obronq organizmu przeciw patogenom.
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Czesc¢ 2: Wybrane proteazy komdrek NK, -B oraz -T

W tej czesci habilitacji skupitam sie na opracowaniu technik do badan proteaz nalezgcych
do rodziny granzymow, wystepujgcych w komadrkach wrodzonego i nabytego uktadu odpornosciowego,
w tym w komdrkach NK, limfocytach B i limfocytach T. Rodzina ludzkich granzymow sktada sie
z pieciu cztonkdw, sposrdd ktorych przebadatam GrA i GrB.

H8: Kott S, Janiszewski T, Kaiserman D, Modrzycka S, Snipas SJ, Salvesen G, Drgg M, Bird P, Kasperkiewicz
PB Detection of Active Granzyme A in NK92 Cells with Fluorescent Activity-Based Probe, Journal
of Medicinal Chemistry 2020. (IF 7.446; MNiSW 200 punktédw (numer na liscie: 11838); Cytowania: 5)

W tej pracy skupitam sie na badaniu aktywnosci ,trudniejszych” proteaz zwanych granzymami
nalezacych do rodziny proteaz serynowych. Badania te byty finansowane w ramach programu Homing
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej. Podczas stazu podoktorskiego w laboratorium prof. Salvesena w SBP
Medical Discovery Institute w USA zdobytam wiedze z zakresu biologii komarki, dzieki czemu mogtam
samodzielnie zaprojektowac i wykona¢ wszystkie te eksperymenty. Program Homing pozwolit mi na
zatozenie podstawowego laboratorium biologicznego w WUST, ktére po trzech latach, dzieki
finansowaniu z FNP i NCN, jest w petni wyposazone i utatwia mi prowadzenie niezaleznych badan
biologicznych. Fundusze te daty mi réwniez mozliwos¢ zaangazowania doktorantéw do projektu (Soni
Kott i Tomasza Janiszewskiego). Warto zaznaczy¢, ze jest to pierwsza publikacja, w ktérej wystepuje w roli
kierownika projektu. W tej pracy, wraz z pierwszg wspotautorkg Sonig Kott, zaprojektowatam
i wykonatam badania i analizy. Praca ta data mi réwniez mozliwos¢ rozwiniecia moich umiejetnosci
mentorskich i bycia promotorem pomocniczym w dwdéch doktoratach. Warto wspomnie¢, ze Sonia Kott
obronita z wyréznieniem prace doktorska, ktorej czescig jest niniejsze opracowanie.

Jednymi z komdrek efektorowych wrodzonego uktadu odpornosciowego sg komérki NK, ktére
sg limfocytami odgrywajgcymi wazng role w odpowiedzi na zakazenia drobnoustrojami, a takze na
komorki nowotworowe. W celu destrukcji patogenu NK sg aktywowane poprzez utrate MHC I*%, co
prowadzi do kaskady reakcji, ktérych celem jest neutralizacja zainfekowanych komodrek. Aktywacja
komorek NK jest regulowana obecnoscig MHC | w zdrowych komdrkach lub jego brakiem w zakazonych
komodrkach. Po aktywacji, komdrki NK wydzielajg cytokiny TNF-a i INF-y i pobudzajg uktad
odpornosciowy. Najbardziej istotne czynniki w komdrkach NK i CLT biorgce udziat w uktadzie
immunologicznym sg zlokalizowane w ich ziarnistosciach cytotoksycznych. Do czynnikdéw tych nalezg
miedzy innymi proteazy serynowe, zwane granzymami (ang. Granule associated enzymes, Grs). Rodzina
ludzkich granzymow sktada sie z pieciu réznych enzymow (GrA/B/H/K/M), wérdd ktérych najliczniejsze
sg granzymy A i B9 197 GrB jest intensywnie badany od dziesiecioleci, natomiast GrM, GrA, GrH i GrK
sg tzw. enzymami sierocymi i badania nad nimi sg prowadzone sporadycznie'®, dlatego ich
funkcjonalno$é i lokalizacja pozostajg nie do korica poznane'®.

Rosngce zainteresowanie terapiami opartymi na NKs i CTLs stosowanymi w leczeniu chordb
immunologicznych i nowotwordw u ludzi sprawia, ze coraz bardziej pozadane sg specyficzne narzedzia
chemiczne do pomiaru odpowiedzi immunologicznej, prowadzacej do smierci komdrek. GrA aktywuje
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charakterystyczny, niezalezny od kaspaz szlak $mierci komdrkowej, jak opisano we wstepie
teoretycznym. Przez ostatnie lata rola GrA w $Smierci komaorki byta niedoceniana, podczas gdy GrB wraz
z kaspazami uwazano za najwazniejsze enzymy w tym procesie. W wyniku nadekspres;ji
antyapoptotycznych biatek z rodziny bcl-2 lub zastosowania inhibitorow GrB, komorki stajg sie oporne
na smier¢ komoérkowgq zalezng od kaspaz i GrB, ale wcigz umierajg, ale na Sciezce zaleznej od GrA.
Wskazuje to na znaczenie tego enzymu w $mierci komoérkowej oraz w petnieniu funkcji przez
cytotoksyczne komorkit'®. GrA posiada szeroka specyficzno$é substratowg i moze hydrolizowaé wiele
fizjologicznych substratéw, w tym Apel, HMG2, histon H1, laminy jadrowe, PARP-1, kompleks SET
zwigzany z retikulum endoplazmatycznym oraz egzonukleaze 1 (TREX1). GrA charakteryzuje sie niska
liczbg obrotdw substratu, tak jak pozostate Grs, dlatego enzymy te nazywane sg "leniwymi". To sprawia,
ze badania nad naturalnymi substratami, lokalizacjg i funkcjami Grs stanowig bardzo duze wyzwanie.

W tym projekcie skupitam sie na poszukiwaniu narzedzi chemicznych do badania aktywnosci
GrA, a nie jedynie jego catkowitej ilosci, poniewaz to wtasnie aktywnos¢ enzymow jest kluczowa dla
okreslenia ich funkcji w stanach patofizjologicznych. W tamtym czasie tylko jedna grupa badawcza
opracowatfa zwigzek chemiczny do badania GrA, jednak o ograniczonej selektywnosci i niskich
parametrach kinetycznych co znacznie ograniczato jego detekcje!***. W celu usuniecia tych przeszkéd
zaprojektowalismy selektywng sonde GrA i w tej pracy opisaliSmy proces jej otrzymywania, a takze jej
zastosowanie.

W czasie podejmowania tematu w literaturze nie zostaty opisane Zadne fluorescencyjne
narzedzia do bezposredniego wykrywania GrA. Klasyczny inhibitorowy ABP otoczony fluoroforem
umozliwia wykrywanie aktywnego enzymu w prébkach biologicznych, w tym w lizatach komdrkowych,
probkach tkanek lub ekstraktach, w prostej analizie SDS-PAGE bez koniecznosci przenoszenia prébki na
membrane nitrocelulozowg (Western-Blot). Dazgc do uzyskania takiej sondy, zaprojektowalismy
czasteczke sktadajgca sie z czterech gtéwnych fragmentéw. Pierwszym z nich byta grupa reaktywna -
difenylofosfonian Arg, ktory mimikuje strukture peptydu i miat reagowac z seryng w miejscu aktywnym
proteazy, tworzac kompleks kowalencyjny. Drugim fragmentem byta sekwencja peptydowa,
gwarantujaca selektywnosé, a koniczgca jg reszta Ahx oddalata fluorofor od sekwencji peptydowej. Jako
fluorofor wybralismy pochodng cyjaniny Cy5, ktéra umozliwia bezposrednig detekcje w zakresie
podczerwieni.

W poczatkowej fazie badan zoptymalizowana zostata sekwencja peptydowa ABP. W tym celu
zbadalismy specyficznos¢ substratowg GrA przy uzyciu biblioteki Arg-HyCoSul zawierajgcej zarowno
naturalne jak i nienaturalne aminokwasy (wczes$niej zsyntetyzowanej®). Ponadto, w oparciu o istniejgce
dane literaturowe, zaprojektowalismy biblioteke peptyddw do badania kieszeni S1 GrA, sktadajacy sie
ze wspolnego motywu P4-P2 i réznigcy sie jedynie resztg aminokwasowg P1 wybrang z szerokiego
wachlarza naturalnych i nienaturalnych aminokwasdw. Jako znacznik fluorogeniczny zastosowano ACC.
Po syntezie i oczyszczeniu zwigzkéw zbadano aktywnos¢ GrA wobec sktadnikéw biblioteki. Badania
wykazaty, ze GrA oddziatuje w kieszeni S1 prawie wytgcznie z aminokwasami zasadowymi, takimi jak Arg
i Phe(guan), co jest podyktowane charakterem tej kieszeni. Kieszen S2 posiada szeroka specyficznosc¢
substratowg, ale z preferencjami do Pro i jej pochodnej Oic. Qic jest pochodng Pro posiadajgca
dodatkowy pierscienn cykloheksylowy, ktory moze zmienia¢ konformacje, co pozwala na lepsze
dopasowanie sie do wneki miejsca aktywnego. Natomiast, kieszenie S3-S4 charakteryzujg sie szeroka
specyficznoscig substratowa, ale z preferencjami do glicyny (Gly) w pozycji P3 i kwasu 1,2,3,4-
tetrahydroizochinolino-3-karboksylowego (Tic) w pozycji P4. W celu lepszej optymalizacji markera
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chemicznego, najpierw zsyntetyzowalismy i przetestowalismy kilka sekwencji peptydowych pod
wzgledem aktywnosci i selektywnosci GrA, a takze sprawdzilisémy ich oddziatywania z GrB, GrM, HNE
i PR3. Na podstawie uzyskanych wynikéw wybralismy sekwencje wiodgcg Tic-Gly-Oic-Arg.

Nastepnie w oparciu o uzyskane wyniki zaprojektowalismy inhibitor, ABP, a takze
opracowali$my strategie syntezy, ktéra sktadata sie z dwdch czesci. Pierwsza czes¢ obejmowata synteze
fragmentu reagujacego "H3N-Arg”(OPh), z wykorzystaniem wieloetapowej procedury opisanej przez
grupe Oleksyszyna® i zmodyfikowanej przez nas. Réwnolegle prowadzilimy synteze fragmentu
peptydowego metodg syntezy w na podtozu statym. Nastepnie do N-korica peptydu dotgczono linker,
a po nim fluorofor, otrzymujgc Cy5-Ahx-Tic-Gly-Oic-COOH. W tym przypadku, ze wzgledu na obecnos¢
dodatnio natadowanej reszty aminokwasowej w sekwencji ,warheada”, przytaczenie fluoroforu do
fragmentu peptydowego na zywicy byto lepszym wyborem niz jego przytaczenie w roztworze.
W ostatnim etapie sprzegnelismy fragment peptydowy z ,warheadem”, uzyskujgc marker chemiczny
SK15.5 Cy5-Ahx-Tic-Gly-Oic-Arg?(OPh), (Rys. 17B).

A B SK15.5: Cy5-Ahx-Tic-Gly-Oic-ArgP(OPh),
SK15l: MeOSuc-Tic-Gly-Oic-ArgP(OPh), Kobs/l = 3521 + 296 s-M-1
Kops/l = 1.7410° & 2.4*10% s 1M1
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Rysunek 17. A i B. Struktury SK15I (inhibitor) i SK15.5 (sonda) oraz ich parametry kinetyczne wzgledem
GrA - stafe szybkosci inhibicji drugiego rzedu. C. Selektywnosc¢ SK15/ i SK15.5 wzgledem GrA mierzona
wobec GrK, GrB, GrM, PR3 i NE. Rysunek czesciowo zaadaptowany z H8.

Granzymy sg strukturalnie podobnymi enzymami, z ktérych zaréwno GrA, jak i GrK hydrolizujg
po zasadowych resztach aminokwasowych, podczas gdy GrB jest najbardziej aktywny, dlatego
specyficznos¢ naszej nowej sondy byfa testowana w stosunku do ludzkich granzymoéw A, B, M i K. Jako
dodatkowg kontrole sprawdzilismy wigzanie SK15.5 z jednymi z najbardziej aktywnych proteaz
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serynowych, ktore wraz z GrA znajdujg sie w neutrofilach: NE i PR3. Aktywnos¢ resztkowa wybranych
enzymoéw, poddanych dziataniu naszej sondy, badano przy uzyciu substratéw fluorogenicznych
dedykowanych kazdemu enzymowi z osobna, przy uzyciu czytnika ptytek w celu pomiaru wzrostu
fluorescencji. Zaobserwowalismy 100% inhibicje GrA i prawie catkowity brak efektu hamujgcego SK15.5
na ktorykolwiek z badanych enzymow (z wyjatkiem minimalnej 3% inhibicji GrK), a wyznaczone kops/! dla
GrA wynosi 3520 M*s? (Rys. 17A-C).

Wyniki te byty bardzo obiecujgce, wiec w nastepnym kroku sprawdziliSmy, czy sonda ta moze
by¢ wykorzystana do wykrywania GrA przy uzyciu SDS-PAGE. Chociaz SK15.5 jest jedna
z najsilniejszych wsrdd czgsteczek chemicznych oddziatujgcych z GrA, warto$¢ inhibicji kobs/I jest niska
w porownaniu z takimi parametrami dla innych proteaz i ich syntetycznych inhibitoréw. Z tego wzgledu
kluczowe znaczenie miata optymalizacja warunkéw do stosowania sondy. Aby sprawdzi¢ mozliwos¢
wykorzystania SK15.5 w przysztych badaniach biologicznych, w pierwszej kolejnosci zoptymalizowalismy
czas inkubacji sondy z badang probka biologiczng, jak réwniez stezenie SK15.5 przy uzyciu SDS-PAGE
oraz transferze biatka na membrane nitrocelulozowa. Wykazalismy, ze SK15.5 moze by¢ z powodzeniem
stosowana do wykrywania GrA metodg SDS-PAGE, a co wiecej, jej wykrycie jest mozliwe juz po
5 minutach inkubacji z nanomolarnymi ilosciami sondy (50 nM) (Rys. 18 Ai B).
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Rysunek 18. Wykrywanie GrA za pomocq SK15.5 przy uzyciu rekombinowanego enzymu i lizatéw linii
komdrkowej NK92. A i B. Optymalizacja czasu inkubacji SK15.5 z enzymem (A) lub stezenia SK15.5 (B).
GrA inkubowano z SK15.5 (o wskazanym stezeniu) przez okreslony czas, a nastepnie redukowano za
pomocq buforu 3 x SDS. C. SK15.5 wiqgze sie wytgcznie z aktywnym GrA. Wigzanie sondy testowano
zarowno na aktywnej formie enzymu, jak i na proenzymie. Inhibitor miejsca aktywnego GrA, jak rowniez
obecnosc¢ pro-dipeptydu wykluczyty wigzanie sondy. D. Wykrywanie GrA w zelu poliakrylamidowym w
lizatach linii komdrkowej NK92. Komorki NK92 w logarytmicznej fazie wzrostu zlizowano i inkubowano

z SK15.5 we wskazanym stezeniu. Sonda wiqze sie selektywnie GrA. Zaadaptowano z pracy H8.
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Co ciekawe, GrA jest jedynym homodimerem z rodziny Grs, tworzonym przez stabilne
podjednostki potgczone mostkiem disiarczkowym. Enzym ten jest syntetyzowany jako zymogen
i aktywowany po hydrolizie N-koricowego pro-peptydu (peptydu sygnatowego), po czym prodipeptyd
jest usuwany. Dlatego sprawdziliémy, czy SK15.5 wigze sie jedynie w miejscu aktywnym enzymu i czy
moze tworzy¢ interakcje z enzymem poza centrum aktywnym. W tym celu inkubowalismy aktywny
enzym lub zymogen z sondg i analizowalismy prébki metodg Western-Blot. Jako kontrole zastosowano
anty-GrA i okazato sie, ze sonda wigzata sie jedynie z aktywnag (procesowang) formg GrA i nie
zaobserwowano sygnatu od zymogenu. Zgodnie z oczekiwaniami, specyficzny inhibitor GrA SK15I
(zaprojektowany i opisany w tym manuskrypcie) uniemozliwit wigzanie sondy (Rys. 17A i 18C)
potwierdzajgc, ze wigze sie ona w miejscu aktywnym GrA.

Aby sprawdzi¢ mozliwo$¢ stosowania sondy SK15.5 do selektywnego wykrywania GrA
w ztozonych prébkach biologicznych, zbadalismy jej specyficznos¢ na lizatach komaorek NK92, w ktérych
Grs wystepujg w duzych ilosciach. Sonda SK15.5 byta inkubowana z lizatami komdrek NK92 aby wykry¢
potencjalne wigzania niespecyficzne. Prébki analizowano metodg Western-Blot, po czym dokonywano
znakowania anty-GrA jako kontroli zaréwno wigzania sondy z GrA jak i kontroli ilosci biatek
w poszczegdlnych dotkach. Zaobserwowano silny sygnat pochodzacy od kompleksu SK15.5-GrA nawet
przy nanomolarnym stezeniu sondy, podczas gdy w lizatach bez sondy nie wykryto zadnego sygnatu.
Ponadto, zastosowanie wysokiego stezenia sondy (2 uM) nie spowodowato pojawienia sie
niespecyficznego sygnatu. Co wiecej, sygnat pochodzacy od SK15.5 naktadat sie na pasma pochodzgce
od przeciwciata GrA, potwierdzajgc wigzanie sondy z GrA. Po oznaczeniu przeciwciatami
zaobserwowalismy dodatkowy sygnat odpowiadajgcy dimerycznej formie GrA, przy minimalnym
wigzaniu sondy (Rys. 18D). Wyniki te wskazujg, ze SK15.5 jest skutecznym narzedziem do wykrywania
GrA w lizatach komérkowych.
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Rysunek 19. Walidacja sondy SK15.5 do badari na Zywych komdrkach. A. Cytotoksycznosc sondy SK15.5
badano na komdrkach MDA-MB-231, ktore traktowano réznymi stezeniami sondy SK15.5, a zywotnosc
komdrek sprawdzano za pomocq testu MTS. Jak wskazano sonda jest cytotoksyczna tylko w bardzo
wysokich stezeniach. Dane przedstawiajq Sredniq z powtdrzen biologicznych z odchyleniem
standardowym. B. Przepuszczalnos¢ btony komdrkowej dla sondy SK15.5. Komdrki NK92 w mediach
hodowlanych poddano dziataniu SK15.5 przez wskazany czas, a nastepnie probki przemyto, zlizowano
i wykonano Western-Blot. SK15.5 wnikata do komdrki w ciggu 30 minut, a SK15/ uniemozliwiat wigzanie
sondy w miejscu aktywnym GrA. Zaadaptowano z H7.
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Podczas projektowania tej sondy naszym celem byta mozliwos¢ jej aplikacji bezposrednio na
komorki, a uzyskane przez nas wyniki sugerujg, ze sonda ta rzeczywiscie moze by¢ zastosowana
do badania GrA w testach komdrkowych. Wiedzgc, ze przed uzyciem jakiejkolwiek czgsteczki chemicznej
do badan na zywych komdrkach nalezy ocenié jej cytotoksycznosé, zbadalismy wptyw sondy SK15.5 na
zywotnos¢ komdrek MDA-MB231 przy uzyciu klasycznego testu MTS i wykazalismy, ze sonda ta nie jest
cytotoksyczna w przypadku zastosowania stezenia ponizej 2,5 UM nawet po 24 godzinach inkubacji,
a zatem moze by¢ stosowana w badaniach komdrkowych (Rys. 19A). Niemniej jednak brakowato
informacji czy sonda pokona bariere btony komdrkowej. Dlatego sprawdziliSmy, to, inkubujgc zywe
komaorki NK92 (linii komodrkowe] typu NK zawierajgcej duze stezenie GrA) z SK15.5 i po lizie komérek
przeanalizowalismy probki przy uzyciu Western-Blot i znakowania przeciwciatem GrA. Zauwazylismy
prazek o intensywnym sygnale juz po 30 minutach inkubacji, a intensywnos¢ sygnatu wzrastata do 2
godzin (Rys. 19B). Na tej podstawie wywnioskowalismy, ze po pierwsze, sonda SK15.5 pokonuje bariere
btony komérkowej, a po drugie, ze optymalny czas do zaobserwowania zmian w aktywnosci GrA
w komadrkach NK92 wynosi od 0,5 do 2 godzin. Znakowanie przeciwciatem potwierdzito selektywne
wigzanie sondy z GrA. Wyniki te sugerujg, ze sonda GrA, SK15.5, jest silnym i selektywnym markerem
chemicznym do wykrywania GrA w ekstraktach komdrkowych, lizatach, a takze komdrkach uktadu
odpornosciowego.

PODSUMOWANIE:

>  Opracowalismy pierwszq fluorescencyjng sonde chemiczng do wykrywania aktywnosci
GrA (5K15.5),

» SK15.5 wigze sie selektywnie z duzq wydajnoscig katalityczng wytgcznie w miejscu
aktywnym GrA,

>  SK15.5 moze byc z powodzeniem stosowana do wykrywania aktywnego GrA w lizatach
komorkowych,

» SK15.5 charakteryzuje sie niskq cytotoksycznosciq i wysokq przepuszczalnosciq przez
bfone komorkowag,

>  SK15.5 moze byc¢ w przysztosci stosowana do monitorowania aktywnosci GrA w zywych
komdrkach.

H7: Janiszewski T, Kott S, Kaiserman D, Snipas SJ, Li S, Kulbacka J, Saczko J, Bovenschen N, Salvesen G,
Drag M, Bird P, Kasperkiewicz PBJ, Noninvasive optical detection of granzyme B from natural killer cells
with enzyme-activated fluorogenic probes, Journal of Biological Chemistry 2020, 1. (IF 4.238; MNiSW
100 punktédw (numer na liscie: 10303); cytowania 10)

W niniejszej pracy przedstawiam badania nad opracowaniem odczynnikdéw chemicznych do
badan aktywnosci GrB. Praca ta jest przetomowa, poniewaz obejmuje projektowanie, synteze i opis
zastosowania zaréwno sond opartych na substratach, jak i inhibitorach, a przyzyciowe testy aktywnosci
GrB w zywych komodrkach nie byty uwzglednione w moich poprzednich badaniach. Podobnie jak
poprzedni projekt i ten byt finansowany w ramach programu Homing (FNP). W ramach tych badan, wraz
z pierwszym wspofautorem Tomaszem Janiszewskim, zaprojektowatam i wykonatam testy i analizy.
Rowniez dzieki tej pracy poszerzytam moje umiejetnosci jako mentora i w roli promotora pomocniczego
rozprawy doktorskiej Tomasza Janiszewskiego, obronionej w 2021 roku.

45



Granzym B jest proteazg znajdujacg sie w komodrkach NK oraz CLT, ktéra wraz z innymi
proteazami serynowymi odgrywa kluczowg role w uktadzie odpornosciowym. Enzym ten prowadzi do
apoptozy zarowno na drodze zaleznej, jak i niezaleznej od kaspaz. W procesie przedostawania sie GrB do
komorek docelowych biorg udziat perforyny, ktére w duzym uproszczeniu, tworzg pory w btonie komaorek
docelowych, umozliwiajgc GrB przedostanie sie do ich wnetrza®! 1161 W komdrce docelowej GrB ulega
translokacji/przeniesieniu do jadra komdrkowego, gdzie moze zainicjowal trzy niezalezne szlaki
prowadzgce do $mierci komorki. Pierwszym z nich jest aktywacja kaspazy-3, prowadzaca do apoptozy,
drugim - hydroliza substratéw kaspazy-3, takich jak ICAM i Bid, a trzecim - hydroliza laminy B>>3. Oprdcz
pozytywnych funkcji, jakie petni GrB, jego niepozadang aktywnos¢ zaobserwowano w raku piersi oraz

w chondrocytach chrzgstki stawowej'*8.
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Rysunek 20. Detekcja Granzymu B i optymalizacja warunkéw analiz na rekombinowanym enzymie
iw lizatach linii komdrkowych. A. Struktury TJ55Bt i TJ55.5 oraz ich badania kinetyczne B, C.
Optymalizacja czasu inkubacji rekombinowanego enzymu z ABP (TJ55Bt (B) lub TJ55.5 (C)). GrB
inkubowano z ABP przez wskazany czas i analizowano probki metodq Western-Blot wykorzystujgc
fluorescencyjny koniugat streptawidyny i znakowanie przeciwciatami. D, E. Lizaty komorek YT
poddawano dziafaniu T/55.Bt przez wskazany czas (E) lub inkubowano probki z roznymi stezeniami ABP
(D), a nastepnie analizowano probki metodq Western-Blot i immunoblottingu z uzyciem anty-GrB. Wyniki
wskazujg, ze ABPs wiqgzq sie selektywnie z GrB i wytqcznie w jego miejscu aktywnym. Na podstawie H7.
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W czasie, gdy rozpoczynatam ten projekt, badania nad GrB byty znacznie ograniczone lub wrecz
zaniedbane z powodu braku specyficznych narzedzi do jego oznaczania. Znakowanie immunologiczne
byto niespecyficzne, poniewaz przeciwciata dla GrB mogty rowniez znakowaé GrA i GrH'%, co stanowito
duzg przeszkode w badaniach nad GrB. Dlatego dobrym rozwigzaniem wydawaty sie nowe technologie
wykorzystujgce czgsteczki chemiczne. Jednak niskie stezenie GrB w komdrkach i jego stosunkowo niska
wydajnosc¢ kinetyczna stanowity bariere, ktérej pokonanie byto prawie niemozliwe. Ponadto, ze wzgledu
na podobienstwa strukturalne, substraty GrB byty rowniez hydrolizowane przez kaspazy (syntetyczne:
tetrapeptyd IEPD lub naturalne: PARP-1, Lamina B, NuMa) " ¥, Kaspazy majg wieksza wydajnoscé
kinetyczng niz GrB, co znacznie utrudnia prowadzenie badan przy uzyciu niespecyficznych narzedzi
chemicznych. Pomimo kilku préb stworzenia czgsteczek do badania GrB, gtéwnym problemem byta ich
selektywnosc¢ i niskie parametry kinetyczne’ !, Dlatego tez poszukiwano bardziej niezawodnej metody
wykrywania GrB. Aby rozwigzaé te problemy, postanowitam zoptymalizowa¢ optymalng strategie
do ukierunkowanego badania aktywnosci GrB.

W prezentowanej pracy zaprojektowatam i scharakteryzowatam zestaw selektywnych sond
chemicznych dla GrB. Pierwsza z nich to klasyczna inhibitorowa sonda typu ABP, zastosowana
do wykrywania GrB w kilku liniach komdrkowych, a druga to substratowa sonda sABP, zastosowana
do obrazowania GrB w zywych komarkach, z zachowaniem ich funkcji.

Ze wzgledu na swojg budowe i specyficznosé substratowg GrB hydrolizuje substraty po kwasie
asparaginowym podobnie jak kaspazy. Jednakze, w przeciwienstwie do nich, jest to proteaza serynowa,
dlatego jako elektrofil w ABP zastosowalismy selektywng dla proteaz serynowych difenylofosfonianowa
pochodng kwasu asparaginowego. Takie podejscie ogranicza mozliwo$¢ wigzania z proteazami
cysteinowymi, gtéwnie kaspazami.

Aby wybraé sekwencje wiodgca sondy GrB, najpierw przeprowadzilismy badania przesiewowe
przy uzyciu biblioteki HyCoSul-Asp oraz opisanej w H8 biblioteki P1 zawierajgcej naturalne
i nienaturalne aminokwasy. WykazaliSmy, ze enzym ten najlepiej rozpoznaje ujemnie natadowane reszty
aminokwasowe w pozycjach P1i P3, odpowiednio Asp i Glu (odpowiednio). Co ciekawe, GrB hydrolizuje
substraty z pochodnymi Pro w pozycji P2, w szczegdlnosci Oic, podczas gdy reszty alifatyczne, takie jak
izoleucyna (lle) i norwalina (Nva) sg wigzane w kieszeni S4. Poniewaz GrB charakteryzuje sie niska liczba
obrotdw substratu, dlatego postanowitam zbadac¢ wptyw dtugosci tancucha peptydowego na aktywnosc
tego enzymu i okazato sie, ze pentapeptydy sg przez niego efektywniej hydrolizowane niz klasycznie
stosowane tetrapeptydy. Dlatego tez zaprojektowatam kolejng biblioteke peptyddéw do badania pozycji
P5 granzymow. Biblioteka ta sktadata sie ze wspdlnej sekwencji P1-P4 i réznita sie w pozycji P5, w ktorej
przytaczono zestaw naturalnych i nienaturalnych aminokwasoéw. Po badaniach przesiewowych biblioteki
wykazalismy, ze GrB posiada bardzo szerokie preferencje w kieszeni S5. W oparciu o te wyniki
zsyntetyzowalismy kilka substratow i po ocenie kinetycznej wybraliSmy najlepszg sekwencje
Nva-lle-Glu-Oic-Asp, ktdrg nastepnie zastosowaliSmy do stworzenia markeréw chemicznych dla GrB
(Rys. 20A).

Aby uzyskac zestaw narzedzi chemicznych do kompleksowego badania GrB, zaprojektowalismy
dwa inhibitorowe sensory, jeden biotynylowany (TJ55Bt), a drugi zawierajgcy pochodng cyjaniny Cy5
(TJ55.5) (Rys. 20A). Inhibitory byty syntetyzowane w taki sam sposdb, jak SK15.5. W pierwszym etapie
sekwencja wiodaca peptydu byfa syntetyzowana na zywicy, a nastepnie do N-korica peptydu dotgczono
znacznik fluorescencyjny Cy5 lub biotyne. Rownolegle zsyntetyzowano elektrofilowy fragment
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H,N-Asp”(OPh), w wieloetapowej reakcji, opisanej ze szczegétami w publikacji. Nastepnie te dwa
fragmenty, peptydowy oraz fragment reagujgcy, zostaty sprzegniete w roztworze. TJ55Bt i TJ55.5 byty
przeznaczone do badania GrB w lizatach komdrkowych, dlatego najpierw okreslilismy powinowactwo
wigzania i obliczylismy state szybkosci inhibicji kebs/I, ktore byty zaskakujgco wysokie w poréwnaniu z
innymi dostepnymi inhibitorami GrB (296 000 M!s™ dla TJ55Bt i 4400 M*s™ dla TJ55.5). Ta cecha jest
niezwykle pozgdana w narzedziach do monitorowania aktywnosci proteaz, poniewaz wskazuje, ze sonda
silnie wigze sie z docelowym enzymem, zmniejszajac niespecyficzne oddziatywania.

Wyniki te sugerujg wysoki potencjat aplikacyjny tych czasteczek, dlatego konieczne byto
zbadanie ich przydatnosci i optymalizacja warunkéw do wykrywania GrB w prébkach komarkowych przy
uzyciu Western-Blot. W tym celu najpierw inkubowano enzym z sondg (TJ55Bt lub TJ55.5) w réznym
czasie. Nastepnie probki byty analizowane przy uzyciu SDS-PAGE i przenoszone na membrane
nitrocelulozowy i znakowane immunologicznie anty-GrB. Wykazalismy, ze obie sondy wigzg sie z GrB
nawet po bardzo krétkim czasie inkubacji, wynoszgcym 1 minute. Co wiecej, marker biotynylowany
wigzat sie szybciej, co potwierdza nasze analizy kinetyczne. Dodatkowo, preinkubacja z kowalencyjnym
inhibitorem GrB zapobiegta wigzaniu sondy, co sugeruje, ze wigze sie ona w miejscu aktywnym,
a naktadajacy sie sygnat ABP z anty-GrB potwierdza, ze znakowanie docelowego enzymu (Rys. 20 A, C).
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Rysunek 21. Wykrywanie GrB w réznych liniach komdrkowych. A) Lizaty komdrkowe z réznych linii
komdrkowych poddano dziataniu identycznego stezenia TJ55.Bt, a nastepnie wykonano Western-Blot.
Dane wskazujg na obecnos¢ aktywnego GrB (czerwony) w komorkach YT i minimalne stezenie
w komadrkach NK92. Zaadaptowano z H7.

W kolejnym etapie przetestowalismy selektywnos$¢ naszego markera w ztozonej mieszaninie
biatek wystepujacych w lizatach komadrkowych linii YT, gdyz dane literaturowe wskazujg na wysokie
stezenie GrB w tej linii komodrkowej. Po inkubacji sondy z lizatami w czasie i przy réznych jej stezeniach
wykazano, ze nawet niskie nanomolarne stezenie sondy (5nM) i krotki czas inkubacji sg wystarczajgce
do wykrycia tego enzymu w lizatach YT (Rys. 20 D, E). Co wiecej, markery te wigzg sie selektywnie z GrB
i nie wykryto zadnych innych prazkéw, co zostato potwierdzone przy uzyciu przeciwciata anty-GrB.
Zachecona tymi wynikami, zaproponowatam zbadanie aktywnosci GrB w lizatach innych linii
komadrkowych. Wybralismy 9 réznych linii komadrkowych, w szczegdlnosci linie nowotworowe MDA-MB-
231, Su-DHL-4, Jurkat-T, NK92, MG63, SEMK2, REM, NALM-6 oraz YT (jako kontrolng linie komdrkowa)
i uzywajac naszego markera wykazalismy, ze GrB jest aktywny w komdrkach YT, podczas gdy
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w pozostatych jego aktywnos¢ byta minimalna, jesli w ogdle wystepowata (Rys. 21). Co ciekawe, w liniach
SEMK2, REM, NALM-6 udato nam sie oznaczy¢ enzym tylko w formie nieaktywnej za pomoca
przeciwciata, podczas gdy nie zarejestrowalismy aktywnego GrB za pomocg sondy. Dzieki tym badaniom,
opracowalismy pierwszy selektywny i silnie wigzacy sie marker do wykrywania aktywnego GrB w lizatach
linii komdrkowych. Tego rodzaju inhibitorowa sonda moze by¢ takze wykorzystana do hamowania
aktywnosci enzymu w celu zbadania jego roli, przyktadowo w $mierci komérki lub innych szlakach
przekazywania sygnatu.

Pomimo wielu zalet i niewatpliwej przydatnosci TJ55.5, ten rodzaj sondy wigze sie kowalencyjnie
z enzymem, a zatem moze zmieniac¢ funkcjonowanie komarki. Co wiecej, czgsteczki fluorescencyjne sg
wyposazone w ,niewygaszony” znacznik fluorescencyjny, ktéry po indukcji emituje fluorescencje,
niezaleznie od tego, czy sonda jest zwigzana z enzymem, czy nie. Moze to prowadzi¢ do fatszywie
dodatniego sygnatu. Dlatego do obrazowania enzymdéw lepszym wyborem sg sondy oparte na
substratach, poniewaz nie blokujg one aktywnosci enzymu i nie zaktdcajg funkcjonowania komaorki.
W tym projekcie chciatam stworzy¢ kompleksowy zestaw do $ledzenia aktywnosci GrB, ktéry zawieratby
czasteczki do wykrywania enzymu, ale takze do jego obrazowania. Dlatego w kolejnym etapie skupilismy
sie na uzyskaniu czasteczki umozliwiajgcej nieinwazyjne obrazowanie GrB w komdrkach. W tym celu,
aby zoptymalizowa¢ wiodgaca sekwencje peptydowg takiej czgsteczki, wraz z Tomaszem Janiszewskim
zaprojektowalismy serie substratow typu IQF, ktére oprdcz zoptymalizowane] wczesniej sekwencji
P1-P5 zawieraty inne elementy konstrukcyjne, w tym reszty aminokwasowe w pozycjach primowanych,
fluorofor, wygaszacz i linker. Wykorzystalismy rézne warianty sekwencji P1'-P3' (Phe-Gly-Arg, Gly-Gly,
PEG(4)) zaprojektowane w oparciu o dane literaturowe oraz dotgczylismy (lub nie) linker PEG(4)
na N-konfcu peptydu, aby zwiekszy¢ odlegtosé pomiedzy sekwencjg wigzgcg w miejscu aktywnym
a fluoroforem. Ponadto, PEG(4) zwieksza rozpuszczalnos¢ takich czasteczek. Jako pare donor/akceptor
fluorescencji umozliwiajgcg odczyt proteolizy wybraliSmy ACC/Lys(Dnp). Poniewaz Nle(OBzl) byta
dobrze rozpoznawana w pozycji S2, prawie tak dobrze jak Oic, zbadaliSmy wptyw zamiany Oic na
Nle(O-Bzl) na aktywnosc¢ i specyficznosé¢ enzymu. Ocena kinetyczna tak zaprojektowanych dwunastu
indywidualnych substratéw pozwolita nam stwierdzi¢, ze Oic w pozycji P2 jest kluczowy do reakcji z GrB,
poniewaz peptydy o sekwencji z Nle(O-Bzl) w P2 nie byty hydrolizowane przez ten enzym. Co ciekawe,
zaobserwowalismy silny wptyw sekwencji P1'-P3' na aktywnos¢ enzymu, gdyz tylko substraty z Phe-Gly-
Arg reagowaty z enzymem. Pomimo umieszczenia linkera w pozycji P6, substraty zawierajgce Nva-lle-
Glu-Oic-Asp---Phe-Gly-Arg byty hydrolizowane przez GrB niezwykle szybko, z keat/Km wynoszacym okoto
1 x 10° s*M. Dlatego nastepnie sprawdzilismy selektywnos¢ tej sekwencji wiodacej dla GrB.

Poniewaz kaspazy, a zwtaszcza kasp-6 i kasp-8, wykazujg podobng specyficznos¢ substratowa
jak GrB, uznaliSmy za konieczne sprawdzenie, czy wybrana przez nas sekwencja jest hydrolizowana przez
te enzymy. Wykazaliémy, ze substrat z naszg wiodgcg sekwencjg byt hydrolizowany przez GrB tylko
w minimalnym stopniu, w granicach btedu statystycznego, przez kasp-6 i kasp-8. Zacheceni tymi
wynikami, w kolejnym etapie wymienilismy pare donor-akceptor na bardziej odpowiednig do badan
komodrkowych, poniewaz emisja fluorescencji ACC jest zblizona do naturalnej autofluorescencji komdrek
i zwigzek ten charakteryzuje sie stabg wydajnoscig kwantowg w poréwnaniu z innymi fluoroforami.
Postanowilismy zastgpic¢ go Cy3, ze wzgledu na jego liczne zalety, takie jak intensywnos¢ fluorescencji,
wydajnos¢ kwantowa, fotostabilnos¢ i brak naktadania sie z autofluorescencjg komaérek. Jako wygaszacz
fluorescencji zastosowaliSmy tzw. czarny wygaszacz (ang. black hole quencher, BHQ2) charakteryzujgcy

sie wysokg wydajnoscia wygaszania fluorecencji Cy3. | tak zaprojektowana zostata sonda qTJ71
o strukturze BHQ2-Nva-lle-Glu-Oic-Asp-Phe-Gly-Arg-Cy3 (Rys. 22A). Nastepnie zaprojektowalismy droge
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Wygaszenie fluorescencji w qTJ71
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Rysunek 22. Schemat hydrolizy qT/71 przez GrB (A) i parametry kinetyczne hydrolizy qTJ71 przez GrB (B).
keat/Knm 0Obliczono przy uzyciu rownania Michaelisa-Menten. C. Selektywnos¢ qTJ71. Eksperyment
przeprowadzono z uzyciem identycznych stezen GrB i kaspaz. Wzrost fluorescencji mierzono w czasie
i analizowano w programie GraphPad Prism. D. Analiza dot-blot sondy z wygaszongq fluorescencjq qTJ71
w porownaniu z klasyczng TJ55.5. Wszystkie dane przedstawione sqg jako Srednie z niezaleznych
eksperymentow z btedem standardowym. Rysunek zmodyfikowany, czesciowo zaadaptowany z pracy
H7.
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syntezy qTJ71, ktéra ze wzgledu na obecnos¢ reszt aminokwasowych posiadajgcych dodatni oraz
ujemny fadunek nie byta trywialna. Wieloetapowa synteza fragmentu peptydowego zakoriczonego
wygaszaczem zostata przeprowadzona na podtozu statym, podczas gdy wygaszacz fluorescencji zostat
przytgczony w roztworze. Po syntezie zbadalismy selektywnos¢ qTJ71 w stosunku do GrB i tak jak sie
spodziewalismy, przede wszystkim wigze sie on z GrB i to z bardzo wysokg wydajnoscig hydrolizy
wynoszgcg 66500 M's™ (Rys. 22B). Dodatkowo, uzywajgc metody dot blot, wykazali$my minimalne tto
sondy substratowej takze podczas inkubacji z enzymami z grupy kaspaz, w przeciwienstwie do sondy
inhibitorowej, ktéra dawata wysokie tto, co swiadczy o tym, ze qTJ71 dobrze nadaje sie do obrazowania
aktywnych enzymow (Rys. 22C). Dlatego tez postanowitam zastosowa¢ gTJ71 w badaniach
komorkowych.
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Rysunek 23. Wykrywanie aktywnego GrB w komdrkach YT za pomocq qTJ71 przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej. A. Komorki YT potraktowano sondg qTJ/71 i Hoechst 33342, a nastepnie obrazowano
przyzyciowo przy uzyciu mikroskopu konfokalnego. Jako kontrole komorki YT inkubowano z inhibitorem
GrB, a nastepnie dodano sABP. B. Wykrywanie GrB w komorkach YT i brak aktywnego GrB w komdrkach
MDA-MB-231 znakowanych qTJ71. Komorki YT i MDA-MB-231 barwiono za pomocq qTJ71 i analizowano
za pomocq cytometrii przeptywowej. Jako kontrole analizowano komorki nieoznakowane i komaorki
znakowane anty-GrB, potwierdzajgc selektywne znakowanie GrB za pomocq sABP w komorkach. C)
Smier¢ komdrek MDA-MB-231 po inkubacji z lizatami YT w badaniu cytotoksycznosci. Jako kontrole
zastosowano preinkubacje z TI55i. Dane wskazujq, ze GrB utatwia zabijanie komdrek. Rysunek czesciowo

zaadaptowany z pracy H7.
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Za pomocg cytometrii przeptywowej, przy uzyciu gTJ71 zbadalismy aktywnos$é GrB w komadrkach
YT wykazujgcych duzg ekspresje GrB oraz w komodrkach MDA-MB-231, w ktorych brak jest GrB (Rys.
23B). W komorkach MDA-MB-231 sygnat fluorescencyjny pochodzacy zaréwno od sondy, jak i anty-GrB
nie byt wykrywalny, podczas gdy w komdrkach YT sygnat fluorescencyjny byt bardzo silny, potwierdzajgc
uzyteczno$¢ markera gqTJ71 do badan na komdrkach. Ponadto sonda ta pozwala na monitorowanie
wptywu aktywnosci GrB z YT na komorki nowotworowe na przyktadzie MDA-MB-231 (Rys. 23C).
Stwierdzilismy, ze GrB ufatwia $mier¢ komdrek MDA-MB-231, przyspieszajgc ten proces, ale inhibicja
GrB nie zapobiega smierci MDA-MB-231 (Rys. 23C). Jest to zgodne z wczesniejszymi badaniami, ktérych
rezultaty wskazujg, ze komorki pozbawione GrB réwniez ulegajg apoptozie, ale wykorzystujg inng
Sciezke, ktéra prawdopodobnie jest zalezna od GrA. Ponadto zaobserwowalismy, ze zahamowanie GrB
wptywa na chemotaksje, co réwniez potwierdzito kluczowg role GrB w komdrkach efektorowych uktadu
odpornosciowego.

Lokalizacja GrB w komdrkach jest zwykle sprawdzana przy uzyciu przeciwciat, ktére nie
rozrdzniajg aktywnego i nieaktywnego enzymu. Aby sprawdzi¢ czy nasza sonda moze by¢ zastosowana
do badania aktywnosci GrB, najpierw wykonalismy test cytotoksycznosci qTJ71 i wykazalismy, ze moze
by¢ stosowana do badan komdrkowych nawet w bardzo wysokich stezeniach. Ponadto qTJ71 w krotkim
czasie pokonuje bariere btony komdrkowej i mozna wykry¢ intensywng fluorescencje niemal
natychmiast po dodaniu sondy do komdrek. Na podstawie powyzszych wynikéw wywnioskowalismy, ze
gTJ71 jest odpowiedni do przyzyciowych testow aktywnosci GrB w komdrkach i moze by¢
z powodzeniem wykorzystany do dalszych badan funkcji GrB (Rys. 23A). Opisane w tej pracy narzedzia
chemiczne do badania GrB pozwalajg na kompleksowe badanie aktywnosci GrB i jego lokalizacji, a co za
tym idzie mogg by¢ wykorzystane do okreslenia funkcji tej proteazy i jej transportu do komdrek
docelowych (zakazonych, nowotworowych etc.) podczas odpowiedzi immunologicznej.

PODSUMOWANIE:

>  Opracowalismy wydajny substrat i szybko wigzqgcy sie inhibitor do badania aktywnosci GrB,

>  Opracowalismy sondy: inhibitorowq i substratowq do badania aktywnego GrB w komdrkach typu
NK,

>  Nasze narzedzia wiqzq sie wydajnie i selektywnie w miejscu aktywnym GrB,

> Aktywny GrB moze byc¢ wykryty w lizatach komdrkowych przy uzyciu TJ55.5,

> Sonda qTJ71 moze byc zastosowana do przyzyciowego monitorowania aktywnosci GrB w
komorkach,

>  Aktywny GrB przyspiesza zabijanie komdrek nowotworowych. Inhibicja GrB nie zapobiega Smierci
komdrek docelowych.
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Czesc 3: Inne proteazy uktadu odpornosciowego

H4: Kasperkiewicz PB4, Kott S, Janiszewski T, Groborz K, Poreba M, Snipas SJ, Salvesen GS, Dragg M2
Determination of extended substrate specificity of the MALT1 as a strategy for the design of potent
substrates and activity-based probes, Scientific Reports 2018, 8, 15998. (IF 4.011; MNiSW 140 punktow
(numer na liscie: 18277); Cytowania 9)

W tej pracy skupitam sie na proteazie MALT1 (ang. mucosa-associated lymphoid tissue
lymphoma translocation protein 1), wystepujacej w komdrkach uktadu odpornos$ciowego®. Enzym ten,
podobnie jak NSP4, wystepuje w komdrkach w niewielkich ilosciach, co komplikuje badania nad jego
lokalizacjg, aktywnoscig i funkcjami. Aby rozwigzac ten problem, opracowatam czuty i tatwg w aplikacji
sonde chemiczng do badan tego enzymu. Badania te byty finansowane przez Narodowe Centrum Nauki
w Polsce w ramach projektu Preludium, ktory zdobytam w otwartym konkursie. W projekcie tym
samodzielnie opracowywatam wszystkie testy i analizowatam wszystkie wyniki. Cze$¢ syntetyczna
projektu zostata wykonana w WUST, natomiast wszystkie badania kinetyczne i komdrkowe zostaty
przeprowadzone w laboratorium Prof. Salvesena w SBP Medical Discovery Institute w USA, podczas
mojego stazu podoktorskiego.

MALT1 jest pierwszg zbadang przeze mnie proteazg cysteinowg opisang w tej pracy
habilitacyjnej. Gen MALT1 zostat odkryty w 1999 roku przez grupe Dierlamm'?°. Od tego czasu wykazano
aktywno$¢ MALT1 zaréwno we wrodzonej, jak i adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej®, co czyni
ten rzadko badany enzym interesujgcym celem badarn nad wzajemnymi relacjami w uktadzie
odpornosciowym. Aktywnos¢ proteazy MALT1 jest kluczowa dla rozwoju populacji komorek B i dla
utrzymania poziomu podstawowych przeciwciat, co zostato wykazane na modelach mysich®. Co wiecej,
MALT1 hydrolizuje NF-kB i tym samym blokuje dalszy szlak przekazywania sygnatdw podczas
zapalenia®?123 Z drugiej strony, obecnosé tego enzymu wykazano w przerzutowaniu, a takze chorobach
nowotworowych np. w chtoniaku, co czyni ten enzym doskonatym celem terapeutycznym?®?®*.

Brak selektywnych i silnych odczynnikdéw do badania proteazy MALT1 spowodowat, Zze rola
enzymu MALT1 w aktywacji i hamowaniu szlakow przekazywania sygnatdw jest nie do korica poznana.
W czasie, gdy podjetam sie realizacji projektu, specyficznos$é substratowa MALT1 byta juz zbadana przy
uzyciu biblioteki PS-SCL zawierajace] jedynie naturalne aminokwasy'?. Podobnie jak w przypadku
kaspaz, MALT1 zawiera domene parakaspazow3a'?®, jednak jej kieszeri S1 wigzata jedynie reszte argininy,
podczas gdy kaspazy wymagajg kwasnych reszt (kwasu asparaginowego lub glutaminowego)’.
Preferencja do Arg w S1 jest cechg charakterystyczng dla wielu enzymdw proteolitycznych, w tym
cysteinowych katepsyn, trypsyny, czynnikéw krzepniecia krwi, a takze NSP4, co moze prowadzi¢
do hydrolizy tych samych substratéw. Naktadajgce sie profile specyficznosci to jeden z najwazniejszych
problemodw, ktéry napotykamy podczas projektowania odczynnikdéw chemicznych dla proteaz. Dlatego
tez wnikliwa analiza i selekcja struktury wiodacej dla znacznika chemicznego dopasowanej do kieszeni
centrum aktywnego byta jednym z najwiekszych wyzwan przy projektowaniu sondy chemicznej dla
MALT1. W zwigzku z tym, aby znalez¢ bardziej selektywny i silniejszy marker chemiczny dla tego enzymu,
rozszerzytam wczesdniejsze badania nad specyficznoscig substratowg MALT1 o nienaturalne
aminokwasy, stosujgc strategie HyCoSul. Zaproponowatam réwniez wydtuzenie sekwencji wiodgcej
markera chemicznego z tetra do pentapeptydowej, co byto rzadko praktykowane.

53



Na podstawie wynikdw badan specyficznosci substratowej MALT1 w kieszeniach S$2-S5
wykazalismy, ze enzym ten, szczegdlnie w kieszeniach S2-S4, ma bardzo szeroky specyficznosc
substratowa i rozpoznaje wiele reszt aminokwasowych, wsrdd ktérych wyrdzni¢ mozna kwas
2-aminooktanowy (2-Aoc), hCha i Cha w kieszeni S4, lle, Val, trifluorooctano-lizyne (Lys(TFA)),
cykloheksyloglicyne (Chg), Nle w kieszeni S3 oraz Pro, Ser, Ala w kieszeni S2. W celu realizacji pomystu
zbadania kieszeni S5, zaprojektowatam biblioteke pentapeptydow, zawierajgcg (1) statg sekwencje
wiodgcg w P1-P4, rozpoznawang przez MALT1, (2) rdoine aminokwasy w P5, o odmiennych
witasciwosciach chemicznych, (3) ACC na C-koricu jako fluorofor oraz (4) grupe acetylowg na N-koncu
(Ac-P5-LVSR-ACC). Analiza kinetyczna biblioteki wykazata, ze specyficzno$¢ substratowa MALT1
w pozycji P5 jest bardzo szeroka, a enzym rozpoznaje tam wszystkie aminokwasy bez znaczacych
preferencji. Dlatego najwazniejszym wnioskiem ptyngcym z tej czesci pracy jest to, ze kieszenn P5 MALT1
jest raczej powierzchnig niz wgtebieniem, a wydtuzenie sekwencji peptydowej o dodatkowy aminokwas
prowadzi do zwiekszenia sity wigzania substratu w kieszeniach enzymu.

Biorgc pod uwage niewielkg ilos¢ MALT1 w komdrkach, sonda o niskich parametrach
kinetycznych mogtaby reagowad rowniez z innymi, bardziej licznymi proteazami cysteinowymi. Dlatego
tez, podczas optymalizacji struktury markera chemicznego dla MALT1, gtéwnym celem byto uzyskanie
czasteczki, ktéra bedzie silnie wigzana przez MALT1, aby zmniejszy¢ mozliwos¢ niespecyficznych
oddziatywan. W zwigzku z tym, w oparciu o matryce preferencji katalitycznych MALT1 uzyskang
w wyniku badan przesiewowych biblioteki substratéw, zaproponowatam kilka potencjalnych struktur
wiodacych, z ktérych wybratam jedng, ktéra wykazata sie specyficznoscig i wysoka sitg dziatania. Co
ciekawe, MALT1 wykazuje wysokg kooperatywnosc kieszeni wigzacych, dlatego analiza preferencji
katalitycznych oparta na bibliotekach kombinatorycznych okazata sie niewystarczajgca, a odpowiednia
sekwencja wiodgca zostata wybrana po walidacji wynikdw w oparciu o rezultaty badan kinetycznych
hydrolizy zsyntetyzowanych substratow przez MALT1.

Do dalszych, bardziej zaawansowanych badan nad MALT1 zaproponowatam synteze klasycznej
inhibitorowej sondy chemicznej. Gtdwnym celem byto uzyskanie czasteczki, ktéra bedzie wigzata sie
kowalencyjnie z MALT1, co jest niezbedne do wykrywania MALT1 w lizatach komdérkowych. Poniewaz
proteazy cysteinowe wigzg sie selektywnie z AOMK, zaproponowatam wykorzystanie tego elektrofila
(fragmentu reagujgcego), ktéry wigze sie nieodwracalnie z resztg cysteiny w miejscu katalitycznym
MALT1. Ponadto celem detekcji markera, jako znacznik fluorescencyjny wybratam pochodna cyjaninowa
Cy5, poniewaz dtugosc fali emisji jej fluorescencji miesci sie w pasmie podczerwieni, co zmniejsza ryzyko
odczytu autofluorescencji, a co wiecej jest ona uniwersalna, gdyz jej fluorescencje mozna zmierzy¢
za pomocg urzadzen znajdujgcych sie w wiekszosci laboratoridw biologicznych.

Wspdlnie z Katarzyng Groborz opracowatam droge syntezy tak zaprojektowanej sondy. Synteza
zostata podzielona na 3 czesci. W pierwszej czesci zsyntetyzowano fragment reagujgcy AOMK (synteza
w roztworze) i rownolegle zsyntetyzowano fragment peptydowy metoda syntezy na podtozu statym.
Nastepnie fragmenty peptydowy i reagujacy sprzegnieto w roztworze. Po oczyszczeniu, do N-korica
dotaczono fluorofor, otrzymujgc Cy5-Ahx-Phe(guan)-LVPR-AOMK (PKG105) (Rys. 24A).

Otrzymany ABP wykazat wysokie powinowactwo do enzymu (92 000 M's™), okoto 10-krotnie
wyzsze niz najlepszy inhibitor MALT1 opisany w literaturze (9 300 M!s™)!%>. Zachecona tym wynikiem
postanowitam sprawdzi¢, czy ABP wigze sie z resztg cysteiny w centrum aktywnym enzymu i w tym celu
inkubowatam PKG105 z enzymem petnej dtugosci (FL), z domeng katalityczng enzymu (CD)
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oraz ze zmodyfikowanym genetycznie enzymem, w ktérym katalityczna reszta cysteinowa zostata
zastgpiona resztg Ala (C/A). Stosujac analize Western-Blot, stwierdzitam, ze PKG105 wigzat sie z MALT1
FL i MALT1 CD, natomiast nie zaobserwowano sygnatu, a tym samy wigzania z MALT1 C/A. Wyniki te
wskazuja, ze nasz ABP wigze sie kowalencyjnie z cysteing w miejscu katalitycznym MALT1. Co wiecej,
sonda ta wigzata sie silniej z MALT1 FL niz z MALT1 CD, co wskazuje, ze w wigzaniu ABP biorg udziat
dodatkowe wigzania tworzone w miejscu katalitycznym. Co wazne, wykazalismy, ze nawet mate
nanomolarne stezenie naszej sondy wystarcza do wykrycia MALT1 w krétkim czasie (30 min inkubacji)
(Rys. 24B). Podsumowujac te czes¢ badan, pierwszy cel, czyli uzyskanie silnego ABP dla MALT1, zostat

zrealizowany.

A inhibitorowa sonda MALT1 .
PKG105 HN—
NH,
: H 2 u © a O
/\/\/\W\j NN N\)LN N N o
0 H 0\<E H 9 o} \L 0
NH
HZNANH
Cy5— Ahx-F(guan)-LVPR-AOMK
Kobe/I = 92 000 M5!
B MALTI®E + + + - - - - - - + C
MALTI®® - - - 4+ 4+ + - - - - Mepazyna = = = = = = = = = %
MALTIY - - = - - - 4+ + + - RAW + ++ + + ++ + - +
¢ =3 (=3
PkGls € € £ 8 88 8 8 g . PRKGIOS & 2 d g8 2 weod &
180
130 gg- -
100 ~.. 100 :
70 | &...
704 ’
8 554 L 55 " ’
= 2
44 44
35 35
25+ 25
15
ST 15

Rysunek 24. A. Struktura PKG105, silnie oddziatujgcej inhibitorowej sondy MALT1. PKG105 jest
zbudowany z nastepujgcych elementow budulcowych: (1) fluorofora (Cy5, czerwony), (2) tqcznika (Ahx,
zielony), (3) specyficznej sekwencji wiodqgcej (F(guan)-LVPR, czarny) i (4) grupy reagujgcej (AOMK,
niebieski). B. Znakowanie MALT1 CD, MALT1 FL, MALT1 C/A za pomocq PKG105 wskazuje na wigzanie
PKG105 w miejscu aktywnym MALTI1. C. Znakowanie MALT1 w komdrkach RAWZ297 wykazuje
selektywne wigzanie PKG105 do enzymu docelowego. Rysunek zmodyfikowany, czesSciowo

zaadaptowany z pracy H4.

Zainspirowani tymi wynikami poszlismy o krok dalej i sprawdzilismy, czy sonda PKG105, oprécz
badan na oczyszczonym enzymie, moze by¢ dodatkowo wykorzystana do wykrywania enzymu
w komorkach, a jesli tak, to z jakg selektywnoscig. W tym celu wykorzystalismy linie komdrkowa
monocytéw mysich, RAW297, aby jednoczesnie przetestowac selektywnosc tej sondy i jej uzytecznosé
na komadrkach mysich. Lizaty komorek RAW297 inkubowano z sondg w réznych stezeniach przez taki
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sam czas (Rys. 24B). Réwnoczesnie, w ramach kontroli, lizaty potraktowano z inhibitorem MALT1,
mepazyng, a nastepnie inkubowano z sondg. Analiza prébek metodg Western-Blot wykazata, ze sonda
fluorescencyjna dla MALT1 wigze sie specyficznie z MALT1 w lizatach komdrkowych. Ponadto, podobnie
jak w przypadku oczyszczonych enzymdw, sonda wigzata sie z komdrkowym MALT1 uzywajgc niskiego,
nanomolarnego stezenia, a zastosowanie komercyjnego inhibitora MALT1 catkowicie uniemozliwito
wigzanie PKG105 z enzymem, potwierdzajgc jej selektywne wigzanie i przydatnos$¢ do wykrywania
MALT1 w komorkach (Rys. 24B).

Inhibitorowe ABP sg doskonatymi narzedziami do badania proteaz, jednak, jak wspomniano
w rozdziale ,Sondy chemiczne do badari aktywnosci proteaz — rodzaje i zastosowanie”, mogg one
wptywaé na normalne funkcjonowanie komarki poprzez inhibicje enzymdw. Dlatego, aby dostarczyc
kompleksowy zestaw narzedzi chemicznych do badann MALT1, skoncentrowatam sie na drugim celu
badan, ktérym byto opracowanie substratowej sondy. Aby to osiggnaé, postanowitam zoptymalizowad
strukture substratu IQF, ktéry fatwo mozna przeksztatci¢ w sonde substratowa. Znajac preferencje
MALT1 w pozycjach P1-P4, wspdlnie z Sonig Kott, zaprojektowatam biblioteke zwigzkéw do badania
miejsca P1' MALT1. W celu zwiekszenia mozliwosci wigzania peptyddw w miejscu aktywnym MALT1,
w pozycji P2' zastosowano mieszanine réwnomolowa (Mix). Sekwencja peptydowa zostata otoczona
parg donora oraz akceptora fluorescencji ACC/Lys(Dnp) ze wzgledu na dobre wtasciwosci
fluorescencyjne (ACC) i wygaszajgce (Lys(Dnp)) oraz niski koszt. Ogodlna struktura tej biblioteki
to HaN-ACC-L-V-S-R---P1'-Mix-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH,. Po syntezie substratéw monitorowano szybkos¢
ich hydrolizy przez MALT1 jako przyrost fluorescencji w czasie, a substratowi, ktory byt najsilniej
hydrolizowany przez MALT1 przypisano warto$¢ 100%, podczas gdy inne byty odpowiednio przeliczane.
Po dokonaniu oceny kinetycznej najlepiej dopasowanych reszt, wybratam optymalny aminokwas, ktéry
nastepnie zostat wykorzystany w bibliotece do optymalizacji P2'. Sekwencja tej biblioteki byta
nastepujgca HyN-ACC-L-V-S-R---Gly-P2'-Gly-Lys(Dnp)-Gly-NH,, gdzie w P2’ wykorzystano catg game
nienaturalnych aminokwaséw. Po przeprowadzeniu oceny kinetycznej wybrano najbardziej obiecujgce
struktury wiodace, ktére charakteryzowaty sie silnym wigzaniem z MALT1 (Rys. 25A). Wyniki badan
przesiewowych oraz struktury wykorzystanych aminokwaséw zostaty szerzej opisane w manuskrypcie.

Markery oparte na substratach mogg by¢ hydrolizowane w wielu miejscach przez docelowy
enzym, jesli sg Zle zaprojektowane. Poniewaz MALT1 jest specyficzny dla Arg w P1, spodziewalismy sie
tylko jednego miejsca hydrolizy, jednakze, aby to ocenié, okreslilismy miejsce hydrolizy za pomoca
analitycznego HPLC i spektrometrii mas (Rys. 25 B-D). Sonde substratowg inkubowano z enzymem,
a nastepnie przeanalizowano produkty hydrolizy wykazujac, ze substrat jest rozszczepiany jedynie na
2 czesci, zatem ma jedno miejsce hydrolizy, co jest bardzo pozgdane w przypadku substratowych sond
(Rys. 25C). Metoda dziatania takiej sondy zostata zaprezentowana na Rys. 25B. Po hydrolizie wigzania
amidowego odlegtos¢ miedzy donorem, a akceptorem fluorescencji zwieksza sie, powodujgc wzrost
intensywnosci sygnatu w czasie. Uzyskana przez nas substratowa sonda dla MALT1 jest wartosciowym
narzedziem do wykrywania tego enzymu w ekstraktach i lizatach komdrkowych. Wykazano, ze nasze
nowe narzedzie oparte na substracie, po zamianie pary donor-akceptor, moze by¢ stosowane
w przysztych badaniach funkcji MALT1 w komadrkach, bez zaktdcania ich funkcjonowania.
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Rycina 25. A. Struktury wydajnych substratow IQF dla MALT1 rdznigcych sie pozycjg P2'. Do kazdego
z fragmentu peptydowego zostata przytgczona para donora-akceptora fluorescencji ktorej przyrost przy
350/460nm mozna wykry¢ dopiero po hydrolizie substratu przez docelowy enzym, jak zaznaczono na
schemacie B. C. Hydroliza substratu SKM3 (sygnat 1) z MALT1 zachodzi wytqgcznie w jednym miejscu,
tworzqc dwa produkty reakcji (sygnaty 2i 3). D. Analiza produktow hydrolizy wykazata, ze zachodzita ona

zgodnie z oczekiwaniami, po reszcie Arg.

PODSUMOWANIE:

>  Opracowano peten profil specyficznosci substratowej MALT1 w pozycjach P1-P5,

>  Poraz pierwszy okreslono specyficznosc substratowg MALT1 w pozycjach P1'-P2',

»  Uzyskano specyficzny ABP dla proteazy MALT1 (PKG105),

> Sonda PKG105 moze byc stosowana do wykrywania docelowego enzymu w lizatach
komdrkowych oraz do obrazowania MALT1 w komdrkach,

»  Otrzymano wydajny substratowy marker (SKM3) dla MALT1. Moze on by¢ w przysztosci
stosowany do badania aktywnosci tego enzymu w ekstraktach i lizatach komdrkowych.
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Czesc IV: Opis prac przeglgdowych

H3: Kasperkiewicz PB4, Poreba M, Groborz K, Dragg M, Emerging challenges in the design of selective
protease substrates, inhibitors and activity-based probes for indistinguishable proteases, FEBS
Journal 2017, 284, 1518. (IF 4.530; MNiSW 100 punktéw (numer na liscie: 6528); Cytowania 35)

W tej pracy, tak jak sugeruje tytut, opisalismy wyzwania zwigzane z projektowaniem
selektywnych substratéw, inhibitoréw i sond dla enzyméw proteolitycznych, w tym proteaz uktadu
immunologicznego. DokonaliSmy przeglagdu dostepnych informacji i podzielilismy sie naszym
doswiadczeniem, przedstawiajgc problemy, z jakimi mozna sie spotka¢ podczas projektowania i syntezy
odczynnikéw chemicznych do badan proteaz. Dokonalismy réwniez przeglagdu opracowanych sond
i dostepnych rozwigzan prowadzgcych do opracowania lepszych metod, zwigzkdéw charakteryzujgcych
sie wiekszg selektywnoscig, aktywnoscig i przepuszczalnoscig przez btone komérkowg. Wspdlnie z prof.
Marcinem Dragiem opracowatam koncepcje i tresé pracy. Dokonatam wyboru literatury i przydzielitam
zadania redakcyjne wspdétautorom. Nadzorowatam ich prace i zredagowatam ostateczng wersje tekstu.
Samodzielnie napisatam ok. 45% pracy i przygotowatam Rysunki 1-5. Autorzy poszczegdlnych czesci
artykutu przedstawiajg sie nastepujgco: Wstep, Proteazy Serynowe oraz Podsumowanie (Paulina
Kasperkiewicz), Proteazy Cysteinowe oraz Jeden Enzym-Dwa Organizmy (Marcin Poreba),
Metaloproteazy (Katarzyna Groborz). Wspdlnie z wszystkimi autorami napisalisSmy i edytowalismy
manuskrypt.

H6: Kasperkiewicz P B2 Peptidyl Activity-Based Probes for Imaging Serine Proteases, Frontiers
in Chemistry 2021. (IF 3.994; MNiSW 100 punktéw (Numer na liscie: 6833); Cytowania 2)

W niniejszym manuskrypcie dokonatam przegladu dostepnych technik obrazowania proteaz
serynowych, szczegdlnie proteaz uktadu immunologicznego. Skupitam sie na chemicznych markerach
peptydowych, ktére sg réwniez przedmiotem niniejszej rozprawy habilitacyjnej. Manuskrypt ten jest
wynikiem doktadnej analizy 105 cytowan i zawiera 21 stron, 7 rycin i 3 tabele. Publikacja ta stanowi
kompleksowe Zrédto informacji na temat projektowania sond chemicznych dla proteaz, w tym
odpowiedniego doboru poszczegdlnych blokéw budulcowych sond chemicznych. Dokonatam réwniez
przegladu istniejgcych peptydowych markeréw chemicznych i krétko opisatam ich zastosowanie
w obrazowaniu docelowych enzymdw. Ponadto opisatam perspektywy wykorzystania markeréw dla
proteaz serynowych w przysztych badaniach. Napisatam i poprawitam manuskrypt.
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Podsumowanie

W prezentowanym osiggnieciu naukowym skoncentrowatam sie na badaniu aktywnosci proteaz
uktadu odpornosciowego i ich detekcji oraz obrazowaniu. Proteazy uktadu odpornosciowego m.in.
poprzez niszczenie patogendw i aktywacje apoptozy odgrywajg bardzo wazng funkcje w obronie
gospodarza. Jednak ich rola jest czesto niedoceniana i zaniedbywana w badaniach nad odpowiedzig
immunologiczng. W ramach interdyscyplinarnych projektéw zaproponowatam nieszablonowe strategie
badania aktywnych proteaz uktadu odpornosciowego, wykorzystujgc dedykowane i selektywne sondy
aktywnosci. Opracowatam unikalne "inteligentne narzedzia" do badan in vitro i in vivo, ktére moga
dostarczy¢ waznych i doktadnych informacji na temat funkcjonalnosci, profilu aktywnosci proteinaz,
a takze mogg znalez¢ zastosowanie w monitorowaniu zmian aktywnosci i lokalizacji tych enzymow
w komorkach, jak i podczas odpowiedzi immunologicznej. Opracowatam rdézne rodzaje narzedzi
chemicznych dla proteaz serynowych i cysteinowych, w tym czasteczki oparte na substratach
i inhibitorach. Sondy oparte na inhibitorach (ABPs), sg cennymi narzedziami do wykrywania enzymow za
pomocg SDS-PAGE i Western-Blot w lizatach komdrkowych lub ekstraktach. Jednak obrazowanie
aktywnosci enzymdw za pomocy tych czgsteczek jest trudne i wymaga ostroznosci oraz dodatkowej
walidacji. Ponadto ABPs, poprzez kowalencyjne wigzanie w miejscu aktywnym enzymu mogg zaktdcac
normalne funkcjonowanie komarki. Dlatego zaproponowatam innowacyjng strategie obejmujgca sondy
aktywowane enzymatycznie, oparte na epitopach peptydowych, w ktorych fluorescencja moze byc
wykrywana tylko wtedy, gdy sg one specyficznie rozszczepiane przez docelowg proteaze (fluorogeniczne
sondy typu "wtacz-wytacz") i ktére nie hamujg aktywnosci proteaz, a wiec nie wptywajg napetnione przez
nie fizjologiczne funkcje. Takie podejscie byto projektem wysokiego ryzyka ze wzgledu na brak
,warheada” (fragmentu reagujgcego czasteczki), gwarantujgcego wigzanie z tylko jednym typem
proteazy, co zmniejszato ilos¢ mozliwych wigzan krzyzowych. Kolejnym duzym wyzwaniem byto
uzyskanie sond pokonujgcych bariere btony komadrkowej oraz monitorowanie sygnatu fluorescencyjnego
w srodowisku hydrolizy (ograniczenie dyfuzji) w celu precyzyjnej lokalizacji enzymu za pomoca
mikroskopii fluorescencyjnej i cytometrii przeptywowej (FACS). Aby rozwigza¢ wszystkie te problemy,
zaprojektowatam sondy sktadajgce sie z czterech elementéw funkcjonalnych: wygaszacza, specyficznej
sekwencji rozpoznawczej, tacznikdw i znacznika fluorescencyjnego. Podejscie to okazato sie skuteczne
w obrazowaniu aktywnego GrB w komodrkach YT, a zaprojektowane sondy wykazujg dobra
rozpuszczalnosé i przenikalnos$c przez btone komarkowa i dlatego mogg by¢ stosowane do obrazowania
aktywnego enzymu za pomocg technik mikroskopowych. Ponadto, sonda taka moze by¢ wykorzystana
w diagnostyce choréb immunologicznych, w ktérych nadmierna aktywnos$¢ proteazy powoduje
niekontrolowane zniszczenia. Uzyskane przeze mnie sondy mogg by¢ wykorzystywane w badaniach
biochemicznych i biologicznych, a takze w medycynie do wczesnej diagnostyki lub jeszcze
doktadniejszego wykrywania nowotwordw. Innowacyjnosé tych badan ma bardzo duzy wptyw na sposdéb
analiz proteaz, dostarczajgc rezultatéw, ktére powodujg zupetnie nowe spojrzenie na biologie proteaz
uktadu odpornosciowego, podobnie jak miato to miejsce w przypadku NSPs w neutrofilach.

Przez dziesigtki lat neutrofile byly uwazane za homogenng populacje biatych krwinek. Ostatnio
wykazano, ze komadrki te sg spolaryzowane i dzielg sie na dwie grupy zalezne od ich wtasciwosci pro-
i przeciwnowotworowych: N1 i N2. W mojej pracy wykazatam, ze neutrofile i ich ziarnistosci
sg nierdwnomiernie wypetnione proteazami serynowymi i ze tylko 0,2% ziarnistosci azurofiléw zawiera
wszystkie cztery proteazy serynowe. NSPs sg enzymami efektorowymi w neutrofilach, dlatego nasze
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odkrycie sugeruje, ze funkcja neutrofildow zalezy od ich wypetnienia poszczegdlnymi enzymami. Ponadto
wykazalismy, ze NSPs majg minimalny wptyw na NEToze.

W czasie mojej habilitacji uczestniczytam jako wykonawca lub kierownik projektu w kilku
projektach, w ktdrych badatam aktywnosc proteaz uktadu odpornosciowego. Proteazy te petniq funkcje
efektorowe w odpowiedzi komorkowej prowadzqcej do obrony gospodarza. Moim zadaniem byto
opracowanie inteligentnych odczynnikdw chemicznych, ktdre postuzq jako narzedzia do badania
aktywnej formy badanych proteaz. W tym celu zaprojektowatam i opracowafam substraty, inhibitory,
sondy chemiczne oparte na substratach lub inhibitorach dla wybranych enzymow uktadu
odpornosciowego. Zastosowanie tych czgsteczek przyczynito sie do poszerzenia wiedzy w dziedzinie
biochemii i immunologii. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w prestizowych czasopismach z listy
JCR, m.in. w JACS (2017) i Nature Communications (2020).

IV.  Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowg albo artystyczng realizowang
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci
zagranicznej.

Po uzyskaniu doktoratu na WUST uzyskatam finansowanie wyjazdu zagranicznego z programu
SKILLS (FNP). Dzieki tym funduszom miatam mozliwos¢ wyjazdu na drugi staz zagraniczny, tym razem do
laboratorium prof. Salvesena. Laboratorium to znajduje sie w jednym z wiodacych osrodkéw
badawczych na Swiecie - Sanford Burnham Medical Research Institute, La Jolla, California, USA.
Wybratam to laboratorium, poniewaz jego kierownik jest doswiadczonym naukowcem z rozlegtg wiedzg
w dziedzinie biologii i biochemii enzymdéw proteolitycznych, ktére sg przedmiotem moich
zainteresowan. Liczba cytowan Jego publikacji przekracza 52 100, a indeks h wynosi 99. Prof. Salvesen
publikuje w prestizowych czasopismach, takich jak Nature i Cell. Co wiecej, jest on szanowanym
naukowcem i cieszy sie zaufaniem innych badaczy, o czym przekonatam sie podczas konferenc;ji
naukowych, w ktérych miatam okazje uczestniczyé. Podczas tego stazu zdobytam wiele nowych
umiejetnosci biochemicznych.

Ze wzgledu na udang wspodtprace z prof. Salvesenem, po powrocie do WUST wykorzystatam
mozliwo$¢ odbycia kolejnego stazu w tym samym laboratorium (finansowanego przez program
Harmonia (NCN), jako wykonawca). Podjetam te decyzje, poniewaz profesor Guy Salvesen posiada
szeroka wiedze i dzielit sie nig ze mng i swoimi wspotpracownikami, a dla mnie jako stazysty, taki rodzaj
mentoringu byt niezwykle istotny. W sumie spedzitam 20 miesiecy w laboratorium prof. Salvesena, gdzie
zdobytam wiedze z zakresu biochemii i biologii komorki, ze szczegdlnym uwzglednieniem komorek
uktadu odpornosciowego.

To stypendium podoktorskie pozwolito mi znacznie poszerzy¢ mojg wiedze, gdyz jako chemik,
zdobytam zupetnie nowe umiejetnosci i wiedze z zakresu biochemii i biologii komadrki. Byt to kamien
milowy w mojej karierze naukowej, ktéry zaowocowat zupetnie nowym podejsciem do projektowania
czasteczek chemicznych i wptynat na zwiekszenie moich dotychczasowych zainteresowan naukowych w
kierunku biologii komdrek odpornosciowych. Co wiecej, pomogto mi to w zdobyciu grantéw na
interdyscyplinarne badania w panelach biologicznych, jako kierownik projektéw. Ponadto, dzieki temu
owocnemu stazowi nawigzatam statg wspodtprace z prof. Salvesenem i cztonkami jego zespotu, ale takze
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z prof. Danielem Kirchhoferem (Genentech, San Francisco, USA), prof. Phillipem Birdem (Monash
University, Australia) i innymi naukowcami, wskazanymi jako wspotautorzy prezentowanych
manuskryptow (H1-H8).

A. 2016-2017, Postdoc w Sanford-Burnham-Prebys Medical Discovery Institute, La Jolla, USA,
laboratorium prof. Guy Salvesena.

Podczas mojego stazu podoktorskiego badatam lokalizacje i aktywnos$¢ aktywnych proteaz
serynowych w neutrofilach, a takze w NETozie. WykazaliSmy (1) szeroka uzytecznosc
naszych sond do badan aktywnosci NSPs, (2) nierdwnomierng lokalizacje NSPs w
neutrofilach oraz (3) to, ze NEToza zachodzi niezaleznie od NSPs. W wyniku tych badan
opublikowalismy dwa manuskrypty, ktérych jestem pierwszym autorem (w JACS (H2) i JBC
(H5)).

B. 02.2015-07.2015, Postdoc w Sanford-Burnham Medical Discovery Institute, La Jolla, USA,
laboratorium prof. Guy Salvesena.

Podczas tego stazu badawczego zajmowatam sie zastosowaniem sondy do badania
aktywnosci NSP4 do badan biologicznych. Wykazalismy, ze opracowana przez nas pierwsza
sonda dla NSP4 moze by¢ stosowana do monitorowania aktywnosci NSP4 w neutrofilach.
Wyniki te zostaty opublikowane na tamach PlosOne (H1).

C. 03.2014, Stazysta, mtody naukowiec na Uniwersytecie w Cambridge, Cambridge,
Anglia, laboratorium prof. James Huntington

Ten krétkoterminowy pobyt byt czescig wspodtpracy z firmg XO1 Limited i dotyczyt badan
nad inhibitorami peptydylowymi trombiny.

V. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych nauke
lub sztuke.

Doswiadczenie dydaktyczne

Jako asystent, a nastepnie adiunkt w WUST prowadzitam/prowadze zajecia z nastepujgcych
przedmiotdow:

> Microbiology Il, laboratorium (w j. angielskim)

>  Microbiologia Il, laboratorium (w j. polskim)

>  Biochemia, ¢wiczenia (w j. polskim)

>  Chemia Biologiczna, seminarium (w j. polskim)

>  Projektowanie syntez organicznych, laboratorium (w j. polskim)
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>  Projektowanie zwigzkdw biologicznie czynnych, seminarium (w j. polskim)

>  Podstawy chemii organicznej, laboratorium (w j. polskim)

>  Metody analityczne w biotechnologii Il, wyktad (w j. polskim)

>  Chemia Bioorganiczna, seminarium (w j. polskim)

>  Metody analityczne w biotechnologii Il, laboratorium (w j. polskim)

>  WSsrdd wymienionych przedmiotdw jestem autorkg kursu ,Metody analityczne w biotechnologii

1I” (wj. polskim)

Jestem/bytam promotorem pomocniczym rozpraw doktorskich studentow, a takze sprawuje nadzor
merytoryczny nad rozprawami:

>  Drinz. Sonia Kott (obrona w 2020)

> Drinz. Tomasz Janiszewski (obrona w 2021)

>  Magrinz. Sylwia Modrzycka (obrona zaplanowana na wrzesien 2022)
>  Magr Edyta Bielec (rozpoczecie 1 pazdziernika 2021)

>  Mgr Aleksandra Korba (rozpoczecie 1 pazdziernika 2021)

>  Magr Izabela Krauze (rozpoczecie 1 pazdziernika 2021)

>  Magrinz. Kornelia Steindel (rozpoczecie 1 pazdziernika 2021)

> Mgrinz. Magdalena Wadrzyk (rozpoczecie 1 pazdziernika 2021)

Bytam promotorem czterech prac magisterskich w j. polskim oraz szesciu w j. angielskim.
Bytam promotorem szesciu prac inzynierskich.

Doswiadczenie w popularyzacji nauki:

>  Wygtositam wykfad w ramach "Dolnoslgskiego Festiwalu Nauki" na temat mikroswiata komdrek

>  Wygtositam wyktad w Liceum Salezjariskim we Wroctawiu na temat znaczenia enzymow
proteolitycznych

>  Przygotowatam i bratam udziat w pokazach chemicznych dla dzieci ze szkdt podstawowych
i zaprezentowatam kilka eksperymentow, m.in. paste do zebdw dla stoni i kopalnie ztota.

Doswiadczenie organizacyjne:

>  Organizator konferencji,,Gordon Research Seminar on Proteolytic Enzymes and their Inhibitors”,
[l Ciocco, Wtochy, 2020 (przetozone na 2022 r. z powodu epidemii COVID-19). Zorganizowatam
konferencje, bytam cztonkiem komitetu naukowego i zarzgdzatam konferencja.

>  Cztonek zarzadu Klubu Stypendystéw Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej wspodtorganizowatam
zjazdy Klubu (dwukrotnie) (2020, 2021).
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VI.

VII.

Oprécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne informacje,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczgce jego kariery zawodowej.

Nagrody i wyrdznienia

> 2021 Powotanie do Academia luvenum Politechniki Wroctawskiej

> 2020 Srebrny Krzyz zastug

> 2020 Nagroda Rektora WUST

> 2018 Nagroda L’'Oréal-UNESCO dla kobiet i nauki

> 2018 Nagroda Travel Award na konferencji Gordon Research Conference we Wtoszech

> 2017 Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla Mtodych Wybitnych Naukowcéw

> 2017 Nagroda Rektora WUST

> 2017 Nagroda Travel Award na The 10th General Meeting of the International Proteolysis
Society, Banff, Kanada

> 2016 The FEBS Journal Best Poster Prize podczas Cell Death Gordon Research Conference

> 2016 Nagroda Rektora WUST

> 2016 stypendium START FNP (druga edycja)

> 2015 stypendium START FNP

» 2015 Skills - STAZE, FNP

> 2014 Wyréznienie rozprawy doktorskiej

> 2014 Nagroda Dziekana WUST

> 2013 GRANT plus

> 2011 Przedsiebiorczy doktorant

> 2011 2012 Stypendium dla najlepszych doktorantow Wydziatu Chemicznego WUST

> 2010 Stypendium indywidualne w grancie FNP Focus (laureat prof. Marcin Drag)
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