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4, Omoéwienie osiagniec, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy

Podstawa ubiegania si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego jest moje

osiggnigcie naukowe pod tytutem:

Opracowanie technologii selektywnej wizualizacji enzyméw proteolitycznych w aktywomie.

Cykl ten tworzy 11 publikacji naukowych o spojnej tematyce, wyszczegdlnionych
w wykazie zamieszczonym ponizej w punkcie [IVb. Sumaryczny Impact Factor dla tych prac wynosi
66.7 (dla 9 prac oryginalnych) oraz 40.4 (dla 2 prac przegladowych). Laczny IF wynosi 107. Laczna
suma cytowan tych prac: 121.

a) Cykl publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

H1. Poreba M.*, Salvesen G.S., Drag M.* (2017); ,,Synthesis of a HyCoSuL peptide substrate
library to dissect protease substrate specificity” Nature Protocols, 12(10), 2189-2214, doi:
10.1038/nprot.2017.091 (* autorzy korespondencyjni).

(IF 12.42, pkt MNiSW 200, cytowania 21)

H2. Por¢ba M.*, Solberg R.*, Rut W., Lunde N.N., Kasperkiewicz P., Snipas S.J., Mihelic M.,
Turk D., Turk B., Salvesen G.S., Drag M.* (2016); ,,Counter selection substrate library strategy for
developing specific protease substrates and probes” Cell Chemical Biology, 23(8), 1023-1035, doi:
10.1016/j.chembiol.2016.05.020 (* autorzy korespondencyjni).

(IF 6.74, pkt MNiSW 140, cytowania 23)

H3. Poreba M.*, Rut W., Vizovisek M., Groborz K., Kasperkiewicz P., Finlay D., Vuori K., Turk
D., Turk B., Salvesen G.S., Drag M.* (2018); ,,Selective imaging of cathepsin L in breast cancer by
fluorescent activity-based probes” Chemical Science, 9(8), 2113-2129, doi: 10.1039/c7sc04303a (*
autorzy korespondencyjni).

(IF 9.56, pkt MNiSW 200, cytowania 24)

H4. Poreba M.*, Groborz K., Vizovisek M., Maruggi M., Turk D., Turk B., Powis G., Drag M.*,
Salvesen G.S.* (2019); ,Fluorescent probes towards selective cathepsin B detection and
visualization in cancer cells and patient samples” Chemical Science, 10(36), 8461-8477, doi:
10.1039/c9sc00997¢ (* autorzy korespondencyjni).

(IF 9.56, pkt MNiSW 200, cytowania 2)




H5. Poreba M.** Groborz K., Rut W., Pore M., Snipas S.J., Vizovisek M., Turk B., Kuhn P., Drag
M.*, Salvesen G.S.* (2019); ,,The Activome: multiplexed probing of activity of proteolytic enzymes
using mass cytometry-compatible activity-based probes (TOF-probes)” bioRxiv, doi:
10.1101/775627. (* autorzy korespondencyjni, * rowny udzial w pracy).

(IF brak, pkt MNiSW brak, cytowania 2)

H6. Poreba M.*, Groborz K., Navarro M., Snipas S.J., Dragg M.*, Salvesen G.S.* (2019); ,,Caspase
selective reagents for diagnosis apoptotic mechanisms” Cell Death and Differentiation, 26(2),
229-244, doi: 10.1038/s41418-018-0110-y (* autorzy korespondencyjni).

(IF 8.09, pkt MNiSW 140, cytowania 13)

H7. Poreba M.*, Rut W., Groborz K., Snipas S.J., Salvesen G.S., Drag M.* (2019); ,,Potent and
selective caspase-2 inhibitor prevents MDM-2 cleavage in reversine-treated colon cancer cells” Cell
Death and Differentiation, 26(12), 2695-2709, (* autorzy korespondencyjni).

(IF 8.09, pkt MNiSW 140, cytowania 2)

H8. Groborz K., Gonzalez-Ramirez M, Snipas S.J., Salvesen G.S., Drag M.*, Poreba M.* (2020);
»Exploring the prime site in caspases as a novel chemical strategy for understanding the mechanisms
of cell death: a proof of concept study on necroptosis in cancer cells” Cell Death and
Differentiation, 27(2), 451-465, doi: 10.1038/s41418-019-0364-z (* autorzy korespondencyjni).
(IF 8.09, pkt MNiSW 140, cytowania 1)

H9. Poreba M.*, Szalek A., Rut W., Kasperkiewicz P., Rutkowska-Wtodarczyk I., Snipas S.J., Itoh
Y., Turk D., Turk B., Overall Ch.M., Kaczmarek L., Salvesen G.S.*, Drag M.* (2017); ,,Highly
sensitive and adaptable fluorescence-quenched pair discloses the substrate specificity profiles in
diverse protease families” Scientific Reports, 7, 43135 (* autorzy korespondencyjni).

(IF 4.12, pkt MNiSW 100, cytowania 19)

H10. Poreba M.*, (2019); ,,Recent advances in the development of legumain-selective chemical
probes and peptide prodrugs” Biological Chemistry, 400(12), 1529-1550, doi: 10.1515/hsz-2019-
0135. (publikacja przegladowa).

(IF 3.01, pkt MNiSW 70, cytowania 2)




H11. Poreba M., Szalek A., Kasperkiewicz P., Rut W., Salvesen G.S., Drag M.* (2015); ,,Small
molecule active site directed tool for studying human caspases” Chemical Reviews, 115(22),
12546-12629, doi: 10.1021/acs.chemrev.5b00434. (publikacja przegladowa).

(IF 37.37, pkt MNiSW 200, cytowania 30)

o Impact Factor podano zgodnie z rokiem opublikowania pracy.
o Punktacje MNiSW podano zgodnie z dokumentem z dnia 31 lipca 2019 roku.
o W czasie publikowania pracy H2, czasopismo Chemistry & Biology zmienito nazwe na

Cell Chemical Biology, tak wigc IF podano dla czasopisma Chemistry & Biology.

Prowadzone przeze mnie badania naukowe (reprezentujace monotematyczny cvkl publikacii),

stanowiace osiagniecie naukowe ujete w przewodzie habilitacyjnym finansowane byly przez:

1. Narodowe Centrum Nauki (NCN), w ramach projektu grantowego Preludium 9 nr
2013/09/N/ST5/02448 w okresie 05.2014 — 11.2015 (7 miesiecy doktoratu oraz 12 miesigcy po
doktoracie). Tytul projektu: ,,Nienaturalne aminokwasy jako narz¢dzie do optymalizacji struktury
substratow dla ludzkiej proteazy cysteinowej, katepsyny L”. Rola w projekcie: kierownik.

2. Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW), w ramach projektu grantowego
luventus Plus nr IP2012 040172 w okresie 07.2013 — 06.2015 (17 miesi¢cy doktoratu, 7 miesi¢cy
po doktoracie). Tytut projektu: ,,Hybrydowa, kombinatoryczna biblioteka substratow zawierajaca
naturalne i nienaturalne aminokwasy do badania specyficznosci substratowej ludzkiej legumainy”.
Rola w projekcie: kierownik.

3. Komisja Europejska (KE), w ramach projektu grantowego Marie Sklodowska-Curie
Global Fellowship nr 661187 w okresie 01.2016 — 12.2018. Tytut projektu: ,,PROVIST: Proteases
visualization during tumor progression / Wizualizacja proteaz podczas rozwoju nowotworéw”. Rola
w projekcie: kierownik (w ramach tego grantu odbytem staz naukowy w Sanford Burnham Prebys
Medical Discovery Institute, La Jolla, CA, USA).

4. Narodowe Centrum Nauki (NCN), w ramach projektu grantowego OPUS 29 nr UMO-
2018/29/B/NZ1/02249 w okresie 02.2019 — obecnie. Tytul projektu: ,,Badanie mechanizmow
proteolitycznych w pyroptozie, programowanej $mierci komorki wywolujacej reakcje zapalng”.
Rola w projekcie: kierownik.

5. Narodowe Centrum Nauki (NCN), w ramach projektu grantowego HARMONIA 10 nr
UMO-2018/30/M/ST5/00440 w okresie 05.2019 — obecnie. Tytut projektu: ,,Wykorzystanie
lantanowcOw w markerach do rownoleglej detekcji aktywnosci enzyméw proteolitycznych”.
Kierownik projektu: prof. dr hab. Marcin Drag.




6. National Institutes of Health (NIH) w USA, w ramach projektu grantowego Research
Project RO1 nr 5R01GM099040 w okresie 01.2016 — obecnie. Tytut projektu: ,,Caspases in
inflammatory cell death networks”. Kierownik projektu: prof. Guy S. Salvesen.

b) Omowienie celu i osiggnie¢ naukowych przedtozonych do oceny wraz z omdéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Prowadzone przeze mnie badania naukowe miaty charakter wybitnie interdyscyplinarny,
dlatego wymagaty wykorzystania technik badawczych z roéznych dziedzin wlaczajac
w to chemi¢ organiczng (synteza peptydow i markeréw chemicznych), biochemie (kinetyka reakcji
enzymatycznych, inzynieria biatek, techniki wizualizacji biatek), biologi¢ molekularng (hodowle
tkankowe), chemi¢ medyczng (projektowanie zwigzkéw biologicznie czynnych) i chemig
analityczng (cytometria masowa, cytometria przeptywowa, mikroskopia fluorescencyjna).

WSTEP TEORETYCZNY
ENZYMY PROTEOLITYCZNE i ich specvficznosé¢ substratowa

Enzymy proteolityczne, zwane inaczej peptydazami lub proteazami, to biatkowe
katalizatory, ktore sa odpowiedzialne przede wszystkim za hydrolize wigzania peptydowego
(amidowego) w substratach peptydowych i biatkowych. Poprzez selektywng hydrolize¢ wybranych
substratow enzymy te kontroluja wiele fizjologicznie waznych proceséw wlaczajac w to
programowang $mier¢ komorki, kaskade krzepnigcia krwi, dojrzewanie biatek, fibrynolize 1 wiele
innych. Co wigcej, hydroliza bialek i peptydow prowadzi do recyklingu pojedynczych
aminokwasow, ktore sg nastgpnie wykorzystywane jako bloki budulcowe w syntezie biatek [1].
Jednak z drugiej strony, zaburzona rownowaga w dziataniu proteaz (ich nadaktywnos¢ katalityczna
lub brak aktywnosci) prowadzi do rozwoju chorob, wigczajac w to choroby nowotworowe, choroby
neurodegeneracyjne czy choroby wiencowe [2, 3]. Aby zachowaé réwnowage W organizmie,
aktywno$¢ enzymow proteolitycznych jest Scisle kontrolowana na kilku poziomach poczawszy od
ekspresji, poprzez dojrzewanie, modyfikacje post-translacyjne, a skonczywszy na oddziatywaniach
z naturalnymi inhibitorami i innymi proteazami [3].

Badania nad ludzkim genomem pozwolily zidentyfikowa¢ ponad 700 réznych enzyméw
proteolitycznych, co stanowi ponad 2% wszystkich kodowanych biatek. Z mechanistycznego
punktu widzenia, proteazy mozna podzieli¢ na sze$¢ grup: (1) proteazy serynowe, ktore w centrum
katalitycznym posiadaja nukleofilowg reszte seryny, (2) proteazy cysteinowe z aktywng resztg
cysteiny, (3) proteazy treoninowe z aktywng resztg treoniny, (4) metaloproteazy, ktore w centrum
aktywnym wymagaja obecnosci kationu metalu, (5) proteazy aspartylowe, gdzie za katalizg
odpowiada reszta kwasu asparaginowego oraz (6) proteazy o nieznanym typie katalizy. Co ciekawe,
proteazy serynowe, cysteinowe 1 treoninowe wykazujg kowalencyjny typ katalizy substratow,
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podczas gdy metaloproteazy i proteazy aspartylowe cechujg si¢ nickowalencyjnym typem katalizy
[1]. Wiasciwos¢ ta ma bardzo duze znaczenie przy projektowaniu markerow chemicznych, o
ktorych bedzie mowa w poOzniejszych rozdziatach. Jednak niezaleznie od typu Kkatalizy, ktorg
przeprowadzaja proteazy, podstawowag wiasciwoscig ich aktywnos$ci katalitycznej jest tzw.
specyficzno$¢ substratowa. Otdz proteazy mogg hydrolizowac tylko te substraty, ktérych struktura
i sekwencja aminokwasowa jest $cisle dopasowana do ich centrum Katalitycznego, czyli miejsca
gdzie zachodzi reakcja rozpadu substratu na mniejsze produkty. W 1967 roku Schechter i Berger
wprowadzili jednolity system okreslania specyficznosci substratowej wszystkich enzymow
proteolitycznych [4]. Wg tego systemu w miejscu aktywnym proteazy wyodrebniono Kieszenie, do
ktorych wigze si¢ substrat peptydowy (rysunek 1). W ogdlnym ujeciu substrat wigze si¢ swoimi
aminokwasami (nazywanymi ...-P4-P3-P2-P1-P1°-P2’-P3’P4’-.., pozycje numerowane sa od N- do
C-konca peptydu) do centrum katalitycznego enzymu zbudowanego przez tzw. kieszenie wigzace
substrat (odpowiednio ...-S4-S3-S2-S1-S1°-S2°-S3°-S4°-...). Wg systemu Schechtera i Bergera,
hydroliza wigzania peptydowego zachodzi pomig¢dzy pozycjami P1 i P1° (czyli w kieszeniach S1 i
S1°), ale tylko wtedy gdy substrat jest komplementarny z centrum aktywnym enzymu. Oczywiscie
nie wszystkie proteazy maja mozliwos¢ wigzania tak duzej liczby aminokwaséw w centrum
aktywnym. Aminopeptydazy potrafig wigza¢ tylko jeden aminokwas po stronie N-konca (pozycja
P1), podczas gdy diaminopeptydazy potrafig wigza¢ dwa aminokwasy po stronie N-konca (pozycje
P2-P1). Enzymy te naleza do egzoproteazy. Niemniej jednak, przedstawiony ogolny schemat jest
prawidtowy dla wigkszosci endoproteaz, czyli enzymdw proteolitycznych ktore potrafig wigzaé
kilka aminokwaséw po obu stronach hydrolizowanego wigzania peptydowego. Kazdy enzym
proteolityczny ma swoj profil specyficznosci substratowej czyli zestaw substratow, ktore potrafi
hydrolizowa¢. 1 tak na przyklad jedne enzymy potrafig hydrolizowaé jedynie kilka substratow
(waska specyficzno$¢ substratowa), podczas gdy inne hydrolizujg tysigce biatek i1 peptydow
(szeroka specyficzno$¢ substratowa). Co wigcej, niektore proteazy w obrebie swoich rodzin jak np.
kaspazy, katepsyny czy macierzowe metaloproteazy potrafig hydrolizowac¢ strukturalnie podobne
substraty, przez co wykazujg tzw. naktadajacg si¢ specyficzno$¢ substratowa [5, 6]. Cecha ta stanowi
ogromne wyzwanie podczas projektowania selektywnych narzgdzi chemicznych do badania
wybranych enzymow proteolitycznych.

Poszukiwanie i opracowywanie nowych metod badania specyficznos$ci substratowej proteaz
jest od ponad 20 lat bardzo aktywnym obszarem badan [6, 7]. Najbardziej popularne metody
opierajg si¢ badaniu naturalnych biatek i peptydow bedacych substratami dla proteaz. Inne z kolei
polegaja na tworzeniu bibliotek substratow sktadajacych si¢ z tysigcy peptydoéw i poddawaniu ich
dziataniu poszczego6lnych proteaz, celem wybrania optymalnej sekwencji peptydu. Przez dlugi czas
biblioteki takie byly produkowane na fagach (metoda biologiczna) lub w wyniku syntezy
chemicznej (metoda chemiczna) i sktadaly si¢ jedynie z naturalnych aminokwaséw. Niestety,
metody te czesto okazywaly si¢ nieskuteczne, zwlaszcza przy probie rozrézniania enzymow, ktore
wykazywaty naktadajaca si¢ specyficzno$¢ substratowa. Dopiero wprowadzanie nienaturalnych
aminokwasow do sekwencji peptydowej substratéw pomogto W znacznym stopniu rozwigzac ten
problem [8].
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Rysunek 1 Schemat oddzialywania substratu peptydowego z miejscem aktywnym proteazy. Kolorami
zaznaczono aminokwasy budujace substrat, natomiast przerywane linie oznaczaja oddzialywania
poszczegdlnych aminokwasdéw substratu z aminokwasami budujacymi miejsce aktywne enzymu. Hydroliza
wigzania peptydowego zachodzi pomiedzy pozycjami P1 i P1’ (w kieszeniach S11 S1°).

MARKERY CHEMICZNE do wizualizacji enzymow proteolitycznych

W ostatnich dekadach nastgpit ogromny postep w badaniu biologicznych funkcji wielu
enzymoOw proteolitycznych. Udalo si¢ migdzy innymi wyjasni¢ rol¢ kaspaz w procesie
programowanej $mierci komorki lub przypisa¢ katepsynom i macierzowym metaloproteazom ich
rolg w rozwoju i przerzutowaniu nowotworow [9]. Bylo mozliwe dzigki wykorzystaniu r6znych
technik badawczych wlaczajac w to genomike, epigenomike czy proteomike. Jednak duzym
ograniczeniem tych technik jest brak informacji o doktadnej aktywnos$ci katalitycznej badanego
enzymu. Badania proteomiczne (np. za pomocg przeciwcial czy spektrometrii mas) pokazuja
poziom ekspresji enzymu, ale nie informuja jaka cze$¢ jego populacji jest aktywna. Ma to ogromne
znaczenie zwtlaszcza przy badaniu enzymoOw proteolitycznych, ktore podlegaja kilkustopniowemu
procesowi dojrzewania katalitycznego lub dziataja w obrebie strukturalnie podobnej grupy
enzymOw. Dobrym przyktadem obrazujacym ten problem sg cysteinowe katepsyny. Od dawna
wiadomo, ze nadekspresja tych enzymdéw wykazuje dodatnig korelacj¢ z rozwojem i
przerzutowaniem nowotworéw [10]. Jednak do tej pory nie wiadomo, ktére z poszczegblnych
katepsyn petnig dominujaca rolg w tym procesie. Pokazano bowiem, ze wyciszenie (ang. knock-
down) lub wyciecie (ang. knock-out) jednej katepsyny, moze by¢ skompensowane przez aktywnosé
pozostatych katepsyn, ktore wykazujac podobng specyficznos¢ substratowg moga ja funkcjonalnie
zastgpi¢ [11]. Tak wigc wyniki takich eksperymentéw moga prowadzi¢ do blednych wnioskow.
Innym przyktadem sa kaspazy. Ich naktadajaca si¢ specyficzno$¢ substratowa znaczaco utrudnia
przypisanie dokladnych funkcji poszczegolnym kaspazom [12]. Do tej pory niejasna jest rola
kaspazy 10 w zewnatrzkomodrkowej inicjacji procesu apoptozy i nekroptozy, rola kaspaz 6 i 7 w
fazie wykonawczej procesu apoptozy, czy rola kaspaz 4 i 5 w procesie pyroptozy. Z tego powodu,
najlepszym narzgdziem do funkcjonalnego badania enzymdéw proteolitycznych sa markery
chemiczne [13].



Wedtug ogolnie przyjetej konwencji markery chemiczne to zwigzki stuzace do detekcji
aktywnosci katalitycznej enzymow proteolitycznych. W odréznieniu od przeciwcial, markery
chemiczne detektujg tylko aktywne proteazy i nie wigzg si¢ z (1) proenzymami/zymogenami, (2)
proteazami, ktorych aktywnos$¢ katalityczna jest zahamowana przez naturalne inhibitory, (3)
proteazami, ktore sg nieprawidtowo zwinigte, a takze (4) z proteazami, ktére utracity aktywnosc
katalityczng na skutek braku obecnosci kofaktoréw (np. jonéw metali) lub poprzez ich dezaktywacje
przez inne proteazy [14]. Markery chemiczne mozna ogodlnie podzieli¢ na dwie gtdéwne grupy: (1)
markery, ktore sg substratami oraz (2) markery, ktore dziatajg jak inhibitory (rysunek 2). Pierwsza
grupe stanowia zazwyczaj peptydy, ktore sa wyposazone w znacznik (najczesciej fluorescencyjny).
W efekcie reakcji hydrolizy, peptyd rozpada si¢ na dwa fragmenty, z ktorych jeden zaczyna
emitowac silny sygnal fluorescencyjny wskazujacy na aktywnos$¢ enzymu. Zaleta wykorzystania
substratow jest amplifikacja sygnatu, poniewaz enzym jako katalizator jest odtwarzany po kazdym
cyklu reakcji hydrolizy. Wada jest natomiast brak mozliwosci doktadnej lokalizacji enzymu (np. w
komorce), gdyz po hydrolizie fluorofor dyfunduje z miejsca aktywnego enzymu (rysunek 2A). W
drugim przypadku marker bgdacy inhibitorem wyposazonym w znacznik (najczesciej biotyne czy
fluorofor) wigze si¢ trwale w miejscu aktywnym enzymu. Zaleta tego rozwigzania jest mozliwos¢
doktadnej lokalizacji enzymu. Jednak ograniczeniem tej metody jest brak amplifikacji sygnatu, gdyz
marker/inhibitor wigze si¢ z enzymem w stosunku 1:1. Rozwigzaniem tego problemu jest
stosowanie silnych fluoroforéw, ktore emitujag mocny sygnal nawet przy bardzo matym st¢zeniu
(rysunek 2B).

Pierwsze markery chemiczne do detekcji enzymow proteolitycznych, dziatajace jako
substraty zostaly opracowane ponad 70 lat temu. W jednej z pionierskich prac Harkness i
wspotpracownicy otrzymali prosty substrat chromogeniczny o strukturze leucyna-beta-
naftyloamina, ktory stuzyt do wykrywania aktywnosci leucylowej aminopeptydazy w osoczu [15].
Pierwszym natomiast markerem chemicznym dzialajacym na zasadzie inhibitora byla
biotynylowana izokumaryna opracowana w 1993 przez grupe prof. Powersa [16]. Marker ten stuzyt
do wykrywania aktywnosci enzymow proteolitycznych z grupy proteaz serynowych. W kolejnych
latach nastapit gwaltowny rozwodj markerow chemicznych dziatajacych na zasadzie inhibitora.
Pionierami w tej dziedzinie (oprocz Jamesa Powersa) byli Benjamin Cravatt i Matthew Bogyo,
ktorzy wniesli ogromny wktad w rozwoj markerdw chemicznych [14, 17]. W dalszej czeSci
rozprawy habilitacyjnej, stosowanie pojecia markera chemicznego bedzie tozsame z markerem,
ktory trwale wigze si¢ do miejsca aktywnego proteazy (markery dziatajagce na zasadzie inhibitora),
gdyz ten typ markerow chemicznych stanowi podstawe niniejszej rozprawy habilitacyjne;j.
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Rysunek 2 Schemat budowy i dzialania (fluorescencyjnych) markeréw chemicznych. Schemat A.
Substrat fluorescencyjny dla kaspazy 3 z sekwencja Ac-Asp-Glu-Val-Asp-ACC, gdzie ACC to kumarynowy
znacznik fluorescencyjny, ktory zwigzany z peptydem nie wykazuje fluorescencji. Po hydrolizie substratu,
znacznik jest uwalniany i nastepuje gwattowny przyrost fluorescencji. Schemat B. Marker chemiczny
dzialajacy na zasadzie inhibitora sklada si¢ z trzech elementéw: znacznika (tu: fluorofor), elementu
rozpoznawczego i elektrofilowej grupy wiazace;j, ktora reaguje z nukleofilowym centrum aktywnym enzymu,
tworzac trwaty kompleks marker-enzym, dzigki czemu mozliwa jest lokalizacja enzymu.

Wizualizacja enzymow proteolitycznych za pomoca markerow chemicznych ma diluga
historie. Ponad 20 lat temu Benjamin Cravatt z Instytutu Scripps zaproponowat terminy ,,activity-
based protein profiling” oraz ,,activtiy-based proteomics” co oznaczalo badanie proteomu za
pomocg markerow chemicznych opartych o aktywnos¢ katalityczng enzyméw [18]. Pionierskie
badania w tym obszarze dotyczyly badania aktywno$ci hydrolaz serynowych w proteomie za
pomoca fluorescencyjnych markerow chemicznych. W pozniejszym okresie metoda ta zostata
skojarzona z tandemowa spektrometria mas co pozwolilo na analiz¢ kilkudziesigciu enzymow
w jednej probce. W ogdlnym ujeciu, markery chemiczne dziatajace na zasadzie inhibitorow (ang.
activity-based probes, ABPs) sktadajg si¢ z trzech glownych elementéw: (1) reaktywnej grupy
wiazacej, ktora taczy si¢ z trwale z enzymem, (2) sekwencji rozpoznawczej (zazwyczaj peptydu),
ktora odpowiada za selektywne wigzanie si¢ danego markeru z enzymem lub grupg enzymow oraz
(3) znacznika, ktdry umozliwia detekcje kompleksu marker-enzym (rysunek 3). Wérdod najczesciej
spotykanych reaktywnych grup wiazacych stosowanych do enzyméw proteolitycznych naleza
epoksydy oraz acyloksymetyloketony (dla proteaz cysteinowych), estry diarylowe kwasow
1-aminoalkilofosfonowych (dla proteaz serynowych) oraz estry winylowe kwasu arylosulfonowego
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(dla proteaz treoninowych, gtdéwnie proteasomu) [19]. Zaleta tych grup wigzacych, jest utworzenie
trwatego, kowalencyjnego wigzania z enzymem, dzigki czemu mozliwa jest dalsza praca z probka,
np. w zakresie jej rozdziatu elektroforetycznego 1 wizualizacji kompleksu za pomoca techniki
Western blotting. Wéréd najczesciej stosowanych sekwencji rozpoznawczych sg oczywiscie
peptydy i peptydomimetyki, ktore sg projektowane tak by selektywnie oddziatywaé z enzymem (lub
grupa enzymow). Bardzo czesto te sekwencje sktadajg si¢ z naturalnych aminokwasow, ktore sg
wybierane na podstawie sekwencji naturalnych biatkowych i peptydowych substratow lub z drodze
profilowania danego enzymu za pomocg chemicznych kombinatorycznych bibliotek substratow
fluorogenicznych. Jedng z takich metod jest szeroko stosowana metoda pozycyjnego skanowania
syntetycznych kombinatorycznych bibliotek (ang. Positional Scanning Synthetic Combinatorial
Libraries, PS-SCL) [12]. Inng z metod jest metoda HyCoSuL (ang. Hybrid Combinatorial Substrate
Library) czyli biblioteki substratow fluorogenicznych, ktére oprdcz naturalnych aminokwaséw (jak
w metodzie PS-SCL) zawieraja takze nienaturalne aminokwasy (stad nazwa hybrydowa), dzigki
czemu mozliwa jest bardzo dokladna analiza miejsca aktywnego enzymu, co skutkuje
opracowaniem bardziej selektywnych sekwencji peptydowych [8]. Ostatnim elementem markera
jest znacznik, dzieki ktéremu mozliwa jest detekcja markera zwigzanego z enzymem. Istniejg trzy
glowne typy znacznikdw stosowanych w markerach chemicznych dla enzyméw (w tym enzymow
proteolitycznych): biotyna, fluorofory oraz radioizotopy. Zastosowanie biotyny w markerach nalezy
do posrednich metod wizualizacji, gdyz w celu detekcji biotyny musi by¢ zastosowany dodatkowy
znacznik, np. fluorescencyjnie znakowana streptawidyna. Pozwala to jednak na wykorzytanie
réznych znacznikow fluorescencyjnych, dobierajac je odpowiednio do rodzaju eksperymentu.
Kolejng zaleta biotyny jest mozliwo$¢ wzbogacenia probki (ang. sample enrichment) lub nawet
izolacja danego enzymu poprzez inkubacj¢ kompleksu biotynylowany marker-enzym z zywica (lub
kolumng), na ktorej osadzono stereptawidyne. Metoda ta jest stosowana gtownie w analizie probki
za pomocg spektrometrii masowej lub w przypadku, gdy stezenie analitu (enzymu) jest bardzo
niskie. Zdecydowanie najczesciej stosowanym obecnie typem znacznika sa fluorofory. Zwigzki te
potrafig emitowa¢ Swiatlo w zakresie od 300 nm do nawet 800-850 nm, dzigki czemu mozliwa jest
jednoczesna analiza kilku enzymow za pomocg markerow chemicznych wyposazonych w rozne
fluorofory (ang. multiplexing). Co wigcej, niektore z tych znacznikéw emitujg bardzo silny sygnat
fluorescencyjny, dzigki czemu mozliwa jest analiza enzymoéw, ktore wystepuja w stezeniach
subnanonomolarnych. Ponadto znaczniki takie, posiadajac zdolno$¢ glebokiej penetracji tkanki, sg
coraz powszechniej wykorzystywane w operacjach chirurgicznych w celu lepszej wizualizacji np.
nowotwordw [20]. Ostatnig grupa znacznikdw sg radioizotopy jak np. 121 czy 8F, uzywane gtownie
w aplikacjach biologicznych i medycznych, cho¢ czasem rowniez w markerach chemicznych do
wizualizacji proteaz. Obecnie jest to najrzadziej stosowana metoda ze wzgledu na duze wymagania
techniczne i odpowiednie kwalifikacje personelu wykonujacego pomiary.
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Rysunek 3 Struktura markera chemicznego dzialajacego na zasadzie nieodwracalnego inhibitora.
Marker sktada si¢ z trzech elementow: (1) elektrofilowej grupy reaktywnej, ktora reaguje z nukleofilem
w centrum aktywnym enzymu, (2) elementu rozpoznawczego odpowiadajacego za selektywno$¢ markera
oraz (3) znacznika stuzacego do detekcji markera. Grupy reaktywne to najczgsciej acyloksymetyloketony
(AOMK), epoksydy, estry difenylowe kwasu 1l-aminoalkilofosforowego (P(O)(OPh),), czy fenylo-winylo
sulfoniany (PVS). Jako elementy rozpoznawcze uzywane sg najczesciej peptydy zawierajace naturalne
(gbérna sekwencja) lub naturalne/nienaturalne (dolna sekwencja) aminokwasy. Znaczniki to najczesciej
fluorofory oraz biotyna; radioizotopy stosuje si¢ obecnie rzadko.

Wizualizacja aktywnosci proteaz w AKTYWOMIE NOWOTWOROW.

Nowotwory sg bez watpienia jednym z najbardziej ztozonych systeméw w biologii
1 pomimo ogromnej ilosci badan prowadzonych na przestrzeni ostatnich kilku dekad, choroba ta
wcigz odpowiada za miliony zgonoéw rocznie na catym $wiecie [21]. Sukces w walce z choroba
nowotworowg zalezy od wielu czynnikéw, m.in. odpowiednio wczesnej diagnozy, odpowiedniego
sklasyfikowania pacjenta oraz wyboru spersonalizowanego leczenia. Obecnie nasza wiedza
dotyczaca szeroko pojetej choroby nowotworowej jest wynikiem badan (epi)genetycznych,
transkryptomicznych, metabolomicznych oraz proteomicznych. Tak znaczacy postep byt mozliwy
dzigki rozwoju nowoczesnych wysokoprzepustowych metod i narzedzi badawczych wiaczajac
w to sekwencjonowanie NGS-RNA w badaniach genetycznych, wykorzystanie wysokorozdzielczej
spektrometrii masowej i magnetycznego rezonansu jagdrowego w badaniach metabolomicznych
1 proteomicznych, czy wykorzystanie bardzo selektywnych przeciwciat w analizie biatek. Wszystkie
te dziedziny nauki tworzg piramide omiczng, gdzie u podstawy znajduje si¢ genom, natomiast na
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szczycie jest proteom (rysunek 4). Jednak w badaniu aktywnos$ci enzyméow, a zwlaszcza enzymow
proteolitycznych wydaje si¢ zasadne, by na szczycie tej piramidy (nad proteomem) umie$ci¢ kolejny
element, zwany AKTYWOMEM (rysunek 4A). W najprostszym ujeciu aktywom to funkcjonalna
cze$¢ proteomu. Jesli przyjac, ze proteom to cata pula enzyméw (aktywnych i nieaktywnych) to
aktywom be¢dzie stanowit tylko te pul¢ enzymow, ktore wykazujg aktywno$¢ katalityczng. Analiza
enzymow poprzez badanie genomu czy transkryptomu dostarcza wielu informacji na temat np.
mutacji w tych bialkach, jednak nie informuje wprost, czy te biatka beda katalitycznie aktywne.
Podobnie z badaniem proteomu za pomoca przeciwcial. Biorac pod uwage, ze aktywno$¢ enzymow
proteolitycznych jest regulowana na kilku poziomach, zastosowanie przeciwcial dostarczy
informacji tylko o ogélnym poziomie ekspresji danego biatka. Informacj¢ na temat aktywnosci
katalitycznej poszczegdlnych enzymoéow (aktywomu) mozna wigc uzyskaé tylko stosujac
odpowiednie markery chemiczne (rysunek 4B).

Jak juz wcze$niej wspomniano, wykorzystaniem markerow chemicznych do badania
enzymow zajmuje si¢ dziedzina zwana ,activity-based protein profilling, ABPP” czyli
profilowanie biatek pod katem ich aktywno$ci katalitycznej. Stworzylo to podstawy do rozwoju
aktywomiki jako dziedziny zajmujacej si¢ badaniem aktywomu. Okreslenie to zostato
zaproponowane przez laina Pembertona z firmy Photeomix w komunikacie konferencyjnym:
»Activomics: a novel approach to biomarker discovery, in chronic low back pain” w 2016 roku [22].
W  komunikacie tym mozna przeczytat: ,Activomics breaks away from conventional
concentration-based omics technologies and places the focus on enzyme activity” co bardzo
dobrze obrazuje zasadnos¢ wprowadzenia tego konceptu. W swoich badaniach autorzy skupili si¢
na analizie modyfikacji post-translacyjnych bedacych wynikiem dziatania réznych enzymow,
jednak pojecie aktywomu (i aktywomiki) w ujeciu do markerow chemicznych dla proteaz nie zostato
jeszcze opisane. Zasadno$¢ badania aktywomu enzymow proteolitycznych w nowotworach poprzez
ich selektywna wizualizacje opiera si¢ na kilku przestankach. Po pierwsze, jak wczesniej
wspomniano, proteaza jest funkcjonalna jedynie wowczas gdy jest katalitycznie aktywna. Utrata tej
aktywnosci bardzo czesto oznacza utrate funkcji. Po drugie proteazy dziataja zawsze w danym
systemie biologicznym oddziatywujac z innymi proteazami, biatkami czy matoczasteczkowymi
zwigzkami. Dynamika tego systemu jest pochodng aktywnos$ci wielu enzyméw i oddziatywan, wige
wizualizacja poszczegolnych proteaz powinna by¢ bardzo doktadna i specyficzna. Jedynie wtedy
bedzie mozna doktadnie okresli¢ funkcje danej proteazy np. w nowotworze. Po trzecie, utrata
aktywnosci jednego enzymu proteolitycznego moze by¢ kompensowana przez inne enzymy, wigc
tylko okreslenie aktywnosci poszczegdlnych enzymow dostarczy petnego obrazu danej sytuacji. Co
wigcej, w badaniach aktywno$ci katalitycznej enzymow, bardzo czgsto naukowcy probuja
korelowa¢ wspomniang aktywno$¢ z aktywnos$cig i/lub poziomem ekspresji innych biatek, np.
biatek immunologicznych czy onkologicznych, dzigki czemu mozliwe jest okreslenie roli danego
enzymu proteolitycznego w przerzutowaniu nowotwordw czy lekoopornosci danego typu komorek
rakowych. Biorac to wszystko pod uwage, dokladna analiza aktywomu za pomoca markerow
chemicznych moze bardzo dobrze uzupeini¢ obraz danego systemu biologicznego w zakresie jego
dynamiki bedacej pochodng aktywnosci poszczegdlnych enzymow.
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Rysunek 4 Zastosowanie markeréw chemicznych w badaniu aktywomu. Panel A. Piramida omiczna, na
szczycie ktorej znajduje si¢ aktywom. Wedlug tego schematu aktywom zawiera mniej informacji
0 enzymie, niz np. genom, czy proteom, gdyz ta informacja dotyczy jedynie jego aktywno$ci katalityczne;j.
Panel B. Roznica pomigdzy aktywomem a proteomem. Aktywom to funkcjonalna czg¢$¢ proteomu, do ktorej
zaliczajg si¢ jedynie te enzymy, ktore wykazuja aktywnos¢ katalityczng. Jedng z najczesciej uzywanych
metod do badania proteomu sg przeciwciata, ktore oznaczajg aktywne i nieaktywne biatka. W odroznieniu
do nich, marker chemiczny (do badania aktywomu) taczy si¢ tylko z aktywnymi enzymami.

Wykorzystanie markerow chemicznych do badania enzyméw proteolitycznych
w aktywomie wymaga od nich posiadania bardzo waznej cechy, ktora jest SELEKTY WNOSC.
Podobnie, jak przeciwciata do badania bialtek, tak i markery chemiczne muszg si¢ cechowac¢ wysoka
selektywnoscia, tak by oddziatywaly tylko z jednym enzymem lub w szczeg6lnych przypadkach z
grupg pokrewnych enzymow. Jak wczesnie] wspomniano, poczatki rozwoju markerow
chemicznych dotyczyty otrzymywania nieselektywnych zwigzkéw chemicznych, ktore reagowaly
z wieloma enzymami. W celu dokladnej identyfikacji aktywno$ci poszczegdlnych enzymow,
metody te byly wspierane przez zastosowanie Wysokorozdzielczej spektrometrii mas. W miare
rozwoju narzedzi do badania specyficzno$ci substratowe] proteaz, markery te stawaty si¢ coraz
bardziej selektywny, dzigki czemu mozliwe bylo zastosowanie ich w konkretnych badaniach
biologicznych, do okreslenia funkcji poszczeg6lnych enzymoéw proteolitycznych. Jednym
z najlepszych przyktadow jest marker biotyna-VAD-AOMK (bVAD-AOMK) do oznaczania
kaspaz, enzymow proteolitycznych z grupy proteaz cysteinowych, ktore sa odpowiedzialne za
programowang $mieré komorki [23]. Sekwencja VAD (walina-alanina-kwas asparaginowy) jest
rozpoznawana przez kilka kaspaz, dzieki czemu tatwo mozna monitorowac proces Smierci komorki.
W tym celu marker bVAD-AOMK inkubuje si¢ z komorkami, w ktorych nastgpnie indukowana jest
apoptoza. Aktywne kaspazy tacza si¢ trwale z markerem dzigki czemu mozliwa jest ich wizualizacja
za pomocg techniki Western blotting. Na podstawie masy czasteczkowej poszczegolnych prazkow

14



mozna okresli¢, ktore kaspazy byly aktywowane w trakcie apoptozy (rysunek 5A) [24]. Innym
przyktadem jest fluorescencyjny marker Cbz-Phe-Lys(Cy5)-AOMK (GB123), ktory jest uzywany
do oznaczania aktywnosci cysteinowych katepsyn, a wiec enzymow, ktorych nadmierna aktywno$¢
katalityczna sprzyja rozwojowi i przerzutowaniu nowotworow [25]. Marker GB123 bardzo dobrze
wigze si¢ do katepsyny B, L oraz S, dzigki czemu mozliwa jest ich detekcja, ktéra podobnie jak
w poprzednim przypadku, opiera si¢ na inkubacji markera z komorkami (lub lizatem komorkowym),
a nastgpnie wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego biatek i detekcje wybranych katepsyn na
podstawie ich masy czasteczkowej (rysunek 5B) [25]. Oba markery sg bardzo uzyteczne w
badaniach odpowiednio kaspaz i katepsyn, jednak nalezy wyraznie zaznaczy¢ ze Selektywna
detekcja poszczegdlnych enzymoéw odbywa sie na podstawie ich masy czasteczkowej, gdyz markery
te wigza si¢ do kilku enzyméw jednoczesnie. W zwigzku z tym takie markery nie moga by¢
stosowane np. w badaniach proteaz za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej, czy w badaniach z
wykorzystaniem cytometru przeptywowego. Ograniczenie to stwarza ogromng potrzebg do
opracowania bardzo selektywnych markeréw chemicznych, ktore zostatyby nastepnie wykorzystane
do selektywnej wizualizacji tylko jednego, wybranego enzymu, bez konieczno$ci wspomagania si¢
spektroskopig mas czy elektroforetycznym rozdzialem biatek. Opracowanie takiej technologii jest
podstawq niniejszej rozprawy habilitacyjnej.
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Rysunek 5 Nieselektywne markery w badaniu enzymoéw proteolitycznych. Panel A. Wizualizacja
rekombinowanych kaspaz oraz kaspaz w komoérkach apoptotycznych za pomoca biotynylowanego markera
biotyna-VAD-AOMK oraz techniki Western blotting. Panel B. Wizualizacja katepsyn cysteinowych
w komoérkach RAW za pomoca fluorescencyjnego markera Chz-Phe-Lys(Cy5)-AOMK i techniki Western
blotting. W obu przypadkach marker wigze si¢ z wiecej niz jednym enzymem. Rysunki zaadaptowano
z publikacji [24, 25].

Selektywna wizualizacja enzymoéw proteolitycznych w aktywomie.

Badania opisane w niniejszej rozprawie habilitacyjnej dotycza opracowania oraz syntezy
selektywnych markerdw chemicznych oraz i dalszego wykorzystania do selektywnej wizualizacji
enzymow proteolitycznych w komaorkach nowotworowych i probkach od pacjentéw.
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Jak wspomniano w poprzednim rozdziale cechg nadrzg¢dng markeréw chemicznych powinna
by¢ ich wysoka selektywnos¢ wzgledem badanych enzymoéw proteolitycznych. Tylko
w taki sposob mozna szczegotowo okresli¢ aktywno$¢é danego enzymu w probee, dzigki czemu
mozliwe staje si¢ np. okreslenie jego doktadnej funkcji biologicznej. Gtéwne metody okreslania
specyficznosci substratowej proteaz polegajg na profilowaniu tych enzyméw za pomocg bibliotek
substratow fluorogenicznych, ktore zawierajg naturalne aminokwasy (metoda PS-SCL) [12, 26].
Mimo ze ta metoda dostarcza wielu informacji na temat budowy miejsca aktywnego proteazy,
bardzo czesto okazuje si¢ nieskuteczna przy projektowaniu selektywnych markeréw dla enzymow
proteolitycznych wykazujacych nakltadajgca si¢ specyficznos¢ substratowa (np. kaspazy czy
katepsyny). Podczas swojej pracy doktorskiej pod opiekg prof. Marcin Draga wspoélnie z Pauling
Kasperkiewicz opracowaliSmy nowg metode skanowania enzymow proteolitycznych nazwang
HyCoSuL (ang. Hybrid Combinatorial Substrate Library), ktéra w swojej strukturze zawierata
naturalne i nienaturalne aminokwasy [27, 28]. Dzi¢ki zastosowaniu nienaturalnych aminokwasow
stato si¢ mozliwe znacznie lepsze okreslenie budowy miejsca aktywnego proteazy, co z kolei
skutkowato otrzymaniem bardziej aktywnych i selektywnych substratow fluorogenicznych,
mogacych rozrdznié tak blisko spokrewnione enzymy jak np. kaspazy apoptotyczne. W swojej pracy
po doktoracie postanowitem wykorzystac t¢ metodg¢ do wytworzenia markerow chemicznych, ktére
nastepnie uzytem do opracowania technologii selektywnej wizualizacji enzymow proteolitycznych.
Metoda HyCoSuL jest obecnie najlepsza metoda do projektowania selektywnych peptydow

bedacych ligandami enzymow proteolitycznych. Na rysunku 6 przedstawitem ewolucje moje pracy
naukowej od momentu doktoratu do badan bedacych przedmiotem mojej rozprawy habilitacji. Na
realizacje Swojego stazu podoktorskiego otrzymatem grant Marie Sktodowska-Curie Global
Fellowship z Komisji Europejskiej. Byt to jedyny grant MSCA-GF przyznany osobie z Polski w
edycji 2014. Wszystkie badania biologiczne (w tym wizualizacje enzymdw za pomocg markerow)
wykonatem w laboratorium prof. Guya Salvesena w Sanford Burnham Prebys Medical Discovery
Institute, La Jolla, CA, USA.

doktorat (PWr) 2010-2014 PWr 2015, 2019 SBP, USA, 2016-2018
/19" ralnveh 0 \ / markery chemiczne wizualizacja proteaz \
>1Dﬂan';ela1at{:'al2rya:h aminokwasow ﬁi “NH; A v

H o B H’i’f H ° “:> J\H n\)\ﬁ HT)I\"O\”'}LTJ)
L o = o
HyCOSUL NH >_ iNH

N )L J

Rysunek 6 W swojej pracy naukowej po doktoracie skupilem sie na opracowaniu metody selektywnej

wizualizacji enzymoéw proteolitycznych w komorkach nowotworowych. Metoda ta opiera si¢ na
wykorzystaniu selektywnych markeréw chemicznych, ktére otrzymano na drodze profilowania
specyficzno$ci substratowej wybranych proteaz metodg HyCoSuL, nad ktoérg pracowatem podczas mojej
pracy doktorskiej. PWr — Politechnika Wroctawska, SBP — Sanford Burnham Prebys Medical Discovery
Institute, La Jolla, CA, USA.
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BADANIA WEASNE (H1-H5)

Wizualizacja proteaz lizosomalnych za pomoca markerow chemicznych

H1. Wykorzystanie metody HyCoSuL do opracowania selektywnych markeréw chemicznych
(Porgba i wspotpracownicy, 2017, Nature Protocols).

Moim gltownym zadaniem podczas doktoratu bylo opracowanie metody profilowania
specyficznosci substratowej enzymoéw proteolitycznych za pomoca bibliotek substratow
zawierajacych nienaturalne aminokwasy (metoda HyCoSuL). Za pomocg tej metody udato mi si¢
otrzymac selektywne substraty dla ludzkich kaspaz apoptotycznych. Jednak metody profilowania
specyficznosci proteaz (w tym metoda HyCoSuL) posiadajg znacznie szersze zastosowanie. Metody
te dostarczaja bowiem informacji o tym, jakie peptydy moge potencjalnie wigzac si¢
z poszczegolnymi enzymami proteolitycznymi. Dzigki temu mozliwe jest wykorzystanie tych
sekwencji do syntezy substratow (moja praca doktorska) lub inhibitorbw oraz markerow
chemicznych. I wiasnie do tego celu wykorzystalem metode HyCoSuL w swojej pracy po
doktoracie. Warto tu podkresli¢, ze otrzymanie selektywnych markeréw chemicznych nie bylo
moim nadrzgdnym celem, ale jedynie $rodkiem do osiggnigcia tego celu jakim bylo opracowanie
technologii do selektywnej wizualizacji poszczegdlnych enzymow proteolitycznych.

Metoda HyCoSuL zostala po raz pierwszy opisana w 2014 roku i krotko po tym byta juz
z powodzeniem wykorzystana do okreslenia specyficznosci substratowej kilkunastu enzymow
proteolitycznych [27, 28]. W 2017 roku postanowilismy napisa¢ doktadny protokét o tym jak
stosowac t¢ metod¢ do badania specyficznos$ci substratowej proteaz [8] (rysunek 7). Spora czgs$¢
protokotu dotyczyta bezposrednio mojej pracy doktorskiej, jednak w protokole zawartem réwniez
informacje o tym, w jaki sposob analizowa¢ matryce specyficznosci substratowej proteaz w celu
otrzymania selektywnych inhibitoréw i markeréw chemicznych. Opisatem rowniez doktadna
procedure dotyczaca metody wydajnej syntezy chemicznej takich markeréw. Tak wigc, ta czgsc
protokotu dotyczy bezposrednio mojej pracy podoktorskiej 1 jest wynikiem mojej pracy
i do§wiadczenia zebranego w latach 2015-2017, podczas realizacji projektoéw bedacych podstawa
przedstawionej pracy habilitacyjnej.

Procedurg opracowania selektywnego markera chemicznego na podstawie analizy HyCoSuLL
przedstawilem na przyktadzie legumainy, proteazy cysteinowej, ktorej zwiekszona aktywnos$¢ jest
obserwowana w wigkszosci typéw nowotwordw, dzigki czemu enzym ten stanowi doskonaty cel
terapeutyczny w kontekscie opracowywania nowych terapii [29]. W lekko kwasnym $rodowisku
nowotwordow, legumaina (podobnie jak kaspazy) hydrolizuje substraty, ktore w pozycji P1 zawieraja
reszt¢ kwasu asparaginowego (Asp). W zwigzku z tym, w celu opracowania selektywnego markera
chemicznego dla legumainy konieczna byta rowniez analiza specyficznos$ci substratowej kaspaz w
pozycjach P4, P3 oraz P2, tak by marker dla legumainy nie detektowal takze kaspaz. Doktadna
analiza specyficzno$ci substratowej tych enzymow pozwolita na opracowanie sekwencji
peptydowej, ktora nie wigzata si¢ do miejsca aktywnego zadnej z kaspaz. Sekwencja ta (DTyr-Tic-
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Ser-Asp) sktadata si¢ z dwdch nienaturalnych aminokwasoéw w pozycjach P4 i P3 oraz dwdch
naturalnych aminokwaséw w pozycjach P2 i P1 [30]. Wykorzystanie tej sekwencji w strukturze
markera chemicznego (biotyna-ahx-DTyr-Tic-Ser-Asp-AOMK, gdzie ahx to linker 6-
aminoheksanowy) i wykonanie pomiaréw kinetyki wigzania si¢ markera do kaspaz i legumainy
(stala szybko$ci inhibicji drugiego rzedu, Kons/l) potwierdzity wysoka selektywnos¢ markera
wzgledem legumainy 1 co za tym idzie zasadno$¢ wyboru metody HyCoSuL jako narzedzia
chemicznego do projektowania wysoce selektywnych markerow chemicznych. W zwiagzku z tym
metoda ta zostala przeze mnie wykorzystana w dalszych badaniach do projektowania 1 syntezy
markeréw chemicznych takze dla innych enzymow proteolitycznych, ktore odgrywaja znaczacg role
w rozwoju choréb nowotworowych, w tym kaspaz apoptotycznych i lizosomalnych, cysteinowych
katepsyn.
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Dolny panel przedstawia metodg selekcji i1 analizy specyficznej sekwencji peptydowej dla legumainy. W
tabeli ,,+ 0znacza pozytywna selekcje (dany aminokwas np. Tic w P3 nie jest rozpoznawany przez kaspazy),
natomiast ,,-” oznacza negatywng selekcje (dany aminokwas jest rozpoznawany przez kaspaze — np. Ser w
P2 jest rozpoznawana przez kaspaze-8 i kaspazg-10). Na podstawie optymalnej sekwencji, otrzymano marker
chemiczny (biotyna-ahx-DTyr-Tic-Ser-Asp-AOMK), ktory wykazywat si¢ bardzo duzg selektywnoscia
wzgledem legumainy. Rysunek zaadoptowano z publikacji H1.

H2. Selektywna wizualizacja aktywnosci ludzkiej legumainy w komérkach (Porcha
I wspotpracownicy, 2016, Cell Chemical Biology).

Pierwsza z cyklu moich prac dotyczacych selektywnej wizualizacji enzyméw
proteolitycznych za pomocg markerow chemicznych dotyczy ludzkiej legumainy [30]. Badania
chemiczne (okreslenie specyficznosci substratowej, synteza substratow i1 markerow chemicznych
dla legumainy 1 badania kinetyki reakcji enzymatycznych) wykonalem na Politechnice
Wroctawskiej (2015). Badania komérkowe 1 wizualizacje wykonatem w SBP, USA (2016).

Legumaina (proteaza aspartylowa, AEP) jest proteazg cysteinowa, ktdra jest zlokalizowana
glownie w lizosomach i endosomach, jednak w pewnych warunkach moze by¢ takze wysytana do
cytozolu lub nawet macierzy migdzykomorkowej, gdzie przeprowadza selektywna hydrolize
wybranych substratéw [31]. Enzym ten wykazuje bardzo waska specyficzno$¢ substratowa, gdyz w
pozycji Pl rozpoznaje prawie wylgcznie tancuch boczny asparaginy (Asn). Jednak w lekko
kwasnym $rodowisku (np. w obrebie nowotwordéw) ta proteaza potrafi rdwniez rozpoznawac
w pozycji P1 reszte kwasu asparaginowego, co powoduje, ze w tych warunkach legumaina posiada
podobng specyficzno$¢ substratowg jak kaspazy. Co wiecej, aktywno$¢ legumainy jest roOwniez
blokowana przez te same inhibitory, ktérych uzywa si¢ do inhibicji aktywnosci kaspaz. Powoduje
to, ze bardzo trudno bada¢ aktywno$¢ proteolityczng legumainy za pomoca matoczasteczkowych
markero6w. A ma to niebagatelne znaczenie, poniewaz enzym ten ma duze znaczenie biologiczne,
gdyz bierze udziat w regulacji i modelowaniu macierzy zewnatrzkomorkowe;j, inhibicji tworzenia
si¢ osteoklastow, hydrolize substratow w celu prezentacji antygendw, proteolitycznej aktywacji pro-
MMP2 (macierzowej metaloproteazy 2) do jej aktywnej formy MMP2, czy proteolitycznej regulacji
lizosomalnych katepsyn B, H oraz L [31]. Jednak z drugiej strony nadaktywnos$¢ katalityczna
legumainy jest powigzana ze stanami zapalnymi, miazdzyca czy chorobami nowotworowymi [29,
31]. W licznych pracach wykazano, ze aktywnos¢ katalityczna legumainy moze by¢ wykorzystana
jak czynnik prognozujacy postep choroby nowotworowej i rokowania pacjentow w nowotworach
piersi, zotadka, jelita grubego czy prostaty. Powoduje to, Ze legumaina jest nie tylko doskonalym
celem terapeutycznym w konteksécie projektowania lekow w oparciu o inhibitory, ale takze
w kontekscie opracowywania markerow chemicznych do wykorzystania w testach diagnostycznych.

W przedstawionej pracy podjatem probg opracowania markeru chemicznego dla legumainy
oraz jego wykorzystania do wizualizacji tego enzymu w zywych komorkach. Jak wspomniatem
wczesniej optymalng sekwencje dla tego enzymu otrzymatem w wyniki profilowania jego
specyficznosci substratowej za pomocg metody HyCoSuL. Synteza 1 analiza kinetyczna substratow
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wzgledem legumainy oraz wybranych kaspaz apoptotycznych pokazata, ze najbardziej
selektywnym peptydem jest tatrapeptyd o sekwencji DTyr-Tic-Ser-Asp, ktory zostatl nast¢pnie
wykorzystany do syntezy markera chemicznego. Na potrzeby tego projektu opracowatem wydajng
metode syntezy markera chemicznego zawierajacego reszte kwasu asparaginowego w pozycji P1,
ktora opierala si¢ na syntezie blokowej poszczegolnych fragmentéw inhibitora (rysunek 8). Jako
znacznik do detekcji markera wybratem biotyne, gdyz jest ona tatwo wykrywana za pomoca
fluorescencyjnie znakowanej streptawidyny. Dzig¢ki temu, w zalezno$ci od eksperymentu, mozemy
,wybarwi¢” kompleks marker-enzym na rézne kolory. Biotyn¢ i peptyd potaczytem ze sobg za
pomocg linkera (kwas 6-aminoheksanowy, ahx) by oddali¢ znacznik od elementu rozpoznawczego
(peptydu). Stosowanie linkerow jest powszechng strategia przy projektowaniu markerow, gdyz
wiadomo, ze sam znacznik, znajdujac si¢ blisko miejsca aktywnego proteazy, moze z nim
oddziatywaé¢ tym samym zmieniajgc parametry kinetyczne markera. Opisana procedura syntezy
markera (odpowiednio zmodyfikowana) zostala takze wykorzystana do syntezy pozostatych
markeréw chemicznych opisanych w niniejszej rozprawie habilitacyjnej. W ogolnym ujeciu polega
ona na osobnej syntezie dwoch fragmentow. Fragment A (zwigzek 3 na rysunku 8) to grupa wigzaca
(AOMK) z przytaczonym aminokwasem w pozycji P1 (w przypadku legumainy jest to reszta kwasu
asparaginowego). Fragment B (zwigzek 4 na rysunku 8) to fragment peptydowy ze znacznikiem,
ktory zostal otrzymany na no$niku statym (metoda SPPS, ang. solid phase peptide synthesis).
W kolejnym etapie nastepuje reakcja sprzggania zwigzku 3 ze zwigzkiem 4 i powstaje zwigzek,
ktory po usunigciu grup ochronnych, jest docelowym markerem chemicznym (MP-L01).
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Rysunek 8 Schemat syntezy markera chemicznego o sekwencji biotyna-linker-DTyr-Tic-Ser-Asp-AOMK
(MP-L01) dla legumainy. Synteza jest podzielona na 3 bloki. W pierwszym bloku otrzymywana jest
reaktywna grupa wigzaca z przylaczonym aminokwasem w pozycji P1 (tancuch boczny kwasu
asparaginowego jest chroniony grupg benzylowg). W drugim bloku metodg syntezy na no$niku statym
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otrzymywany jest fragment znacznik-linker-peptyd-OH. W trzecim bloku nastgpuje reakcja sprzggania
peptydu z grupa reaktywna oraz hydroliza grup ochronnych. Produkt koncowy jest oczyszczany za pomoca
HPLC. Rysunek zaadaptowano z publikacji H2.

W kolejnym etapie projektu marker MP-LO1 zostal wykorzystany do wizualizacji
legumainy w zywych komoérkach. Jako wstepny model komorkowy wybralismy lini¢ komérkowa
M38L. Jest to linia komorkowa, ktéra pochodzi od linii HEK293 i charakteryzuje si¢ wysoka
ekspresjg legumainy (ang. legumain-overexpressing cell line) [32]. Komoérki M38L stanowig
powszechny i bardzo wygodny model komorkowy do badan legumainy. Eksperyment ten wykonata
prof. Rigmor Solberg w laboratorium prof. Guya Salvesena. Okazato sie, ze marker MP-L01
z tatwoscig dostaje si¢ do komorki 1 wigze si¢ z aktywng legumaing, nie powodujac przy tym
zadnych efektow ubocznych w postaci np. $§mierci komorki. Dalsze badania z wykorzystaniem
markera przeprowadzitem juz osobiscie. Moim glownym celem byto pokazanie, ze marker potrafi
selektywnie detektowac¢ aktywng legumaing. Bioragc pod uwage fakt, ze legumaina i kaspazy
wykazuja podobng specyficzno$¢ substratowa wydawato si¢ zasadne, by sprawdzi¢ selektywno$¢
markera w komodrkach w ktorych obecne sa rowniez aktywne kaspazy, gtownie kaspaza 8 1 kaspaza
3. W tym celu wykonalem kotransfekcj¢ DNA kodujacego oba te enzymy do komoérek M38L.
Zwiekszona ekspresja prokaspazy 8 w komorce prowadzi do jej dimeryzacji i w konsekwencji do
osiggniecia dojrzatosci katalitycznej. W kolejnym kroku aktywna kaspaza 8 aktywuje prokaspazg 3,
co w kolejnych etapach prowadzi do $§mierci komorki. Po 24 godzinach od wykonania kotransfekcji
zebratem komorki i sporzadzitem z nich lizaty, ktdre nastepnie inkubowatem z markerem MP-LO1.
Po inkubacji przeprowadzitem rozdziat elektroforetyczny biatek i za pomoca techniki Western
blotting dokonatem wizualizacji enzymow (rysunek 9A). Okazato si¢, ze w komoérkach, w ktorych
przeprowadzitem kotransfekcjg cDNA, nastgpita aktywacja kaspazy 3, co zostalo udowodnione za
pomocg przeciwciata kaspazy 3 oraz markera chemicznego: biotyna-linker-DEVD-AOMK, ktory
jest standardowym markerem dla kaspazy 3 (oraz innych kaspaz). Pokazalem takze, ze marker
DEVD wigze si¢ takze z legumaing. Jednak najwazniejszym wynikiem eksperymentu byto
udowodnienie, ze marker MP-LO01 faczy si¢ tylko z aktywng legumaing i nie oddziatuje z kaspaza
3. Co wigcej pokazalem, ze marker ten reaguje z legumaing tylko w lekko kwasowym srodowisku
(pH = 5.8), a nie reaguje w $rodowisku obojetnym (pH = 7.4), co jest spowodowane tym, ze
w Srodowisku obojetnym tancuch boczny kwasu asparaginowego w pozycji P1 jest ujemnie
natadowany, przez co nie wigze si¢ do kieszeni S1 legumainy. Badania te potwierdzily, ze marker
chemiczny MP-L01 potrafi selektywnie oznacza¢ aktywna legumaing oraz nie reaguje z kaspazami
apoptotycznymi. Co wiecej, eksperymenty na zywych komorkach 1 lizatach komoérkowych
pokazaly, ze marker nie reaguje takze z cysteinowymi katepsynami, ktore podobnie jak legumaina
wystepuja w lizosomach 1 bardzo czegsto wykazuja krzyzowg aktywno$¢ enzymatyczng.
Zrealizowanie tego projektu pozwolito mi nawigza¢ wspotprace naukowg z prof. Rimgor Solberg
(Uniwersytet w Oslo, Norwegia), ktora zaowocowata dwoma kolejnymi publikacjami [33, 34].
Moim wkiadem w te publikacje byta synteza markera chemicznego dla legumainy, ktore zamiast
znacznika w postaci biotyny, posiadal cyjaning 5 — fluorofor, dzigki ktéremu mozliwa byta
bezposrednia wizualizacja kompleksu marker-enzym za pomocg mikroskopii fluorescencyjne;j
(rysunek 9B).
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Rysunek 9 Wizualizacja aktywnej legumainy za pomocg selektywnego markera chemicznego MP-L01.
Panel A. Wizualizacja legumainy w lizatach komdrkowych przygotowanych z apoptotycznych komorek
M38L. Biotynylowany marker MP-LO1 reaguje tylko legumaing, podczas gdy marker DEVD reaguje
z legumaing oraz kaspaza 3. Kompleks biotynylowany marker-enzym zostat zwizualizowany za pomoca
fluorescencyjnie znakowanej streptawidyny (na zielono). Prolegumaina (proLegum.) i aktywna legumaina
(Legum.) =zostaly o0znaczone =za pomocg przeciwciala (na czerwono). Aktywacja Kkaspazy 3
(z formy p32 do formy aktywnej p17) zostata potwierdzona za pomocg przeciwciata (dolny panel). Panel B.
Struktura markera chemicznego dla legumainy: wersja z biotyna (posrednia detekcja za pomoca
fluorescencyjnie znakowanej streptawidyny) oraz wersja z fluorescencyjnag cyjaning 5 jak znacznikiem
(bezposrednia detekcja). Rysunek zostat zaadaptowany z publikacji H2.

Whioski dotyczace odkrycia naukowego:

1. Opracowatem marker chemiczny (MP-L01) do selektywnej wizualizacji aktywnej
legumainy w zywych komorkach oraz w lizatach komdrkowych linii komérkowej M38L.

2. Marker MP-L01 nie wykazywat krzyzowej reaktywnosci z kaspazami oraz katepsynami.

H3. Selektywna wizualizacja aktywnos$ci ludzkiej katepsyny L w komorkach (Poreba
i wspolpracownicy, 2018, Chemical Science).

Praca ta opisuje wyniki wizualizacji aktywnosci katepsyny L uzyskane za pomocg techniki
Western blotting oraz mikroskopii fluorescencyjnej [35]. Badania chemiczne (okreSlenie
specyficznosci substratowej, synteza substratow dla katepsyny L 1 badania kinetyki reakcji
enzymatycznych) wykonatem na Politechnice Wroctawskiej (2015). Badania biochemiczne
(wyznaczenie parametrow kinetycznych dla markerow), badania komorkowe oraz wizualizacje
wykonatem w SBP, USA (2016-2017).

Katepsyna L jest jedng z 11 katepsyn cysteinowych wystepujacych u ludzi. Enzymy te
wystepuja w  kwasnym $rodowisku lizosoméw i sa odpowiedzialne gléwnie za
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wewnatrzkomorkowa degradacje bialek, autofagie oraz odpowiedz immunologiczng organizmu na
czynniki zewngtrzne (biorg udziat m.in. w procesie prezentacji antygenow). Ponadto katepsyny
cysteinowe odgrywaja znaczgcg role w rozwoju wielu chordob wiaczajac w to choroby
autoimmunologiczne, miazdzyce, osteoporoze czy choroby nowotworowe [36]. Z tego wzgledu od
wielu lat enzymy te stanowig wazny cel terapeutyczny podczas projektowania lekow. Jednak mimo
wielu sukceséw w badaniach przedklinicznych i w poczatkowej fazie badan klinicznych, do tej pory
zaden z inhibitorow cysteinowych katepsyn nie zostat zatwierdzony jako lek [37]. Z drugiej jednak
strony nadaktywno$¢ tych enzymow jest obserwowana w przypadku wielu nowotworow i stanowi
doskonaty cel do opracowania metod diagnostycznych w oparciu 0 markery chemiczne, pomocnych
np. podczas operacji onkologicznych. Jednak gléwnym problemem w opracowaniu takich metod
jest naktadajaca si¢ specyficzno$¢ substratowa katepsyn. W 2006 roku Choe i wspotpracownicy
pokazali za pomocg pozycyjnego skanowania kombinatorycznych bibliotek substratow
fluorogenicznych (metoda PS-SCL), ze katepsyny hydrolizuja podobne substraty, co znaczaco
utrudnia zaprojektowanie selektywnych inhibitoréw i markeréw chemicznych dla poszczegoinych
enzymow z tej grupy [38]. Jedna z najczesciej wystepujacych katepsyn cysteinowych, jest katepsyna
L. Enzym ten posiada najwyzsza aktywnos$¢ katalityczng w przedziale pH 5.0-6.0 i podobnie jak
inne katepsyny cysteinowe, wykazuje szeroka specyficzno$¢ substratowa. Katepsyna L jest bardzo
interesujacym enzymem w kontek$cie choroby nowotworowej, poniewaz odpowiada m.in. za
powstawanie chemoodpornosci u pacjentdéw onkologicznych w odpowiedzi na standardowe terapie
[39]. Co wigcej, w zaleznosci od nowotworu i jego otoczenia tkankowego, katepsyna L moze
promowac¢ lub hamowaé rozwdj nowotworow. W zwigzku z tym lepsze zrozumienie biologii
katepsyny L bedzie miato duze znaczenie przy projektowaniu nowych terapii oraz metod
diagnostycznych.

Obecnie metody wizualizacji aktywno$ci katalitycznej katepsyny L w komorkach i lizatach
komorkowych opieraja si¢ na wykorzystaniu fluorescencyjnych substratow lub markerow
chemicznych. Budowa chemiczna wigkszosci tych zwigzkdéw opiera si¢ na sekwencji Phe-Arg, ktora
mimo, ze jest bardzo dobrze hydrolizowana przez katepsyne L, jest takze niestety rozpoznawana
przez inne katepsyny, zwlaszcza strukturalnie podobng katepsyne V oraz katepsyn¢ B, ktora jest
dominujaca proteaza w komdrkach nowotworowych. Z uwagi na wazng role katepsyny L
w nowotworach oraz brak idealnych metod wizualizacji jej aktywnosci podjalem prébe
opracowania takiej metody. Kluczowym parametrem bylo otrzymanie selektywnego markera
chemicznego, ktory nie oddzialywatby z innymi enzymami, zwlaszcza z katepsyna V oraz B.
Okreslenie pelnej specyficznos$ci substratowej katepsyny L w pozycjach P4-P1 za pomoca metody
HyCoSuL pozwolito mi zaprojektowaé grupe substratow fluorogenicznych, ktére nastepnie
poddatem analizie parametréw kinetycznych (Kea/Km, Km, Keat) wzgledem pigciu najczescie)
wystepujacych cysteinowych katepsyn: L, V, B, S oraz K [35]. Analiza kinetyczna pozwolita mi
zidentyfikowaé kilka peptydoéw, ktore postuzyly jako struktury wiodace do zaprojektowania
1 syntezy markeréw chemicznych z grupa reaktywng AOMK. Jako znaczniki dla markera wybratem
biotyng (markery MP-cL1 oraz MP-cL2) oraz cyjaning 5 (marker MP-cL3). Wszystkie markery
zawieraty wspdlny motyw peptydowy: His-DThr-Phe(Fs) (gdzie DThr to D-treonina, a Phe(Fs) to
pentafluorofenyloalanina) w pozycjach P4-P2 oraz zmienne aminokwasy w pozycji P1 (Arg, Lys
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lub Cys(Bzl), gdzie Cys(Bzl) to S-benzylocysteina). Pomiary statych inhibicji drugiego rzedu (Kobs/l)
oraz testy powinowactwa chemicznego do rekombinowanych katepsyn wykazatly, ze najwieksza
selektywnoscig wzgledem katepsyny L cechuje sie marker MP-cL3 (Cy5-ahx-His-DThr-Phe(Fs)-
Cys(Bzl)-AOMK) i to on zostal wybranych do dalszych badan (rysunek 10A). Marker ten
wykazywat bardzo duze powinowactwo do katepsyny L i jedynie szczatkowg aktywno$¢ wzgledem
katepsyny B. W kolejnym etapie badan przeprowadzitlem oceng selektywnosci markera MP-cL3
w komérkach ludzkiego raka piersi MDA-MB-231. Komorki te sg bardzo dobrym modelem do
badan selektywnos$ci markera MP-cL3, gdyz maja wysoki poziom katepsyny B 1 znaczgco nizszy
poziom katepsyny L. Wybor tych komorek stanowit wigc powazne wyzwanie dla selektywnosci
markera MP-cL3. Marker MP-cL3 inkubowatem z zywymi komérkami MDA-MB-231 i w
wyznaczonych punktach czasowych zbieratem komorki, przygotowywalem z nich lizaty, ktore
nastepnie poddawalem elektroforezie i analizie ze pomoca techniki Western blotting. W celu
wizualizacji enzymoOw zastosowatem réwniez przeciwciata. Analiza w podanych odstepach
czasowych pokazata, ze juz po 1 godzinie inkubacji pojawia si¢ sygnal od kompleksu markera z
enzymem, co oznacza, ze marker posiada zdolnos¢ penetracji blony komoérkowej i swobodnego
dotarcia do lizosomow (rysunek 10B). Dalsza analiza wykazata, ze nawet przy stosunkowo dtugiej
inkubacji (12 godzin) marker MP-cL3 wigze si¢ selektywnie tylko do katepsyny L (ktore wystepuje
w dwoch katalitycznie aktywnych formach: 30kDa i 25kDa). Dopiero po 18 godzinach marker
zaczyna reagowac takze z katepsyna B. Testy te potwierdzity zatem wysoka selektywno$¢ markera
oraz pozwolity ustali¢ wlasciwe stezenie i czas inkubacji dla selektywnej wizualizacji katepsyny L
w zywych komorkach MDA-MB-231. W nastgpnym kroku, do wizualizacji katepsyny L
w komorkach postanowitem wykorzysta¢ mikroskopi¢ fluorescencyjng. W zwiagzku z tym, ze przy
wizualizacji za pomocg mikroskopu niemozliwe jest okreslenie ewentualnych oddziatywan markera
z innymi enzymami (tak jak mozna to zobaczy¢ metodg Western blotting), do wizualizacji
wykorzystalem wczeéniej opracowane warunki inkubacji markera MP-cL.3 z komOrkami (st¢zenie
markera 1uM, czas inkubacji 8 godzin). Co wigcej, katepsyn¢ L oznaczylem rowniez
przeciwcialem, dzigki czemu mozliwa byta lokalizacja aktywnego enzymu (marker — czerwony
sygnat) oraz aktywnego i nieaktywnego enzymu (przeciwciato — zielony sygnat) (rysunek 10C).
Otrzymane wyniki pokazaty bardzo wysoka kolokalizacje obu sygnatow. Co wiecej, w komorkach
byty widoczne zielone punkty, bez czerwonego koloru, co wskazuje na to, ze w komorce czg$¢
katepsyny L byla obecna w nieaktywnej formie. Obserwacja ta jest doskonatym potwierdzeniem
zasadno$ci wykorzystania markeréw do wizualizacji enzyméw, gdyz nie cata pula enzymu w
komorce posiada aktywno$¢ katalityczng. Jako ostatni eksperyment, zbadatem kolokalizacje
katepsyny L 1 katepsyny B w komorkach. Mimo Ze oba te enzymy sa zlokalizowane w lizosomach,
analiza za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej pokazala, Ze ten rozklad jest nierownomierny, tj.
sa lizosomy, ktore posiadaja wysoki poziom obu enzymow, jednak sa tez takie, w ktorych dominuje
tylko jeden z nich. Bardzo istotng zaletg wizualizacji aktywnosci katepsyny L w komorkach za
pomoca markera chemicznego i z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej jest mozliwosé¢
doktadnego okreslenia aktywno$ci enzymu w pojedynczych komorkach. Wiasciwos¢ ta ma bardzo
duze znaczenie przy analizie i obrazowaniu aktywnoS$ci enzyméw w uktadach heterogennych, gdzie
obecne sg rozne komorki, np. w tkance nowotworowej, gdzie oprocz komorek nowotworowych sg
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takze fibroblasty, a takze komorki infiltrowane przez komorki nowotworowe jak cho¢by monocyty,
makrofagi i neutrofile.
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Rysunek 10 Wizualizacja katepsyny L w komdérkach raka piersi MDA-MB-231. Panel A. Struktura
chemiczna markera MP-cL.3 do znakowania aktywnej katepsyny L. Marker sktada si¢ z fluorescencyjnego
znacznika (cyjanina 5, Cyb), elementu rozpoznawczego (peptyd His-DThr-Phe(Fs)-Cys(Bzl)) oraz
reaktywnej grupy wigzacej (AOMK). Panel B. Wizualizacja katepsyny L w zywych komorkach za pomoca
markera MP-cL3 z wykorzystaniem techniki Western blotting. Marker MP-cL3 wiaze si¢ z katepsyna L juz
po godzinie inkubacji, natomiast z katepsyng B wigze si¢ dopiero po 12-18 godzinach. Utworzenie
kompleksu marker-katepsyna L (czerwony) potwierdzono za pomocg przeciwciata katepsyny L (zielony).
Panel C. Wizualizacja katepsyny L w zywych komorkach za pomoca markera MP-cL3 z wykorzystaniem
mikroskopii fluorescencyjnej. Na zdjeciach wida¢ bardzo duza kolokalizacje migdzy MP-cL3 (czerwony
sygnal) a przeciwcialem katepsyny L (zielony sygnat, anti-CatL). Na niebiesko wybarwiono jadro
komorkowe (DAPI). Rysunek zaadaptowano z publikacji H3.
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Whioski dotyczace odkrycia naukowego:

1. Opracowatem marker chemiczny (MP-cL3) do selektywnej wizualizacji aktywnej
katepsyny L w zywych komorkach raka piersi MDA-MB-231.

2. Dzigki zastosowaniu mikroskopii fluorescencyjnej, okreslitem lokalizacje i aktywnos$¢
katalityczng katepsyny L w pojedynczych komorkach.

3. Udowodnitem, ze katepsyna L i B nie wykazuja 100% korelacji co do swojej lokalizacji
w komaorce.

H4. Selektywna wizualizacja aktywnoS$ci ludzkiej katepsyny B w komérkach (Porgbha
i wspotpracownicy, 2019, Chemical Science).

Praca ta opisuje wyniki wizualizacji aktywnos$ci katepsyny B uzyskane za pomocg techniki
Western blotting oraz mikroskopii fluorescencyjnej [40]. Badania chemiczne (okreslenie
specyficznosci substratowej, synteza substratow dla katepsyny B i badania kinetyki reakcji
enzymatycznych) wykonatlem na Politechnice Wroctawskiej (2015). Badania biochemiczne
(wyznaczenie parametrow kinetycznych dla markeréw), badania komérkowe oraz wizualizacje
wykonatem w SBP, USA (2016-2018).

Kolejnym enzymem proteolitycznym, dla ktérego przeprowadzitem probg wizualizacji za
pomocg markera chemicznego byla katepsyna B. Podobnie jak katepsyna L, enzym ten nalezy do
cysteinowych katepsyn i jest odpowiedzialny za regulacje procesu autofagii, degradacj¢ biatek czy
hydroliz¢ biatek do prezentacji antygendw. Podwyzszony poziom katepsyny B zostal stwierdzony
w agresywnych typach nowotworéow, co powoduje, ze katepsyna B moze by¢ markerem
prognozowania postepu choroby nowotworowej i rokowan pacjentow dotyczacej odpowiedzi na
chemoterapi¢. Katepsyna B jest najobficiej] wystepujaca katepsyna cysteinowa w nowotworach, co
spowodowato, ze enzym ten przez wiele lat znajdowal si¢ w centrum badan dotyczacych
opracowywania nowych lekéw i metod diagnostycznych [41]. Co ciekawe, wysoka aktywnos$¢
katepsyny B w komdrkach nowotworowych sprawita, ze enzym ten jest wykorzystywany takze jako
biokatalizator do aktywacji prolekbw przeciwnowotworowych — najczes$ciej sg to koniugaty
przeciwciatlo—zwigzek cytotoksyczny (ang. antibody-drug conjugates, ADCs) [42]. Podobnie jak
w przypadku katepsyny L, tak i dla katepsyny B zaprojektowano do tej pory kilka substratow
fluorogenicznych i markerow chemicznych. Elementem rozpoznawczym w tych markerach jest
najczesciej sekwencja Arg-Arg. Jednak badania pokazaty, ze ten dipeptyd jest rozpoznawany takze
przez inne proteazy, wiaczajac w to pozostate cysteinowe katepsyny oraz proteazy serynowe. Ta
krzyzowa reaktywnos$¢ ma bardzo duze konsekwencje w przypadku badan nowotworow. Wiadomo
bowiem, ze katepsyna B (podobnie jak wiele proteaz z grupy serynowych) bardzo czesto wystepuje
w macierzy miedzykomorkowej komorek rakowych [43]. Zastosowanie wigc substratu czy markera
w oparciu o nieselektywng sekwencje Arg-Arg powoduje, ze mierzony sygnal nie pochodzi jedynie
od katepsyny B, co prowadzi do nieprecyzyjnych wnioskdw ptyngcych z badan. Laczac to z faktem,
ze katepsyna B jest zaangazowana w rozw9j praktycznie kazdego typu nowotworu, istniata bardzo
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duza potrzeba opracowania selektywnego markera do wizualizacji aktywnosci katepsyny B
w komdrkach nowotworowych niezaleznie od ich rodzaju i pochodzenia. Zadania to stanowito si¢
kolejny etap w mojej pracy naukowej. Pelng specyficznos$¢ substratowg katepsyny B, podobnie jak
przy poprzednich proteaz, okreslitem za pomocg metody HyCoSuL [40]. Wyniki tych badan
pozwolity mi zaprojektowa¢ grupg substratow fluorogenicznych dla ktéorych wyznaczytem
parametry katalityczne (Kcat/Km, Km, Keat) wzgledem pigciu katepsyn cysteinowych (B, L, V, S, K).
Nastepnie sekwencje peptydowe z najbardziej selektywnych substratow wykorzystatem do syntezy
fluorescencyjnych markerow chemicznych (MP-cB1, MP-cB2 i MP-cB3). W markerach tych
zastosowatem dwa znaczniki fluorescencyjne: cyjaning 5 (MP-cB1 i MP-cB2) oraz cyjaning 7 (MP-
cB3), tak aby sprawdzi¢ wptyw znacznika na selektywno§¢ markera. Pomiary statych inhibicji
drugiego rzedu (kons/l) oraz testy komeptycyjne powinowactwa chemicznego wykazaty, ze
najwiekszg selektywnoscig wzglgdem katepsyny B cechuje si¢ marker MP-cB2 (Cy5-ahx-Cha-Leu-
Glu(Bzl)-Arg-AOMK, gdzie Cha to cykloheksyloalanina, a Glu(Bzl) to ester benzylowy kwasu
glutaminokwego) i to on zostal wybranych do dalszych badan (rysunek 11A). Aby udowodnic¢
skuteczno$¢ i bardzo szerokie zastosowanie markera MP-cB2 do selektywnego oznaczania
aktywnosci katepsyny B w roznego rodzaju komodrkach, postanowitem przeprowadzi¢ badania na
18 liniach komoérek rakowych: komorki Jurkat T (ostra biataczka szpikowa komorek T), THP-1
(ostra biataczka monocytowa), U266 (szpiczak), K562 (przewlekta biataczka szpikowa), NCI-H226
(ptaskonabtonkowy rak ptuc), U-937 (chtoniak histiocytarny), MDA-MB-231 (potrojnie negatywny
rak gruczotu piersiowego), MCF-7 (rak gruczotlu piersiowego), OVCAR-5 oraz SK-OV-3 (rak
jajnika), A-431 (rak skory), PC-3 (rak prostaty), HelLa (rak szyjki macicy), SH-SY5Y
(neuroblastoma, szpik kostny), HT-29 oraz HCT-116 (rak jelita grubego), U2-OS oraz SAOS-2
(kostniakomigsak). We wszystkich eksperymentach marker MP-cB2 (1uM) inkubowalem
z zywymi komoérkami w roéznych przedziatach czasowych. Po zakonczeniu inkubacji, wykonatem
liz¢ komorek a nastgpnie przeprowadzitem elektroforetyczny rozdzial biatek 1 wykonatem
wizualizacj¢ kompleksu marker-enzym za pomoca techniki Western blotting. We wszystkich
przypadkach uzyskatem selektywna detekcje aktywnej katepsyny B (rysunek 11B, przyktad
wizualizacji w komorkach A431). Co wigcej, w wigkszosci komorek pojawienie si¢ sygnatu
fluorescencyjnego nastepowato juz po 1-godzinnej inkubacji markera z komorkami. W przypadku
komorek pochodzacych od biataczki typu T (Jurkat T) oraz chtoniaka histiocytarnego (U-937)
sygnat fluorescencyjny byt staby i pojawit si¢ dopiero po 8-godzinnej inkubacji. Wskazuje to na
malg aktywnos¢ katepsyny B w tych komorkach, co jest w zgodzie w profilem poziomu mRNA
katepsyny B w tych liniach komorkowych. Jedyng linig komérkowa, w ktérej zauwazylem §lady
nieselektywnego oddzialywania markera byty komorki THP-1. Komorki te posiadaja bardzo
wysoka aktywnosc¢ katepsyny S 1 wlasnie z tym enzymem zwigzat si¢ marker MP-cB2. Utworzenie
si¢ kompleksu marker-katepsyna B we wszystkich komorkach zostato potwierdzone przeciwciatem
katepsyny B. W dalszym etapie sowich badan przeprowadzilem wizualizacje katepsyny B za
pomoca mikroskopii fluorescencyjnej. Do badan wybratem 6 linii komdrkowych i we wszystkich
tych liniach potwierdzitem wysoka korelacje pomiedzy lokalizacjg markera chemicznego MP-cB2
(czerwony kolor) a lokalizacja przeciwciata katepsyny B (zielony kolor) (rysunek 11C, przyktad
wizualizacji w komorkach A431). Do wszystkich eksperymentow obrazowania aktywnosci
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katepsyny B za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej, przeprowadzilem takze roéwnolegly
wizualizacj¢ metodg Western blotting by pokazaé, ze marker MP-cB2 wigze si¢ selektywnie tylko
do katepsyny B. Podczas swoich badan dokonatem takze ciekawego odkrycia dotyczacego
lokalizacji katepsyny B w obrebie komoérki. Otéz w niektorych typach komorek zaobserwowatem
(za pomocg przeciwciat), ze katepsyna B znajduje si¢ zarowno w lizosomach jak i w membranie
komorki (MDA-MB-231, U2-0S, PC-3). Moze mie¢ to zwigzek z tendencjg tych komoérek do
migracji i przerzutowania, jednak co ciekawe, zastosowanie markera chemicznego MP-cB2
pokazato, ze ta membranowa frakcja katepsyny B moze by¢ katalitycznie nicaktywna, gdyz nie
nastgpito zwigzanie si¢ markera do enzymu. Obecnie w swoich badaniach staram si¢ wyjasni¢ to
zjawisko 1 znalez¢ zalezno§¢ miedzy aktywnos$cia katepsyny B w lizosomach i membranie,
a tendencja komodrek do przerzutowania. Ostatnim elementem tych badan, bylo wykorzystanie
markera MP-cB2 do wizualizacji katepsyny B w komorkach raka ptuc pochodzacych od pacjenta.
Badania te wykonata Katarzyna Groborz. Wyniki tych badan pokazaly, ze otrzymany marker
chemiczny MP-cB2 jest uzyteczny nie tylko w przypadku linii komérkowych, ale znajduje rowniez
zastosowanie przy wizualizacji aktywnej katepsyny B w prébkach nowotworowych pobranych od
pacjenta.
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Rysunek 11 Wizualizacja katepsyny B w komdrkach raka skory A-431. Panel A. Struktura chemiczna
markera MP-cB2 do znakowania aktywnej katepsyny B. Marker sktada sie z fluorescencyjnego znacznika
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(cyjanina 5), elementu rozpoznawczego (peptyd Cha-Leu-Glu(OBzl)-Arg) oraz reaktywnej grupy wiazacej
(AOMK). Panel B. Wizualizacja katepsyny B w zywych komoérkach za pomoca markera MP-cB2
z wykorzystaniem techniki Western blotting. Marker MP-cB3 wigze si¢ z katepsyng B juz po godzinie
inkubacji (6kDa oraz 29kDa). Nawet po 24-godzinnej inkubacji marker nie reaguje z innymi enzymami (m.in.
z katepsyna L). Kompleks marker-katepsyna B (czerwony) potwierdzono za pomoca przeciwciata katepsyny
B (zielony). Panel C (lewa strona). Wizualizacja katepsyny B w zywych komoérkach za pomoca markera
MP-cB2 z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Na zdj¢ciach wida¢ bardzo duza kolokalizacje
miedzy MP-cB2 (czerwony) a przeciwcialem katepsyny B (zielony). Na niebiesko wybarwiono jadro
komorkowe (DAPI). Kolokalizacja sygnatow pomig¢dzy markerem chemicznym a przeciwcialem (liczona
wzgledem markera) wyniosta 94%. Panel C (prawa strona) Kolokalizacja katepsyny B (marker MP-cB2,
czerwony) i katepsyny L (przeciwciato, zielony) w komdrkach A431. Pomimo silnej kolokalizacji sygnatow
(ponad 70%) w komorkach A431 wystepuja lizosomy, ktore posiadaja katepsyne B i nie posiadajg katepsyny
L. Rysunek zaadaptowano z publikacji H4.

Whioski dotyczace odkrycia naukowego:

1. Opracowatem marker chemiczny (MP-cB2) do selektywnej wizualizacji aktywnej
katepsyny B w komérkach rakowych réznego pochodzenia.

2. Dzigki zastosowaniu mikroskopii fluorescencyjnej, okreslitem lokalizacje i aktywno$é¢
katepsyny B w pojedynczych komorkach.

3. Za pomoca markera wykonano wizualizacj¢ aktywnej katepsyny B w komorkach raka ptuc
pochodzacych od pacjenta.

HS. Nowa technologia wizualizacji enzymow proteolitycznych w oparciu o cytometri¢ masowa
(Poreba i wspotpracownicy, 2019, bioRxiv).

Praca ta stanowita najwazniejszy rozdziat mojego stazu podoktorskiego w laboratorium prof.
Guya Salvesena. Glownym jej tematem jest opracowanie catkowicie nowej technologii do
rownolegtej wizualizacji aktywno$ci enzymow proteolitycznych za pomocg markeréw chemicznych
znakowanych stabilnymi izotopami metali przejsciowych z wykorzystaniem cytometrii masowej
[44]. Hipoteza badawcza dotyczaca opracowania tej technologii byta gtéwnym elementem mojego
wniosku grantowego MSCA-GF-2014.

Jak pokazalem w poprzednich swoich pracach (H2, H3, H4) biotynylowane

1 fluorescencyjne markery chemiczne stanowig doskonate narz¢dzie do badania aktywnosci

poszczegolnych enzymow proteolitycznych w lizatach komérkowych 1 zywych komorkach. Dzigki

temu mozna okre$li¢ aktywno$¢ enzymatyczng w populacjach komorek (metoda Western blotting)

lub okresli¢ aktywno$¢ i1 doktadna lokalizacje enzymdéw w pojedynczej komorce (mikroskopia

fluorescencyjna). Co wigcej, dzigki zastosowaniu przeciwcial, mozna zbadac jaka frakcja danego
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enzymu jest katalitycznie aktywna lub wykona¢ badania korelacyjne z innymi enzymami lub
biatkami. Niestety zarowno metoda Western blotting jak i mikroskopia fluorescencyjna posiadaja
swoje ograniczenia. Gléwnym z nich jest brak mozliwosci detekcji wielu parametréw jednoczesnie
(m.in. aktywnosci wielu enzymow). W 2017 Kasperkiewicz 1 wspoOtpracownicy pokazali, ze
stosujagc odpowiednie fluorofory do markerow chemicznych mozna dokonaé¢ jednoczesnej
wizualizacji 4-5 enzymow proteolitycznych (neutrofilowe proteazy serynowe) [45]. Zastosowanie
wiekszej liczby markerow (z innymi fluoroforami) powoduje, ze sygnaty fluorescencyjne zaczynaja
si¢ naktada¢. Ograniczenia w réwnoleglej analizie enzymoéw za pomocg fluorescencyjnych
markerow chemicznych stanowity dla nas bardzo silny bodziec do poszukiwania innych technik
badawczych, ktore moglibySmy wykorzysta¢ do naszych celow. Tq metoda jest cytometria masowa
(rysunek 12).

Cytometria masowa jest nowoczesng technika analityczng, ktora taczy w sobie zalety
cytometrii przeptywowej i spektrometrii mas. Technika ta polega na wykorzystaniu stabilnych
izotopow metali przejsciowych (gtownie lantanowcow) jako znacznikow dla przeciwciat i sond
DNA [46, 47] (rysunek 12A). Z uwagi na fakt, ze kazdy z tych metali (znacznikow) ma S$cisle
okreslong mase czasteczkowa, mozliwe jest wykorzystanie wielu takich metali podczas jednego
eksperymentu, gdyz ich widma masowe si¢ nie naktadajg (rysunek 12B). Konsekwencja tego jest
mozliwo$¢ réwnoleglego pomiaru ponad 50 parametréw komoérkowych (biatek, mRNA) na
poziomie pojedynczych komorek, co znaczaco przewyzsza mozliwosci cytometrii przeptywowej,
ktora wykorzystuje znaczniki fluorescencyjne (rysunek 12C). W ciagu ostatnich kilku lat nastgpit
gwaltowny rozwdj cytometrii masowej zarowno od strony technicznej, jak 1 jej aplikacji
w badaniach nad rozwojem wielu chorob, wiaczajac w to choroby immunologiczne czy choroby
nowotworowe. Dzieki cytometrii masowe;j stato si¢ mozliwe doktadne okreslenie immunofenotypu
poszczegblnych (pod)typdw nowotworéw, co przyczynito si¢ do ich lepszej klasyfikacji
i w konsekwencji do doboru optymalnego, spersonalizowanego leczenia [48]. Co wigcej, cytometria
masowa znajduje obecnie coraz wigksze zastosowanie w badaniach klinicznych, bedac bardzo
uzyteczng technologia np. w monitorowaniu postepdéw leczenia i prognozowaniu skutecznosci
terapii, a co za tym idzie ma kluczowe znaczenie w szacowaniu czasu przezywalnosci pacjentow
onkologicznych.
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Rysunek 12 Idea cytometrii masowej. Panel A. Cytometria masowa wykorzystuje stabilne izotopy metali
przejsciowych do znakowania przeciwciat (lub sond DNA). Metale te sg dotaczone do przeciwciat za pomoca
polimerdw, ktére umozliwiajg przytaczenie kilkudziesigciu atoméw metalu do jednego przeciwciata. Panel
B. Rownolegla detekcja wielu markerow biologicznych (np. biatek) jest mozliwa, poniewaz kazdy izotop
posiada indywidualng masg czgsteczkowa, dzigki czemu widma masowe izotopow (nawet jesli réznig si¢ o
jedna jednostke masy atomowej, 1 Da) nie naktadaja si¢ na siebie. Obecnie dostepnych komercyjnie jest
ponad 50 stabilnych izotopow metali. Panel C. Schemat dziatania cytometrii masowej. Komorki
wyznakowane przeciwcialami (z metalami) sg kierowane do cytometru masowego, gdzie nastgpuje ich
atomizacja w plazmie oraz jonizacja. Nastepnie dodatnio natadowane jony sg kierowane do kwadropulowego
analizatora jondw, ktéry identyfikuje jony na podstawie czasu ich przelotu (ang. Time-Of-Flight analysis,
TOF). Kazdy z jondéw metali przypisany jest do poszczegdlnej komorki, dzigki czemu mozliwa jest
wieloparametryczna analiza markerdw biologicznych w obrebie pojedynczych komoérek podobnie jak w
cytometrii przeptywowej (ang. single cell analysis). Wyniki, otrzymane w formacie .fcs, poddaje si¢ analizie
wg wybranych algorytméw w celu wizualizacji wynikdw przy pomocy wykresow dwu-wymiarowych,
analizy SAPDE czy ViSNE. W rysunku wykorzystano materiaty promocyjne firmy Fluidigm oraz rysunek z
publikacji: Bendall i wspotpracownicy, Trends in Immunology, 2012, 33(7), 323-332 [49].

W zwigzku z tym, ze cytometria masowa pozwala na wielowymiarowsg analiz¢ na poziomie
pojedynczych komorek, znajduje ona zastosowanie w wielu obszarach nauk o zyciu. W moich
badaniach postanowilismy wykorzysta¢ te technologi¢ do wizualizacji enzyméw. Jednak z uwagi
na fakt, ze moje badania skupiaja si¢ na wizualizacji aktywnych enzymow (aktywomu), stosowanie
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przeciwciat z metalami dla proteaz byloby niewystarczajace. Z tego wzgledu podjelisSmy probe
opracowania catkowicie nowej technologii do badania aktywnych enzymow, ktora odpowiadataby
formatowi cytometrii masowej. W tym celu opracowalismy nowy typ markerow chemicznych, ktore
zamiast znacznikow fluorescencyjnych posiadajg stabilne izotopy wybranych metali. Jako cele
molekularne do wizualizacji wybralem trzy proteazy cysteinowe: legumaing, katepsyne L oraz
katepsyne B, gdyz dla tych enzymdw opracowatem juz selektywne sekwencje peptydowe (elementy
rozpoznawcze), ktére z powodzeniem wykorzystatem w syntezie fluorescencyjnych markerow
chemicznych. Jony metali zostaly wprowadzone do struktury markeréw chemicznych za pomoca
tetraxetanu (DOTA), ktory jest bardzo dobrym $rodkiem kompleksujgcym, szczegolnie dla jondw
lantanowcow. Do wyznakowania markeréw chemicznych wybratem terb (**°Tb), lutet (}"°Lu) oraz
gadolin (mieszanina izotopow, Gd) (rysunek 13A). Kluczowym dla powodzenia projektu byto
sprawdzenie, czy wymiana fluoroforow na poszczegdélne metale (skompleksowane za pomocg
DOTA) nie wptynie na wlasciwosci markerow w kontekscie ich selektywno$ci oraz zdolno$ci
pasywnego transportu do wnetrza komorki. Badania, ktore przeprowadzitem na rekombinowanych
enzymach oraz na dwoch liniach komérkowych (rak piersi MDA-MB-231 oraz rak jelita grubego
HCT-116) pokazaty, ze nowo otrzymane zwiazki zachowuja si¢ bardzo podobnie jak ich
fluorescencyjne analogi, tj. s3a selektywne 1 =z latwoscia wiazg si¢ do enzymow
w zywych komorkach. W nastepnym etapie badan, wykonatem pierwsza wizualizacj¢ aktywnos$ci
proteaz za pomoca markeréw zawierajacych metal z wykorzystaniem cytometrii masowej (rysunek
13B, C, D). W tym celu inkubowatem komorki HCT-116 z markerami w stezeniu 2uM przez
4 godziny. Po tym czasie usunglem medium hodowlane zawierajace marker i przygotowatem
komorki do badan na cytometrze masowym (w oparciu o standardowy protokot, Kktory
zmodyfikowatem dla celow eksperymentu). Komorki zostaty zidentyfikowane za pomoca
interkalatoréw 1911r/1931r, ktoére wiaza si¢ do jadra komérkowego, dzigki czemu mozliwe jest
wybranie (tzw. bramkowanie, ang. gating) tylko pojedynczych komdrek do dalszych pomiaréw.
Wyniki badan pokazaty, ze komorki HCT-116 cechuja si¢ wysokim poziomem aktywnej katepsyny
B oraz katepsyny L. Z kolei poziom aktywnej legumainy byt znacznie nizszy, niz wynikatby to z
analizy poziomu ekspresji tego enzymu za pomocg przeciwcial, co potwierdza zasadno$¢
stosowania markeréw chemicznych do badania enzyméw (rysunek 13C). Kolejny eksperyment
polegat na zahamowaniu aktywnosci katalitycznej legumainy i katepsyn za pomoca specyficznych
inhibitoréw, a nast¢gpnie dodaniu do komorek markeréw chemicznych. Analiza cytometryczna
pokazata, ze sygnat od markerow jest duzo nizszy niz w eksperymentach bez inhibitoréw, co
wskazuje na fakt, ze markery selektywnie taczg si¢ z enzymami w zywych komorkach (rysunek
13D). Podobne badania przeprowadzitem takze na komorkach raka piersi MDA-MB-231 oraz na
komorkach ostrej biataczki monocytowej THP-1. Szczegolnie ciekawe byly wyniki uzyskane na
komorkach THP-1. Znalaztem bowiem, ze w tych najwyzszy poziom aktywnos$ci ma katepsyna B,
natomiast aktywna legumaina nie wystepuje prawie wcale. Wyniki te niezaleznie potwierdzilem za
pomoca fluorescencyjnych markeréw chemicznych i techniki Western blotting.

Wyniki moich badan udowodnity, ze mozliwa jest rownolegta i wieloparametryczna analiza
aktywnos$ci enzymow proteolitycznych za pomocg markerow chemicznych z wykorzystaniem

cytometrii masowej. Stwarza to naukowy fundament do wykorzystania tych zwigzkéw w celu
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analizy enzymow 1 bialek w bardziej ztozonych uktadach. W jednym z takich badan (bgdacych
cze$cig publikacji H5) wykorzystalismy markery znakowane metalami w celu oznaczenia
aktywno$ci enzymatycznej legumainy i katepsyn L i B w poszczegolnych frakcjach
jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej (ang. Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs)
(badania wykonane przez Katarzyne Groborz). Komorki te cechujg si¢ wysokg heterogennoscia i
zawierajg m.in. limfocyty B, limfocyty T oraz komorki NK (ang. Natural Killer Cells). Dzigki
muliparametrowosci cytometrii masowej nie byto potrzeby izolacji poszczegolnych frakceji komorek
PBMCs. Zamiast tego calg populacje komorek inkubowano z markerami, a nast¢pnie przy pomocy
przeciwcial znakowanych metalami oznaczyli$my poszczegodlne frakcje: CD3 (izotop 154Sm) dla
limfocytow T, CD19 (izotop 142Nd) dla limfocytéw B oraz CD56 (izotop 176Yb) dla komédrek NK.
Dzigki temu mozliwe bylo oznaczenie aktywnosci poszczegdlnych enzymdéw w jednym
eksperymencie. Najciekawszym wynikiem tego eksperymentu byla bardzo duza aktywno$¢
katalityczna legumainy w limfocytach typu B, podczas gdy w pozostatych frakcjach ten enzym
wykazywat bardzo malg aktywnos$¢.

Opracowana technologia otwiera kompletnie nowe mozliwosci w rownolegltej analizie
aktywnosci enzymow. Do tej pory najczesciej stosowang metodg w badaniu enzymoéw markerami
byta mikroskopia fluorescencyjna, ktéra pozwala na rownolegle monitorowanie jedynie 4-5
enzymow. Dzigki zastosowaniu stabilnych izotopdw metali w markerach i wykorzystaniu cytometrii
masowej mozliwa jest teoretycznie rownolegta analiza ponad 50 enzymow, poniewaz obecnie tyle
izotopéw metali jest komercyjnie dostepnych. Co wiecej, w moich badaniach pokazalismy, ze
markery te mozna stosowa¢ razem ze standardowymi przeciwciatami skoniugowanymi z metalami,
dzigki czemu mozemy doktadnie badan aktywno$¢ enzymatyczng w poszczegdlnych populacjach
komorek, a wiec zbadaé opisany wezesniej aktywom. Uwazam, ze metoda ta bedzie miata bardzo
duze zastosowanie np. w enzymatycznych profilowaniu nowotwordéw, gdzie heterogeniczno$¢
probek jest duzym ograniczeniem w doktadnym okresleniu funkcji poszczegdlnych enzymow w
rozwoju tej choroby. Obecnie glowny nurt moich badan naukowych koncentruje si¢ na
wykorzystaniu markerow 1 cytometrii masowej do badah nowotwordéw gruczotu sutkowego u
pacjentow. Badania te realizuj¢ w ramach swojego grantu SONATA we wspotpracy z Dolnoslaskim
Centrum Onkologii we Wroctawiu.
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Rysunek 13 Zastosowanie markeréw chemicznych do wizualizacji aktywnosci proteaz w komorkach
raka jelita grubego HCT-116 za pomocg cytometrii masowej. Panel A. Struktury trzech markeréw
chemicznych zawierajacych stabilne izotopy metali dla legumainy, katepsyny L i katepsyny B. Panele B-D.
Wizualizacja aktywno$ci poszczegdlnych proteaz w komorkach HCT-116. W kazdym eksperymencie
wykorzystano dwa interkalatory (1911r oraz 193Ir) do detekcji jadra komérkowego (pojedyncze komorki).
Na osiach y poszczegblnych wykresdw (tzw. skatergramdw) przedstawiono intensywno$¢ sygnatu kolejno
dla jonéw 191lr, 159Th, 175Lu, oraz 158Gd. Na osiach x przedstawiono intensywnos$¢ sygnatu dla jonow
191Ir. Panel B. Przy braku markera chemicznego, sygnat od poszczegdlnych jonow (Tb, Lu, Gd) jest
zaniedbywalnie maty. Detektowane sg jedynie pojedyncze atomy metali. Panel C. Inkubacja markerow w
stezeniu 2uM z zywymi komorkami skutkuje pojawieniem si¢ bardzo duzego sygnatu od kompleksu marker-
enzym. Panel D. Komérki HCT-116 przed dodaniem markera zostaty inkubowane z inhibitorem legumainy
(MP-LO1) lub z inhibitorem cysteinowych katepsyn (E64d) w celu zahamowania aktywnosci tych enzymow.
Nastepnie zostat dodany odpowiedni marker zawierajacy metal. Pojawienie si¢ bardzo stabego sygnatu
swiadczy o fakcie, ze markery chemiczne zawierajagce metale, tacza si¢ tylko z aktywnymi enzymami.
Rysunek zaadaptowano z publikacji H5.
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Whioski dotyczace odkrycia naukowego:

1. Opracowatem nowy typ markeréw chemicznych, zawierajacych stabilne izotopy metali, do
badania aktywnos$ci enzymow proteolitycznych w zywych komorkach za pomoca cytometrii
masowej. Metoda ta umozliwia jednoczesne badanie aktywnosci enzymoéw (markery) oraz poziomu
ekspresji wybranych biatek (przeciwciata) w probce.

2. Za pomocg tych markeréw zbadalem poziom aktywnos$ci legumainy, katepsyny L
i katepsyny B w komdrkach nowotworowych (rak piersi MDA-MB-231, rak jelita grubego HCT-
116, biataczka THP-1). Zbadano réwniez poziom tych enzymow w poszczegolnych frakcjach
jednojadrzastych komorek krwi obwodowej (PBMCs).

3. Opracowanie nowej technologii do rownoleglej analizy wielu enzymow proteolitycznych w
komorkach moze mie¢ ogromne znaczenie przy badaniu aktywomu np. tkanek nowotworowych.
Dzigki temu stanie si¢ mozliwe okreslenia doktadnego ,,odcisku palca” choroby, co wplynie na
lepsze zrozumienie mechanizméw molekularnych prowadzacych do jej powstania.

BADANIA WLASNE (H6-H9)

Wizualizacja kaspaz za pomoca inhibitorow i markerow chemicznych

H6. Selektywne markery chemiczne do wizualizacji aktywacji kaspaz podczas procesu
apoptozy (Porgba i wspotpracownicy, 2018, Cell Death and Differentiation).

Jest to pierwsza z serii moich prac dotyczacych wykorzystania inhibitorow i markerow
chemicznych do badania roli kaspaz w procesach programowanej $§mierci komorki. Dotyczy ona
analizy szlakow zewnatrz- i wewnatrzkomorkowej aktywacji procesu apoptozy [50].

Apoptoza jest naturalnie wystepujacym, $cisle regulowanym procesem, W trakcie ktérego
z organizmu usuwane sg uszkodzone lub niefunkcjonalne komorki w celu utrzymania homeostazy
[51]. Proces ten jest jednym z typow programowanej Smierci komorki. Wigczenie apoptozy jest
takze pozadanym rezultatem terapii przeciwnowotworowych, zaprojektowanych w celu
wyeliminowania komorek rakowych, ktore charakteryzuja si¢ niekontrolowanym podziatem [52].
Proces apoptozy jest koordynowany przez grupe enzymow zwanych kaspazami, ktére sa
syntezowane jako nieaktywne zymogeny i sg aktywowane na drodze dimeryzacji poprzez
selektywng proteolize lub poprzez wigzanie si¢ do biatek adaptorowych (pomocniczymi) tworzac
platformy molekularne jak np. platforma DISC (kaspaza 8) czy apoptosom (kaspaza 9) [53].
Ogolnie, kaspazy apoptotyczne klasyfikuje si¢ jako inicjatorowe (kaspazy 8, 9 oraz 10) oraz kaspazy
efektorowe (kaspazy 3, 6, 7). Te pierwsze odpowiadajg za inicjacje procesu apoptozy poprzez
aktywacje kaspaz efektorowych. Kaspazy efektorowe natomiast, s3 odpowiedzialne za hydrolizg
Scisle okreslonych substratow, co prowadzi do wlgczenia procesu apoptozy. Cechami, ktore
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swiadcza o apoptozie sg m.in. fragmentacja DNA, kondensacja chromatyny, kurczenie si¢ komorki
1 tworzenie si¢ tzw. cialek apoptotycznych, ktore usuwane sg z organizmu przez makrofagi, co
powoduje ze proces apoptozy jest immunologicznie cichy [54]. Przez wicle lat role poszczegdlnych
kaspaz w procesie apoptozy badano za pomoca przeciwciat. Bylo to bardzo wygodne, poniewaz w
trakcie aktywacji kaspazy ulegaja proteolizie i co za tym idzie, zmieniajg swoja mase¢ czasteczkowa,
co doskonale mozna monitorowa¢ za pomocg np. techniki Western blotting. Jednak nie zawsze
hydroliza kaspaz oznacza ich aktywacje. Powoduje to, ze zasadne staje si¢ wykorzystanie
markerow chemicznych do badania tych enzymdw.

Badanie ludzkich kaspaz apoptotycznych za pomoca matoczasteczkowych markeréw
chemicznych jest bardzo trudne. Z trzech powoddw. Po pierwsze, konserwatywnie zachowane
reszty aminokwasowe budujgce centrum katalityczne sprawiaja, ze enzymy te wykazuja naktadajaca
si¢ specyficznos¢ substratows, co z kolei powoduje, ze bardzo trudne staje si¢ odrdznienie tych
enzymow za pomoca krotkich sekwencji peptydowych. Po drugie, rekombinowane kaspazy badane
w warunkach in vitro z wykorzystaniem soli kosmotropowych?! posiadajg nieco inng aktywnoéé
i specyficzno$¢ substratowg niz kaspazy obecne w komorce. I w koncu po trzecie, pomimo faktu,
ze w apoptozie bierze udzial co najmniej kilka kaspaz, najbardziej aktywna jest kaspaza 3, ktora
swoja aktywno$cig (i stezeniem) ,,przystania” inne kaspazy, uniemozliwiajac ich doktadng analizg.
W 1997 Thornberry i wspotpracownicy okreslili preferencje substratowe ludzkich kaspaz
apoptotycznych za pomocg kombinatorycznej biblioteki substratow fluorogenicznych (PS-SCL) w
pozycjach P4-P2 [12, 55]. Wyniki te pokazaty, ze preferowang sekwencja dla kaspaz 3/7 jest peptyd
DEVD, dla kaspazy 6 VEHD, dla kaspazy 8 LETD, dla kaspazy 9 LEHD. W kolejnej publikacji
pokazano natomiast, ze preferowana sekwencja dla kaspazy 10 jest AEVD, co uzupehiato pule
substratow dla kaspaz apoptotycznych. W nastgpnych latach na podstawie tych sekwencji tworzono
substraty i markery chemiczne stuzace do ,,selektywnej” wizualizacji poszczegoélnych kaspaz.
Jednak okazato si¢, ze zarowno substraty jak i markery zawierajace te sekwencje wykazuja
krzyzowa reaktywnos$¢ z kilkoma kaspazami, co znaczaco ogranicza ich uzyteczno$¢ w badaniu
procesu apoptozy [56, 57].

Podczas swojej pracy doktorskiej, wykorzystujac technologie HyCoSuL, opracowatem
nowe substraty fluorogeniczne (zawierajace nienaturalne aminokwasy), ktore byty o wiele bardziej
selektywne od tych stosowanych komercyjnie [28]. Uzytecznos¢ tych substratow potwierdzitem
w badaniach in vtiro na rekombinowanych, sztucznie aktywowanych kaspazach. W swojej pracy do
doktoracie postanowilem wykorzysta¢ otrzymane sekwencje do syntezy markeré6w chemicznych,
a nastepnie wykorzysta¢ te markery do wizualizacji kaspaz w komorkach. Wszystkie markery
zawieraly biotyne jako znacznik oraz grupe reaktywna AOMK, ktora bardzo tatwo reaguje
z centrum katalitycznym kaspaz (rysunek 14A). Pomiedzy biotyng i grupa AOMK znajdowata si¢
sekwencja rozpoznawcza sktadajaca si¢ z naturalnych i nienaturalnych aminokwasow. Lacznie
zsyntetyzowalem 38 markerow chemicznych: 3 z naturalnymi aminokwasami (LEHD, DEVD,

1 S8l kosmotropowa to zwiazek, ktory poprzez stabilizacje oddziatywan pomiedzy woda a biatkiem obniza entropie
uktadu. Zastosowanie soli kosmotropowych w wysokim stezeniu (np. 1M cytrynianu sodu), powoduje wymuszona
dimeryzacje kaspaz inicjatorowych, co sprawia, ze enzymy te stajg si¢ aktywne bez udziatu biatek pomocniczych.
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IETD) o szerokiej reaktywnosci wzgledem kaspaz oraz 35 z naturalnymi i nienaturalnymi
aminokwasami o zwiekszonej specyficzno$ci wzgledem poszczegolnych kaspaz. Badania
reaktywno$ci markeréw wzgledem poszczegdlnych kaspaz przeprowadzitem na dwa sposoby. Po
pierwsze zmierzytem stalg inhibicji drugiego rzedu (kobs/I) dla wszystkich markerow wzgledem
wszystkich kaspaz apoptotycznych. Po drugie, markery inkubowatem z poszczegdlnymi kaspazami,
a nastepnie kompleksy marker-enzym wizualizowatem za pomoca techniki Western blotting
z wykorzystaniem fluorescencyjnie znakowanej streptawidyny (rysunek 14B). Oba eksperymenty
pokazaly, ze markery zawierajgce naturalne aminokwasy (LEHD, DEVD, IETD) reaguja ze
wszystkimi kaspazami przez co s3 nieselektywne. Natomiast w przypadku markerow
z nienaturalnymi aminokwasami okazato si¢, ze niektore z nich wykazuja bardzo duza
selektywno$¢, gdyz wigzg sie tylko z jedng kaspazg.
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Rysunek 14 Selektywnos¢ markeréw chemicznych wzgledem kaspaz apoptotycznych. Panel A.
Struktura biotynylowanego markera chemicznego dla kaspaz na przyktadzie markera biotyna-ahx-DEVD-
AOMK dla kaspazy 3. Selektywno$¢ markerow byt mierzona poprzez ich inkubacj¢ z rekombinowanymi
kaspazami a nastgpnie wizualizacje za pomoca techniki Western blotting (biotyna byla wizualizowana
fluorescencyjng streptawidyng). Panel B. Selektywnos$¢ poszczegdlnych markeréw chemicznych wzgledem
siedmiu rekombinowanych kaspaz apoptotycznych. Trzy markery (LEHD, DEVD i IETD) zawieraty
standardowe sekwencje, pozostate za$ zawieraty naturalne i nienaturalne aminokwasy, co zwigkszyto ich
selektywno$¢ wzgledem poszczegdlnych kaspaz. Markery z serii 8.01... byly projektowane dla kaspazy 8, z
serii 9.01.. dla kaspazy 9 i z serii 10.01... dla kaspazy 10. Rysunek zaadaptowano z pracy H6.

Wyniki te zachgcity mnie do przeprowadzenia badan komorkowych, w trakcie ktorych
inkubowatem markery chemiczne z komoérkami ostrej biataczki szpikowej (komorki Jurkat T),
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a nastepnie indukowatem apoptoze za pomocag etopozydu (Sciezka wewnatrzkomorkowa -
aktywacja kaspazy 9 1 nastgpnie kaspaz 3/7) lub za pomocag biatka TRAIL (Sciezka
zewnatrzkomorkowa - aktywacja kaspaz 8/10 1 nastepnie kaspaz 3/7). Model komorkowy Jurkat T
wybratem ze wzgledu na bardzo wysoka powtarzalno$¢ indukcji apoptozy. Nastepnie, w wybranych
punktach czasowych zrobilem lizaty z komorek, wykonatem analiz¢ Western blotting
i inkubowatem membrane z fluorescencyjng streptawidyng w celu wizualizacji kompleksu marker-
kaspaza. Niestety wyniki byly negatywne. Oprécz kompleksu marker-kaspaza-3 nie udato mi si¢
oznaczy¢ kompleksu z zadng inng kaspaza (8, 9, 10). Z drugiej strony aktywacja kaspaz 8, 9, 10
musiala zaj$¢, gdyz aktywna byla kaspaza 3, a komorki ulegty apoptozie. Wyjasnieniem tej sytuacji
moze by¢ fakt, ze kaspazy inicjatorowe sg aktywowane w bardzo niskich st¢zeniach, co utrudnia ich
wizualizacj¢ za pomoca techniki Western blotting. Co wigcej, po dhugiej inkubacji markerow
z komoérkami, wigkszo$¢ markerow (nawet tych bardzo selektywnych wzgledem kaspaz 8, 9, 10)
reagowata z kaspaza 3 (oraz w mniejszym stopniu z kaspaza 7), co rowniez utrudniato wizualizacje
innych enzym6w. W obliczu tych ograniczen zaproponowatem inny sposoéb wizualizacji aktywnosci
poszczegdlnych kaspaz w komdrkach apoptotycznych.

., Wyprawiajgc si¢ na ryby, Inuici nie wypatrujq ryb.
Wypatrujq czapli, bo ryb nie sposob zobaczy¢.

Ale ptaki polujq na ryby tam, gdzie one sq.”

Dr Gregory House, Sezon 1

Kaspazy sg aktywowane sekwencyjnie. Jedng z gléwnych kaspaz inicjatorowych jest
kaspaza 8, ktorej aktywacja zachodzi na drodze wigzania si¢ prokaspazy z biatkami pomocniczymi
tworzac wieloczasteczkowy kompleks zwany DISC (ang. Death-Inducing Signal Complex)
zakotwiczony w membranie od wewnatrz komorki. Aktywacja kaspazy 8 polega na zwigkszonym
(lokalnie) st¢zeniu tego enzymu, co prowadzi do jego auto aktywacji. Aktywna kaspaza 8 jest
uwalniana do cytozolu, gdzie aktywuje prokaspaze 3. Aktywna kaspaza 3, oprocz tego ze wiacza
apoptoze, aktywuje inne czgsteczki pro-kaspazy 3 prowadzac do amplifikacji sygnatu
apoptotycznego. Tak wigc inhibicja kaspazy 8 powinna prowadzi¢ do inhibicji lub opdznienia
procesu apoptozy. Podobnie z innymi kaspazami. Na tej podstawie zaprojektowatem i wykonatem
eksperyment, w ktorym najpierw wprowadzitem poszczegdlne markery do komorki, a nastepnie
zainicjowalem proces apoptozy (rysunek 15A). Aby mie¢ pewnos¢, ze markery dostaty si¢ do
wnetrza komorki, zastosowatem proces odwracalnej permabilizacji z wykorzystaniem digitoniny,
saponiny steroidowej, ktora tworzy ,,dziury” w membranie komorki. Po zakonczeniu eksperymentu
przeprowadzitem test okreslajacy $miertelno$¢ komorek inkubowanych z danym markerem (test
kolorymetryczny MTS, ktory shuzy do okreslania (metabolicznie) zywych komoérek w danej
populacji). Wyniki te skorelowatem ze statymi inhibicji drugiego rzgdu (kops/I), ktore wczesniej
wyznaczytem dla rekombinowanych enzymow (rysunek 15B). Okazalo si¢, ze opoznienie Smierci
komorki jest wprost proporcjonalne do wartosci statych inhibicji markeréw wzgledem kaspazy 8,
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tzn. najlepsze markery (bedace jednoczesnie inhibitorami) dla kaspazy 8 powodowaty, ze jedynie
bardzo mata frakcja komorek Jurkat T ulegta apoptozie (rysunek 15C). Swiadczy to o znaczacej
roli kaspazy 8 w zewnatrzkomorkowej aktywacji apoptozy za pomocg biatka (ligandu) TRAIL. Z
drugiej strony korelacja Smierci komorki ze statymi inhibicji markeréw dla kaspazy 10 nie byta
statystycznie znaczgca, co $wiadczy o matej roli kaspazy 10 w procesie inicjacji apoptozy (rysunek
15C). Wyniki te zostaly potwierdzone w komorkach Jurkat T pozbawionych kaspazy 8 — w tych
komorkach apoptoza praktycznie nie byta widoczna. Podobne wyniki otrzymatem podczas badania
apoptozy w komorkach raka gruczotu sutkowego MDA-MB-231, co pokazuje uniwersalnos¢ tej
technologii. Podsumowujac, wobec braku mozliwosci bezposredniej detekcji kaspaz,
przeprowadzitem posrednig wizualizacj¢ aktywnosci tych enzymow podczas procesu apoptozy.
W tym przypadku efektem wizualizacji nie byla bezposrednia detekcja kompleksu marker-
enzym, ale detekcja konsekwencji jego powstania, czyli np. opoznienie $mierci komorki.
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Rysunek 15 Posrednia wizualizacja aktywnosci kaspaz podczas procesu apoptozy za pomocg zestawu
markeréw chemicznych. Panel A. Markery zostaly wprowadzone do komoérki na drodze odwracalnej
permabilizacji z wykorzystaniem digitoniny. Nastepnie w komorkach zainicjowano proces apoptozy poprzez
dodatnie ligandu TRAIL (zewnatrzkomdrkowa $ciezka aktywacji). Po 24 godzinach zmierzono
przezywalnos¢ komorek za pomocg testu kolorymetrycznego MTS. Panel B. Przezywalno$¢ komorek Jurkat
T inkubowanych z poszczegblnymi markerami chemicznymi — bez stymulacji komérek (kontrola) oraz po
24-godzinnej stymulacji ligandem TRAIL (TRAIL). Przezywalno$¢ przedstawiono na wykresie typu mapa
cieplna. Panel C. Korelacja pomiedzy przezywalnos$cia komorek (%) inkubowanych z poszczegdlnymi
markerami a ich statymi inhibicji (kobs/I) mierzonymi wzgledem rekombinowanych kaspaz. Wyniki dla
kaspazy 8 wskazujg bardzo wysoka korelacje, co $wiadczy o jej duzej roli w inicjacji zewnatrzkomoérkowego
procesu apoptozy za pomoca TRAIL. Czerwone punkty to markery o szerokiej specyficzno$ci substratowe;j
(DEVD, IETD, LEHD, LQnD, gdzi n to norleucyna), zielony punkt to selektywny marker kaspazy 3 i 7
(3.01). Korelacja zostata przedstawiona jako R? — wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona, policzony na
podstawie danych wykresow potlogarytmicznych. Rysunek zaadaptowano z pracy H6.
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Whioski dotyczace odkrycia naukowego:

1. Opracowatem markery chemiczne o zwigkszonej selektywnosci wzgledem ludzkich kaspaz
apoptotycznych, ktore moga by¢ wykorzystane do badania procesoOw programowanej $mierci
komorki.

2. Wykorzystujace te  markery, udowodnitem dominujagcg role kaspazy 8
w zewnatrzkomorkowej $ciezce indukcji apoptozy w odpowiedzi na stymulacje ligandem TRAIL
w komorkach Jurkat T oraz MDA-MB-231.

H7. Detekcja aktywnosci kaspazy 2 w komorkach za pomoca selektywnych inhibitorow
(Poreba i wspotpracownicy, 2019, Cell Death and Differentiation).

Poprzednie moje badania pokazaty, ze mozliwa jest detekcja aktywnych kaspaz za pomocag
markerow, ktore dzialajg jak inhibitory i nie potrzebuja znacznika. Jest to wizualizacja posrednia,
ktora wymaga jednak analizy pewnych cech, ktore sg nastepstwem inhibicji poszczegolnych kaspaz,
jak np. przezywalno$¢ komorek. Podobng strategi¢ wykorzystatem w swojej kolejnej pracy
dotyczacej selektywnej detekcji kaspazy 2 za pomocg inhibitora pozbawionego znacznika [58].

Kaspaza 2 wyr6znia si¢ na tle innych kaspaz. Przez wiele lat wokot tej kaspazy narosto wiele
kontrowersji i sprzecznych opinii co do jej biologicznej roli. Z jednej strony specyficzno$é
substratowa tego enzymu pokrywa si¢ ze specyficzno$cig substratowg kaspaz efektorowych (3 oraz
7), jednak z drugiej strony struktura tego enzymu, posiadajagcego domeng regulatorowa CARD,
przybliza go do kaspaz inicjatorowych [59]. Co wigcej, kaspaza 2 w odr6znieniu od innych kaspaz
posiada $cisle zdefiniowang kieszen S5 co sprawia, ze znacznie lepiej rozpoznaje substraty
pentapeptydowe niz tetrapeptydowe (dla wiekszosci kaspaz obecno$¢ aminokwasu w pozycji P5
substratu nie ma znaczenia) [60]. Wiadomo takze, ze w zaleznoS$ci od sytuacji w komorce kaspaza
2 moze pelni¢ rolg¢ inicjatora lub egzekutora procesu apoptozy. Poza tym enzym ten bierze udziat
w procesach niezwiazanych bezposrednio ze $§miercig komorki. Podobnie jak inne kaspazy, kaspaza
2 jest aktywowana na drodze dimeryzacji; najcze¢sciej nastgpuje to na drodze tworzenia si¢
kompleksu zwanego PIDDosomem. Enzym ten jest aktywowany w komorce w odpowiedzi na stres
retikulum endoplazmatycznego, stres metaboliczny, szok cieplny, uszkodzenie DNA czy
senescencje [61]. Trudno$ci w okresleniu doktadnej roli kaspazy 2 wynikajg migdzy innymi z faktu,
ze brakuje specyficznych narzedzi chemicznych do wizualizacji aktywnos$ci tego enzymu.
Wigkszos¢ technik opiera si¢ na stosowaniu przeciwcial, wyciszania/delecji mRNA czy
wykorzystujac modele mysie z delecjg kaspazy 2. Jednak biorac pod uwage fakt, ze brak
obecnosci/aktywnosci kaspazy 2 moze by¢ kompensowany przez inne kaspazy, wydaje si¢ bardzo
zasadne by opracowa¢ metode do selektywnej wizualizacji tego enzymu. Jednym z najczesciej
stosowanych narzedzi chemicznych sa substraty oraz inhibitory zawierajagce W swojej strukturze
pentapeptydowy motyw VDVAD, ktory jest bardzo dobrze rozpoznawany przez kaspaze 2. Jednak
tak jak w przypadku innych peptydow, tak i w tym, motyw ten jest nieselektywny, gdyz pokazano
ze substraty zawierajgce pentapeptyd VDV AD sg bardzo dobrze hydrolizowane przez kaspaze 3, a

40



inhibitory z tg sekwencjg bardzo dobrze hamujg aktywnos$¢ kaspazy 3 oraz kaspazy 8 [57].
W zwiazku z tym podjatem probe opracowania nowego markera/inhibitora dla kaspazy 2
1 wykorzystania go do wizualizacji tego enzymu. Pracg zaczatem od okreslenia specyficznosci
substratowej tego enzymu w pozycjach P4-P2 wykorzystujac metod¢ HyCoSuL. Z uwagi na fakt,
ze kaspaza 2 ma dobrze zdefiniowang kieszen S5, postanowilem zsyntetyzowac pentapeptydowa
kombinatoryczng biblioteke substratow fluorogenicznych, za pomocg ktorej okreslitem preferencije
katalityczne wszystkich apoptotycznych kaspaz (2, 3, 6, 7, 8, 9 oraz 10) w pozycji P5. Doktadna
analiza wynikéw specyficznos$ci poszczegdlnych kaspaz w pozycjach P5-P2 pozwolita mi otrzymac
sekwencj¢ peptydowa, ktorg wykorzystalem do syntezy inhibitora kaspazy 2 (NH-23-C2). Wysoka
selektywno$¢ tego inhibitora potwierdzilem wykonujac pomiary statych inhibicji drugiego rzedu
(Kobs/I) oraz badania wigzania si¢ inhibitora do kaspazy za pomoca techniki Western blotting. W
zwigzku z tym, ze inhibitor nie posiadal znacznika, detekcje kompleksu NH-23-C2-kaspaza
przeprowadzitem w nastgpujacy sposob: (1) inhibitor inkubowalem =z dang kaspaza
(w réznym st¢zeniu inhibitora) przez 30 minut, a nastgpnie (2) resztkowg aktywno$¢ badanej
kaspazy oznaczylem za pomoca nieselektywnego markera biotyna-LEHD-AOMK, ktéry zwigzat
si¢ do kazdej kaspazy. Brak sygnalu od biotyny (oznaczonej za pomocg fluorescencyjnej
streptawidyny) oznaczal inhibicj¢ danej kaspazy. W tym eksperymencie pokazatem, ze NH-23-C2
bardzo dobrze wigze si¢ do kaspazy 2 i jednocze$nie bardzo stabo reaguje z pozostatymi kaspazami.

W kolejnym etapie postanowitlem przeprowadzi¢ badania komoérkowe, jednak w zwigzku
z brakiem znacznika na inhibitorze NH-23-C2 musiatlem zastosowa¢ posredniag metodg detekcji
kaspazy 2. To tego celu wybratem biatko MDM-2 (ang. murine double minute 2). MDM-2 jest
negatywnym regulatorem biatka p53, przez co jest podstawowym czynnikiem hamujacym dziatanie
p53. Co wigcej, biatko MDM-2 jest jednym z bardzo niewielu biatek selektywnie hydrolizowanych
przez kaspaze 2, a jego hydrolize mozna oznaczy¢ za pomocg przeciwciala wykorzystujagce technike
Western blotting [62]. Poprzednie badania pokazaly, ze kaspaza 2 hydrolizuje biatko MDM-2
w komorkach raka jelita grubego (HCT-116) w odpowiedzi na stymulacje rewersyng. Rewersyna to
matoczasteczkowy antagonista receptora adezynowego A3, ktory dziala jak inhibitor kinazy Mpsl
powodujac nieprawidlowa segregacje chromosoméw. Nastepstwem tego procesu jest aktywacja
kaspazy 2 [63]. Biorgc to pod uwage, zastosowanie inhibitora kaspazy 2 (NH-23-C2) w komorkach
poddanych dziataniu rewersyny, powinno zahamowac aktywnos$¢ kaspazy 2 i1 w nastgpstwie
zablokowac¢ hydrolize biatka MDM-2. W celu zbadania tej hipotezy, inkubowatem komorki HCT-
116 z inhibitorem NH-23-C2 (w réznym stezeniu) a nastepnie poddatem je dziataniu rewersyny. Po
24 godzinach, zebralem komorki i wykonatem analize¢ Western blotting przy wykorzystaniu
przeciwcial (rysunek 16A). Wyniki pokazaty, ze w odpowiedzi na rewersyne (kontrola bez
inhibitora) w komoérkach aktywowana zostata kaspaza 2 (hydroliza MDM-2), natomiast nie zostaly
aktywowane kaspazy 3 ani 8, gdyz ich proformy (zymogeny) byly nadal obecne w komorce
(ponadto biatko PARP, ktore jest substratem kaspazy 3 réwniez nie zostato zhydrolizowane). Wraz
ze wzrostem stezenia inhibitora NH-23-C2 sygnal od fragmentu biatka MDM-2 zanikal, co
oznaczato inhibicj¢ kaspazy 2. W ten sposob potwierdzilem, Ze rewersyna selektywnie doprowadza
do aktywacji kaspazy 2 oraz pokazatem, Ze inhibitor NH-23-C2 inhibituje kaspaz¢ 2 w zywych

komorkach. Bardzo waznym elementem tego eksperymentu byta takze obserwacja, ze aktywacja
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kaspazy 2 jest bardzo trudna do oceny na podstawie analizy przeciwcialami, gdyz wszystkie prazki
dla prokaspazy 2 byly podobnej intensywnosci. Obserwacja ta idealnie pokazuje zasadno$¢
poszukiwania innych metod do detekcji aktywnosci kaspaz. Podobny eksperyment
przeprowadzilem takze z inhibitorami Ac-23-C2 (acetylowany analog inhibitora NH-23-C2
o stabszym dziataniu na kaspaze-2) oraz komercyjnie dostgpnym zVADFfmk (komercyjny inhibitor
kaspaz o szerokiej specyficznosci). Oba inhibitory znacznie slabiej inhibitowaly kaspazg-2
(rysunek 16B). W kolejnym etapie postanowitem sprawdzi¢ czy inhibitor NH-23-C2 oddziatuje z
innymi kaspazami w komorce. W tym celu aktywowatem kaspaze 3 i 8 poprzez inkubacj¢ komorek
HCT-116 z ligandem TRAIL (zewnatrzkomorkowa aktywacja apoptozy). Analiza Western blotting
pokazata, ze kaspazy te ulegaja gwaltownej aktywacji (brak prazkow pochodzacych od
proenzymow) oraz ze zastosowanie inhibitora NH-23-C2 w zaden sposdb nie wptywa na ich
aktywno$¢ (rysunek 16C). Podobne wyniki uzyskatem dla inhibitora Ac-23-C2. Z kolei inhibitor
zVADfmk praktycznie kompletnie zahamowat aktywno$¢ kaspaz 8 i 3, blokujac proces apoptozy
(rysunek 16D). Dzigki tym eksperymentom pokazatem, ze inhibitor NH-23-C2 nie tylko blokuje
aktywno$¢ kaspazy 2 w komorce, ale rowniez nie oddzialuje z gtownymi kaspazami
apoptotycznymi, kaspaza 3 1 8.

Aktywacja kaspazy 2 (rewersyna)
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Rysunek 16 Wykorzystanie inhibitora NH-23-C2 do selektywnej detekcji kaspazy 2 w komdrkach.
Panel A. Aktywacja kaspazy i schemat procesowania poszczegdlnych biatek w komorkach HCT-116
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stymulowanych rewersyng w obecnosci réznego stgzenia inhibitora NH-23-C2. Panel B. Wplyw stezenia
inhibitora NH-23-C2 na inhibicj¢ hydrolizy MDM-2. W badaniach zastosowano rowniez inhibitor Ac-23-
C2 oraz zVADfmk. Panel C. Aktywacja kaspazy i schemat procesowania poszczegdlnych biatek w
komorkach HCT-116 stymulowanych TRAIL-em w obecno$¢ rdznego stezenia inhibitora NH-23-C2 (fl.
oznacza cate biatko, ang. full length, cl. oznacza fragment biatka, ang. cleaved form). Panel D. Wptyw
stezenia inhibitora NH-23-C2, Ac-23-C2 oraz zVADfmk na przezywalno$¢ komorek. Inhibitory NH-23-C2
oraz Ac-23-C2 nie hamujg procesu apoptozy, podczas gdy zVADfmk blokuje apoptoze (=hamuje aktywnos¢
kaspaz 3/8) juz w submikromolarnych st¢zeniach. Rysunek zaadaptowano z pracy H7.

Whioski dotyczace odkrycia naukowego:

1. Opracowatem bardzo selektywny inhibitor dla ludzkiej kaspazy 2 (NH-23-C2), ktory
nastepnie wykorzystatem do wizualizacji kaspazy 2 i zbadania jej roli w hydrolizie biatka MDM-2
w odpowiedzi na stymulacj¢ komodrek rakowych rewersyna.

2. Inhibitor NH-23-C2 moze by¢ wykorzystany do okreslenia doktadnej roli kaspazy 2 rowniez
w innych procesach komorkowych, np. senescencji czy $mierci komorki wywotanej szokiem
cieplnym.

H8. Detekcja aktywnosci kaspaz podczas procesu nekroptozy za pomoca maloczasteczkowych
inhibitoroéw (Groborz i wspotpracownicy, 2019, Cell Death and Differentiation).

Apoptoza jest gtownym 1 do tej pory najdoktadniej zbadanym procesem programowane;j
smierci komorki. Innymi procesami nalezagcymi do tej grupy sa pyroptoza i nekroptoza, ktére takze
sg kontrolowane przez kaspazy. W tej czesci badan zaproponowalem 1 opracowatem nowa grupe
inhibitorow chemicznych dla kaspaz, ktore nastepnie wykorzystalismy do zbadania roli
poszczegblnych kaspaz w procesie nekroptozy [64].

Zdecydowana wigkszo$¢ badan dotyczaca profilowania specyficznosci kaspaz koncentruje
si¢ na okresleniu ich preferencji katalitycznych po nieprimowanej stronie hydrolizowanego
wigzania peptydowego (kieszenie: Sn-...-S4-S3-S2-S1) [65]. Ma to oczywiscie zwiagzek z
konstrukcja inhibitorow i markeréw chemicznych, ktére w pozycji P1° posiadaja reaktywna grupe
jak np. wspomniane wczesniej epoksydy, halogenometyloketony czy acyloksymetyloketony
(AOMK). Z tego wzgledu primowana strona miejsca aktywnego kaspaz (czy w ogoéle proteaz) jest
bardzo stabo zbadana. Powoduje to, ze tracimy potowe oddziatywan zwigzek-enzym, ktore mogtyby
zosta¢ wykorzystane do opracowania selektywnych narz¢dzi chemicznych w postaci inhibitorow
czy markeréow chemicznych. W zwigzku z tym postanowilem zbadan preferencje katalityczne
kaspaz po primowanej stronie miejsca aktywnego by sprawdzi¢, czy mozliwe jest wykorzystanie
potencjalnych réznic w budowie poszczegdlnych kaspaz do otrzymania nowych narzedzi
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chemicznych. W tym celu wspdlnie z Katarzyng Groborz opracowalismy strukture i metode syntezy
nowych inhibitorow kaspaz ze zmiennymi podstawnikami (aminokwasami) w pozycjach
primowanych (rysunek 17). Jako struktur¢ wiodgcg naszych inhibitoréw wybrali$my motyw Cbz-
Val-Ala-Asp (zVAD), poniewaz jest on bardzo czg¢sto stosowany w konstrukcji ogdlnych
inhibitorow kaspaz (np. zZVAD-fmk) [23] (rysunek 17A). Jako grupe wigzace wybraliSmy kwasy
izo- i tere-ftalowe, ktore nast¢pnie przeksztalcilismy w odpowiednie acyloksymetyloketony
(rysunek 17B). Synteze poszczegdlnych analogéw wykonaliSmy na nosniku stalym, tak aby
mozliwa byta réwnolegta synteza wielu inhibitoréw z réznymi aminokwasami.
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Rysunek 17 Nowa klasa inhibitoréw do badania kaspaz. Panel A. Ogélny schemat inhibitoréw typu Chz-
Val-Ala-Asp-X do badania primowanej strony miejsca aktywnego kaspaz. W zwigzku z tym, ze w strukturze
inhibitorow zostal ztamany motyw liniowego tancucha peptydowego, okreslenie ,,pozycje P1’-P2’-P3’-..
zostaly zastgpione ogdlnym okresleniem ,,strona primowana”. Panel B. Struktury wiodace dwoch bibliotek
inhibitorow kaspaz. Biblioteki te zostaly zaprojektowane w oparciu o kwas tereftalowy (gorny panel, terePht)
oraz kwas izoftalowy (dolny panel, izoPht). Jako podstawniki po stronie primowanej wykorzystano naturalne
aminokwasy. Rysunek zaadaptowano z pracy H8.

W nastgpnym kroku przeprowadziliSmy badania kinetyczne z wykorzystaniem tych
inhibitorow na dziesigciu kaspazach: mysich kaspazach prozapalnych (1, 11) oraz ludzkich
kaspazach prozapalnych (1, 4, 5) i ludzkich kaspazach apoptotycznych (3, 7, 8, 9, 10). W zwigzku
z tym, ze inhibitory te wykazywaly odwracalny typ inhibicji aktywnosci kaspaz, dla wszystkich tych
enzymow wyznaczyliSmy stalg inhibicji Ki (wg réwnania Morissona [66]). Otrzymane wyniki
pokazaty, ze poszczegdlne kaspazy maja rozne preferencje katalityczne wzgledem badanych
inhibitorow, co udowodnito ze enzymy te r6znig si¢ od siebie pod wzgledem budowy i preferenc;ji
primowanej strony miejsca aktywnego. Co wigcej, za pomocg tych inhibitor6w mozna odrézni¢
nawet blisko spokrewnione kaspazy jak kaspazy 1, 4, 5 czy kaspazy 8, 10. Badania Kinetyczne
przeprowadzone na rekombinowanych kaspazach byly bardzo obiecujace, wigc postanowiliSmy
sprawdzi¢ uzyteczno$¢ tych inhibitoréw w badaniach komoérkowych. Jednak w zwigzku z faktem
ze inhibitory te s3 odwracalne (co mogloby ograniczy¢ ich uzyteczno$¢) postanowiliSmy
przeksztalci¢ najbardziej selektywne inhibitory w analogi wykazujace nieodwracalny typ inhibicji.
Jako model komorkowy do dalszych badan wybraliSmy nekroptoze.

Nekroptoza to typ programowanej $mierci komorki, w ktorej gtdwna role petni kaspaza 8
[67]. W najprostszym ujeciu nekroptoza stanowi alternatywe dla apoptozy. W momencie
otrzymania tzw. sygnalu §mierci, np. poprzez ligand TRAIL, nastgpuje aktywacja kaspazy 8, ktora
aktywuje kaspaze 3, co doprowadza do wiaczenia apoptozy. Jednak w sytuacji kiedy kaspaza 8 jest
zablokowana lub katalitycznie nieaktywna, $mier¢ komorki zachodzi wg innego mechanizmu. Ot6z
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W przedstawionej sytuacji, kaspaza 8 tgczy si¢ z biatkami RIPK1, RIPK3, MLKL oraz FADD
tworzac kompleks zwany nekrosomem [68]. Kluczowym dla aktywno$ci tego kompleksu jest
fosforylacja kinaz RIP1 i RIP3, ktora prowadzi do $mierci komorki (nekroptozy) na drodze
wyczerpania zapasow ATP i stresu oksydacyjnego. Nekroptoze mozna zablokowa¢ za pomoca
zwigzkow z grupy nekrostatyn (np. nekrostatyna 1, Nec-1), ktore hamuja aktywnos¢ kinaz RIP1 i
RIP3. Tak wigc przypadku stymulowania komorek np. za pomocg ligandu TRAIL i zablokowaniu
apoptozy (zVADfmK) i nekroptozy (Nec-1), komorka nie ulega $mierci. Dominujacg role w
nekroptozie odgrywa kaspaza 8, jednak nieliczne doniesienia literaturowe sugeruja, ze kaspaza 10
rowniez moze bra¢ udzial w tym procesie i funkcjonalnie zastgpi¢ kaspaze 8 [69]. W celu
sprawdzenia tej hipotezy badawczej, postanowiliSmy zbadac¢ role kaspazy 8 i 10 podczas procesu
nekroptozy w komdrkach raka jelita grubego HT-29. Do tego celu wykorzystaliSmy najbardziej
selektywne odwracalne i nieodwracalne inhibitory dla obu kaspaz. Aby uzyskac pehiejszy obraz
roli kaspaz w nekroptozie, postanowiliSmy przygotowac linie komorkowe z wyciszong ekspresja
kaspazy 8 i kaspazy 10 (rysunek 18A). Dokonali$my tego za pomocg siRNA dla kaspazy 8 i siRNA
dla kaspazy 10. Tak przygotowane trzy modele komorkowe (HT-29 typ dziki, HT-29 kasp-8-siRNA
oraz HT-29 kasp-10-siRNA) stanowily nasz model badawczy (rysunek 18B,C). Na poczatku
sprawdziliSmy zdolno$¢ poszczegodlnych inhibitorow do wilaczania procesu nekroptozy. Aby to
zbadaé, w poszczegdlnych typach komorek zainicjowali$my apoptoze (TRAIL/CHX, gdzie CHX to
cyklodheksymid — inhibitor biosyntezy biatek), a nastepnie dodalismy do komorek poszczegdlnych
inhibitoréw. Wyniki pokazaty, ze obraz przezywalnosci komoérek w komorkach typu dzikiego oraz
z wyciszong ekspresja jest podobny, natomiast w przypadku modelu komoérkowego z wyciszona
ekspresja kaspazy 8, przezywalno$¢ komorek jest znaczaco wyzsza (rysunek 18D). Wskazuje to na
dominujaca role kaspazy 8 w $mierci komorki, gdyz jest brak powoduje, ze zastosowanie
inhibitorow nie przelacza apoptozy w nekroptozg. W kolejnym eksperymencie zbadaliSmy
doktadnie jaki wptyw na apoptoze 1 nekroptoze maja poszczegodlne inhibitory. W tym celu oprocz
inkubacji komorek z czynnikami indukujacymi apoptoze (TRAIL/CHX) oraz inhibitorami,
zastosowalismy takze inhibitor kinaz RIP1 1 RIP3 (nekrostatyna 1, Nec-1). Okazato sig, ze
selektywna inhibicja kaspazy-8 (zVAD-bzl) w komdrkach typie dzikim HT-29 przetacza proces
apoptozy w nekroptoze, natomiast selektywna inhibicja kaspazy 10 (zVAD-AOMK) powoduje
jedynie minimalng zmiang w typie $mierci komorki (rysunek 18E). Wyniki te zostaty potwierdzone
w eksperymentach na pozostatych modelach komoérkowych (HT-29 kasp-8-siRNA oraz HT-29
kasp-10-siRNA), co jednoznacznie pokazuje dominujgcg rolg kaspazy 8 w procesie nekroptozy.
Uwazam, ze ta technologia niesie ze soba ogromny potencjal badawczy, ktory moze zostac
wykorzystany do badania roli poszczegdlnych kaspaz w innych procesach kontrolowanych przez
kaspazy, jak np. apoptoza czy pyroptoza.
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Rysunek 18 Badanie roli kaspazy 8 i kaspazy 10 w procesie nekroptozy. Panel A. Schemat trzech modeli
komorkowych do badani nekroptozy: model 1 - typ dziki komoérek raka jelita grubego HT-29; model 2 -
komorki HT-29 z wyciszonym genem kodujacym kaspaze 8; model 3 — komorki HT-29 z wyciszonym genem
kodujacym kaspaze 10. Panele B, C. Ekspresja kaspazy 8 i kaspazy 10 w komorkach HT-29 z wyciszonymi
genami dla obu tych enzyméw; panel B przedstawia ilo$¢ prokaspaz za pomoca techniki Western blotting,
panel C przedstawia te same dane w postaci wykresow. Panel D. Efekt wyciszenia kaspaz 8 i 10 w trzech
modelach HT-29 na $mier¢ komorki (apoptoza + nekroptoza) w zaleznos$ci od uzytego inhibitora. Panel E.
Pomiar nekroptozy i apoptozy w trzech modelach HT-29. Komorki byly inkubowane z inhibitorami oraz z
(1. seria) lub bez (2. seria) nekrostatyny-1, a nastepnie zostata wyindukowana apoptoza (TRAIL/CHX).
Pomiar $mierci komorek (%) zostal wykonany za pomoca testu MTS. CHX — cykloheksymid (inhibitor
biosyntezy biatek). Rysunek zaadaptowano z pracy H8.

Whioski dotyczace odkrycia naukowego:

1. Opracowatem nowy typ inhibitorow do selektywnej inhibicji wybranych kaspaz, ktory
opiera si¢ na oddziatywaniach z primowang strong miejsca aktywnego kaspaz.

2. Wykorzystano wybrane inhibitory do zbadania roli kaspazy 8 i 10 w procesie nekroptozy w
komdrkach HT-29. Udowodniono, ze kaspaza 8 odgrywa dominujacg rol¢ w tym procesie, podczas
gdy kaspaza-10 (nawet w przypadku braku kaspazy 8) nie pelni istotnej roli w nekroptozie, tym
samym nie moze funkcjonalnie zastapi¢ tego enzymu.
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H9. Nowa para donor-akceptor w substratach wewnetrznie wygaszony (IQF) do czulej
detekcji aktywnos$ci enzymow proteolitycznych (Porgba i wspotpracownicy, 2017, Scientific
Reports).

W swojej pracy badawczej koncentruje si¢ przede wszystkim na wizualizacji aktywnosci
enzymoOw proteolitycznych. Zdecydowana cze$¢ tych badan opiera si¢ na stosowaniu markeréw
chemicznych, ktore dzialajg jak inhibitory. Jednak czg¢$¢ moich zainteresowan naukowych, z racji
tematyki pracy doktorskiej, dotyczy takze substratow fluorogenicznych dla proteaz. Technologia
HyCoSuL stuzaca do profilowania specyficznosci substratowej proteaz, ktorg zajmowatem si¢ na
doktoracie dotyczy gltownie profilowania enzymoéw w nieprimowanych kieszeniach miejsca
aktywnego proteaz (Sn-..-S4-S3-S2-S1), gdyz do kieszeni S1° wigzat si¢ znacznik fluorescencyjny
ACC. Enzymy proteolityczne posiadaja rowniez tzw. kieszenie primowane (S1°-S2°-S3’-S4’-..-
Sn’), ktore pelnig wazng role w wigzaniu substratu i jego hydrolizie. Substraty takie, otrzymywane
na drodze syntezy chemicznej, nazywane sg czesto substratami wewnetrznie wygaszonymi (ang.
Internally-Quenched Fluroescence substrates, 1QFs) [70]. Substraty te posiadaja znacznik
fluorescencyjny (donor) i grupe wygaszajaca (akceptor), ktore sa umieszczone po przeciwnych
stronach wigzania peptydowego. Rolg akceptora jest wygaszanie sygnatu fluorescencyjnego donora,
tak dtugo jak akceptor i donor sg w bliskim kontakcie poprzez tancuch peptydowy. W momencie
kiedy enzym hydrolizuje substrat, dystans pomigdzy donorem a akceptorem gwaltownie wzrasta i
sygnat fluorescencyjny nie jest juz wygaszany. Na tej podstawie mierzona jest kinetyka reakcji
enzymatycznej. Zdecydowana wigkszo$¢ substratow wewngtrznie wygaszonych na N-koncu
posiada grupe MCA (pochodna kumaryny, max. fala emisji 420 nm) jako fluorofor, natomiast na
N-koncu posiada grupe 2,4-dinitrofenylowa, przylaczong zazwyczaj do lancucha bocznego
zasadowego aminokwasu, np. lizyny [6]. Para MCA-Lys(Dnp) jest bardzo uzyteczna ze wzglgdu na
jej niska cen¢ oraz tatwo$¢ wprowadzenia jej do struktury substratu peptydowego. Niestety
problemem stosowania grupy MCA jest niska czutos$¢ substratu, ktora jest efektem niskiego sygnatu
fluorescencyjnego emitowanego przez ten fluorofor. Wada ta jest ogromng przeszkoda podczas
profilowania specyficznosci proteazy uzywajac bibliotek substratow fluorogenicznych sktadajacych
si¢ z setek czy nawet tysigcy pojedynczych substratow, gdyz wymaga to uzycia duzych ilosci
enzymu, co znaczgco podnosi koszty badan.

Szukajac rozwigzania tego problemu zaproponowatem aby do substratow wewngtrznie
wygaszonych zastosowa¢ fluorofor ACC (max. fala emisji 460 nm), a wigc doktadnie taki sam, jaki
jest stosowany w metodach PS-SCL czy HyCoSuL [71] (rysunek 19A). Przeprowadzone przeze
mnie badania wstgpne pokazaty, ze fluorescencja znacznika ACC jest bardzo wydajnie wygaszana
przez grupg 2,4-dinitrofenylowa przytaczona do tancucha bocznego lizyny (Lys(Dnp)), co znaczaco
ulatwilo badania (rysunek 19B, C). Nastgpnie pokazatlem, ze intensywno$¢ sygnatu
fluorescencyjnego emitowanego przez ACC jest o ok. 6 razy wicksza niz w przypadku znacznika
MCA. Co ciekawe, rdznica ta nie zalezy ani od sekwencji peptydowej ani od proteazy uzytej do
hydrolizy substratu (rysunek 19D). W kolejnych etapach badan postanowilismy okresli¢ doktadne
parametry katalityczne substratow z MCA/Lys(Dnp) oraz z ACC/Lys(Dnp) dla kilku enzymow
proteolitycznych wiaczajac w to kaspazy, legumaing, elastaze i macierzowe metaloproteazy. Wyniki
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tych badan pokazaly, ze wymiana fluoroforu nie ma duzego wptywu na parametry kinetyczne
poszczegbdlnych substratow, jednak ma ogromny wplyw na intensywnos$¢ tego sygnatu i co za tym
idzie na czuto$¢ samego pomiaru. W kolejnym etapie badan, wykorzystatem par¢ ACC-Lys(Dnp)
do syntezy biblioteki substratow fluorogenicznych i za jej pomoca okreslitem specyficzno$¢
substratowg kaspaz apoptotycznych w pozycji P1°. Okazato si¢, ze wszystkie te enzymy preferuja
mate reszty aminokwasow, takie jak reszta glicyny, seryny lub alaniny, cho¢ z drugiej strony
kaspaza-6 potrafi takze hydrolizowaé substraty zawierajgce wigksze reszty aminokwasow jak np.
fenyloalanina czy lizyna. Wasciwo$¢ ta moze zosta¢ wigc wykorzystana np. do syntezy substratu
fluorogenicznego, ktory bytby selektywnie hydrolizowany przez kaspazg 6. Obecnie substraty
wewnetrznie wygaszone zawierajace par¢ ACC-Lys(Dnp) sg wykorzystywane w naszym zespole
do profilowania specyficzno$ci substratowej wielu medycznie waznych enzymow wiaczajac w to
proteasom czy macierzowe metaloproteazy.

spektrum emisji ACC i absorbcji Lys(Dnp)
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Rysunek 19 Substraty wewnetrznie wygaszone do badania proteaz. Panel A. Struktura substratu typu
IQF z parg ACC/Lys(Dnp) do badania aktywno$ci proteolitycznej kaspazy 3. Enzym hydrolizuje substrat
pomigdzy resztami Asp (P1) i Gly (P1), dzigki czemu 2,4-dinitrofenylolizyna (Lys(Dnp)) traci mozliwos¢
absorbowania sygnalu ACC i nastgpuje wzrost fluorescencji. Panel B. Spektrum emisji fluorescencji ACC
(przy wzbudzeniu 355nm) oraz spektrum absorpcji Lys(Dnp). Wartos$¢ integracji naktadajacych si¢ spektréw
(ang. Spectra Overlap Intergal) wynosi ok 69, co oznacza bardzo wydajne wygaszanie sygnatu (dla pary
MCA/Lys(Dnp) ten parametr ma wartos$¢ 67). Panel C. Wydajnos¢ wygaszania fluorescencji ACC przez
Lys(Dnp) zmierzona za pomoca dwoch peptydéow: ACC-GDEVD-OH (brak wygaszacza) oraz ACC-
GDEVDGVK(Dnp)D-NH2 (zawierajgca wygaszacz). Panel D. Roéznica w emisji fluorescencji przez
fluorofor ACC oraz fluorofor MCA. Réznica ta oznacza, ze stosowanie substratow zawierajacych ACC jest
ok. 6-razy bardziej czuta metoda niz stosowanie substratow z MCA. Rysunek zaadaptowano z pracy H9.
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Whioski dotyczace odkrycia naukowego:

1. Opracowatem nowg pare donor-akceptor dla substratdw wewnetrznie wygaszonych do
zastosowania w badaniu enzymow proteolitycznych

2. Udowodnitem przewagg pary ACC/Lys(Dnp) nad parg MCA/Lys(Dnp) w substratach typu
IQF w kontekscie intensywnos$ci emitowanego sygnatu fluorescencyjnego, co znaczaco zwigksza
czuto$¢ pomiaru i obniza ilo$¢ potrzebnego enzymu.

H10. Praca przegladowa dotyczaca maloczasteczkowych narzedzi chemicznych do badania
kaspaz (Porgba i wspotpracownicy, 2015, Chemical Reviews).

W zwigzku z tym, ze duza cze$¢ mojej pracy podoktorskiej dotyczyta wizualizacji kaspaz w
komoérkach za pomocg substratow, inhibitorow i markerow chemicznych, przeprowadzilem
obszerne badania literaturowe, na podstawie ktorych zaproponowatem zredagowanie publikacji
przegladowej, ktora zebralaby mozliwie wszystkie badania na temat projektowania, syntezy i
wykorzystania narzedzi chemicznych do studiowania kaspaz [65]. Praca ta sktada si¢ z trzech
gtownych rozdziatow: (1) substraty, (2) inhibitory oraz (3) markery chemiczne dla kaspaz; zawiera
53 rysunki, 47 tabel i 441 referencji. Do tej pory jest to najbardziej obszerna publikacja dotyczaca
matoczasteczkowych narzedzi chemicznych do badania kaspaz.

H11. Praca przegladowa dotyczaca maloczasteczkowych zwiazkéw do badania legumainy
oraz prolekdw aktywowanych przez ten enzym (Porgba, 2019, Biological Chemistry).

Publikacja ta obejmuje studia literaturowe dotyczace (podobnie jak w pracy H10)
projektowania, syntezy i wykorzystania matoczasteczkowych narzedzi chemicznych (substraty,
inhibitory oraz markery) do wizualizacji i badania funkcji legumainy, asparaginylowej proteazy
cysteinowej, ktora wyrdznia zdolnos¢ do hydrolizy substratow zawierajacych asparaging w pozycji
P1 substratow [72]. Co wiegcej, w pracy zawarlem tez rozdziat dotyczacy prolekow aktywowanych
przez legumaing. Jest to bardzo intensywnie rozwijajacy si¢ obszar badan, poniewaz legumaina
bardzo czesto jest nadekspresjonowana w nowotworach, wiec jej aktywno$¢ katalityczng mozna
wykorzysta¢ do selektywnej aktywacji prolekow w komorkach nowotworowych. Publikacja ta
zawiera 15 rysunkow i 110 referenciji.

Moja aktywnos$¢ naukowa, oprocz tej bedacej przedmiotem pracy habilitacyjnej, zawiera si¢
w nastepujacych tematach (wszystkie prace z tego rozdziatlu sa opisane w zatgczniku 4):

Temat 1: Wizualizacja enzymOw proteolitycznych za pomoca fluorescencyjnych
markerow chemicznych.
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Badania zawarte w tym temacie pokrywaja si¢ z zakresem moich badan opisanych
w dorobku habilitacyjnym, jednak ze wzgledu na mdj niewielki wklad nie zdecydowatem si¢
wlaczy¢ tych prac do osiggnigcia habilitacyjnego. W pracach tych peklilem role pomocnicza,
polegajaca gtdéwnie na syntezie markerow chemicznych do wizualizacji enzymOw proteolitycznych
(kaspaza-3 S1, legumaina S2, S3, proteaza MALT-1 S4) lub wykonywaniu pojedynczych
eksperymentow dotyczacych wizualizacji enzymdéw (proteaza NS2B-NS3 z wirusa ZIKA S5).
Wyjatkiem jest praca dotyczaca wizualizacji aktywno$ci poszczegdlnych podjednostek
katalitycznych proteasomu (S6). W tej pracy opracowalem protokot i wykonatem eksperymenty
biologiczne dotyczace wizualizacji proteasomu w komorkach rakowych oraz w ludzkich
erytrocytach.

Temat 2: Profilowanie specyficzno$ci substratowej enzyméw proteolitycznych za
pomoca kombinatorycznych bibliotek substratéw fluorogenicznych.

Publikacje z tej tematyki stanowia kontynuacj¢ mojej pracy doktorskiej, podczas ktorej
(wspolnie z dr Pauling Kasperkiewicz) pod opieka prof. Marcina Draga zsyntetyzowaliSmy
kombinatoryczne biblioteki substratéw fluorogenicznych zawierajace naturalne i nienaturalne
aminokwasy do okreslania preferencji katalitycznych roznych enzyméw proteolitycznych (metoda
HyCoSuL). Stworzone przez nas biblioteki byly wykorzystane do okreslenia specyficznos$ci
substratowej kilkudziesigciu proteaz, m.in. proteazy NS2B-NS3 z wirusa gorgczki Zachodniego
Nilu (S7), dipeptydylowej aminopeptydazy z Plasmodium falciparum (S8), prokonwertyny (VII
czynnik krzepnigcia) (S9), proteazy MALT 1 (S10), bakteryjnej proteazy ClpXP z Listeria
monocytogenes (S11), proteaz ClpP z Escherichia coli i Staphylococcus aureus (S12), neutrofilowej
proteazy 4 (NSP4) (S13), cysteinowej proteazy autofaginy 2 z Trypanosoma cruzi (S14) oraz
ros§linnej proteazy odpowiadajacej za S$mier¢ komorki roslinnej (S15). Okreslenie pelnej
specyficznosci substratowej tych enzymow za pomocg bibliotek zawierajacych nienaturalne
aminokwasy pozwolito na zaprojektowanie 1 otrzymanie selektywnych substratow, inhibitoréw
i markeréw chemicznych do badania ich biologicznych funkcji i selektywnej wizualizacji
w komorkach i lizatach komdrkowych.

W obrebie tej tematyki badawczej bratem réwniez udziat w zredagowaniu jednego rozdziatu
w ksigzce (S16, pierwszy autor) i dwoch prac przegladowych (S17, drugi autor i S18, czwarty autor).
Praca S16 dotyczyla wykorzystania bibliotek substratow fluorogenicznych do projektowania
nowych inhibitoréw proteaz majacych zastosowanie jako struktury wiodace do opracowywania
lekdw przeciwnowotworowych. Praca S17 dotyczyta metod chemicznych do poszukiwania nowych
substratow, inhibitorow i markerow chemicznych, za pomoca ktérych mozna rozrdzni¢ proteazy
0 naktadajacej si¢ specyficznosci substratowej. Praca S18 dotyczyta bibliotek kombinatorycznych
zawierajacych nienaturalne aminokwasy do profilowania specyficzno$ci substratowej proteaz.

Temat 3: Badanie udzialu kaspaz w procesie pyroptozy, programowanej $mierci
komorki wywolujacej reakcje zapalna.
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Publikacje te stanowig cz¢$¢ mojej pracy naukowej dotyczacej badania mechanizmow
pyroptozy. Badania zapoczatkowatem podczas stazu podoktorskiego w laboratorium prof. Guya
Salvesena i kontynuuje¢ obecnie na Politechnice Wroctawskiej w ramach mojego grantu OPUS
z Narodowego Centrum Nauki. W ramach tego tematu opublikowalem dwie prace. Praca S19
(pierwszy wspoétautor) dotyczyta okreslenia specyficznosci substratowej kaspaz, ktore biorg udziat
w procesie pyroptozy. Na tej podstawie zaprojektowatem selektywne substraty, ktore nastepnie
wykorzystalem do analizy Kinetycznej kaspazy-1 i kaspazy-11 (mysie ortologi ludzkich kaspaz).
Analiza ta pozwolita nam lepiej zrozumie¢ kinetyczng dysproporcje pomiedzy obiema kaspazami
w kontek$cie hydrolizy biatek, ktore sa kluczowe dla procesu apoptozy (interleukiny 1-beta,
interleukiny 18 i gasderminy D). Druga praca z tej tematyki (S20, pierwszy autor) stanowita
komentarz (preview/perspective) do pracy Taabazuing i wspot. Cell Chemical Biology (2017), ktéra
opisywata powigzania procesow apoptozy i pyroptozy w makrofagach. Nasz komentarz dotyczyt
okreslenia perspektyw dla tego odkrycia w badaniu mechanizméw programowanej $mierci komorki
ze szczegblnym uwzglednieniem roli enzymow proteolitycznych.

Temat 4: Proleki aktywowane przez enzymy proteolityczne.

Temat ten stanowi bardzo nowy nurt w mojej pracy naukowej. Dotyczy on wykorzystania
selektywnych peptydow dla wybranych proteaz do opracowania nowej generacji prolekow
przeciwnowotworowych, ktore sa aktywowane wilasnie za pomoca enzymow proteolitycznych
wykazujacych nadaktywno$¢ katalityczng w obrebie komorek rakowych. Projekt ten realizuje
wspolnie z Dolnoslaskim Centrum Onkologii we Wroctawiu w ramach mojego grantu SONATA z
Narodowego Centrum Nauki. Do tej pory opublikowatem jedng prace z tej tematyki (S21), ktora
jest obszerng praca przegladowa opisujaca metody poszukiwania oraz wykorzystanie prolekow
aktywowanych przez proteazy do leczenia choréb, w tym choréb nowotworowych. W tej pracy
zawartem réwniez swoja hipotez¢ badawcza, ktéra dotyczy wykorzystania nienaturalnych
aminokwasow do projektowania selektywnych linkerow chemicznych do zastosowan w prolekach.

Temat 5: Badanie nowych pochodnych kwasu betulinowego zawierajacych
nienaturalne aminokwasy o dzialaniu przeciwnowotworowym i przeciwzapalnym.

Prace te jako jedyne nie sa powigzane z enzymami proteolitycznymi. Dotyczg one
projektowania 1 syntezy nowych zwigzkéw przeciwnowotworowych, bedacych pochodnymi
betuliny. Zwigzki te w swojej strukturze zawierajg naturalne 1 nienaturalne aminokwasy, ktore
zwigkszajg rozpuszczalnos¢ tych zwigzkow w wodzie, co znaczaco zwigksza ich biodostepnos¢. Do
tej pory (wspdlnie z naukowcami z Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu) opublikowalismy
trzy prace w tej tematyce oraz jedno zgtoszenie patentowe. W pracy S22 pokazalismy, ze pochodne
betuliny zawierajace nienaturalne aminokwasy bardzo dobrze stymulujg syntez¢ kolagenu w
ludzkich fibroblastach. W dwoch pozostatych pracach (S23 i S24) udowodniliSmy, ze pochodne
betuliny zawierajace aminokwasy zasadowe wykazuja wieksza cytotoksyczno$¢ wzgledem ludzkich
komorek rakowych (czerniak oraz rak ptaskonablonkowy naskérka) niz betulina. Moja rolg w tym
projekcie bylta synteza pochodnych betuliny w multigramowej skali.
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5. Informacja 0 wykazywaniu sie istotng aktywnos$cia naukowa albo artystyczna realizowana w wiecej

niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytuciji kultury, w szczegdlnosci zagranicznej.

W okresie od stycznia 2016 roku do marca 2018 roku (27 miesigcy) przebywatem (w ramach
swojego grantu MSCA-IF-GF) na stazu podoktorskim w Sanford Burnham Prebys Medical
Discovery Institute (La Jolla, CA, USA) w laboratorium prof. Guya Salvesena. Publikacje bedace
przedmiotem tej habilitacji (H1-H9) sa w duzej mierze wynikiem mojego stazu podoktorskiego. We
wszystkich tych pracach, posiadam podwdjng afiliacj¢ (Politechnika Wroctawska oraz SBP Medical
Discovery Institute). Ponadto w w trakie pracy w laboratorium prof. Salvesena, odbywatem krotkie
staze naukowe w La Jolla Institute of Allergy and Immunology, La Jolla, CA, USA.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke lub
sztuke.

Osiagniecia dydaktyczne:

W okresie 2014-2015 (po doktoracie, ale jeszcze przed stazem podoktorskim w USA) bylem
opiekunem 12 prac inzynierskim, ktére dotyczyly badan nad enzymami proteolitycznymi. Po
odbyciu stazu podoktorskiego (2016-2018) wrocitem do swojej aktywnosci dydaktycznej
1 obecnie jestem promotorem 3 magistratow i 3 inzynierantow, ktorzy wykonuja badania w ramach
moich grantow OPUS i SONATA (oba z Narodowego Centrum Nauki).

Moja aktywno$¢ dydaktyczna obejmuje takze prowadzenie zaje¢ ze studentami Wydziatu
Chemicznego na kierunkach Chemia oraz Biotechnologia. Od 2019 roku prowadz¢ wyktad
z Chemii Biologicznej, ktory przejatem od prof. Marcina Draga. Samodzielnie natomiast
stworzytem dwa autorskie kursy. Pierwszy z nich to Chemia Biologiczna Laboratorium. Kurs
sktada si¢ z 7 zajg¢¢ laboratoryjnych, podczas ktérych studenci ucza si¢ r6znych technik obrazowania
enzymow w komorkach. Unikalnym aspektem tego kursu sa zajecia z cytometrii masowej
(aparat Helios, Fluidigm). Jest to bowiem pierwszy i jak dotad jedyny kurs w Polsce
i jeden z niewielu w Europie, na ktorym studenci uczg si¢ podstaw pracy z cytometrem masowym i

jego wykorzystaniem do wieloparametrycznej analizy biatek. Drugi z przedmiotow ktory
stworzytem to Fluorescence Spectroscopy and Bioimaging (wyktad + laboratorium) na
specjalnosci MONABIPHOT w ramach Europejskich Studiéw Magisterskich Erasmus Mundus
(EMMC). Wszystkie zajecia beda prowadzone w jezyu angielskim. Kurs rozpoczyna sig
w semestrze letni roku akademickiego 2019/2020 i obejmuje zapoznanie stutendéw z takimi
technikami badawczymi jak konfokalna mikroskopia fluorescencyjna, cytometria przeplywowa
oraz cytometria masowa.
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Opieka naukowa nad doktorantami:

1. Wioletta Rut, okres 2013-2017, tytut rozprawy doktorskiej: ,,Zastosowanie naturalnych
i nienaturalnych aminokwasow w otrzymywaniu aktywnych i specyficznych markerow dla proteaz
cysteinowych i treoninowych”. Wydzial Chemiczny Politechniki Wroctawskiej.  Opiekun
naukowy. Promotor: prof. Marcin Drag.

2. Katarzyna Groborz, okres 2016-obecnie, tytut rozprawy doktorskiej: ,,Wizualizacja
enzymoOw proteolitycznych za pomocg cytometrii masowej”. Wydzial Chemiczny Politechniki
Wroclawskiej. Promotor pomocniczy. Promotor: prof. Marcin Drag.

3. Natalia Horbach, okres 2019 — obecnie, tytut rozprawy (roboczy): ,,Badanie mechanizmoéw

pyroptozy w komorkach nowotowrowych”. Szkola Doktorska przy Politechnice Wroctawskie;j.
Promotor pomocniczy. Promotor: prof. Marcin Drag.

Osiagniecia organizacyjne:

1. 12th Korea-Poland Conference on Organic Chemistry, 2020, Politechnika Wroctawska,
Wroctaw, funkcja: cztonek komitetu organizacyjnego.

2. The 10t General Meeting of the International Proteolysis Society, 2015, Banff, Kanada.
Funkcja: wspotorganizator warsztatow: “Practical Enzyme Kinetics”

Osiagniecia popularyzujace nauke:

W latach 2011-2015 oraz w roku 2019 w ramach kilku edycji Dolnoslaskiego Festiwalu Nauki
przeprowadzitlem ponad 40 wykladéw popularnonaukowych dla uczniéw szkét podstawowych
1 ponadpodstawowych z cylu: ,,Co Einstein powiedziat swojemu fryzjerowi?” oraz ,,Co Pan na to,
Panie Feynman?”. Wyktady odbywaty si¢ we Wroctawiu (edycja stacjonarna) oraz w miastach
wojewodztwa dolnoslaskiego (Lubin, Legnica, Dzierzonidow, Jelenia Gora, Zgorzelec, Glogow,
Walbrzych, Ktodzko) podczas edycji regionalnych. Za swoj udzial i zaangazowanie w tym festiwalu
dwukrotnie otrzymatem nagrode Rektora Politechniki Wroctawskiej.

7. Inne informacje

W 2015 roku jako jedyna osoba z Polski otrzymatem prestizowe Marie Sktodowska-Curie
Global Fellowship na realizacj¢ stazu podoktorskiego poza granicami Europy (laboratorium prof.
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Guya Salvesena, USA). Od tamtej pory regularnie (razem z Wroctawskim Centrum Transferu
Technologii) organizujemy warsztaty z pisania wnioskow grantowych. Poza tym udzielam
indywidualnych (bezptatnych) konsultacji z naukowcami, ktorzy aplikujg o te granty. Do tej pory 4
osoby, z ktorymi pracowatem nad ich wnioskami otrzymaty finansowanie.

Lista nagréd za dzialalno§é naukowa:

1. University of Western Australia Collaboration Award (wspolnie z prof. Juliana
Hamzah), 2019, Uniwersytet Zachodniej Australii. Nagroda za wspélny projekt naukowy dotyczacy
wizualizacji enzyméw proteolitycznych w nowotowrach. Dzigki tej nagrodzie odbytem 2-
miesi¢czny staz naukowy w laboratorium prof. Hamzah (Harry Perkins Institute, Perth, Australia).

2. Najlepsza Technolgia do Badania Proteaz, 2018, FEBS Organization. Nagroda wrgczona
na migdzynarodowej konferencji FEBS Workshop on Proteases, Inhibitors and Biological Control,
Portoroz, Stowenia. Przyznana za opracowanie nowej technologii chemicznej do réownoleglej
analizy enzymow proteolitycznych w aktywomie za pomocg cytometrii masowe;.

3. Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyiszego dla Wybitnych Mtodych
Naukowcow, 2017, Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Stypendium przyznane za
catoksztalt osiggnie¢ naukowych.

4. Travel Award (grant konferencyjny), 2015, The 9th General Meeting of the International
Proteolysis Society (IPS), Penang, Malezja. Grant konferencyjny przyznany przez IPS na podstawie
abstraktu wystgpienia.

5. Nagroda za najlepsza prezentacje (jedna z pieciu), 2015, 32th Winter School on
Proteinases and Their Inhibitors; Tiers, Wlochy. Nagroda za prezentacje dotyczaca wizualizacji
katepsyny L za pomocg markerow chemicznych.

6. Stypendium START, 2014 oraz 2013, Fundacja na Rzecz Nauki Polskiej. Stypednium
przyznane za osiggni¢cia naukowe.

7. Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla Najlepszych Doktorantow,
2014, Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego. Stypendium przyznane za catoksztatt osiggnigé
naukowych.

8. Travel Award (grant konferencyjny), 2013, The 8th General Meeting of the International
Proteolysis Society (IPS), Kapsztad, RPA. Grant konferencyjny przyznany przez IPS na podstawie
abstraktu wystgpienia.

9. Nagroda Rektora Politechniki Wroclawskiej, 2012 oraz 2013 za osiagnig¢cia naukowe.
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