Wieloparametryczna analiza aktywnosci enzymoéw
proteolitycznych przy uzyciu cytometrii masowej

STRESZCZENIE

nzymy proteolityczne, inaczej proteazy, sa katalizatorami komérkowymi, ktére odpo-

wiedzialne sa za przyspieszenie reakcji hydrolizy wiazania amidowego w substratach
bialkowych. Proteazy stanowia kluczowy element w wielu $ciezkach sygnalizacyjnych ko-
morki oraz umozliwiaja utrzymanie homeostazy. Aktywnosé tych enzyméw jest kontrolo-
wana przez wewnatrzkomoérkowe inhibitory, ktére uniemozliwiaja nadmierna hydrolize
substratéw bialkowych. W przypadku mutacji genowych badz choréb prowadzacych do za-
burzenia dzialania enzyméw proteolitycznych, istnieje mozliwosé wystapienia powaznych
stanéw patofizjologicznych, takich jak m.in. choroby neurodegeneracyjne, nowotworzenie
czy zaburzenia krzepniecia krwi. W zwiazku z powyzszym, precyzyjna analiza aktywnosci
poszczegoblnych proteaz jest niezwykle istotna w ocenie stanu fizjologicznego poszczegél-
nych komérek czy tkanek. Do dzi$ zlotym standardem w tego typu badaniach jest zastoso-
wanie tzw. markeré6w chemicznych, ktére nieodwracalnie 13cza sie z celowanym biatkiem
badz grupa bialek, tylko i wylacznie w ich katalitycznie aktywnej formie, umozliwiajac ich
detekcje w probkach biologicznych. Gléwnym problemem w zastosowaniu tych narzedzi
chemicznych jest fakt, iz wiele proteaz wspélpracuje ze soba w niezwykle zlozonych ko-
moérkowych sieciach sygnalizacyjnych. W zwiazku z tym, niezbedne jest przeprowadzenie
wieloparametrycznej analizy, ktéra ukaze wszystkie badane elementy aktywnie dzialajace
w obrebie danego systemu. W niniejszej pracy opisano gléwne zalozenia rozprawy doktor-
skiej dr inz. Katarzyny Groborz, ktére odnosza sie do projektowania, syntezy oraz walidacji
nowego typu narzedzi chemicznych do badania aktywnosci proteaz przy uzyciu cytometrii
masowej. Otrzymane narzedzia, nazwane markerami chemicznymi typu TOF (ang. Time Of
Flight), posiadaja zalety tradycyjnych markeréw chemicznych oraz umozliwiaja wielopara-
metryczna analize zlozonych systeméw biologicznych przy uzyciu nowoczesnej technologii,
jaka jest cytometria masowa.

WPROWADZENIE

Ostatnie dwa dziesieciolecia charakteryzuja sie niemal ekspotencjalnym
wzrostem wiedzy w dziedzinach biologii, chemii oraz ich pochodnych. To z
kolei wigze sie z podobnym tempem wzrostu zapotrzebowania na coraz to do-
skonalsze, niezwykle precyzyjne i relatywnie fatwo dostepne technologie, ktére
umozliwityby naukowcom z réznych dziedzin prowadzenie badarn interesuja-
cych ich systeméw. Cytometria przeptywowa, ktérej wynalezienie datowane
jest na 1934 rok [1], jest jedna z kilku technologii, ktére umozliwity ogromny
rozwdj nauk biologicznych i medycznych. Jest to technika analityczna, ktéra
opiera si¢ o wykorzystanie przeciwcial znakowanych fluoroforami w celu detek-
gji poszczegolnych czasteczek biologicznych. Mechanizm dzialania cytometru
przeplywowego jest stosunkowo prosty- po odpowiednim przygotowaniu za-
wiesiny oznakowanych komoérek, probka jest kierowana cienkim strumieniem
przez optoelektryczny uklad rejestrujacy, gdzie pojedyncze komoérki sa oswie-
tlane przez wiazki monochromatycznego $wiatla spolaryzowanego (lasera) [2].
W aparacie stosowane jest tzw. ogniskowanie hydrodynamiczne, w ktérym ptyn
ostaniajgcy plynie szybciej niz centralny strumien zawierajacy komorki. Cyfro-
we ukliady elektroniczne oraz staly uklad optyczny w klasycznym cytometrze
przeplywowym pozawalaja na jednoczesna, wieloparametrowq analize okoto 12
(w niektérych Zrédiach mowa jest o 16 [3]) znacznikéw fluorescencyjnych oraz
dwoch parametréw rozpraszania. Cytometria przeplywowa jest bardzo wydaj-
na metoda, ktéra pozwala na analize duzej iloéci probek w stosunkowo krétkim
czasie. Jedng z najwazniejszych wad tej techniki jest wystepowanie niespecy-
ficznego sygnatu pochodzacego od nakladajacych sie widm absorpcji i emisji
fluoroforéw skoniungowanych z przeciwcialami [3,4]. Dodatkowymi Zrédlami
niespecyficznego sygnatu sa autofluorescencja komérkowa oraz produkty de-
gradacji fluoroforéw uzytych do analizy [4]. Niemniej jednak, cytometria prze-
plywowa umozliwila ogromny postep w dziedzinach biologicznych i znalazta
zastosowanie m.in. w diagnostyce choréb autoimmunologicznych czy badaniu
cyklu komérek nowotworowych [5].
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Wykaz stosowanych skrétow: Marker che-
miczny - maloczasteczkowy zwigzek che-
miczny stuzacy do badania aktywnosci enzy-
matycznej, skladajacy sie z: grupy wiazacej,
tworzacej nieodwracalny kompleks z bada-
nym enzymem w stosunku 1:1; linkera; gru-
py reporterowej/ znacznika, ktéry umozliwia
detekcje (oraz lokalizacje) badanego biatka.
Marker TOF (ang. Time Of Flight) - zaprojekto-
wane i opracowane w pracy doktorskiej dr inz.
Groborz markery chemiczne, w ktérych grupa
reporterowq jest ugrupowanie DOTA ze sche-
latowanym jonem metalu (lantanowca); wy-
korzystane w cytometrii masowej. Znacznik/
Grupa reporterowa - jeden z trzech elemen-
tow matoczasteczkowych markeréw chemicz-
nych - grupa chemiczna, ktéra wykrywa sie za
pomoca poszczegdlnych technik wizualizacji,
np. fluorofory w mikroskopii fluorescencyjnej.
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Z uplywem czasu zapotrzebowanie na coraz to bardziej
skomplikowane analizy cytometryczne wzrastalo, w zwigz-
ku z czym poszukiwano bardziej wydajnego systemu, ktéry
posiadalby zalety cytometrii przeplywowej oraz dodatko-
wo umozliwil detekcje wiekszej liczby parametréw. Cyto-
metria masowa typu TOF (ang. Time Of Flight) (technologia
CyTOF) jest stosunkowo nowa technika, ktéra opiera si¢ o
spektrometrie mas sprzezona z plazma wzbudzang induk-
cyjnie (ang. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometr,
ICP-MS), w ktoérej to izotopy metali wykorzystywane sa
jako ,znaczniki” przeciwciat [7]. Dzieki temu mozliwe sa
dokladne pomiary ponad 50 r6znych parametréw na pozio-
mie pojedynczej komorki. W znakowaniu przeciwciat stoso-
wane sa jedynie izotopowo czyste metale, charakteryzujace
sie duza masa czasteczkowy, tak, aby unikna¢ naktadania
sie widm metali wystepujacych naturalnie. W pierwszym
etapie celowane biatka znajdujace sie wewnatrz komoérki
znakowane sa tzw. markerami (przeciwcialami badz ma-
tymi czasteczkami chemicznymi), ktére uprzednio zostaty
skoniugowane z izotopowo czystym metalem. Probka jest
kolejno przygotowywana do analizy, po czym komoérki w
niej zawarte zostaja rozpylone i wedruja przez plazme ar-
gonowa, ktéra powoduje atomizacje probki oraz jonizacje
metali sprzezonych z markerami komérkowymi. Sygnat
pochodzacy od metali jest analizowany przez spektrometr
masowy z czasem przelotu (MS-TOF). Metodologia stuzaca
do znakowania przeciwcial oraz pierwszy cytometr maso-
wy zostaly opracowane w 2009 roku w grupie prof. Tannera
na Uniwersytecie w Toronto, we wspoélpracy z firmg DVS
Sciences, Inc. [8]. Schemat dzialania cytometru masowego
przedstawiony jest na rycinie 1.

PROTEAZY CYSTEINOWE

Kataliza reakcji chemicznych zachodzacych w komor-
kach jest niezbedna w celu utrzymania funkcji zyciowych
na stalym, bezpiecznym poziomie - niemal wszystkie pro-
cesy metaboliczne zachodza z udzialem odpowiednich bia-
tek katalitycznych. Proteazy, ktére odpowiadaja za przy-
spieszenie reakcji hydrolizy wigzania peptydowego, biora
udzial w wielu niezwykle istotnych szlakach biologicznych,
takich jak fibrynoliza, proces programowanej $mierci ko-
morki (apoptoza, pyroptoza, nekroptoza i wiele innych) czy
krzepniecie krwi [9-11]. Jako, iz enzymy proteolityczne kon-
troluja tak wazne mechanizmy komoérkowe, ich zaburzona
aktywnoé¢ moze przyczynia¢ sie do powstawania zmian
patofizjologicznych, takich jak np. choroby neurodegenera-
cyjne czy nowotwory [12,13].

Enzymy proteolityczne, ktére stosujg katalize kowalen-
cyjna w celu spetnienia swoich funkcji, mozna podzieli¢ ze
wzgledu na rodzaj nukleofilowej reszty aminokwasowej
w miejscu aktywnym. Ta reszta aminokwasowa odpowia-
da za przeprowadzenie efektywnej reakcji hydrolizy wia-
zania peptydowego. Proteazy cysteinowe posiadaja reszte
cysteiny w centrum aktywnym, proteazy serynowe - sery-
ne, a proteazy treoninowe - treonine. Ponadto, w centrum
aktywnym proteaz znajduja sie dodatkowe reszty amino-
kwasowe (dwie w przypadku wystepowania triady, jedna
w przypadku diady katalitycznej), ktére wspélpracuja z
tym jednym, gléwnym aminokwasem. Umozliwia to utwo-
rzenie kompleksu przejSciowego oraz ulatwia otrzymanie
produktu reakcji. W przypadku proteaz cysteinowych, w
pierwszym etapie katalizy utworzona zostaje para jonowa
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Rycina 1. Schemat dziatania cytometru masowego (CyTOF). Probka zawierajaca mieszanine komorek znakowanych przeciwciatami (lub innymi markerami) skoniugo-
wanymi z metalami jest przepuszczana przez tzw. nebulizator stuzacy do rozpylania zawiesiny (A). Uformowany aerozol jest kierowany do Zrédta plazmy wzbudzonej
indukcyjnie (B). Pojedyncze krople wody, zawierajace komorki zostaja odparowane, zatomizowane, a poszczeg6lne jony ulegaja jonizacji. Jony o niskiej masie sa usuwane,
a chmura pozostatych jonéw (w tym metali) jest kierowana do analizatora masy TOF (C) Jony sa rozdzielane na podstawie masy i kierowane do detektora (D). Detektor
mierzy ilo$¢ poszczegolnych izotopow metali dla pojedynczej komorki w prébee; dane generowane sg w formacie FCS i analizowane przy uzyciu odpowiedniego opro-

gramowania (E). Rysunek wykonano w programie BioRender.
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pomiedzy reaktywna cysteing a histydyna, gdzie grupa sul-
fhydrylowa cysteiny jest deprotonowana przez pierScieri
imidazolowy histydyny [14]. Utworzony w ten sposéb tzw.
anion tiolanowy przeprowadza kolejno atak nukleofilowy
na elektrofilowy atom wegla przy grupie karbonylowej
(C=0). Dzigki temu mozliwe jest utworzenie tetraedrycz-
nego produktu przejsciowego, ktéry nastepnie przeksztatca
sie w acyloenzym. Fragment substratu z N-korica jest uwal-
niany, a reszta histydyny w miejscu aktywnym powraca do
formy zdeprotonowanej. Acyloenzym reaguje z czasteczka
wody co pozwala na uwolnienie C-koricowego fragmentu
substratu. W ten sposob reszta cysteiny w miejscu aktyw-
nym jest ponownie zprotonowana, a enzym gotowy do
przyjecia i hydrolizy nastepnego substratu [14].

Proteazy cysteinowe dzielg sie na klany, ktére z kolei
dzielone sa na rodziny. Najwiekszym z klanéw jest klan
CA, w skiad ktérego wchodzi ponad 20 rodzin. Jego przed-
stawicielem jest papaina, a przyporzadkowanie innych pro-
teaz do klanu CA odbywa sie na zasadzie podobienistwa
ich struktur krystalicznych do struktury papainy. Papaina
sklada sie z dwéch domen biatkowych potaczonych miej-
scem aktywnym [15], gdzie domena N-koricowa, sklada
sie z a-helis, natomiast domena C-koricowa posiada ksztalt
B-barylki. Drugim co do wielkosci klanem proteaz cysteino-
wych jest klan CD, a najwazniejsze proteazy nalezace do
tego klanu to kaspazy, legumaina, klostripainy, gingipaina
R oraz separaza [13]. Enzymy proteolityczne z klanu CD
posiadaja w swoim miejscu aktywnym diade katalityczna,
a ich przynaleznosé¢ do tego klanu jest okreslana na podsta-
wie obecnodci tych samych reszt aminokwasowych wokét
katalitycznej reszty cysteiny [16] oraz struktury trzeciorze-
dowej. Co wiecej, proteazy z klanu CD wykazuja podobien-
stwa na poziomie biochemicznym. Kazda poszczegoélna
rodzina charakteryzuje sie Scista preferencja w kierunku
konkretnego aminokwasu w pozyci P1 (nomenklatura
Schechter i Berger [17]), np. kaspazy hydrolizuja substraty
biatkowe posiadajace w pozycji P1 kwas asparaginowy, a
legumaina tylko i wytacznie substraty z asparagina w po-
zycji P1. Innymi klanami z grupy proteaz cysteinowych sa
klany CE, CF oraz CL [13].

MARKERY CHEMICZNE

W zwiazku z rosnacym zainteresowaniem badaczy do-
tyczacym uczestnictwa enzyméw proteolitycznych w réz-
norodnych szlakach sygnalizacyjnych komorki, w ostatnich
dziesiecioleciach zaobserwowa¢ mozna dynamiczny rozwdj
metod stuzacych do badania specyficznosci substratowej
proteaz. Wiekszos¢ z nich skoncentrowana jest na oddzia-
tywaniach typu enzym-substrat w centrum aktywnym en-
zymu, jednak istniejg réowniez metody wychodzace poza
obszar miejsca aktywnego, a badaja one oddzialywania
enzymow z substratami w kontekscie ich struktury trzecio-
rzedowe;j.

Réznorodne metody profilowania genetycznego, umoz-
liwiajace badanie m.in. translokacji czy amplifikacji genow,
dostarczyly wielu informacji na temat ekspresji poszczegol-
nych biatek [18, 19]. Ponadto, szeroko stosowane nokauty
genowe [20] czy profilowanie transkrypcyjne umozliwiaja
wglad zaréwno w procesy fizjologiczne jak i patologiczne,
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m.in. powstawanie nowotworéw [21] czy patogeneze bak-
teryjna [22]. Powyzsze metody opieraja sie na profilowaniu
i manipulowaniu ekspresja genéw w celu wywnioskowa-
nia funkcji danego biatka, co sprawia, iz na ogét nie sa one
w stanie wychwyci¢ zdarzen posttranslacyjnych. Te z ko-
lei decyduja o dalszym losie biatka, a w przypadku prote-
az, to wlaénie modyfikacje posttranslacyjne decyduja o ich
przyszlej aktywnosci i tym samym roli w szlakach sygnal-
nych komérki. Aktywnosé enzymoéw proteolitycznych jest
ich cecha decydujaca, ktéra to dopelnia obraz uzyskany na
podstawie badan genetycznych oraz proteomicznych. Pod
wplywem koniecznosci okreslenia, czy dane biatko jest w
pelni funkcjonalne, a wiec czy w danym czasie istnieje w
swojej aktywnej formie, dzial proteomiki wprowadzit stra-
tegie analizy tego zjawiska. Naleza do nich miedzy inny-
mi chromatografia cieczowa sprzezona z spektrometrig
mas [23,24], drozdZowy system dwuhybrydowy [24] oraz
mikromacierze biatkowe [25]. Techniki te znaczaco wzbo-
gacily zrozumienie wzorcéw ekspresji, interakcji oraz wta-
Sciwosci funkcjonalnych biatek in vitro. Niemniej jednak,
doktadna ocena stanu funkcjonalnego biatek w komorkach i
tkankach, wymaga bezposrednich oraz niezwykle precyzyj-
nych metod oceny ich aktywnosci. Dziedzina proteomiki,
ktéra zajmuje sie badaniem aktywnosci i regulacji biatek w
ztozonych proteomach to tzw. Activity Based Protein Profi-
ling (ABPP). ABPP opiera sie o stosowanie matoczasteczko-
wych zwiazkéw chemicznych (ang. Activity-Based Probes)
do znakowania i izolowania odrebnych zestawéw biatek
na podstawie ich aktywnosci enzymatycznej [26]. Jedna z
najwazniejszych cech takich zwiazkéw chemicznych jest se-
lektywnos¢ w stosunku do celowanego biatka, co pozwala
na analize zlozonych uktadéw biologicznych, takich jak li-
zaty komoérkowe, tkanki, a nawet cate organizmy. Markery
chemiczne powinny celowaé¢ w duza i stosunkowo tatwa
do analizy grupe enzymoéw tak, aby zapewni¢ funkcjonal-
ny obraz badanego proteomu. Dzigeki odpowiedniej kom-
binacji grup reaktywnych oraz elementéw wigzacych w
strukturze, markery chemiczne zapewniajg zréwnowazony
poziom detekcji, co w praktyce oznacza minimalizacje reak-
tywnosci krzyzowej z innymi biatkami.

Wedlug ogodlnie przyjetej konwencji matoczasteczkowe
markery chemiczne do badania aktywnosci enzyméw skia-
daja sie z trzech elementéw [26]. Podstawowym elementem
kazdego markera jest grupa reaktywna, kowalencyjnie wia-
zaca miejsce aktywne enzymu. Grupy reaktywne mozna
dalej przyporzadkowaé do poszczegélnych klas: (1) ugru-
powania elektrofilowe, modyfikujace reszte nukleofilowa
w centrum aktywnym enzymu badz (2) ugrupowania foto-
reaktywne, ktére znakuja reszty aminokwasowe w miejscu
aktywnym pod wplywem promieniowania UV. Ponadto,
maloczgsteczkowe markery chemiczne posiadaja jeszcze
dwa elementy: grupe reporterowq, ktéra pozwala na de-
tekcje oznakowanego biatka oraz linker. Budowa malocza-
steczkowych markeréw chemicznych zostala przedstawio-
na na rycinie 2.

Enzymy proteolityczne stanowig okoto 2% wszyst-
kich produktéw genowych w organizmie czlowieka [27].
Ogromne znaczenie biologiczne przypisywane proteazom
sprawia, iz poszukiwanie selektywnych narzedzi do anali-
zy ich aktywnosci w ukladach in vitro oraz in vivo jest prez-
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Rycina 2. Schemat budowy matoczasteczkowych markeréw chemicznych. Markery skladaja sie z trzech czesci: (A) grupy reporterowej umozliwiajacej detekcje, (B) lin-
kera (specyficzna sekwencja peptydowa badz niespecyficzne linkery) oraz (C) ugrupowania wigzacego (ugrupowanie kowalencyjnie faczace sie z enzymem). Rysunek

wykonany w programie BioRender.

nie rozwijajacym si¢ obszarem naukowym. Opisane do tej
pory metody projektowania maloczgsteczkowych marke-
réw chemicznych niezwykle wzbogacily zrozumienie inte-
rakcji pomiedzy biatkami katalitycznymi a ich substratami,
niemniej jednak posiadaja one kilka ograniczeni wynikaja-
cych nie tylko z ich wladciwosci (budowa uniemozliwiajgca
penetracje bton komérkowych, naktadanie sie widm flu-
orescencyjnych, brak selektywnosci wobec celowanej pro-
teazy), ale réwniez ze zlozonosci proceséw zachodzacych
w komérkach. W ramach rozprawy doktorskiej pt. ,Na-
rzedzia chemiczne do badania enzyméw proteolitycznych
przy uzyciu cytometrii masowej” zaprojektowano, zsynte-
tyzowano oraz przeprowadzono analize nowego typu mar-
keréw chemicznych, ktére sa kompatybilne z cytometrig
masowa (tzw. markery typu TOF). Pozwolilo to na opra-
cowanie nowej technologii, ktéra umozliwia wieloparame-
tryczna analize aktywnych form enzyméw w zlozonych
populacjach komérkowych. To z kolei umozliwi znaczne
poszerzenie wiedzy na temat zlozonych proceséw biolo-
gicznych, w ktoérych centralng role odgrywaja proteazy.

SYNTEZA WYBRANYCH MARKEROW TYPU
TOF ORAZ ICH ZASTOSOWANIE W ANALIZIE
AKTYWNOSCI PROTEAZ CYSTEINOWYCH

W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH

Na podstawie zZrédet literaturowych oraz badan wia-
snych zaprojektowano specyficzne sekwencje peptydowe i
kolejno zsyntetyzowano markery chemiczne sktadajace sie
z trzech elementéw:

* (1) ugrupowania chelatujacego jony metali (DOTA) na
N-konicu,

* (2) szkieletu peptydowego o sekwencji specyficznej dla
danej proteazy oraz

* (3) grupy wiazacej miejsce aktywne enzymu na C-koricu.

Aby zwiekszy¢ odlegtos¢ ugrupowania chelatujacego
metal od sekwencji peptydowej, a tym samym zachowac jej
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selektywnosé wobec celowanej proteazy, do struktury mar-
keréw wprowadzono linker. W celu okreslenia w jaki spo-
s6b skompleksowane w czasteczce metale wptywaja na po-
winowactwo enzymu do markera chemicznego, zaprojek-
towano panel zwigzkéw dla legumainy, katepsyny L oraz
katepsyny B, gdzie dla kazdego enzymu zsyntetyzowano
po dwa/trzy markery, réznigce si¢ obecnym w czasteczce
lantanowcem (Gd, Tb, Lu) (Ryc. 3).

BADANIA KINETYCZNE MARKEROW TOF

W kolejnym etapie badan sprawdzono aktywnos¢ oraz
selektywnos¢ otrzymanych markeréw chemicznych pod
wzgledem rekombinowanych enzyméw proteolitycznych.
W przypadku katepsyn wykonano dodatkowe pomiary
majace na celu sprawdzenie, czy zaprojektowane zwiazki
wykazujg krzyzowa reaktywnos$é wzgledem strukturalnie
podobnych katepsyn (katepsyna S, katepsyna V oraz katep-
syna K). Parametry kinetyczne inhibigji (k , /1) wyznaczono
przy uzyciu spektrofluorymetru Spectra MAX Gemini EM.
Do okreslenia poziomu inhibicji i wyznaczenia parametréw
k,,./1 (stata szybkosci inhibicji drugiego rzedu) uzyto sub-
stratéw peptydowych ze znacznikiem fluorogenicznym
ACC (ang. 7-Amino-4-carbamoylmethylcoumarin). Poszczegol-
ne markery TOF (Tab. 1) rozcieficzano serynie na 96-dotko-
wych plytkach, nastepnie dodawano odpowiedni substrat
i (zaraz przed pomiarem) preinkubowany enzym. Analiza
wynikéw zostata wykonana w programie GraphPad Prism,
a parametry k_, /1 zostaly wyznaczone na podstawie réw-
nania pseudopierwszego rzedu. Réwnanie to mozna opisac
nastepujaco: iloé¢ wytwarzanego produktu (P) zachodzi z
poczatkowa szybkoscia (V) i jest hamowana w czasie (t) z
szybkoscia (k ):

v
P=k—=v—(l—e_"a*t)+£‘

"

Wartosé k, (pozorna szybkos¢ hamowania w obecnosci
substratu) przy kazdym stezeniu inhibitora zostata wyzna-
czona poprzez dopasowanie krzywej za pomoca regresji
nieliniowej. Nastepnie, uzyskane wartosci wykreslono w
funkgji stezenia inhibitora (I), tak, aby uzyskaé pozorna sta-
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LEGUMAINA

Me?*:
Mix-Gd
159-Tb

Me?*:

Mix-Gd
159-Thb
175-Lu

KATEPSYNA B

Me3*:

Mix-Gd
159-Tb
175-Lu

DOTA(Me}-Ahx-Cha-Leu-Glu(Obzl)-Arg-AOMK

DOTA(Me)-Ahx-His-D-Thr-Phe(F;)-Cys(Bzl)-AOMK

Rycina 3. Struktury markeréw chemicznych typu TOF dla wybranych proteaz cysteinowych. Markery chemiczne typu TOF skladaja sie z trzech czesci: (1) ugrupowania
DOTA znajdujacego si¢ na N-koncu, (2) sekwencji peptydowej specyficznej dla danej proteazy oraz (3) ugrupowania kowalencyjnie wigzacego centrum aktywne danej

proteazy.

la szybkosci drugiego rzedu dla inhibidji (k, /I). Kolejno,
obliczono wartos¢ bezwzgledna stalej szybkosci drugiego
rzedu k _/1jako:

kobs kﬂpp [S]

= E l -
I ( +KM)

—

BADANIA SELEKTYWNOSCI MARKEROW
CHEMICZNYCH TYPU TOF W NOWOTWOROWYCH
LINIACH KOMORKOWYCH

Przeprowadzone badania kinetyczne markeréw TOF
przy uzyciu czystych, rekombinowanych enzymoéw po-

kazaly, iz charakteryzujg si¢ one wysokim stopniem se-
lektywnosci wobec celowanych proteaz. W zwiagzku z
powyzszym zaplanowano bardziej zlozony eksperyment
i okreslono selektywnos$¢ otrzymanych markeréw TOF
w nowotworowych liniach komérkowych. Jako Ze markery
chemiczne TOF posiadaja znacznik w postaci ugrupowania
DOTA ze schelatowanym jonem metalu, ich wizualizacja
przy uzyciu elektroforezy zelowej nie jest mozliwa. Aby
rozwiazac ten problem, zaprojektowano dwuetapowy eks-
peryment, gdzie dwie linie komérkowe (HCT116- nowo-
twor jelita grubego oraz MDA-MB-231 - nowotwor piersi)
byly w pierwszej kolejnosci inkubowane w réznych steze-

linia komérkowa HCT116

linia komérkowa MDA-MB-231

kDa Cy5ABP dlalegumainy kDa  Cy5ABP dia katepsyny L

130 13
100 10 10
55 55
40 40
marker TOF a5 35]
dla legumainy (Gd) ,;
15
10
130
100
55
marker TOF 40
dla katepsyny L (Gd) gg
15
10

130
100

marker TOF 40

dla katepsyny B (Gd) 35
25

15

10
[marker TOF], pl 0 2 5 10 20 40

0 2 5 10 20 40

kDa Cy5ABP dia katepsyny B KkDa  Cy5ABP dialegumainy KDa Cy5 ABP dia katepsyny L

0 2 5 10 20 40

kDa Cy5 ABP dia katepsyny B

13 130
10
70

55| 55
40| 40
35| 35

15
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0 2 5 10 20 40
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Rycina 4. Pelne zele prezentujace selektywnos¢ markeréw TOF liniach komérkowych HCT116 i MDA-MB-231. W pierwszym etapie eksperymentu komoérki byty inku-
bowane z markerami TOF o réznych stezeniach (4 godziny), a nastepnie ,szczatkowa” aktywno$¢ proteaz zostala oznaczona przy uzyciu 1 uM odpowiedniego markera
fluorescencyjnego. Rysunek zaadoptowany z rozprawy doktorskiej dr inz. Katarzyny Groborz.
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Tabela 1. Parametry kinetyczne markeréw TOF wzgledem celowanych proteaz (k , /I M's™"). Wszystkie pomiary zostaty wykonane trzykrotnie, S.D.<10%. N.I. oznacza,

iz nie zaobserwowano inhibicji.

Celowana Sekwencja peptydowa

proteaza markeru TOF Metal Legumaina
. mix-Gd 28,500
LEGUMAINA  DTyr-Tic-Ser-Asp 159-Th 24,700
mix-Gd  ni.
KATEPSYNA L His-DThr-Phe(F5)-Cys(Bzl) 159-Tb  n.i.
175-Lu  ni.
mix-Gd  ni.
KATEPSYNA B Cha-Leu-Glu(Bzl)-Arg 159-Tb  ni.
175-Lu = ni.

Katepsyna L Katepsyna B Katepsyna V KatepsynaS Katepsyna K

n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
229,300 889 248 85 n.i.
232,500 1,250 150 194 n.i.
227,000 929 128 172 n.i.
772 211,000 2,180 2,530 n.i.
860 144,000 1,510 940 n.i.
250 108,000 1,320 564 n.i.

niach z markerami TOF przez cztery godziny, a nastepnie
z odpowiadajacymi im strukturalnie markerami fluore-
scencyjnymi (przez kolejne cztery godziny). Eksperyment
ten mial na celu okreélenie ,szczatkowej” aktywnosci ce-
lowanych proteaz za pomoca fluorescencyjnych markeréw
chemicznych, ktére strukturalnie réznity sie od markeréw
TOF jedynie grupa reporterowa. Przygotowane probki, za-
wierajace oznakowane komorki, byly nastepnie lizowane,
denaturowane i kolejno poddawane analizie przy uzyciu
elektroforezy zelowej. Na rycinie 4 przedstawiono wyniki
eksperymentéw z uzyciem markeréw TOF dla katepsyny L,
katepsyny B oraz legumainy.

Intensywnos¢ prazkéw na zelu pochodzacych od marke-
réw fluorescencyjnych zostata kolejno okreslona za pomoca
oprogramowania ImageStudioLite®, a uzyskane wyniki na-

niesiono na wykresy (Ryc. 5). Marker TOF dla legumainy nie
wykazuje krzyzowej reaktywnosci, a aktywnos¢ katepsyny
B oraz katepsyny L nie jest hamowana nawet w przypadku
zastosowania wysokich stezeri markera dla legumainy. W
przypadku katepsyn cysteinowych, markery TOF wykazuja
wysoki stopieni selektywnosci w szerokim zakresie stezen.
Marker TOF dla katepsyny L hamuje katepsyne B w ok. 20%
powyzej stezenia 2.5 pM.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, iz otrzy-
mane markery chemiczne TOF wykazuja selektywnosc¢
wobec wybranych enzymoéw proteolitycznych w odpo-
wiednich stezeniach. Eksperymenty przeprowadzane na
liniach komérkowych sg o wiele bardziej skomplikowane
niz w przypadku enzymoéw rekombinowanych czy lizatéw,
gdyz mechanizm ,wejscia” matoczasteczkowych zwiaz-

linia komoérkowa HCT-116

-
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< > z .
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= £ £
X od v ! T T P T T T 1 '% 0 = y $
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linia komérkowa MDA-MB-231
-
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g -u- katepsyna B (Gd) ) = katepsyna L (Gd) <
c £ =% katepsyna B (Gd) 2
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Rycina 5. Wykresy inhibicji proteaz przez wybrane markery chemiczne typu TOF. Badania wykonano na liniach komérkowych HCT116 oraz MDA-MB-231. Rysunek

zaadoptowany z rozprawy doktorskiej dr inz. Katarzyny Groborz.
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inkubacja komarek z
markerami TOF

1. utrwalenie przy uzyciu PFA
2. permeablilizacja

3. znakowanie interkalatorem
DNA (Ir 191/193)

v

—
filtr 50 pm

el

|
T ﬂ

=

Rycina 6. Uproszczony schemat przygotowania probek do analizy za pomocg instrumentu CyTOF. W pierwszym etapie Zzywe komérki THP-1 poddano inkubagcji z pane-
lem markerow TOF. Kolejno komoérki zebrano, utrwalono, permabilizowano i oznakowano interkalatorem DNA. Po calonocnej inkubagji, probki przemyto dwukrotnie
buforem FACS, dwukrotnie woda i zawieszono w roztworze zawierajacym ziarna kalibracyjne. Po przepuszczeniu przez filtr (50 pm), pojedyncze komoérki analizowano
przy uzyciu cytometru masowego. Rysunek wykonano w programie BioRender. Rysunek zaadoptowany z rozprawy doktorskiej dr inz. Katarzyny Groborz.
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Rycina 7. (A) Poziom ekspresji proteaz cysteinowych w liniach komérkowych HCT116, MDA-MB-231 oraz THP-1. Dane uzyskane z programu Geneinvestigator. Linia
THP-1 charakteryzuje si¢ bardzo niska zawartoscig bialka legumainy (B) Analiza aktywnosci legumainy, katepsyny B oraz katepsyny L w komérkach THP-1. Ekspery-
menty wykonano na nieoznakowanych komoérkach w celu okreslenia tta pochodzacego od poszczegélnych izotopéw metali. 94.6% komorek zawierato aktywna forme
katepsyny B, 67.4% katepsyny L i15.0% legumainy. Zastosowanie inhibitora (E64d dla katepsyn oraz MP-L01 [28] dla legumainy) przed inkubacja komoérek z markerami

TOF powoduje znaczne obnizenie sygnatu.
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kow chemicznych do wnetrza komoérki nie jest doktadnie
zbadany. W zwiazku z tym nie ma pewnoéci, iz markery z
ugrupowaniem chelatujacym DOTA sa réwnie efektywnie
pobierane przez komorke jak te posiadajace znacznik flu-
orescencyjny (i na odwrét). Niemniej jednak, wyniki badan
jednoznacznie wskazuja na skutecznos¢ markeréw w nieod-
wracalnym wigzaniu aktywnej formy wybranych proteaz.
Przedstawione badania zostaly wykonane we wspétpracy
z dr hab. inz. Marcinem Poreba w laboratorium prof. Guya
Salvesena.

BADANIA AKTYWNOSCI WYBRANYCH PROTEAZ
CYSTEINOWYCH ZA POMOCA CYTOMETRII MASOWE].

Kolejnym etapem badar bylo zastosowanie otrzymanych
markeréw chemicznych TOF w cytometrii masowej. Wstep-
ne eksperymenty przeprowadzono przy uzyciu biatacz-
kowej linii komérkowej THP-1. W celu przeprowadzenia
analizy aktywnosci wybranych enzymoéw, komérki w od-
powiedniej iloéci inkubowano z 2 uM poszczegélnych mar-
keréw TOF przez cztery godziny. Po tym czasie, komoérki
byly zbierane do probéwek typu eppendorf i dwukrotnie
przemywane roztworem DPBS w celu odmycia nadmiaru
niezwigzanego markera TOF. Kolejno, prébki traktowano
4% roztworem PFA (parafomraldehyd) w DPBS i inku-
bowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Ten
proces stuzy tzw. utrwaleniu prébki- po dodaniu roztwo-
ru PFA wolne grupy aminowe wystepujace w biatkach ko-
moérkowych sa sieciowane, niejako ,zamrazajac” komoérke
w danym momencie. Po tym etapie komorki sa uznawane
za martwe, gdyz wszystkie procesy zyciowe, takie jak np.
oddychanie wewnatrzkomérkowe, zostaja zatrzymane.
Nie jest to jednoznaczne z utrata aktywnosci wszystkich
biatek, w tym enzymoéw proteolitycznych, natomiast sama
komoérka nie jest juz zdolna do podziatu. Kolejno, prébki
przemywano dwukrotnie roztworem PBS i zawieszano w
buforze do permeabilizacji btony komoérkowej. Po krotkiej
inkubacji, komérki wirowano i ponownie zawieszano w bu-
forze permeabilizujacym, zawierajacym interkalator DNA
(Ir 191/193). Tak przygotowane prébki umieszczane byty
w temperaturze 4°C i inkubowane catg noc. Kolejnego dnia
probki przemywano dwukrotnie buforem FACS oraz dwu-
krotnie dejonizowana woda. Tak przygotowane probki byty
kolejno zawieszane w roztworze zawierajacym tzw. ziarna
kalibracyjne (ang. calibration beads) i analizowane przy uzy-
ciu cytometru masowego (Ryc. 6).

Przy uzyciu markeréw TOF dla katepsyny L, katepsy-
ny B oraz legumainy przeprowadzono analize zawarto-
sci aktywnych proteaz w linii komérkowej THP-1. Linia
ta charakteryzuje sie bardzo niska zawartoscia legumainy
(Ryc. 7A), a wiec przedstawiony ponizej eksperyment
mial na celu okreélenie uzytecznosci markeréw TOF oraz
opracowanej metody. Jak widaé¢ na Ryc. 7B, w celu anali-
zy kazdej z proteaz przeprowadzono trzy eksperymenty.
Pierwszy eksperyment mial na celu okreslenie poziomu tla,
w zwiazku z czym analizie poddano komérki, ktére ozna-
kowano jedynie irydem. Drugg partie probek znakowano
poszczegdlnymi markerami TOF w stezeniu 2 uM. Trzeci
eksperyment zakladal zahamowanie aktywnosci proteaz
cysteinowych w komorce i kolejno ich analize z uzyciem
selektywnych zwigzkéw chemicznych. Zaprojektowane

8

zwigzki 1acza sie tylko i wylacznie z aktywna forma enzy-
mu, w zwiazku z czym sygnal zaobserwowany po zastoso-
waniu inhibitoréw proteaz prawdopodobnie pochodzi od
pozostatego w komorkach, niezwigzanego markera TOF,
badz niespecyficznych oddzialywan z innymi enzymami.
Jednak na podstawie wczesniej przeprowadzonych analiz
biochemicznych mozna wywnioskowa¢, iz bardziej praw-
dopodobna opcja jest niewystarczajace odmycie zwigzkéw
znakujacych proteazy, szczegodlnie, iz poziom sygnatu po-
chodzacego od markera dla legumainy jest taki sam w przy-
padku zastosowania inhibitora, jak i bez niego. Przeprowa-
dzone eksperymenty pozwolily na optymalizacje metody
znakowania aktywnych form enzymoéw proteolitycznych w
nowotworowych liniach komérkowych.

PODSUMOWANIE

W niniejszej pracy przedstawiono gléwne zatozenia roz-
prawy doktorskiej dr inz. Katarzyny Groborz. Rozprawa
pt. ,Narzedzia chemiczne do badania enzyméw proteoli-
tycznych przy uzyciu cytometrii masowej” miala na celu
zaprojektowanie i synteze nowych, selektywnych narzedzi
chemicznych do wieloparametrycznej analizy aktywnosci
medycznie waznych enzyméw z zastosowaniem cytome-
trii masowej. Opracowanie narzedzia postuzylo do ana-
lizy zawartosci aktywnych form proteaz w réznorodnych
probkach biologicznych, takich jak komoérki nowotworowe
czy $wieza krew pacjentéw (wyniki przedstawiono w [29]).
Zaréwno katepsyny cysteinowe jak i legumaina sa kluczo-
wymi enzymami w wielu procesach biologicznych. Narze-
dzia biochemiczne do badania aktywnosci tych enzymoéw
in vitro oraz in vivo sa kluczowe w celu zrozumienia ich roli
zaréwno w stanach normalnych, jak i patofizjologicznych.
Do tej pory opisano wiele matoczasteczkowych zwigzkéw
chemicznych, stuzacych do analizy proteaz cysteinowych,
niemniej jednak wiekszos$¢ z nich wykazuje szereg niedo-
skonatosci uniemozliwiajacych precyzyjna ewaluacje pro-
ces6w biologicznych. Sa to miedzy innymi brak selektyw-
noéci wobec celowanego bialka, staba przepuszczalnosé
przez blony czy wysoka toksycznosé. Ponadto, malocza-
steczkowe markery chemiczne najczesciej zawieraja w swo-
jej strukturze fluorescencyjne grupy reporterowe, ktére nie
tylko wykazuja szerokie widma absorpcji i emisji, ale row-
niez niespecyficznie facza sie zaréwno z blona komérkowa
jak i innymi komponentami komérkowymi. W opisywanej
rozprawie doktorskiej znaleziono rozwigzanie, ktére po-
zwolilo na wieloparametrowq analize aktywnosci proteaz
w zlozonych systemach biologicznych. Dzieki potaczeniu
optymalnych inhibitoréw proteaz z chelatorem jonéw me-
tali uzyskano nowy rodzaj niezwykle selektywnych zwiaz-
koéw chemicznych kompatybilnych z cytometria masowa.
Badania przedstawione w opisanej rozprawie doktorskiej
sa pierwszymi eksperymentami tego typu.
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ABSTRACT

Proteolytic enzymes are cell catalysts that are responsible for accelerating amide bond hydrolysis in their corresponding protein substrates.
Proteases are key elements in multiple cell signaling pathways and they help to maintain homeostasis. The activity of these enzymes is
controlled by intracellular inhibitors that prevent excessive hydrolysis of protein substrates. Particular cases of protease gene mutations can
cause serious pathophysiological conditions, such as neurodegenerative diseases, cancer or blood coagulation disorders. Therefore, there is
an urgent need for a precise analysis of the activity of individual proteases. To this date, the golden standard in this type of investigation is
the use of activity-based probes (ABPs) that irreversibly bind to the target protein in its catalytically active form, and enable its detection in
biological samples. The main problem in dissecting protease activities inside the cell is the fact that many of them work together in extreme-
ly complex cellular signaling networks. Therefore, it is necessary to be able to perform a multi-parameter analysis that will show all of the
sampled elements actively operating within a given system. This work describes the main assumptions of the doctoral dissertation of dr inz.
Katarzyna Groborz, which concern the design, synthesis and validation of a new type of chemical tools for studying the activity of proteases
using mass cytometry. These tools, so-called TOF probes (Time Of Flight), possess the advantages of traditional activity-based probes and also
enable multi-parameter analysis of complex biological systems using high-throughput technology-mass cytometry.
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