Organizm ludzki wyksztaltcit wiele mechanizméw obrony przed mikroorganizmami
oraz komorkami nowotworowymi. Jednym z nich sg komorki uktadu odpornosciowego, takie
jak cytotoksyczne limfocyty T, komorki ,naturalni zabodjcy” oraz neutrofile, posiadajace
cytotoksyczne ziarnisto$ci. Granule te zawierajg enzymy proteolityczne, ktdre poprzez szereg
reakcji hydrolizy prowadzg do eliminacji komorek docelowych. Jedng z grup enzymow
zaangazowanych w ten proces sg granzymy, z GrA jako jednym z gltéwnych przedstawicieli.
W niniejszej rozprawie doktorskiej opracowano nowe narzedzia do badania aktywnosci GrA

oraz wykorzystano je do badan nad aktywno$cig oraz lokalizacja enzymu w komoérkach.

W pierwszej kolejnosci dokonano optymalizacji metody ekspresji aktywnego GrA
uzywajac ssaczego systemu ekspresji — komorek HEK293 FreeStyle. Nastepnie wykorzystano
technologi¢ bibliotek HyCoSul. oraz zdefiniowane biblioteki substratowe z pulg
nienaturalnych aminokwasow i okreslono specyficzno$é substratowg kieszeni S4-S1 centrum
aktywnego GrA. Polaczenie tych dwoch metod umozliwilo wybranie najbardziej
preferowanych reszt w kazdej zpozycji, ktore nastgpnie wykorzystano do syntezy
specyficznych zwigzkéw dedykowanych GrA: substratow, inhibitora oraz fluorescencyjnego
markera. Zaprojektowanie oraz synteza substratow wewng¢trznie  wygaszonych
uwzgledniajacych aminokwasy wigzace si¢ w kieszeniach primowanych centrum aktywnego
GrA pozwolily na otrzymanie substratowego markera GrA z wygaszong fluorescencja. W
kolejnej czegsci pracy wykorzystano takie metody jak SDS-PAGE oraz mikroskopia
konfokalna do optymalizacji wigzania si¢ markerow z aktywnym GrA oraz zbadania
lokalizacji i funkcji proteazy w komorkach. Aktywny enzym wyznakowano w lizatach oraz
zywych komorkach NK92 oraz neutrofilach, dzigki czemu potwierdzono mozliwo$é
zastosowania fluorescencyjnego markera w uktadach biologicznych oraz przedstawiono
pierwszy tego typu marker do obrazowana aktywnos$ci GrA. WykKorzystujac wygaszony
marker GrA zbadano lokalizacje¢ aktywnego enzymu w neutrofilach przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej oraz dodatkowo wskazano lokalizacje GrA w okreslonym typie granul
cytotoksycznych. Nastepnie, zbadano lokalizacje enzymu w dwoch rodzajach $mierci
komorkowej: netozie oraz pyroptozie. W obu przypadkach zauwazono translokacje GrA do
okolic jadra komodrkowego, co moze wskazywa¢ na udzial proteazy w modelach $mierci
komodrkowej. Wzmozona aktywnos¢ GrA wokot jadra, jak i jego aktywno$¢ w cytozolu moze
mie¢ zwigzek z hydroliza biatek charakterystycznych dla kazdego modelu $mierci
komorkowej: histonow 1 lamin jako promotoréw rozwinigcia chromatyny podczas netozy,

oraz biatek z rodziny gazdermin i pro-interleukiny-1p jako poczatkowych stadiéw pyroptozy.



