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Enzymy sg naturalnymi biatkowymi katalizatorami, ktore przyspieszaja przeksztatcanie
substratow w produkty. W zaleznos$ci od typu katalizowanej reakcji chemicznej, enzymy dzielg si¢ na
kilka grup, wérod ktorych wyrdzniamy np. proteazy — odpowiedzialne na hydrolizg¢ (rozszczepianie)
wigzania peptydowego w substratach peptydowych czy biatkowych lub kinazy — odpowiedzialne za
przenoszenie grupy fosforanowej z jednej czasteczki na drugg, ktorg bardzo czgsto jest biatko. Tak
zroznicowana aktywnos$¢ katalityczna enzymow sprawia, ze uczestniczg one we wszystkich procesach
zachodzacych w zywych organizmach. Aby organizm mogt prawidtowo funkcjonowaé od poziomu
pojedynczej komorki do wspoétdziatania poszczegdlnych narzadow, wszystkie enzymy musza
poprawnie dziata¢. Niestety, czasami na skutek ich podwyzszonej lub obnizonej aktywnos$ci dochodzi
do rozwoju chorob, np. nowotworow, cukrzycy, choréb o podtozu autoimmunologicznym czy chordb
neurodegeneracyjnych. Aby lepiej zrozumie¢ patogenez¢ choroby oraz jej przebieg nalezy poznac
dziatanie enzymow, ktore sa za t¢ chorobe wspotodpowiedzialne. Sprawe komplikuje fakt, ze aktywnosé
enzymatyczna tych enzymow jest regulowana na kilku poziomach, zaczynajac od ilosci ich genéw i
transkryptu (DNA i RNA), poprzez proteom (ilo§¢/stezenie biatka obecnego w komorce) az po tzw.
modyfikacje potranslacyjne (np. inhibicja, degradacja, etc). W zwiazku z tym, aby pozna¢ funkcje biatka
nie mozna bada¢ tylko jego poziomu mRNA czy jego st¢zenia, ale nalezy rowniez, a moze przede
wszystkim, pozna¢ jego aktywnos$¢. Metody badania aktywnos$ci poszczegolnych enzymow znane sa
od lat (np. fluorescencyjne sondy aktywnosci), jednak problemem jest badanie aktywnosci wielu
enzymoéw jednoczesnie, w dodatku na poziomie pojedynczych komoérek. W naszym projekcie
planujemy stworzy¢ nowe narzedzia chemiczne, opierajace si¢ na sondach aktywnosci, ktore w swojej
strukturze beda miaty wbudowany stabilny izotop metali przejSciowych (z grupy lantanowcow). Tak
skonstruowane zwigzki chemiczne, bgda nastepnie wykorzystane w cytometrii masowej, nowoczesnej
technice analitycznej, ktéra umozliwia roéwnoczesne badanie ponad 50 biomarkerow (np.
bialek/enzymow) w pojedynczych komorkach. Obecnie cytometria masowa jest wykorzystywana na
calym $wiecie w immunologii czy onkologii do badania st¢zenia/ilosci biatek w réznych probkach
biologicznych. My planujemy i$¢ krok dalej i wykorzysta¢ te technologi¢ do badania aktywnosci
poszczegdlnych enzymow na poziomie pojedynczych komorek.

Jako model kliniczny w naszym projekcie wykorzystamy probki (komoérki szpiku kostnego)
pochodzace od pacjentow z ostra biataczka limfoblastyczng (acute lymphoblastic leukemia, ALL). ALL
to najczestszy typ biataczki u dzieci, poniewaz az 75% najmtodszych z rozpoznaniem ma tg postac
choroby. Co wigcej ALL to najczestszy nowotwor wieku dziecigecego. Ostra biataczka limfoblastyczna
to nowotwor szpiku kostnego czyli uktadu, ktory zajmuje si¢ produkcja i dojrzewaniem komorek krwi
od licznych erytrocytow i ptytek krwi, az po bardzo wyspecjalizowane limfocyty i granulocyty. W ALL
zdrowe komorki krwiotworcze wypierane sa przez zmutowane komodrki nowotworowe, co w
konsekwencji prowadzi do uposledzenia funkcji szpiku kostnego. Doktadne rozpoznanie tej choroby
polega na pobraniu szpiku kostnego i zbadaniu jego profilu immunologicznego (obecnos¢ okreslonych
bialek na powierzchni komorek) oraz cytogenetycznego (obecnos¢ okreslonych chromosomow i ich
mutacji). Obecnie znanych jest kilka typow i kilkanascie podtypow molekularnych ALL. Mimo ze
wyleczalno$¢ dzieci z ostrej bialaczki limfoblastycznej wynosi ponad 90%, to jednak prawie co
dziesiaty maty pacjent nie odpowiada na leczenie. W naszym projekcie chcemy sprawdzié¢ skad sie
bierze taka oporno$¢ na leczenie. W tym celu bgdziemy analizowa¢ aktywno$¢ wybranych enzymow
z grupy proteaz i kinaz biatkowych, gdyz te enzymy (w profilowaniu proteomicznym i genetycznym)
najczgsciej powigzane sg z nowotworami. Ciagle jednak niewiele wiadomo w jaki sposob ich aktywnos¢
wptywa na opornos¢ lekowa komorek biataczki, a zwlaszcza ALL u dzieci. Co wigcej analiza
enzymatyczna na poziomie pojedynczych komorek bedzie skorelowana z podtypem molekularnych
ALL u danego pacjenta, dzigki czemu sprawdzimy czy dane podtypy réznia si¢ miedzy soba na
poziomie aktywnoS$ci enzyméw. A jesli tak, to jakie sa tego konsekwencje kliniczne w zakresie
diagnostyki, leczenia i dalszych rokowan pacjentow. Badania bgdziemy prowadzi¢ wspodlnie z prof.
Wojciechem Mtynarskim, kierownikiem Katedry Pediatrii, Onkologii i Hematologii przy Uniwersytecie
Medycznym w Lodzi. Prof. Mlynarski jest §wiatowym autorytetem w dziedzinie diagnostyki i leczenia
ALL u dzieci, ale jest rowniez biologiem molekularnym, wigc jego wkiad w ten projekt bedzie
nieoceniony. Uwazamy, ze jesli ten projekt zakonczy si¢ sukcesem, nasza technologia rownoleglego
badania aktywno$ci enzymow bedzie miala zastosowanie rowniez w innych typach nowotworow,
zaro6wno tych hematologicznych, jak i w litych guzach.




