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STRESZCZENIE

Kalpaina-1, jest enzymem proteolitycznych nalezacym do rodziny proteaz
cysteinowych zaleznych od wapnia, tj. takich, ktore wymagajg odpowiedniego st¢zenia jonow
wapnia do aktywacji katalitycznej. Strukturalnie, kalpaina-1 jest heterodimerem ztozonym z
duzej 80 kDa podjednostki katalitycznej i mniejszej 28 kDa podjednostki regulatorowe;j.
Podjednostka katalityczna zawiera domeny odpowiedzialne za wigzanie wapnia, proteolizg
oraz interakcj¢ z podjednostkg regulacyjng, ktéra z kolei zawiera motywy EF-hand wigzace
waph. Giéwng rola kalpainy-1 jest ukierunkowana hydroliza wigzan peptydowych w
substratach bialkowych, poprzez co enzym ten reguluje roézne procesy komoérkowe. Do
gtéwnych substratow kalpainy-1 nalezg biatka cytoszkieletu (np. spektryna, talina), czasteczki
sygnatowe (np. kinaza biatkowa C, kinaza ogniskowo-adhezyjna) oraz biatka blonowe. Tym
samym proteaza ta odgrywa kluczowa role w przebudowie cytoszkieletu, transdukcji
sygnatow oraz mobilnosci komorek.

W mojej pracy doktorskiej skupitam si¢ natomiast na roli kalpainy-1 w procesie
émierci komorki, szczeglnie w procesach apoptozy i pyroptozy. Oba procesy nalezg do
rodzaju programowanej smierci komorki, przy czym apoptoza jest procesem niczapalnym
(immunologicznie cicha), natomiast pyroptoza prowadzi do powstania lokalnego stanu
zapalnego Rola kalpainy-1 w procesie apoptozy jest znana od lat. Podczas tej Smierci komorki
kalpaina-1 reguluje aktywacj¢ kluczowych biatek zaangazowanych w kaskady sygnatowe
apoptozy, poprzez ich selektywng hydrolize. Giownymi substratami dla kalpainy-1 w
apoptozie sg biatka Bid i Bax, ktore regulujg decyzje komorek dotyczace przetrwania lub
$mierci. Regulacja ta jest niezbgdna do prawidlowego rozwoju i homeostazy tkanek. Ponadto,
hydroliza biatek cytoszkieletu przez kalpaing-1 przyczynia si¢ do zmian morfologicznych
oraz przebudowy komorek charakterystycznych dla apoptozy. Rola kalpainy-1 w procesie
pyroptozy jest mniej poznana. Dopiero kilka lat temu odkryto, ze kalpaina-1 bierze udzial w
tym procesie, hydrolizujaé biatka cytoszkieletu, takie jak wimentyna, co prowadzi do utraty
integralnosci strukturalnej i mechanicznej odpornosci komorki. Sprzyja to z kolei pgkaniu
blony biologicznej pod wplywem stresu mechanicznego i w konsekwecji prowadzi do
uwolnienia zawartosci komoérkowej. Dodatkowo, kalpaina-1 uczestniczy w dojrzewaniu i
uwalnianiu cytokin prozapalnych, szczegolnie IL-1a (interleukina-alfa), wzmacniajac w ten
sposob odpowiedz zapalna. Badania te jasno pokazuja, ze kalpaina-1 bierze udzial zarowno w
procesie apoptozy jak i pyroptozy, a wigc W przeciwstawnych procesach komorkowych.
Zrozumienie roli oraz kontekstu dzialania kalpainy-1 w tych procesach jest wiec kluczowe dla
wyjaénienia mechanizméw programowanej S$mierci komorek oraz ich znaczenia w
patogenezie wielu chorob.

Gléwnym celem mojej pracy doktorskiej bylo zbadania roli kalpainy-1 w tych
procesach, z wykorzystaniem selektywnych narzedzi chemicznych, ktore umozliwiaja



wykrywanie aktywno$ci katalitycznej tej proteazy z wysokg specyficznoscig 1 czuloScig.
Tymi narzedziami byly matoczasteczkowe substraty, inhibitory oraz sondy aktywnosci (tzn.
activity- based probes). Badania dotyczace specyficznosci substratowe; kalpainy-1 w
pozycjach P4-P1 wykazaly jej podwojng preferenci¢ dla aminokwaséw hydrofobowych (Phe,
Tyr, Trp) oraz dodatnio natadowanych aminokwasow, takich jak Arg na pozycji P1. W
pozycji P2 kalpaina-1 wykazuje silna preferencje dla leucyny (Leu), chociaz inne
aminokwasy, takie jak walina (Val) i izoleucyna (lle), réwniez sg preferowane. Pozostate
pozycje wykazuja wigksza elastyczno$¢, co pozwala na rozpoznawanie szerokiego zakresu
aminokwaséw. Aby zbada¢ te preferencje substratowe, wykorzystalam kombinatoryczng
biblioteke substratow fluorescencyjnych HyCoSuL (Hybrid Combinatorial Substrate Library)
zawierajaca naturalne oraz szeroka paletg nienaturalnych aminokwasow w swojej strukturze.
Skrining kalpainy-1 za pomocg HyCoSuL umozliwit mi opracowanie optymalnych sekwencji
peptydowych, ktore nastgpnic przeksztalcita w substraty fluorescencyjne, nicodwracalne
inhibitory czy maloczasteczkowe sondy aktywnosci enzymatycznej (ABPs). Zwiazki te
pozwolity mi odrozni¢ aktywnos¢ kalpainy-1 od aktywnosci 20S proteasomu czy katepsyn
cysteinowych, ktore wykazujg naktadajacg sig specyficznos¢ substratows.

Otrzymane sondy ABPs byly szczegflnie uzytecznym narzedziem chemicznym,
poniewaz pozwolity na wizualizacje aktywnosci kalpainy-1 w komorkach THP-1
traktowanych kalcymycyna (jonofor wapnia) lub nigerycyng (jonofor potasowo-protonowy),
dostarczajac informacji na temat dynamiki aktywacji kalpainy-1 w odpowiedzi na stres
komérkowy. Co wigcej, uzywajac cytometrii masowej, przeanalizowalam wzorzec ekspresji
kalpainy-1 w komérkach immunologicznych na poziomie pojedynczych komorek, pokazujgc
dominujaca ekspresj¢ kalpainy-1 w granulocytach. Za pomocyg ABPs pokazatam, Ze ta
kalpaina-1 jest katalitycznie aktywna w tych komorkach. Poniewaz rola kalpainy-1 w
apoptozie i pyroptozie nie zostala jeszcze W pelni zbadana, w moich badaniach chciatam
zbadaé jej potencjalng role jako przetacznika migdzy tymi procesami. Kaspaza-1 kontroluje
proces pyroptozy poprzez hydroliz¢ gazderminy D (GSDMD) generujac fragment p30, co
prowadzi do powstawania poréw w blonie komérkowej i litycznej $mierci komérki. Z kolei
aktywna kaspaza-3 hydrolizuje GSDMD w innym miejscu generujg fragment p45, ktory nie
ma zdolnodci tworzenia poréw, tym samym spowalniajg proces pyroptozy i promujac
apoptoze. Z tego powodu sprawdzitam czy kalpainy-1 potrafi hydrolizowa¢ GSDMD. Moje
badania wykazaly, ze kalpaina-1 rzeczywiscie moze przecinaé GSDMD. Aby zidentyfikowac
miejsca hydrolizy, opracowatam substraty peptydowe znakowane fluorescencyjnie na
podstawie fragmentow GSDMD. Badania te wspartam takze analizg spektrometrii mas.
Wiyniki tych badaf pokazaty, Ze klapina-1 hydrolizuje GSDMD w poblizu micjsca kaspazy-1,
co moze wskazywaé na propyroptotyczng rolg tego enzymu.



