Analiza roli proteaz lizosomalnych w programowanej $mierci komorki

Smieré komorki stanowi fundamentalny proces biologiczny niezbgdny do utrzymania
homeostazy tkanek, obrony immunologicznej oraz prawidtowego rozwoju organizmu, a jej
deregulacja przyczynia si¢ do powstawania nowotworow, przewlektego stanu zapalnego i
zaburzen neurodegeneracyjnych. Podczas gdy apoptoza jest procesem immunologicznie
cichym i przebiega bez lizy komorki, pyroptoza, prozapalna forma $mierci, konczy si¢
peknicciem btony komérkowej. Jednak proteolityczne punkty kontrolne determinujace te
odmienne losy komérkowe nie sa w pelni poznane. Wczedniejsze doniesienia sugerowaty
wspbtdziatanie katepsyn lizosomalnych w aktywacji inflamasomu NLRP3, lecz precyzyjny
udziat poszczegdlnych proteaz oraz ich zalezno$¢ od rodzaju bodzca i kontekstu komdrkowego
pozostawaly nieokre§lone. Luki te wynikajg gtownie z szerokiego stosowania nieselektywnych
inhibitoréow oraz metod bazujacych na pomiarze catkowitej iloci biatka, ktore nie
odzwierciedlaja faktycznej aktywnosci enzymatycznej. W celu przezwycig¢zenia tych
ograniczefi zastosowano selektywne narzgdzia chemiczne (tj. maloczasteczkowe sondy
aktywnoséci enzymatycznej), umozliwiajace okreslenie funkcjonalnych rol cysteinowych
katepsyn w regulowanej $mierci komoérki (RCD), ze szczegOlnym uwzglednieniem ich
przecigcia z egzekucjg pyroptozy.

Proteolityczna aktywacja gasderminy D (GSDMD) stanowi kluczowy etap prowadzacy
do pyroptozy, a narastajace dowody wskazuja, ze oprocz kaspazy-1 etap ten moze by¢
modulowany réwniez przez inne proteazy cysteinowe. W celu zbadania tych interakcji oraz
ustalenia roli badanych enzyméw w pyroptozie wykorzystano techniki in vifro oparte na
proteolizie rekombinowanych bialek, immunoblotting, obrazowanie komorek w czasie
rzeczywistym oraz cytometri¢ masowg (CyTOF), a takze selektywne inhibitory i sondy
aktywnoéci (ABPs) generowane z uzyciem technologii HyCoSuL; hybrydowa
kombinatoryczna biblioteka substratow fluorogenicznych. Do stymulacji pyroptozy
zastosowano nigerycyne, jonofor potasowy, aktywujacy kanoniczny szlak $mierci, oraz
lizosomotropowy  dipeptydowy  ester leucyna-leucyna-OMe  (LLOMe), indukujacy
permeabilizacj¢ btony lizosomalne; (LMP). Zastosowanie matoczasteczkowych sond
aktywnos$ci enzymatycznej dla katepsyn umozliwilo bezposrednia wizualizacj¢ aktywnosci
tych proteaz w zywych komoérkach, omijajac ograniczenia metod opartych na przeciwciatach,
ktére nie rozrdzniajg formy nieaktywnej od formy aktywnej. Z kolei cytometria masowa
pozwolita na zastosowanie sond TOF (TOF-probes) oraz panelu przeciwciat dzigki czemu
udato sie uzyskaé wysokorozdzielczy profil zdarzen proteolitycznych na poziomie
pojedynczych komorek.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze proteazy cysteinowe moga laczy¢ si¢ ze szlakami
$mierci pyroptotycznej; jednak w warunkach fizjologicznych to kanoniczna o§ kaspaza-1-
GSDMD pozostaje gtéwnym mechanizmem prowadzacym do peknigcia btony komérkowe;.
Analizy kinetyczne z zastosowaniem selektywnych inhibitorow wykazaty, ze katepsyna B jest
dominujgcg proteaza lizosomalng odpowiedzialng za lityczny charakter tej Sciezki,
podkreslajac jej nadrzedng rolg w $mierci komérki zaleznej od lizosoméw (LDCD). Chociaz
katepsyna S oraz inne enzymy z tej rodziny s3 zdolne do hydrolizy substratdw pyroptotycznych
in vitro, ich udzial wydaje si¢ wysoce zalezny od warunkow i ujawnia si¢ przede wszystkim w



warunkach nasilonego stresu lizosomalnego. Cato$é obserwacii wspiera model, w ktérym
procesy $mierci komoérkowej funkcjonujg jako sie¢ zdarzen proteolitycznych, a nie
jednowymiarowa liniowa kaskada, przy czym proteazy cysteinowe moga wzmacnia¢ lub
modulowac efekt koncowy. Katepsyny moga odgrywa¢ wazna role w procesowaniu IL-1B11IL-
18, a w okreslonych warunkach inicjowa¢ alternatywne drogi do $mierci litycznej, gdy
mechanizmy zalezne od kaspazy-1 s3 ograniczone. Taka funkcjonalna redundancja
najprawdopodobniej stanowi ewolucyjne zabezpieczenie, zapewniajace uszkodzonym Ilub
zakazonym komérkom zdolnos¢ do litycznego obumarcia i uwolnienia immunostymulujacych
sygnatow nawet w sytuacji zahamowania kanonicznej pyroptozy.



