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ABSTRACT

Proteolytic enzymes, also known as peptidases or proteases, are protein
catalysts that are primarily responsible for the hydrolysis of a peptide (amide) bond
in peptide and protein substrates. By selective hydrolysis of selected substrates,
these enzymes control many physiologically important processes including
programmed cell death, blood coagulation cascade, protein maturation, fibrinolysis
and many others. On the other hand, however, the imbalance in proteases activity
leads to the development of diseases, including cancer, neurodegenerative diseases
and coronary diseases etc.. In recent decades there has been great progress in
studying the biological functions of many proteolytic enzymes. These observations
were made possible through the use of various research techniques including
genomics, epigenomics and proteomics. However, a major limitation of these
techniques is the lack of information about the exact catalytic activity of the
enzymes. For this reason, chemical probes are the most convenient toll for
functional investigation of proteolytic enzymes. According to the generally
accepted convention, chemical probes are compounds that can detect the catalytic
activity of proteolytic enzymes. In general, chemical-based probes (activity-based
probes, ABPs) consist of three main components: (1) a reactive binding group that
binds permanently to the enzyme active site, (2) a recognition sequence (usually
a peptide), which is responsible for the selective binding of a given probe to an
individual enzyme or group of enzymes, and (3) a tag, mainly a fluorophore,
enabling for detection of the probe-enzyme complex. However, the current
limitation of ABPs is that only up to four enzymes can be detected and visualized in
parallel, which significantly impedes their application for multi-parametric analysis.
To date, the detection of proteases with the use of ABPs was limited to individual
enzymes being investigated one by one, thus the obtained picture was far from
being complete. In this review we describe the development of a new type of
enzyme ABPs, so called TOF-probes that are compatible with mass cytometry
format. The application of metal isotopes instead of fluorophores, makes possible to
significantly increase the number of enzymes, which can be simultaneously
visualized using chemical probes. Mass cytometry is a revolutionary technology
that adopts atomic mass spectrometry into flow cytometry applications. The
excellence of this method is that each metal isotope (mostly from lanthanides) has
its own peak on mass spectrum, which eliminates the problem of signal overlap,
thus allows for monitoring of more than 40 parameters at single cell level.

Keywords: chemical probes, mass cytometry, proteolytic enzymes, cancer, cell
death
Stowa kluczowe: sondy chemiczne, cytometria masowa, enzymy proteolityczne,

nowotwory, $mier¢ komorki
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WPROWADZENIE

Obecnie choroby nowotworowe stanowig bardzo powazne wyzwanie w obszarze
zdrowia publicznego. Co wigcej, proces powrotu do zdrowia po takiej chorobie jest
zalezny od kilku czynnikéw, w tym wczesnej diagnozy, dokladnej klasyfikacji
nowotworu oraz wyboru sposobu leczenia. Aby lepiej radzi¢ sobie z nowotworami,
istnieje potrzeba szczegodtowej analizy ich biomarkeréw, tak aby doktadniej zrozumiec
ich rolg¢ w tej chorobie. Wigkszos$¢ takich biomarkerow zostata odkryta poprzez analizg
genomu, proteomu i metabolomu komorek nowotworowych, ale ten obraz nie jest
kompletny. Uwazamy, ze brakujagcym elementem tego systemu jest AKTYWOM, czyli
zestaw katalitycznie aktywnych bialek wystepujacych w komodrkach w danym
momencie. Wokot tych biatek, a w szczegdlnosci wokdt enzymow proteolitycznych
(proteaz) skupiaja si¢ nasze badania. Ich nadrzednym celem jest stworzenie
nowoczesnej strategii analizy pojedynczych komoérek nowotworowych w konteks$cie
aktywnosci poszczegdlnych enzymoéw proteolitycznych, przy uzyciu cytometrii
masowej oraz wykorzystanie tej wiedzy do spersonalizowanej diagnostyki
onkologicznej. Jednym z gltdownych obszaréw naszych badan jest analiza komorek
nowotworowych za  pomoca cytometrii masowej. Wigkszo§¢  narzedzi
wykorzystywanych w cytometrii masowej to przeciwciata potaczone z polimerami
zawierajagcymi metale. Jednak w ostatnim czasie nasza grupa badawcza opracowata
sondy chemiczne znakowane metalami (ang. TOF-probes, Time-Of-Flight), ktore sa
kompatybilne z cytometria masowa. W odroznieniu od przeciwcial, sondy TOF
pozwalaja na detekcje tylko aktywnych enzymoéow. Co wigcej, zastosowanie sond TOF
w polaczeniu z przeciwcialami znakowanymi metalami pozwala na stworzenie bardzo
szczegdtowego obrazu proteolitycznego komorek nowotworowych.

1. ENZYMY PROTEOLITYCZNE I ICH SPECYFICZNOSC
SUBSTRATOWA

Enzymy proteolityczne, zwane inaczej peptydazami Iub proteazami, to
biatkowe katalizatory, ktore sa odpowiedzialne przede wszystkim za hydrolizg
wigzania peptydowego (amidowego) w substratach peptydowych i1 biatkowych.
Poprzez selektywna hydrolize wybranych substratow enzymy te kontroluja wiele
fizjologicznie waznych procesow wlaczajac w to programowang $mier¢ komorki,
kaskade krzepnigcia krwi, dojrzewanie bialek, fibrynoliz¢ i wiele innych. Co
wiecej, hydroliza bialek 1 peptydéw prowadzi do recyklingu pojedynczych
aminokwasoéw, ktore sa nastgpnie wykorzystywane jako bloki budulcowe
w syntezie biatek [1]. Jednak z drugiej strony, zaburzona rownowaga w dziataniu
proteaz (ich nadaktywnos¢ katalityczna lub brak aktywnos$ci) prowadzi do rozwoju
chordéb, wlaczajac w to choroby nowotworowe, choroby neurodegeneracyjne czy
choroby wiencowe [2,3]. Aby zachowaé rownowage w organizmie, aktywno$¢
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enzymoOw proteolitycznych jest $cisle 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 pozwolity zidentyfikowac prawie 600 roznych
enzymow proteolitycznych, co stanowi ponad 2% wszystkich kodowanych biatek
[4]. Z mechanistycznego punktu widzenia, proteazy mozna podzieli¢ na szes¢ grup:
(1) proteazy serynowe, ktore w centrum katalitycznym posiadaja nukleofilowg
reszte seryny, (2) proteazy cysteinowe z aktywng resztg cysteiny, (3) proteazy
treoninowe z aktywng reszta treoniny, (4) metaloproteazy, ktéore w centrum
aktywnym wymagaja obecnosci kationu metalu, (5) proteazy aspartylowe, gdzie za
katalize odpowiada reszta kwasu asparaginowego oraz (6) proteazy o nieznanym
typie katalizy. Co ciekawe, proteazy serynowe, cysteinowe i treoninowe wykazuja
kowalencyjny typ katalizy substratéw, podczas gdy metaloproteazy i proteazy
aspartylowe cechuja si¢ niekowalencyjnym typem katalizy [1]. Jednak niezaleznie
od typu katalizy, ktérg przeprowadzaja proteazy, podstawowa wiasciwoscig ich
aktywnosci katalitycznej jest tzw. specyficzno$¢ substratowa. Otéz proteazy mogg
hydrolizowa¢ tylko te substraty, ktorych struktura i sekwencja aminokwasowa jest
$cisle dopasowana do ich centrum katalitycznego, czyli miejsca gdzie zachodzi
reakcja rozpadu substratu na mniejsze produkty. W 1967 roku Schechter i Berger
wprowadzili jednolity system okres$lania specyficzno$ci substratowej wszystkich
enzymoOw proteolitycznych [5]. Wg tego systemu w miejscu aktywnym proteazy
wyodrebniono kieszenie, do ktorych wiaze si¢ substrat peptydowy (Rysunek 1).
W ogdlnym ujeciu substrat wigze si¢ swoimi aminokwasami (nazywanymi ...-P4-
P3-P2-P1-P1°-P2°-P3°-P4’-.., pozycje numerowane s3 od N- do C-konca peptydu)
do centrum katalitycznego enzymu zbudowanego przez tzw. kieszenie wigzace
substrat  (odpowiednio  ...-S4-S3-S2-S1-S1°-S2°-S3°-S4°-...).  Wg  systemu
Schechtera i Bergera, hydroliza wigzania peptydowego zachodzi pomigdzy
pozycjami P1 i P1° (czyli w kieszeniach S1 1 S1°), ale tylko wtedy gdy substrat jest
komplementarny z centrum aktywnym enzymu [5]. Jednak nie wszystkie proteazy
maja mozliwo$¢ wigzania tak duzej liczby aminokwaséw w centrum aktywnym.
Aminopeptydazy potrafia wigza¢ tylko jeden aminokwas po stronie N-konca
(pozycja P1), podczas gdy diaminopeptydazy potrafia wigza¢ dwa aminokwasy po
stronie N-konca (pozycje P2-P1). Enzymy te nalezag do egzoproteaz. Niemnigj
jednak, przedstawiony ogo6lny schemat jest prawidtowy dla wickszo$ci endoproteaz,
czyli enzymoéw proteolitycznych ktore potrafia wigza¢ kilka aminokwaséw po obu
stronach hydrolizowanego wigzania peptydowego. Kazdy enzym proteolityczny ma
swoj profil specyficznoéci substratowej czyli zestaw substratow, ktore potrafi
hydrolizowa¢. I tak na przyktad jedne enzymy potrafig hydrolizowac jedynie kilka
substratow (waska specyficzno$¢ substratowa), podczas gdy inne hydrolizujg
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tysigce biatek i peptydow (szeroka specyficzno$¢ substratowa) [6]. Co wigcej,
niektore proteazy w obrebie swoich rodzin jak np. kaspazy, katepsyny czy
macierzowe metaloproteazy potrafig hydrolizowac¢ strukturalnie podobne substraty,
przez co wykazuja tzw. nakladajaca si¢ specyficznos¢ substratowa [7,8]. Cecha ta
stanowi ogromne wyzwanie podczas projektowania selektywnych narzedzi
chemicznych do badania wybranych enzymow proteolitycznych.

Poszukiwanie i1 opracowywanie nowych metod badania specyficznosci
substratowej proteaz jest od ponad 20 lat bardzo aktywnym obszarem badan [9,10].
Najbardziej powszechne metody opieraja si¢ badaniu naturalnych biatek i peptydow
bedacych substratami dla proteaz. Inne z kolei polegaja na tworzeniu bibliotek
substratow sktadajacych si¢ z tysigcy peptydow i1 poddawaniu ich dzialaniu
poszczegdlnych proteaz, celem wybrania optymalnej sekwencji peptydu. Przez
dlugi czas biblioteki takie byty produkowane na fagach (metoda biologiczna) lub
w wyniku syntezy chemicznej (metoda chemiczna) i sktadaty si¢ jedynie
z naturalnych aminokwaséw. Mimo ze metody te dostarczyly cennych informacji
na temat budowy miejsca aktywnego wielu proteaz, czesto okazywaly sie
nieskuteczne przy probie rozrézniania enzyméw wykazujacych nakladajaca sig
specyficzno$¢ substratowa. Dopiero wprowadzanie nienaturalnych aminokwaséw
do sekwencji peptydowej substratdw pomogto w znacznym stopniu rozwigzac ten
problem [11].

miejsce aktywne proteazy s
&

substrat peptydowy miejsce hydrolizy wigzania peptydowego

Rysunek 1. Schemat oddzialywania substratu peptydowego z miejscem aktywnym proteazy. Kolorami
zaznaczono aminokwasy substratu, natomiast przerywane linie oznaczaja oddziatywania
poszczegblnych aminokwasow substratu z aminokwasami budujagcymi miejsce aktywne
enzymu. Hydroliza wigzania peptydowego zachodzi pomi¢dzy pozycjami P1iP1"

Figure 1. Scheme of interaction of peptide substrate with the protease active site. The amino acids
building the substrate are marked with colors, while the broken lines indicate the interaction of
individual amino acids of the substrate with the amino acids that build the protease active site.
Peptide bond hydrolysis occurs between positions P1 and P1’ (in pockets S1 and S1°)
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2. SONDY CHEMICZNE DO WIZUALIZACJI ENZYMOW
PROTEOLITYCZNYCH

W ostatnich dekadach nastapil ogromny postep w badaniu biologicznych
funkcji wielu enzyméw proteolitycznych. Udato si¢ migdzy innymi wyjasni¢ role
kaspaz w procesie programowanej $mierci komorki lub przypisa¢ katepsynom
1 macierzowym metaloproteazom ich rol¢ w rozwoju i przerzutowaniu nowotworow
[12]. Byto to mozliwe dzigki wykorzystaniu roznych technik badawczych wlaczajac
w to genomike, epigenomike czy proteomike. Jednak duzym ograniczeniem tych
technik jest brak informacji o doktadnej aktywnosci Kkatalitycznej badanego
enzymu. Badania proteomiczne (np. za pomocg przeciwciat czy spektrometrii mas)
pokazuja poziom ekspresji enzymu, ale nie informuja jaka czes$¢ jego populacji jest
aktywna. Ma to ogromne znaczenie zwlaszcza przy badaniu enzymow
proteolitycznych, ktére podlegaja kilkustopniowemu procesowi dojrzewania
katalitycznego Iub dzialaja w obrebie strukturalnie podobnej grupy enzymow.
Dobrym przyktadem obrazujacym ten problem sg cysteinowe katepsyny. Od dawna
wiadomo, Ze nadekspresja tych enzymow wykazuje dodatniag korelacje¢ z rozwojem
1 przerzutowaniem nowotworéw [13]. Jednak do tej pory nie bylo wiadomo, ktore
z poszczegodlnych katepsyn peilnia dominujaca role w tym procesie. Pokazano
bowiem, ze wyciszenie (ang. knock-down) lub wyciecie (ang. knock-out) jednej
katepsyny, moze by¢ skompensowane przez aktywno$¢ pozostatych katepsyn, ktore
wykazujac podobng specyficznos¢ substratowa mogg jg funkcjonalnie zastapic¢ [14].
Tak wigc wyniki takich eksperymentéw mogg prowadzi¢ do blgdnych wnioskow.
Innym przyktadem sa kaspazy. Ich nakladajaca si¢ specyficzno$¢ substratowa
znaczgco utrudnia przypisanie doktadnych funkcji poszczegdlnym kaspazom [15].
Do tej pory niejasna jest rola kaspazy 10 w zewnatrzkomorkowej inicjacji procesu
apoptozy i nekroptozy, rola kaspaz 6 i 7 w fazie wykonawczej procesu apoptozy,
czy rola kaspaz 4 1 5 w procesie pyroptozy. Z tego powodu, najlepszym narz¢dziem
do funkcjonalnego badania enzyméw proteolitycznych sa sondy chemiczne
(inaczej: niskoczasteczkowe sondy aktywnosci). [16].

Wedlug ogolnie przyjetej konwencji sondy chemiczne to zwigzki stuzace do
detekcji aktywnosci katalitycznej enzymow proteolitycznych. W odroznieniu od
przeciwcial, sondy chemiczne wykrywajg tylko aktywne proteazy i nie wiaza si¢
z (1) proenzymami/zymogenami, (2) proteazami, ktoérych aktywnos¢ katalityczna
jest zahamowana przez naturalne inhibitory, (3) proteazami, ktore sa nieprawidtowo
zwinigte, a takze (4) z proteazami, ktore utracily aktywnos$¢ katalityczng na skutek
braku obecnosci kofaktorow (np. jondw metali) lub poprzez ich dezaktywacj¢ przez
inne proteazy [17]. Sondy chemiczne mozna ogdlnie podzieli¢ na dwie glowne
grupy: (1) sondy, ktére sg substratami oraz (2) sondy, ktére dziatajg jak inhibitory
(Rysunek 2). Pierwsza grupe stanowia zazwyczaj peptydy, ktdre sa wyposazone
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w znacznik (najczesciej fluorescencyjny). W efekcie reakcji hydrolizy, peptyd
rozpada si¢ na dwa fragmenty, z ktérych jeden zaczyna emitowac silny sygnat
fluorescencyjny wskazujacy na aktywno§¢ enzymu. Zaleta wykorzystania
substratow jest amplifikacja sygnalu, poniewaz enzym jako katalizator jest
odtwarzany po kazdym cyklu reakcji hydrolizy. Wada tej metody jest brak
mozliwosci doktadnej lokalizacji enzymu (np. w komorce), gdyz po hydrolizie
fluorofor dyfunduje z miejsca aktywnego enzymu (Rysunek 2A). W drugim
przypadku sonda bedacy inhibitorem wyposazonym w znacznik (najczgscie)
biotyne czy fluorofor) wiaze si¢ trwale w miejscu aktywnym enzymu. Zaletg tego
rozwigzania jest mozliwo$¢ doktadnej lokalizacji enzymu. Jednak ograniczeniem tej
metody jest brak amplifikacji sygnatu, gdyz sonda/inhibitor wigze si¢ z enzymem
w stosunku 1:1. Rozwigzaniem tego problemu jest stosowanie silnych fluoroforow,
ktére emitujg mocny sygnat nawet przy bardzo matym st¢zeniu (Rysunek 2B).

Pierwsze sondy chemiczne do detekcji enzymow proteolitycznych, dziatajace
jako substraty zostaty opracowane ponad 70 lat temu [18]. W jednej z pionierskich
prac Harkness i wspodtpracownicy otrzymali prosty substrat chromogeniczny
o strukturze leucyna-beta-naftyloamina, ktory stuzyl do wykrywania aktywnos$ci
leucylowej aminopeptydazy w osoczu [18]. Pierwszg natomiast sondg chemiczng
dzialajaca na zasadzie inhibitora byla biotynylowana izokumaryna opracowana
w 1993 przez grupe prof. Jamesa Powersa [19]. Sonda ta stuzyla do wykrywania
aktywnosci enzymow proteolitycznych z grupy proteaz serynowych. W kolejnych
latach nastapit gwattowny rozwodj sond chemicznych dzialajacych na zasadzie
inhibitora. Pionierami w tej dziedzinie (oprocz Powersa) byli Benjamin Cravatt
1 Matthew Bogyo [17,20].

Wizualizacja enzymoéw proteolitycznych za pomoca sond chemicznych ma
dluga historie. Ponad 20 lat temu Benjamin Cravatt z Instytutu Scripps
zaproponowal terminy ,activity-based protein profiling” oraz ,activtiy-based
proteomics” co oznaczalo badanie proteomu za pomoca sond chemicznych
opartych o aktywno$¢ katalityczng enzymdéw [21]. Pionierskie badania w tym
obszarze dotyczyly badania aktywnosci hydrolaz serynowych w proteomie za
pomoca fluorescencyjnych sond chemicznych. W pézniejszym okresie metoda ta
zostata skojarzona z tandemowa spektrometria mas co pozwolito na analizg
kilkudziesieciu enzymow w jednej probce. W ogdlnym ujgciu, sondy chemiczne
dzialajace na zasadzie inhibitordw (ang. activity-based probes, ABPs) skladajg si¢
z trzech gltownych elementow: (1) reaktywnej grupy wiazacej, ktora taczy sie
z trwale z enzymem, (2) sekwencji rozpoznawczej (zazwyczaj peptydu), ktora
odpowiada za selektywne wiazanie si¢ danej sondy z enzymem lub grupa enzymow
oraz (3) znacznika, ktéry umozliwia detekcje kompleksu sonda-enzym (Rysunek
3). Wsrod najczesciej spotykanych reaktywnych grup wiazacych stosowanych do
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enzymoOw proteolitycznych nalezg epoksydy oraz acyloksymetyloketony (dla
proteaz cysteinowych), estry diarylowe kwasow 1-aminoalkilofosfonowych (dla
proteaz serynowych) oraz estry winylowe kwasu arylosulfonowego (dla proteaz
treoninowych, gldwnie proteasomu) [22].

A Sonda chemiczna - substrat
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. I —_— | " p 4
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Rysunek 2. Schemat budowy i dziatania (fluorescencyjnych) sond chemicznych. Schemat A. Substrat
fluorescencyjny dla kaspazy 3 o sekwencji 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 nastgpuje gwattowny przyrost fluorescencji.
Schemat B. Sonda chemiczna dzialajaca na zasadzie inhibitora. Sklada si¢ ona z trzech
elementow: znacznika (tu: fluorofor), elementu rozpoznawczego i elektrofilowej grupy
wigzacej, ktora reaguje z nukleofilowym centrum aktywnym enzymu, tworzac trwaty kompleks
sonda-enzym, dzigki czemu mozliwa jest lokalizacja enzymu

Figure 2. Schematic structure and mechanism of action of fluorescent chemical probes. Scheme
A. Fluorescent substrate for caspase 3 with the Ac-Asp-Glu-Val-Asp-ACC sequence where
ACC us a coumarin-based fluorescent label which is non-florescent when bound to the peptide.
After hydrolysis of the substrate, the ACC is released and a rapid increase in fluorescence
occurs. Scheme B. The inhibitor-based chemical probes (activity-based probe, ABP) consists of
three elements: (1) a tag (here: fluorophore), (2) a recognition element and (3) an electrophilic
binding group that reacts with the active nucleophilic center of the enzyme to form a stable
marker-enzyme complex, making it possible to localize the enzyme

Zaleta tych grup wiazacych, jest utworzenie trwalego, kowalencyjnego
wigzania z enzymem, dzicki czemu mozliwa jest dalsza praca z probka, np.
w zakresie jej rozdziatu elektroforetycznego i wizualizacji kompleksu za pomoca
techniki Western blotting. W$rd6d najczesciej stosowanych sekwencji rozpozna-
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wezych sa peptydy i peptydomimetyki, ktore sa projektowane tak by selektywnie
oddzialywa¢ z enzymem (lub grupg enzymow). Bardzo czesto te sekwencje
sktadaja si¢ z naturalnych aminokwasoéw, ktore sa wybierane na podstawie
sekwencji naturalnych biatkowych i peptydowych substratow lub na drodze
profilowania danego enzymu za pomoca chemicznych kombinatorycznych bibliotek
substratow fluorogenicznych. Jedng z takich metod jest szeroko stosowana metoda
pozycyjnego skanowania syntetycznych kombinatorycznych bibliotek (ang.
Positional Scanning Synthetic Combinatorial Libraries, PS-SCL) [15]. Inng z metod
jest metoda HyCoSulL (ang. Hybrid Combinatorial Substrate Library) czyli
biblioteki substratow fluorogenicznych, ktoére oprécz naturalnych aminokwasow
(jak w metodzie PS-SCL) zawieraja takze nienaturalne aminokwasy (stagd nazwa
hybrydowa), dzigki czemu mozliwa jest bardzo doktadna analiza miejsca
aktywnego enzymu, co skutkuje opracowaniem bardziej selektywnych sekwencji
peptydowych [11]. Ostatnim elementem sondy jest znacznik, dzigki ktéremu
mozliwa jest detekcja sondy zwigzanej z enzymem. Istniejg trzy glowne typy
znacznikow stosowanych w sondach chemicznych dla enzymow (w tym enzymow
proteolitycznych): biotyna, fluorofory oraz radioizotopy. Zastosowanie biotyny
w sondach nalezy do posrednich metod wizualizacji, gdyz w celu detekcji biotyny
musi by¢ zastosowany dodatkowy znacznik, np. fluorescencyjnie znakowana
streptawidyna. Pozwala to jednak na wykorzytanie roznych znacznikow
fluorescencyjnych, dobierajac je odpowiednio do rodzaju eksperymentu. Kolejng
zaleta biotyny jest mozliwo$¢ wzbogacenia probki (ang. sample enrichment) lub
nawet izolacja danego enzymu poprzez inkubacj¢ kompleksu biotynylowana sonda-
enzym z zywicg (lub kolumng), na ktérej osadzono stereptawidyne. Metoda ta jest
stosowana gtéwnie w analizie probki za pomoca spektrometrii masowej lub
w przypadku, gdy st¢zenie analitu (enzymu) jest bardzo niskie. Zdecydowanie
najczgsciej stosowanym obecnie typem znacznika sg fluorofory. Zwiazki te potrafia
emitowaé $wiatlo w zakresie od 300 nm do nawet 800-850 nm, dzigki czemu
mozliwa jest jednoczesna analiza kilku enzyméw za pomoca sond chemicznych
wyposazonych w rozne fluorofory (ang. multiplexing) [23]. Co wiecej, niektore
z tych znacznikdéw emitujg bardzo silny sygnal fluorescencyjny (np. cyjanina 7,
800CW, UL766, ZW800-1), dzigki czemu mozliwa jest analiza enzyméw, ktore
wystepuja w stgzeniach subnanonomolarnych. Ponadto znaczniki takie, posiadajac
zdolno$¢ glebokiej penetracji tkanki, sa coraz powszechniej wykorzystywane
podczas operacjach chirurgicznych w celu lepszej wizualizacji np. nowotworow
[24]. Ostatnia grupa znacznikéw sa radioizotopy jak np. 121 czy 18, uzywane
glownie w aplikacjach biologicznych i medycznych, czasami réwniez w sondach
chemicznych do wizualizacji proteaz [25]. Obecnie jest to najrzadziej stosowana
metoda ze wzgledu na duze wymagania techniczne i odpowiednie kwalifikacje
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personelu wykonujacego pomiary. W ostatnich latach nasza grupa badawcza
opracowata czwarty rodzaj znacznika dla sond chemicznych, ktory wykorzystuje
cytometri¢ masowa jako metode ich detekcji [26,27]. Dzigki zastosowaniu takich
znacznikow mozliwa stata si¢ rownolegla detekcja wielu enzymoéw na poziomie

pojedynczych komorek, co z kolei otwiera nowe mozliwosci w doktadnym badaniu
aktywomu roéznorodnych uktadéw biologicznych. Sondy te sg opisane szczegotowo
w kolejnych rozdziatach.

Element rozpoznawczy
selektywnosc wzledem
wybranego enzymu
Grupa reaktywna
do detekcj ZCK .A. .—> wiazanie do miejsca
aktywnego enzymu
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Figure 3.

Struktura sondy chemicznej dzialajacej na zasadzie nieodwracalnego inhibitora. Sonda sktada
si¢ z trzech elementow: (1) elektrofilowej grupy reaktywnej, ktora reaguje z nukleofilem
w centrum aktywnym enzymu, (2) elementu rozpoznawczego odpowiadajacego za
selektywno$¢ oraz (3) znacznika stuzacego do detekcji. Grupy reaktywne to najczesciej
acyloksymetyloketony (AOMK), epoksydy, estry difenylowe kwasu 1-aminoalkilofosforowego
(P(O)(OPh),), czy fenylo-winylo sulfoniany (PVS). Jako elementy rozpoznawcze uzywane sa
najczgséciej peptydy zawierajace naturalne (gorna sekwencja) lub naturalne/nienaturalne (dolna
sekwencja) aminokwasy. Znaczniki to najczesciej fluorofory oraz biotyna; radioizotopy stosuje
si¢ obecnie rzadko

Structure of inhibitor-based chemical probe (ABP). The marker consists of three elements: (1)
an electrophilic reactive group that reacts with a nucleophile in the active center of the enzyme,
(2) the recognition element responsible for the selectivity of the marker and (3) the tag used for
the ABP detection. Reactive groups are most often acyloxymethyl ketones (AOMK), epoxides,
diphenyl esters of 1-aminoalkylphosphonic acid (P(O)(OPh),) or phenyl vinyl sulfonates (PVS).
Peptides containing natural (top sequence) or natural / unnatural (bottom sequence) amino acids
are most commonly used as recognition elements. Labels are most commonly fluorophores and
biotin; radioisotopes are currently rarely used
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3. WIZUALIZACJA AKTYWNOSCI ENZYMOW )
PROTEOLITYCZNYCH W AKTYWOMIE NOWOTWOROW

Nowotwory sg bez watpienia jednym z najbardziej zlozonych systemow
w biologii i pomimo ogromnej ilo$ci badan prowadzonych na przestrzeni ostatnich
kilku dekad, choroba ta wcigz odpowiada za miliony zgondéw rocznie na catym
swiecie [28]. Sukces w walce z choroba nowotworowa zalezy od wielu czynnikow,
m.in. odpowiednio wczesnej diagnozy, odpowiedniego sklasyfikowania pacjenta
oraz wyboru skutecznego leczenia. Obecnie nasza wiedza dotyczaca szeroko pojetej
choroby = nowotworowej  jest  wynikiem  badan (epi)genetycznych,
transkryptomicznych, metabolomicznych oraz proteomicznych. Tak znaczacy
postep byl mozliwy dzigki rozwoju nowoczesnych wysokoprzepustowych metod
1 narzedzi badawczych wlaczajac w to sekwencjonowanie NGS-RNA w badaniach
genetycznych, wykorzystanie  wysokorozdzielczej  spektrometrii  masowej
1 magnetycznego rezonansu jadrowego w badaniach metabolomicznych
1 proteomicznych, czy wykorzystanie bardzo selektywnych przeciwcial w analizie
biatek. Wszystkie te dziedziny nauki tworza tzw. piramid¢ omiczng, gdzie
u podstawy znajduje si¢ genom, natomiast na jej szczycie jest proteom (Rysunek
4). Jednak w Dbadaniu aktywnos$ci enzyméw, a zwlaszcza enzymow
proteolitycznych wydaje si¢ zasadne, by na szczycie tej piramidy (nad proteomem)
umiesci¢ kolejny element, zwany AKTYWOMEM (Rysunek 4A). W najprostszym
ujeciu aktywom to funkcjonalna czgs¢ proteomu. Jesli przyjaé, ze proteom to cala
pula enzymoéw (aktywnych i nieaktywnych) to aktywom bedzie stanowit tylko te
pule enzymoéw, ktore wykazujg aktywnos¢ katalityczng. Analiza enzymow poprzez
badanie genomu czy transkryptomu dostarcza wielu informacji na temat np. mutacji
w tych biatkach, jednak nie informuje wprost, czy te biatka beda katalitycznie
aktywne. Podobnie z badaniem proteomu za pomocg przeciwcial. Biorgc pod
uwage, ze aktywno$¢ enzymoOw proteolitycznych jest regulowana na kilku
poziomach, zastosowanie przeciwcial dostarczy informacji tylko o ogdlnym
poziomie ekspresji danego biatka. Informacj¢ na temat aktywnosSci katalitycznej
poszczegdlnych enzyméw (aktywomu) mozna wigc uzyskaé tylko stosujac
odpowiednie sondy chemiczne (Rysunek 4B).

Wykorzystaniem sond chemicznych do badania enzyméw zajmuje si¢
dziedzina zwana ,activity-based protein profilling, ABPP” czyli profilowanie
biatek pod katem ich aktywno$ci katalitycznej. Stworzylo to podstawy do rozwoju
aktywomiki jako dziedziny zajmujacej si¢ badaniem aktywomu. Okreslenie to
zostalo zaproponowane przez laina Pembertona z firmy Photeomix w komunikacie
konferencyjnym pt.: ,,Activomics: a novel approach to biomarker discovery, in
chronic low back pain” w 2016 roku [29]. W komunikacie tym mozna przeczytac,
ze ,Activomics breaks away from conventional concentration-based omics
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technologies and places the focus on enzyme activity” co bardzo dobrze obrazuje
zasadno$¢ 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 sond chemicznych
dla proteaz nie zostalo jeszcze opisane. Zasadno$¢ badania aktywomu enzymow
proteolitycznych w nowotworach poprzez ich selektywna wizualizacj¢ opiera si¢ na
kilku przestankach. Po pierwsze, jak wczeSniej wspomniano, proteaza jest
funkcjonalna jedynie wowczas gdy jest katalitycznie aktywna. Utrata tej
aktywno$ci bardzo czgsto oznacza utratg funkcji. Po drugie proteazy dzialaja
zawsze w danym systemie biologicznym oddziatywujac z innymi proteazami,
biatkami czy matoczasteczkowymi zwigzkami. Dynamika tego systemu jest
pochodng aktywno$ci wielu enzyméw 1 oddziatywan, wiec wizualizacja
poszczegdlnych proteaz powinna by¢ bardzo doktadna i specyficzna. Jedynie wtedy
bedzie mozna dokladnie okresli¢ funkcje danej proteazy np. w nowotworze. Po
trzecie, utrata aktywnosci jednego enzymu proteolitycznego moze byc
kompensowana przez inne enzymy, wigc tylko okre§lenie aktywnos$ci
poszczegdlnych enzymoéw dostarczy pelnego obrazu danej sytuacji. Co wigce;,
w badaniach aktywnosci katalitycznej enzymow, bardzo czgsto naukowcy probuja
ja korelowaé¢ z aktywnosciag i/lub poziomem ekspresji innych biatek, np. biatek
immunologicznych czy onkologicznych, dzigki czemu mozliwe jest okreslenie roli
danego enzymu proteolitycznego w  przerzutowaniu NOWOtWOrow  Czy
lekooporno$ci danego typu komoérek rakowych. Biorac to wszystko pod uwage,
doktadna analiza aktywomu za pomocg sond chemicznych moze bardzo dobrze
uzupehi¢ obraz danego systemu biologicznego w zakresie jego dynamiki bedacej
pochodng aktywnoS$ci poszczegolnych enzymow.
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Rysunek 4. Zastosowanie sond 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 aktywnosci
katalitycznej.  Panel B. Roznica pomigdzy aktywomem a proteomem. Aktywom to
funkcjonalna czg¢$¢ proteomu, do ktorej zaliczaja si¢ jedynie te enzymy, ktore wykazuja
aktywno$¢ katalityczna. Jedna z najczeSciej uzywanych metod do badania proteomu sa
przeciwciala, ktore oznaczaja aktywne i nieaktywne biatka. W odréznieniu do nich, sonda
chemiczna (do badania aktywomu) taczy si¢ tylko z aktywnymi enzymami

Figure 4. The application of ABPs in the profiling of the activome Panel A. The “omics” pyramid, on top
of which there is the activome. According to this scheme, the activome contains less
information about the enzyme than, for example, the genome or proteome, because this
information concerns only its catalytic activity. Panel B. The main difference between the
activome and the proteome. The activome is a functional part of the proteome, which includes
only those enzymes that show catalytic activity. Antibodies that detect active and inactive
proteins are one of the most commonly used methods for proteome testing. In contrast to them,
the ABP (for studying the activome) reacts with active proteins only

4. SONDY CHEMICZNE W CYTOMETRII MASOWEJ

Cytometria masowa jest nowoczesng technika analityczna, ktora taczy w sobie
zalety cytometrii przeptywowej i spektrometrii mas. Technika ta polega na
wykorzystaniu stabilnych izotopoéw metali przejsciowych (gtownie lantanowcow)
jako znacznikow dla przeciwciat i sond DNA [30,31] (Rysunek 5). Z uwagi na
fakt, ze kazdy z tych metali (znacznikow) ma $cisle okreslona mas¢ czasteczkowa,
mozliwe jest wykorzystanie wielu takich metali podczas jednego eksperymentu,
gdyz ich widma masowe si¢ nie nakladaja. Konsekwencja tego jest mozliwosc¢
réwnoleglego pomiaru ponad 50 markerow (bialek, mRNA) na poziomie
pojedynczych komorek, co znaczgco przewyzsza mozliwosci cytometrii
przeptywowej, ktora wykorzystuje znaczniki fluorescencyjne. W ciagu ostatnich
kilku lat nastapitl gwaltowny rozwdj cytometrii masowej zaréwno od strony
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technicznej, jak i jej aplikacji w badaniach nad rozwojem wielu chorob, wigczajac
w to choroby immunologiczne czy choroby nowotworowe. Dzigki cytometrii
masowej stalo si¢ mozliwe doktadne okreslenie immunofenotypu poszczegdlnych
(pod)typéw nowotwordéw, co przyczynitlo si¢ do ich lepszej klasyfikacji
i w konsekwencji do doboru optymalnego leczenia [32]. Co wigce]j, cytometria
masowa znajduje obecnie coraz wigksze zastosowanie w badaniach klinicznych,
bedgc bardzo uzyteczng technologia np. w monitorowaniu postepoéw leczenia
i prognozowaniu skutecznosci terapii, a co za tym idzie ma kluczowe znaczenie
W szacowaniu czasu przezywalnosci pacjentow onkologicznych.
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Rysunek 5.  Schemat dziatania cytometru masowego. Komorki znakowane np. przeciwcialami
skoniugowanymi z metalami przechodza przez tzw. nebulizator shuizacy do rozpylania
zawiesiny komorek (A), tak aby kazda z nich znajdowata si¢ w pojedynczej kropli wody
(roztworu). Uformowany aerozol jest nastgpnie kierowany do zrédta plazmy wzbudzonej
indukcyjnie (B) gdzie pojedyncze krople zawierajace komorki zostaja odparowane,
zatomizowane, a poszczegolne jony zostaja zjonizowane. Jony o niskiej masie sa usuwane (C),
w wyniku czego chmura pozostatych jonow (w tym metali) jest kierowana do analizatora masy
TOF (ang. Time Of Flight- czas przelotu). Jony sa rozdzielane na podstawie masy i kierowane
do detektora (D). Detektor mierzy ilo§¢ poszczegdlnych izotopéw metali dla kazdej
(pojedynczej) komodrki w probee; kolejno generowane sa dane w formacie FCS (E)
i analizowane (F) przy uzyciu dedykowanego oprogramowania

Figure 5. Scheme of operation of a mass cytometer. Cells labeled with e.g. metal-conjugated antibodies
pass through a nebulizer to spray the suspension of cells (A) so that each of them is in a single
drop of water (solution). The formed aerosol is then directed to the inductively induced plasma
source (B) where the individual droplets containing the cells are vaporized, atomized, and the
individual ions are ionized. Low-mass ions are removed (C), as a result of which the cloud of
residual ions (including metals) is directed to the TOF (Time Of Flight) mass analyzer. The ions
are separated on the basis of mass and directed to the detector (D). The detector measures the
amount of individual metal isotopes for each (single) cell in the sample; successively, data in
FCS (E) format is generated and analyzed (F) using dedicated software

ELEMENT A
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W zwigzku z tym, ze cytometria masowa pozwala na wielowymiarowg analizg
na poziomie pojedynczych komorek, znajduje ona zastosowanie w wielu obszarach
nauk o zyciu. W naszych badaniach postanowiliSmy wykorzysta¢ te technologie do
wizualizacji enzymow. Jednak z uwagi na fakt, ze badania te skupiaja si¢ na
wizualizacji aktywnych enzymow (aktywomu), stosowanie przeciwciat z metalami
dla proteaz byloby niewystarczajace. Z tego wzgledu podjeliSmy probe
opracowania catkowicie nowej technologii do badania aktywnych enzymoéw, ktora
odpowiadataby formatowi cytometrii masowej [26]. W tym celu opracowaliSmy
nowy typ sond chemicznych, ktéore zamiast znacznikow fluorescencyjnych
posiadajg stabilne izotopy wybranych metali (Rysunek 6). Jako cele molekularne
do wizualizacji wybraliémy trzy proteazy cysteinowe: legumaing, katepsyne L oraz
katepsyne B, gdyz dla tych enzymow opracowaliSmy juz selektywne sekwencje
peptydowe (elementy rozpoznawcze), ktore z powodzeniem wykorzystaliSmy
w syntezie fluorescencyjnych sond chemicznych [33-35]. Jony metali zostaty
wprowadzone do struktury sond chemicznych za pomocg tetraxetanu (DOTA),
ktory jest bardzo dobrym $rodkiem kompleksujagcym, szczegdlnie dla jonow
lantanowcéw. Do wyznakowania sond chemicznych wybralismy terb ("’Tb), lutet
("”Lu) oraz gadolin (mieszanina izotopow, Gd).
Kluczowym dla powodzenia projektu bylo sprawdzenie, czy wymiana
fluoroforéw na poszczegdlne metale (skompleksowane za pomocg DOTA) nie
wplynie na wilasciwosci sond w kontekscie ich selektywnosci oraz zdolno$ci
pasywnego transportu do wnegtrza komoérki. Badania przeprowadzone na
rekombinowanych enzymach oraz na dwodch liniach komorkowych (rak piersi
MDA-MB-231 oraz rak jelita grubego HCT-116) pokazaly, ze nowo otrzymane
zwigzki zachowujg si¢ bardzo podobnie jak ich fluorescencyjne analogi, tj. sg
selektywne 1 z tatwo$cia wigza si¢ do enzyméw w zywych komorkach.
Nadrzgdnym celem badan bylo jednak oznaczenie aktywnosci poszczegdlnych
enzymoOw na poziomie pojedynczych komorek. Jako model badawczy wybralismy
monojadrzaste komorki krwi obwodowej (ang. PBMCs). W tym celu réwnolegle
wykorzystali§my:
(1) przeciwciata dla antygenow rdéznicowania komorkowego skoniugowane
z metalami: anty-CD20(147Sm), anty-CD45(154Sm), anty-CD14(160Gd),
anty-CD16(165Ho), anty-CD3(170Er), anty-CD4(174YD), anty-
CDS8(168Er).

(2) przeciwciata dla enzymdéw proteolitycznych skoniugowane z metalami:
anty-katepsyna-B(144Nd), anty-katepsyna-L (164Dy), anty-legumaina
(172YD).
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(3) sondy TOF dla enzymow proteolitycznych: sonda TOF dla katepsyny
B (159Tb), sonda TOF dla katepsyny L (175Lu) oraz sondaTOF dla

legumainy (158Gd).
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Rysunek 6.  Poréwnanie pierwszej oraz drugiej generacji sond TOF. W pierwszej generacji zastosowano
linker w postaci kwasu 6-aminoheksanowego (6-Ahx) oraz ugrupowanie DOTA posiadajace
sze$¢ miejsc koordynacji jonu metalu. Aby polepszy¢ wilasciwosci fizykochemiczne
opracowanych zwigzkow stworzono msondy TOF drugiej generacji, ktore posiadaty dtuzszy
oraz bardziej hydrofilowy linker (PEG) oraz ugrupowanie DOTA z wigksza liczba miejsc
koordynacji. Struktury zwigzkéw przedstawiono na przykladzie sondy TOF dla katepsyny
B o selektywnej sekwencji aminokwasowej: Cha-Leu-Glu(Bzl)-Arg, gdzie Cha to
cykloheksyloalanina, a Glu(Bzl) to ester benzylowy kwasu glutaminowego. Jako elektrofilowa
grupe wiagzaca si¢ (nieodwracalnie) z centrum aktywnym enzymu wybrano 2,6-
dimetylobenzyloksymetyloketon (AOMK)

Figure 6. Comparison of the first and second generation TOF probes. In the first generation, a linker in
the form of 6-aminohexanoic acid (6-Ahx) and the DOTA group with six metal ion coordination
sites were used. In order to improve the physicochemical properties of the developed
compounds, second-generation TOF probes that had a longer and more hydrophilic linker
(PEG) and a DOTA moiety with a greater number of coordination sites were created. The
structures of the compounds are exemplified by the TOF probe for cathepsin B with the
selective amino acid sequence: Cha-Leu-Glu(Bzl)-Arg, where Cha is cyclohexylalanine and
Glu(Bzl) is glutamic acid benzyl ester. A 2,6-dimethylbenzyloxymethyl ketone (AOMK) was
chosen as the electrophilic group that binds (irreversibly) to the active site of the enzyme

Dzigki temu mozliwe bylo zbadanie korelacji pomigdzy ekspresjg wybranych
proteaz, a ich rzeczywistg aktywnoscia katalityczna (Rysunek 7). Wyniki naszych
badan pokazaly, ze przeciwciata znakujace wybrane proteazy cysteinowe wykazaly
ich obecno$¢ glownie w komorkach CD16+ oraz CD4+, czyli monocytach,
makrofagach oraz tzw. ,naturalnych zabdjcach” (ang. NK, natural killer cells)
[26,27]. Jednak co najciekawsze, nasze wyniki pokazaly, ze tylko czgs¢ frakcji
poszczegblnych enzymow jest katalitycznie aktywna, gdyz sygnat od sond TOF nie
obejmuje catego sygnatu od przeciwcial wzgledem poszczegdlnych enzymow.
Wyniki naszych badan udowodnity wiec, ze mozliwa jest rownolegta i wielopara-
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metryczna analiza aktywno$ci enzymow proteolitycznych za pomocg sond
chemicznych z wykorzystaniem cytometrii masowej. Stwarza to naukowy
fundament do wykorzystania tych zwiazkow w celu analizy enzyméw i biatek
w bardziej ztozonych uktadach. Opracowana technologia otwiera kompletnie nowe
mozliwosci w rownoleglej analizie aktywno$ci enzymow. Dzigki zastosowaniu
stabilnych izotopéw metali w sondach 1 wykorzystaniu cytometrii masowej
mozliwa jest teoretycznie rownolegta analiza ponad 50 enzymdw, poniewaz
obecnie tyle izotopéw metali jest komercyjnie dostepnych. Co wiecej, w naszych
badaniach pokazali§my, ze sondy te mozna stosowaé razem ze standardowymi
przeciwciatami skoniugowanymi z metalami, dzi¢ki czemu mozna doktadnie bada¢
aktywnos$¢ enzymatyczng w poszczegdlnych populacjach komorek, a wiec zbadaé
opisany wczesniej aktywom. Uwazamy, ze metoda ta bgdzie miala bardzo duze
zastosowanie np. W enzymatycznych profilowaniu nowotworow, gdzie
heterogeniczno$¢ probek jest bardzo duzym ograniczeniem w doktadnym
okresleniu funkcji poszczegolnych enzyméw w rozwoju tej choroby.

Wyniki naszych badan udowodnity, ze mozliwa jest roéwnolegta
1 wieloparametryczna analiza aktywno$ci enzymow proteolitycznych za pomoca
sond chemicznych z wykorzystaniem cytometrii masowej. Stwarza to naukowy
fundament do wykorzystania tych zwigzkow w celu analizy enzymow i biatek
w bardziej ztozonych uktadach. Opracowana technologia otwiera kompletnie nowe
mozliwo$ci w rownoleglej analizie aktywno$ci enzymoéw. Do tej pory najczescie]
stosowang metoda w badaniu enzymoéw sondami chemicznymi byta mikroskopia
fluorescencyjna, ktéra pozwala na rédwnolegte monitorowanie jedynie 4-5
enzymow. Dzieki zastosowaniu stabilnych izotopoéw metali w sondach
1 wykorzystaniu cytometrii masowej mozliwa jest teoretycznie réwnolegla analiza
ponad 50 enzymdw, poniewaz obecnie tyle izotopow metali jest komercyjnie
dostepnych. Co wigcej, w naszych badaniach pokazaliémy, ze sondy te mozna
stosowa¢ razem ze standardowymi przeciwciatami skoniugowanymi z metalami,
dzigki czemu mozemy doktadnie badan aktywno$¢ enzymatyczna
w poszczegolnych populacjach komoérek, a wiec zbada¢ opisany wczesniej
aktywom [26,27]. Uwazamy, ze metoda ta bedzie miata bardzo duze zastosowanie
np. w enzymatycznych profilowaniu nowotworéw, gdzie heterogenicznos¢ probek
jest duzym ograniczeniem w dokladnym okresleniu funkcji poszczegdlnych
enzymow w rozwoju tej choroby.
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Analiza poziomu ekspresji i aktywnosci proteaz cysteinowych w poszczegdlnych populacjach
komoérek PBMC przy uzyciu algorytmu viSNE. Panel A. PBMC zostaly podzielone na
poszczegblne populacje na podstawie obecnosci antygenéw réznicowania komorkowego (CD).
Legenda przedstawia potozenie poszczegdlnych typéw komorek na diagramie viSNE. Panel B.
Analiza ekspresji i aktywnos$ci katepsyny B, katepsyny L oraz legumainy w poszczegdlnych
populacjach PBMC. Badane proteazy cysteinowe znajdujg si¢ glownie we frakcji monocytow
(CD16+). Sygnat od aktywnej formy proteaz koreluje z obecnoscia przeciwciata

Analysis of the expression level and activity of cysteine proteases in individual populations of
PBMCs using the viSNE algorithm. Panel A. PBMCs have been divided into individual
populations based on the presence of cell differentiation antigens (CD). The legend shows the
location of each cell type on the viSNE diagram. Panel B. Analysis of the expression and
activity of cathepsin B, cathepsin L and legumain in individual PBMC populations. The tested
cysteine proteases are found mainly in the monocyte fraction (CD16+). The signal from the
active form of proteases correlates with the presence of the antibody

UWAGI KONCOWE

Sondy chemiczne sa obecnie jednymi z najczesciej wykorzystywanych narzgdzi do

badania aktywnosci enzymatycznej biatek. W ciggu ostatnich lat nastapil ogromny

postep w

rozwoju fluorescencyjnych sond chemicznych w kontekécie ich

selektywnosci, czuloéci i1 biodostgpnosci. Jednak w dalszym ciggu sondy te maja

ograniczone mozliwosci w multiparametrycznej analizie, co jest spowodowane

naktadaniem si¢ widm emisji poszczeg6élnych fluoroforow. W celu rozwigzania tego
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problemu, nasza grupa badawcza opracowala nowy typ sond chemicznych, ktore
zamiast fluoroforow znakowane sa stabilnymi izotopami metali przejSciowych, co
umozliwia wykorzystanie ich w formacie cytometrii masowej. W naszych badaniach
skupili$my si¢ na opracowaniu sond dla enzymoéw proteolitycznych bioragcych aktywny
udziat w chorobach nowotworowych, jednak ta technologia moze zostac
z powodzeniem wykorzystana rowniez do opracowania sond dla innych enzymoéw, jak
np. kinaz czy fosfataz. Uwazamy, ze nasza technologia otwiera nowe mozliwosci
w badaniu aktywomu zréznicowanych ukladow biologicznych na poziomie
pojedynczych komorek, co moze by¢ wykorzystane np. dla celow spersonalizowane;j
diagnostyki medycznej.
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