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Monitorowanie aktywnosci granzymu B w ukiadach biologicznych przy
zastosowaniu nowych narzedzi chemicznych

Komorki naturalnych zabdjcow (ang. Natural Killer Cells) oraz cytotoksyczne
limfocyty T s3 efektorowymi komdérkami wrodzonego ukfadu odpornosciowego
zaangazowanymi w proces eliminacji patogenéw oraz komérek nowotworowych. Petnienie
tych funkcji mozliwe jest dzieki obecnosci miedzy innymi granyzmoéw, proteaz serynowych
znajdujgcych sie w ziarnistosciach wspomnianych komaérek. Pomimo wielu lat intensywnych
badan nad tymi enzymami, ich dokfadna funkcja oraz lokalizacja wcigz pozostajg nie do
korica poznane. W obliczu tego problemu, w niniejszej rozprawie doktorskiej zbadano
lokalizacje oraz aktywnosé granzymu B (GrB) w rdznych liniach komdrkowych dzieki nowym
narzedziom chemicznym zawierajgcym w swojej budowie unikalne sekwencje
aminokwasowe.

Pierwszy etap badan obejmowat ustalenie profili specyficznosci miejsca aktywnego
granzymu B. W tym celu wykorzystano technike hybrydowych kombinatorycznych bibliotek
fluorogenicznych substratow (HyCoSul), a takze zdefiniowane biblioteki substratowe
zawierajgce szerokg game nienaturalnych aminokwaséw. Pozwolito to na precyzyjne
ustalenie najlepiej rozpoznawanych reszt aminokwasowych przez kieszenie S5-S1 miejsca
aktywnego GrB. Wykorzystanie kombinacji dwdch powyzszych technik dato podstawy do
zaprojektowania i syntezy specyficznych narzedzi do badania aktywnosci granzymu B:
substratéw fluorogenicznych, inhibitora, a takze inhibitorowych markeréw chemicznych
zawierajgcych biotyne lub fluorofor. W kolejnym etapie badan ustalono preferencje enzymu
do okreslonych reszt aminokwasowych w pozycjach P1’-P3’, co pozwolito na synteze
substratowego wygaszonego markera chemicznego, ktory w odrdznieniu od inhibitorowych
markeréw chemicznych zawiera w swojej budowie czgsteczke wygaszacza, natomiast nie
posiada wigzacej grupy elektrofilowej. Ze wzgledu na wysokie podobieristwo w profilach
specyficznosci GrB z kaspazami, sprawdzono selektywnos¢ stworzonego markera
chemicznego w ztozonych uktadach biologicznych. Dzieki wykorzystaniu techniki SDS-PAGE
wykryto obecno$é wysokiego stezenia aktywnej formy granzymu B w linii komérkowej YT,
a takze jego brak w komérkach raka piersi (MDA-MB 231), co pozwolito na wykorzystanie
tego markera w kolejnych etapach badan. W przedstawionej rozprawie doktorskiej podjeto
probe zbadania wptywu granzymu B na komodrki nowotworowe przy jednoczesnej
wizualizacji enzymu w czasie rzeczywistym. Badania przy wykorzystaniu opracowanego
substratowego wygaszonego markera chemicznego w pofgczeniu z technikami cytometrii
przeptywowe] oraz mikroskopii konfokalnej ukazaty stopien wychwytu markera z medium
hodowlanego w czasie, a takze potwierdzity obecnos¢ granzymu B wewnatrz komérek YT.

Do dnia dzisiejszego, najwiekszym problemem badania aktywnosci granzymu B byly
narzedzia chemiczne o niskim powinowactwie do miejsca aktywnego enzymu, a w niniejszej



rozprawie doktorskiej przedstawiono struktury czasteczek, dzieki ktédrym mozliwe jest
$ledzenie aktywnosci granzymu B w warunkach in vitro oraz in vivo.



