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ABSTRACT

Mass cytometry is one of the newest and most high-throughput technologies that
allows for the investigation of complex biological systems at single cell level. It relies
on the use of stable metal isotopes as labels of specific cell markers and therefore,
allows for simultaneous analysis of more than 40 parameters at single cell level. In
order to fully explore the potential of mass cytometry, researchers are trying to
develop new experimental setups based on the application of pure metal isotopes in
biological studies. The incorporation of antibodies into mass cytometry setups, while
extremely selective and well-validated, limits the analysis as it shows the whole
protein pool present in the cell. In our group, we developed new technology that
allows for the identification of active forms of proteins-the ones that actively
participate in cell signaling pathways. Activity-based probes are the most valuable
tools for enzyme activity profiling and for years now they have been in the center of
the method called Activity-Based Protein Profiling. Classic activity-based probes
consist of three parts: a warhead (electrophilic binding group that covalently modifies
enzyme active site), linker (specific peptide sequence or non-specific carbon chain)
and the fluorescent tag that allows for enzyme detection and localization inside the
cell. Spectral properties of commercially available fluorophores allow for the
detection of up to dozen different cell parameters, with the use of various techniques
such as confocal microscopy or flow cytometry. To increase the number of analyzed
parameters, we designed activity-based probes that possess DOTA chelating moiety
that is able to trap one metal atom per one probe. The combination of mass cytometry
with highly selective activity-based probes allowed for the development of new
technology that grants the possibility of multiparametric analysis of complex
biological samples such as blood or cancer tissue. The new type of activity-based
probes (so-called TOF-probes) incorporate various inhibitor scaffolds designed with
HyCoSuL technology (Hybrid Combinatorial Substrate Libraries). These
compounds possess a variety of unnatural amino acids in their structures, which
significantly increases their selectivity toward proteases of interest.

Keywords: activity-based probes, mass cytometry, proteolytic enzymes, cancer,
cell death

Stowa kluczowe: markery chemiczne, cytometria masowa, enzymy
proteolityczne, nowotwor, Smier¢ komorki
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Marker chemiczny - maloczasteczkowy zwiazek chemiczny do badania
aktywnos$ci enzymatycznej, skladajacy si¢ z trzech glownych czesci: grupy
wigzacej, ktora tworzy nieodwracalny kompleks z badanym enzymem
w stosunku 1:1; linkera, ktory moze by¢ przybra¢ posta¢ selektywnej sekwencji
peptydowej  badz  nieselektywnego  fancucha  weglowego;  grupy
reporterowej/znacznika, ktory umozliwia detekcje 1 lokalizacj¢ markera
chemicznego w komorce.

Marker TOF - zaprojektowane i opracowane w niniejszej pracy doktorskiej
markery chemiczne, ktorych znacznikiem jest ugrupowanie DOTA ze
schelatowanym jonem metalu (lantanowca). Dzigki zastosowaniu takiego
znacznika markery TOF sg kompatybilne z cytometria masowa typu TOF (ang.
Time Of Flight).

Znacznik/Grupa reporterowa — jeden z elementéw markera chemicznego-
grupa chemiczna, ktorag mozna detektowacé za pomocg poszczegolnych technik
wizualizacji, np. fluorofory za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej czy metale
za pomocg cytometrii masowe;.
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WPROWADZENIE
1. CYTOMETRIA MASOWA

Precyzyjna identyfikacja poszczegoélnych rodzajéw komoérek w ztozonych
populacjach jest niezwykle istotna w naukach biologicznych, a w wigkszosci przypadkow
wymaga iloSciowego  oznaczenia  kilku  biomarkeréw  jednoczesnie [1].
Wieloparametryczna analiza systemow biologicznych jest niezbgdna w dziedzinie
genomiki oraz proteomiki, w celu zrozumienia interakcji gendéw, bialek oraz innych
czasteczek, ktorych dziatanie moze prowadzi¢ do transformacji zdrowych komorek
w komorki zmienione chorobowo. Przez wiele lat najpopularniejsza technika w tego typu
analizach byta cytometria przeptywowa wynaleziona w 1934 roku [2]. Zasada dzialania
cytometrii przeptywowej opiera si¢ na wykorzystaniu fluoroforow, ktére sa
skoniugowane z odpowiednimi markerami biologicznymi, takimi jak przeciwciata.
Cytometria przeplywowa umozliwia szybki pomiar rozproszonego $wiatlta lub
fluorescencji emitowanej przez odpowiednio nas§wietlone komorki. Staty uktad optyczny
oraz cyfrowe uklady elektroniczne w cytometrze przeptywowym umozliwiajg
jednoczesng detekcje okoto 10 (w niektdrych zrodtach mowa jest o 16 [3]) znacznikow
fluorescencyjnych oraz dwoch parametrow rozpraszania. To z kolei pozwala na
jakosciowa oraz ilosciowg oceng wlasciwosci biologicznych oraz fizycznych komorek
czy tez ich komponentow (jader, kwasow nukleinowych, mitochondriéw). Cytometria
przeptywowa jest wysoce wydajng technika umozliwiajaca analize duzej ilosci komorek
w krotkim czasie. Jak kazda metoda analityczna, cytometria przeplywowa posiada kilka
wad, a najwazniejszg z nich jest wystgpowanie niespecyficznego sygnatu. Gtownym
zrodlem niespecyficznego sygnalu jest nakladanie si¢ widm absorpcji i emisji [4, 5].
W zwiazku z tym niezwykle istotnym jest doktadne zaplanowanie panelu biomarkerow
oraz skorygowanie uzyskanych wynikow obliczeniowo. To z kolei niesie ze sobg ryzyko
btedu oraz wymaga przeprowadzenia dodatkowych operacji matematycznych (tzw.
kompensacji sygnatoéw) w przypadku pomiaru powyzej S-ciu parametrow. Niemniej
jednak cytometria przeplywowa umozliwila ogromny postgp w naukach biologicznych
i znalazta zastosowanie w m.in. diagnostyce chordb, badaniu cyklu mitotycznego
komoérek nowotworowych, szybkim wykrywaniu 1 wstgpnej identyfikacji
mikroorganizméw czy tez przy okreslaniu tzw. opornosci wielolekowej [6, 7].

W miar¢ postgpu technologicznego rozpoczeto poszukiwania bardziej wydajnego
systemu, ktory posiadatby zalety cytometrii przeptywowej i jednoczesnie umozliwit
detekcje wickszej liczby parametréow. Cytometria masowa typu TOF- ang. time of flight
(technologia CyTOF) jest najnowsza technika opierajaca si¢ na spektrometrii mas
sprzezonej z plazma wzbudzang indukcyjnie, w ktorej izotopy metali wykorzystywane sa
jako ,,znaczniki” poszczegdlnych indywiduow biologicznych. Pozwala to na doktadny
pomiar ponad 40 réznych parametréw (teoretycznie do 130 parametréw) na poziomie
pojedynczej komorki. W technice tej wykorzystywane sa najczeSciej przeciwciata
znakowane rzadko wystepujacymi, izotopowo czystymi metalami, ktore nastgpnie stuza
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do oznaczania poszczegdlnych komponentéw komodrkowych. Stosowane sa jedynie
metale o duzej masie czasteczkowej, tak, aby metale wystepujace naturalnie nie byty
brane pod uwagg podczas analizy. Technologia znakowania przeciwcial metalami, jak
réwniez pierwszy instrument do cytometrii masowej zostaty opracowane w 2009 roku na
Uniwersytecie w Toronto w grupie prof. Tannera, we wspolpracy z firma DVS Sciences,
Inc. [8]. Zasada dzialania cytometru masowego taczy w sobie spektrometri¢ mas
sprz¢zong z plazma wzbudzang indukcyjnie (ang. Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometr, ICP-MS) oraz spektrometri¢ mas z czasem przelotu (MS-TOF) co pozwala
na precyzyjne okreslenie wtasciwosci komorek. W pierwszym etapie komorki znakowane
sa tzw. markerami (przeciwciata badz mate czasteczki chemiczne), ktére uprzednio
zostaly skoniugowane z izotopowo czystym metalem. Roztwor specjalnie
przygotowanych komorek zostaje nastgpnie rozpylony i wedruje przez plazme argonowa,
ktéra powoduje atomizacj¢ probki oraz jonizacj¢ metali sprzgzonych z markerami
komoérkowymi. Sygnal pochodzacy od metali jest nastepnie analizowany przez
spektrometr masowy z czasem przelotu (MS-TOF). Schemat dzialania cytometru
masowego przedstawiono na Rysunku 1.

W cytometrii masowej obserwowane sg jedynie nieznaczne ilosci niespecyficznych
sygnatow (ok. 1%), dzicki zastosowaniu metali, ktore posiadajga rézne masy.
Zanieczyszczenia izotopowe, ktore nie zostaly catkowicie usuniete w trakcie procesu
oczyszczania, zazwyczaj generuja sygnat w kanale +1, natomiast utlenione elementy
generuja sygnat w kanale +16 (Rysunek 2). Brak niespecyficznego sygnatu utatwia
projektowanie multiparametrycznych paneli, ktore na dzien dzisiejszy zawierajg ponad
60 roznych markerow komorkowych.

Technologia CyTOF charakteryzuje si¢ wieloma zaletami, ktore znaczaco utatwiaja
precyzyjne profilowanie komodrek. Wérdd najwazniejszych zalet czesto wymienia si¢ (1)
przeprowadzanie rownoleglych testow fenotypowych i funkcjonalnych, ktoére pozwalaja
na zrozumienie niejednorodnosci w obrebie réznych populacji komodrkowych (2)
zastosowanie tzw. ,kodowania” (ang. barcoding), ktére umozliwia potaczenie
i rownoczesng analiz¢ kilku- badz kilkunastu probek jednoczes$nie czy (3) mozliwose
Sledzenia wielu szlakow komorkowych jednoczesnie w fenotypowo réznych
populacjach.

Cytometria masowa umozliwia dokladna charakterystyke fenotypowa oraz
funkcjonalng w duzych, zlozonych probkach biologicznych. To z kolei moze zostaé
wykorzystane w celu uzyskania szczegdtowych informacji dotyczacych regulacji
procesow komorkowych i ogélnosystemowych, zarbwno w stanach normalnych jak
i chorobowych.
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Schemat dzialania cytometru masowego [9]. Probka zawierajagca komorki znakowane
przeciwciatami skoniugowanymi z izotopami metali cigzkich przechodzi przez nebulizator (A)
tworzac kolejno areozol. Tak uformowana zawiesina zawierajaca pojedyncze komorki jest
kierowana do zrédta plazmy wzbudzonej indukcyjnie (B) gdzie probka podlega atomizacji
i jonizacji. Jony o niskiej masie sa usuwane (C), a pozostate jony (W tym jony metali) sa
kierowane do analizatora masy TOF (ang. Time Of Flight- czas przelotu). Poszczegoélne jony sa
rozdzielane na podstawie masy i kierowane do detektora (D). Detektor mierzy widmo masowe
reprezentujace ilo$¢ poszczegoélnych izotopéw metali przypadajacych na kazda komorke
w probee; dane zapisywane s3 w formacie FCS (E) i analizowane (F) przy uzyciu dedykowanego
oprogramowania. Rysunek zaadaptowany za pozwoleniem z ref. [10]

Mass cytometer allows for single-cell atomic mass spectrometry of heavy elemental reporters
[9]. Cells labeled with affinity products (e.g. antibodies or small molecules) are introduced into
the Inductively Coupled Plasma (ICP) by droplet nebulization (A, B). Single cells are atomized
and ionized. The overly abundant, small molecular weight ions are removed (C), and the
elemental composition of remaining heavy elements is determined based off time-of-flight
analysis. lons are separated according to their mass and directed towards the detector (D). Signals
corresponding to each elemental tag are then assigned to the respective marker, arranged into FCS
(E) files and analyzed via conventional cytometry platforms (F). Adapted with permission form
ref. [9]
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Rysunek 2.  Roéznice w powstawaniu niespecyficznego sygnatu w cytometrii masowej oraz przeptywowe;j.
Powszechnie stosowane fluorofory charakteryzuja si¢ szerokimi widmami absorpcji i emisji co
powoduje powstawanie silnego, niespecyficznego sygnatu w sasiednich kanatach, okupowanych
przez inny fluorofor. W przypadku cytometrii masowej niespecyficzny sygnat zazwyczaj nie
przekracza 1% i jest generowany poprzez drobne zanieczyszczenia izotopowe (w kanale +1) oraz
w wyniku utleniania metali (kanat +16)

Figure 2. The differences in the nonspecific signal generation in mass and flow cytometry. Commonly
utilized fluorophores possess broad emission and absorption spectra which causes strong,
unspecific signal generation in neighboring channels occupied by different fluorophore. In case
of mass cytometry, unspecific signal usually does not exceed 1% and is generated by minor
isotopic impurities (channel +1) or metal oxidation (channel +16)

2. SPECYFICZNOSC SUBSTRATOWA ENZYMOW
PROTEOLITYCZNYCH W PROJEKTOWANIU MARKEROW
CHEMICZNYCH

2.1. ENZYMY PROTEOLITYCZNE

Wiazanie peptydowe wystepuje miedzy aminokwasami peptydow lub bialek, taczac
grupe o—aminowa jednej reszty aminokwasowej z grupa o—karboksylowa kolejnej
reszty. Jako iz biatka sa podstawowymi sktadnikami naszego ciata, zachodzi potrzeba
odzysku substancji, z ktorych sg one zbudowane. Dzigki temu, po spetnieniu swojej roli,
biatka moga zosta¢ roztozone na aminokwasy, ktore zostang ponownie wykorzystane
przez komorke. Czas péditrwania rozktadu wigzania peptydowego w obecnosci wody
wynosi $rednio 500 lat w temperaturze 25°C [10], w zwiazku z czym obecno$¢ kataliza-
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tora tej reakcji jest niezbgdna. Taka role pelnia wyspecjalizowane biatka zwane
proteazami (inaczej peptydazy, enzymy proteolityczne), ktore tacza si¢ ze swoimi
substratami (biatka, peptydy) i zmieniaja je w odpowiednie produkty (oligopeptydy,
dipeptydy czy pojedyncze aminokwasy).

Aby mozliwe bylo utrzymanie proceséw zyciowych na odpowiednim poziomie,
niemal wszystkie procesy metaboliczne w komorce zachodza z udzialem odpowiednich
katalizatorow reakcji chemicznych. Proteazy, ktére odpowiadaja za hydrolize wigzania
peptydowego, biorg udzial w wielu niezwykle istotnych szlakach biologicznych, takich
jak fibrynoliza, proces programowanej $mierci komoérki (apoptoza, pyroptoza,
nekroptoza i wiele innych) czy krzepnigcie krwi [11-13]. Jako, iz enzymy proteolityczne
kontroluja tak wazne mechanizmy komodrkowe, ich zaburzona aktywno$¢ moze
przyczynia¢ si¢ do powstawania zmian patofizjologicznych, takich jak np. choroby
neurodegeneracyjne czy nowotwory [14, 15].

Enzymy proteolityczne stanowia okoto 2-4% wszystkich biatek kodowanych przez
ludzki genom, co stanowi imponujacg liczbe bliskg 700 proteaz [16]. Ludzki degradom
natomiast, sktada si¢ z przynajmniej 553 proteaz i ich homologow, ktore mozna podzielié
na szes¢ klas: proteazy aspartylowe (21), cysteinowe (143), metaloproteazy (186)
proteazy serynowe (176), treoninowe 27 oraz proteazy
o nieznanym typie katalizy [17]. Poszczeg6lne klasy proteaz wykorzystuja inne typy
katalizy, co ma ogromne znaczenie przy projektowaniu niskoczasteczkowych zwiazkow
chemicznych stuzacych do badania tych biatek. W ludzkim ciele, proteazy podlegaja
Scistej kontroli, tak, aby ich aktywno$¢ nie prowadzita do powstawania niebezpiecznych
dla zycia stanow patofizjologicznych. Istnieje wiele mechanizméw kontroli enzymow
proteolitycznych, m.in. oddziatywania z innymi biatkami (w tym oddziatywania
z inhibitorami proteaz) [18], jonami metali [19] czy modyfikacje posttranslacyjne [20].
Oproécz tego znany jest rowniez jeden z najbardziej rygorystycznych mechanizméw
kontroli, ktory wynika z budowy samej proteazy, a mianowicie tzw. specyficzno$¢
substratowa.

2.2. SPECYFICZNOSC SUBSTRATOWA PROTEAZ

Specyficznos$¢ substratowa danej proteazy jest cecha okreslajaca, ktory substrat
biatkowy bedzie hydrolizowany, a ktory pozostawiony w spokoju. Jest to bezposrednio
zwigzane z architektura miejsca aktywnego proteazy. W centrum aktywnym, gdzie
wigzany jest substrat bialkowy, kazda proteaza posiada tzw. kieszenie wigzace. Sktad
reszt aminokwasowych w danej kieszeni decyduje o tym, ktory substrat biatkowy bedzie
,pasowaé” do enzymu. W 1967 roku Schechter i Berger wprowadzili jednolity system
okreslania miejsc wigzacych w enzymach proteolitycznych i1 tym samym zdefiniowali
pojecie specyficzno$ci substratowej, ktore obowigzuje do dzi$ [21]. Na centrum aktywne
sktada si¢ tzw. region nie primowany, ktory wiaze aminokwasy substratu peptydowego
od N-konca hydrolizowanego wigzania, oraz region primowany, do ktérego wigzane sa
reszty aminokwasowe od strony C-konca. Kieszenie wigzace proteazy s nazwane odpo-
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wiednio kieszeniami: Sn, S4, S3...S1, S1°, S2..., a wigzane przez nie reszty
aminokwasowe substratu oznaczane s3 odpowiednimi pozycjami: Pn, P4, P3...P1, P1’,
P2’....Hydroliza wigzania peptydowego zachodzi zawsze pomie¢dzy pozycja P1 a P1’
substratu (schemat budowy miejsca aktywnego proteaz oraz mechanizm wigzania
substratu jest przedstawiony na Rysunku 3).

Istnieje wiele proteaz nalezacych do tych samych rodzin, ktére charakteryzuja si¢
niezwykle podobna budowa zaré6wno catego bialka jak i samego miejsca aktywnego.
Powoduje to, iz jeden enzym moze rozpoznawac i hydrolizowa¢ te same substraty co
cztonek jego klanu lub rodziny. Takie proteazy charakteryzuja si¢ nakladajaca sig
specyficznoscig substratowa, co znacznie utrudnia ich badanie w ztozonych systemach
biologicznych. Poszukiwanie i opracowywanie metod badania (oraz wykorzystania)
specyficznoéci substratowej enzymow proteolitycznych cieszy si¢ ogromnym
zainteresowaniem ze strony $rodowiska naukowego od ponad 20 Iat.

Rysunek 3.  Schemat miejsca aktywnego proteazy [21]. Odpowiednie kieszenie wiazace enzymu
proteolitycznego (S2°, S1°, S1, S2, S3...) facza reszty aminokwasowe substratu peptydowego
(P2°, PI°, P1, P2, P3...). Rysunek powstal przy wuzyciu programu BioRender
(www.biorender.com)

Figure 3. Schematic representation of protease active site [21]. Binding pockets denoted as S2’°, S1°, S1,
S2, S3 bind corresponding amino acid residues on the substrate. Figure was created using
BioRender (www.biorender.com)
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2.3. MARKERY CHEMICZNE

Dziedzina proteomiki zajmujaca si¢ analiza aktywno$ci bialek i badaniem ich
regulacji w zlozonych proteomach zostata nazwana Activity Based Protein Profiling
(ABPP) i opiera si¢ o wykorzystanie matoczasteczkowych zwigzkéw chemicznych (ang.
Activity-Based Probes) do znakowania i izolowania odrgbnych zestawow biatek na
podstawie ich aktywno$ci enzymatycznej [22, 23]. Jedna z najwazniejszych cech takich
czasteczek jest wysoka selektywnos$¢ w stosunku do celowanego biatka, co umozliwia
analiz¢ ztozonych uktadéw biologicznych, takich jak lizaty komodrkowe, tkanki czy nawet
cale organizmy.

Idealne markery chemiczne powinny by¢ ukierunkowane na duzg i jednocze$nie
tatwa do analizy liczbe enzymow (od dziesiatek do setek), w celu zapewnienia globalnego
obrazu funkcjonalnego badanego proteomu. Docelowy poziom detekcji musi by¢
zrOwnowazony poprzez ograniczong reaktywnos¢ krzyzowa z innymi biatkami.
Wickszo§¢ markerow chemicznych zawdzigcza taka réwnowage kombinacji grup
reaktywnych oraz elementow wigzacych (linkeréw) w swojej strukturze.

Matoczasteczkowe markery chemiczne do badania aktywnosci enzymow, wg
ogolnie przyjetej konwencji, sktadajg si¢ z trzech elementow [23]. Pierwszym
elementem jest reaktywna grupa kowalencyjnie wigzagca miejsce aktywne enzymu. Grupy
takie mozna dalej podzieli¢ na dwie klasy: (1) ugrupowania elektrofilowe modyfikujace
reszt¢ nukleofilowa w miejscu aktywnym enzymu oraz (2) grupy fotoreaktywne, ktore
pod wptywem promieniowania UV znakujg reszty aminokwasowe w centrum aktywnym
enzymu. Oprocz tego, markery chemiczne posiadajg w swojej strukturze jeszcze dwa
elementy, a mianowicie grup¢ reporterowa umozliwiajagcg detekcje oraz wczesniej
wspomniany linker. Schematyczny rysunek budowy matoczasteczkowych markerow
chemicznych zostat przedstawiony na Rysunku 4.

Matoczasteczkowe narzgdzia chemiczne do badania enzymdéw proteolitycznych sa
niezbedne w okreslaniu ztozonos$ci komoérkowych szlakow biochemicznych oraz
pozwalaja na rozréznienie funkcji poszczegélnych proteaz. Do tej pory opisano wiele
metod poszukiwania i kolejno projektowania takich zwigzkow, niemniej jednak posiadaja
one szereg ograniczen wynikajagcych nie tylko z ich wlasciwosci (budowa
uniemozliwiajagca  penetracje  bton  komoérkowych, nakladanie si¢ widm
fluorescencyjnych, brak selektywnosci wobec celowanej proteazy), ale rowniez ze
ztozonosci procesOw zachodzacych w komdrkach. Ogromne znaczenie biologiczne
przypisywane enzymom proteolitycznym sprawia, iz poszukiwanie specyficznych oraz
selektywnych narzedzi, ktére umozliwityby wieloparametrowa analiz¢ w uktadach
in vitro oraz in vivo jest niezwykle obiecujacym i atrakcyjnym polem do prowadzenia
badan. W swoich badaniach zaprojektowatam, zsyntetyzowatam oraz przeprowadzitam
walidacje¢ zupelnie nowego typu markerow chemicznych, ktore sa kompatybilne
z cytometrig masowa. Dzigki temu mozliwe byto opracowanie nowej technologii, ktora
w przysztosci pozwoli na zwigkszenie naszej wiedzy na temat ztozonych proceséw
biologicznych, w ktoérych centralng role odgrywaja proteazy. Enzymy proteolityczne,
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ktore byly przedmiotem moich badan sa zaangazowane w szereg niezwykle istotnych

proceséw biochemicznych, zachodzacych zaré6wno w stanach normalnych jak

i patologicznych.
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Rysunek 4.

Figure 4.

Schemat budowy matoczasteczkowych markerow chemicznych. Markery sktadaja si¢ z trzech
czes$ci: grupy reporterowej umozliwiajacej detekcje, linkera (specyficzna sekwencja peptydowa
badz niespecyficzne linkery) oraz grupy wiazacej (elektrofilowe ugrupowanie kowalencyjnie
taczace si¢ z enzymem)

Schematic representation of activity-based probe structure. Small molecule ABPs consist of
three elements: reporter group that facilitates protein detection, linker (specific peptide sequence
or non-specific linker) and binding moiety (electrophilic warhead that covalently modifies
enzyme active site)

3. ANALIZA AKTYWNOSCI ENZYMOW PROTEOLITYCZNYCH

W KOMORKACH KRWI PRZY UZYCIU MARKEROW
CHEMICZNYCH KOMPATYBILNYCH Z CYTOMETRIA
MASOWA

Projektowanie selektywnych markerow chemicznych do badania proteaz jest

procesem wieloetapowym, ktéry rozpoczyna si¢ od badan przesiewowych bibliotek

substratdw wobec celowanego enzymu, w celu okreslenia jego preferencji

katalitycznych. Nastgpnie, na podstawie uzyskanych wynikow, syntetyzowane sa
optymalne i1 aktywne substraty, ktore kolejno poddawane sa analizie kinetyczne;j.
Otrzymane zwigzki chemiczne charakteryzujace si¢ najwigksza aktywnoscia i wysokim

stopniem selektywnosci sg przeksztatcane w inhibitory. Kolejno, po zbadaniu aktywnosci

inhibitorbw wobec wybranych enzymoéw, dobierane sa odpowiednie ugrupowania

chemiczne (np. znaczniki cyjaninowe, biotyna, izotopy metali) majace na celu zapewnic

detekcje wybranej proteazy zwigzanej z inhibitorem.
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W swoich badaniach skupitam si¢ na analizie proteaz cysteinowych w ztozonym

ukladzie biologicznym jakim sa jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej (ang.

Peripheral blood mononuclear cells, PBMCs). W celu zbadania aktywno$ci

wybranych proteaz zaprojektowalam oraz zsyntetyzowatam markery chemiczne

znakowane odpowiednimi atomami metali (Rysunek 5) i kolejno poddatam je doktadne;j
analizie biochemicznej.
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Figure 5.

= OoH

DOTA(Lu)-Ahx-D-Tyr(tBu)-Tic-Ser-Asp-AOMK.

Schemat syntezy markerow TOF na przyktadzie zwigzku dla legumainy. A. Synteza fragmentu
peptydowego z ugrupowaniem DOTA(tBu); na N-koncu. Peptydy zostaly zhyrdolizowane
z zywicy chloro-2’-chlorotrytylowej przy uzyciu mieszaniny TFE/DCM/TIPS aby uniknaé¢
hydrolizy grup blokujacych. B. Pofaczenie fragmentu peptydowego z elektrofilowa grupa
wiazaca przeprowadzono przy uzyciu odczynnikéw sprzggajacych- HATU oraz 2,4,6-kolidyny
w DMF. Kolejno otrzymany zwiazek oczyszczono przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii
cieczowej. Do produktu dodano kolejno mieszaning TFA/DCM/TIPS w celu hydrolizy grup
ochronnych. C. Odblokowany produkt rozpuszczono w buforze zawierajacym octan amonu
(0.1IM, pH 5.0, temp. 55°C) i dodano chlorek odpowiedniego lantanowca (MeCls).
Reakcjg¢ prowadzono 30 minut na mieszadle magnetycznym. Po tym czasie produkt oczyszczono
na HPLC

Schematic representation of TOF-probe synthesis (legumain TOF-probe). A. Solid-phase
peptide synthesis of N-terminal DOTA(tBu); peptide. Peptides were cleaved off the resin with the
use of TFE/DCM/TIPS mixture to avoid the hydrolysis of protecting groups. B. Synthesized
peptide fragments were attached to the electrophilic warhead using HATU and 2,4,6-collidine in
DMEF. Obtained compounds were purified with high-performance liquid chromatography (HPLC)
and protecting groups were removed with TFA/DCM/TIPS mixture. C. Deprotected product was
dissolved in ammonium acetate (0.1M, pH 5.0, temp. 55°C) followed by the addition of an
appropriate lanthanide chloride. The reaction was carried out for 30 minutes. TOF-probes were
purified with HPLC
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Komorki jednojadrzaste krwi obwodowej sa bardzo czgsto wykorzystywane
przez naukowcow prowadzacych badania w dziedzinie immunologii, w kontekscie
zaburzen autoimmunologicznych, choréb zakaznych czy nowotwordéw. Ponadto
uwaza si¢, ze stanowig one kluczowy punkt w procesie opracowywania szczepionek.
Po etapie walidacji otrzymanych markerdow chemicznych typu TOF
przeprowadzitam eksperymenty z uzyciem ludzkich jednojadrzastych komorek krwi
obwodowej, aby potwierdzi¢ uzyteczno$¢ otrzymanych narzedzi w okre$laniu
aktywnosci proteaz w réznych typach komoérek krwi.

Przy uzyciu odczynnika Lymphoprep z krwi zdrowego dawcy wyizolowatam
jednojadrzaste komorki krwi obwodowej. Nastepnie, pozyskane komorki
inkubowalam z panelem markeréw TOF w stezeniu 2 uM oraz z przeciwciatami
specyficznymi dla limfocytow T, limfocytow B oraz komorek NK. Komorki zostaly
utrwalone, a ich DNA oznakowane irydem (Ir191/193) (Rysunek 6, Panel A).
Uzyskane wyniki ukazaly rowng zawarto$¢ aktywnych form katepsyny B oraz L
w poszczegdlnych typach komoérek. Co ciekawe, zauwazylam znaczne ilosci
aktywnej formy legumainy w limfocytach B, w przeciwienstwie do innych komorek,
gdzie jej ilosci byly znikome (Rysunek 6, Panel B). Dane byly spojne w réznych
probkach pochodzacych od tego samego dawcy krwi, jak rowniez nie zalezaly od
metalu zastosowanego w strukturze markera TOF. Wszystkie probki
przygotowywatam i analizowatam w trzech powtorzeniach.

Aby zweryfikowa¢ mozliwos¢ akumulacji niespecyficznego sygnalu
pochodzacego od markerow TOF przeprowadzitam rowniez eksperyment, w ktérym
zwigkszytam stg¢zenie markerow pieciokrotnie (Rysunek 7). Chociaz zaréwno liczba
jak 1 sygnat pochodzacy od komorek oznakowanych markerami TOF dla katepsyny
B oraz L wzrosta, poziom limfocytow T zawierajacych aktywna forme legumainy
pozostal na tym samym poziomie (+5.4%). Wyraznie wskazuje to, iz sygnat
pochodzacy z limfocytéw B jest wysoce specyficzny, a opracowana przeze mnie
metoda przygotowywania probek do analizy jest wystarczajaca w celu odmycia
nadmiaru niezwigzanych markeréow TOF. Ponadto dzigki zastosowaniu wyzszego
stezenia markeréw zauwazytam obecno$¢ dwoéch lub wiecej populacji w obrgbie
jednego typu komorek, ktore réznily si¢ zawartoScig aktywnych form proteaz
cysteinowych. Wysoka zawarto$¢ aktywnej formy legumainy w limfocytach B
dawcy krwi jest niezwykle interesujagcym zjawiskiem, gdyz istnieje niewiele
przestanek literaturowych odnoszacych si¢ do poziomu aktywnosci tej proteazy
u 0sob zdrowych. Wysoki poziom ekspresji i aktywnos$¢ tej proteazy sa dodatnio
korelowane z wystepowaniem nowotworow i innych choréb [24]. Niemniej jednak,
aby oceni¢ czy uzyskane informacje majg znaczenie biologiczne i czy otrzymane
zwigzki chemiczne mogg sta¢ si¢ nowymi markerami chorob, konieczne bedzie



877

NARZEDZIA CHEMICZNE DO BADANIA ENZYMOW PROTEOLITYCZNYCH

przeprowadzenie dodatkowych eksperymentow z zaangazowaniem wiekszej grupy

0sob
’ e
g1 g g | i
izolacja 8 e H
fesnopdzezycn | @8 S| e § .y = i E
komorekkrwi | g w” 2 37 37 3
obwadowej 9. ﬁ H katepsyna B + H m!‘p:jn;u ¥ togumaina«
] | | 134%

191ir (DNA)

inkubacja

komérek 2
markerami TOF
L —
@ " 1| g z :
o | H -
zkoktajlem Yo z | P g § 1 31
rzeciwcial 1 g1 2 % |katepsynaB+ | kat L+ 2 ina +
przeciwci #> Y I i Z ] s IS R 4 1) iy
fiksacja, 1911 (DNA)
permeabilizacia,
nakowanie I 191/193 ‘T T
= | homsmamear
8 1
8 | - - 1 |
S . marker TOF § | o i i
£ | & Al i [l A
g . i1 E 3
1 7 | katepsyna B+ 3 | katepsynal+ 2 | legumaina +
! | 728% 1 4%
analiza przy 191Ir (DNA) o '

Rysunek 6.

Figure 6.

uzyciu
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masowego

Analiza jednojadrzastych komorek krwi obwodowej z uzyciem cytometru masowego.
A. Schemat przygotowania probek do analizy. Po izolacji komorki sa inkubowane z panelem
markerow TOF, znakowane przeciwcialami wykrywajacymi antygeny rdéznicowania
komorkowego (CD), a nastgpnie utrwalone, zpermabilizowane i znakowane irydem (Ir191/193).
B. Wyniki analizy trzech populacji komorek PBMC. Dzigki zastosowaniu przeciwciat
specyficznych dla limfocytow T, B oraz komoérek NK okreslono aktywnos¢ proteaz cysteinowych
w kazdej z tych populacji. Katepsyna B wykazuje najwigksza aktywno$¢ we wszystkich typach
komorek,  katepsyna L nieco natomiast  aktywno$¢  legumainy,
w przypadku tego dawcy, byla ograniczona do limfocytéw B. Probki byly przygotowywane
i analizowane w trzech powtorzeniach

Mass cytometry analysis of PBMCs. A. Sample preparation. After PBMCs isolation, cells were
incubated with the panel of TOF-probes, stained with appropriate metal-tagged antibodies, fixed,
permeabilized and stained with iridium (DNA intercalator). B. The analysis of three PBMCs
populations. Metal-tagged antibodies allowed to distinguish three cell populations (T cells, B cells
and NK cells) and within each of the population, protease activities were assessed. Cathepsin B
is the most active enzyme within all analyzed cell types, cathepsin L is slightly less active and
legumain activity (in case of this particular blood donor) was limited to B cell subset. All
experiments were performed in triplicate

nizsza,
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Wyniki analizy PBMC znakowanych markerami TOF dla proteaz cysteinowych. W celu
weryfikacji poprawnosci wynikow uzyskanych we wczesniejszych eksperymentach, $wiezo
wyizolowane komoérki inkubowano z markerami TOF o stezeniu 10uM. Analiza wykazala, iz
poziom aktywnej legumainy w limfocytach T pozostal taki sam, pomimo pigciokrotnego
zwigkszenia stgzenia markera TOF, co jednoznacznie wskazuje na specyficznos¢ stosowanych
zwigzkow chemicznych oraz $wiadczy o prawidlowym protokole odmywania nadmiaru
niezwigzanych markerow TOF. Poziom legumainy w limfocytach B, w obrgbie jednej probki,
jest znaczaco wyzszy niz w pozostatych typach komorek krwi

The analysis of PBMCs labeled with selective TOF-probes for active proteases. Freshly isolated
PBMCs were incubated with 10uM TOF-probes. The analysis revealed low legumain level in T
lymphocytes that remained unchanged even with the 5-fold increase of TOF-probe concentration,
which shows their superior specificity in complex biological systems. B cells possess high level
of active form of legumain

UWAGI KONCOWE

W badaniach przeprowadzonych w ramach realizacji rozprawy doktorskiej

przedstawilam projektowanie i syntez¢ nowych, selektywnych narzedzi chemicznych

(markery TOF) do badania aktywnos$ci medycznie waznych enzymow z grupy proteaz
cysteinowych i serynowych z zastosowaniem cytometrii masowej. Badania te mialy na
celu opracowanie i walidacj¢ nowej metody wieloparametrowej analizy enzymow
proteolitycznych przy uzyciu najnowszych technik badawczych. Opracowane narzedzia
poshuzyly do analizy zawartosci aktywnych form proteaz w réznorodnych probkach
biologicznych, takich jak m.in. jednojadrzaste komorki krwi obwodowe;.
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Do tej pory opisanych zostalo wiele matoczasteczkowych zwiazkéw chemicznych
stuzacych do analizy proteaz cysteinowych, niemniej jednak wigkszo$¢ z nich posiada
liczne niedoskonato$ci, uniemozliwiajace precyzyjng ewaluacje proceséw biologicznych.
Sktadaja si¢ na nie m.in. brak selektywnosci wobec celowanego biatka, staba
przepuszczalno$¢ przez btony czy wysoka toksycznos$é. Ponadto, syntetyczne markery
chemiczne najczesciej zawierajag w swojej strukturze fluorofory, ktore nie tylko wykazuja
szerokie widma absorpcji i emisji, ale rowniez bardzo cze¢sto niespecyficznie tacza si¢
zarbwno z blong jak 1 innymi komponentami komoérkowymi. W swojej pracy
przedstawilam rozwigzanie, ktore umozliwia nie tylko pokonanie wyzej wymienionych
wad, ale rowniez pozwala na wieloparametrowa analiz¢ aktywnosci proteaz w ztozonych
systemach biologicznych. Dzigki potaczeniu optymalnych inhibitorow proteaz
z chelatorem jondow metali uzyskatam nowy rodzaj niezwykle selektywnych zwigzkow
chemicznych kompatybilnych z cytometria masowa. Przedstawiona technologia oraz
badania za nig idace, sa pierwszymi tego rodzaju.
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