Оптогенетический метод ингибирования катепсинов
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Лизосома является важнейшей органеллой в клетке, её нормальное функционирование характеризуется низкой кислотностью (pH около 4.5). Во время развития и прогрессирования рака потребность опухолевых клеток в питательных веществах и энергии увеличивается. Кроме того, лизосомы регулируют внутриклеточный и внеклеточный pH для обеспечения выживания раковых клеток. В раковых клетках лизосомы имеют более низкий pH, чем в здоровых, тем самым обеспечивая повышенную активность катепсинов и способность клетки к инвазии [1]. С активностью катепсинов связаны несколько типов рака [2, 3].
Одним из самых распространенных методов защелачивания лизосом является ингибирование вакуолярной АТФазы с помощью антибиотика бафиломицина A1 (BafA1). Под действием бафиломицина А1 комплекс V-АТФазы перестает перекачивать протоны из цитозоля в лизосомы, тем самым pH лизосом повышается, однако протоны будут накапливаться в цитозоле, что приведет к ацидозу и другим побочным эффектам в клетке [4].  Однако этот метод имеет недостатки, поскольку требует времени для проникновения вещества в клетку и не дает возможность для точной регуляции pH лизосомы.
В данной работе были проведены эксперименты ингибирования катепсинов оптогенетическим методом в клетках HEK293T, трансфецированных плазмидой, содержащей ген родопсина из семейства XeR с флуоресцентными белками-репортёрами pHluorin и mKate2. С помощью конфокального микроскопа по интенсивности флуоресценции белка pHluorin было зафиксировано защелачивание лизосом [5]. Работа родопсина активировалась воздействием светодиодного освещения на длине волны 590нм. Для проверки активности катепсинов был использован флуоресцентный субстрат типа Magic Red [6]. Он флуоресцирует красным при расщеплении активными катепсинами (расщепляется амидная связь, образуются флуорофоры крезилового фиолетового, которые генерируют красную флуоресценцию при возбуждении на длине волны в 550-590 нм).
В результате проведенных экспериментов удалось добиться стабильной работы родопсина, то есть хорошей экспрессии белка в лизосомах и повторяемость результата при освещении. Также был поставлен контрольный эксперимент, доказывающий отсутствие защелачивания лизосом в клетках HEK293T без родопсина при освещении светодиодом. С помощью magic RED было проверено, что активность катепсинов снижается в щелочных лизосомах по сравнению с кислыми. Планируются эксперимент с использованием метки LysoSensor Yellow-Blue для проверки объемного pH в лизосомах, а также эксперимент непосредственно с опухолевыми клетками.
Таким образом, инактивируя катепсины в раковых клетках и снижая их способность к инвазии, возможно добиться снижения темпов развития опухоли.
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