Cytometria masowa stanowi jedng z najnowocze$niejszych technik analizy ztozonych
systemOw biologicznych na poziomie pojedynczej komodrki. Poczatkowo badania
z wykorzystaniem cytometru masowego dotyczyly gléwnie analizy ekspresji antygenow
roznicowania komorkowego. Wraz z rozwojem tej technologii zaczeto jg rowniez stosowac do
badania proteomu, co pozwolito na doglebne zbadanie wielu skomplikowanych systemow
biologicznych, takich jak np. tkanki nowotworowe. Dzigki temu, ze cytometria masowa opiera
si¢ na wykorzystywaniu stabilnych izotopéw metali jako znacznikow poszczegdlnych
indywiduéw biologicznych, na dzien dzisiejszy mozliwa jest jednoczesna analiza ponad 40-stu
parametrow na poziomie pojedynczej komorki. W ciagu ostatnich kilkunastu lat na calym
swiecie prowadzone sa intensywne badania majgce na celu pelne wykorzystanie potencjalu
badawczego oferowanego przez cytometri¢ masowa, co skutkuje nowymi, nieszablonowymi
podejsciami eksperymentalnymi opierajgcymi si¢ na wykorzystaniu czystych izotopow metali.
Wykorzystywanie przeciwcial w cytometrii (przeplywowej czy masowej) ogranicza analiz¢ do
badania ogolnej puli bialek w badanej probce. W przedstawionej rozprawie doktorskiej podjeto
probe opracowania technologii do identyfikacji aktywnych form biatek, ktore biora czynny
udzial w szlakach sygnalizacji komodrkowej. W zwiazku z powyzszym, opracowano
matoczasteczkowe markery chemiczne znakowane stabilnymi izotopami metali do oznaczania
aktywnosci indywidualnych enzymow. Markery chemiczne stanowig niezbedne narzedzia do
badania aktywnosci biatek i od lat znajduja si¢ w centrum jednej z dziedzin proteomiki, a
mianowicie ABPP (ang. Activity-Based Protein Profiling). Tradycyjne markery chemiczne
sktadaja si¢ z trzech czeSci, czyli grupy wiazacej miejsce aktywne enzymu, linkera oraz
znacznika fluorescencyjnego pozwalajacego na detekcje zwigzku w komorce. Dzigki
zastosowaniu fluoroforéw o réznych dtugosciach fali wzbudzenia 1 emisji mozliwa jest analiza
kilku parametrow jednocze$nie za pomocg technik takich jak mikroskopia fluorescencyjna czy
cytometria przeptywowa. W celu zwickszenia ilosci badanych parametréw, w niniejszej
rozprawie doktorskiej opracowano markery chemiczne, ktoére zamiast znacznika
fluorescencyjnego posiadajg ugrupowanie chelatujace czasteczke metalu. Polaczenie
cytometrii masowej z selektywnymi markerami chemicznymi pozwolilo na stworzenie nowej
technologii umozliwiajacej multiparametryczng analize probek biologicznych. W
przedstawionej pracy skupiono si¢ na analizie proteaz zaangazowanych w procesy
nowotworzenia, tj. katepsyn cysteinowych, kaspaz oraz neutrofilowych proteaz serynowych.
W pracy wykorzystano inhibitory, ktore zostaly opracowane na podstawie technologii
HyCoSuL (ang. Hybrid Combinatorial Substrate Libraries) i zawieraja w swojej strukturze

nienaturalne aminokwasy, co znaczaco zwigksza ich selektywno$¢ wobec celowanego enzymu



proteolitycznego. Inhibitory oznakowano stabilnymi izotopami metali, tworzac tym samym
zestaw markerow TOF (ang. Time Of Flight) do analizy aktywnosci poszczegolnych enzymow
w komorkach. Dodatkowo, przy uzyciu nowoczesnego systemu do wizualizacji komoérek oraz
tkanek (system Hyperion), ukazano dystrybucje przestrzenng katepsyn cysteinowych, uzywajac
opracowanych zwigzkow chemicznych. Rownolegle z markerami TOF, do analizy
wykorzystano przeciwciala znakowane metalami, celem identyfikacji subpopulacji
komorkowych oraz okreslenia catkowitej ilosci badanych proteaz (w formie nieaktywnej oraz
aktywnej) w badanych probkach. Opracowana technologia znakowania enzymow
proteolitycznych przy uzyciu markerow TOF zostata poddana doktadnej walidacji. Wykonano
peina game niezaleznych eksperymentdéw, poczynajac od analizy kinetycznej na czystych,
rekombinowanych enzymach, poprzez poréwnanie uzyskanych zwigzkéw z fluorescencyjnie
znakowanymi markerami (analiza biochemiczna- Western Blotting), az do badan
biologicznych, gdzie za pomoca przeciwciat oraz markeréw TOF skorelowano poziom
ekspresji biatka z wystepowaniem jego formy aktywnej. Uzyskane wyniki pozwolily okresli¢
poziom ekspresji (przeciwciata) 1 aktywno$ci (markery) poszczegolnych enzymow
proteolitycznych w wybranych populacjach komérkowych. Okazalo sig, iz rozktad aktywnosci
poszczegblnych enzyméw jest nierownomierny i, co wigcej, aktywno$¢ enzymu nie zawsze
koreluje z jego poziomem ekspresji. Badania opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej
przedstawiajg pierwsze zastosowanie niskoczasteczkowych markeréw chemicznych w analizie
stanu funkcjonalnego biatek za pomoca cytometrii masowej. Co wigcej, opracowana
technologia moze zosta¢ wykorzystana do zbadania innych medycznie waznych enzymoéw,
takich jak kinazy czy fosfatazy. Proces aktywacji poszczego6lnych bialek komorkowych w
odpowiedzi na bodzce pochodzace z zewnatrz badZz wewnatrz komorki, pozwala na uzyskanie
informacji dotyczacych zalezno$ci pomigdzy poszczegdlnymi biatkami. To z kolei jest
niezbedne w celu okreslenia kaskad aktywacji szlakéw komorkowych, ktore prowadzi¢ moga
zarowno do zdarzen prozdrowotnych jak 1 powodowal powstawanie standw
patofizjologicznych. Dzigki protokotom opracowanym w przedstawionej dysertacji mozliwe
jest doglebne zbadanie stanu funkcjonalnego badanych populacji komoérkowych, a
zastosowanie w tym celu cytometrii masowej umozliwia wielowymiarowa analize

poszczegolnych zjawisk.



