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WSTEP
1. Enzymy proteolityczne

Enzymy proteolityczne, okreslane roéwniez jako proteazy lub peptydazy, odpowiedzialne sg za
degradacje biatek na mniejsze fragmenty poprzez hydrolize wigzan peptydowych [1, 2].
Proteazy pelnig wazna funkcje w wielu procesach biologicznych m.in. replikacji i transkrypcji
DNA, proliferacji i roznicowaniu komorek, angiogenezie, neurogenezie, procesie koagulacji
krwi, przebudowie tkanek, prawidlowym funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego oraz
apoptozie [2-4]. Enzymy te niezbedne sg rowniez w procesie replikacji i rozprzestrzeniania si¢

wirusow, bakterii I pasozytow, a co za tym idzie odpowiedzialne sg za efektywng transmisj¢



choroby wywolywanej przez te patogeny [2, 3, 5, 6]. Ze wzgledu na nicodwracalny charakter
proteolizy, aktywno$¢ enzyméw proteolitycznych musi by¢ $cisle regulowana. Wigkszos¢
proteaz jest syntezowana i magazynowana w postaci nieaktywnego prekursora — zymogenu,
ktory musi by¢ aktywowany, zazwyczaj poprzez proteoliz¢ lub zmiane konformacii [7]. Proces
aktywacji jest przestrzennie i czasowo kontrolowany przez rdézne mechanizmy. Na przyktad
katepsyny sg aktywowane w sposob zalezny od pH, kiedy dotrg do lizosomu [2]. Aktywacja
proteaz moze by¢ réwniez regulowana poprzez tworzenie komplekséw biatkowych, przez
asocjacj¢ proteolitycznych podjednostek, tak jak w przypadku proteasomu, przez kofaktory
oraz endo- lub egzogenne inhibitory [8]. Bioragc pod uwage wysoki poziom regulacji
potranslacyjnych proteaz, kluczowych informacji niezbednych w zrozumieniu biologicznych
funkcji tych enzymow, dostarcza bezposredni pomiar ich aktywnosci proteolitycznej, a nie
tradycyjne analizy transkryptomiczne lub proteomiczne. Badania proteomiczne dostarczajg
informacji o ogdélnym poziomie ekspresji enzymow, nie uwzgledniajac poziomu ich
aktywnosci. Zrozumienie roli proteaz zaangazowanych zarowno w procesy fizjologiczne jak
I patofizjologiczne ma zasadnicze znaczenie podczas projektowania i poszukiwania lekow oraz
diagnostyki chorob. Wiele osrodkow naukowych zajmuje si¢ poszukiwaniem selektywnych
zwigzkdw  umozliwiajacych  monitorowanie  aktywnosci  wybranych  enzymow
proteolitycznych. Gtéwnym wyzwaniem w projektowaniu tego typu zwigzkoéw jest naktadajaca
si¢ specyficznos¢ substratowa proteaz (komplementarno$¢ substratu z architekturg centrum
aktywnego enzymow) [3, 9]. Oznacza to, ze enzymy nalezace do danej grupy rozpoznaja
podobne substraty, a narzedzia chemiczne (inhibitory, markery chemiczne) projektowane
w oparciu o sekwencje peptydowe tych substratdéw sg rozpoznawane przez kilka enzymow,
uniemozliwiajgc tym samym monitorowanie aktywnosci tylko jednej, wybranej proteazy [10].
Specyficzno$¢ substratowa wynika z budowy tzw. kieszeni wigzacych znajdujacych sie¢
w miejscu aktywnym enzyméw (Rys. 1) [11]. Aminokwasy tworzace dang kieszen oddziatuja
Z tancuchami bocznymi aminokwaséw w strukturze substratu. Aminokwasy na N-koncu
substratu (pozycje Pn, ..., P4, P3, P2, P1) wigza si¢ do kieszeni Sn, ..., S4, S3, S2, S1, natomiast
aminokwasy na C-koncu substratu (P1°, P2’, ..., Pn’) wigza si¢ do kieszeni S1°, S2°, ..., Sn’.
Hydroliza wigzania peptydowego zachodzi zawsze pomigdzy aminokwasami w pozycjach P1
i P1° (konwencja wprowadzona przez Bergera i Schechtera w 1967 roku) (Rys. 1) [11].
Wiekszo$¢ proteaz hydrolizuje biatka wewnatrz tancuch polipeptydowego (endoproteazy),
istniejg rowniez takie, ktore rozpoznajg aminokwasy na N- lub C-koncu substratow, uwalniajgc

jeden lub dwa aminokwasy (tzw. egzopeptydazy).



Rysunek 1. Schemat wigzania substratu w miejscu aktywnym proteaz.

2. Proteazy wirusowe
Wazng grupe enzymow proteolitycznych z medycznego punktu widzenia stanowiag proteazy
wirusowe kodowane w genomie retrowiruséw, flawiwirusow, koronawiruséw i herpeswiruséw
[5]. Wirusowe biatka ekspresjonowane sg w postaci poliprotein zawierajacych jedng lub kilka
domen o aktywno$ci proteolitycznej, ktore uwalniane sag w sposéb autokatalityczny. Nastgpnie
uwolnione proteazy hydrolizuja pozostala poliproteing uwalniajac funkcjonalne biatka
niezbedne w procesie sktadania nowych czastek wirusa (wirionéw) [12, 13]. Hamowanie
aktywnos$ci wirusowych proteaz prowadzi do blokowania replikacji wirusa, a tym samym
hamuje rozwo¢j infekcji wirusowej [14]. Inhibitory proteaz wirusowych staty si¢ wazng klasa
lekéw przeciwwirusowych oraz jedng ze skutecznych strategii terapeutycznych w walce z tymi
patogenami. Do klinicznie waznych przyktadow inhibitorow proteaz wirusowych naleza:
inhibitory proteaz ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci (HIV) [15], wirusa zapalenia
watroby typu C (HCV) [16] oraz koronawirusa SARS-CoV-2 [17]. Ponadto inhibitory proteaz
wirusowych stosowane sg razem z lekami przeciwwirusowymi o innym mechanizmie dziatania,
co zwicksza skutecznos$¢ terapii oraz zmniejsza ryzyko wystgpienia mutantow lekoopornych
[5]. Istotnym wyzwaniem w projektowaniu zwigzkéw hamujacych aktywno$¢ proteaz
wirusowych jest ich selektywno$¢ wzgledem docelowej proteazy, a tym samym ograniczenie
mozliwosci wstgpienia niepozadanych efektow ubocznych poprzez krzyzowsa reaktywnos¢
z ludzkimi enzymami. Wszystkie inhibitory proteaz wirusowych obecnie stosowane klinicznie
wigza si¢ z miejscem aktywnym enzymu, co ogranicza mozliwos$¢ ich zastosowania jako lekow

w przypadku proteaz z niespokrewnionych gatunkéw wirusow, wykazujacych inny mechanizm



dziatania. Przyktadem tego jest proba zastosowania inhibitoréw proteazy HIV w leczeniu
COVID-19 [18-20]. Obie proteazy wirusa SARS-CoV-2 roznig si¢ specyficznoscig oraz
wykazuja inny mechanizm dziata niz proteaza wirusa HIV, dlatego badania te zakonczyly sig¢
niepowodzeniem. W przypadku wirusowych proteaz nie tylko inhibitory miejsca aktywnego,
ale takze modulatory allosteryczne moga otworzy¢ drzwi do nowych mozliwosci
terapeutycznych. Coraz wigcej badan koncentruje si¢ na identyfikacji inhibitorow proteaz,
ktére oddziatuja w miejscu allosterycznym lub hamuja oddziatywanie miedzy domenami
biatek, ktorych potgczenie jest wymagane do osiagniecia aktywnosci katalitycznej proteazy.
Wykorzystanie tej strategii w poszukiwaniu inhibitorow jako potencjalnych lekow jest
szczeg6lnie wazne w przypadku proteaz, ktore preferuja reszty zasadowe w pozycjach P1 i P2
w strukturze substratow, takich jak proteazy flawiwirusow. Ze wzglgdu na ta specyficznosé
substratowg wiele inhibitoréw projektowanych w oparciu o sekwencje substratow moze by¢
stosowanych tylko w badaniach in vitro [21, 22]. Do tej pory w literaturze opisano Kilka
przyktadow inhibitorow ukierunkowanych na miejsce allosteryczne, ktore wykazujg znaczaca
aktywnos¢ w testach komorkowych i badaniach in vivo wzgledem proteaz flawiwiruséw, a tym

samym stanowig obiecujacy punkty wyjscia do dalszej optymalizacji ich struktury [23, 24].

3. Markery chemiczne dla proteaz
Oczywistym jest, iz tylko aktywne proteazy moga przeksztatca¢ substraty w produkty i w ten
sposob indukowaé pozniejsze efekty biologiczne. Bezposrednie monitorowanie aktywnos$ci
enzymatycznej w komorkach oraz warunkach in vivo mozliwe jest dzigki wykorzystaniu
markeréw chemicznych (ang. activity-based probes, ABPs). Pod koniec lat 90 XX wieku
Benjamin F. Cravatt i Matthew Bogyo opracowali nowg technik¢ proteomiczng nazwang
Activity-based protein profiling (ABPP) lub Activity-based proteomics, ktora wykorzystuje
matoczasteczkowe zwigzki chemiczne — markery chemiczne do poznania i zrozumienia roli
enzymow w uktadach biologicznych [25, 26]. Technika ta w krotkim czasie stata si¢ jedna
z wiodacych technik w proteomice, wypelniajac luki i ograniczenia innych podejsé
proteomicznych [27]. Ze wzgledu na budowe mozemy wyrozni¢ dwa gtowne typy markerow
chemicznych: markery chemiczne dzialajace jak inhibitory oraz markery chemiczne dziatajace
jak substraty. W przypadku markerdéw pierwszego typu w ich strukturze mozemy wyrdznic trzy
podstawowe elementy: (1) reaktywng grupg wigzaca, ktora kowalencyjnie wigze si¢ w miejscu
aktywnym enzymu; (2) linker - najczesciej zawierajacy sekwencje peptydowa, ktora warunkuje

selektywno$¢ markera chemicznego wzgledem docelowej proteazy lub grupy proteaz; (3)



znacznik umozliwiajacy detekcje kompleksu enzym-marker chemiczny (Rys. 2). Kazdy
z trzech elementdow markera chemicznego projektowany jest pod konkretny enzym

proteolityczny lub grupe enzymoéw oraz wybrang metodg detekcji [27].
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Rysunek 2. Struktura markera chemicznego.

Dla wigkszo$ci proteaz serynowych, cysteinowych oraz treoninowych reaktywna grupe
wiazaca stanowi grupa elektrofilowa, ktora tworzy wigzanie kowalencyjne z grupg
nukleofilowg w centrum aktywnym enzymu. Wiele réznych grup elektrofilowych zostato
wykorzystanych podczas syntezy markerow chemicznych, a na ich wybor wptywata tatwos¢
otrzymania na drodze syntezy chemicznej, biodostepno$¢ oraz pozadana reaktywnos¢ [28, 29].
Natomiast w przypadku proteaz aspartylowych i metaloproteaz reaktywna grupe wiazaca
stanowig linkery sieciujgce aktywowane $wiattem (np. benzofenon). W wyniku naswietlenia
switatem UV, fotosieciujace linkery wytwarzajg rodnikowe zwigzki posrednie, ktore reaguja
z pobliskimi atomami tworzac wigzanie kowalencyjne. Wada tego typu markeréw chemicznych
jest ich zdolno$¢ wigzania si¢ zarowno z aktywna, jak i nieaktywng forma enzymu [30-32].
Problem ten zostal czesciowo rozwigzany poprzez wprowadzenie dodatkowych grup
funkcyjnych w strukturze markera chemicznego. Przyktadowo, marker projektowany dla
metaloproteaz macierzy pozakomorkowej (ang. Matrix metalloproteinases, MMPs), ktore
w formie aktywnej katalitycznie chelatuja jon metalu w centrum aktywnym, zawieral grupe
chalatujgca metal [30, 31].



Drugim elementem strukturalnym markera chemicznego jest linker, ktorego podstawowym
zadaniem jest separacja grupy wiazacej od znacznika w celu zmniejszenia zawady sterycznej
pomigdzy obiema grupami oraz zwigkszenie dostepnosci markera chemicznego. Najczesciej
funkcje linkera pelni kwas 6-aminoheksanowy lub glikol polietylenowy [27]. Linker spetnia
réwniez drugg, bardzo wazng funkcje, a mianowicie jako sekwencja peptydowa warunkuje
selektywno$¢ markera chemicznego. W przypadkow wigkszosci ABPs linker stanowi krotka
sekwencja peptydowa, odpowiadajaca sekwencji optymalnego substratu docelowej proteazy
[27]. W literaturze opisane sg rowniez markery chemiczne, w ktorych funkcj¢ linkera petni
domena biatkowa lub cate biatko (np. ABPs dla enzymdéw deubikwitynujacych zawierajg catg
sekwencj¢ ubikwityny — biatka rozpoznawanego przez te¢ grupe proteaz) [33]. Optymalne
sekwencje peptydowe projektowane sg z zuzyciem wielu metod zaréwno chemicznych
(z wykorzystaniem bibliotek substratoéw - metoda PS-SCL (ang. Positional Scanning Substrate
Combinatorial Library) lub bibliotek inhibitorow) [34], jak i biologicznych (z wykorzystaniem
bakteriofagbw — metoda prezentacji fagowej ang. phage display) [35, 36], czy tez
proteomicznych (technika PICS (ang. Proteomic Identyfication of protease Cleavage Sites) [37,
38]. Duze wyzwanie w projektowaniu sekwencji peptydowych selektywnych wzgledem
docelowej proteazy stanowi naktadajaca si¢ specyficznos¢ substratowa blisko spokrewnionych
proteaz. Rozwigzaniem tego problemu jest wprowadzenie nienaturalnych aminokwasow
(powstatych na drodze syntezy chemicznej) w sekwencji peptydowej markerow chemicznych.
Metoda syntezy bibliotek substratow zawierajacych naturalne i nienaturalne aminokwasy i jej
zastosowanie w profilowaniu proteaz zostaty opracowane w zespole prof. Marcina Draga (ang.
Hybrid combinatorial substrate library, HyCoSuL) [39, 40].

Trzeci element markera chemicznego umozliwiajacy wizualizacje kompleksu marker
chemiczny—enzym stanowi znacznik. Jako pierwsze znaczniki stosowane byty radioizotopy,
jednak ze wzgledu na liczne wady markerow chemicznych znakowanych radioizotopem
(ograniczona trwato$¢ wynikajagca z czasu pottrwania radioizotopu, specjalne warunki
przygotowania i wymagania laboratoryjne odno$nie bezpieczenstwa pracy) sg one obecnie
rzadko stosowane [27, 41, 42]. Punktem przelomowym w projektowaniu markeréw
chemicznych 1 ich aplikacji w ukladach biologicznych bylo zastosowanie znacznikéw
fluorescencyjnych [27, 43, 44]. Obecnie dost¢pna jest szeroka gama fluoroforow, ktorych
wybor zalezy od ich wilasciwosci chemicznych 1 spektralnych oraz ceny. Przyktadowo
fluoresceina i rodamina sg podatne na fotowybielanie i nie powinny by¢ uzywane
w eksperymentach, ktore wymagaja dluzszego czasu obrazowania, ale sa niedrogie. Natomiast

BODIPY i barwniki cyjaninowe naleza do fotostabilnych fluoroforé6w charakteryzujacych sig



wysokg wydajnoscig kwantowg fluorescencji oraz sg przepuszczalne przez btony komorkowe,
ale ich gtowng wada jest wysoka cena [28]. Inng grupe znacznikow reprezentuje biotyna, ktora
bardzo czgsto obecna jest w strukturze markeréw chemicznych. Biotyna wykazuje silne
powinowactwo do awidyny oraz streptawidyny umozliwiajgc tym samym detekcje bardzo
malej ilosci enzymu. Ponadto kompleks biotyna-awidyna/streptawidyna jest stabilny i nie ulega
rozpadowi pod wplywem zmieniajacych si¢ warunkow np. pH. Wada tego znacznika jest staba
przepuszczalno$¢ komoérkowa, €O ogranicza jego zastosowanie do badan na lizatach
komorkowych [28]. Rozwigzaniem tego problemu byto zastosowanie reakcji cykloaddycji
alkinu z azydkiem, katalizowanej Cu(I) (CuAAC, tzw. reakcja ,,click chemistry”). W technice
tej komorki inkubowano z przepuszczalnym przez blone fragmentem markera chemicznego
z grupg azydkowa, bez biotyny. Nastgpnie przygotowano lizat komodrkowy, ktéry poddano
reakcji cykloaddycji z biotyna zawierajaca grupe alkinowa. W wyniku tej reakcji powstawat
stabilny produkt triazolowy, umozliwiajacy detekcj¢ kompleksu marker chemiczny-enzym
[45].

Gltowng zaleta profilowania opartego na aktywnosci enzymatycznej za pomoca markerow
chemicznych jest tworzenie przez nie trwatego kompleksu z enzymem, co umozliwia
bezposrednig izolacj¢ i1 identyfikacj¢ docelowej proteazy. Dzigki takiemu potaczeniu markery
chemiczne majg wiele zastosowan, m.in. wykorzystywane sg do identyfikacji nowych proteaz,
lokalizacji proteaz w komorkach, do oceny selektywno$ci nowych inhibitoréw/lekéw oraz
poznania i zrozumienia funkcji enzyméw w uktadach biologicznych (Rys. 3) [46-48].

Poza opisanymi powyzej markerami chemicznymi, ktore dziatajg jak inhibitory trwale wigzac
si¢ z enzymem w miejscu aktywnym, istnieje jeszcze druga grupa markeréw chemicznych
dziatajacych jak substraty — ang. substrate-based probes [46]. Markery te sktadajg si¢ z dwoch
elementow: (1) sekwencji peptydowej rozpoznawanej przez docelowy enzym oraz (2) grupy
reporterowej, ktora generuje mierzalny sygnat po hydrolizie substratu. Sekwencja peptydowa
projektowana jest w oparciu o znane sekwencje naturalnych substratow proteazy lub na
podstawie profilu specyficzno$ci substratowej otrzymanego z syntetycznych bibliotek (metoda
PS-SCL lub HyCoSuL). Najprostszym przykladem markera chemicznego opartego na
substracie jest peptyd z przylaczonym fluoroforem na C-koncu (ACC - kwas 7-
aminokumaryno-4-octowy) lub chromoforem (p-nitroaniling) [49, 50]. W przypadku tego typu
markerow chemicznych sekwencja peptydowa wigzana jest tylko po stronie nieprimowane;j
miejsca aktywnego, poniewaz w pozycji P1’ znajduje si¢ znacznik. Innym rodzajem markera
chemicznego opartego na substracie jest tzw. marker wewnetrznie wygaszany, ktory zawiera

sekwencj¢ peptydowa wiazaca si¢ po obu stronach hydrolizowanego wigzania peptydowego



w centrum aktywnym (w kieszeniach primowanych i nieprimowanych) [46, 49]. Na jednym
koncu sekwencji peptydowej umieszczony jest donor fluorescencji, a na drugim akceptor tzw.
wygaszacz fluorescencji. Po hydrolizie markera chemicznego przez proteaz¢ nastgpuje
rozdzielenie pary donor/akceptor i przyrost fluorescencji moze by¢ mierzony za pomoca
spektrofluorymetru, mikroskopu fluorescencyjnego, czy tez podczas obrazowania in vivo (Rys.
3). Oprocz syntetycznych markerow wewngtrznie wygaszanyCh opracowano roéwniez
genetycznie kodowane markery poprzez ekspresje sekwencji peptydowej oflankowanej przez
pare FRET biatek fluorescencyjnych (ang. fluorescence resonance energy transfer) [51].
Markery chemiczne oparte na substratach znajdujg szerokie zastosowanie w badaniach
przesiewowych inhibitoréw (ang. High-Throughput screening, HTS) oraz profilowaniu
specyficznosci substratowej proteaz [46, 49]. Gtowng wadg opisanych markeréw chemicznych
jest trudno$¢ w okresleniu aktywnosci konkretnej proteazy podczas pomiaréow hydrolizy
w uktadach biologicznych. Kolejnym ograniczeniem uzycia markera chemicznego opartego na
substracie jest jego dyfuzja po hydrolizie z dala od docelowej proteazy, co uniemozliwia
okreslenie doktadnie lokalizacji subkomorkowej enzymu [27]. Niemniej jednak gtowng zaletg
obu typow markeréw chemicznych jest detekcja tylko aktywnej formy enzymu
proteolitycznego, co odrdznia je od przeciwcial. W zalezno$ci od typu markera chemicznego
1 uzytego znacznika mozliwe jest obrazowanie aktywnos$ci proteaz za pomocg réznych metod:
mikroskopii fluorescencyjnej lub konfokalnej, metody SDS-PAGE i Western Blot, techniki
LCMS/MS czy tez z uzyciem czytnikow fluorescencji w badaniach kinetycznych (Rys. 3).
W czesci ,,Badania wlasne” niniejszej rozprawy habilitacyjnej, stosowanie pojecia markera
chemicznego bedzie tozsame z markerem, ktory trwale wigze si¢ do miejsca aktywnego
proteazy (markery dziatajace jak inhibitory), gdyz ten typ markeréw chemicznych stanowi

przedmiot niniejszej rozprawy habilitacyjnej.
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Rysunek 3. Typy markerow chemicznych i ich zastosowanie.

4. Obrazowanie aktywnosci proteaz za pomoca markeréw chemicznych
Poznanie mechanizmow aktywacji enzymow proteolitycznych umozliwia opracowanie metod
pozwalajacych na sztuczne modulowanie ich aktywnosci. Mozliwo$¢ manipulowania
aktywnos$cig proteaz pozwala na mapowanie ich funkcji biologicznych, co jest szczegolnie
przydatne klinicznie ze wzgledu na nieprawidtowa aktywnos$¢ enzymoéw proteolitycznych
w wielu stanach patologicznych [2]. Obecnie wiadomo, ze proteazy zaangazowane sg we
wszystkie stadia chorob nowotworowych, poczawszy od rozwoju choroby poprzez progresje
az do powstania przerzutow. Istnieje silna korelacja pomigdzy poziomem aktywnosci proteaz
a ich wplywem na rozwdj choroby nowotworowej, obejmujaca zar6wno nadmierng aktywno$¢
enzymow proteolitycznych jak i ich niewystarczajacg aktywnos$¢ [2, 52, 53]. Obnizona
aktywnos$¢ proteaz wynika z zaburzen w procesie aktywacji tych enzymow, czego skutkiem
jest niewystarczajacy poziom aktywnych proteaz wymagany do degradacji komorek
nowotworowych. Dobrym przyktadem obrazujacym wptyw obnizonej aktywnos¢ proteaz na

rozw6j nowotworu jest proces programowej $mierci komoérki czyli apoptozy. Apoptoza jest



procesem inicjowanym i przeprowadzanym przez kaspazy. Dlatego aktywacja kaskady kaspaz
w komorkach nowotworowych stanowi jedng z obiecujacych strategii terapeutycznych
w zapobieganiu rozwoju nowotworu [54, 55]. W innych przypadkach progresja choroby
nowotworowej powigzana jest z nadekspresja lub nadmierng aktywnoscig enzymow
proteolitycznych, gdzie hamowanie ich aktywnos$ci stanowi jedng ze skutecznych metod
leczenia, czego przykladem jest inhibicja aktywnosci proteasomu w komorkach
nowotworowych. Proteasom to biatkowy, wieloczasteczkowy kompleks enzymatyczny
odpowiedzialny za utrzymanie bialkowej homeostazy poprzez degradacje nieprawidtowo
sfatdowanych, uszkodzonych lub niefunkcjonalnych biatek komoérkowych [56]. Hamowanie
aktywno$ci proteasomu prowadzi do $mierci komorki. W badaniach przedklinicznych
wykazano, iz proliferujagce komoérki nowotworowe byly bardziej wrazliwe na hamowanie
funkcji proteasomu niz komorki zdrowe [57, 58]. Ponadto blokowanie aktywnosci proteasomu
zwigksza podatnos¢ komorek nowotworowych na $rodki przeciwnowotworowe [59-62]. Trzy
inhibitory proteasomu Bortezomib, Carfilzomib oraz Ixazomib zostaty zaakceptowane jako leki
i sg obecnie stosowane w terapii szpiczaka mnogiego (nowotwor uktadu krwiotworczego) [63-
67].

Oproécz tego, iz proteazy reprezentuja wazny cel terapeutyczny w leczeniu wielu chordb, sa
rowniez potencjalnymi biomarkerami do celow diagnostycznych. Przyktadowo, enzymy
proteolityczne sg idealnymi biomarkerami chorob zapalnych, poniewaz sa one wydzielane
z aktywowanych komorek odpornosciowych [68]. Zwickszona aktywnos$¢ proteaz powigzana
jest z wieloma procesami charakterystycznymi dla kancerogenezy (np. angiogeneza,
przebudows tkanek, czy $miercig komorki), w zwigzku z tym enzymy te nalezg do waznych
biomarkeré6w chorob nowotworowych [69]. Dzigki zastosowaniu markerow chemicznych do
selektywnej detekcji konkretnego enzymu bedacego biomarkerem raka mozliwe jest
rozroznienie tkanek zdrowych od zmienionych chorobowo. Podczas tradycyjnej operacji
chirurgicznej wraz z tkankg nowotworowg usuwany jest rowniez nadmiar tkanki zdrowej lub
dochodzi do niecatkowitego usunigcia tkanki zmienionej chorobowo i konieczna jest ponowna
operacja. Wykorzystujac markery chemiczne do detekcji enzymow proteolitycznych, bedacych
biomarkerami nowotworéw, mozliwe jest rozroznienie komoérek rakowych na tle zdrowej
tkanki [70]. W badaniach klinicznych potwierdzono przydatno$¢ wewnetrznie wygaszonego
markera chemicznego - LUMO15 jako fluorescencyjnego zwigzku kontrastowego podczas
operacji pacjentow z roéznymi guzami litymi. W strukturze markera pomiedzy donorem
fluorescencji  (Cy5), a wygaszaczem fluorescencji (QSY21) umieszczono sekwencje

peptydows, rozpoznawang przez cysteinowe katepsyny. Marker chemiczny podawany byt 40



pacjentkom z rakiem piersi na kilka godzin przed operacjg oraz po lumpektomii. Czutos¢
LUMO15 w wykrywaniu guza wynosita 84% [71]. U innych pacjentow uzycie LUMO15
pozwolito unikng¢ usuni¢cia zdrowych tkanek podczas operacji chirurgicznej guza.
Niewatpliwg zaletag markera LUMO15 byta wysoka czutos¢, co podkresla jego uzytecznos¢
kliniczng jako narzedzie diagnostyczne, jednak niska specyficzno$¢ (wynoszaca 73%)
doprowadzita do usunigcia nadmiaru tkanki zdrowej w miejscu zabiegu [71]. W celu
zmniejszenie sygnatu tla pochodzacego od zdrowych tkanek grupa Bogyo wykorzystata sposob
dziatania cyfrowej bramki logicznej ,,AND-gate” podczas projektowania markera chemicznego
[72]. Termin ,,AND-gate” odnosi si¢ nie tylko do cyfrowej bramki logicznej powszechnie
stosowanej w informatyce, ale opisuje rowniez zachowanie uktadow molekularnych, ktore
wymagaja dwoch ortogonalnych sygnatow wejsciowych, aby wygenerowac jeden sygnal
wyjsciowy. Zastosowanie logiki ,,AND-gate” w projektowaniu markerow chemicznych polega
na umieszczeniu fluoroforu pomigdzy dwoma wygaszaczami fluorescencji, ktore sg potaczone
z fluoroforem za pomoca sekwencji peptydowej rozpoznawanej przez réozne enzymy. Poprzez
wybor sekwencji peptydowych rozpoznawanych przez enzymy, ktorych zwickszony poziom
aktywno$ci obserwowany jest w mikrosrodowisku guza, natomiast nigdy w zdrowych tkankach
(w przypadku obu enzymo6w), mozliwe jest wygenerowanie duzego sygnatu w obrebie guza
stanowigcego kontrast na tle zdrowej tkanki. Sygnat pochodzacy od fluoroforu generowany jest
tylko w sytuacji, gdy obie sekwencje peptydowe zostang zhydrolizowane przez proteazy.
Zaprojektowany marker chemiczny (DEATH-CAT) zawierat sekwencje rozpoznawang przez
kaspaze-3 oraz cysteinowe katepsyny [72]. Zwigkszony poziom aktywno$ci obu enzymow
obserwowany jest w mikrosrodowisku guza [73]. Badania z uzyciem opisanego markera
DEATH-CAT w obrazowaniu mysich modeli nowotworéw, ujawnily jego wysoka
selektywno$¢ wzgledem tkanek nowotworowych, redukcje sygnatu tha i zwiekszenie ogdlnego
kontrastu, co jest szczegolnie istotne podczas detekcji matych guzow w réznych tkankach [72].
Zastosowanie markeréw chemicznych do monitorowanie aktywnosci proteaz jest szczegdlnie
uzyteczne w przypadku proteaz wirusowych, gdzie zwigzki te stanowia skuteczne narzg¢dzie nie
tylko do identyfikacji komorek zakazonych wirusem, ale réwniez w badaniach przesiewowych
inhibitorow. Standardowo w takich badaniach wykorzystywane sa substraty fluorogeniczne,
ktorych uzycie umozliwia prosty odczyt w celu szybkiej identyfikacji potencjalnego inhibitora
[74-76]. Jednak warunki testow in vitro nie odzwierciedlajg warunkéw in vivo, dlatego zwigzki
zidentyfikowane jako skuteczne inhibitory proteaz w badaniach in vitro moga wykazywaé
nizszg sit¢ hamowania, mniejszg selektywnos$¢ lub by¢ nieaktywne w testach komoérkowych.

Wiele zwigzkow zidentyfikowanych jako potencjalne inhibitory proteazy NS2B-NS3



flawiwirusow [77] [23, 78] oraz proteaz SARS-CoV-2 [79-81] w testach z uzyciem
rekombinowanych enzyméw, okazaly si¢ nieskuteczne w testach komorkowych. Badania
przeprowadzane na zywych komorkach dostarczajg doktadniejszych informacji na temat
skuteczno$ci, stabilnosci, toksycznosci i selektywnos$ci inhibitorow. Dlatego potrzebne sg nowe
metody umozliwiajagce kompleksowa i1 doktadng analiz¢ potencjalnych inhibitoréw proteaz.
W przypadku proteaz wirusowych istotne ograniczenie w opracowaniu nowych lekow
przeciwwirusowych stanowi wymog poziomu bezpieczenstwa biologicznego laboratorium
(BSL-3) do oceny skutecznosci inhibitorow w zainfekowanych liniach komorkowych,
CO znacznie ogranicza liczbe zwigzkow, ktore mozna przetestowaé. Rozwigzaniem tego
problemu jest zastosowanie markeréw chemicznych do oceny skutecznosci inhibitoréw proteaz
wirusowych w testach koméorkowych wykonywanych w laboratorium klasy 2 (BSL-2). Cheng
Y. i wspoOtpracownicy opracowali marker chemiczny dziatajacy jako substrat do jednoczesne;j
detekcji obu proteaz wirusa SARS-CoV-2 [82]. Marker ten zawieral dwie sekwencje
peptydowe — jedng rozpoznawang przez proteaz¢ PLP™ z fluoroforem Cy5 oraz drugs,
rozpoznawang przez MP™ z fluoroforem Cy3. Pomig¢dzy sekwencjami umieszczony zostat
wygaszacz fluorescencji (BHQ-2 — ang. black hole quencher-2). Skuteczno$¢ markera
w detekcji aktywnosci obu proteaz zostata oceniona w testach komoérkowych z uzyciem
komorek transfekowanych plazmidem kodujagcym SARS-CoV-2 MP i PLP™ oraz komorek
zainfekowanych wirusem SARS-CoV-2. Uzyskane wyniki pokazaly, iz opracowany marker
chemiczny moze zosta¢ wykorzystany do obrazowania wewnatrzkomorkowej aktywnosci obu
proteaz oraz oceny skuteczno$ci inhibitorow tych enzyméw zaré6wno w komorkach zakazonych
wirusem SARS-CoV-2 jak i transfekowanych plazmidem [82]. Kolejnym przyktadem testu
komorkowego opracowanego do identyfikacji potencjalnych inhibitorow proteaz wirusowych
z uzyciem markera chemicznego w laboratorium BSL-2 jest test FlipGFP [83-85]. Test ten
opiera si¢ na ekspresji biatka zielonej fluorescencji (GFP) w postaci dwoch podjednostek: 10
i 11 B-nici w konformacji niekompatybilnej z reszta beczki beta GFP ($1-9). Nici f10-p11
potaczone sa linkerem zawierajacym sekwencje peptydowa rozpoznawang przez proteazy
wirusa SARS-CoV-2 (FlipGFP-PLP™ i FlipGFP-MP™). W obecnosci odpowiedniej proteazy
linker zostaje zhydrolizowany, co umozliwia reorientacje 11 i utworzenie antyrownoleglej
struktury z B10. Po samoorganizacji GFP $10-11 z f1-9 nastepuje indukcja sygnatu zielonej
fluorescencji. Test ten zostal juz wczesniej zaprojektowany do pomiaru aktywnos$ci kaspaz
w komorkach apoptotycznych w warunkach in vitro i in vivo [86, 87]. W celu oceny
skutecznosci testow FIlipGFP-PLP™ i FlipGFP-MP™ w badaniach przesiewowych potencjalnych

inhibitorow proteaz SARS-CoV-2 w laboratorium BSL-2 wykonano badania z wykorzystaniem



znanych inhibitoréw (GC376 - inhibitor MP i GRL0617 - inhibitor PLP™). Wyniki testu
FlipGFP byly zgodne z wynikami uzyskanymi w testach aktywnos$ci przeciwwirusowej
inhibitorow, co potwierdza jego uzytecznos¢ w identyfikacji potencjalnych lekow [83, 85].
Wykorzystanie markerow chemicznych do oceny skutecznos$¢ inhibitoréw proteaz wirusowych
w laboratoriach BSL-2 powinno znacznie przyspieszy¢ proces opracowywania howych lekow
przeciwwirusowych poprzez szybka eliminacje zwigzkow cytotoksycznych, nieselektywnych

oraz nieprzepuszczalnych przez btony komoérkowe.

BADANIA WLASNE

Prowadzone przeze mnie badania naukowe, ktorych rezultaty stanowig przedmiot niniejszej
rozprawy habilitacyjnej, koncentrujg si¢ na poszukiwaniu nowych, selektywnych narzedzi
chemicznych (substratow, inhibitorow 1 markeréw chemicznych) umozliwiajacych
monitorowanie aktywnosci proteaz wirusowych. Pierwsza cze$¢ moich badan polegata na
opracowaniu selektywnych zwigzkéw chemicznych wykorzystujac opracowana w grupie prof.
Marcina Draga technologie¢ HyCoSuL. Dzigki zastosowaniu nienaturalnych aminokwaséw
w sekwencji peptydowej mozliwe jest projektowanie zwigzkow selektywnych wzgledem
docelowego enzymu, czego potwierdzeniem sg wyniki badan prowadzonych przeze mnie
w trakcie studidow doktoranckich. Celem mojej rozprawy doktorskiej bylo otrzymanie
selektywnych substratow fluorogenicznych dla kazdej z trzech podjednostek katalitycznych
proteasomu 20S. Proteasom 20S jest biatkowym kompleksem enzymatycznym, ktory wykazuje
trzy aktywnos$ci katalityczne, dlatego istotne bylo opracowanie substratow selektywnych
wzgledem kazdej z nich w celu okreslenia roli poszczegdlnej aktywnosci proteasomu w stanach
normalnych 1 patologicznych. Wiedza i do$wiadczenie w profilowaniu specyficznosci
substratowej proteaz oraz syntezie peptydow, zdobyte w trakcie studiow doktoranckich,
pozwolily mi na realizacj¢ kolejnych projektow badawczych bedacych przedmiotem rozprawy

habilitacyjnej. Warto podkresli¢, iz oprocz projektowania zawigzkow zawierajacych krotkie

sekwencje peptydowe, prowadzilam badania obejmujace modyfikacje calych bialek —

projektowanie i synteza zwigzkow opartych na strukturze ubikwityny. Selektywne narzedzia
chemiczne zaprojektowane i syntetyzowane w pierwszym etapie moich badan wykorzystatam
do obrazowania aktywnosci proteaz wirusowych w uktadach biologicznych. Zatem niniejsza
rozprawa habilitacyjna jest rezultatem interdyscyplinarnych badan faczacych wiedzg z zakresu
chemii organicznej (synteza peptydoéw, inhibitorow i markerow chemicznych), biochemii

(kinetyka reakcji enzymatycznych, wizualizacja biatek), biologii molekularnej (hodowle



komorkowe) oraz mikroskopii konfokalnej. Nadrzednym celem moich badan byto

wykorzystanie selektywnych narzedzi chemicznych do obrazowania aktywnos$ci proteaz wirusa

SARS-CoV-2. Badania te byly szczegdlnie istotne z uwagi na brak skutecznych metod leczenia
chorych zakazonych koronawirusem po wybuchu pandemii. Projektowanie skutecznych lekow
przeciwko koronawirusowi wymagato wiedzy na temat budowy, sposobu wnikania wirusa do
komorki 1 jego cyklu replikacyjnego. Badania z uzyciem opracowanych przeze mnie narzedzi
chemicznych ujawnity, iz proteazy SARS-CoV-2 MP™ i PLP™ wykazujg bardzo podobna
specyficznos¢ substratowa jak proteazy z poprzedniego wirusa SARS-CoV, co oznacza iz
wyniki badan otrzymane w pracy nad proteazami z SARS-CoV moga by¢ bezposrednio
wykorzystane w pracy nad SARS-CoV-2. Testy na komorkach zakazonych wirusem SARS-
CoV-2 dowiodly, iz zaprojektowany przeze mnie peptydowy inhibitor proteazy MP™ wykazuje
bardzo podobng skuteczno$¢ w hamowaniu namnazania si¢ wirusa jak znany lek
przeciwwirusowy — remdesivir i, co wazne, jest mniej toksyczny dla komorek. Badania te
pokazaly, iz jedng ze stosowanych terapii przeciwwirusowych moze by¢ hamowanie wirusowej
proteazy SARS-CoV-2 MP. Ponadto opracowane zwigzki mogg zosta¢ rowniez wykorzystane
do optymalizacji struktury lekow projektowanych do walki z COVID-19 oraz jako narzedzia
diagnostyczne. Zaprojektowane substraty (zaraz po opublikowaniu ich struktury)
wykorzystywane byly w wielu osrodkach badawczych w tzw. retargetowaniu lekow czyli
poszukiwaniu nowych zastosowan dla znanych juz inhibitoréw i lekéw jako potencjalnych
zwigzkoéw hamujacych aktywnos$¢ proteaz SARS-CoV-2. Uzycie substratow fluorogenicznych

znacznie przyspiesza i utatwia wykonywanie tego typu badan. Uzyskane wyniki badah spotkaty

siec z duzym zainteresowaniem nie tylko ze strony $rodowiska naukowego, ale réwniez

Z szerokim zainteresowaniem spotecznym i medialnym. W lipcu 2020 i styczniu 2021 r. zostala

podpisana umowa pomiedzy Politechnika Wroctawska a japonska firma Peptide Institute, Inc.

dotyczaca sprzedazy opracowanych przeze mnie substratow fluorogenicznych i inhibitora do

badania proteazy SARS-CoV-2 MP™,

Cykl szesciu spojnych tematycznie artykuldow naukowych opisujacych moje osiggnigcie
naukowe pt. ,,Obrazowanie aktywnosci proteaz wirusowych za pomocg selektywnych narzedzi
chemicznych” podzielitam na dwie czgéci: pierwsza z nich dotyczy opracowania selektywnych
narzedzi chemicznych do monitorowania proteaz wykazujacych aktywnos¢ deubikwitynujaca

(ludzkich i wirusowych), a druga proteaz wirusowych.



Enzyvmy deubikwitynujace

H3: Rut W., Zmudzinski M., Snipas S.J., Bekes M., Huang T.T., Drag M., Engineered
unnatural ubiquitin for optimal detection of deubiquitinating enzymes, Chemical Science,
2020, 11(23), 6058-6069.

W publikacji tej opisatam wyniki badan dotyczacych opracowania selektywnych narzedzi
chemicznych umozliwiajagcych monitorowanie aktywnosci enzymow deubikwitynujgcych
(ang. deubiquitinating enzymes, DUBs). Badania te byly finansowane z dwoch grantow:
Preludium, ktérego bytam kierownikiem i TEAM, w ktérym bylam wykonawca.

Kluczowag role w utrzymaniu biatkowej, wewnatrzkomorkowej homeostazy odgrywa
nielizosomalny uktad ubikwityna—proteasom. Deregulacja dziatania tego uktadu prowadzi do
szeregu patologicznych zmian w organizmie, w tym do nowotworzenia, infekcji wirusowych
oraz chorob neurodegeneracyjnych [88]. Jedng ze stosowanych strategii terapeutycznych jest
inhibicja aktywnosci proteasomu [89]. Alternatywny cel terapeutyczny uktadu ubikwityna—
proteasom stanowig enzymy deubikwitynujace, odpowiedzialne za specyficzne usuwanie
ubikwityny (Ub) z jej biatkowych koniugatow. W genomie cztowieka kodowanych jest okoto
100 DUBs podzielonych na sze$¢ podklas na podstawie podobienstwa sekwencji i mechanizmu
dziatania. Wigkszo$¢ enzymow deubikwitynujacych (pie¢ z szesciu podklas) to proteazy
cysteinowe, natomiast tylko jedna podklasa reprezentuje matg grupe metaloproteaz [90, 91].
Liczne badania naukowe wskazuja enzymy deubikwitynujace jako potencjalny cel
terapeutyczny w leczeniu chordéb wirusowych, neurodegeneracyjnych oraz nowotworow.
Przyktadowo zwigkszony poziom USP2 (ang. Ubiquitin-specific protease 2) zaobserwowany
w przypadku nowotworu piersi zwigzany jest z niska przezywalnoscia chorych. Ponadto
komorki nowotworowe w przypadku TNBC (ang. Triple Negative Breast Cancer), w ktorych
poziom ekspresji USP2 jest wysoki wykazujg zwiekszong zdolnos¢ do migracji i inwazji [92].
Nadekspresja UCH-L1 (ang. Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1) wystepuje w przypadku
zmian przerzutowych raka ptuc. UCH-L1 uwazany jest takze za bialko zaangazowane
w chorobg Parkinsona, lecz niewiele wiadomo na temat jego dziatania [93]. Wynika to z braku
selektywnych narzedzi chemicznych do badania tej grupy enzymow, co pozwolitoby na
okreslenie ich roli w stanach patologicznych, a takze stanowito strukture wiodaca w kontekscie
projektowania lekow. DUBs sg wysoce specyficzne wzgledem ubikwityny, dlatego najczesciej
stosowane narzedzia chemiczne do badania aktywnosci DUBs zawieraja cala czasteczke

ubikwityny sprzezong ze znacznikiem fluorescencyjnym (Ub-AMC [94] lub Ub-ACC [95]) lub



reaktywng grupg wigzaca (Ub-VME, Ub-VS [33, 96]) dziatajgce jako inhibitory. Narzedzia te,
wykazujace szerokie spektrum dziatania, sa bardzo uzyteczne w profilowaniu aktywnos$ci
DUBs. Jednakze, substraty i markery chemiczne rozpoznawane tylko przez jeden DUB lub
waska grupe enzymow deubikwitynujacych umozliwityby doktadniejsze zbadanie tej grupy
proteaz. Do tej pory selektywnos¢ narzedzi chemicznych opartych na strukturze Ub wzglgdem
pojedynczych DUBs lub waskiej grupy DUBs zostala osiggnigta poprzez: (1) zastosowanie
r6znych C-koncowych reaktywnych grup elektrofilowych [96, 97]; (2) modyfikacj¢ dlugosci
tancucha peptydowego ubikwityny [98]; (3) syntez¢ tancuchow poliubikwitynowych o roéznej
topologii potaczen [99] oraz (4) wprowadzenie mutacji w wybranych miejscach w sekwencji
Ub [100, 101]. Analiza preferencji substratowej DUBs za pomoca biblioteki substratow
fluorogenicznych zawierajacej tylko naturalne aminokwasy wykazata, iz enzymy te rozpoznaja
w pozycjach P4 i P3 oprocz kanonicznej leucyny i argininy (C-koncowy motyw ubikwityny -
LRGG), rowniez inne aminokwasy [102]. Wyniki te sugeruja, iz pogltebiona analiza kieszeni
wiazacych w centrum aktywnym DUBS moze doprowadzi¢ do opracowania nowych narzegdzi
chemicznych selektywnych wzglegdem DUBSs. Analiza ta mozliwa jest dzigki zastosowaniu
nienaturalnych aminokwaséw w miejscu kanonicznych reszt LRGG, znajdujacych sie¢ w C-

koncowym fragmencie ubikwityny. Do tej pory prowadzone przeze mnie badania obejmowaty

wprowadzanie nienaturalnych aminokwaséw w strukture zwiazkOw zawierajacych tylko

kroétkie, tetrapeptydowe sekwencie, ale niedy w sekwencje calych bialek takich jak ubikwityna.

Nasza hipoteza badawcza zakladala, iz mozliwe jest otrzymanie selektywnych i aktywnych

narzedzi chemicznych opartych na strukturze ubikwityny poprzez wprowadzenie

nienaturalnych aminokwaséw w C-koncowym motywie ubikwityny. W celu weryfikacji naszej
hipotezy badawczej wybraliSmy dwa enzymy deubikwitynujace, ktore stanowig wazny cel
terapeutyczny: ludzki enzym UCH-L3 ang. Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L3) oraz
wirusowg proteaze MERS-CoV PLP™ (ang. Middle East Respiratory Syndrome coronavirus
papain-like protease) [103-105]. W pierwszym etapie badan wspoélnie z mgr. inz. Mikotajem
Zmudzinskim okregliliémy profil preferencji substratowej tych dwoch DUBs w pozycjach P4-
P2 za pomoca kombinatorycznej i zdefiniowanej biblioteki substratéw fluorogenicznych.
Analiza otrzymanych preferencji substratowych ujawnita, iz: (1) DUBs wykazujg bardzo waska
specyficznos¢ substratowa w pozycji P2 (MERS-CoV PLP® rozpoznawat tylko glicyne,
natomiast UCH-L3 oprocz glicyny tylko kilka aminokwasoéw alifatycznych) co wynika
z budowy ich kieszeni wigzacej S2; (2) w pozycji P3 ludzki enzym preferuje aminokwasy
zasadowe, a hydrofobowe rozpoznaje w mniejszym stopniu w przeciwienstwie do wirusowe;j

proteazy, ktora preferuje hydrofobowe reszty; (3) w pozycji P4 oba enzymy rozpoznaja



hydrofobowe aminokwasy. Na podstawie otrzymanych profili specyficznosci substratowej
zaprojektowaliSmy optymalne sekwencje tetrapeptydowe wybierajac aminokwasy, ktore nie
tylko warunkuja selektywno$¢ opracowanych zwigzkow, ale tez sg dobrze rozpoznawane przez
badany enzym. Sposrdd zaprojektowanych substratow wybralismy trzy sekwencje peptydowe,
ktorych analiza kinetyczna potwierdzita selektywno$¢ wzgledem wybranych DUBs. Pomimo
wprowadzenia nienaturalnych aminokwasow w sekwencji tetrapeptydowych substratow, nie
byty one efektywnie hydrolizowane przez DUBs. W strukturze enzymow deubikwitynujacych
mozna wyrozni¢ dwa regiony oddzialujace z substratem, wymagane do efektywnej hydrolizy
ubikwityny z jej biatkowych koniugatow [106]. Pierwszy region (stanowigcy drugorzedowe
miejsce wigzace) oddziatuje z powierzchnig ubikwityny, natomiast drugi region stanowi
centrum aktywne DUB, w ktorym wigzany jest C-koncowy motyw ubikwityny — sekwencja
LRGG. W przypadku wielu DUBs wigzanie ubikwityny przez pierwszy region (oddalony od
centrum aktywnego enzymu) prowadzi do duzych zmian konformacyjnych kieszeni wigzacych
DUB, ktore sa wymagane do efektywnej katalizy substratow [106]. Z powyzszych wzglgdow
zdecydowalismy si¢ syntetyzowac pochodne ubikwityny zawierajgce nienaturalne aminokwasy

w C-koncowym fragmencie ubikwityny. Wspélnie z mgr. inz. Mikotajem Zmudzifskim

opracowali$my wydajng metode syntezy pochodnych ubikwityny (Rys. 4). Sekwencja

peptydowa ubikwityny zostala podzielona na trzy segmenty, z ktéorych kazdy zostat
zsyntetyzowany oddzielnie za pomocg metody SPPS syntezy peptydowych hydrazydoéw. Takie
podejscie umozliwia: (1) wydajng syntez¢ kazdego segmentu peptydowego z dobra czystoscia;
(2) whaczenie nienaturalnych aminokwasow do C-koncowego motywu Ub oraz (3) modyfikacje
N-konca Ub poprzez wprowadzenie réznych znacznikéw i linkerow. W kolejnym etapie
syntezy trzy segmenty peptydowe zostaly polgczone w reakcji natywnej chemicznej ligacji
(NCL). Nastepnie reszty cysteinowe, ktore zostaly wprowadzone w sekwencji Ub, aby
umozliwi¢ przeprowadzenie reakcji NCL, zostaly przeksztalcone w alaning w wyniku
wolnorodnikowej reakcji desulfuryzacji. W ostatnim etapie, znacznik fluorescencyjny z glicyng

zostal przytaczony, a finalny produkt oczyszczony (Rys. 4).
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Rysunek 4. Schemat syntezy pochodnych ubikwityny. Rysunek zaadaptowano z publikacji H3.

Analiza kinetyczna substratow fluorogenicznych opartych na strukturze ubikwityny
zawierajacych nienaturalne aminokwasy na C-koncu ujawnita, iz sg one selektywne wzgledem
docelowych DUBs oraz lepiej rozpoznawane niz substrat referencyjny — zawierajacy sekwencje
ubikwityny (Ub-ACC). W ostatnim etapie badan przeksztatciliSmy substraty fluorogeniczne
oparte na strukturze Ub w markery chemiczne poprzez wprowadzenie znacznika — biotyny na
N-koncu oraz reaktywnej grupy wigzacej — winylometyloestru (VME) na C-koncu. Markery
chemiczne zostaly zsyntetyzowane za pomoca tej samej metody co substraty fluorogeniczne.
Selektywno$¢ markeréw chemicznych okreslitam w badaniach na rekombinowanych
enzymach oraz na lizatach komorkowych. Wybratam trzy linie koméorkowe (HeLa, HEK-293T
oraz A-431), ktoére roéznig si¢ profilem ekspresji DUBs. Ze wzgledu na brak ekspresji MERS-
CoV PLP® w ludzkich komorkach, enzym ten zostal przeze mnie dodany do lizatow
komoérkowych. Analiza otrzymanych wynikéw wykazala, 1z zaprojektowane markery
chemiczne wykazuja wysoka selektywno$¢ wzgledem MERS-CoV PLP® oraz UCH-L3
w poréwnaniu do referencyjnego markera zawierajacego sekwencje natywnej czasteczki Ub
(B-Ub-VME), ktory znakowat wiele DUBs obecnych w lizatach komorkowych (Rys. 5A-C).
Eksperyment z uzyciem przeciwciata przeciwko UCH-L3 potwierdzit, iz oba zaprojektowane
markery chemiczne (B-Ub-UCHL3-1-VME i B-Ub-UCHL3-2-VME) znakuja UCH-L3
w lizatach komérkowych (Rys. 5D).
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Rysunek 5. Selektywno$¢ markerow chemicznych wzgledem DUBs. Znakowanie DUBs w lizatach
komorkowych przez B-Ub-VME i B-Ub-MERS27-VME (panel A) oraz B-Ub-UCHL3-1-VME i B-Ub-
UCHL3-2-VME (panele B-D). Detekcja UCH-L3 w lizacie komorkowym A-431 przy uzyciu markeréw
chemicznych i przeciwciata przeciwko UCH-L3. Lizat komoérkowy A-431 inkubowano
z trzema ro6znymi stezeniami ABPs (100, 200 i 400 nM) przez 30 minut w 37°C (panel D). Rysunek
zaadaptowano z publikacji H3.

W celu potwierdzenia, iz znakowanie UCH-L3 w lizatach komorkowych jest zalezne od

markera chemicznego przeprowadzitam eksperyment, w ktoérym lizat komorkowy A-431



inkubowatam z markerami w r6znych stezeniach (Rys. 6A) oraz eksperyment pull-down (Rys.
6B). Lizaty komorkowe najpierw inkubowatam z markerami chemicznymi (lub bez markerow
— probka kontrolna), a nastgpnie ze ztozem agarozowym ze streptawidyna. Probki po inkubacji

poddatam elektroforezie i analizie Western Blot (Rys. 6B).
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Rysunek 6. Znakowanie DUBs w lizatach komorkowych za pomoca markeréow chemicznych.
Detekcja UCH-L3 w lizacie komorkowym A-431 za pomoca roznych stezen ABPs (panel A).
Eksperyment pull-down z uzyciem B-Ub-VME, B-Ub-UCHL3-1-VME i B-Ub-UCHL3-2-VME (panel
B). Lizaty A-431 i HeLa inkubowano z ABPs lub bez nich przez 30 minut w temperaturze 37°C.
Nastepnie dodano zloze agarozowe ze streptawidyna i probki inkubowano przez 2,5 godziny
w temperaturze 4°C. Probki analizowano za pomoca elektroforezy zelowej, a nastepnie Western Blot.
Rysunek zaadaptowano z publikacji H3.

Podsumowujac, w niniejszej pracy pokazaliSmy, iz mozliwe jest otrzymanie selektywnych
narz¢dzi chemicznych opartych na strukturze ubikwityny dla DUBs poprzez modyfikacj¢ C-
koncowego fragmentu Ub. Wspélnie z mgr. inz. Mikotajem Zmudzinskim opracowatam
wydajng metodg syntezy tych zwigzkow. Wykonane przeze mnie badania biochemiczne (na
rekombinowanych enzymach oraz lizatach komoérkowych) potwierdzily uzyteczno$¢
otrzymanych substratow i markerow chemicznych w obrazowaniu aktywno$ci wybranych
DUBs. Ponadto przedstawiona przez nas nowa strategia otrzymywania selektywnych
zwigzkow chemicznych opartych na strukturze Ub moze zosta¢ wykorzystana do
projektowania: (1) nowych narzedzi do badania DUBS nalezacych do réznych podklas; (2)
bardziej selektywnych narzg¢dzi opartych na tancuchu poliubikwitynowym o réznej topologii;
oraz (3) nowych selektywnych narzedzi chemicznych do badania enzymow rozpoznajacych
podobne do ubikwityny biatka (np. SUMO, 1SG15 lub Nedd8).



H6: Rut W., Zmudzinski M., Drag M., “Design and Synthesis of Ubiquitin-Based
Chemical Tools with Unnatural Amino Acids for Selective Detection of Deubiquitinases”,
Methods in Molecular Biology, 2023, 2591, 59-78.

Publikacja ta powstata w oparciu o wyniki uzyskane z wczesniejszej pracy opublikowanej
w Chemical Science (H3). W niniejszej pracy przedstawitam szczegétowy protokot
projektowania i syntezy selektywnych narzedzi chemiczny opartych na strukturze ubikwityny
dla enzymoéw deubikwitynujacych. Opisatam (1) protokot identyfikacji selektywnej sekwencji
peptydowej za pomocag kombinatorycznej biblioteki substratoéw fluorogenicznych zwierajace;j
naturalne 1 nienaturalne aminokwasy (HyCoSuL); (2) szczegdtowy protokdt syntezy
pochodnych ubikwityny (substratow i markerow chemicznych) zawierajacych selektywnag
sekwencje peptydowa na C-koncu ubikwityny oraz (3) zastosowanie otrzymanych markerow
chemicznych do detekcji DUBs w lizatach komorkowych. Warto zaznaczy¢, iz na koncu
publikacji znajduja si¢ tzw. uwagi (ang. Notes), w ktorych opisatam wskazowki/rady dotyczace

rozwigzania problemow pojawiajacych si¢ podczas wykonywania opisanych eksperymentow.

Proteazy wirusowe

H1: Rut W., Zhang L., Kasperkiewicz P., Poreba M., Hilgenfeld R., Drag M., ,,Extended
substrate specificity and first potent irreversible inhibitor/activity-based probe design for
Zika virus NS2B-NS3 protease”, Antiviral Research, 2017, 139, 88-94.

Pandemia COVID-19 wywotana wirusem SARS-CoV-2 wyraznie pokazata jak wazny cel
terapeutyczny stanowig proteazy wirusowe. Swoje badania nad aktywno$cig proteaz
wirusowych rozpoczetam od proteazy NS2B-NS3 wirusa Zika. Wirus Zika (ZIKV) zostal po
raz pierwszy wyizolowany z komoérek matpy rezus i scharakteryzowany przez Dicka w 1947
roku [107]. Wirus ten szybko rozprzestrzenit si¢ w regionach tropikalnych i subtropikalnych
Afryki Srodkowej oraz Azji Poludniowej i Potudniowo-Wschodniej. Od 2007 roku ogniska
choroby wywotanej wirusem Zika odnotowano w Afryce, obu Amerykach, Azji i na Pacyfiku.
Badania wykazatly, iz zakazenie wirusem Zika oprocz tagodnego przebiegu choroby jakim jest
wystapienie takich objawow jak wysypka, goragczka, bole migsni, moze rowniez powodowaé
powazne zaburzenia neurologiczne, takie jak zespot Guillaina-Barrégo, ostre zapalenie rdzenia

kregowego oraz matogtowie u noworodkow [108-112]. Obecnie nie ma specyficznych metod




leczenie infekcji/choroby wywotanej zakazeniem ZIKV, nie jest rOwniez dostepna szczepionka

przeciwko temu wirusowi.

W genomie wirusa Zika kodowana jest poliproteina, ktora moze by¢ hydrolizowana zar6wno
przez peptydazy sygnatowe gospodarza jak i wirusowg proteaz¢ NS2B-NS3, co prowadzi do
powstania trzech biatek strukturalnych i siedmiu biatek niestrukturalnych, niezbednych
w procesie replikacji wirusa i sktadania wirionow [113, 114]. Ze wzglgdu na petniong funkcje,
proteaza NS2B-NS3 stanowi atrakcyjny cel w projektowaniu lekow hamujacych namnazanie
si¢ wirusa.

W pierwszym etapie badan okreslitam profil specyficznosci substratowej proteazy NS2B-NS3
w pozycjach P4-P1 za pomocg biblioteki HyCoSuL oraz przy uzyciu zdefiniowanej biblioteki
P1 (o ogolnej strukturze Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC, gdzie P1 oznacza naturalny lub
nienaturalny aminokwas). Analiza otrzymanego profilu preferencji substratowej ujawnita,
iz proteaza ta wykazuje bardzo waska specyficzno$¢ substratowg w kieszeniach S3-S1
(preferowane sa gltownie zasadowe aminokwasy) oraz szeroka specyficznos¢ substratowg
w kieszeni S4 (rozpoznawane sg rOwniez aminokwasy o konfiguracji D). Analiza struktury
krystalicznej enzymu potwierdzita brak zdefiniowanej kieszeni wigzacej S4, co przektada si¢
na szerokg specyficzno$¢ substratowa enzymu w pozycji P4 [115]. Informacje te sa szczegdlnie
istotne podczas projektowania selektywnych sekwencji peptydowych, gdyz mozliwos¢
wprowadzenia praktycznie dowolnego aminokwasu w pozycji P4 znacznie zwigksza szanse
znalezienie selektywnej sekwencji peptydowej, w przypadku gdy pozostale badane proteazy
maja zdefiniowany profil specyficzno$ci substratowej w pozycji P4 i1 nie rozpoznaja wielu
aminokwasow.

W kolejnym etapie badan, na podstawie otrzymanego profilu specyficzno$ci substratowe;j
zaprojektowatam 1 zsyntetyzowalam tetrapeptydowe substraty fluorogeniczne i okreslitam
aktywno§¢ proteazy NS2B-NS3 wzglgdem nich. Badania kinetyczne ujawnity,
iz zaprojektowane substraty sg bardzo dobrze rozpoznawane przez enzym (Kka/Km dla
najlepszego substratu WR3: Ac-DArg-Lys-Orn-Arg-ACC wynosito 1 100 000 Ms? i byt on
3,5 krotnie lepiej rozpoznawany niz opracowany we wczesniejszych badaniach substrat
(Ac-Nle-Lys-Lys-Arg-ACC). W ostatnim etapie badan przeksztalcitam najlepszy substrat
w marker chemiczny, ktory w miejscu znacznika fluorogenicznego (ACC) zawieral reaktywna
grupe wigzacg — fosfonian difenylowy oraz biotyne na N-koncu, umozliwiajacg detekcje
kompleksu enzym-marker (Rys. 7A). Pomiar statej inhibicji drugiego rzedu (kobs/l = 2,94x10°
Ms?) oraz analiza reaktywno$ci markera chemicznego za pomocy techniki Western Blot

wykazaty bardzo duze powinowactwo markera chemicznego wzgledem NS2B-NS3 (marker



znakowatl proteaze przy stezeniu réwnym 16 nM, a kompleks marker chemiczny—enzym byt

widoczny na membranie juz po minucie inkubacji) (Rys. 7B, C).
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Rysunek 7. Detekcja proteazy NS2B-NS3 wirusa Zika za pomocg markera chemicznego WRPK3.
(Panel A) struktura markera chemicznego. (Panel B) enzym (100 nM) inkubowano z markerem
chemicznym w stezeniach od 4 do 500 nM przez 10 minut, a nastgpnie probki analizowano za pomoca
metody SDS-PAGE i Western Blot. (Panel C) enzym (100 nM) inkubowano z markerem chemicznym
(100 nM) w czasie od 1 minuty do 60 minut, po czym probki analizowano za pomoca metody SDS-
PAGE i Western Blot. Rysunek zaadaptowano z publikacji H1.

Podsumowujac w niniejszej pracy jako pierwsza opracowalam marker chemiczny wykazujacy

bardzo duze powinowactwo wzgledem proteazy NS2B-NS3 wirusa Zika. Ponadto opracowany
profil specyficzno$ci substratowej moze zosta¢ wykorzystany w poszukiwaniu skutecznych

inhibitorow jako potencjalnych lekow przeciwwirusowych. Publikacja opisujgca powyzsze

wvniki badan zostala oznaczona na platformie Web of Science jako ..highly cited paper”,

co $wiadczy o duzym zainteresowaniu ta tematyka badawcza i otrzymanymi przeze mnie

wynikami.




H2: Rut W., Groborz K., Zhang L., Modrzycka S., Poreba M., Hilgenfeld R., Drag M.,
Profiling of flaviviral NS2B-NS3 protease specificity provides a structural basis for the
development of selective chemical tools that differentiate dengue from Zika and West Nile
viruses, Antiviral Research, 2020, 175, 104731.

W kolejnej mojej pracy dotyczacej wirusowych proteaz zbadatam czy proteazy NS2B-NS3
flawiwirusow (ZIKV, wirusa zachodniego Nilu — ang. West Nile Virus - WNV
I wirusa Dengi) wykazuja podobng specyficznos$¢ substratowa, a tym samym inhibitory oraz
leki projektowane dla jednej proteazy NS2B-NS3, mogg by¢ skuteczne w leczeniu zakazen
wywotanych przez pozostate fawiwirusy. Biorac pod uwage, ze wszystkie trzy enzymy maja
takg samga strukture przestrzenna, proteazy te moga posiada¢ podobny profil specyficznosci
substratowej, co odzwierciedla struktura ich naturalnych substratow [113]. Jednak, proteazy
0 tej samej strukturze przestrzennej moga wykazywac roznice w budowie kieszeni wigzacych,
co mozna stwierdzi¢ dzigki poglgbionej analizie biochemicznej. Wykorzystanie naturalnych
aminokwasow dostarcza jedynie ograniczonych informacji o architekturze kieszeni wigzacych
enzymu. Aby uzyskaé znacznie szerszy wglad, potrzebne jest podej$cie kombinatoryczne
z zastosowaniem szerokiego spektrum réznorodnych struktur chemicznych. W pierwszym
etapie badan okreslitam profil specyficznosci substratowej proteaz NS2B-NS3 WNV i DENV?2
w pozycjach P4-P1 za pomocg biblioteki HyCoSuL oraz przy uzyciu zdefiniowanej biblioteki
P1. Analiza profilu specyficznosci substratowej trzech wirusowych proteaz ujawnita,
iz proteazy NS2B-NS3 WNV i ZIKV wykazuja naktadajaca si¢ specyficzno$¢ substratows,
podczas gdy proteaza DENV2 wykazuje szerszy profil specyficznosci substratowej
(w pozycjach P3 i P4). Na podstawie otrzymanego profilu specyficznosci substratowe;j
zaprojektowatam 1 zsyntetyzowatam tetrapeptydowe substraty fluorogeniczne i1 okreslitam
aktywno$¢ proteaz NS2B-NS3 wzgledem nich. Badania kinetyczne ujawnity, iz enzymy
te wykazuja nakladajaca si¢ specyficzno$¢ substratows, jednak mozna zauwazy¢ roznice
w specyficzno$ci (w pozycjach P2 i P4) migdzy proteazg DENV2, a dwoma pozostatymi (ZIKV
i WNV). Dlatego tez celem kolejnego etapu badan bylo zaprojektowanie Ssekwencji
peptydowych pozwalajacych na rozréznienie proteazy DENV2 od proteaz NS2B-NS3 WNV
I ZIKV. Analiza kinetyczna zaprojektowanych substratow wykazata, iz dwa substraty (S13WZ
I S14WZ) byly bardzo stabo rozpoznawane przez proteazg NS2B-NS3 DENV2 i wydajnie
hydrolizowane przez proteazy NS2B-NS3 ZIKV i WNV oraz substrat S15D byt selektywny
wzgledem proteazy NS2B-NS3 wirusa Dengi. W kolejnym etapie badan, w celu otrzymania
narzadzi chemicznych umozliwiajacych wizualizacje wirusowych proteaz, zaprojektowatam

1 zsyntetyzowalam markery chemiczne: dwa markery chemiczne dla proteazy DENV2



(ABP_S8D - Biotyna-6-Ahx-hCha-Lys-hArg-Arg°(OPh),, ktéry zawierat sekwencje
peptydowa najlepiej rozpoznawang przez ten enzym i ABP_S15D - Biotyna-6-Ahx-DhPhe-Tic-
hArg-Arg®(OPh),, ktory zawierat selektywna sekwencje peptydowa) oraz trzy markery
chemiczne dla proteaz WNV i ZIKV (ABP_S3WZ - Biotyna-6-Ahx-DArg-Lys-Orn-
ArgP(OPh),, ktoéry zawieral jedna z najlepiej rozpoznanych sekwencji peptydowych;
ABP_S13WZ - Biotyna-6-Ahx-Lys-Orn-Lys-Arg’(OPh), i ABP_S14WZ - Biotyna-6-Ahx-
Phe(guan)-Orn-Orn-Arg”(OPh)?, ktére zawieraty selektywne sekwencje peptydowe wzgledem
proteaz ZIKV i WNV).
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Rysunek 8. Detekcja wirusowych proteaz NS2B-NS3 za pomoca markerow chemicznych. Proteazy
(20 nM) inkubowano z wybranym markerem chemicznym w trzech réznych stezeniach przez 15 minut,
a nastepnie probki analizowano za pomocg metody Western Blot (panel A, B i1 C). Ocena selektywnosci
markeréw chemicznych (ABP_S13WZ i ABP S15D) wzglegdem wirusowych enzymow
proteolitycznych. Trzy proteaz NS2B-NS3 (kazda w stezeniu 20 nM) inkubowano z markerem
chemicznym, a nastgpnie probki poddano analizie Western Blot (panel D). Rysunek zaadaptowano
z publikacji H2.

Pomiar statych inhibicji drugiego rzedu (kons/lI) oraz analiza reaktywnosci/selektywnosci
zaprojektowanych markerow chemicznych za pomoca techniki Western Blot wzgledem trzech
wirusowych proteaz wykazaty, iz (1) markery chemiczne ABP_S8D i ABP_S3WZ znakowaty
wszystkie trzy wirusowe proteazy (Rys. 8A); (2) zwigzek ABP_S3WZ wykazywal wigksze



powinowactwo wzgledem proteazy WNV w poréownaniu z ABP S8D; (3) ABP_S14WZ
wykazywal wigksze powinowactwo wzgledem proteaz NS2B-NS3 WNV i ZIKV, ale mniejsza
selektywno$¢ w porownaniu do ABP_S13WZ (Rys. 8B); (4) ABP_S15D byt selektywny
wzgledem proteazy wirusa Dengi (Rys. 8C). W ostatnim etapie badan wykonatam testy
konkurencyjne inkubujac wszystkie trzy proteazy wirusowe (tzw. koktajl proteaz) z markerem
chemicznym ABP_S13WZ lub ABP_S15D (Rys. 8D). Marker chemiczny ABP_S13WZ
najpierw wigzat si¢ z proteaza NS2B-NS3 ZIKV, nastepnic WNV i przy 2,5-krotnym
nadmiarze markera wzgledem enzymu, z proteazg DENV2. Natomiast zwigzek ABP_S15D byt
selektywny wzgledem proteazy NS2B-NS3 wirusa Dengi.

Podsumowujac otrzymane przeze mnie wyniki badan ujawnity, iz proteazy NS2B-NS3 wirusa
Zika i Zachodniego Nilu wykazuja bardzo podobny profil specyficznosci substratowej we
wszystkich kieszeniach wigzacych, podczas gdy ortolog wirusa Dengi ma nieco inny profil
preferencji substratowej w pozycjach P2 i P4. Informacje te pozwolity na zaprojektowanie
selektywnej sekwencji peptydowej, uzytej w syntezie substratu i markera chemicznego,
umozliwiajacej rozrdznienie proteazy NS2B-NS3 wirusa Dengi od pozostatych dwoch
badanych proteaz. Ponadto opracowatam narzedzia chemiczne pozwalajace na detekcje
wszystkich trzech wirusowych proteaz NS2B-NS3. Wzrost liczby zakazen wirusowych
wywolany przez przenoszone przez komary flawiwirusy (ZIKV, WNV i DENV) nie tylko
w Azji czy Afryce, ale rowniez w krajach europejskich powoduje, iz konieczne jest
opracowanie szybkich i specyficznych testow diagnostycznych oraz skutecznych lekow
przeciwwirusowych. Wyniki opisane w niniejszej publikacji zapewniaja podstawy strukturalne
w projektowaniu inhibitorow, ktore mogg postuzy¢ jako struktura wiodgca w pracach nad

rozwojem skutecznych lekoéw przeciwwirusowych.

H5: Rut W., Groborz K., Zhang L., Sun X., Zmudzinski M., Pawlik B., Wang X.,
Jochmans D., Neyts J., Mlynarski W., Hilgenfeld R., Drag M., SARS-CoV-2 Mpro
inhibitors and activity-based probes for patient-sample imaging, Nature Chemical
Biology, 2021, 17, 222-228.

Badania dotyczace proteaz wirusa SARS-CoV-2 rozpoczetam pod koniec Iutego 2020 roku.
Wowczas niewiele bylo wiadomo na temat samego wirusa, ktoéry bardzo szybko sie¢
rozprzestrzeniat doprowadzajac do wybuchu pandemii COVID-19 (z ang. coronavirus disease
2019). Do typowych objawow zakazenia wirusem SARS-CoV-2 nalezaly kaszel, goraczka,
bole migsni, glowy, dusznosci, a w cigzkim przebiegu choroby dochodzilo do probleméw

z oddychaniem, zapalenia ptuc, cigzkiej ostrej niewydolnosci oddechowej, niewydolnosci



wielonarzagdowej, a nawet $mierci [116, 117]. Nie istnialy szczepionki, ani leki na COVID-19,
dlatego wysitki naukowcoéw na calym $wiecie skupione byty na identyfikacji molekularnych
celow kluczowych dla rozwoju terapii przeciwwirusowej. Jak pokazaly nasze badania, ktorych
wyniki opublikowaliSmy w czasopismie Nature Chemical Biology, jednym z takich
molekularnych celéw terapeutycznych jest wirusowa proteaza SARS-CoV-2 MP™ (z ang. main
protease). SARS-CoV-2 MP™to proteaza cysteinowa, ktora hydrolizuje wirusowa poliproteing
prowadzac do powstania 12 biatek niestrukturalnych, w tym zaleznej od RNA polimerazy RNA
oraz helikazy [118, 119]. Bialka te sg niezbedne w procesie replikacji wirusa, dlatego

zahamowanie aktywnosci proteazy MP™

stanowi jedna z potencjalnych strategii walki
z koronawirusem. Ze wzgledu na bliskie pokrewienstwo filogenetyczne nowego wirusa SARS-
CoV-2 z weczesniejszym SARS-CoV, ktory wywolal epidemie w latach 2002-2003, ich
proteazy maja wiele wspolnych cech strukturalnych i funkcjonalnych [120-123]. Dzigki
wspoOtpracy z grupg prof. Rolfa Hilgenfelda z Niemiec otrzymali$my te dwie wirusowe proteazy
do badan porownawczych. W pierwszym etapie badan okreslitam specyficzno$¢ substratowsa
proteazy MP™ obu wiruséw za pomocg HyCoSuL. Otrzymany profil preferencji substratowej

ujawnil, iz proteazy obu wiruséw wykazuja bardzo podobng specyficzno$¢ substratowa,

co sugeruje brak mutacji w miejscu aktywnym proteazy SARS-CoV-2 MP a tym samym

inhibitory/leki projektowane dla SARS-CoV MP° moga byé bezposrednio wykorzystane

w badaniach nad SARS-CoV-2. Doktadna analiza preferencji substratowej kieszeni wigzacych

w centrum aktywnym SARS-CoV-2 MP™ pozwolita mi na zaprojektowanie optymalnej
sekwencji peptydowej (Abu-DTyr-Leu-GIn, pozycje P4-P1l) oraz sekwencji zawierajgcej
najlepiej rozpoznawane aminokwasy (Abu-Tle-Leu-GlIn), ktore uzytam w syntezie inhibitorow
(Ac-Abu-DTyr-Leu-GIn-VS, Ac-QS5-VS; Ac-Abu-Tle-Leu-GIn-VS, Ac-QS1-VS) oraz
markeréw chemicznych (Bodipy-PEG(4)-Abu-DTyr-Leu-GIn-VS, Bodipy-QS5-VS; Cy5-
PEG(4)-Abu-Tle-Leu-GIn-VS, Cy5-QS1-VS) (Rys. 9A). Aktywnos¢ i selektywno$¢ zwigzkow
potwierdzitam w badaniach na rekombinowanych enzymach oraz lizatach komorkowych (linie
komorkowe HelLa i HEK-293T) (Rys. 9B-E). Grupa prof. Hilgenfelda okreslita strukture
krystaliczng proteazy MP® w kompleksie z markerem chemicznym o strukturze biotyna-
PEG(4)-Abu-Tle-Leu-GIn-VS potwierdzajac tym samym, iz marker chemiczny wigze si¢
w centrum aktywnym proteazy. Wyniki badan wykonanych w laboratorium prof. Neytsa
w Belgii na ludzkich komoérkach watroby (Huh7) zakazonych wirusem SARS-CoV-2 ujawnily,

iz zaprojektowany przeze mnie peptydowy inhibitor Ac-QS5-VS wykazuje bardzo podobna site

hamowania replikacji wirusa (ECso = 3.7 uM: CCso > 100 uM) jak powszechnie stosowany lek

przeciwwirusowy remdesivir (ECso = 1,15 uM: CCso = 87 uM) i jest od niego mniej toksyczny




(Rys. 9F, G). Nalezy zaznaczy¢, ze oba zwiazki wykazujg inny mechanizm dziata (remdesivir
hamuje wirusowa polimeraz¢ RNA zalezng od RNA [124]).
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Rysunek 9. Detekcja SARS-CoV-2 MP™ za pomoca markeréw chemicznych. Struktury inhibitorow
i markeréw chemicznych (A). Znakowanie SARS-CoV-2 MP™ za pomocg ABPs (B-D). Selektywno$¢



ABPs w lizatach komorkowych ((E), gwiazdka zaznaczono SARS-CoV-2 MP® dodany do lizatow).
Aktywnos$¢ przeciwwirusowa inhibitorow Ac-QS5-VS i remdesiviru na komorkach zakazonych
wirusem (F) oraz analiza toksyczno$ci komorkowej (G). Rysunek zaadaptowano z publikacji H5.

W ostatnim etapie badan, we wspotpracy z grupa prof. Wojciecha Mtynarskiego z Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi, postanowiliémy sprawdzi¢ czy otrzymany marker chemiczny moze
zosta¢ uzyty do detekcji SARS-CoV-2 MP™ w probkach pacjentow zakazonych wirusem.
Probki komoérek pobranych z nosogardzieli pacjentow chorych na COVID-19 oraz zdrowych

(kontrola negatywna) inkubowali§my z markerem chemicznym, a nast¢pnie przygotowane

preparaty analizowaliSmy pod mikroskopem konfokalnym. Wyniki tych badan pokazaty,

iz dzieki uzyciu zaprojektowanego markera chemicznego mozliwa jest detekcja proteazy MP™©

w_probkach chorych na COVID-19 oraz rozroznienie pacjentdw zakazonych wirusem od

zdrowych (Rys. 10). Ponadto zaobserwowalismy roznice w intensywnosci sygnalow

pochodzacych od proteazy MP™ w probkach pacjenta pobranych w pierwszym i pigtym dniu po

diagnozie, co §wiadczy o rozwijajacej si¢ infekcji wirusowej. Otrzymane wyniki potwierdzaja,

ze zaprojektowany przeze mnie marker chemiczny to doskonalte narzedzie do detekcii tego

enzymu oraz moze zosta¢ wykorzystany jako narzedzie diagnostyczne.

DAPI Bodipy-QS5-VS ACE2 Cy5 Natozenie
Patient ID: P10PD

Patient ID: PO6JM

Rysunek 10. Detekcja SARS-CoV-2 MP™ za pomoca Bodipy-QS5-VS w komorkach nablonka
nosogardla pacjentéw, u ktorych wynik testu na obecno$s¢ SARS-CoV-2 byl pozytywny (dwa gorne



panele, pacjent P10PD, P06JM) i pacjentéw zdrowych (probki kontrolne, dolny panel ctrl).
Komérki nabtonkowe pochodzace z wymazéw z jamy nosowo-gardlowej wybarwiono markerem
Bodipy-QS5-VS, przeciwciatem anty-ACE2 (enzym konwertujacy angiotensyne 2) z drugorzedowym
przeciwciatem Cy5 oraz DAPI (jadra komérkowe). Rysunek zaadaptowano z publikacji H5.

Podsumowujgc, w niniejszej publikacji dokonaliSmy doktadnie charakterystyki proteazy
SARS-CoV-2 MP® zarowno pod wzgledem preferencji substratowej, jak roéwniez
ukierunkowanego projektowanie inhibitorow i markeré6w chemicznych. Opracowane przeze
mnie narz¢dzia chemiczne moga zosta¢ wykorzystane do optymalizacji struktury lekow
przeciw COVID-19, a takze w poszukiwaniu nowego przeznaczenia istniejacych lekow (ang.

drug repurposing). Zaprojektowane przeze mnie substraty fluorogeniczne wykorzystywane sa

w wielu o$rodkach badawczych w badaniach przesiewowych znanych juz inhibitordw i lekoéw

jako potencjalnych zwigzkéw hamujacych aktywno$é proteazy SARS-CoV-2 MP™. Uzycie

substratow fluorogenicznych znacznie przyspiesza i ulatwia wykonywanie tego typu badan.
Przyktadami tego typu zastosowan zaprojektowanych substratow w aktualnej literaturze sa
artykuty dotyczgce poszukiwania inhibitorow proteazy MP™ (Breidenbach et al. Angew. Chem.
Int. Ed. 2021, 60, 2; Baker et al. PLoS ONE 2021, 16, e0245962) czy syntezy markera
chemicznego (van de Plassche et al. ChemBioChem 2020, 21, 3383), ktorego struktura oparta
jest na sekwencji peptydowej jednego z opracowanych przeze mnie substratow. Ponadto
w kilku przegladach literaturowych odniesiono si¢ do wpltywu uzyskanych wynikéw badah na
perspektywiczne terapie ukierunkowane wzgledem COVID-109.

Publikacja opisujaca powyzsze wyniki badan zostata na przelomie stycznia i lutego 2023 roku

oznaczona na platformie Web of Science jako ..highly cited paper”. Ten wysoko cytowany

artykul uzyskal wystarczajaca liczbe cytowan, aby znalez¢ sie w 1% najlepszych artykulow

w dziedzinie bioloaqii i biochemii w oparciu 0 prog wysoko cytowanych publikacji dla dziedziny

i roku publikacji.

H4: Rut W., Lv Z., Zmudzinski M., Patchett S., Nayak D., Snipas S., Oualid F.E., Huang
T.T., Bekes M., Drag M., Olsen S.K., Activity profiling and crystal structures of inhibitor-
bound SARS-CoV-2 papain-like protease: A framework for anti-COVID-19 drug design,
Science Advances 2020, 6(42), 1-13.

We wspolpracy z grupg badawcza prof. Shauna Olsena i Tonego Huanga, jako pierwszy zespot

naukowy na $wiecie scharakteryzowaliSmy druga proteaze wirusa SARS-CoV-2 — papaino-

podobng proteaze PLP™. Podobnie jak SARS-CoV-2 MP®, PLP™ jest niezbedna w procesie




replikacji koronawirusa. Dodatkowo enzym ten peini wazng funkcj¢ w zaburzeniu wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej podczas infekcji wirusowej. Badania nad proteazg PLP™
poprzedniego wirusa wykazaly, iz jest ona zaangazowana w proces hamowania produkcji
cytokin i chemokin, ktore sa odpowiedzialne za aktywacje wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej gospodarza podczas infekcji wirusowej [103, 125-128]. Dlatego enzym ten
stanowi wazny cel molekularny w projektowaniu lekow przeciwwirusowych. Pomimo
znacznych wysitkow naukowcdéw w poszukiwaniu skutecznych inhibitorow SARS-CoV PLP™,
brakuje istotnych informacji na temat skutecznosci tych zwigzkow w badaniach klinicznych
[120, 129, 130]. Nasza hipoteza badawcza zakladata, iz wiedza na temat SARS-CoV PLP™,
zdobyta w ciggu ostatnich lat, moze zosta¢ natychmiast wykorzystana w badaniach nad
obecnym SARS-CoV-2 PLP® co znacznie przyspieszy rozwdj nowych lekow

przeciwwirusowych. Okreslenie specyficznosci substratowej, struktury i mechanizmu dziatania

proteazy SARS-CoV-2 PLP™® znacznie ulatwiloby opracowanie skutecznych inhibitorow

poprzez dostarczenie niezbednych informacji umozliwiajacych racjonalne projektowanie

i _retargetowanie lekow, co bylo gléwnym celem naszych badan. Za pomoca HyCoSuL

okreslilismy pelny profil preferencji substratowej proteazy PLP™ obecnego i poprzedniego
koronawirusa. Analiza profilu specyficznosci substratowej ujawnita, iz oba enzymy rozpoznaja
tylko Gly w pozycji P2, maja szeroka specyficzno$¢ w pozycji P3 i waski profil preferencji
aminokwasowej w pozycji P4. Ponadto architektura kieszeni wigzacych w centrum aktywnym
obu proteaz jest niemal identyczna, co potwierdza rowniez analiza aminokwasow budujacych
kieszenie S4-S2 obu enzymow (Rys. 11A-C). Jest to krytycznie wazna informacja w aspekcie
wykorzystania informacji z badan nad inhibitorami lub retargetowaniem lekow prowadzonych
w przesztosci dla SARS-CoV PLP™ do natychmiastowego zastosowania w badaniach nad
SARS-CoV-2 PLP®. Wykorzystujac te informacje zaprojektowatam i zsyntetyzowatam
kowalencyjne inhibitory (VIR250 i VIR251). Analiza biochemiczna wykazata, iz zwiagzki te
charakteryzujg si¢ dobrg aktywnos$cig i wysoka selektywnos$cig wzgledem wirusowych proteaz
PLP® (Rys. 12A-C). Jest to cenna informacja w kontek$cie prowadzenia badan
ukierunkowanych na poszukiwanie peptydowych zwigzkow przeciwwirusowych wzgledem

tego enzymu.
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Rysunek 11. Profilowanie aktywnosci wirusowych proteaz PLP™. Profile specyficzno$ci
substratowej proteaz PLP® (wybrane aminokwasy z bibliotek substratow P3 i P4, panel A). Struktura
substratow fluorogenicznych (panel B). Stala specyficznosci dla tetrapeptydowych substratow
fluorogenicznych wzgledem SARS-CoV PLP® i SARS-CoV-2 PLP™ (panel C). Rysunek zaadaptowano

z publikacji H4.

We wspotpracy z grupg prof. Olsena zostaty okreslone struktury krystaliczne proteazy SARS-

CoV-2 PLP®w kompleksie z kazdym z zaprojektowanych inhibitorow (Rys. 12D). Co ciekawe,

aminokwasy w pozycji P4 VIR250 i VIR251 zajmowaly przeciwne strony kieszeni wigzacej

S4 proteazy, ponadto istnialy dodatkowe regiony kieszeni S4, ktore nie byly zaangazowane

w interakcje z aminokwasami obu inhibitorow. Uzyskane struktury krystaliczne mogg stanowi¢

podstawe przysztych badan nad lekami, ktéorych celem bedzie otrzymanie silniejszych

inhibitorow.
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Rysunek 12. Charakterystyka inhibitorow SARS-CoV-2 PLP™. Inhibicja DUBs przez VIR250 (A)
i VIR251 (B) ([1] = 2,3-300 uM; stezenie SARS-CoV PLP™ 0,3 uM; stezenie SARS-CoV-2 PLP™ 0,1
uM; stezenie MERS-CoV PLP® 2.5 uM; stezenie UCH-L3 8 pM). Ocena selektywnosci inhibitorow
w lizacie komorkowym (C). Lizat komérek HelLa najpierw inkubowano ze wskazanym inhibitorem
przez 30 min, a nastgpnie z markerem Biotyna-Ub-VME. Probki analizowano za pomoca SDS-PAGE
i metoda Western Blot przy uzyciu streptawidyny znakowanej Alexa Fluor 647. Struktury krystaliczne
SARS-CoV-2 PLP® w kompleksie z inhibitorami (D). Rysunek zaadaptowano z publikacji H4.

SARS-CoV PLP™ poza hydrolizg wirusowej poliproteiny wykazuje dwie inne aktywnoSci,
a mianowicie katalizuje reakcje uwolnienia ubikwityny (aktywnos$¢ deubikwitynujace) oraz
ubikwityno-podobnego biatka ISG15 (ang. Interferon-induced gene 15) z komodrkowych
substratow [131, 132]. Dlatego w ostatnim etapie badan zbadali$my aktywno$¢ SARS-CoV-2
PLP® wzgledem ubikwityny i biatek ubikwityno-podobnych (Rys. 13A-F). Analiza
biochemiczna wykazata, iz SARS-CoV-2 PLP® wykazuje podobng aktywnos$¢ wzgledem
ISG15 jak SARS-CoV PLP™, natomiast znacznie stabiej rozpoznaje tfancuch poliubikwitynowy
potaczony resztg K48 (Rys. 13C-F). Ponadto SARS-CoV-2 PLP™ rozpoznaje substrat Ub-ACC
tylko 10 razy lepiej niz tetrapeptydowy substrat, podczas gdy réznica ta dla SARS-CoV PLP™
jest 60-krotna (Rys. 13C). Wskazuje to na pewne réznice pomi¢dzy enzymami w miejscu
odziatywania z powierzchnig ubikwityny (ang. exosite). Biorac pod uwage waznag rolg

ubikwityny i biatek ubikwityno-podobnych we wrodzonej odpowiedzi immunologicznej na



infekcje wirusows, roznice te mogg mie¢ wpltyw na biologie wirusa. Nasze pozniejsze badania
wykazaly iz, nizsza aktywno$ci SARS-CoV-2 PLP"® wzgl¢dem ubikwityny w poréwnaniu do
SARS-CoV PLP® wynika z réznic w budowie regionu S1 enzymu odpowiedzialnego za
wigzanie ubikwityny (region ten jest konserwatywny z wyjatkiem dwoch reszt
aminokwasowych zlokalizowanych w domenie palca PLP™: Val226 i GIn233 w SARS-CoV
oraz Thr225 i Lys232 w SARS-CoV-2). Co istotne, wariant gamma koronawirusa powigzany
Z uposledzaniem wrodzonej odpowiedzi immunologicznej posiad mutacje w regionie S1, ktora
zwigksza aktywno$¢ proteazy PLP™ wzgledem ubikwityny (publikacja S6, Patchett S. i in.,Cell

Reports 2021).

SARS-CoV-1PLpro SARS-CoV-2 PLpro + DMSO + VIR21 252-323- W SARS CoV-1 PLpro
kDa """ = SARS CoV-2 PLpro 7z
98 — ~ 400,000
62— 200,000
PLpro = 50,000
49 “|| ububi = 40000]
- b 30,000
[ R — S | —— O N b X ¥R - e adducts 3 —
38 - ——- wemmm  [Plpro- T |- X 30 100003
28 B-Ub = % 1000 -
B 5 adduct = : x 750 o
e L4 - Ublé}bl 300 —j
6 — - S — — probes -
Western blot Western blot probe el ~ V~ Qe T T
B-Ub-VME(uM): 0.1 02 0408 1 0 01020408 1 0 Q’ ,Q'ﬁsoQ o A“"\(& q‘ﬁ & Q Ac-LRGG-ACC Ub-ACC  1SG15-AMC
PLpro (uM): 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 02 020202 0202 &§ & Substrates
& *-‘;’ \b° » $° @" \a,b\
@Q’ G
E covi cov2 mers F K63-4Ub Kag:a0b
SARS- K63-4Ub K48-4Ub PLpro PLpro Plpro USPZe CoVl CoV2 MERS
CoV2 & Ub-VS = 4 = 4 = 4 = 4 g Plpro PLpro Pvao USPZ @ CoVl CoVi2 - MERS
Plpro - S S - 2o S m ; i e $ Plpro Plpro Plpro UsP2,
SRENER (nM)
LY R e o b L e :Ub-DUBs N & VRN 2 Sy S S% S oM
‘. - ™= HUBs —y
B e U KIS | e -
0 D a e e > Ub*(K63 ”
) | ———— e -------9- b Kag)

Spyro

ub?

ub'

4Ub

Ub-Vs

Spyro

ub?

ub’  4ub

Ub'

K4s-

Spyro

ub?

ub'

+ Nonspecific band

Rysunek 13. Aktywno$¢ proteaz PLP™ wzgledem Ub oraz bialek ubikwitno-podobnych. (A)
Znakowanie SARS-CoV PLP° i SARS-CoV-2-PLP® za pomoca markera Biotyna-Ub-VME.
Rekombinowane enzymy inkubowano ze wskazanymi stezeniami B-Ub-VME przez 45 minut w 37°C,
a nastepnie analizowano metoda SDS-PAGE i Western Blot przy uzyciu koniugatu streptawidyny
z Alexa Fluor 647. (B) SARS-CoV-2-PLP™ najpierw inkubowano z VIR251 lub bez inhibitora przez 30
minut w 37°C, a nastgpnie ze wskazanym markerem chemicznym Ub/Ubl w temperaturze pokojowej
przez 2 minuty. Nastgpnie analizowano za pomocg SDS-PAGE. (C) Stata specyficzno$ci dla wybranych
substratow wzgledem SARS-CoV PLP® i SARS-CoV-2 PLP™. (D) Wybrane substraty zawierajgce
tancuchy tetraUb inkubowano z SARS-CoV-2 PLP® przez 30 minut w 37°C, a nast¢pnie poddano
analizie SDS-PAGE. (E) Znakowanie DUBs za pomocg Ub-VS. Ub-VS inkubowano przez 30 minut
w 37°C ze wskazang proteaza, a nast¢pnie poddano analizie SDS-PAGE. (F) Wybrane substraty
zawierajace tancuchy tetraUb inkubowano ze wskazang proteaza i analizowano w taki sam sposob jak
w panelu (D). Rysunek zaadaptowano z publikacji H4.

Podsumowujac wyniki naszych badan otwieraja droge w Kierunku projektowaniu skutecznych

inhibitorbw proteaz PLP™®. nie tylko wzgledem obecnego koronawirusa, ale rdwniez

koronawirusOw. ktoére moga pojawié sie w najblizszej przyszlosci. Ponadto publikacja




opisujaca powyzsze wyniki badan zostala na przelomie stycznia i lutego 2023 roku 0znaczona

na platformie Web of Science jako ,.highly cited paper”. Ten wysoko cytowany artykut uzyskat

wystarczajaca liczbe cytowan, aby znalezé sie w 1% najlepszych artykulow

w dziedzinie biologii i biochemii w oparciu o prog wysoko cytowanych publikacji dla dziedziny

i roku publikaciji.

Publikacje uzupelniajace:

Mo¢j dorobek naukowy poza publikacjami stanowigcymi moje osiggnigcie habilitacyjne
(H1-H6) obejmuje rowniez prace S1-S15, ktore nie zostaly wlaczone do osiggniecia
habilitacyjnego z uwagi na moj znacznie mniejszy wkitad merytoryczny (wyjatek stanowig
prace S11iS14) lub inny cel badawczy (obrazowanie aktywnosci proteaz innych niz wirusowe)
i stanowig uzupetnienie do niniejszej rozprawy habilitacyjnej (wykaz tych prac znajduje si¢ w
zataczniku ,,Wykaz osiggnie¢ naukowych lub artystycznych, stanowiacy znaczny wkitad w
rozwoj okreslonej dyscypliny”). Badania opisane w pracach S1, S2, S4-S6 dotycza proteaz
wirusowych i pokrywaja si¢ z zakresem moich badan opisanych w dorobku habilitacyjnym,
natomiast pozostate prace dotycza obrazowania aktywnosci proteaz ludzkich 1 drobnoustrojow,
a mianowicie kaspaz i katepsyn — prace S8-S10, S15; proteazy FSAP — praca S11, proteaz
drobnoustrojow chorobotworczych — prace S7 i S12; proteasomu — prace S3 i S14 oraz pracy
przegladowej na temat kombinatorycznych bibliotek substratow stosowanych do badan proteaz
zaangazowanych w choroby nowotworowe — praca S13.

Publikacje S1, S2, S4-S6 stanowig kontynuacje badan nad proteazami wirusa SARS-CoV-2
1 sg rezultatem wspotpracy naukowej nawigzanej w trakcie realizacji badan opisanych
w publikacjach H4 i H5. Opracowane przeze mnie narz¢dzia chemiczne do obrazowania
aktywnosci proteaz SARS-CoV-2 MP™ i PLP zostaty wykorzystane do lepszego zrozumienia
biologicznych funkcji tych enzyméw (prace S5 i S6). Publikacja S4 dotyczyta poszukiwania
nowych inhibitorow proteaz MP™ i PLP™ wirusa SARS-CoV-2. W pracy tej postanowili$my
w sposob eksperymentalny odpowiedzie¢ na pytanie, czy zwiazki zapachowe i smakowe (olejki
eteryczne, ekstrakty aromatyczne) moga stanowi¢ zrodto skutecznych inhibitoréw proteaz
koronawirusa, czy zwigzki te wykazujg wlasciwos$ci przeciwwirusowe. Olejki eteryczne jako
zwiazki lotne, poprzez inhalacj¢, moga stanowi¢ uzupelniajagcg metode terapii obok juz
istniejacych strategii terapeutycznych w walce z koronawirusem. W pracy tej syntetyzowatam
substraty fluorogeniczne, za pomocg ktorych okreslitam site hamowania obu proteaz wirusa

SARS-CoV-2 przez wybrane olejki eteryczne i ekstrakty. Uzyskane wyniki pokazaty, iz olejek



eteryczny wyizolowany z li§ci mandarynki hamuje aktywno$¢ proteazy SARS-CoV-2 PLP™,
natomiast benzoesowe rezynoidy Siam i Sumatra hamujg aktywnos$¢ proteazy SARS-CoV-2
MP, W publikacji S2 wspdlnie z mgr. inz. Mikotajem Zmudzifiskim zbadaliémy wplyw
mutacji wystepujacych w strukturze proteazy SARS-CoV-2 MP™ wariantow budzacych obawy
(ang. variant of concerns, VOCSs) na jej specyficzno$¢ substratowg. Wykorzystujgc biblioteke
HyCoSuL okresliliSmy specyficznos$¢ substratowa dziesigciu mutantow proteazy SARS-CoV-

2 MP™. Uzyskane profile specyficzno$ci substratowej ujawnily, iz mutanty MP° wykazuja

podobna specyficznos$¢ substratowa, a tym samym inhibitory projektowane dla proteazy SARS-

CoV-2 MP® beda skuteczne niezaleznie od wariantu koronawirusa. W ostatniej pracy

dotyczacej proteaz wirusowych (S1) wspdlnie z mgr. inz. Mikotajem Zmudzinskim zbadali$my
zdolnos¢ pochodnych ebselenu do hamowania aktywnos$ci obu proteaz SARS-CoV-2. Opisane
w literaturze wyniki badan przeprowadzonych w testach enzymatycznych oraz
przeciwwirusowych ujawnily, iz ebselen jest silnym 1 kowalencyjnym inhibitorem wirusowych
proteaz. W zwigzku z tym postanowilismy zbada¢ kolekcje 34 pochodnych ebselenu pod katem
ich skutecznoséci w hamowaniu proteaz koronawirusa. Zidentyfikowali$my trzy inhibitory PLP™
i cztery MP, ktore wykazywaly lepsza site hamowania niz ebselen. Ponadto we wspotpracy
z grupg prof. Jemielitego pokazaliSmy, Ze ebselen i jego pochodne hamujg aktywnos$¢ kolejnego
wirusowego biatka — N7-metylotransferazy zaangazowanej w modyfikacje czapeczki
wirusowego RNA. W drugim ectapie badan zbadaliSmy aktywno$¢ przeciwwirusowg 11
pochodnych ebselenu w testach na komorkach zakazonych wirusem. Rezultaty tych badan
ujawnity, iz zwiazki te wykazuja aktywnos$¢ przeciwwirusowa, cytoprotekcyjna oraz cechuje
je niska cytotoksyczno$é. Podsumowujgc nasza praca pokazuje, ze ebselen, jego pochodne
i analogi diselenidowe stanowig obiecujaca platforme do rozwoju nowych lekow przeciwko
wirusowi SARS-CoV-2.

Druga czeg$¢ publikacji stanowigcych uzupetnienie do niniejszej rozprawy habilitacyjnej dotycz
obrazowania aktywnos$ci ludzkich proteaz i1 proteaz drobnoustrojow chorobotworczych.
W pracy S11 opisatam wyniki dotyczace opracowania selektywnych narzedzi chemicznych do
monitorowania aktywnos$ci proteazy kaskady krzepnigcia krwi — FSAP. FSAP (ang. factor
seven activating protease) to proteaza serynowa odpowiedzialna za aktywowanie czynnika V11
w kaskadzie krzepnigcia krwi. Enzym ten wydzielany jest w formie nieaktywnego zymogenu
przez komorki watroby [133]. Aktywacja enzymu we krwi lub osoczu nastepuje w wyniku
kontaktu z czynnikami jadrowymi takimi jak histony czy nukleosomy uwalniane przez komorki
w  wyniku apoptozy badz nekrozy [134]. Pomimo ograniczonej  ekspresji

w narzadach/tkankach, FSAP jest szeroko rozpowszechniony W wielu tkankach, szczegdlnie



w stanach chorobowych. Badanie przeprowadzone z zuzyciem nieaktywnego proteolitycznie
polimorfizmu biatka FSAP (nazwanego Marburg 1), a takze badania na myszach z nokautem
FSAP wskazuja, ze FSAP moze odgrywa¢ wazng role w wielu stanach patofizjologicznych,
takich jak zwezenie tetnic szyjnych, udar, zwtdknienie watroby, czy rak tarczycy, jednak
niewiele wiadomo o jego doktadnej funkcji [135-141]. W zwigzku z tym konieczne jest
opracowanie selektywnych narzgdzi chemicznych umozliwiajacych doktadny pomiar
aktywnos$ci FSAP w osoczu oraz detekcje aktywnego enzymu w tkankach. Ponadto poznanie
pelnej specyficznosci substratowej enzymu moze ulatwi¢ zrozumienie molekularnych
mechanizmow zwigzanych z aktywnoscig FSAP. W 2017 roku Kara i wspodtpracownicy
okreslili specyficznosci substratowa FSAP za pomoca biblioteki substratow zawierajacej tylko
naturalne aminokwasy (metoda PS-SCL) oraz metodg prezentacji fagowej (ang. phage display)
[142]. Na podstawie otrzymanego profilu specyficznosci substratowej zaprojektowali dwa
substraty fluorogeniczne (Ac-Ala-Lys-Nle-Arg-AMC, Ac-Ala-Leu-Lys-Arg-AMC), ktore
wykazywaly najlepszg selektywnos¢ wzgledem FSAP w poréwnaniu z innymi enzymami
kaskady krzepnigcia krwi i fibrynolizy, spo$rod badanych substratoéw fluorogenicznych. Sami
autorzy badan zasugerowali w pracy, iz konieczna jest dalsza modyfikacja opracowanych
sekwencji peptydowych substratow w celu zwigkszenia ich selektywnosci 1 specyficznosci
wzgledem FSAP [142]. Zastosowanie nienaturalnych aminokwasow zwieksza mozliwos¢
projektowania selektywnych substratow, inhibitorow, czy tez markerow chemicznych, czego
przyktadem jest znalezienie substratow rozr6zniajacych grupe bardzo blisko spokrewnionych
strukturalnie kaspaz [143], a takze seclektywnych wzglgdem legumainy [144], oraz
poszczegolnych ludzkich neutrofilowych proteaz serynowych [145]. Ponadto uzycie
nienaturalnych aminokwasow prowadzi do otrzymania bardzo aktywnych substratow,
co zmniejsza koszty prowadzonych badan (poprzez zmniejszenie ilosci enzymu potrzebnego
do przeprowadzenia badan). W zwigzku z tym podjelam probe opracowania narzgdzi
chemicznych umozliwiajacych selektywna detekcje FSAP w ukladach biologicznych.
Zastosowanie biblioteki HyCoSuL umozliwito mi okreslenie pelnej specyficznosci
substratowej FSAP w pozycjach P4-P2. Na podstawie otrzymanego profilu preferencji
substratowej zaprojektowatam nowe substraty fluorogeniczne i wykonatam badania kinetyczne
w celu oceny aktywno$ci FSAP wzglgdem nich. Analiza kinetyczna substratow wykazala,
1z wprowadzenie nienaturalnych aminokwasow w sekwencji peptydowej zwigksza aktywnos¢
enzymu wzgledem substratow. Co istotne, zaprojektowany przeze mnie substrat (Ac-Pro-DTyr-
Lys-Arg-ACC) byl nie tylko lepiej rozpoznawany przez FSAP, ale rowniez wykazywal

znacznie lepsza selektywno$¢ wzgledem FSAP niz otrzymane we wczesniejszych badaniach



substraty (badania selektywno$ci substratow z zuzyciem wybranych, rekombinowanych
enzymoéw kaskady krzepnigcia krwi i fibrynolizy oraz badania z uzyciem osocza zostaly
wykonane we wspolpracy z grupa prof. Sandipa Kanse). W kolejnym etapie badan
wykorzystalam opracowang sekwencje peptydowa do syntezy markera chemicznego, ktory
w pozycji P1’ zwieral fosfonian difenylowy jako reaktywnag grupe wigzaca oraz znacznik
(cyjaning 5 oraz biotyn¢) umozliwiajacy detekcje kompleksu enzym-marker chemiczny (Rys.
14A).
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Rysunek 14. Selektywno$¢ markera chemicznego wzgledem rekombinowanych enzymoéw.
(A) Struktura markera chemicznego. (B) Detekcja FSAP i MI-SPD za pomocg Cy5-6-Ahx-Pro-DTyr-
Lys-Arg®(OPh),. (C, D) Ocena selektywnos$ci markera chemicznego wzgledem proteaz kaskady
krzepniecia krwi i fibrynolizy. Proteazy inkubowano z markerem chemicznym (C — 200 nM; D — 50
nM) przez 30 minut, a nastg¢pnie probki analizowano za pomocg SDS-PAGE.

Badania kinetyczne z uzyciem rekombinowanych enzymow oraz badania na ludzkim osoczu
wykazaly, iz zaprojektowany marker chemiczny: (1) wykazuje duze powinowactwo do FSAP
(rekombinowanej domeny SPD-FSAP, FSAP izolowanego z osocza oraz FSAP aktywowanego
w osoczu) (Rys. 14B, 15A-C); (2) nie wigze si¢ do nieaktywnej proteolitycznie formy enzymu
— MI-FSAP (Rys. 14B-D) co tym samym potwierdza wczesniejsze przypuszczenia, iz miejsce
aktywne izoformy MI-FSAP ma nieprawidtowa konformacj¢; (3) nie znakuje FSAP
w probkach osocza nieaktywowanego histonami, wskazujac tym samym na brak aktywnego
FSAP w osoczu zdrowego cziowieka (Rys. 15A); (4) wykazuje wysoka selektywnosc
wzgledem FSAP (w wyzszym stezeniu wykazywat niewielkg reaktywnos$¢ wzgledem FXIla,

plazminy i kalikreiny osocza, Rys. 14 C-D).
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Rysunek 15. Pomiar aktywacji FSAP w osoczu za pomoca markera chemicznego. Probki osocza
inkubowano z histonami (0, 5, 10, 20, 50 pg/ml), a nastepnie z markerem chemicznym (500 nM). Probki
analizowano za pomoca SDS-PAGE w warunkach nieredukujacych (lewy panel) lub w warunkach
redukujgcych (prawy panel). (A) Probki ludzkiego osocza lub osocze od pacjenta homozygotycznego
dla MI-SNP. (B) Ludzkie osocze pozbawione FSAP oraz osocze kontrolne. (C) Ludzkie osocze badane
z i bez aprotyniny (50 pg/ml). Strzatki wskazujg pozycje dwulancuchowego FSAP o masie 64 kDa
w warunkach nieredukujacych i domeng FSAP o masie 28 kDa w warunkach redukujacych.

Podsumowujac, w_opisanej] pracy zaprojektowalam i zsyntetyzowalam pierwszy marker

chemiczny do detekcji FSAP in situ. We wspotpracy z grupa prof. Kanse potwierdzilismy
selektywno$¢ 1 specyficzno$§¢ markera chemicznego do znakowania FSAP w probkach
biologicznych. Do nadekspresji FSAP dochodzi w wielu stanach patofizjologicznych jak np.
w raku ptuc, co sprzyja rozwojowi przerzutow [146]; w raku tarczycy [141], gdzie sprzyja
transformacji nowotworowej komorek oraz migracji; immunoreaktywny FSAP obecny jest
w ludzkich skrzeplinach wiencowych czy w blaszkach miazdzycowych naczyn wiencowych
[147, 148]. Z powyzszych wzgledow pomiar aktywnosci FSAP in situ z uzyciem markera
chemicznego moze ulatwi¢ lepsze zrozumienie roli FSAP w nowotworach, zakrzepicy,

czy miazdzycy.



W pracach S8-S10 i S15 moéj wktad polegatl na syntezie selektywnych narzedzi chemicznych
do monitorowania aktywnosci wybranych kaspaz i katepsyn. Natomiast w publikacji S8
wspdlnie z mgr inz. Katarzyng Groborz opracowalySmy metode syntezy markerow
chemicznych zawierajgcych stabilne izotopy metali do monitorowania aktywnosci proteaz za
pomoca cytometrii masowej. Kolejne prace (S7 i S12) dotyczyly profilowania aktywnos$ci
proteaz drobnoustrojow chorobotworczych (proteaz SplE z Staphylococcus aureus oraz
glownej peptydazy aspartylowej 1 (ang. Major aspartyl peptidase 1 (Mayl)) wydzielanej przez
Cryptococcus neoformans) za pomoca zaprojektowanych przeze mnie i zsyntetyzowanych
bibliotek substratow fluorogenicznych. W pracy S14 przedstawilam wyniki dotyczace
opracowania selektywnych zwigzkéw chemicznych dla kazdej z trzech aktywnosci ludzkiego
proteasomu 20S bedace przedmiotem mojej rozprawy doktorskiej. Praca S3 stanowi
kontynuacj¢ badan nad aktywnos$cia proteasomu 20S i obejmuje profilowanie specyficznos$ci
substratowej proteasomu w kieszeniach primowanych (S1° i S2’) celem opracowania
inhibitorow 1 markerow chemicznych, wykazujacych lepsza aktywnos$¢ i selektywnosc
wzgledem tego kompleksu enzymatycznego. Ostatnia z prac (S13), stanowigcych uzupetienie
do niniejszej rozprawy habilitacyjnej, obejmuje przeglad literaturowy na temat metod
biologicznych i chemicznych wykorzystywanych do identyfikacji i racjonalnego projektowania

inhibitoréw selektywnych wzglgdem proteaz zaangazowanych w choroby nowotworowe.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotna aktywno$cia naukowa albo artystyczna

realizowana w wiece] niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegoOlno$ci zagranicznej.

W lipcu 2022 roku odbytam staz naukowy w Pracowni Neurobiologii Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie, ktorej kierownikiem jest prof. Leszek
Kaczmarek. Podczas stazu prowadzitam badania dotyczace obrazowania aktywnos$ci
metaloproteinazy macierzowej 9 (MMP-9) w hodowlach pierwotnych hipokampalnych
szczurOW za pomocag opracowanego przeze Mmnie wewngtrznie wygaszonego markera

chemicznego.

6. Informacja 0 osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke.




Doswiadczenie dydaktyczne

0d 1.10.2021 jestem zatrudniona na stanowisku adiunkta badawczo-dydaktycznego (wczesniej
bytam zatrudniona w projekcie TEAM na etacie tylko naukowym) w zwigzku z tym
prowadzitam/prowadz¢ zajecia dydaktyczne dla studentow Wydzialu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej z nastepujacych przedmiotow: podstawy chemii organicznej
(zajecia laboratoryjne), podstawy chemii organicznej (¢wiczenia), chemia organiczna (zajecia
laboratoryjne), chemia biologiczna (seminarium), chemia produktéw naturalnych (zajecia
laboratoryjne), metody analityczne w biotechnologii cz. Il (zajecia laboratoryjne) oraz
fluorescence spectroscopy and bioimaging (¢wiczenia). Ponadto od 1.10.2021 jestem
cztonkiem komisji do przeprowadzania egzaminéw dyplomowych na studiach I-stopnia
inzynierskich i studiach Il-stopnia magisterskich na Wydziale Chemicznym Politechniki

Wroctawskie;.

Pelnie rowniez funkcje promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim mgr. inz.
Mikotaja Zmudzinskiego (termin obrony zaplanowany na wrzesien 2023), ktérego promotorem
jest prof. Marcin Drag. Jestem promotorem dwoch prac magisterskich oraz bytam opiekunem
merytorycznym czterech prac magisterskich 1 dwdch prac inzynierskich, ktorych promotorem

byl prof. Marcin Drag.

Popularyzacija nauki

W trakcie pandemii COVID-19, z uwagi na tematyke badawczg ktora si¢ zajmuje, udzielatam
wywiadow na temat mozliwych metod walki z koronawirusem SARS-CoV-2 oraz postepu
w badaniach prowadzonych nad wirusowymi proteazami (wywiady zostaty opublikowane m.in.
na stronie EUROIMMUN dla Czytelnikow bloga EUROIMMUN, na stronie Fundacji na Rzecz
Nauki Polskiej, stronie biotechnologia.pl). Za odwagg i determinacj¢ w walce z koronawirusem
otrzymalam nagrod¢e Super Diament Wroclawia od Prezydenta miasta Wroctawia oraz
0dznaczenie panstwowe za dziatalno$¢ na rzecz zwalczania epidemii SARS-CoV-2 - Srebrny

Krzyz Zaslugi.

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6. wnioskodawca moze podac inne informacje,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

Moja praca naukowa byta wielokrotnie nagradzana przyznaniem stypendiow i nagréd do

ktorych naleza:



a) nagrody i stypendia uzyskane po obronie doktoratu:

b)

26.05.2022 Nagroda im. prof. Binieckiego za opracowanie narzedzi chemicznych do
projektowania lekow, przyznana podczas konferencji ACCORD 2022 Interdisciplinary
Conference on Drug Sciences, Warszawa.

19.09.2021 Super Diament Wroclawia za odwage i determinacje w walce
z koronawirusem we Wroctawiu.

9.06.2021 Stypendium Ministra Edukacji i Nauki dla wybitnych mlodych
naukowcow.

31.08.2020 Nagroda JM Rektora Politechniki Wroclawskiej.

3.07.2020 Odznaczenie panstwowe za dzialalnos$¢ na rzecz zwalczania epidemii SARS-
CoV-2 - Srebrny Krzyz Zaslugi za zastugi w dzialalno$ci na rzecz zwalczania
zagrozen biologicznych oraz w dziatalno$ci naukowo-badawczej.

15.11.2019 Nagroda JM Rektora Politechniki Wroclawskiej.

25.05.2019 Stypendium Start 2019 Fundacji na rzecz Nauki Polskigj.

nagrody i stypendia uzyskane przed obrona doktoratu:

18.10.2017 Stypendium 17 edycji programu L’Oréal Polska Dla Kobiet i Nauki we
wspotpracy z Polskim Komitetem ds. UNESCO, Ministerstwem Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego i Polska Akademig Nauk, Warszawa.

5.12.2017 Nagroda JM Rektora Politechniki Wroclawskiej za rok akademicki
2016/2017.

3.09-7.09.2017 Nagroda za najlepsza prezentacje¢ ustng w kategorii doktorantow
wygloszong na konferencji 24th Polish Peptide Symposium, Jastrzebia Gora, Polska.

2016/2017 Stypendium naukowe z wlasnego funduszu stypendialnego Politechniki
Wroclawskiej przyznane w semestrze letnim r.a. 2016/2017.

15.11.2016 Wyroéznienie kapituly im. Maxa Borna za wybitne osiggnigcia
w dziedzinie nauk fizycznych i chemicznych, Wroctaw.

16.12.2016 Nagroda JM Rektora Politechniki Wroctawskiej za rok akademicki
2015/2016.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

17-21.09.2016 Travel Award, XVth International Symposium on Proteases, Inhibitors
and Biological Control, Portoroz, Stowenia.

04-08.10.2015Travel Award, The 9th General Meeting of the International Proteolysis
Society, Penang, Malezja.

25.02.-01.03.2015 Nagroda za prezentacje¢ ustna wygtoszong na konferencji XXXII
Winter School on Proteinases and Their Inhibitors, Tiers am Rosengarden, Wiochy.

2013, 2015, 2016 Stypendium Rektora dla najlepszych doktorantow Politechniki
Wroctawskiej (trzykrotnie).
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