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Streszczenie
Katepsyny są grupą proteaz endolizosomalnych, które regulują mechanizmy odporności wro-
dzonej i nabytej, włączając adhezję i migrację komórek, przetwarzanie i prezentację antygenu 
oraz oporność na liczne zakażenia wirusowe. Niektóre katepsyny są odpowiedzialne za prote-
olityczne cięcie receptorów Toll-podobnych (TLR)3, TLR7 i TLR9 oraz powstawanie ich funk-
cjonalnych wariantów, uczestniczących w rozpoznawaniu wirusowych kwasów nukleinowych. 
Ponadto katepsyny bezpośrednio stymulują lub hamują wydzielanie cytokin, zaangażowanych 
w regulację wrodzonej odpowiedzi przeciwwirusowej. W niedawnych badaniach podkreślano 
ważną rolę katepsyn we wnikaniu filowirusów, reowirusów, retrowirusów oraz innych wirusów 
do wnętrza komórek gospodarza. Liczne wirusy osłonkowe wymagają obecności katepsyn do 
skutecznej fuzji z błonami zakażonej komórki, a zahamowanie ich aktywności znacznie obniża 
wydajność wirusowej replikacji. Wirusy wykorzystują konserwatywne mechanizmy komórkowe 
do skutecznej penetracji do wnętrza komórki, takie jak endocytoza lub niskie pH wewnątrz 
endosomów, demontażu kapsydu oraz innych etapów produktywnego cyklu replikacyjnego. 
Dlatego lepsze zrozumienie funkcjonalnej roli katepsyn w patogenezie zakażeń wirusowych 
powinno się przyczynić do rozwoju nowych metod terapii w zwalczaniu patogenów szczególnie 
groźnych dla człowieka.
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Summary

Cathepsins are group of endolysosomal proteases that regulate the mechanisms of innate and 
adaptive immunity, including cell adhesion and migration, antigen processing and presentation 
and resistance to several viral infections. Some cathepsins are required for Toll-like receptor 
(TLR)3, TLR7 and TLR9 cleavage and the formation of functional receptors that participate 
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WSTĘP

Proteazy to enzymy znajdujące się w lizosomach, które 
biorą udział nie tylko w hydrolizie wiązań peptydowych 
w łańcuchu polipeptydowym, ale są zaangażowane rów-
nież w wiele ważnych fizjologicznych procesów komórko-
wych, takich jak proliferacja i różnicowanie się komórek, 
przemiany tkanki chrzęstnej i kostnej czy apoptoza. 
Ich udział opisano także w procesach patologicznych , 
jak progresja nowotworów, zapalenie i neurodegene-
racja [7,44,49,78]. Ponadto proteazy kontrolują główne 
funkcje wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicz-

nej, takie jak: adhezja i migracja komórek, przetwarzanie 
i prezentacja antygenu limfocytom T oraz regulują opor-
ność na zakażenia bakteryjne i wirusowe [63].

Spośród licznych peptydaz zaangażowanych w fizjolo-
giczne oraz patologiczne procesy odpowiedzi immunolo-
gicznej największą uwagę naukowców w ciągu ostatnich 
lat zwróciły katepsyny cysteinowe. Nazwa katepsyna, 
służąca do określenia enzymu proteolitycznego aktyw-
nego w lekko kwaśnym pH, pochodzi od greckiego 
słowa kathepsein, oznaczającego trawić [79]. Do rodziny 
katepsyn należą katepsyny A, B, C, D, E, F, G, H, L, K, O, 

in sensing viral nucleic acids. Moreover, cathepsins directly stimulate or inhibit cytokine 
secretion involved in the regulation of antiviral innate immune response. Recent findings 
underline the important role of cathepsins in the entry of filoviruses, reoviruses, retroviruses 
and other types of viruses into the host cell. Many enveloped viruses require the presence 
of cathepsins for efficient fusion with membranes of infected cells, and the inhibition of 
their activity results in a significant reduction of virus replication. In addition, many viruses 
utilize conserved cellular mechanisms, such as endocytosis or low pH within the endosome, 
for efficient penetration into the cell interior, disassembly of viral capsid, and other stages of 
productive viral replication cycle. Therefore, a better understanding of the functional role of 
cathepsin proteases in the pathogenesis of viral infections should lead to the development of 
novel therapeutics for a variety of particularly dangerous human pathogens. 
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ektromelii (ectromelia virus); EBOV – wirus Ebola (Ebola virus); GP – glikoproteina (glycoprotein); 
HIV – ludzki wirus niedoboru odporności (human immunodeficiency virus); HTLV – wirus białaczki 
limfocytów T (human T-cell leukemia virus); HSV – wirus opryszczki pospolitej (herpes simplex 
virus); IFN – interferon (interferon); IL – interleukina (interleukin); ISVP – pośrednia cząstka sub-
wirionowa (intermediate subviral particles); LPS – lipopolisacharyd (lipopolysaccharide); MARV 
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tidylic acid); PRR – receptor rozpoznający wzorce (pattern recognition receptor); RPE – komórki 
nabłonka barwnikowego siatkówki (retinal pigment epithelial cells); sTLR9 – rozpuszczalna postać 
TLR9 (soluble TLR9); TLR – receptor Toll-podobny (Toll-like receptor); TNF – czynnik martwicy 
nowotworu (tumor necrosis factor) VSV – wirus pęcherzykowego zapalenia jamy ustnej (vesicular 
stomatitis virus).
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Katepsyny są produktami jednego genu, ale produkty 
białkowe mogą być polimorficzne w wyniku allelicz-
nych wariantów genu, alternatywnego splicingu RNA i/
lub modyfikacji potranslacyjnych [49]. Wielkość katep-
syn wynosi około 30 kDa. Katepsyny występują w postaci 
monomerów, z wyjątkiem tetramerycznej katepsyny 
C. Wszystkie katepsyny charakteryzują się podobną 
sekwencją aminokwasów (tabela 1), są zbudowane 
z łańcucha ciężkiego i lekkiego, połączonego wiąza-
niem dwusiarczkowym i występują w postaci jedno- lub 
dwułańcuchowej w zależności od gatunku. Białka te 
różnią się nieznacznie składem i długością aminokwa-
sów, natomiast wszystkie z nich wykorzystują podobny 
mechanizm degradacji białka [79,87]. Łańcuch pepty-
dowy składa się z dwóch domen nazwanych, podobnie 
jak w cząsteczce papainy, domeną L (left) i R (right). 
Domena L składa się z trzech struktur α-helikalnych, 
natomiast domena R jest zbudowana z wiązań pepty-
dowych o motywie β-harmonijki tworząc strukturę 
spiralną. Między domenami obserwuje się szczelinę 
w kształcie litery V, a na jej dnie znajduje się centrum 
aktywne enzymu [33]. Interakcja między domenami ma 
charakter zarówno hydrofilowy, jak i hydrofobowy oraz 
jest swoista dla poszczególnej katepsyny [72].

Wśród katepsyn cysteinowych wyróżniono endopepty-
dazy (katepsyny D, E, F, G, K, L, S i V), które hydrolizują 
wiązania wewnątrz łańcucha peptydowego oraz egzo-
peptydazy (katepsyny A, C i X), które odszczepiają tylko 
aminokwasy na N- lub C-końcu łańcucha peptydowego. 
Katepsyna B oraz H mogą działać zarówno jako endo-
peptydazy, jak i egzopeptydazy. Wraz z odkrywaniem 
i charakterystyką nowych przedstawicieli proteaz cyste-
inowych możliwe staje się poznawanie ich roli zarówno 
w wyspecjalizowanych procesach fizjologicznych, jak 

S, V, W oraz X. Katepsyny B, C, F, H, L, K, O, S, V, W i X 
są proteazami cysteinowymi z rodziny papainy i tworzą 
największą i najbardziej znaną klasę katepsyn. Natomiast 
katepsyny A i G należą do proteaz serynowych, a katep-
syny D i E do proteaz asparaginianowych [75]. Katepsyny 
cysteinowe są szeroko rozpowszechnione u większo-
ści zwierząt. Poziom ekspresji tych białek, ich stosunek 
oraz swoistość różni się w zależności od umiejscowie-
nia w komórce, co sugeruje, że poszczególne katepsyny 
pełnią bardzo swoiste funkcje komórkowe [15,79]. Nie-
które z nich występują powszechnie w różnych komór-
kach i tkankach, natomiast inne, takie jak katepsyna 
F, K, O, S, X, V lub W znajdują się tylko w szczególnych 
typach komórek. Katepsyna K jest uwalniana przez oste-
oklasty podczas resorpcji kości, katepsynę O wykryto 
w ludzkich komórkach raka piersi, natomiast ekspre-
sję katepsyny W zidentyfikowano w limfocytach T CD8+. 
Katepsyna V jest również enzymem swoistym dla tkanek 
i znajduje się w grasicy oraz jądrach, a katepsyny F i X 
występują bardziej powszechnie. Ponadto aby zapobiec 
niekontrolowanej aktywności proteolitycznej katepsyn, 
ich aktywność jest ściśle regulowana przez cystatyny – 
endogenne inhibitory lizosomalnych protez cysteino-
wych na każdym poziomie ich biosyntezy, ze względu 
na duże stężenie w komórkach oraz zdolność do działa-
nia w środowisku kwaśnym [78]. Wszystkie katepsyny są 
syntetyzowane jako zymogeny. Przetwarzanie nieaktyw-
nego proenzymu w katalitycznie aktywny enzym zwy-
kle występuje w lizosomie za pomocą innych aktywnych 
proteaz, autokatalizy w odpowiednich warunkach, np. 
w niskim pH lub w obecności glikozaminoglikanów [15]. 
Jednak głównymi modulatorami aktywności katepsyn są 
cystatyny, endogenne inhibitory proteaz cysteinowych. 
Działanie cystatyn jest odwracalne, a ich aktywność na 
ogół jest nieswoista wobec poszczególnych katepsyn [49]. 

Tabela 1. Porównanie procentowe podobieństwa sekwencji aminokwasów wybranych ludzkich katepsyn cysteinowych

Nazwa katepsyny B C F H K L O S W

B 19,84 12,801 21,485 19,582 19,685 21,081 20,779 19,759

C 19,84 20,893 23,176 19,958 21,702 17,094 19,789 19,4

F 12,801 20,893 23,984 21,272 23,077 20,612 20,122 24

H 21,485 23,176 23,984 38,551 36,311 38,551 33,239 26,823

K 19,582 19,958 21,272 38,551 49,112 26,286 54,192 25,521

L 19,685 21,702 23,077 36,311 49,112 25,915 47,181 25,521

O 21,081 17,094 20,612 38,551 26,286 25,915 27,586 24,611

S 20,779 19,789 20,122 33,239 54,192 47,181 27,586 24,235

W 19,759 19,4 24 26,823 25,521 25,521 24,611 24,235

Porównanie procentowe podobieństwa sekwencji aminokwasów wykonano programem UniProt (sekwencje amino-
kwasów poszczególnych białek według bazy danych Gene Cards).



256

Postepy Hig Med Dosw (online), 2018; tom 72: 253-263

TLR6 oraz TLR10, dzięki czemu rozpoznają molekularne 
wzorce patogennych mikroorganizmów, pochodzące 
ze ściany komórkowej, otoczki czy też aparatów ruchu. 
Natomiast TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 i TLR13 
są umiejscowione w organellach wewnątrzkomórkowych 
– endosomach i uczestniczą przede wszystkim w rozpo-
znawaniu kwasów nukleinowych fagocytowanych pato-
genów [1,2,50]. TLR2 rozpoznaje peptydoglikan (PGN), 
istotny składnik ścian bakterii Gram-dodatnich, nato-
miast lipopolisacharyd (LPS) wszystkich bakterii Gram-
-ujemnych jest wykrywany przez TLR4. TLR5 rozpoznaje 
flagellinę – białko bakterii Gram-ujemnych. TLR3, TLR7, 
TLR8 i TLR9 należą do receptorów wewnątrzkomórko-
wych, umiejscowionych w błonie siateczki śródplazma-
tycznej i tylko po stymulacji przez PAMP są kierowane 
do endosomów. TLR3 rozpoznaje dsRNA pochodzący od 
reowirusów, a także syntetyczny kwas poliryboinozy-
lowo: polirybocytydylowy [poly(I:C)], a ssRNA ludzkiego 
wirusa niedoboru odporności (HIV) lub wirusa grypy są 
rozpoznawane przez TLR7 i TLR8. TLR9 wykrywa frag-
menty DNA bakterii i wirusów bogate w niemetylowane 
dinukleotydy cytozyno-guaninowe tzw. motywy CpG 
wirusów DNA, takich jak wirus opryszczki pospolitej 
typu 1 (HSV-1), typu 2 (HSV-2) lub mysi cytomegalowi-
rus (MCMV). Sygnalizacja za pośrednictwem TLR1, TLR2, 
TLR4, TLR5 i TLR6 indukuje głównie wytwarzanie cyto-
kin zapalnych, natomiast TLR7 i TLR9 wywołuje uwalnia-
nie interferonów (IFN) typu I [46,74,81].

Obecnie intensywnie bada się udział katepsyn cysteino-
wych w powstawaniu funkcjonalnego TLR9, zdolnego do 
rozpoznawania motywów CpG. Różne zespoły badaw-
cze wykazały, że katepsyny B, H, K, L i S pełnią istotną 
rolę w przetwarzaniu TLR9 w makrofagach oraz limfocy-
tach B [4,25,26,50,62]. Wprawdzie początkowo uważano, 
że na powstawanie aktywnego TLR9 wpływa niskie pH 
wewnątrz endosomów  [65], udokumentowano, iż nie 
tylko odczyn środowiska, lecz przede wszystkim obec-
ność katepsyn, ma znaczenie podczas wiązania sekwencji 
CpG przez TLR9. Proces rozszczepiania TLR9 dokład-
nie opisali Ewald i wsp.  [25]. Polega na dwuetapowej 
proteolizie, w której początkowo biorą udział zarówno 
endopeptydaza asparaginianowa (AEP), jak i katepsyny, 
odcinając większą część ektodomeny TLR9, dzięki czemu 
powstaje tzw. pre-C-końcowy fragment TLR9 o długości 
około 100 kDa. W drugim etapie proteolizy katepsyny są 
odpowiedzialne za „docięcie” formy C-końcowej recep-
tora i powstanie w pełni funkcjonalnego białka o wiel-
kości 80 kDa, zdolnego do rozpoznawania fragmentów 
CpG. W przypadku braku aktywności AEP, katepsyny 
mogą kompensować jej działanie i przeprowadzać proces 
proteolizy, doprowadzając do powstania funkcjonalnej 
postaci TLR9. Natomiast jeśli aktywność katepsyn jest 
zablokowana, wówczas początkowy etap cięcia recep-
tora jest przeprowadzany przez AEP, bez dalszej obróbki, 
powodując powstawanie dłuższej postaci TLR9 oraz 
zaburzanie sygnalizacji [25,26]. Po zablokowaniu aktyw-
ności katepsyn B, L i S w makrofagach mysich linii RAW 
264.7 za pomocą swoistego inhibitora – z-FA-FMK wyka-
zano, że dochodzi do powstawania tylko formy o wiel-

i patologicznych. Ze względu na to, iż katepsyny pełnią 
niezaprzeczalną rolę podczas replikacji i rozprzestrze-
niania się wirusów oraz bakterii, stanowią istotny cel 
w przypadku leczenia wielu chorób, podczas których ich 
funkcja zostaje rozregulowana [9,76].

UDZIAŁ KATEPSYN W REGULACJI WRODZONEJ ODPOWIEDZI 
IMMUNOLOGICZNEJ

Mechanizmy odporności wrodzonej

Do najważniejszych mechanizmów wrodzonej odpor-
ności należy przede wszystkim wytwarzanie cytokin, 
chemokin oraz interleukin, nieswoiste zabijanie patoge-
nów lub zakażonych komórek, a także fagocytoza [71]. 
Podczas prawidłowego przebiegu reakcji odpornościo-
wej główną rolę odgrywają makrofagi, komórki dendry-
tyczne (DC), komórki NK, limfocyty Tγδ oraz granulocyty 
(przede wszystkim neutrofile). Ich udział w kształtowa-
niu mechanizmów, zarówno odporności wrodzonej, jak 
i nabytej, jest różny. Jednak najistotniejszą rolę w nie-
swoistej odporności przeciwwirusowej pełnią makrofagi 
i DC, ze względu na aktywność fagocytarną i pinocytarną, 
zdolność do indukowania syntezy cytokin prozapalnych, 
przetwarzanie antygenów, a następnie prezentację anty-
genów limfocytom T i w konsekwencji rozwój nabytej 
odpowiedzi immunologicznej [18,77]. Udokumentowano, 
że katepsyny cysteinowe odgrywają znaczącą rolę w pro-
cesach wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej. 
Konstytutywną ekspresją katepsyn B, H i L charaktery-
zuje się większość komórek odpornościowych, a ich naj-
wyższy poziom zidentyfikowano w makrofagach. Ponadto 
swoistą ekspresję katepsyny S odnotowano w komórkach 
prezentujących antygen (APC), takich jak DC, limfocyty B 
i makrofagi, a katepsyny F i W są obecne, odpowiednio, 
głównie w makrofagach i komórkach NK [63]. Mecha-
nizm działania poszczególnych katepsyn nie jest jeszcze 
dokładnie poznany, jednak wydaje się kluczowy dla prawi-
dłowego funkcjonowania i przebiegu odpowiedzi immu-
nologicznej.

Znaczenie katepsyn w regulacji receptorów Toll-
podobnych

Wrodzona odpowiedź immunologiczna jest pierwszą 
linią obrony przeciwko patogenom. Głównym elemen-
tem aktywacji tego rodzaju odpowiedzi jest rozpozna-
wanie stałych struktur drobnoustrojów, określanych 
jako wzorce molekularne związane z patogenami 
(PAMP), powszechnie występujących u większości czyn-
ników zakaźnych, przez receptory rozpoznające wzorce 
(PRR), m.in. receptory Toll-podobne (TLR) [6,51]. Obec-
ność genów kodujących te receptory wykryto nie tylko 
w genomach kręgowców, ale także bezkręgowców oraz 
w roślinach, dlatego są uważane za najstarsze elementy 
mechanizmów obrony gospodarza [48]. 

Do TLR, zlokalizowanych w błonie komórkowej makro-
fagów, limfocytów B, DC, komórek tucznych, neutrofi-
lów oraz eozynofilów, należą TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, 
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także katepsyna K jest niezbędna do indukcji wytwa-
rzania cytokin prozapalnych w komórkach, zwłaszcza 
IL-6 w początkowym okresie zakażenia. Natomiast pro-
teazy wydzielane przez neutrofile, takie jak katepsyna 
G i proteinaza 3, zwiększają aktywność IL-8, a znacznie 
obniżają aktywność biologiczną IL-6 w miejscach wystą-
pienia stanów zapalnych [5,61]. Z badań wynika, że pro-
teazy serynowe, np. katepsyna G, aktywna elastaza czy 
proteinaza 3 oraz katepsyny mogą być ważnymi regula-
torami wrodzonej odpowiedzi immunologicznej i mogą 
stanowić cele terapeutyczne w chorobach zapalnych 
i walce z patogenami. 

Przeprowadzono także doświadczenie sprawdzające 
aktywność katepsyn B, L i S w makrofagach po stymu-
lacji TLR odpowiednimi ligandami. Komórki trakto-
wano PGN – ligandem TLR2, poly(I:C) – ligandem TLR3 
oraz LPS – ligandem TLR4. Zaobserwowano, że w mysich 
makrofagach oraz monocytach ludzkich pod wpływem 
obecności LPS aktywność katepsyn B, L i S znacząco 
wzrosła. Zwiększoną aktywność proteolityczną katep-
syn L i S uzyskano także po traktowaniu komórek PGN 
oraz poly(I:C). Jednak wzrost aktywności katepsyny B 
nie był znaczący, jedynie po stymulacji komórek poly-
(I:C) zaobserwowano niewielkie różnice. Autorzy badań 
podkreślają, że aktywność proteaz cysteinowych nie 
jest bezpośrednio regulowana przez kaskady sygna-
łowe TLR, jest natomiast kontrolowana przez cytokiny, 
których synteza jest indukowana w sposób zarówno 
MyD88-zależny, jak i MyD88-niezależny w następ-
stwie aktywacji tych receptorów. Wykazano również, 
że aktywność katepsyny B zależy od TNF-α, natomiast 
na zwiększenie aktywności katepsyny L i S w odpowie-
dzi na LPS wpływa zarówno TNF-α, jak i IL-1β. Ponadto 
IFN-β zwiększa aktywność katepsyn L i S w makrofagach 
mysich stymulowanych poly(I:C) [17]. 

ROLA KATEPSYN PODCZAS WNIKANIA WYBRANYCH 
WIRUSÓW DO KOMÓRKI

Wirusy wypracowały różne strategie pokonywania 
barier wytworzonych przez komórkę, a ich sposoby wni-
kania są przeważnie określone przez oddziaływania mię-
dzy cząstkami wirusa a receptorami je rozpoznającymi, 
znajdującymi się na powierzchni komórek. Do mecha-
nizmów tych oddziaływań należą: adsorpcja wirusa do 
powierzchni komórki, wnikanie do komórki za pośred-
nictwem fuzji lub endocytozy, rozpad kapsydu i repli-
kacja genomu wirusa oraz przenikanie wirionów do 
cytoplazmy zakażonej komórki [38,43]. Mimo że mecha-
nizmy wnikania wirusów są podobne, to wiele z nich 
wypracowało unikalne metody, zapewniające ich prze-
dostanie się do optymalnych miejsc w komórce w celu 
replikacji. Wyjaśnienie skomplikowanej współzależ-
ności między wirusami i ich receptorami oraz określe-
nie udziału katepsyn podczas wnikania poszczególnych 
wirusów do wnętrza komórek jest niezbędne do pełnego 
zrozumienia mechanizmów tej interakcji, jak również 
do opracowania skutecznych metod zwalczania zakażeń 
wirusowych [33]. 

kości około 100 kDa, co świadczy o tym, że katepsyny 
B, L i S są niezbędne do przetwarzania TLR9 do wiel-
kości 80 kDa [62]. Ponadto dzięki proteolizie przepro-
wadzanej przez te katepsyny receptor znacznie silniej 
wiąże motywy CpG i może indukować ścieżkę sygnałową 
zależną od białka adaptorowego MyD88 (mieloidalny 
czynnik różnicowania 88), prowadząc do transkrypcji 
genów cytokin prozapalnych, chemokin oraz IFN typu 
I, co jest głównym elementem wrodzonej odpowiedzi 
immunologicznej [15,42].

Zidentyfikowano również rozpuszczalną postać TLR9 
(sTLR9), której powstawanie zależy głównie od aktyw-
ności katepsyny S w endosomach. Katepsyna S bierze 
udział w obróbce proteolitycznej TLR9, podczas któ-
rej dochodzi do rozszczepienia łańcucha polipeptydo-
wego między aminokwasami w pozycji 724 oraz 735. Tak 
powstała wewnątrzkomórkowa postać receptora, podob-
nie jak TLR9 o wielkości 80 kDa, jest również zdolna do 
wiązania ligandów. Według badaczy sTLR9 funkcjonuje 
jako antagonista receptora, wpływa na rozpoznawanie 
DNA oraz hamuje ścieżkę sygnałową indukowaną przez 
TLR9 [14]. Ponadto zmiany w aktywności proteaz cyste-
inowych, odpowiedzialnych za generowanie aktywnej 
i hamującej postaci TLR9, mogą się przyczynić do roz-
woju chorób autoimmunologicznych [70].

Liczne badania wykazały, że TLR3 i TLR7 również ule-
gają przetwarzaniu przez AEP i katepsyny, w podobny 
sposób jak TLR9, co oznacza, że proteoliza TLR, rozpo-
znających kwasy nukleinowe, jest wymagana do ich 
prawidłowej regulacji  [40,64,69]. Ponadto istotną rolę 
katepsyn B i H w przetwarzaniu TLR3 zbadano w ludz-
kich komórkach nabłonka barwnikowego siatkówki 
(RPE1). Uzyskane wyniki wykazały, że po cięciu prote-
olitycznym tego receptora przez obie badane katepsyny 
powstaje funkcjonalny receptor rozpoznający poly-
(I:C) oraz indukujący transdukcję sygnału. Natomiast 
po wyciszeniu katepsyn B i H przetwarzanie TLR3 jest 
zmniejszone, a sygnał po rozpoznaniu liganda zostaje 
zahamowany [29].

Zależności między katepsynami a cytokinami

Wyniki licznych badań potwierdziły bezpośredni wpływ 
aktywności katepsyn na stymulowanie bądź hamowanie 
wydzielania cytokin, odgrywających ważną rolę w regu-
lacji wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. Wyka-
zano, że katepsyna B jest niezbędna podczas optymalnej 
potranslacyjnej obróbki i wytwarzania czynnika mar-
twicy nowotworu (TNF-α) w odpowiedzi na LPS w makro-
fagach mysich  [34]. Natomiast katepsyna L zwiększa 
aktywność IL-8 w ludzkich fibroblastach przez skróce-
nie domeny N-końcowej, co zdaniem autorów badań 
sugeruje jej istotną rolę w przetwarzaniu IL-8 w miej-
scu reakcji zapalnej [60]. Badania przeprowadzone przez 
Müllera i wsp. [58] również wskazują na bardzo istotną 
funkcję katepsyny L w makrofagach zakażonych Staphy-
lococcus aureus podczas niezależnych od tlenu mecha-
nizmów zwalczania patogenu. Autorzy podkreślają, że 
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znana, ale wiadomo, że wynosi 17-19 kDa [12,68]. Pro-
teoliza z udziałem katepsyn powoduje wytworzenie 
podjednostki, która następnie wiąże się z niedawno 
zidentyfikowanym receptorem Niemann-Pick typu C1 
(NPC1), znajdującym się w błonie endosomu, umożliwia-
jąc w ten sposób fuzję błon wirusa oraz komórki gospo-
darza i wnikanie EBOV do wnętrza zakażanej komórki 
(ryc. 1A) [10,16]. 

W celu wyjaśnienia roli katepsyn B i L zbadano wpływ 
selektywnego inhibitora katepsyny B (CA074) oraz inhi-
bitora katepsyny B i L (FYdmk) na zakażenie komórek 
Vero wirusem pęcherzykowego zapalenia jamy ust-
nej (VSV), zawierającego pseudotyp GP EBOV z bra-
kującą domeną mucynopodobną w podjednostce GP1 
(VSV-GPΔMuc). Przeprowadzone badania wykazały, 
że hamowanie zakażenia następuje w przypadku 
inaktywacji katepsyny B, lecz nie katepsyny L [12]. Nato-
miast Kaletsky i wsp. [39], stosując w badaniach różne 
inhibitory proteaz w komórkach VeroE6, wskazali na 
istotną rolę katepsyny L w zakażeniu HIV-Ebola, zawie-
rającym pseudotyp GP. Autorzy zaobserwowali, że po 
traktowaniu pseudowirionów katepsyną L skraca się GP1 
do wielkości 18 kDa, a także następuje dziesięciokrotny 
wzrost ich zakaźności w komórkach w porównaniu do 
wirionów typu dzikiego. Ponadto badania wykazały, że 
zakażenie komórek VeroE6 przez pseudowiriony było 
silnie hamowane przez swoisty inhibitor katepsyny 
L – Z-LLL-FMK, natomiast znacznie słabiej przez inhi-
bitor katepsyny B – CA074, co sugeruje istotny udział 
katepsyny L w skutecznym wnikaniu EBOV do wnętrza 
komórki, podczas gdy katepsyna B odgrywa w tym przy-
padku mniej znaczącą rolę. Według Gnirssa i wsp. [30] 
proces przekształcania glikoproteiny 4 podtypów EBOV: 
ZEBOV, SEBOV, CIEBOV oraz REBOV zależy od aktywności 
obu katepsyn B i L podczas wnikania wirusów do komó-
rek 293T in vitro, chociaż w różnym stopniu. Według 
Misasi i wsp. [54] wnikanie wirusów ZEBOV oraz CIEBOV 
ściśle zależy od katepsyny B, natomiast w przypadku 
wnikania wirusów SEBOV, REBOV i MARV jej obecność 
nie jest wymagana. Jednak wyniki późniejszych badań 
jednoznacznie wskazują, że glikoproteina EBOV nie tylko 
pośredniczy, ale również promuje transmisję wirusa 
z komórki do komórki, a katepsyny B i L oraz recep-
tor NPC1 są niezbędne podczas tej transmisji. Ponadto 
inhibitory proteaz, takie jak leupeptyna i E64d, jak rów-
nież swoisty inhibitor katepsyny B – CA074, powodują 
znaczne zahamowanie procesu transmisji wirusa [53]. 
Niewątpliwie przedstawione dane literaturowe wska-
zują, że zarówno katepsyna B, jak i L odgrywają niezwy-
kle istotną rolę podczas zakażenia wywołanego przez 
filowirusy na etapie przekształcania glikoproteiny wiru-
sowej w celu przedostania się materiału genetycznego 
wirusa do cytoplazmy.

Udział katepsyn we wnikaniu reowirusów do 
komórki

Rodzina Reoviridae jest podzielona na 9 rodzajów, a 4 
z nich, tzn. rotawirusy (Rotavirus), orbiwirusy (Orbivirus), 

Rola katepsyn podczas wnikania filowirusów do 
komórki

Do rodziny filowirusów (Filoviridae) należy wirus Ebola 
(EBOV) oraz wirus Marburg (MARV). W zależności od 
miejsca występowania EBOV wyróżniono jego 5 podty-
pów: Ebola-Zair (ZEBOV), Ebola-Sudan (SEBOV), Ebola-
-Cote d’Ivore (Wybrzeże Kości Słoniowej; CIEBOV), 
Ebola-Taї Forest (TAFV), Ebola-Reston (REBOV) oraz 
Ebola-Bundibugyo (BEV) [27]. U ludzi i zwierząt filowi-
rusy wywołują gorączkę krwotoczną – chorobę, która 
bardzo szybko rozprzestrzenia się między ludźmi przez 
bezpośredni kontakt z zakażoną krwią lub płynami 
ustrojowymi. Śmiertelność osób zakażonych wynosi nie-
mal 90%, natomiast nie ma żadnych dostępnych leków 
ani szczepionek, które mogłyby być zastosowane w sku-
tecznym leczeniu i profilaktyce zakażeń wywołanych 
przez te patogeny [83]. Dlatego też  prowadzone bada-
nia skoncentrowano przede wszystkim na znalezieniu 
środka terapeutycznego, hamującego ich replikację. Jest 
to związane z dokładnym poznaniem molekularnego 
mechanizmu zakażenia filowirusami.

EBOV jest wirusem osłonkowym, zawierającym liniowy 
materiał genetyczny w postaci pojedynczej, ujemnie 
spolaryzowanej nici ssRNA. Wielkość pojedynczej cząstki 
wirusa wynosi 80-14 000 nm, a wielkość genomu 19 kpz. 
Wirusowy RNA składa się z siedmiu genów kodują-
cych, odpowiednio: nukleoproteinę, glikoproteiny (GP), 
zależną od RNA polimerazę RNA (białko L) oraz cztery 
białka strukturalne, zwane VP24, VP30, VP35 i VP40. Do 
białek wiążących się z błoną komórki gospodarza należą: 
glikoproteina oraz VP24 i VP40 [3]. W przypadku filowi-
rusów pierwszymi zakażanymi komórkami są makro-
fagi oraz DC, lecz wirusy te mogą również atakować 
większość typów komórek, z wyjątkiem limfocytów 
oraz innych komórek nieadherentnych (in vitro)  [22]. 
Po związaniu z powierzchnią komórki, wirusy są inter-
nalizowane w wyniku makropinocytozy do wczesnych 
endosomów, które następnie są przekształcane w późne 
endosomy/lizosomy [66]. Przenikanie wirusa do cytopla-
zmy odbywa się za pośrednictwem fuzji osłonki wirusa 
z błoną otaczającą późny endosom/lizosom. Podczas 
fuzji zasadniczą rolę odgrywają wirusowe GP osłonkowe, 
składające się z dwóch podjednostek GP1 i GP2, które 
są regularnie rozmieszczone na powierzchni osłonki 
wirusowej. Ponadto jako jedyne białka osłonki wiruso-
wej, odgrywają decydującą rolę we wnikaniu wirusa do 
cytoplazmy komórki [12,47]. Liczne dane literaturowe 
wskazują, że proteoliza glikoproteiny w późnych endo-
somach/lizosomach pod wpływem katepsyn B i L jest 
krytycznym etapem podczas wnikania EBOV do komórki 
gospodarza (ryc. 1A) [67,68,82]. Początkowo katepsyna L 
powoduje usunięcie około 60% aminokwasów GP, w tym 
domenę mucynopodobną (mucin-like domain) i resztę 
glikanową (glycan cap), generując białko o masie około 
50 kDa. Następnie podjednostka GP1 jest dodatkowo pro-
teolizowana przez katepsynę B i/lub L do jeszcze krót-
szej formy. Ostatecznie katepsyna B może dodatkowo 
usunąć 1 kDa masy GP1. Dokładna wielkość GP1 nie jest 
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μ1 [21,57]. Białko σ3 zapewnia stabilność wirionu w śro-
dowisku, natomiast μ1 jest odpowiedzialne za penetrację 
błony podczas wnikania wirusa do komórki [31]. Rodzina 
reowirusów jest ważnym modelem badań interakcji 
wirus-gospodarz, a także patogenezy chorób wiruso-
wych. Zakażenie reowirusem rozpoczyna się od połą-
czenia μ1 z odpowiednimi receptorami komórkowymi. 
Następnie wiriony związane z receptorem są interna-
lizowane w procesie endocytozy. Podczas transportu 
endocytarnego kapsyd zewnętrzny ulega częściowej 
degradacji proteolitycznej, a to powoduje utworzenie 
zakaźnych cząstek subwirionowych (ISVP). ISVP przeni-
kają przez błony endosomów, aby aktywne transkrypcyj-
nie cząstki rdzenia mogły się przedostać do cytoplazmy 
zakażonej komórki [37].

Liczne badania wskazują, że katepsyny B, L oraz S biorą 
udział w endosomalnej obróbce proteolitycznej białek 
σ3 i μ1 oraz są niezbędne podczas wnikania reowirusów 
do komórek (ryc. 1B) [23,24,33,37,38,41]. Aby zidentyfi-

ortoreowirusy (Orthoreovirus) oraz coltiwirusy (Colti-
virus) powodują zakażenia u ludzi i zwierząt. Rotawi-
rusy u ludzi wywołują stan zapalny, głównie górnego 
odcinka przewodu pokarmowego, które zwykle dotyka 
dzieci między 6 a 24 miesiącem życia. Śmiertelność 
dzieci w tym okresie, spowodowana zakażeniami rota-
wirusowymi wynosi 10-20%  [59]. Natomiast u nowo 
narodzonych myszy zakażonych tego rodzaju wirusem 
występują uszkodzenia wielu narządów, w tym mózgu, 
serca i wątroby [38].

Reowirusy to wirusy bezosłonkowe, charakteryzujące się 
ikosaedralną symetrią i średnicą około 80 nm. Ich genom 
składa się z 10 segmentów dwuniciowego RNA (dsRNA) 
i stanowi 15-20% masy wirionu. Kapsyd reowirusów ma 
złożoną budowę i składa się z 6 białek strukturalnych 
(σ1, σ 2, σ 3, μ1, λ1, λ2), które tworzą dwie koncentryczne 
warstwy otaczające genom, zwane kapsydem wewnętrz-
nym i zewnętrznym. W większości kapsyd zewnętrzny 
jest zbudowany z 600 kopii każdego z białek σ3 oraz 

Ryc. 1. Schemat poszczególnych etapów wnikania filowirusów, reowirusów i retrowirusów z udziałem katepsyn do cytoplazmy zakażanej komórki. A - wnikanie 
filowirusów do wnętrza komórki w procesie makropinocytozy: 1) utworzenie wczesnych endosomów; 2) internalizacja filowirusa w późnych endosomach/
lizosomach, proteoliza glikoproteiny osłonkowej (GP1) przez katepsynę B i L; 3) wiązanie rozszczepionej podjednostki GP1 z receptorem Niemanna-Picka typu C1 
(NPC1); 4) przenikanie filowirusa do wnętrza zakażanej komórki. B - wnikanie reowirusów do wnętrza komórki na drodze endocytozy: 1) powstawanie wczesnych 
endosomów; 2) proteoliza białek kapsydu reowirusa z udziałem katepsyny B i L, utworzenie zakaźnych cząstek subwirionowych (ISVP); 3) przenikanie aktywnych 
transkrypcyjnie cząstek do cytoplazmy zakażanej komórki. C - wnikanie retrowirusów do wnętrza komórki na drodze endocytozy: 1) powstawanie wczesnych 
endosomów; 2) powstawanie późnych endosomów; 3) hamowanie przez katepsynę B uwalniania cząstek wirusowych HIV do cytoplazmy zakażanej komórki na 
drodze CD4-niezależnej
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odgrywa istotną rolę podczas zakażenia, gdyż silnie 
wiąże się z receptorem CD4 na powierzchni limfocy-
tów T pomocniczych, makrofagów oraz DC. Po związa-
niu białka gp120 z receptorem dochodzi do zmiany jego 
konformacji, co umożliwia wiązanie do jednego z dwóch 
koreceptorów: CCR5 lub CXCR4 (receptorów chemokin), 
a to prowadzi do fuzji z błoną komórkową i przenikanie 
do komórki docelowej [8,45].

Oprócz wnikania retrowirusów do komórki 
z udziałem receptora CD4 opisano również mechanizm 
zakażenia w sposób CD4-niezależny. Polega na bezpo-
średnim oddziaływaniu gp120 z koreceptorem CXCR4, 
w następstwie tego wirus wnika do komórki gospoda-
rza. W przypadku przedostawania się patogenu w sposób 
CD4-niezależny uważa się, że niskie pH jest warunkiem 
podstawowym podczas przenikania wirusa do cytopla-
zmy zakażanej komórki, ze względu na obecność katep-
syn cysteinowych w późnych endosomach  [13,85]. 
Istnieje natomiast wiele kontrowersji o roli endocytozy 
podczas wnikania wirusa w sposób CD4-zależny. Wcze-
śniejsze doniesienia wskazują, że zahamowanie funk-
cji lizosomów o niskim pH zwiększa lub nie wpływa na 
zakażenie HIV na drodze CD4-zależnej, co sugeruje, że 
HIV nie wnika do komórek z udziałem pęcherzyków 
endosomalnych  [28,52]. Jednak niedawno opubliko-
wane wyniki udowadniają, że zastosowanie inhibito-
rów endocytozy zmniejsza wnikanie wirusa zależnie od 
receptora CD4 [11,55]. Ponadto wizualizacja wyznako-
wanych za pomocą GFP cząstek wirusowych wykazała, 
że HIV ulega internalizacji i jest kierowany do endoso-
mów o niskim pH [56]. Z badań przeprowadzonych przez 
Yoshii i wsp. [86] wynika, że katepsyna B hamuje wni-
kanie HIV na drodze CD4-niezależnej (ryc. 1C). Zasto-
sowanie inhibitora katepsyny B – CA047Me zwiększa 
zakażenie komórek HeLa na drodze niezależnej od CD4. 
Ponadto inhibitory endocytozy znacząco tłumią wnika-
nie HIV w ten sposób, natomiast na drodze CD4-zależnej 
przedostawanie wirusa do komórki nie jest hamowane. 
Według autorów katepsyna B jest jednym z mechani-
zmów wrodzonej odpowiedzi immunologicznej gospo-
darza do obrony przed wnikaniem patogenu na drodze 
CD4-niezależnej. Uzyskane wyniki sugerują również, że 
wnikanie HIV oraz innych retrowirusów na drodze CD4-
-niezależnej następuje z udziałem zakwaszonych póź-
nych endosomów, gdzie obecne są proteazy cysteinowe. 
Uważa się jednak, że cząstki wirusowe na drodze CD4-
-zależnej są internalizowane do komórek przez endocy-
tozę, a wnikanie HIV odbywa się głównie we wczesnych 
endosomach, niezależnie od ich zakwaszenia [45].

Rolę katepsyny B w uwalnianiu niedojrzałych cząstek 
wirusowych utworzonych m.in. z białek Gag (HIV-1 
Gag) zbadali Ha i wsp. [35]. Autorzy wykazali, że brak 
aktywności katepsyny B w makrofagach oraz komór-
kach HEK293T w wyniku działania inhibitora CA-074Me 
lub w razie niedoboru tej katepsyny prowadzi do defek-
tywnego uwalniania HIV-1 Gag do środowiska zewną-
trzkomórkowego i akumulację cząstek wirusowych 
w autofagosomach. Inne badania, dotyczące proteaz 

kować swoiste proteazy, które powodują demontaż kap-
sydu reowirusów, zbadano ich udział w fibroblastach 
mysich (L929) traktowanych specyficznymi inhibitorami 
katepsyn B lub L oraz w mysich fibroblastach zarodko-
wych (MEFs) pochodzących od myszy z niedoborem 
katepsyny B lub L. Na podstawie badań zaobserwowano 
nieefektywną proteolizę białek kapsydu oraz obniżenie 
replikacji wirusa w komórkach linii L929 traktowanych 
inhibitorem katepsyny L (Z-Phe-Tyr) oraz w komór-
kach linii MEFs z niedoborem katepsyny L. Jednocześnie 
stwierdzono, że w fibroblastach linii L929 traktowanych 
inhibitorem katepsyny B (CA-074Me) oraz w komórkach 
MEFs z niedoborem katepsyny B zachodzi rozkład bia-
łek wirusa oraz następuje wzrost miana wirusa. Ponadto 
wykazano, że katepsyna L jest głównym mediatorem 
konwersji wirionów reowirusa do ISVP w mysich fibro-
blastach [23]. Według autorów brak obecności katep-
syny L w mysich fibroblastach zarodkowych sprawia, że 
są znacznie mniej podatne na zakażenie reowirusami. 
Mimo że obie katepsyny pośredniczą w przetwarzaniu 
wirusa, to katepsyna L jest głównym mediatorem tego 
procesu. Inne badania wykazały, że katepsyna S również 
bierze udział w rozkładzie białka σ3 w mysich makro-
fagach linii P388D, natomiast katepsyna B nie odgrywa 
zasadniczej roli w tych komórkach, gdyż po zastoso-
wania inhibitora CA-074 aktywność katepsyny B była 
zablokowana, lecz przetwarzanie σ3 nie zostało zahamo-
wane [31]. Johnson i wsp. [38] również sprawdzali wpływ 
katepsyn B, L i S na przetwarzanie kapsydu zewnętrz-
nego reowirusów u myszy szczepu dzikiego oraz u myszy 
pozbawionych poszczególnych katepsyn (Ctsb−/−, Ctsl−/− 
i Ctss−/−) zakażonych zjadliwym szczepem T3SA+ reowi-
rusa. Autorzy zaobserwowali, że obecność tych proteaz 
cysteinowych powoduje powstanie ISVP. Ponadto miana 
wirusa w poszczególnych narządach wszystkich szcze-
pów myszy z niedoborem katepsyn B, L lub S były niższe 
w porównaniu do myszy typu dzikiego, co oznacza, że 
katepsyny te są niezbędne do przeprowadzenia skutecz-
nego zakażenia wywołanego przez reowirusy [38].

Rola katepsyn podczas wnikania retrowirusów do 
komórki 

Ludzki wirus niedoboru odporności (HIV), należący do 
rodziny Retroviridae i rodzaju Lentivirus, jest czynnikiem 
etiologicznym zespołu nabytego niedoboru odporności 
(AIDS). Do rodziny retrowirusów należy także wirus bia-
łaczki limfocytów T (HTLV), powodujący białaczkę doj-
rzałych limfocytów T oraz mysi wirus białaczki (MLV), 
wykorzystywany jako model do badań ludzkich chorób, 
takich jak białaczka, niedobór odporności, czy chorób 
neuropatologicznych [19,80,84]. Genom HIV o wielko-
ści około 9800 par zasad składa się z dwóch cząsteczek 
ssRNA, znajdujących się w kapsydzie wraz z enzy-
mem – odwrotną transkryptazą DNA, odpowiadają-
cym za replikację materiału genetycznego. Kapsyd jest 
otoczony dwuwarstwową osłonką lipidową, na której 
powierzchni znajdują się glikoproteiny: gp41 – zakotwi-
czonej w osłonce wirusowej oraz gp120 – występującej 
na powierzchni osłonki. Glikoproteina powierzchniowa 
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replikację ECTV okazało się, że wyciszenie katepsyny 
B i L (siRNA) w makrofagach mysich linii RAW 264.7 
znacząco podwyższa tempo wirusowej replikacji oraz 
morfogenezy potomnych cząstek ECTV. Natomiast nade-
kspresja katepsyny L (CRISPR/Cas9) w komórkach RAW 
264.7 obniża miano ECTV (dane nieopublikowane). Na 
podstawie dostępnych danych literaturowych oraz uzy-
skanych przez nas wyników można twierdzić, że katep-
syny regulują replikację ECTV w makrofagach myszy. 
Ponadto można przypuszczać, że ECTV celowo hamuje 
aktywność katepsyn, aby zwiększyć swoją replikację 
i przeżywalność w zakażonych komórkach. 

PODSUMOWANIE

Katepsyny odgrywają istotną funkcję w różnych 
procesach układu odpornościowego, a ich działanie jest 
ściśle kontrolowane przez odpowiednie inhibitory, aby 
nie doszło do patologicznego uszkodzenia komórek lub 
tkanek. Wyniki najnowszych badań podkreślają główną 
rolę katepsyn podczas przedostawania się filowirusów, 
reowirusów i retrowirusów, a także innych rodzajów 
wirusów do wnętrza komórki gospodarza. Wiele pato-
genów wymaga obecności katepsyn do efektywnej fuzji 
z błoną zakażanej komórki, a zahamowanie ich aktyw-
ności obniża wydajność replikacji wirusów. Ponadto 
wiele wirusów wykorzystuje konserwatywne mecha-
nizmy komórkowe, takie jak endocytoza czy niskie pH 
wewnątrz endosomu, w celu efektywnego przedostawa-
nia się do wnętrza komórki oraz intensywnej replika-
cji. Zatem poznanie mechanizmów regulujących udział 
katepsyn wydaje się niezwykle istotnym aspektem we 
wczesnych etapach wnikania wirusów do wnętrza komó-
rek. Dokładne określenie funkcji tych enzymów może się 
przyczynić do rozwoju nowatorskich metod terapii prze-
ciwwirusowej.

PIŚMIENNICTWO

cysteinowych wykazały, że aktywność katepsyn B, C, L, 
H, S i Z jest znacząco obniżona w DC po 48 h od zakaże-
nia HIV-1 [36]. Autorzy sugerują, że znaczne zmniejsze-
nie aktywności endosomalnych proteaz może zwiększyć 
przeżywalność potomnych cząstek wirusowych, które co 
prawda są uwalniane z DC, ale ulegają ponownej endo-
cytozie, ułatwiając przypuszczalnie transfer cząstek HIV 
do limfocytów T przez synapsę immunologiczną [36]. 

Wnikanie retrowirusów do komórek gospodarza odbywa 
się przez endocytozę wirionu, zakwaszenie pęcherzyka 
endosomalnego oraz proteolizę z udziałem katepsyn. 
Są to mechanizmy, zwłaszcza endocytoza, które chro-
nią przed wnikającymi patogenami, w celu wywołania 
skutecznej odpowiedzi immunologicznej. Retrowirusy 
wykorzystują te mechanizmy, aby efektywnie ominąć 
reakcje odpornościowe i wprowadzić swój materiał 
genetyczny do komórki docelowej. Dlatego też dokładne 
poznanie roli katepsyn podczas procesu wnikania retro-
wirusów oraz innych wirusów do komórek gospodarza 
może być szansą na identyfikację nowych strategii tera-
peutycznych przeciwko licznym patogenom.

KATEPSYNY W ZAKAŻENIU WIRUSEM EKTROMELII 

Katepsyny mogą odgrywać także ważną rolę w replika-
cji pokswirusów w komórkach permisywnych. Badania 
prowadzone w naszym zespole wykazały, że podczas 
zakażenia wirusem ektromelii (ECTV) dochodzi do obni-
żenia ekspresji katepsyny B, L oraz S w makrofagach 
otrzewnowych, zarówno myszy wrażliwych BALB/c, 
jak i opornych C57BL/6 [20]. Zaobserwowano również 
zmniejszenie ekspresji katepsyny B, L i S w DC wyho-
dowanych z komórek prekursorowych szpiku kost-
nego [73] oraz w mysich makrofagach linii RAW 264.7, 
odpowiednio, w 24 i 48 h po zakażeniu ECTV (dane nie-
opublikowane). Po przeprowadzeniu przez nasz zespół 
wstępnych badań, dotyczących wpływu katepsyn na 
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