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Povzetek

Katepsin X je cisteinska peptidaza, ki s cepitvijo citoplazemskega repa z limfocitno funkcijo
povezanega antigena 1 (LFA-1) uravnava njegov prehod med konformacijama s srednjo in
visoko afiniteto za vezavo na medceli¢no adhezijsko molekulo 1 (ICAM-1). LFA-1 je kot
kljuéna adhezijska molekula limfocitov T udelezen v patogenezi luskavice. Zdravljenje
luskavice z monoklonskim protitelesom proti LFA-1, ki popolnoma inaktivira
njegovodelovanje, je privedlo do nezelenih u¢inkov zaradi pretirane imunosupresije. Selektivno
zaviranje oblike LFA-1 z visoko afiniteto preko regulacije delovanja katepsina X bi lahko
omogocilo podobno ucinkovitost zdravljenja ob boljsi varnosti, vendar vloga katepsina X v
procesih luskavice Se ni bila neposredno ovrednotena.

Da bi potrdili vpliv katepsina X na interakcijo limfocitov T s keratinociti, smo postavili celi¢ni
model keratinocitne linije NCTC2544 in kondicioniranega gojis¢a T limfocitne linije Jurkat s
stabilno nadizrazenim katepsinom X ali njegovega zaviralca AMS36. Pripravili smo tudi
kokulture omenjenih celic. Izrazanje ICAM-1 smo inducirali z interferonom y. Prezivetje celic
NCTC2544 smo dolocali s testom viabilnosti z uporabo MTS, njihovo adhezijo pa s testom
adhezije. Razporeditev katepsina X, LFA-1 in ICAM-1 v celicah smo opazovali s konfokalno
mikroskopijo. Vsebnost katepsina X v celi¢nih lizatih smo izmerili z encimsko-imunskim
testom, njegovo aktivnost pa s testom aktivnosti.

Prezivetje celic NCTC2544 je bilo v primerjavi s kontrolnim gojis¢em manjSe (p<0,05) v
razporejena po celotni celici NCTC2544 s precej$njo stopnjo kolokalizacije. Izrazanje ICAM-1
na celicah NCTC2544 je bilo komaj zaznavno, bistveno se je povecalo ob dodatku interferona
y. Najve¢ ICAM-1 je bilo ob celicni membrani; v kokulturah se je kolokaliziral z LFA-1 v
stikih s celicami Jurkat. Adhezija celic NCTC2544 se je v primerjavi s kontrolnim gojis¢em
zmanj$ala (p<0,05) ob dodatku katepsina X, AMS36 ali interferona y. V kokulturah s celicami
Jurkat je bila adhezija vecja (p<0,05) kot v monokulturi celic NCTC2544 le v prisotnosti
interferona y. Razlike med linijama Jurkat in Jurkat z nadizraZzenim katepsinom X niso bile
statisticno znacilne v nobenem od poskusov, najverjetneje zaradi premajhne razlike v vsebnosti
in aktivnosti katepsina X. Vpliva katepsina X na interakcijo med celicami Jurkat in NCTC2544

zato nismo mogli potrditi.

Kljuéne besede: katepsin X, z limfocitno funkcijo povezan antigen 1, celice Jurkat, celice
NCTC2544, medceli¢na adhezijska molekula 1



Abstract

Cathepsin X is a cysteine protease that, by cleaving the cytoplasmic tail of lymphocyte
function-associated antigen 1 (LFA-1), regulates its transition between conformations with
medium and high affinity for intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1). As the main T
lymphocyte adhesion molecule, LFA-1 is involved in the pathogenesis of psoriasis. Treatment
of psoriasis with an anti-LFA-1 monoclonal antibody that completely inactivates the function of
LFA-1 has led to side effects due to excessive immunosupression. Selective inhibition of the
high affinity form of LFA-1 through regulation of cathepsin X activity promises similar
treatment efficacy with a better safety profile, although the role of cathepsin X in psoriatic
processes has not yet been studied directly.

To confirm the effect of cathepsin X on the lymphocyte interaction with keratinocytes, we
developed a cell model using the NCTC2544 keratinocyte cell line and conditioned medium of
the Jurkat T lymphocyte cell line stably overexpressing cathepsin X, or alternatively, AMS36,
a selective inhibitor of cathepsin X. We also prepared cocultures using the aforementioned cell
lines. ICAM-1 expression was induced with interferon y. Survival of NCTC2544 cells was
measured with a viability assay using MTS, and their adhesion with real time xCELLigence®
System. Localization of cathepsin X, LFA-1 and ICAM-1 was determined using confocal
microscopy. Concentration and activity of cathepsin X in cell lysates were measured by
enzyme-linked immunoassay and activity assay, respectively.

In comparison to control medium, the survival of NCTC2544 cells was reduced (p<0,05) in
conditioned media and cocultures. Cathepsin X and LFA-1 were distributed throughout the
NCTC2544 cells with a substantial degree of colocalization. ICAM-1 expression was barely
detectable but increased greatly in the presence of interferon vy, with the highest levels at the cell
membrane. In cocultures, it colocalized with LFA-1 in the cell junctions. Adhesion of
NCTC2544 cells was reduced (p<0,05) compared to control medium in the presence of
cathepsin X, AMS36 or interferon y. The adhesion was higher (p<0,05) in cocultures than in
NCTC2544 monoculture only in the presence of interferon y. No statistically significant
difference was found between the wild-type and cathepsin X overexpressing Jurkat cell lines in
any of the experiments, likely due to insufficient difference in concentration and activity of
cathepsin X. The effect of cathepsin X on the interaction between Jurkat and NCTC2544 cells

could therefore not be confirmed.

Keywords: cathepsin X, lymphocyte function-associated antigen 1, Jurkat cell line, NCTC2544

cell line, intercellular adhesion molecule 1



1. Seznam kratic

BSA — goveji serumski albumin

DMSO - dimetilsulfoksid

EDTA - etilendiamintetraocetna kislina

HEPES - 4-(2-hidroksietil)-1-piperaziniletansulfonska kislina

ICAM-1 — medceli¢na adhezijska molekula 1

INF-y — interferon y

Jurkat-catX — celice Jurkat z nadizrazenim katepsinom X

KMEM — kompletno gojis¢e MEM oziroma gojisce za celice NCTC2544
KRPMI — kompletno gojis¢e RPMI oziroma gojisce za celice Jurkat
LFA-1 -z limfocitno funkcijo povezani antigen 1

Mac-1 — antigen makrofagov 1

MEM — Eaglovo minimalno esencialno gojisce

MHC — poglavitni kompleks tkivne skladnosti

MTS — 3-(4,5.dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolijeva sol

PBS - izotoni¢ni fosfatni pufer (ang. phosphate buffered saline)

RPMI — gojisc¢e Roswell Park Memorial Institute

TNF-a — dejavnik tumorske nekroze alfa



2. Uvod

2.1 Katepsini

Peptidaze ali proteaze so encimi, ki katalizirajo hidrolizo peptidne vezi. Glede na mesto
cepitve lo¢imo eksopeptidaze, ki odcepijo eno ali nekaj aminokislin na N- ali C-koncu
polipeptidne verige, ter endopeptidaze, ki katalizirajo cepitev znotraj verige. Po mehanizmu
katalize hidrolize poznamo serinske, treoninske, aspartatne in cisteinske peptidaze ter
metalopeptidaze. Sodobnejsa evolucijska delitev peptidaz na klane in znotraj slednjih na
druzine temelji na sorodnosti in poleg mehanizma katalize uposteva tudi podobnosti v
aminokislinskem zaporedju. (1)

Cisteinske peptidaze so velika skupina peptidaz, ki imajo v aktivnem mestu cisteinski
ostanek, katerega tiolna skupina deluje kot nukleofil pri prvotnem napadu na ogljikov atom
v peptidni vezi substrata. Cisteinske peptidaze predstavljajo priblizno ¢etrtino vseh peptidaz
in obsegajo ve¢ razli¢nih druzin peptidaz. Pomembna druzina cisteinskih peptidaz je
druzina C1, ki obsega 11 razli¢nih peptidaz. (1) Njeni predstavniki, imenovani katepsini, se
med seboj razlikujejo po svoji specifi€nosti za razlicne substrate in ravni izrazanja v
razliénih tkivih in celicah. Katepsini so dolgo Casa veljali za lizosomske peptidaze,
udelezene predvsem pri konéni razgradnji proteinov. Ceprav ta ugotovitev do dolo¢ene
mere Se vedno drZi, so novejSe raziskave privedle do spoznanja, da se lahko katepsini
premestijo tudi na druge lokacije v celici ali celo izlo¢ijo iz celice, na teh novih lokacijah,
pa tudi v lizosomih, pa so lahko udelezeni v Stevilnih drugih fizioloskih in patofizioloskih

procesih. (2, 3)

2.2 Katepsin X

V skupini katepsinov zaseda nekoliko posebno mesto katepsin X. Za razliko od nekaterih
drugih katepsinov (na primer B, C, H in L), ki se izrazajo v vecini tkiv, je izraZanje
katepsina X v fizioloSkih razmerah omejeno na celice imunskega sistema, predvsem
monocite, mikroglijo, makrofage in dendriti¢ne celice. (4, 5) V patoloskih razmerah so
vecje koli¢ine katepsina X med drugim nasli v tumorjih prostate in Zelodca ter v mozganih
pacientov z Alzheimerjevo boleznijo. (5-8)

Po strukturi se od ostalih katepsinov razlikuje po zelo kratki proregiji, ki ne izkazuje

strukturne podobnosti z ostalimi ¢lani druzine CI1, in znacilni ,,mini zanki®, ki jo tvorijo



trije vrinjeni aminokislinski ostanki. (9, 10) Mini zanka doloc¢a tudi delovanje katepsina X.
Katepsin X deluje kot karboksipeptidaza, ki preferen¢no odcepi eno aminokislino, za
razliko od vecine ostalih katepsinov pa ne izkazuje endopeptidazne aktivnosti. (10, 11)
Prokatepsin X ne izkazuje proteolizne aktivnosti, zato je za njegovo aktivacijo potrebna
predhodna odstranitev njegove proregije; to proteolizno cepitev lahko katalizirajo druge

lizosomske peptidaze, na primer katepsin L. (9)

2.2.1 Substrati katepsina X

Katepsin X v splo$nem izkazuje precej Siroko substratno specificnost. Na mestu P2 (druga
aminokislina substrata od mesta cepitve v smeri N-konca) so za vezavo na encim in
hidrolizo najbolj ugodne aminokisline z velikimi hidrofobnimi stranskimi verigami, na
mestu P1 (poleg mesta cepitve) pa so ugodne aminokisline z manj§imi stranskimi verigami,
ki steri¢no ne ovirajo interakcije z encimom. Najmanj$i vpliv na hitrost hidrolize ima
aminokislina na mestu P1', ki se tekom hidrolize odcepi. Pomembna izjema pri tem je
aminokislina prolin; njeno nahajanje na kateremkoli od teh treh mest izjemno upocasni ali
celo ustavi hidrolizo substrata. Zaradi tako Siroke substratne specificnosti je delovanje
katepsina X odvisno predvsem od njegove lokacije ter njegove kolokalizacije s
potencialnimi substrati. (12)

Zaradi svoje izkljucno karboksipeptidazne aktivnosti ima katepsin X verjetno manjsi
pomen pri obSirni kon¢ni lizosomski razgradnji proteinov, zato pa predstavlja toliko
zanimivej$i predmet raziskav njegovo delovanje na specificne celicne proteine in
posledi¢en vpliv na njihovo funkcijo. (13). Med potrjenimi substrati za katepsin X so
y-enolaza, kemokin CXCL-12, bradikinin, kalidin, huntingtin, profilin 1 in [B-veriga
integrinskih receptorjev. (14)

2.2.2 Zaviralci katepsina X

Za normalno delovanje organizma mora biti delovanje peptidaz natan¢no uravnavano.
Enega od nacinov uravnavanja predstavljajo endogeni zaviralci peptidaz. Znani endogeni
zaviralci cisteinskih katepsinov so cistatini in stefini. Nekaterih izmed njih (na primer
cistatin C in stefin A) zavirajo tudi delovanje katepsina X s konstanto inhibicije v
nanomolarnem obmodju, vendar pa njihovo delovanje ni specifi¢no za katepsin X, saj se na
nekatere druge katepsine vezejo z veliko veéjo afiniteto. (15)

Razvoj eksogenih zaviralcev je privedel do monoklonskega protitelesa 2F12, ki je veliko

bolj specifi¢en zaviralec katepsina X, vendar deluje pretezno le na encim zunaj
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celice. (4, 16) Za delovanje znotraj celice bi bile kot zaviralci primernejSe majhne
molekule, vendar tudi na tem podroéju za zdaj §e nimamo dovolj specifi¢nega zaviralca. Se

najblizje temu cilju so trenutno ireverzibilni epoksisukcinilni zaviralci, med katerimi je

najbolj specificen AMS36. (17)
2.2.3 Vloga katepsina X v fizioloSkih in patofizioloSkih procesih

Glede na Sirok nabor potrjenih substratov z razlicnimi funkcijami ni presenetljivo, da lahko
katepsin X pomembno vpliva na razli€ne celi€ne procese. V mozganih s cepitvijo
y-enolaze, pomembnega nevrotroficnega dejavnika, prepreci njeno vezavo na y;-sintrofin in
njeno nevrotroficno delovanje ter s tem prispeva k nastanku simptomov Alzheimerjeve
bolezni. (14, 18-20) Preko cepitve tumorskega supresorja profilina 1 lahko deluje kot
tumorski promotor. (13, 19, 20) Pomembna tarca katepsina X za adhezijo in migracijo
tumorskih celic so tudi integrinski receptorji. Na nekatere izmed njih se preko motiva Arg-
Gly-Asp veze preko prooblike, na B,-integrinske receptorje pa aktiviran katepsin X vpliva
preko cepitve p,-podenote. (14)

Cepitev citoplazemskih repov p,-integrinskih receptorjev vpliva na razlicne celice
imunskega sistema. V makrofagih in dendritiénih celicah katepsin X tako aktivira
[B.-integrinski receptor Mac-1, kar poveca njihovo celi¢no adhezijo, fagocitozo, pa tudi
aktivacijo limfocitov T. Katepsin X ima vlogo tudi pri zorjenju dendriti¢nih celic. (16, 21)
Ob stiku s celicami, ki izrazajo ICAM-1, ali z zunajceli¢cnim matriksom, pride ob povecani
aktivnosti katepsina X v limfocitih T do izrazitih morfoloskih sprememb v smeri
polarizirane oblike, ekstremnega podaljSanja uropodov in tvorbe nanocevk. (22, 23) Prav
tako se bistveno poveca hitrost migracije, kar je bilo dokazano tako v dvodimenzionalnih
kot tridimenzionalnih modelih. (24) Izkazalo se je, da je za te u¢inke odgovorna interakcija
katepsina X z LFA-1. (23, 24)

2.3 LFA-1

Z limfocitno funkcijo povezan antigen 1 (LFA-1) je glavna adhezijska molekula na
limfocitih. Spada v druZino integrinov, transmembranskih receptorjev, ki sodelujejo pri
celi¢ni adheziji. Vsi integrini so heterodimeri, sestavljeni iz o- in B-podenote. (25) Pri
sesalcih je poznanih osemnajst razli¢nih a- in osem razli¢nih B-podenot, ki skupaj tvorijo
stiriindvajset razliénih kombinacij. (25, 26) LFA-1 spada v poddruzino integrinov 32, Ki je
specificna za levkocite. Obsega S§tiri predstavnike s skupno B-podenoto in razli€nimi

a-podenotami: opfz, amPz, axP2 in a B (LFA-1). (27)



2.3.1 Struktura LFA-1

Tako a- kot B-podenota integrinov sta sestavljeni iz velike (80 do 150 kDa) zunajceli¢ne
domene, transmembranske o-vijanice in kratkega citoplazemskega repa. (25) Vsi
[B.-integrini imajo v svoji a-podenoti domeno I, ki vsebuje vezavno mesto za ligande in je
del tako imenovane ,,glave®, ki obsega zunajceli¢ne dele obeh podenot, najbolj oddaljene
od membrane. Glede na orientacijo te domene lahko Po-integrini zavzamejo zvito ali
iztegnjeno konformacijo; pri prvi je domena I usmerjena proti celicni membrani, kar
onemogoc¢a dostop ligandom, pri drugi pa gleda stran od membrane, zato je vezava
ligandov mogoca. (28, 29) Glede na polozaj sosednjih domen obstajata dve razli¢ni

iztegnjeni konformaciji, zaprta in odprta, ki ustrezata srednji in visoki afiniteti. (30)

Konformacije se razlikujejo tudi po medsebojnem polozaju citoplazemskih repov, ki se v
zviti in zaprti iztegnjeni konformaciji nahajata drug zraven drugega, pri odprti iztegnjeni pa
sta bolj odmaknjena. (13) Citoplazemska repa obeh podenot sta kljub svoji majhnosti
klju¢na za normalne funkcije integrinov, saj vsebujeta znacilna aminokislinska zaporedja,
pomembna za njihovo uravnavanje. Zaporedja citoplazemski repov B-podenot so si med
seboj bolj podobna kot zaporedja a-podenot, njihova funkcija pa je prav tako bolje
raziskana. (13, 31) Znano je na primer, da je rep Pp-podenote LFA-1 vpliva na vezavo
zunajceliénih ligandov in omogoca prehod v aktivno konformacijo pod vplivom forbolnih
estrov, prav tako se brez njega integrinski receptorji ne morejo organizirati v gruce na
povrsini celice. (32, 33) Ker citoplazemski rep [,-podenote sam po sebi nima nobene
encimske aktivnosti (kar velja tudi za a-podenoto), je za njegovo vlogo v zgoraj opisanih
procesih v prvi vrsti odgovorna vezava citoplazemskih pomoznih (adaptorskih) proteinov,

ki se veZejo na znacilna aminokislinska zaporedja v repu. (13, 34)
2.3.2 Funkcija LFA-1

Kot ostali integrini je tudi LFA-1 adhezijska molekula, ki z vezavo zunajceli¢nih ligandov
omogoca celici, da se pritrdi na druge celice ali komponente zunajcelicnega matriksa. Pri
tej vezavi pride do konformacijskih sprememb, ki vplivajo na vezavo pomoznih proteinov
na citoplazemska repa. Po drugi strani pa je za vezavo ligandov potrebna predhodna vezava
doloc¢enih pomoznih proteinov, ki sproZijo prehod iz zvite v iztegnjeno konformacijo. To
dvosmerno delovanje je posebnost integrinskih receptorjev, ki lahko prenasajo signale tako

v celico kot iz nje; iz celice navzven se prenese informacija o aktivaciji integrinov in



spremembi njihove afinitete, v celico pa informacija o vezavi zunajceli¢nih ligandov na
aktivirane integrine. (25, 27)

LFA-1 se izraza izkljuéno na celicah imunskega sistema. Se posebej pomemben je za
limfocite T, na katerih je glavna adhezijska molekula, ki omogoc¢a njihovo nadzorovano
adhezijo in deadhezijo, zato je udelezen pri vseh procesih, kjer je le-ta potrebna. LFA-1 je
pri prehodu limfocitov T iz kapilar v tkiva odgovoren za njihovo dokon¢no ustavitev
kotaljenja ob steni kapilare, trdno adhezijo na povrSino endotelija ter sledecCe razprostiranje
in premikanje po njem. Prav tako je LFA-1 udelezen pri samem prehodu limfocitov T preko
endotelija. (27)

Drug pomemben proces, v katerega je tesno vpleten LFA-1, je predstavitev antigenov, pri
katerem se aktivirane molekule LFA-1 na limfocitu T veZejo na molekule ICAM-1 na
antigen predstavitveni celici. Nastali kompleksi se nato razporedijo v obro¢, sredi katerega
se nahajajo T-celi¢ni receptorji, povezani s kompleksom MHC-antigen na antigen
predstavitveni celici, nastalo strukturo pa imenujemo imunska sinapsa. (35, 36) Tesna in
stabilna povezava celic preko imunske sinapse T-celiénim receptorjem dovolj dolgo ¢asa
omogoca bliznji stik z antigenom, da lahko s svojim signaliziranjem v kombinaciji s
kostimulatornimi receptorji polno aktivirajo limfocit T. (37, 38) Tvorba imunske sinapse je
nujno potrebna za polno aktivacijo limfocitov T; v njeni odsotnosti stimulacija T-celi¢nega
receptorja privede do anergije. Nekatere raziskave nakazujejo, da bi lahko bila vloga LFA-1
pri predstavitvi antigenov Se vecja; vezava ICAM-1 na LFA-1 naj bi poleg stimulacije
T-celi¢nega receptorja privedla do polne aktivacije limfocitov T tudi v odsotnosti drugih

kostimulatornih molekul. (36, 37)

2.4 ICAM-1 in drugi zunajceli¢ni ligandi LFA-1

Glavni ligandi za LFA-1 so medceli¢ne adhezijske molekule (ICAM) na drugih celicah,
Ceprav se LFA-1 lahko veze tudi ne nekatere druge proteine, kot sta na primer E-selektin in
kolagen tipa 1. (13) Medcelicne adhezijske molekule so strukturno podobni
transmembranski proteini, ki spadajo v naddruZino imunoglobulinov. Med njimi je za
LFA-1 dale¢ najpomembnejsi ligand ICAM-1. (39, 40) Njegov izvenceli¢ni del obsega 453
pretezno hidrofobnih aminokislin in zavzema obliko ukrivljene palice. Tvori ga pet
imunoglobulinskin domen, v glavnem sestavljenih iz pB-struktur, ki jih stabilizirajo
disulfidne vezi. (41, 42) Zunajcelicni del ICAM-1 je preko ene same hidrofobne

transmembranske regije povezan s kratkim citoplazemskim repom, sestavljenim iz 28



aminikislin. (41) Celoten neglikoziliran protein ima molekulsko maso 60 kDa, ki po
glikozilaciji naraste na 80 do 114 kDa. (42)

Vezavno mesto za LFA-1 se nahaja na prvi (od membrane najbolj oddaljeni)
imunoglobulinski domeni. Med ligande za ICAM-1 spadajo $e integrinski receptor Mac-1
(omPo2), fibrinogen, rinovirusi in s Plasmodium falciparum okuzeni eritrociti. (46) Izrazanje
ICAM-1 je za razliko od LFA-1, ki je omejen na levkocite, precej bolj razsirjeno, Ceprav se
konstitutivno izraza le na nekaterih tipih celic. NajpomembnejSe med njimi so dendriti¢ne
celice, makrofagi in limfociti, manjse koli¢ine pa so prisotne tudi na zilnem endoteliju. (43)
Izrazanje ICAM-1 povecajo vnetni citokini in nekateri drugi mediatorji, ki lahko inducirajo
njegovo izrazanje tudi na tistih celicah, na katerih se ne izraza konstitutivno. Izrazanje na
endotelijskih celicah na primer bistveno povecajo TNF-a, interlevkin 1 in lipopolisaharid,
njegovo izrazanje na keratinocitih pa najbolj uc¢inkovito inducira INF-y, medtem ko imajo
ostali mediatorji veliko manjsi ali ni¢ni ucinek. (44-46) Ker ICAM-1 omogoca pritrditev
imunskih celic, je njegovo nadzorovano izrazanje pravzaprav eden od Stevilnih

mehanizmov uravnavanja vnetnih procesov. (47)

2.5 Uravnavanje afinitete LFA-1

Kot Ze opisano, lahko LFA-1 zavzame tri razlicne konformacije: zvito, zaprto iztegnjeno in
odprto iztegnjeno, ki ustrezajo nizki, srednji in visoki afiniteti do ligandov. (28-30) Na
povrsini celic, na primer limfocitov T, obstaja ravnotezje med temi tremi konformacijami,
ki je v mirovanju mo¢no pomaknjeno k zviti konformaciji. (27, 48) Pod vplivom nekaterih
signalov iz okolja, kot so na primer vezava kompleksa MHC-antigen na T-celi¢ni receptor
ali aktivacija receptorjev za kemokine, pride do premika ravnoteZja k iztegnjenima
konformacijama, ki sta sposobni vezave ligandov. (27, 34) Ta proces, ki vkljuuje prenos
signala iz celice, imenujemo aktivacija LFA-1, in je klju¢en za nadzorovano adhezijo
limfocitov T pri tvorbi imunske sinapse z antigen predstavitvenimi celicami in migraciji

limfocitov T preko stene kapilar v tkiva. (27, 34)

Prav tako pomembno je za normalno delovanje limfocitov T ravnotezje med zaprto in
odprto iztegnjeno konformacijo LFA-1. Premik tega ravnotezja v eno ali drugo smer
imenujemo modulacija afinitete LFA-1 in naj bi potekal po predhodni aktivaciji LFA-L1.
(13) Modulacija afinitete je denimo pomembna pri migraciji limfocitov T, med katero na

razli¢nih delih celice najdemo molekule LFA-1 z razli¢no afiniteto. (49, 50)



2.5.1 Aktivacija LFA-1

Na molekulskem nivoju ima osrednjo vlogo pri aktivaciji LFA-1 citoplazemski pomozni
protein talin, ¢eprav so pri tem procesu udelezeni tudi nekateri drugi pomozni proteini, na
primer kindlin-3. (34, 51) Talin je sestavljen iz okrog 50 kDa velike glave z vezavno
domeno za integrine in 220 kDa velike pali¢aste regije, na kateri se nahajajo vezavna mesta
za aktin in nekatere druge pomozne proteine. (52) Talin se v mirovanju nahaja v neaktivni
zviti konformaciji, pri kateri sta glava in paliCasta regija povezani preko nekovalentnih
interakcij, kar onemogoca dostop do vezavnega mesta za integrine. Ob prisotnosti
aktivirajocih signalov iz okolja pride do aktivacije razli¢nih znotrajceli¢nih signalnih poti,
ki v kon¢ni fazi preko proteolizne cepitve repne domene privedejo do prekinitve njene
vezave na glavo talina. S tem se sprosti vezavno mesto na glavi talina, ki se tako lahko veze
na citoplazemski rep pB-podenote LFA-1. (51) Ta vezava povzro¢i konformacijske
spremembe, ki se preko transmembranskih domen prenesejo na izvencelicne domene

podenot LFA-1, kar privede do njihovega prehoda v aktivno iztegnjeno konformacijo. (52)

2.5.2 Modulacija afinitete LFA-1

Mehanizem modulacije afinitete LFA-1 je nekoliko slabse raziskan, pri njem pa so prav
tako udelezeni nekateri citoplazemski pomozni proteini. Njihova vezava na citoplazemska
repa aktiviranega LFA-1 naj bi tako preferencno stabilizirala eno ali drugo iztegnjeno
konformacijo, odvisno od posameznih pomoZnih proteinov in zaporednja njihove vezave.
(13) Znano je na primer, da vezava a-aktinina sovpada s srednjo afiniteto LFA-1, medtem
ko je vezava talina najbolj znacilna za konformacijo z visoko afiniteto, ¢eprav se talin veze
tudi na konformacijo s srednjo afiniteto. (49, 50) Vezavna mesta za posamezne pomozne
proteine se med seboj delno prekrivajo, zato pogosto tekmujejo za vezavo. Uravnavanje
vezave pomoznih proteinov je pomemben nacin uravnavanja afinitete LFA-1, vendar so

njegovi mehanizmi zaenkrat Se razmeroma slabo raziskani. (13)

2.5.3 Vloga katepsina X pri modulaciji afinitete LFA-1

Ena izmed moZnosti uravnavanja vezave pomoznih proteinov je proteolizna cepitev
citoplazemskih repov LFA-1. Kalpain, od kalcija odvisna peptidaza, lahko na primer cepi
podenoti integrinov B, in Bs, kar onemogoci vezavo kinaze Src. (53, 54) Citoplazemski rep
[B.-podenote je tudi substrat katepsina X, kar potrjuje njegova postopna cepitev sinteti¢nega

peptida z enakim aminokislinskim zaporedjem. Katepsin X pri tem postopno odcepi prve



Stiri C-kon¢ne aminokisline, nato pa se razgradnja ustavi, ko se na mestu P2 nahaja prolin.
(15, 21, 22) Da ta razgradnja poteka tudi in vivo, dokazuje odkritje skrajSane oblike -
podenote LFA-1 pri visokolo¢ljivostni elektroforezi lizatov celic Jurkat, ki je ni bilo
mogoce zaznati po inhibiciji katepsina X. (55) Dodatno to ugotovitev podpira tudi
kolokalizacija katepsina X in LFA-1 v migrirajo¢ih limfocitih T, ki je najbolj izrazita na
vodilnem delu celice in uropodu. (23)

Posledica te proteolizne cepitve je spremenjena afiniteta citoplazemskega repa B,-podenote
LFA-1 za talin in a-aktinin. Afiniteta za vezavo talina naraS¢a s postopno odstranitvijo
aminokislin in doseze maksimum po odstranitvi Cetrte C-koncne aminokisline, pri ¢emer je
sprememba afinitete predvsem posledica mocnejSe vezave talina na od membrane
oddaljenejse vezavno mesto. (55) Afiniteta citoplazemskega repa P,-podenote za vezavo
a-aktinina je po drugi strani najveéja po odstranitvi tretje C-koncne aminokisline, po
odstranitvi Cetrte pa se zmanjsa. (56) Katepsin X lahko s svojim delovanjem tako vpliva na
vezavo teh dveh pomoznih proteinov in razmerje med njima ter posledi¢no na spremenjeno

razmerje med konformacijama s srednjo oziroma visoko afiniteto. (13)

2.6 Vloga LFA-1 v patogenezi luskavice

Luskavica oziroma psoriaza je kroni¢na imunsko posredovana bolezen, za katero je
znacilen pojav eritematoznih lezij na povrSini koze. Vzrok za njen nastanek do danes Se ni
natan¢no pojasnjen, vemo pa, da je zanj odgovorna kombinacija dednih dejavnikov in
dejavnikov okolja. Ceprav se simptomi bolezni izrazijo na kozi (in v dolo¢enih primerih na
sklepih), so v njen razvoj tesno vpletene tudi celice imunskega sistema. NajpomembnejSo
vlogo imajo pri tem dendriti¢ne celice, ki za¢nejo imunski odgovor, in limfociti T, ki z
izlo€anjem citokinov v kozi povzrocijo nastanek tipi¢nih simptomov in tako predstavljajo

glavne efektorske celice pri luskavici. (57)

Glede na osrednjo vlogo limfocitov T v patogenezi luskavice zato ni presenetljivo, da je
tudi LFA-1 kot njihova glavna adhezijska molekula vpleten v stevilne klju¢ne korake
njenega razvoja, zacen$i s prvotno predstavitvijo psoriaticnih avtoantigenov (na primer
katelicidina) naivnim limfocitom T. (57, 58) Posledici uspesne predstavitve antigena zanj
specificnim klonom limfocitov T sta njihova aktivacija in proliferacija, za vkljucitev v
psoriati¢ni vnetni proces v koZi pa morajo aktivirani limfociti T najprej po krvi pripotovati
do kapilar v kozi in nato preko endotelija kapilar preiti v kozno tkivo. V ta prehod preko

zilne stene, ki zaradi vecjega izraZzanja ICAM-1 na endotelijskih celicah bistveno lazje



poteka v vnetih tkivih, je, kot Ze refeno, na ve¢ stopnjah tesno

vkljuen LFA-1. (27, 44, 46)

Po prehodu preko Zilne stene potece reaktivacija limfocitov T, ko pridejo le-ti ponovno v
stik z avtoantigeni. Vloga LFA-1 pri reaktivaciji je podobna kot pri prvotni aktivaciji, saj
gre v osnovi tudi tu za predstavitev antigenov. (58) Eno glavnih razlik predstavlja
potencialna udeleZba keratinocitov kot antigen predstavitvenih celic v vnetnih razmerah. Ze
nekaj Casa je znano, da INF-y inducira izrazanje ICAM-1 na keratinocitih, kar omogoca
adhezijo limfocitov T preko LFA-1. (45) Prav tako je znano, da pod vplivom INF-y
keratinociti za¢no izrazati MHC razreda II in proteine, potrebne za nalaganje antigenov
nanj. (59, 60) Ceprav keratinociti ne izrazajo drugih kostimulatornih molekul, ki so
obi¢ajno udeleZene v predstavitev antigenov, je raziskovalcem s keratinociti, predhodno
izpostavljenimi INF-y in nato modelnemu antigenu, uspelo aktivirati zanj specifi¢ne
limfocite T CD4+. Vlogo kostimulatornih molekul naj bi pri tem prevzela interakcija
ICAM-1 z LFA-1. (61) Adhezija limfocitov na keratinocite ima lahko poleg aktivacije
limfocitov CD4+ tudi druge posledice, npr. aktivacijo limfocitov CD8+ in posledi¢no lizo
keratinocitov. (58) Glede na dokazano sposobnost prenasanja signalov preko ICAM-1 v
endotelijskih celicah ne moremo izkljuciti niti u¢inkov na keratinocite kot posledice

neposrednega signaliziranja preko ICAM-1. (62)

2.7 LFA-1 kot terapevtska tarca

Zaradi kljucne vloge pri vkljucevanju limfocitov T v vnetni proces v koZi je zaviranje
funkcije LFA-1 zelo zanimiv pristop za zdravljenje luskavice. Ne le da zaviranje procesa na
ve¢ stopnjah lahko obeta vecji u¢inek, temvec lahko glede na patofiziologijo psoriaticnega
vnetja pricakujemo celo sinergizem. Zmanj$anje Stevila limfocitov T v kozi zaradi zaviranja
njihovega prehoda preko kapilar pomeni manj intenzivno vnetje in manj$e koli¢ine INF-y
ter TNF-a in zato manjSe izrazanje ICAM-1; manj ICAM-1 na endotelijskih celicah in

keratinocitih pa pomeni otezen prehod limfocitov v kozo in njihovo reaktivacijo. (57, 62)

2.7.1.1 Efalizumab

Eden od pristopov zaviranja delovanja LFA-1 je preprecevanje njegove vezave na ICAM-1
s protitelesi, ki se specificno veZejo na eno od podenot LFA-1. Primer takSnega protitelesa
je efalizumab, humanizirano monoklonsko protitelo razreda 1gG;, usmerjeno proti

a-podenoti LFA-1. Rezultati raziskav so potrdili, da in vitro zavira tako aktivacijo
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limfocitov T kot njihovo migracijo preko modelnega endotelija in adhezijo na keratinocite.
Zaviranje prehoda limfocitov T v tkiva je bilo izrazito tudi v klini¢nih Studijah, kjer so
opazili precejSnje povecCanje Stevila limfocitov T v periferni krvi ob znatnem zmanjSanju
Stevila infiltriranih limfocitov v kozi pacientov po zdravljenju. Poleg tega je ze v roku 1 do
3 dni po prvem odmerku prislo do zmanjSanega izrazanja LFA-1 na limfocitih T. Zmanjsalo
se je tudi izrazanje ICAM-1 na keratinocitih, kar kaze na manjSe izlo¢anje citokinov v kozi,
prav tako pa so se normalizirali tudi kazalci proliferacije in diferenciacije keratinocitov.
(58)

Vsi ti u€inki na celi¢ni in tkivni ravni se odrazajo tudi v dobri u¢inkovitosti efalizumaba pri
zdravljenju zmerne do tezke luskavice, zato je bil leta 2003 tudi odobren za to indikacijo.
Po podatkih iz klini¢nih $tudij je bil ugoden tudi njegov varnostni profil, saj v primerjavi s
kontrolno skupino ni bilo zaznati povecane pojavnosti oportunisti¢nih okuzb ali rakavih
obolenj, ki so pogosto problem zdravljenja z zdravili, ki zavirajo delovanje imunskega
sistema. (58, 63) Kljub temu so efalizumab leta 2009 umaknili s trga zaradi pojava treh
primerov  potrjene in enega primera domnevne progresivne multicentri¢ne
levkoencefalopatije pri zdravljenju z efalizumabom. Ker gre za praviloma smrtno bolezen s
prezivetjem od nekaj tednov do nekaj mesecev, ki se pri pacientih brez zavrtega delovanja
imunskega sistema pojavlja izjemno redko, in ker pacienti niso prejemali nobenega drugega
imunosupresivnega zdravljenja, lahko vzrok za njen razvoj iS§¢emo samo v delovanju

efalizumaba in njegovem (morda prekomernem) zaviranju delovanja limfocitov T. (63)

2.7.1.2 Zaviranje katepsina X kot terapevtska strategija pri luskavici

Ena od lastnosti efalizumaba, ki bi lahko potencialno pripomogla k pretiranemu zaviranju
imunskega odziva in razvoju progresivne multicentricne levkoencefalopatije, je njegova
vezava na obe aktivni konformaciji LFA-1 (s srednjo in visoko afiniteto). Specifi¢no
zaviranje prehoda v konformacijo z visoko afiniteto preko zaviranja delovanja katepsina X
z njegovimi specificnimi zaviralci bi zato lahko bila zanimiva strategija za zdravljenje

luskavice, ¢eprav vloga katepsina v psoriati¢nih procesih e ni bila neposredno preucevana.

(13)
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3. Nacért dela

Da bi potrdili vlogo katepsina X kot terapevtske tar¢e za zdravljenje luskavice, bomo
postavili celi¢ni model interakcije limfocitov T CD4+ s keratinociti, v katerem bomo
preucevali vpliv katepsina X. Kot modelne keratinocite bomo uporabili kontinuirano
celi¢no linijo NCTC2544, kot modelne limfocite T pa kontinuirano celi¢no linijo Jurkat z
obicajnim genotipom (,,wild-type®) in celi¢no linijo Jurkat s stabilnim nadizrazanjem

katepsina X.

V prvem delu bomo dolocili ustrezne pogoje za nadaljnje eksperimente. S testom
viabilnosti celic bomo preverili, kako zamenjava standardnega gojisca za celice NCTC2544
z gojis¢em za celice Jurkat ali njuno zmesjo vpliva na prezivetje celic NCTC2544 in na ta
nacin izkljucili vpliv gojis¢a. S podobnim eksperimentom bomo predhodno ovrednotili tudi
vpliv AMS36. S testom viabilnosti celic bomo nato preverili Se vpliv kondicioniranih gojis¢
na prezivetje oziroma proliferacijo modelnih keratinocitov, temu pa bo sledilo Se

preverjanje vpliva obeh limfocitnih linij na keratinocite v kokulturi.

V nadaljevanju bomo s fluorescen¢no mikroskopijo dolocili lokalizacijo katepsina X in
LFA-1 v celicah ter njuno morebitno kolokalizacijo v podro¢ju medceli¢nih stikov. S
testom adhezije celic bomo preverili tudi, kako aktivnost katepsina X vpliva na adhezijo
modelnih keratinocitov na podlago. Modelne keratinocite bomo izpostavili kondicioniranim
gojis¢em obeh limfocitnih linij, s ¢imer bomo preverili vpliv aktivnosti katepsina X preko
dejavnikov, izlo¢enih v gojis¢e. V nadaljevanju bomo pripravili kokulture modelnih
keratinocitov z obema limfocitnima celi¢nima linijama, kar nam bo omogocilo opazovanje
neposrednih interakcij celic preko povrSinskih molekul in vpliva katepsina X nanje. Za
potrditev vpliva katepsina X bomo v doloCenih eksperimentih njegovo aktivnost zavrli z

njegovim specifiénim inhibitorjem AMS 36.

12



4. Metode in materiali

4.1 Materiali

4.1.1 Kemikalije in reagenti

Preglednica I: Uporabljene kemikalije.

Kemikalija Kakovost in koncentracija | Proizvajalec
etanol 96 %, denaturiran Stella TECH®
Na;HPO4x2H,0 Sigma - Aldrich®
NaH,;PO4x2H,0 Merck®

NaCl Sigma®

NaHCO; Riedel - de Haén®
Na,CO3 Merck®

NaNs Merck®

natrijev acetat brezvodni Fluka®

KCI Sigma - Aldrich®
KH,PO, Merck®

HCI > 37 %, Ph. Eur. Sigma - Aldrich®
H,SO4 95-97 % Fluka®

citronska kislina

Fluka®

EDTA dinatrijeva sol

Sigma - Aldrich®

dihidrat

DMSO Sigma - Aldrich®
HEPES Sigma - Aldrich®
Triton X-100 Serva®

Tween 20 Sigma - Aldrich®
L-cistein Sigma - Aldrich®
formalin 10 % pufrana raztopina Sigma - Aldrich®
L-glutamin 200 mM sterilna raztopina |Sigma - Aldrich®
nigrozin Sigma - Aldrich®

raztopina penicilina in
streptomicina

10000 enot/mL penicilina,
10 mg/mL streptomicina

Sigma- Aldrich®
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Preglednica I1: Uporabljeni reagenti.

Reagent

Kakovost in koncentracija

Proizvajalec

Abz-FEK(Dnp)-OH

8,9 mM

sintetiziran na Katedri za
farmacevtsko kemijo UL FFA

po (11)

AMS36

10 mM raztopina v DMSO

sintetiziran na Katedri za
farmacevtsko kemijo UL FFA

po (17)

komplet reagentov za
metodo DC merjenja
koncentracije proteinov

Bio - Rad®

TMB

Sigma - Aldrich®

reagent  proti
ProLong® Gold

bledenju

Molecular Probes®

4.1.2 Celi¢na gojisca

Preglednica I11: Uporabljena celi¢na gojisca.

Gojisce

Proizvajalec

Advanced RPMI 1640 Medium

Gibco®

MEM Eagle

Sigma - Aldrich®

4.1.3 Proteini

Preglednica IV: Uporabljeni proteini.

Protein

Kakovost in koncentracija

Proizvajalec

goveji fetalni serum

Gibco®

tripsin - EDTA

0,5 M tripsin — EDTA (10x)

Gibco®

interferon y

humani rekombinantni,
1 mg/mL

Invitrogen®

goveji serumski albumin

> 98 % distost

Sigma - Aldrich®

katepsin X humani rekombinantni, |pripravljen na Katedri za
pripravljen v P. pastoris farmacevtsko biologijo UL FFA
po (64)
fibronektin humani, 1 mg/mL BD Biosciences®
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4.1.4 Protitelesa

Preglednica V: Uporabljena protitelesa.

555

Protitelesa Vrsta Koncentracija |Proizvajalec
protitelesa proti katepsinu X |kozja 0,5 mg/mL R & D Systems®
poliklonska
protitelesa 5C1-3B10-2F7 proti |misja pripravljena na Katedri
katepsinu X monoklonska za farmacevtsko
biologijo UL FFA po (4)
protitelesa 5C1-3B10-2F7 proti | misja pripravljena na Katedri
katepsinu X, konjugirana s monoklonska; za farmacevtsko
hrenovo peroksidazo konjugat biologijo UL FFA po (4)
protitelesa proti integrinski kozja 200 pg/mL Santa Cruz
verigi o, (N-18) poliklonska, Biotechnology®
IgG
protitelesa proti ICAM-1 misja 1 mg/mL Abcam®
monoklonska
protitelesa proti kozjim oslova 2 mg/mL Invitrogen®
protitelesom IgG, konjugirana s |poliklonska;
fluorokromom Alexa Fluor® |konjugat

4.1.5 Celic¢ne linije

Uporabljene celi¢ne linijje NCTC2544 in Jurkat smo pridobili iz celi¢ne banke ATCC.

Celi¢na linija Jurkat s stabilno nadizrazenim katepsinom X (Jurkat-catX) je bila

pripravljena na Katedri za farmacevitsko biologijo Fakultete za farmacijo Univerze v

Ljubljani po (24).

4.2 Priprava gojis¢ in pufrov

4.2.1 Priprava gojis¢a za celice Jurkat in celice Jurkat-catX

Za pripravo 100 mL gojiSc¢a kKRPMI za celice Jurkat smo uporabili:

Preglednica VI: Sestavine gojis¢a KRPMI.

Sestavina Koncentracija Volumen
Advanced RPMI 1640 88 mL
Medium

goveji fetalni serum 10,00 % 10 mL
200 mM raztopina 1,00 % 1mL
L-glutamina
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Priprava je potekala v biolosko varni komori z laminarnim pretokom zraka pod asepti¢nimi
pogoji. Pripravljeno gojis¢e smo shranili pri 2-8 °C. Pred uporabo smo gojis¢e v vodni
kopeli ogreli na 37 °C. Enako gojis¢e smo uporabljali tako za celice Jurkat kot celice
Jurkat-catX.

4.2.2 Priprava gojisca za celice NCTC2544

Osnovno gojis¢e MEM smo pripravili iz gojis¢a MEM Eagle v obliki praska, tako da smo
9,6 g praska raztopili v 1000 mL precis€ene vode in raztopino sterilno prefiltrirali. Tako
pripravljeno osnovno gojis¢e smo shranili pri 2-8 °C in ga prav tako pred uporabo vedno

segreli na 37 °C v vodni kopeli.
Za pripravo 100 mL gojis¢a kKMEM za celice NCT(C2544 smo uporabili:

Preglednica VII: Sestavine gojis¢a kKMEM.

Sestavina Koncentracija Volumen
osnovno gojis¢e MEM 88 mL
goveji fetalni serum 10,00 % 10 mL
raztopina L-glutamina 200 mM 1mL
raztopina penicilina in 10000 enot/mL penicilina, 1mL
streptomicina 10 mg/mL streptomicina

4.2.3 Priprava sterilnega izotoni¢nega fosfatnega pufra s pH=7,4 (1xPBS)

Za pripravo izotoni¢nega fosfatnega pufra PBS s pH=7,4 smo najprej pripravili desetkratni
koncentrat pufra (10xPBS). Za 1000 mL smo zatehtali:
Preglednica VII1I: Sestavine 10xPBS.

Sestavina Koncentracija Masa
Na,HPO4%x2H,0 18 ¢
KH,PO, 2,49
NaCl 80¢
KCI 2,09

Zatehtane soli smo kvantitativno prenesli v bucko in dodali destilirano vodo do kon¢nega

volumna 1000 mL. Za pripravo delovne koncentracije pufra (1xPBS) smo z merilnim
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valjem odmerili 50 mL koncentriranega pufra in mu dodali 450 mL destilirane vode.
Pripravljeno raztopino smo s pomocjo vodne Crpalke sterilno filtrirali skozi mikrobioloski

filter. Pripravljen pufer smo shranili pri 2-8 °C.
4.2.4 Priprava sterilne raztopine 0,02 % EDTA v PBS

Za pripravo 500 mL 0,02 % EDTA v PBS smo 500 mL pufra 1xPBS dodali 537 uL
predhodno pripravljene 0,5 M raztopine EDTA s pH=8,0. Raztopino smo premesali in s

pomocjo vodne ¢rpalke sterilno filtrirali. Pripravljen pufer smo shranili pri 2-8 °C.
4.2.5 Priprava lizirnega pufra

Za pripravo 1000 mL lizirnega pufra smo zatehtali:

Preglednica IX: Sestavine lizirnega pufra.

Sestavina Koncentracija Masa
natrijev acetat 4,109
NaCl 5849
Triton X-100 2,509
EDTA 0,29 g

Sestavine smo kvantitativno prenesli v bucko in dodali destilirano vodo do kon¢nega
volumna 1000 mL. Tako dobljenemu pufru smo pH uravnali na 55 z dodatkom

koncentrirane HCI. Pripravljen pufer smo shranili pri 2-8 °C.

4.2.6 Priprava pufrov za encimsko-imunski test

4.2.6.1 Pufer A za vezavo protiteles na mikrotitrsko plosco

Za 1000 mL pufra smo zatehtali:

Preglednica X: Sestavine pufra A.

Sestavina Koncentracija Masa
Na,CO3 1,6 g
NaHCO; 299
NaN; 0,2 g

Sestavine smo kvantitativno prenesli v bucko in dopolnili z destilirano vodo do konénega
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volumna. Pripravljenemu pufru smo izmerili pH in ga uravnali na 9,6 z nekaj kapljicami

koncentrirane raztopine HCI. Pripravljen pufer smo shranili pri 2-8 °C.

4.2.6.2 Pufer B za spiranje mikrotitrske plosce

Za pripravo 1000 mL pufra smo zatehtali:

Preglednica XI: Sestavine pufra B.

Sestavina Koncentracija Masa
NaCl 859
Na,HPO4%x2H,0 1,349
NaH,PO4x2H,0 0,449
Tween 20 059

Sestavine smo kvantitativno prenesli v bucko, dopolnili z destilirano vodo do kon¢nega
volumna 1000 mL in uravnali pH na vrednost 7,2.

4.2.6.3 Pufer C za blokado prostih vezavnih mest na mikrotitrski plos¢i

Zatehtali smo 2 g govejega serumskega albumina (BSA) in ga raztopili v 100 mL pufra B.
Tako pripravljen pufer smo shranili pri -20 °C in pred uporabo odmrznili.

4.2.6.4 Substratni pufer

Za pripravo 0,2 M raztopine Na;HPO, smo raztopili 8,9 g Na,HPO4x2H,0 v 250 mL
destilirane vode. Za pripravo 0,1 M raztopine citronske Kisline smo raztopili 10,5 ¢

citronske kisline monohidrata v 500 mL destilirane vode.
Za pripravo substratnega pufra smo nato zmesali:

Preglednica XII: Sestavine substratnega pufra.

Sestavina Koncentracija Volumen
raztopina Na;HPO, 02M 188,5 mL
raztopina citronske kisline  |{0,1 M 121,5mL
destilirana voda 250 mL

Pripravljen pufer smo shranili pri 2-8 °C.
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4.2.6.5 Raztopina za prekinitev encimske reakcije

Za pripravo 2 M raztopine H,SO,4 smo razred¢ili 11,0 mL 96 % H,SO, z destilirano vodo
do kon¢nega volumna 100 mL.

4.2.7 Priprava pufrov za test aktivnosti katepsina X
4.2.7.1 Osnovni pufer
Za pripravo 500 mL pufra smo zatehtali:

Preglednica XII1: Sestavine osnovnega pufra.

Sestavina Koncentracija Masa
natrijev acetat 3,48¢
polietilenglikol 800 059

Sestavine smo kvantitativno prenesli v bucko in jo z destilirano vodo dopolnili do oznake.
Pripravljenemu pufru smo izmerili pH in ga s koncentrirano HCI uravnali na vrednost 5,5.

Pripravljen pufer smo shranili pri 2-8 °C.
4.2.7.2 Aktivacijski pufer
Za pripravo 50 mL pufra smo uporabili:

Preglednica XIV: Sestavine aktivacijskega pufra.

Sestavina Koncentracija Koli¢ina
osnovni pufer 50,0 mL
L-cistein 30,29 mg
EDTA 27,9 mg

Zatehtana L-cistein ter EDTA smo prenesli v centrifugirko in ju raztopili v 50 mL

osnovnega pufra. Tako pripravljen aktivacijski pufer smo shranili pri 2-8 °C do 14 dni.

4.3 Celi¢ne kulture
4.3.1 Odmrzovanje celic

Kriovialo s celicami smo ob uporabi zasCitnih ocal in rokavic vzeli iz Dewarjeve posode s
tekocim duSikom in jo 2 minuti segrevali v vodni kopeli s temperaturo 37 °C. Vsebini
krioviale smo nato dodali 1 mL ustreznega gojis¢a in nastalo suspenzijo celic v celoti
prenesli v centrifugirko s 4 mL gojisca. Sledilo je centrifugiranje pri 1200 obratih na

minuto, 5 minut. Po konanem centrifugiranju smo takoj odlili supernatant, sedimentirane
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celice pa s pipeto resuspendirali v 1 mL gojis¢a. Nastalo suspenzijo celic smo v celoti

prenesli v sterilno plasti¢no posodico za gojenje celic z ustreznim gojis¢em.

4.3.2 Gojenje celic

Celice Jurkat smo gojili v obliki suspenzijske celicne kulture v sterilni plasti¢ni posodici
T-25 za gojenje celic, postavljeni v celi¢ni inkubator s temperaturo 37 °C in atmosfero s
5% CO,. Ko so celice v suspenziji dosegle gostoto celic 6-8x10° celic/mL, smo jih redgili
v svezem gojiscu s postopkom subkultivacije, ki smo ga praviloma izvedli vsaka 2 dni.
Celice NCTC2544 smo gojili v obliki adhezijske kulture v sterilnih plasti¢ni posodici T-75,
postavljeni v celi¢ni inkubator, in jim na dva dni zamenjali gojisc¢e. Postopek subkultivacije
smo izvedli, ko so celice prerasle vec kot 80 % povrSine posodice oziroma kadar smo celice

potrebovali za izvedbo eksperimentov.

4.3.2.1 Subkultivacija celic

Celi¢no kulturo Jurkat smo prenesli v sterilno centrifugirko. Sledilo je centrifugiranje pri
1200 obratih na minuto, 5 minut. Po centrifugiranju smo odlili supernatant, celice
resuspendirali v 1 mL svezega gojisca in odvzeli vzorec celicne suspenzije za Stetje celic.
Ustrezen volumen celi€ne suspenzije smo nato prenesli v posodico za gojenje celic s 5 mL
svezega gojisca, tako da smo dosegli ustrezno red¢enje (praviloma 1:4 do 1:8).

Iz posodice s celicno kulturo NCTC2544 smo najprej s pipeto odstranili staro gojisce.
Celice smo nato previdno sprali s 5 mL 0,02 % raztopine EDTA v PBS. V posodico smo
odpipetirali 5 mL 0,02 % raztopine EDTA v PBS s tripsinom (1 %), in jo 5 minut inkubirali
v celi¢nem inkubatorju. Posodico smo pretresli pod mikroskopom preverili, ali so se celice
v celoti odlepile. Vsebino posodice smo s pipeto prenesli v centrifugirko s 3 mL svezega
gojis¢a. Sledilo je centrifugiranje pri 2000 obratih na minuto, 5 minut. Po konc¢anem
centrifugiranju smo odlili supernatant, posedene celice pa resuspendirali v 1 mL svezega
gojis¢a in odvzeli vzorec za Stetje celic. Ustrezen volumen celi¢ne suspenzije (praviloma
125 pL) smo prenesli v posodico T-75 z 8 mL sveZega gojiSca, preostanek pa porabili za
ostale eksperimente ali zavrgli.

4.3.3 Zamrzovanje celic

Postopek zamrzovanja celic smo uporabili za ohranjevanje celi¢ne banke laboratorija in za
shranjevanje celic za nadaljnjo uporabo med obdobji, kadar njihovo kontinuirano gojenje ni
bilo mogoce ali smiselno.

Za zamrzovanje celic smo izhajali iz postopka subkultivacije. Po centrifugiranju celi¢ne

suspenzije smo celice namesto v obifajnem svezem gojiScu resuspendirali v 1 mL
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ustreznega gojisa z 10 % DMSO kot krioprotektantom in jih takoj prenesli v oznaceno
kriovialo. Kriovialo smo nato takoj prenesli na -70 °C, kjer se je postopno ohlajala,
naslednji dan pa smo jo prenesli v Dewarjevo posodo s tekocim duSikom, namenjeno

shranjevanju celic.

4.3.4 Stetje celic

Celice smo presteli s hemocitometrom pod obrnjenim svetlobnim mikroskopom. Vzorcu
celicne suspenzije (100 pL) smo pred Stetjem dodali 100 pL raztopine nigrozina in 10 pL.
mesSanice nanesli na stekelce z Biirker-Tiirkovo komoro. Presteli smo zive (neobarvane)
celice znotraj oznaCenega obmocja mreze. Postopek Stetja smo ponovili vsaj trikrat, nato pa
iz povpre¢nega Stevila prestetih celic z upoStevanjem red¢enja izraCunali Stevilo celic v

1 mL oziroma S$tevilo celic v prvotni celi¢ni suspenziji.

4.3.5 Priprava celi¢nih lizatov

Ko so celice dosegle ustrezno gostoto, smo izvedli postopek subkultivacije kot obi¢ajno. Po
centrifugiranju smo odlili supernatant. Sedimentirane celice smo resuspendirali v 1 mL
fosfatnega pufra (PBS), jim dodali 4 mL PBS in ponovno centrifugirali. Po drugem
centrifugiranju smo ponovno odlili supernatant in sedimentiranim celicam dodali ustrezen
volumen (okrog 100 do 200 pL, odvisno od koli¢ine sedimentiranih celic) lizirnega pufra,
sedimentirane celice resuspendirali in prenesli v mikrocentrifugirko, ki smo jo ¢ez noc
zamrznili pri - 80 °C.

Naslednji dan smo vsebino mikrocentrifugirke odtajali na ledu in jo v ultrazvo¢ni kopeli
izpostavili ultrazvoku (trikrat po 6 sekund). Sledilo je centrifugiranje pri 4 °C in
maksimalnem Stevilu obratov na minuto, 15 minut. Po centrifugiranju smo prenesli
supernatant v ¢isto mikrocentrifugirko, iz te pa v lo¢eno mikrocentrifugirko prenesli Se
20 pL alikvot, namenjen merjenju koncentracije proteinov. Mikrocentrifugirki smo
zamrznili pri -80 °C.

4.3.6 Priprava kondicioniranih gojis¢

V sterilno plasti¢cno posodico T-25 smo nacepili celice Jurkat v obicajni koncentraciji
(~2><1O5 celic/mL). Po 24 oziroma 48 urah smo izvedli obi¢ajen postopek subkultivacije, le
da po centrifugiranju supernatanta (gojis¢a) nismo zavrgli, ampak smo ga prenesli v novo
centrifugirko in ga ponovno centrifugirali pri 2000 obratih/minuto. Po drugem
centrifugiranju smo supernatant previdno prenesli v novo centrifugirko in ga do uporabe
shranili pri -80 °C.
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4.3.7 Indukcija izrazanja receptorja ICAM-1 na celicah NCTC2544

Za indukcijo izrazanja receptorja smo celice NCTC2544 nacepili v plasti¢éno posodico T-75
za gojenje celic. 24 ur pred izvedbo poskusa smo celicam zamenjali gojisce s svezim, v

katerega smo dodali INF-y v koncentraciji 200 U/mL.

4.4 Testi viabilnosti celic

Za preucevanje citotoksi¢nosti razli¢nih dejavnikov in njihovega vpliva na proliferacijo
celic NCTC2544 smo uporabili test viabilnosti celic CellTiter 96® AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay (v nadaljevanju test MTS) proizvajalca Promega, ki temelji na
redukciji reagenta MTS do formazanskega produkta v prisotnosti mitohondrijskih reduktaz
in kofaktorjev NADH ali NADPH.

Resuspendiranim celicam iz postopka subkultivacije smo dolocili Steviléno koncentracijo in
jih ustezno red¢ili do koncentracije 4x10% celic/mL, 2,5x10* celic/mL in 1,25x10* celic/mL.
Po 100 pL tako pripravljenih celi¢nih suspenzij smo napipetirali v sterilne plosce s 96
vdolbinicami. Za vsako koncentracijo smo uporabili svojo plos¢o, saj smo meritev izvedli v
treh ¢asovnih tockah (24 h, 48 h in 72 h). Plos¢e smo inkubirali v celi¢nem inkubatorju.
Optimalne koncentracije za razlicne Casovne tocke smo predhodno empiricno dolocili v
lo¢enem poskusu, kjer smo na plos¢o s 96 vdolbinicami nacepili celice v razli¢nih
koncentracijah in jih po 48 h, 72 h in 96 h preverili pod mikroskopom.

Celicam NCTC2544 smo po 24-urni inkubaciji gojis¢e zamenjali z razli¢nimi testnimi
s celicami. Za slepo kontrolo smo vsako uporabljeno gojis¢e napipetirali Se v dve prazni
vdolbinici. V vdolbinice na robu plo$¢e smo napipetirali po 200 pL sterilne destilirane
vode. PloS¢e smo nato vrnili v inkubator in jih inkubirali 24 h (plos¢a z izhodiS¢no
koncentracijo 4x10* celic/mL), 48 h (plos¢a z izhodis¢no koncentracijo 2,5x10 celic/mL)
oziroma 72 h (plod¢a z izhodis&no koncentracijo 1,2x10" celic/mL).

Pri rokovanju z reagentom MTS smo ves Cas skrbeli za zasc¢ito pred svetlobo. V vsako
vdolbinico smo odpipetirali 15 pL reagenta MTS. Plo§¢o smo nato v inkubatorju inkubirali
vsaj 30 minut oziroma do razvoja opaznega dovolj intenzivnega vijoliénega obarvanja. Po
inkubaciji smo s pomocjo ¢italca mikrotitrskih ploS¢ izmerili absorbanco pri 492 nm. Od
povprecja signalov za posamezno gojis¢e smo odsteli povpre¢je signalov ustrezne slepe
raztopine in rezultate podali primerjalno glede na celice NCTC2544 v njihovem obi¢ajnem

gojiscu.
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4.4.1 Test viabilnosti celic NCTC2544 v kokulturah

Za preucevanje viabilnosti celic NCTC2544 v kokulturi z obema limfocitnima celicnima
linijjama smo poskus prilagodili tako, da smo kot testno gojis¢e pri poglavju 4.4 uporabili
suspenziji celic Jurkat in celic Jurkat-catX v zmesi gojis¢ KMEM in kPRMI v razmerju 1:1.
Uporabljeni suspenziji sta imeli koncentracijo 8x10* celic/mL (za 24 h) oziroma
2x10* celic/mL (za 72 h). Ustrezni celi¢ni suspenziji smo na plosco v trojniku napipetirali
tudi kot slepi kontroli.

4.5 Priprava preparatov za konfokalno mikroskopijo

48 ur pred pripravo preparatov smo v vdolbinice plos¢e s 24 vdolbinicami polozili okroglo
krovno stekelce za priraScanje celic. V vdolbinice smo nato nacepili po 500 pL celic
NCTC2544 s koncentracijo 6x10° celic/mL. Po 24 urah inkubacije smo celicam zamenjali
gojis¢e z enakim volumnom testnega gojiS¢a oziroma (pri preparatih s kokulturami)
ustrezne celi¢ne suspenzije celic Jurkat ali Jurkat-catX. Delali smo v dvojniku.

Za preparate, pri katerih smo oznacili LFA-1 in katepsin X, smo uporabili:

Preglednica XV: Uporabljena gojis¢a in celi¢ne suspenzije (LFA-1 in katepsin X).

Testno gojisce/celicna suspenzija Dodatek
Celice Stevilo celic Gojisce

/ / kKMEM

Jurkat 6x10° celic/vdolbinico KMEM:kRPMI=1:1

Jurkat 6x10° celic/vdolbinico KMEM:kRPMI=1:1 10 uM AMS36
Jurkat-catX 6x10° celic/vdolbinico KMEM:kRPMI=1:1

Jurkat-catX 6x10° celic/vdolbinico KMEM:kRPMI=1:1 10 uM AMS36

Za preparate, pri katerih smo oznacili LFA-1 in ICAM-1, smo uporabili:
Preglednica XVI: Uporabljena gojiS¢a in celi¢ne suspenzije (LFA-1 in ICAM-1).

Testno gojisce/celicna suspenzija Dodatek
Celice Stevilo celic Gojisce

/ / kMEM

/ / kMEM 200U/mL INF-y
Jurkat 6x10° celic/vdolbinico kKMEM:kRPMI=1:1

Jurkat 6x10° celic/vdolbinico kKMEM:kRPMI=1:1 200U/mL INF-y
Jurkat-catX 6x10° celic/vdolbinico KMEM:KRPMI=1:1

Jurkat-catX 6x10° celic/vdolbinico KMEM:kRPMI=1:1 200U/mL INF-y
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Po 24 urah inkubacije smo pri sobni temperaturi izvedli postopek priprave preparatov za
fluorescen¢no mikroskopijo. Najprej smo odstranili gojis¢e in krovna stekelca nezno sprali
z 1 mL pufra PBS. Po spiranju smo celice fiksirali na krovna stekelca s 500 puL 10 %
raztopine formalina. Po fiksaciji, ki je trajala 30 do 45 minut, smo vdolbinice ponovno
sprali z 1 mL PBS.

Sledila je permeabilizacija celic s 500 pL 0,5 % Tweena 20 v PBS in inkubacijo 10 minut,
nato pa smo stekelca sprali z 1 mL PBS. Sledila je blokada prostih vezavnih mest s 500 pL.
3 % raztopine govejega serumskega albumina (BSA) v PBS. Inkubacija je trajala 30 minut.
Po blokadi smo blokirno raztopino odstranili in v vdolbinice napipetirali 200 pL ustrezno
redCene raztopine primarnih protiteles in inkubirali 2 uri. Po inkubaciji smo vdolbinice
sprali s PBS, tako da smo v roku 5 minut v vsaki vdolbinici trikrat zamenjali PBS.

Primarna protitelesa smo do ustrezne koncentracije red¢ili s 3 % BSA v PBS. Zaradi
omejitev metode smo v sklopu enega eksperimenta naenkrat oznacili po dva proteina
(LFA-1/katepsin X ali LFA-1/ICAM-1). Uporabili smo naslednja protitelesa:

Preglednica XVII1: Uporabljena primarna protitelesa.

Oznacen protein |Protitelo Kon¢na koncentracija
katepsin X misja monoklonska proti katepsinu X 10 pg/mL
LFA-1 kozja poliklonska proti o, integrinski|0,85 ug/mL
verigi (N-18)
ICAM-1 misja monoklonska proti [CAM-1 10 pg/mL

Po zadnji menjavi smo s pipeto odstranili PBS iz vdolbinic in vanje dodali 200 pL raztopine
obeh fluorescenéno oznacenih sekundarnih protiteles (konjugatov), ki smo jih predhodno

razred¢ili s 3 % BSA v PBS v razmerju 1:1000. Uporabili smo naslednje konjugate:

Preglednica XVIII: Uporabljena sekundarna protitelesa (konjugati).

Konjugat Konéna koncentracija
Protitelesa Fluorokrom

oslova proti kozjim protitelesom Alexa Fluor 555 2 ug/mL

oslova proti mi§jim protitelesom Alexa Fluor 488 2 pg/mL

Po dodatku sekundarnih protiteles smo plosco inkubirali 2 uri. Po koncani inkubaciji smo
vdolbinice znova sprali s PBS. Krovna stekelca smo nato prenesli na filter papir, kjer so se
posusila. Na objektno stekelce smo kanili kapljico reagenta za zas€ito proti bledenju in

posuSena objektna stekelca s celicno stranjo navzdol poveznili Ceznjo ter odstranili
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morebitne prisotne zracne mehurcke. Tako pripravljene preparate smo shranili pri 4 °C.
Naslednji dan smo rob krovnega stekelca oblepili s prozornim lakom za nohte in preparate,

zascitene pred svetlobo, shranili pri 4 °C.
4.6 Konfokalna mikroskopija

Pripravljene preparate smo opazovali s konfokalnim fluorescencnim mikroskopom
proizvajalca Zeiss. Uporabili smo vzbujevalna laserja z valovnima dolzinama 488 nm in
555 nm. Posneli smo vec slik naklju¢no izbranih podrocij vsakega preparata pod enakimi
pogoji slikanja. Opazovali smo intenziteto in lokalizacijo fluorescence v celicah ter njihovo
morfologijo. V posameznih celicah smo iskali kolokalizacijo proteinov katepsin X in
LFA-1 ter kolokalizacijo proteinov LFA-1 in ICAM-1.

4.7 Test adhezije celic

Adhezijo celic NCTC2544 pod razlicnimi pogoji smo dolocali s pomocjo celicnega
analizatorja v realnem Gasu xCELLigence® System (Real-Time Cell Analyzer Dual Plate
(RTCA DP) Instrument) proizvajalca ACEA Biosciences”.

Na dno vdolbinic plosé¢e E smo, kadar je bilo to potrebno, najprej adsorbirali fibronektin.
Nato smo vdolbinice sprali s PBS in vanje napipetirali po 100 pL ustreznih gojis¢, vstavili
plos¢o v aparaturo in po 15 minutah izmerili signal ozadja. V vdolbinice smo nato dodali
po 100 pL ustrezne celi¢ne suspenzije. Vse uporabljene kombinacije celic in gojis¢ smo
nanesli v dvojniku. V prostor okrog vdolbinic smo napipetirali sterilno destilirano vodo in
plosco vstavili nazaj v aparaturo. Po 10 minutah smo zaceli z meritvami celi¢nega indeksa,
ki predstavlja relativno spremembo elektri¢éne impedance kot posledico sprememb v stanju
celic, v naSem primeru adhezije celic. Meritve celicnega indeksa so se med potekom
eksperimenta (72 ur) izvajale vsakih 15 minut. Rezultate smo nato obdelali z ustrezno
programsko opremo. Za izracun hitrosti adhezije smo uporabili podatke iz prvih 3 ur
poskusa.

Za vzorce s celicami NCTC2544 smo uporabili naslednja testna gojis¢a in celicne

suspenzije:
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Preglednica XIX: Goji$¢a in celi¢ne suspenzije za vzorce s celicami NCTC2544.

Gojisce brez celic

Celi¢na suspenzija

Osnovno gojisce Dodatek Celice Gojisce

kMEM / NCTC2544 kMEM

kRPMI / NCTC2544 kRPMI
KMEM/KRPMI / NCTC2544 KMEM/KRPMI
kondicionirano / NCTC2544 kondicionirano
Jurkat Jurkat
kondicionirano / NCTC2544 kondicionirano
Jurkat-catX Jurkat-catX
KMEM:kRPMI=1:1 / NCTC2544 KMEM:kRPMI=1:1
KMEM:KRPMI=1:1 | 4 uM katepsin X | NCTC2544 KMEM:kRPMI=1:1
KMEM:kRPMI=1:1 | 20 uM AMS36 |[NCTC2544 KMEM:kRPMI=1:1

KMEM:kRPMI=1:1

400 U/mL INF-y

inducirane NCTC2544

KMEM:kRPMI=1:1

Za vzorce s kokulturami smo uporabili naslednja gojisca in celi¢ne suspenzije:

Preglednica XX: Goji$¢a in celi¢ne suspenzije za vzorce s kokulturami.

Gojisce brez celic

Celi¢na suspenzija

Osnovno gojisce Dodatek Celice Gojisce

KMEM:kRPMI=1:1 / NCTC2544 + Jurkat KMEM:kRPMI=1:1
KMEM:KRPMI=1:1 | 4 uM katepsin X | NCTC2544 + Jurkat KMEM:kRPMI=1:1
KMEM:KRPMI=1:1 | 20 uM AMS36 |NCTC2544 + Jurkat KMEM:kRPMI=1:1

KMEM:kRPMI=1:1
KMEM:kRPMI=1:1
KMEM:kRPMI=1:1
KMEM:kRPMI=1:1

KMEM:kRPMI=1:1

400 U/mL INF-y
/

4 uM katepsin X

20 uM AMS36

400 U/mL INF-y

inducirane NCTC2544 + Jurkat
NCTC2544 + Jurkat-catX
NCTC2544 + Jurkat-catX
NCTC2544 + Jurkat-catX

inducirane NCTC2544 + Jurkat-
catX

KMEM:kRPMI=1:1

KMEM:kRPMI=1:1

KMEM:kRPMI=1:1

KMEM:kRPMI=1:1

KMEM:kRPMI=1:1

Koncentracija celic v suspenziji (tako NCTC2544 kot Jurkat) je bila 5x10* celic/mL.
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4.8 Merjenje koncentracije proteinov v celi¢nih lizatih

Koncentracijo proteinov v celi¢nih lizatih smo dolocali s kompletom kemikalij za metodo
DC proizvajalca Bio-Rad®, ki temelji na Lowryjevi metodi doloCanja koncentracije
proteinov. Meritev smo izvedli po navodilih proizvajalca na mikrotitrski plosci.

Pred meritvijo smo celicne lizate odtalili na ledu in jih ustrezno razredCili z lizirnim
pufrom. Reagente smo pred uporabo segreli v inkubatorju pri 37 °C. Kot standard smo
uporabili goveji serumski albumin (BSA). Izhajali smo iz vodne raztopine BSA s
koncentracijo 10 mg/mL, iz katere smo v mikrocentrifugirkah pripravili po 25 pL raztopin
standardov s koncentracijami 0,2 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,8 mg/mL, 1,0 mg/mL in
1,5 mg/mL, ki so sluzile za umeritveno krivuljo. Kot slepo raztopino smo uporabili lizirni
pufer.

Pred meritvijo smo pripravili ustrezen volumen reagenta A', tako da smo na 1 mL reagenta
A (alkalne raztopine bakrovega tartrata) dodali 20 pL reagenta S (raztopine surfaktanta). Na
mikrotitrsko plos¢o smo v loCene vdolbinice napipetirali po 5 pL vsake od raztopin
standardov razli¢nih koncentracij, slepe raztopine in vzorcev v vseh treh razredcitvah.
Vsako od teh raztopin smo napipetirali v dvojniku (v dve loCeni vdolbinici). V vse
vdolbinice smo nato z avtomatsko pipeto napipetirali Se 25 pL reagenta A' in 200 pL
reagenta B (razred¢enega Folinovega reagenta). Mikrotitrsko ploS€o smo nato stresali
5 sekund in inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi. Po konc¢ani inkubaciji smo izmerili
absorbanco pri 750 nm s pomocjo ¢italca mikrotitrskih plos¢. Koncentracijo proteinov v
razred€enih vzorcih smo izracunali iz umeritvene krivulje, iz te pa nato izraCunali
koncentracijo proteinov v prvotnih vzorcih. Pri izra¢unu slednje smo uporabili podatke za

vzorec tiste razredCitve, katere absorbanca je lezala znotraj obmoc¢ja umeritvene krivulje.
4.9 Merjenje koncentracije katepsina X v celi¢nih lizatih

Na mikrotitrski plos¢i smo dan pred izvedbo meritve v vdolbinice odpipetirali 50 pL
raztopine kozjih poliklonskih protiteles proti katepsinu X, predhodno razred¢enih s pufrom
A do konc¢ne koncentracije 2,5 pg/mL. Plo§€¢o smo nato prekrili s samolepilnim trakom in
jo €ez no¢ inkubirali pri 4 °C.

Naslednji dan smo plosco trikrat sprali s pufrom B in jo otresli na papirnato brisaco. Za vsa
spiranja smo uporabili napravo za avtomatsko spiranje mikrotitrskih plos¢. V tako
izpraznjene vdolbinice smo nato napipetirali 130 pL pufra C in plos€o inkubirali 1 h pri

sobni temperaturi.
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Med inkubacijo smo pripravili red¢itveno lestvico standarda, vzorce in slepo kontrolo. Kot
standard smo uporabili rekombinantni katepsin X, pripravljen v P. pastoris po (64).
Osnovno raztopino standarda smo v dveh korakih razred¢ili s pufrom C do koncentracije
65 ng/mL, nato pa iz slednje raztopine z zaporednim redcenjem s pufrom C v razmerju 1:1
pripravili serijo sedmih standardnih raztopin s koncentracijami od 65 do 1,01 ng/mL.
Vzorce celi¢nih lizatov smo s pufrom C razred¢ili do konéne koncentracije celokupnih
proteinov 200 pg/mL, kot slepo kontrolo pa smo uporabili sam pufer C.

Po koncani inkubaciji smo iz vdolbinic odstranili blokirni pufer in ploS¢o otresli na
papirnato brisaco. Na ploSc¢o smo v lo¢ene vdolbinice v dvojniku napipetirali po 100 pL
raztopine standardov, slepe kontrole in pripravljenih vzorcev. Plo§¢o smo ponovno pokrili s
samolepilnim trakom in inkubirali 2 uri pri 37 °C.

Po koncani inkubaciji smo ploS€o ponovno trikrat sprali s pufrom B in otresli na papirnato
brisaco. V vsako vdolbinico smo nato dodali 100 pL konjugata protiteles 5C1-3B10-2F7
proti katepsinu X s hrenovo peroksidazo, ki smo ga predhodno razred¢ili s pufrom C v
razmerju 1:2500. PloS¢o smo nato ponovno pokrili s samolepilnim trakom in jo inkubirali
2 uripri 37 °C.

Po koncani inkubaciji smo plosco trikrat sprali s pufrom B in jo otresli na papirnato brisaco.
V vsako luknjico smo nato z avtomatsko pipeto napipetirali 200 pL substrata TMB,
predhodno redéenega s substratnim pufrom v razmerju 1:1, in plos¢o v temi inkubirali
15 minut pri sobni temperaturi. Ob izteku Casovnega intervala smo reakcijo prekinili z
dodatkom 50 uL 2 M raztopine H,SQOy4, ki smo jo dodali v vsako vdolbinico. Absorbanco pri
450 nm smo izmerili s pomocjo €italca mikrotitrskih plos¢, koncentracijo katepsina X pa
izraCunali iz umeritvene krivulje. Rezultat smo podali na celokupno koli¢ino proteinov v

VZOrcu.

4.10 Merjenje aktivnosti katepsina X v celi¢nih lizatih

Aktivnost katepsina X v celi¢nih lizatih smo merili z metodo kineticne meritve porasta
fluorescence kot posledice cepitve fluorogenega peptidnega substrata Abz-FEK(Dnp)-OH,
specificnega za katepsin X.

Kot standard smo uporabili rekombinantni katepsin X, ki smo ga z aktivacijskim pufrom
red¢ili do koncentracije 30 nmol/mL (250 uL). Kot slepo raztopino smo uporabili sam
aktivacijski pufer. Celicne lizate smo odtalili na ledu in jih v mikrocentrifugirki razredcili z

aktivacijskim pufrom, da smo dobili 250 pL vzorca s koncentracijo proteinov 0,2 mg/mL.
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Tako pripravljene vzorce smo skupaj s pripravljeno raztopino standarda in slepo raztopino
10 minut inkubirali na vodni kopeli pri 37 °C, da je potekla aktivacija. Po aktivaciji smo na
¢rno mikrotitrsko plos¢o v loCene vdolbinice napipetirali dvakrat po 95 pL pripravljenih
raztopin. V vsako luknjico smo predhodno z avtomatsko pipeto napipetirali 5 pL raztopine
substrata Abz-FEK(Dnp)-OH, ki smo ga predhodno razred¢ili z osnovnim pufrom do
koncentracije 100 uM. Takoj po dodatku vzorcev smo plosco vstavili v €italec mikrotitrskih
plos¢ in zaceli s kineticnimi meritvami fluorescence pri 420 nm, pri ¢emer je ekscitacija

potekala pri 320 nm. Celotna meritev je potekala pri 37 °C.

Kot merilo aktivnosti katepsina X smo uporabili povprecno hitrost naras¢anja fluorescence
na linearnem delu krivulje intenzitete fluorescence v odvisnosti od ¢asa. Kot oceno smo
nato iz podatkov standarda izracunali tudi koncentracijo aktivnega katepsina X v vzorcu,
predvsem pa je poskus sluzil kvalitativni oceni aktivnosti katepsina X v celi¢nih lizatih in

primerjavi rezultatov med razli¢énimi celi¢nimi linijami.

4.11 Statisti¢na obdelava podatkov

Statistiéno obdelavo podatkov smo izvedli s programoma Excel® (Microsoft) in SPSS
(IBM). Za testiranje statisticne znacilnosti razlik med dvema vzorcema smo uporabili
Studentov t-test, za primerjave ve¢ kot dveh vzorcev pa enofaktorsko analizo variance. Pri
slednji smo za izbiro testa post-hoc predhodno naredili Levenov test enakosti varianc; v
primeru, da so se variance vzorcev statisticno znacilno razlikovale, smo uporabili
Games-Howellov test, sicer pa smo uporabili Bonferronijev test. Za mejo statistiCne

znacilnosti smo privzeli vrednost 0=0,05.
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5. Rezultati

5.1 Testi prezivetja celic

5.1.1 Vpliv razli¢nih gojis¢ na prezivetje celic NCTC2544

Pri testiranju viabilnosti celic NCTC2544 smo najprej preverili vpliv zamenjave njihovega
obicajnega gojis¢a (KMEM) s kRPMI ter njuno zmesjo v razmerju 1:1. Normalizirane

rezultate prikazuje slika 1.

Vpliv gojiS¢ na preiivetje celic NCTC2544

Casovna tocka
1,207 M24h
M 48h
72h
1,00 D
£, 0,807
[-F)
2
5
& 0,60
[a W
0.40-
0.20
0,00~
RPMI RPMI:MEM
Gojisce

Slika 1: Vpliv gojis¢ na preZivetje celic NCTC2544. Rezultati so normalizirani na prezivetje v gojiscu
kMEM v isti ¢asovni tocki. Navpicne crte na stolpcih prikazujejo 95 % interval zaupanja. Znak * oznacuje
statisticno znacilno razliko (p<0,05) med prezivetjem v danem gojisc¢u in kontrolo (kMEM). Prikazano je
povprecje treh poskusov. MEM — kompletno MEM gojisc¢e; RPMI — kompletno RPMI gojis¢e; RPMI:MEM
— zmes kompletnega MEM in kompletnega RPMI gojis¢a v razmerju 1:1.

Prezivetje v gojis¢u kRPMI je bilo v primerjavi s KMEM nekoliko slabse, vendar je bila
razlika statisticno znacilna le po 48 urah, ko je bila opaZena tudi najvecja razlika v
prezivetju. Vpliv zmesi gojis¢ KMEM in kRPMI na preZivetje je bil podoben, le da zaradi
vecje variabilnosti ni bilo statisti¢éno znacilnih razlik niti po 48 urah, preZivetje po 72 urah

pa je bilo celo nekoliko vecje.
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5.1.2 Vpliv kondicioniranih gojis¢ na preZivetje celic NCTC2544

.....

statisticno znacilno slabse v primerjavi s kontrolnim gojis¢em, prav tako pa je bil opazen
tudi doloCen trend upadanja prezivetja v kasnejSih Casovnih tockah. Izjemo pri obeh
opazanjih predstavlja zmes kondicioniranega gojis¢a celic Jurkat-catX in gojis¢a kKMEM,

pri kateri je prislo do vecje variabilnosti med meritvami.

.....

.....

.....

katepsina X so bile majhne in statistiéno neznacilne, enako pa velja tudi za njune zmesi z

gojis¢em kKMEM.

Vpliv kondicioniranih gojis¢ na preZivetje celic NCTC2544

§ Casovna tocka
*
1,20 _ [ P2
[M4sh
[J72h
1,00
« 0,807
2
-
2
38
Z 0,60
&
0,40
0,20
0,00

Turkat Turkat-catX JuwkatMEM  Jurkat-catX‘MEM
Kondicionirana gojisca

Slika 2: Vpliv kondicioniranih goji§¢ na prezZivetje celic NCTC2544. Prezivetja so normalizirana na
preZivetje v kontrolnem gojis¢u kKMEM v isti ¢asovni to¢ki. Navpi¢ne ¢rte na stolpcih predstavljajo 95 %
interval zaupanja. Statisti¢no znacilne razlike (p<0,05) v primerjavi s kontrolnim gojis¢em so oznacene z *,
statisticno znacilne razlike (p<0,05) v prezivetju med kondicioniranim goji§¢éem in njegovo zmesjo s
kMEM pa s §. Prikazani so povprecni rezultati dveh eksperimentov. Jurkat — kondicionirano gojisce celic
Jurkat; Jurkat-catX — kondicionirano gojis¢e celic Jurkat-catX; Jurkat:MEM in Jurkat-catX:MEM — zmes
ustreznega kondicioniranega gojis¢a z gojis¢em kKMEM v razmerju 1:1.
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5.1.3 Vpliv kokultur s celicami Jurkat in Jurkat-catX na preZivetje celic NCTC2544

Prezivetja celic NCTC2544 v kokulturah s celicami Jurkat in celicami Jurkat-catX
prikazuje slika 3. Prezivetje celic NCTC2544 je bilo v obeh kokulturah nekoliko slabse v
primerjavi s kontrolo, pri ¢emer je bila razlika pri kokulturi s celicami Jurkat statistiéno
znacilna v obeh ¢asovnih tockah, pri kokulturi s celicami Jurkat-catX pa le po 24 h. Razlike

med obema kokulturama niso bile statisti¢no znacilne.

Preiivetje celic NCTC2544 v kokulturah

Casovna tocka

1.207 Wz4n
[J72h

PreZivetje

Kokultura Jwrkat Kolultura Twkat-catX
Kokulture

Slika 3: PreZivetje celic NCTC2544 v kokulturah. Prezivetja celic NCTC2544 so normalizirana na
prezivetje v kulturi samih celic NCTC2544 v gojis¢u kMEM v isti ¢asovni tocki. Navpiéne ¢rte na stolpcih
predstavljajo 95 % interval zaupanja. Statistiéno znacilne razlike med prezivetjem v kokulturi in kontrolo so
oznaCene z *. MEM — kultura celic NCTC2544 v gojis¢u kMEM; Kokultura Jurkat — kokultura celic
NCTC2544 s celicami Jurkat; Kokultura Jurkat-catX — kokultura celic NCCT2544 s celicami Jurkat-catX

5.1.4 Vpliv AMS36 na prezZivetje celic NCTC2544

Vpliv AMS36 na prezivetje celic NCTC2544 po 24 urah prikazuje slika 4. Dodatek AMS36
v zmes gojis¢ kKMEM in kRPMI v razmerju 1:1 ni privedel do statisticno znacilnih
sprememb v prezivetju ne v primerjavi z enakim gojis¢em brez inhibitorja niti v primerjavi

s kontrolnim gojis¢em kMEM.
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Vpliv AMS36 na preiivetje celic NCTC2544

1,20

Prezivetje

MEM RPMI:MEM RPLMI:MEM + AMS36

Gojisce
Slika 4: Vpliv AMS36 na prezivetje celic NCTC2544. Prikazana preZivetja celic so normalizirana na

kontrolno gojis¢e kKMEM. Navpicne Crte na stolpcih predstavljajo 95 % interval zaupanja. MEM — gojisce
KMEM; RPMI:MEM - zmes goji$¢ kKMEM in kRPMI v razmerju 1:1.

5.1.5 Vpliv interferona y na prezivetje celic NCTC2544

Prezivetje celic NCTC2544 v gojis¢u kKMEM z dodanim interferonom vy in brez njega
prikazuje slika 5. Dodatek interferona vy je privedel do statisticno znacilnega zmanj$anja
prezivetja celic NCTC2544 v primerjavi s kontrolo v vseh €asovnih toCkah. Znizanje
prezivetja je bilo najbolj izrazito po 72 urah, ko je v primerjavi s kontrolo upadlo za ve¢ kot
polovico. Ti rezultati so skladni z opazanji iz drugih poskusov, denimo testa adhezije, kjer
po vec kot 72 urah na testni plosc¢ici v luknjicah z INF-y prakticno ni bilo ve¢ mogoce

opaziti Zivih celic.
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Vpliv interferona gama na preiivetje celic NCTC2544

Casovna totka

1.207 W 24n
M 4sh
1,00 721

PreZivetje

MEM MEM + INF-gama

Gojisce

Slika 5: Vpliv interferona y na preZivetje celic NCTC2544. Prikazana so preZivetja celic NCTC2544,
normalizirana glede na kontrolno gojis¢e v isti ¢asovni tocki. Navpi¢ne ¢rte na stolpcih predstavljajo 95 %
interval zaupanja. Statisticno znacilne razlike (p<0,05) v primerjavi s kontrolo so oznacene z *. MEM —
kompletno MEM gojisce.

5.2 Konfokalna mikroskopija

5.2.1 LFA-1 in katepsin X

5.2.1.1 Kultura NCTC2544

Razporeditev katepsina X in LFA-1 v celicah NCTC2544 v obicajnih pogojih prikazuje
slika 6. Oba proteina sta bila dobro vidna po bolj ali manj celotni celici z ob¢utnim upadom
fluorescence v podroéju jedra, ki je bil bolj izrazit pri LFA-1 kot pri katepsinu X. Poleg
tega je bilo obarvanje LFA-1 nekoliko bolj zrnato in manj enakomerno, z vecjo
koncentracijo bolj intenzivno obarvanih zrnc v nekaterih delih citoplaznme v primerjavi z
ostalimi. Ne glede na to ni bilo videti, da bi se kateri od oznacenih proteinov koncentriral v
blizini celicne membrane ali v obmocju celi¢nih stikov, sta se pa oba proteina v veliki meri
nahajala na istih mestih v celici in tako izkazovala razmeroma visoko stopnjo

kolokalizacije.
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Slika 6: Kultura celic NCTC2544. Prvi dve sliki prikazujeta razporeditev katepsina X (zelena) in LFA-1
(rdeca) v celicah NCTC2544. Rdeca daljica prikazuje merilo (50 um). Tretja slika prikazuje zdruzeno sliko;
bela barva oznacuje obmo¢ja z visoko intenziteto obeh fluorescenc (kolokalizacijo).

Ob dodatku AMS36 je vzorec porazdelitve obeh proteinov po celici v splosSnem ostal enak,
opazili pa smo bolj izrazita (citoplazemska) podro¢ja brez obeh proteinov in bolj izrazita

obmocja z ve¢ LFA-1, kot prikazuje slika 7.

Slika 7: Celice NCTC2544 v pristonosti AMS36. Zelena barva oznacuje fluorescenco katepsina X, rdeca pa
LFA-1. Sliki prikazujeta dva primera celic NCTC2544 v gojis¢u z dodanim AMS36. PusCici oznacujeta
podro¢ja brez katepsina X in LFA-1 (leva slika) in podroc¢je z vi§jo intenziteto fluorescence LFA-1 (desna
slika).
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5.2.1.2 Kokultura celic NCTC2544 in celic Jurkat/Jurkat-catX

Porazdelitev LFA-1 in katepsina X v celicah NCTC2544 se v nobeni od kokultur ni
bistveno razlikovala od porazdelitve v monokulturi pri obi¢ajnih pogojih. Prav tako nanjo
nista imela jasnega vpliva niti uporabljena limfocitna linija (Jurkat ali Jurkat-catX) niti

dodatek AMS36, opaziti pa je bilo mogoce precejsnje razlike med posameznimi celicami v

istem preparatu, npr. v enakomernosti obarvanja LFA-1 in morfologiji celic.

Slika 8: Celi¢ni stiki med celicami NCTC2544 in Jurkat/Jurkat-catX v kokulturah. Zelena barva
predstavlja katepsin X, rdeca pa LFA-1. Rdece daljice prikazujejo merilo (10 pm). Zgoraj levo: kokultura s
celicami Jurkat; zgoraj desno: kokultura s celicami Jurkat z dodanim AMS36; spodaj desno: kokultura s
celicami Jurkat-catX; spodaj levo: kokultura s celicami Jurkat-catX z dodanim AMS36.
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Celic Jurkat in Jurkat-catX je bilo v preparatih zelo malo, njihova nedvoumna identifikacija
pa ponekod otezena zaradi prisotnosti celic NCTC2544 sfericne morfologije v nekaterih
preparatih. Celice Jurkat in Jurkat-catX v stiku s celicami NCTC2544 prikazuje slika 8.
Celice obeh limfocitnih linij so z nekaterimi izjemami imele ve¢ vidnega LFA-1 in
priblizno enako katepsina X v primerjavi s celicami NCTC2544. V nobenem od preparatov
nismo opazili izrazitega koncentriranja katerega od proteinov v obmod¢ju celi¢nih stikov,

njuna kolokalizacija pa je bila podobna kot pri celicah NCTC2544.
5.2.2 LFA-1in ICAM-1

5.2.2.1 Kultura celic NCTC2544

Prisotnost ter razporeditev LFA-1 in ICAM-1 v kulturi celic NCTC2544 prikazuje slika 9.
Brez dodanega INF-y so celice NCTC2544 izrazale zelo majhne koli¢ine ICAM-1, Ki jih je
bilo komaj Se mogoce zaznati pod enakimi pogoji snemanja kot za inducirane preparate. Ob
uporabi vi§je intenzitete laserja je postala njihova fluorescenca dobro vidna, v obeh
primerih pa je bila njegova razporeditev po celici enaka. Pri bolj splosc¢enih celicah (ki so
prevladovale) je bil ICAM-1 relativno enakomerno razporejen po celici v obliki drobnih

zrnc, obarvanje pa je bilo le nekoliko bolj izrazito ob robu celice. Pri celicah bolj vretenaste

morfologije je bilo obarvanje ob robu intenzivnej$e v primerjavi z notranjostjo.

Slika 9: Kultura celic NCTC2544 v odsotnosti (levo) in prisotnosti INF-y (desno). Sliki sta bili posneti pri
enakih pogojih (intenziteti laserjev in ojacitvi). Zelena fluorescenca oznacuje prisotnost ICAM-1, rdeca
fluorescenca pa LFA-1. Zelena fluorescenca je na levi sliki zrnata in opazna predvsem na robovih celic.
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Pri celicah NCTC2544, tretiranih z INF-y, je bila intenziteta fluorescence ICAM-1 bistveno
vi$ja. Najbolj izrazita je bila ob robu celic, dobro pa je bila vidna tudi v notranjosti. VecCina
celic je bila vretenaste morfologije, odvisno od goris¢ne ravnine pa je bilo (zaradi
intenzivne fluorescence) mogoce ob robu celic opaziti Stevilne drobne izrastke.

Koli¢ina in razporeditev LFA-1 v celicah NCTC2544 je bila podobna kot v prej$njih

eksperimentih in se ni opazno razlikovala med preparati.
5.2.2.2 Kokultura celic NCTC2544 in celic Jurkat/Jurkat-caX

Razporeditev LFA-1 in ICAM-1 v kokulturi celic NCTC2544 in celic Jurkat prikazuje slika
10. Izrazanje ICAM-1 na celicah NCTC2544 je bilo v obeh kokulturah zelo podobno kot v
monokulturi: komaj zaznavno v odsotnosti INF-y in bistveno vecje ob njegovem dodatku.
Podobni sta bili tudi razporeditev ICAM-1 in morfologija celic, ¢eprav je bil pri kokulturah
prisoten ve¢ji delez vretenastih celic tudi brez dodatka INF-y. Raven izrazanja LFA-1 v
celicah NCTC2544 se tudi pri kokulturah ni opazno spremenila ob dodatku INF-y. Enaka

opazanja smo zasledili tudi pri kokulturi s celicami Jurkat-catX.

Slika 10: Kokultura celic NCTC2544 in Jurkat v odsotnosti (levo) in v prisotnosti INF-y (desno). Sliki
sta bili posneti pri enakih pogojih (intenziteti laserjev in ojacitvi). Zelena fluorescenca oznacuje prisotnost
ICAM-1, rdeca fluorescenca pa LFA-1. Majhne (~10 um) okrogle celice so celice Jurkat, preostanek pa
predstavljaio NCTC2544.

Izrazanje oznaCenih proteinov je bilo nekoliko drugacno pri celicah Jurkat. IzraZanje
ICAM-1 je bilo tudi tu v obicajnih pogojih komaj zaznavno, njegovo povecanje ob dodatku
INF-y pa je bilo obcutno manjse kot pri celicah NCTC2544 in omejeno na rob celice. Pri
izrazanju LFA-1 ni bilo opaznih sprememb. Pri kokulturi s celicami Jurkat-catX zaradi

pomanjkanja celic, ki bi jih lahko nedvoumno identificirali kot Jurkat-catX, v preparatih
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tega trenda nismo mogli potrditi. Kolokalizacijo LFA-1 in ICAM-1 je bilo zaradi prenizkih
intenzitet fluorescence nemogoce oceniti, ob dodatku INF-y pa je bila v podrocjih celi¢nih

stikov med celicami Jurkat in NCTC2544 izrazita, kot prikazuje slika 11.

o

Slika 11: Kolokalizacija LFA-1 in ICAM-1 v kokulturi celic NCTC2544 in Jurkat. Zelena barva
prikazuje fluorescenco ICAM-1, rde¢a pa LFA-1. Z belo barvo so ozna¢ena podrocja, kjer je intenziteta obeh
fluorescenc visoka. Puséica ozna¢uje obmocje najvecje kolokalizacije v podro¢ju celi¢nega stika.

5.3 Testi adhezije celic
5.3.1 Vpliv fibronektina na adhezijo celic

Adhezijo celic NCTC2544 na podlago (polistirensko plastiko) brez fibronektina in podlago
s fibronektinom prikazuje slika 12. Adhezija na podlagi s fibronektinom je bila skoraj 20 %

vecja v primerjavi s podlago brez, vendar razlika med njima ni bila statisticno znacilna.

Vpliv fibronektina na adhezijo celic NCTC2544

0,00-!

Podlaga brez fibronektina Podlaga s fibronektinom

Gojisce

Slika 12: Vpliv fibronektina na adhezijo celic NCTC2544. Prikazani rezultati so normalizirani na podlago
brez fibronektina. Navpicne ¢rte na stolpcih prikazujejo standardno deviacijo. Razlika med vzorcema ni bila

statisti¢no znacilna (p>0,05).
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5.3.2 Vpliv gojis¢a na adhezijo celic NCTC2544

Vpliv osnovnega gojis¢a na adhezije celic NCTC2544 prikazujeta sliki 13 in 14. Adhezija v
kompletnem RPMI gojiScu je bila okrog 25 % manjSa, v zmesi kompletnega gojis¢a RPMI
s kompletnim MEM gojis¢em pa za ve¢ kot polovico vecja v primerjavi s kontrolnim
gojis¢em (kKMEM). Zaradi precejSnje variabilnosti med bioloSkimi ponovitvami razlike v

adheziji niso bile statisticno znacilne.

N [

ws [ KRPMI
KMEM:kRPMI= 1:1

E kondicionirano gojiéce Jurkat
E kondicionirano gojis¢e Jurkat catX
neE kMEM:kRPMI + catX

F kMEM:kRPMI + AMS36
kMEM:kRPMI +IFN gamma

Cell Index
i
i

205 L i L
10 20 30

.....

merila adhezije celic v prvih treh urah poskusa. Tocke na grafu prikazujejo povprecje dveh bioloskih
ponovitev, navpiéne érte na grafu pa razliko med njima.

Vpliv gojis¢ na adhezijo

2,00

MEM RPMI RPMI:MEM=1:1

Gojiste

Slika 14: Vpliv gojis¢ na adhezijo celic NCTC2544. Rezultati so normalizirani na adhezijo v kontrolnem
gojiscu. Navpicne Crte na stolpcih prikazujejo standardne deviacije. Razlike med vzorci niso bile statisticno
znatilne (p>0,05). MEM — KMEM; RPMI — kRPMI; RPMI:MEM=1:1 — zmes KMEM in kRPMI v razmerju

1:1.
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5.3.3 Vpliv kondicioniranih goji$¢ na adhezijo

Vpliv kondicioniranih gojis¢ na adhezijo celic NCTC2544 prikazuje slika 15. Adhezija
celic NCTC2544 v kondicioniranem gojiS¢u celic Jurkat je bila manjSa, v kondicioniranem
gojiscu celic Jurkat s povecanim izrazanjem katepsina X pa nekoliko vecja od adhezije v

kontrolnem gojis¢u. Razlike med posameznimi gojis¢i niso bile statisti¢no znacilne.

Vpliv kondicioniranih gojiS¢ na adhezijo

1,50

Adhezija

MEM Turkat Turkat-catX

Kondicionirano gojisce

Slika 15: Vpliv kondicioniranih gojis¢ na adhezijo celic NCTC2544. Rezultati so normalizirani na
adhezijo v kontrolnem gojisc¢u. Navpicne ¢rte na stolpcih predstavljajo standarne deviacije. Razlike med
vzorci niso bile statisticno znacilne (p>0,05). MEM — gojis¢e kKMEM; Jurkat — kondicionirano gojisée celic
Jurkat; Jurkat-catX — kondicionirano goji§¢e celic Jurkat s pove¢anim izrazanjem katepsina X.

5.3.4 Adhezija celic NCTC2544 v kokulturah

Adhezijo celic NCTC2544 v kokulturah s celicnima linijama Jurkat in Jurkat-catX
prikazuje slika 16. Adhezija v obeh kokulturah je bila okrog 20 % niZja kot pri samih
celicah NCTC2544 v enakem gojis¢u, vendar razlika ni bila statisti¢no znacilna (p>0,05).

Razlike v adheziji med kokulturama so bile zanemarljive in niso bile statisti¢no znacilne.
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Vpliv kokultur in katepsina X na adhezijo celic NCTC2544

Kokultura

BNCTC2544

.NCTC2544 +
Jurkat

DNCTC2544 +
Jurkat-catX

1,50

RPMIMEM=1:1 RPMI:MEM + catX RPMILMEM + AMS36

Gojiste

Slika 16: Adhezija celic NCTC2544 v kokulturah in vpliv katepsina X. Rezultati so normalizirani na
adhezijo v kulturi celic NCTC2544 v zmesi gojis¢ kMEM in kRPMI v razmerju 1:1. Navpicne Crte na
stolpcih prikazujejo standardne deviacije. Statisti¢no znacilne (p<0,05) razlike v primerjavi s kontrolnim
gojis¢em so oznacene z *.

5.3.5 Vpliv dodanega katepsina X in AMS36 na adhezijo

Vpliv dodatka katepsina X in njegovega specifi¢nega inhibitorja AMS36 na adhezijo
prikazuje slika 16. Dodatek eksogenega katepsina X v gojis¢e je pri kulturi celic
NCTC2544 privedel do izrazitega, ve¢ kot 60 % zmanjSanja adhezije, ki je bilo statisticno
znadilno. Podoben trend zmanjSanja adhezije smo opazili tudi pri obeh kokulturah, le da je
bilo zmanjSanje ob dodatku katepsina X precej manjse (v prvi vrsti zaradi manjSe adhezije
v kokulturah brez dodanega katepsina X) in ni bilo statistino znacilno. Izmerjena adhezija
je bila sicer nekoliko visja pri kokulturi s celicami Jurkat kot pri kokulturi s celicami
Jurkat-catX, vendar razlika ni bila statisti¢no znacilna.

Dodatek AMS36 v gojisc¢e je prav tako v sploSnem privedel do zmanjSanja adhezije. V
primeru celic NCTC2544 je bila slednja ob dodatku AMS36 v primerjavi s kontrolo za
priblizno polovico manjsa, razlika pa je bila statisti¢éno znacilna. V obeh kokulturah je bila
adhezija v gojiS¢u z dodanim AMS36 nekoliko ve¢ja kot pri samih celicah NCTC2544,
vendar Se vedno nizja kot pri kokulturah v obi¢ajnem gojiscu, ¢eprav razlike v nobenem od
teh primerov niso bile statisti¢no znacilne. Adhezija je bila tudi ob dodanem AMS36 zelo

podobna v obeh kokulturah; razlike med njima niso bile statisticno znacilne.
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5.3.6 Vpliv interferona y na adhezijo

Vpliv interferona y na adhezijo prikazuje slika 17. Pri kulturi celic NCTC2544 je dodatek
interferona y v gojis¢e privedel do zmanjSanja adhezije za okrog 30 % v primerjavi z
gojis¢em brez interferona vy, ki pa ni bilo statisticno znacilno. Pri kokulturah je bil u¢inek
ravno obraten, saj smo ob dodatku interferona y pri obeh kokulturah izmerili ve¢jo adhezijo
v primerjavi z gojis¢em brez njega. Povecanje adhezije je bilo vecje pri kokulturi s celicami
Jurkat, vendar razlika pri nobeni kokulturi ni bila statisticno znacilna. Prav tako nismo
ugotovili statisticno znacilnih razlik med obema kokulturama z dodanim interferonom v,
zato pa je bila med kulturami z dodanim interferonom vy adhezija pri kokulturi s celicami

Jurkat statisti¢no znacilno vecja v primerjavi z monokulturo celic NCTC2544.

Vpliv interferona gama na adhezijo

Kokultura

2,00 BINCTC2544
ENCTC2544 +
Turkat
DNCTC2544 +
Turkat-catX
1,50

Adherzija

RPMI:MEM=1:1 RPMI:MEM + INF-gama
Gojiste
Slika 17: Vpliv interferona 7y na hitrost adhezije celic NCTC2544. Rezultati so normalizirani na adhezijo

celic NCTC2544 v zmesi gojis¢ kKMEM in kRPMI v razmerju 1:1. Navpi¢ne ¢rte na stolpcih prikazujejo
standardne deviacije. Statisti¢no znacilna (p<0,05) razlika med vzorcema je oznacena z *.
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5.4 Vsebnost katepsina X v celi¢nih lizatih

Vsebnost katepsina X v lizatih celi¢nih linij NCTC2544, Jurkat in Jurkat-catX prikazuje
slika 18. Najve¢ katepsina X (na mg celokupnih proteinov v lizatu) je vseboval lizat celic
NCTC2544, sledil je lizat celic Jurkat-catX, najmanj katepsina X pa je vseboval lizat celic
Jurkat. Vsebnost katepsina X v vsakem od lizatov se je statistino znacilno razlikovala od

vsebnosti v drugih dveh lizatih.

Vsebnost katepsina X v celi¢nih lizatih
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Slika 18: Vsebnost katepsina X v celi¢nih lizatih. Vsebnost je podana na mg celokupnih proteinov v lizatu.
Navpicne Crte na stolpcih prikazujejo 95 % interval zaupanja. Statisticno znacilne (p<0,05) so bile razlike
med vsemi vzorci, kar je oznageno z *. Prikazano je povpreéje dveh poskusov.

5.5 Aktivnost katepsina X v celi¢nih lizatih

Izmerjeno aktivnost katepsina X, izraZzeno kot delez aktivnosti standarda, prikazuje slika
19. Najvi§jo aktivnost katepsina X je imel lizat celic NCTC2544; njegova aktivnost je bila
statisticno znacilno vecja od aktivnosti katepsina X v drugih dveh lizatih, Kjer je bila za
okrog tretjino niZja. Razlika v aktivnosti katepsina X med lizatoma celic Jurkat in celic
Jurkat s poveCanim izrazanjem katepsina X je bila zelo majhna in ni bila statisti¢no

znacilna.
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Aktivnost katepsina X v celi¢nih lizatih
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Slika 19: Aktivnost katepsina X v celi¢nih lizatih. Prikazane aktivnosti so podane kot delez aktivnosti
standarda aktivnega katepsina X. Navpicne Crte na stolpcih prikazujejo 95 % interval zaupanja. Statisti¢no
znacilne (p<0,05) razlike v aktivnosti med lizatom celic NCTC2544 in lizatoma celic Jurkat ter Jurkat-catX
so oznacene z *. Prikazano je povprecje dveh poskusov.
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6. Razprava

Osnovo nase raziskave je predstavljalo opazovanje interakcije med celicami NCTC2544 in
celicami Jurkat, bodisi preko neposrednega stika v kokulturah bodisi preko kondicioniranih
£0jis¢. Ker smo za obe celi¢ni liniji uporabljali razli¢cno gojis¢e (kMEM in kRPMI), je
izvedba poskusov zahtevala izpostavitev celic NCTC2544 gojis¢u, ki se razlikuje od
njihovega obicajnega gojis¢a. Ker v literaturi nismo nasli podobnih raziskav, smo morali
poskuse.

Osnovni parameter pri tem je bilo prezivetje celic NCTC2544, ki smo ga s testom
viabilnosti izmerili posredno preko njihove metabolne aktivnosti; razmerje med
absorbancama kontrole in vzorca je tako ustrezalo razmerju med Stevilom metabolno
aktivnih celic v kontrolnem gojis¢u in vzorcu. Zaradi razmeroma hitre delitve celic
NCTC2544 v obicajnih pogojih je lahko manjSe Stevilo metabolno aktivnih celic v
primerjavi s kontrolo posledica citotoksi¢nega delovanja prisotnih dejavnikov (v smislu
povzrocitve apoptoze ali nekroze) ali pa zgolj zmanjSanja hitrosti proliferacije v testnem
gojis¢u; mozna je seveda tudi kombinacija obeh pojavov. Nasprotno bi ve¢je izmerjeno
prezivetje v primerjavi s kontrolo lahko pomenilo ugodnejSe pogoje za delitev celic ali
prisotnost dejavnikov, ki dodatno spodbujajo poliferacijo celic.

S testom viabilnosti celic smo najprej preverili, kako na celice NCTC2544 vpliva
zamenjava gojis¢a kKMEM z gojiS¢em kRPMI ali njuno zmesjo v razmerju 1:1. Rezultati so
pokazali, da ima zamenjava osnovnega gojis¢a le razmeroma majhen vpliv na prezivetje, ki
prezivetje najslabse v vmesni ¢asovni tocki (48 h). Zaradi uporabe povprecja treh poskusov
in relativno majhnega odstopanja med meritvami (vsaj v primerjavi z drugimi ¢asovnimi
tockami) je bilo pri gojis¢éu kRPMI manjSe izmerjeno preZivetje najverjetneje odraz
nekoliko slabsih pogojev za rast celic NCTC2544 v tem gojiscu. Pri zmesi gojis¢ kKMEM in
kRPMI o tem zaradi velikih odstopanj med meritvami ne moremo zanesljivo sklepati.
prezivijo dovolj dobro za izvedbo vseh nadaljnjih poskusov, biti pa moramo pazljivi pri
interpretaciji rezultatov po 48-urni inkubaciji. Na podlagi rezultatov smo kot gojisée za
pripravo kokultur v nadaljnjih poskusih izbrali meSanico gojis¢ kKMEM in kRPMI v

razmerju 1:1.
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Naslednji korak je predstavljalo dolocanje prezivetja celic NCTC2544 v kondicioniranih

.....

.....

24 h rastle celice Jurkat oziroma Jurkat-catX, je eden od moznih vzrokov za to upad
koncentracije potrebnih hranil v gojis¢u kRPMI, ki (sploh po 48-urni inkubaciji) ze samo
po sebi za celice NCTC2544 ni enakovredno gojis¢u kMEM. V sploSnem sta za sesalske
celi¢ne kulture najpomembnejsi hranili, katerih koncentracija predstavlja omejujo¢ dejavnik
za rast celic, glukoza in glutamin. (65-67)

Pomemben vpliv na proliferacijo imata tudi njuna metabolita, ki v dovolj visokih
koncentracijah zavirata rast celic: laktat, ki izvira iz nepopolne oksidacije glukoze, in Se
posebej amoniak, Ki nastaja pri metabolizmu glutamina. (68, 69) Poleg tega celice Jurkat v
gojisce izlocajo Stevilne proteine; mozno je, da kateri od njih na celice NCTC2544 delujejo
citotoksi¢no 0ziroma zavirajo njihovo proliferacijo. (70)

Vsi ti dejavniki imajo verjetno dolofeno vlogo pri zmanjSanju prezivetja oziroma

.....
.....
cev v

.....

izrazite po 48 h in 72 h, iz ¢esar lahko sklepamo, da dodatek kljuénih hranil in zmanj$anje
koncentracije metabolitov pomembno izboljsata prezivetje.

Zanimivo je, da ni bilo prakti¢no nobenih statisti¢no znacilnih razlik med kondicioniranima
gojis¢ema celic Jurkat in Jurkat-catX, prav tako pa tudi med njunima zmesema z gojis¢em
kMEM. Povprecno prezivetje se je Se najbolj razlikovalo po 72 h, vendar so zaradi velike
variabilnosti med meritvami verjetnejSi razlog za to slucajne razlike v Stevilu celic na
zacetku eksperimenta kot pa razlika v u¢inku gojiS¢; v prid temu govorijo tudi vecje razlike
gojisce izlo¢enih dejavnikov celic Jurkat in Jurkat-catX nista bistveno razlikovala.
PrezZivetje celic NCTC2544 v kokulturah s celicami Jurkat je bilo manjSe v primerjavi z
gojis¢em kMEM, a vecje od prezivetja v njegovi zmesi s kondicioniranim gojiséem; enako
velja za kokulturo s celicami Jurkat-catX. Zaradi nekoliko nizjih zacetnih S$tevilénih
koncentracij celic Jurkat v primerjavi s pripravo kokultur in uporabe svezega gojisca so bile
celice NCTC2544 pri tem poskusu v povprecju izpostavljene nizjim koncentracijam

dejavnikov in metabolitov, ki so jith v gojiS¢e izloCale celice obeh limfocitnih linij.
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Izmerjeno prezivetje se tako v veliki meri sklada s pricakovanim in nakazuje, da je vpliv
neposredne interakcije celic NCTC2544 s celicami Jurkat v zelo majhen. Prezivetje celic
NCTC2544 je bilo v obeh kokulturah prakti¢no enako, iz ¢esar lahko sklepamo, da med
celicami Jurkat in Jurkat-catX ni bilo pomembnejsih razlik v relevantnih izlo¢enih
dejavnikih in morebitnih interakcijah s celicami NCTC2544, ki bi se odrazale v
spremenjenem Stevilu metabolno aktivnih celic.

Dodatek AMS36 po 24-urni inkubaciji ni zaznavno vplival na prezivetje celic NCTC2544.
Na podlagi tega lahko sklepamo, da je njegova citotoksi¢nost v uporabljeni koncentraciji
dovolj majhna za izvedbo nadaljnjih poskusov. Obenem lahko tudi sklepamo, da vpliv
AMS36 na rezultate teh poskusov ni posledica nespecificne citotoksicnosti, temvec
posledica njegovega specifiénega delovanja kot zaviralca katepsina X. (17)

Glede na izmerjeno 25 odstotkov manj$e prezivetje v primerjavi s kontrolo je imel
interferon y v uporabljeni koncentraciji opazen vpliv ze po 24 h, v kasnejSih ¢asovnih
toCkah pa je bil ta u¢inek Se bolj izrazit. Njegov vpliv je bil opazen tudi v drugih poskusih
bilo ve¢ mogoce najti zivih celic. Nasa opazanja se dobro ujemajo s podatki iz literature,
kjer so porocali o povecani apoptozi keratinocitov v prisotnosti INF-y, ki je bila $e posebej
izrazita po 48 h. (71) Vzrok zanjo je indukcija izrazanja liganda Fas pod vplivom INF-y na
keratinocitih, ki sicer konstitutivno izraZajo njegov receptor Fas, njuna povezava pa sprozi
proces apoptoze. (71-73) Zaradi potrjenega citotoksi¢nega delovanja INF-y smo zato pri
njegov ucinek pa upostevali pri interpretaciji njihovih rezultatov.

Detekcija LFA-1 in katepsina X s konfokalno mikroskopijo v celicah NCTC2544 pomeni,
da sta bila oba proteina v celicah prisotna v znatnih koli¢inah. Zanimivo je, da sta se oba
proteina nahajala prakticno po celotni celici (z izjemo jedra), najverjetneje v veziklih, na
kar nakazuje njuno bolj ali manj zrnato obarvanje. Glede na to, da je LFA-1 membranski
protein, bi pricakovali, da se bo v ve¢ji meri nahajal v podro¢ju celicne membrane, Cesar pa
v veliki ve¢ini primerov nismo zasledili. Razlog za detekcijo LFA-1 v notranjosti celice
lahko 18¢emo v recikliranju membranskih proteinov s povrSine celice v njeno notranjost in
nazaj. Znano je, da ta proces poteka tudi z LFA-1. (74) Prav tako nismo opazili nabiranja
oznacenih proteinov v podroc¢ju celi¢nih stikov, kar nakazuje, da LFA-1 najverjetneje nima
pomembnejSe vloge pri interakcijah med samimi celicami NCTC2544. V splosnem sta

LFA-1 in katepsin X izkazovala visoko stopnjo kolokalizacije, kar pomeni, da lahko tudi v
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celicah NCTC2544 prihaja do cepitve LFA-1, ¢e se katepsin X, ki ga izrazajo, nahaja v
ustrezno aktivni obliki.

Glede na to moZnost cepitve se ponuja vprasanje, kaksen vpliv ima na celice NCTC2544
zaviranje delovanja katepsina X. Fotografije preparatov z dodanim AMS36 nakazujejo, da
se vzorec razporeditve oznaCenih proteinov vecinoma ohrani, z dvema izjemama. Za
opazena podroc¢ja brez katepsina X je tezko najti razlago, ki bi vkljuCevala zaviranje
katepsina X; najverjetneje so ta podrocja vsaj delno odraz bolj splos¢ene morfologije in
posledicno manjSe debeline opazovanih celic. IzrazitejSe koncentriranje zrnc z visjo
intenziteto fluorescence LFA-1 v dolocenem predelu celice bi teoreticno lahko bilo
posledica spremenjene aktivnosti katepsina X, saj cepitev C-kon¢nih aminokislin LFA-1
vpliva na vezavo talina in a-aktinina; spremenjena vezava teh ali drugih citoplazemskih
pomoznih proteinov bi lahko vplivala na zdruzevanje LFA-1 v gruce. (13, 34) Prav tako pa
je tudi tu mozno, da gre zgolj za artefakt, ki je nastal med pripravo preparatov.

Vzorec razporeditve LFA-1 in katepsina X v celicah NCTC2544 je v primerjavi s kulturo
samih NCTC2544 ostal bolj ali manj nespremenjen tudi v obeh kokulturah, kar nakazuje,
da morebitne interakcije z nobeno od limfocitnih linij nanj niso imele bistvenega vpliva.
Prav tako je bil tu nezaznaven vpliv AMS36, kar pod vprasaj postavlja njegov ucinek v
monokulturi. Glede na fotografije celice Jurkat in Jurkat-catX bi lahko sklepali, da sta bila
razmerje med katepsinom X in LFA-1 ter njuna razporeditev nekoliko drugac¢na kot pri
celicah NCTC2544, vendar tudi tu ne moremo potrditi, da bi se oba proteina preferencno
nahajala v obmocjih celi¢nih stikov s celicami NCTC2544. Morebitnih razlik med celicami
Jurkat in Jurkar-catX pri tem nismo mogli potrditi.

Sklepanje trdnih zaklju€kov pri tem obcutno oteZzuje majhno Stevilo celic Jurkat in
Jurkat-catX v preparatih. Pri pripravi preparatov s kokulturami smo uporabili obicajen
postopek za adhezijske celicne kulture, ker so nas v prvi vrsti zanimale celice Jurkat, ki so
se adherirale na celice NCTC2544. Pregled preparatov pod svetlobnim mikroskopom med
postopkom priprave je potrdil naSa pricakovanja, da bodo te celice ostale adherirane,
vendar se v nadaljevanju postopka kljub previdnemu spiranju, kot kaze, niso dobro fiksirale
na povrsino stekelca, zato jih je v kon¢nem preparatu ostalo zelo malo.

Drug mozen problem predstavlja identifikacija celic v preparatih. Ker nismo uporabili
posebnih oznadevalcev za eno ali drugo celi¢no linijo, smo celice v kokulturi lahko
identificirali izklju¢no na podlagi velikosti in morfologije. Majhne (s premerom okrog

10 um) sferi¢ne celice so bile celice Jurkat (ali Jurkat-catX), velike (> 20 pm) in splosc¢ene
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ali vretenaste celice pa NCTC2544. Tezavo lahko predstavljajo aktivirane celice Jurkat
zaradi svoje bolj podolgovate morfologije in sferi¢ne celice NCTC2544. V obeh primerih bi
velikost celice ostala dodaten kriterij za identifikacijo, ki pa v primeru sfericnih celic
NCTC2544 ni popolnoma nedvoumen, saj smo med gojenjem celic Jurkat in Jurkat-catX
pri mikroskopskem pregledu kulture obéasno opazili tudi veje celice. Za razliko od
aktiviranih celic Jurkat, ki jih v preparatih prakti¢no ni bilo opaziti, so bile sferi¢ne celice s
premerom okrog 20 pm v kokulturah dovolj pogoste, da so Se nekoliko otezile
interpretacijo rezultatov. Glede na naStete dejavnike zato ne moremo nedvoumno potrditi
ali ovreCi vloge katepsina X in LFA-1 pri neposredni interakciji celic Jurkat s celicami
NCTC2544.

Rezultati kazejo, da so celice NCTC2544 v obicajnih pogojih izrazale zelo majhne, a
vendar zaznavne koli¢ine ICAM-1. Vzorec razporeditve fluorescence po celici nakazuje, da
se je vecina ICAM-1 nahajala v podrocju celicne membrane. Dodatek INF-y v gojisce je
bistveno povecal izrazanje ICAM-1 na celicah NCTC2544, kar se sklada s podatki iz
literature. (45) Glede na rezultate dodatek INF-y ni vplival na izrazanje in razporeditev
LFA-1.

Fotografije preparatov s kokulturami kazejo, da celice NCTC2544 tudi ob prisotnosti celic
Jurkat brez dodatka eksogenega INF-y izrazajo komaj zaznavne koli¢ine ICAM-1, enako
kot v monokulturi. 1z tega lahko sklepamo, da celice Jurkat v danih pogojih ne izlo¢ajo
dovolj INF-y ali drugih dejavnikov, ki bi inducirali izrazanje ICAM-1 na celicah
NCTC2544. Po drugi strani pa lahko z nizkimi nivoji izrazanja ICAM-1 na celicah
NCTC2544 vsaj delno pojasnimo odsotnost zbiranja LFA-1 v celiénih stikih med celicami
NCTC2544 in Jurkat v prejSnjih poskusih. Podobno lahko sklepamo tudi za kokulturo s
celicami Jurkat-catX, kjer so bile celice NCTC2544 med inkubacijo prav tako izpostavljene
limfocitom, ¢eprav smo jih nato pri mikroskopiji opazili zelo malo.

Porast izrazanja ICAM-1 na celicah NCTC2544 ob dodatku INF-y je ostal enak tudi v
kokulturah, zato prisotnost limfocitov zelo verjetno ni imela pomembnejSega vpliva na ta
proces. Zanimivo je, da je bilo ob dodatku INF-y v preparatih kokultur v nekaterih primerih
opaziti tudi manj izrazit, a vendar opazen porast izrazanja ICAM-1 tudi na celicah Jurkat,
kar se ujema z rezultati podobnih objavljenih raziskav na (spominskih) limfocitih T. (75)
Kolokalizacija LFA-1 in ICAM-1 v celi¢nih stikih med celicami Jurkat in NCTC2544
potrjuje, da interakcija med njimi v prisotnosti INF-y poteka tudi preko povezave med tema

dvema proteinoma, kar je v skladu z objavljenimi podatki o adheziji limfocitov T na
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keratinocite. (46) Kljub temu ohranitev sfericne morfologije in razmeroma enakomerne
razporeditve LFA-1 ne govorita v prid spremembam v celicah Jurkat kot posledicam
interakcije s celicami NCTC2544.

Taksne spremembe bi sicer bolj pricakovali pri celicah Jurkat-catX, ki so v poskusih drugih
avtorjev ze izkazale spontane morfoloske spremembe ob stiku z ICAM-1. (24) Zal zaradi Ze
opisanih tezav pri pripravi preparatov s kokulturami ni bilo mogoce pridobiti ustreznega
Stevila celic Jurkat-catX, zato njihove interakcije s celicami NCTC2544 v prisotnost INF-y
nismo mogli ustrezno vizualizirati. Vseeno pa odsotnost vec¢jega Stevila celic Jurkat-catX v
preparatih bolj govori v prid predpostavki, da do tak$nih sprememb ni prislo niti pri celicah
Jurkat-catX, saj bi ob morfoloskih spremembah moralo priti tudi do mo¢ne adhezije na
celice NCTC2544, kar bi pomenilo, da bi celice Jurkat-catX bolj verjetno ostale v

preparatu.

Glede na rezultate konfokalne mikroskopije tako ne moremo potrditi ali ovre¢i vpliva
katepsina X na interakcijo celic Jurkat s celicami NCTC2544 preko LFA-1/ICAM-1. Ne
glede na to pa rezultati potrjujejo, da je zanjo potreben dodatek INF-y, ki smo ga zato
uporabili pri nadaljnjih eksperimentih. Ker je INF-y tudi sicer prisoten v vneti kozi pri
luskavici, njegov dodatek ne spremeni bistveno relevantnosti eksperimentalnega modela.
(57)

Za meritev adhezije celic NCTC2544 smo se odlocili na podlagi spremenjene morfologije
celice rasle pri vecji gostoti kot pri pripravi preparatov za konfokalno mikroskopijo. Kot
merilo adhezije smo uporabili naklon zafetnega dela krivulje, da bi se izognili vplivu
Stevilo bioloskih ponovitev, kar je bil razlog za precej nizko mo¢ uporabljenih statisticnih
testov. Posledica tega je bila precej otezena interpretacija rezultatov, saj smo le pri redkih

vzorcih uspeli dokazati statisti¢no znacilnost razlik v izmerjeni adheziji.

Uspesna izvedba testa adhezije zahteva dovolj dobro adhezijo testiranih celic na povrsino
testne ploScice. Da bi ovrednotili potrebo po uporabi dodatnega proteina, ki bi omogoc¢il
adhezijo celic, smo izmerili adhezijo celic NCTC2544 na povrsino testne ploscice,
prevlec¢eno s fibronektinom, v primerjavi z adhezijo na plasti¢no povrSino samo. Rezultati
kazejo, da je bila adhezija na povrSino s fibronektinom sicer nekoliko ve¢ja, vendar so se

celice tudi na povrsino brez fibronektina dobro pritrdile. Dobro adhezijo celic NCTC2544
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na plasticne povrsSine posodic za gojenje celic in testnih plos¢ic smo opazili tudi pri
predhodnem delu, zato smo se na podlagi rezultatov odlocili za izvedbo nadaljnjih

poskusov brez uporabe fibronektina, kar je precej poenostavilo njihovo izvedbo.

Za uspesno izvedbo in pravilno interpretacijo nadaljnjih poskusov je bilo tudi pri testih
adhezije potrebno ovrednotiti morebiten vpliv zamenjave gojisca. Rezultati so pokazali
precejSnje razlike v adheziji med gojis¢éem kKMEM, gojis¢em kKRPMI in njuno zmesjo, ki pa
zaradi majhnih vzorcev in precej$nje variabilnosti niso bile statistiéno znacilne. Zanimivo
kRPMI. Ne glede na to pomembnejsega vpliva gojis¢a ne moremo izkljuciti, in Ceprav je
adhezija ob zamenjavi gojis¢a v vsakem primeru $e vedno bila ve¢ kot zadovoljiva za
izvedbo nadaljnjih poskusov, je ta vpliv potrebno ustrezno upoStevati pri interpretaciji

njihovih rezultatov.

Rezultati kazejo na precej$njo razliko v adheziji med kondicioniranim gojis¢em celic Jurkat
in Jurkat-catX, ki pa zaradi majhnega vzorca ni bila statisticno znacilna. Glede na to tako
obstaja moznost, da dejavniki v kondicioniranem gojis¢u celic Jurkat-catX bolj spodbujajo
adhezijo celic NCTC2544 v primerjavi s kondicioniranim gojis¢em celic Jurkat (in
gojis¢em kMEM), vendar tega ne moremo z gotovostjo potrditi, Se posebej, ker se

.....

poskusov.

Da bi se izognili morebitnim vplivom razliénih gojiS¢, smo pri ugotavljanju vpliva
prisotnosti celic Jurkat oziroma Jurkat-catX na adhezijo celic NCTC2544 kot kontrolo
uporabili kulturo celic NCTC2544 v zmesi gojis¢ kKMEM in kRPMI. Povpre¢na adhezija v
obeh kokulturah je bila manjSa v primerjavi s kontrolo, a razlika ni bila statisti¢no znacilna.
Mozna razlaga za manjSo adhezijo bi lahko bila ve¢ja zasedenost povrSinskih receptorjev
na celicah NCTC2544 ob vezavi limfocitov. Ne glede na precejsnjo variabilnost v enem od
vzorcev je bila adhezija v obeh kokulturah zelo podobna, zato vpliva izraZzanja katepsina X

v limfocitih na adhezijo celic NCTC2544 ne moremo potrditi. To vzbuja tudi senco dvoma

.....

.....

3 h pri kokulturah) ne izkljucuje popolnoma.

V nadaljevanju smo Zzeleli preveriti, kako na adhezijo vpliva dodatno povecana ali

zmanjsana aktivnost katepsina X. V ta namen smo v gojis¢e kulture NCTC2544 in obeh
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kokultur dodali eksogeni rekombinantni katepsin X oziroma njegov inhibitor AMS36.
Znano je, da nekatere celice izloCajo katepsin X, prav tako pa lahko v dolo¢enih primerih
pride do njegove internalizacije. (76) Predpostavili smo, da bo do tega prislo tudi v naSem
modelu, povecana koncentracija in posledi¢no aktivnost katepsina X pa bo privedla do
cepitve citoplazemskega repa LFA-1 in povecanja njegove afinitete, kot se to zgodi pri
povecani aktivnosti endogenega katepsina X. (13) Posledicno smo pricakovali moc¢nejSo

adhezijo, medtem ko naj bi bil u¢inek AMS36 obraten.

Rezultati so pokazali, da je bil uCinek dodanega katepsina X ravno nasproten, saj je prislo
do upada adhezije. Najverjetneje je dodani katepsin X veCinoma ostal zunaj celic, kjer je
pod njegovim vplivom potekla delna razgradnja povrSinskih adhezijskih molekul s
proteolizo. Zanimivo je, da se ne glede na statisticne omejitve zaradi majhnih vzorcev zdi,
da je bil vpliv katepsina X precej manjsi v kokulturah. O razlogih za to je tezko sklepati,
mozno pa je, da je zaradi prisotnosti celic Jurkat oziroma Jurkat-catX in njihovih
povrsinskih molekul prislo do tekmovanja za encim, kar bi pomenilo pocasnejso razgradnjo

povrsinskih molekul celic NCTC2544.

Ucinek AMS36 se je bolje ujemal s pri¢akovanji, saj je ob njegovem dodatku dejansko
prislo do upada adhezije, ki bi ga pri¢akovali pri zaviranju cepitve LFA-1 in posledicnem
zmanjs$anju njegove afinitete. Tudi tu je bil upad bistveno bolj izrazit v monokulturi celic
NCTC2544 kot v kokulturah, kar je s predlaganim modelom teZko razloziti. Razlike med
kokulturama s celicami Jurkat in celicami Jurkat-catX so bile zelo majhne tako pri dodatku
katepsina X kot dodatku AMS36, zato vpliva aktivnosti katepsina X v celicah Jurkat ne

moremo potrditi.

Da bi izmerili adhezijo v prisotnosti INF-y, smo v poskusu poleg njegovega dodatka v
gojis¢e za testne vzorce uporabili celice NCTC2544, ki so bile predhodno 24 h
izpostavljene INF-v, saj bi sicer bile z njim v stiku precej kratek Cas, ki verjetno ne bi bil
dovolj dolg, da bi se njegovi uc¢inki na izrazanje ICAM-1 polno izrazili. (45) Za kontrolne

vzorce smo ohranili obi¢ajne celice NCTC2544.

V prisotnosti INF-y se je adhezija celic NCTC2544 zmanjsala, v kokulturah pa povecala do
te mere, da je bila v prisotnosti INF-y v kokulturi s celicami Jurkat statisti¢cno znacilno
vecja kot v monokulturi. Tako razlicnih u€inkov INF-y ne moremo razloziti zgolj z
enostavnim ucinkom INF-y na zmanjSanje ali zveCanje aktivnosti, saj gre o€itno za

kompleksnejSo interakcijo, na katero moramo gledati z dveh strani. Po eni strani INF-y na
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adhezijo vpliva razlicno v prisotnosti in odsotnosti celic Jurkat in Jurkat-catX, po drugi
strani pa ima prisotnost celic limfocitnih linij drugaen vpliv v prisotnosti INF-y.
NajverjetnejSa se tako zdi razlaga, da INF-y sam po sebi zmanjSa adhezijo celic
NCTC2544. Mozen razlog za to bi lahko bilo tekmovanje z vezavo na druge celice
NCTC2544 zaradi vecjih koli¢in ICAM-1 na njihovi povrsini, Saj je glede na rezultate
konfokalne mikroskopije tudi na celicah NCTC2544 prisotnega precej LFA-1. Lahko gre
pri tem tudi za povsem drugaCen mehanizem, pri ¢emer pa se pomembnejSi vpliv
citotoksi¢nosti INF-y ne zdi verjeten zaradi enakega zacCetnega Stevila celic NCTC2544 v

vseh vzorcih in kratkega kontaktnega Casa.

Vpliv celic Jurkat in Jurkat-catX na povecano adhezijo v prisotnosti INF-y bi lahko bil
posledica interakcije limfocitov s celicami NCTC2544 preko LFA-1 in ICAM-1. Ker je
ICAM-1 sposoben prenosa signalov, njegova vezava na ligande pa lahko med drugim
privede do reorganizacije aktinskega citoskeleta, bi to lahko privedlo do opazenih razlik v
hitrosti adhezije. (62, 77-79) Drug mozen mehanizem za ucinek limfocitov bi lahko
predstavljali citokini in drugi mediatorji, izlo¢eni kot posledica prisotnosti INF-y, vezave na
celice NCTC2544 in morebitne aktivacije celic Jurkat, na katero nakazujejo izrazite
morfoloske spremembe celic Jurkat-catX ob stiku z ICAM-1 v poskusih drugih avtorjev.
(23, 24)

Tezavo pri tem predstavlja dejstvo, da bi zaradi vecje aktivnosti katepsina X in posledi¢no
vecje afinitete LFA-1 pri¢akovali, da bo ucinek po obeh mehanizmih ve¢ji v primeru celic
Jurkat-catX, ¢esar pa rezultati niso potrdili. Glede na izmerjeno adhezijo v kokulturah bi
namre¢ lahko kve¢jemu sklepali, da je vpliv vi§je aktivnosti katepsina X na adhezijo
zaviralen. Odprto ostaja tudi vprasanje, kako bi v odsotnosti drugih signalov prislo do
aktivacije LFA-1, $e posebej pri celicah Jurkat. Ce k temu dodamo e pomanjkanje
zanesljivin podatkov o vezavi celic Jurkat-catX v prisotnosti INF-y iz konfokalne
mikroskopije, je vpliv kokultur tezko razloziti, Ceprav je glede na rezultate nedvomno

prisoten.

Da bi pojasnili pomanjkanje znacilnih razlik med linijama Jurkat in Jurkat-catX, smo se
odlocili preveriti vsebnost in aktivnost katepsina X v lizatih vseh treh uporabljenih celi¢nih
linij. 1zmerjena visoka vsebnost katepsina X v lizatu celic NCTC2544 nas je precej
presenetila. Glede na rezultate konfokalne mikroskopije smo pricakovali prisotnost znatnih

koli¢in katepsina X, nismo pa pricakovali tako izrazite razlike v primerjavi z obema
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limfocitnima linijama, ki toliko bolj bode v o¢i, ker po objavljenih podatkih ni znano, da bi
se katepsin X v pomembnejSih koliCinah izrazal v keratinocitih. (4) Glede na njegovo
izrazanje v nekaterih tumorjih lahko tako sklepamo, da je izrazanje katepsina X pri celicah
NCTC2544 ena od sprememb, do katerih je prislo pri transformaciji v kontinuirano celi¢no

linijo. (7, 8)

Drug presenetljiv podatek predstavlja razlika med vsebnostjo katepsina X v lizatih celic
Jurkat in Jurkat-catX. Ceprav so glede na rezultate celice Jurkat-catX izrazale veé¢ kot
dvakrat veC katepsina X kot celice Jurkat, je bila razlika vseeno precej manjSa od
pricakovane 24-kratne. (24) Variabilnost med meritvami je bila dovolj nizka, da lahko z
veliko gotovostjo trdimo, da ne gre zgolj za slucajno napako pri meritvah, zato moramo
razloge iskati v celicah samih. Glede na to, da je od prvotne transfekcije celic Jurkat-catX
minilo precej casa, v katerem so tekom naSega in predhodnega dela bile veckrat
subkultivirane, je lahko v tem Casu prislo do postopnega zmanjSanja izrazanja katepsina X
v dolo¢enem delezu celic Jurkat-catX. Druga moznost, ki je kljub izjemni pazljivosti pri
delu s celicami ne moremo povsem izkljuciti, je, da je tekom nasega ali predhodnega dela s
celicami prislo do navzkrizne kontaminacije med celi¢nima linijjama. Ne glede na vzrok za
manj$o razliko v vsebnosti katepsina X pa rezultati kazejo na zelo verjetno anomalijo v

uporabljenih celi¢nih linijah.

Glede na veliko razliko v vsebnosti katepsina X ni presenteljivo, da je bila tudi njegova
aktivnost statisti¢no znacCilno vecja v lizatih celic NCTC2544 v primerjavi z obema
limfocitnima linijama. Morda nekoliko bolj preseneca dejstvo, da je bila razlika v
aktivnostih bistveno manjSa od razlike v vsebnosti katepsina X, kar pomeni, da je katepsin
X v celicah NCTC2544 v povprecju veliko manj aktiven v primerjavi s katepsinom X v
celicah Jurkat. O vzrokih za to lahko zgolj ugibamo, kot mozna razlaga pa se ponujata
njegova pomanjkljiva aktivacija z drugimi peptidazami, zaradi katere bi vecina katepsina X
ostala v obliki neaktivnega prokatepsina X, ter spremenjena struktura zaradi mutacij gena

ali napa¢nega zvitja. (9)

Kljub majhnemu delezu aktivnega katepsina X je njegova aktivnost v celicah NCTC2544
vendarle znatna, kak$na je njegova funkcija v njih, pa ni znano. Delno lahko nanjo
sklepamo iz vpliva AMS36, ki je privedel do zmanj$ane adhezije in dolo¢enih sprememb v
razporeditvi LFA-1. Zanimivo je, da je v obeh primerih ucinek AMS36 skoraj izginil v

prisotnosti celic Jurkat in Jurkat-catX, kar nekoliko zamegli sliko, vseeno pa bi to lahko
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pomenilo, da katepsin X tudi v celicah NCTC2544 med drugim uravnava afiniteto LFA-1.

Za aktivnost katepsina X v lizatih obeh limfocitnih linij smo glede na podatke iz literature
pri¢akovali, da bo aktivnost katepsina X v lizatu celic Jurkat-catX okrog 2,3-krat ve¢ja od
aktivnosti v lizatu celic Jurkat. (24) Glede na rezultate je bila morebitna razlika med
linijama premajhna, da bi jo lahko statisticno dokazali, kar potrjuje ugotovitev o anomaliji v
celi¢nih linjjah iz prejSnje tocke. Izmerjena aktivnost katepsina X je pravzaprav Se bolj
relevanten podatek od njegove vsebnosti, ker bolj natan¢no odraza dejansko sposobnost
prisotnega katepsina X za cepitev substratov. Ker smo meritev izvedli ob zakljucku
eksperimentalnega dela, ne moremo vedeti, kdaj to¢no je prislo do izenalitve aktivnosti
med limfocitnima linijama. Ne glede na to pa zanemarljiva razlika v aktivnosti katepsina X
pojasni, zakaj pri veliki vec¢ini poskusov nismo zaznali pomembnejSih razlik med celicami
Jurkat in Jurkat-catX, ki bi se morale izraziti kot posledica visje aktivnosti katepsina X v
eni izmed linij.

Pri tem se poraja zanimivo vprasanje, zakaj o¢itnih znakov povisane aktivnosti katepsina X
na ravni posameznih celic nismo opazili pri nobeni od njiju. Ce bi bila zmanjsana razlika v
vsebnosti in aktivnosti katepsina X res samo posledica navzkrizne kontaminacije, bi
pri¢akovali, da bodo v vzorcih kokultur z obema linijama prisotne celice Jurkat-catX, ki
bodo ob stiku z ICAM-1 na celicah NCTC2544 izkazovale morfoloske spremembe Kot v
poskusih drugih avtorjev, esar pa nismo opazili. (23, 24) Ceprav je moZen vzrok za to
majhno Stevilo limfocitov v preparatih, ta ugotovitev do neke mere podpira teorijo, da je
priSlo do sprememb v aktivnosti katepsina X tudi na ravni posameznih celic, ki je bila kot

kaze premajhna, da bi se njene posledice polno izrazile.
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7. Zakljuki

Z nasim delom smo potrdili, da enako kot pri limfocitih T in primarnih keratinocitih v kozi
tudi interakcija med celicami Jurkat in celicami NCTC2544 v nasem eksperimentalnem
modelu poteka preko povezave receptorja LFA-1 z adhezijsko molekulo ICAM-1, vendar v
pomembnejSem obsegu le ob predhodni izpostavitvi celic NCTC2544 eksogenemu
interferonu y. Same celice Jurkat ga v obicajnih pogojih izlo¢ajo premalo, zato njihova
prisotnost in adhezija na celice NCTC2544 ne vplivata pomembneje na njihovo
proliferacijo, morfologijo in sposobnost adhezije na podlago, medtem ko v prisotnosti

interferona vy celice Jurkat bistveno povecajo sposobnost adhezije celic NCTC2544.

Jasnega vpliva katepsina X na interakcijo celic Jurkat s celicami NCTC2544 nismo mogli
potrditi pri nobenem od izvedenih poskusov. Kokulturi s celicami Jurkat in celicami
Jurkat-catX se nista pomembno razlikovali ne v prezivetju oziroma proliferaciji celic
NCTC2544 in njihovi adheziji niti v razporeditvi LFA-1 in katepsina X po celicah ter njuni
kolokalizaciji. Glavni razlog za to je bila najverjetneje premajhna razlika v aktivnosti

katepsina X med uporabljenima limfocitnima linijama, kar smo kasneje tudi sami pokazali.

Nekoliko presenetljivo smo ugotovili, da tudi celice NCTC2544 izrazajo razmeroma velike
koli¢ine katepsina X, ki je vsaj delno tudi aktiven, zato ni izkljuceno, da ima tudi v tej
celiéni liniji pomembno vlogo. Dolo€en vpliv njegovega inhibitorja AMS36 na adhezijo in
razporeditev katepsina X in LFA-1 po celici govori v prid tej moznosti, vendar bodo za

dokon¢no razjasnitev njegove funkcije potrebne nadaljnje raziskave.

7.1 Omejitve raziskave in predlogi za nadaljnje raziskave

Glede na to, da nismo uspeli v celoti potrditi ali ovreci hipoteze o vplivu katepsina X, lahko
nase raziskovalno delo morda najbolje oznacimo kot preliminarno raziskavo. Njene
omejitve izhajajo predvsem iz uporabljenih metod in celi¢nih linij ter nekaterih tezav, ki
smo jih opazili pri delu z njimi. Njihova nadgradnja lahko predstavlja osnovo za nadaljnje

delo na tem podrocju.

Uporabljeni testi prezivetja zaradi razmeroma hitre delitve celic NCTC2544 denimo ne
razlikujejo med citotoksi¢nimi ucinki in zaviranjem proliferacije, zato bi lahko dodatne
informacije o hitrosti proliferacije celic NCTC2544 dobili preko merjenja Stevila celi¢nih

delitev s pretocno citometrijo. Majhni vzorci celic Jurkat in Se posebej Jurkat-catX v
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preparatih s kokulturami otezujejo pridobivanje jasne slike o dogajanju na celi¢ni ravni,
zato bi preparate s kokulturami lahko poskusili pripraviti Se po postopku za suspenzijske
celice, ki vkljuCuje vmesno centrifugiranje. Majhna moc¢ statisticnih testov je bila
problemati¢na tudi pri testih adhezije, kjer smo zaradi omejenih sredstev izvedli manj
bioloskih ponovitev. Pri nadaljnjem delu bi zato bilo smiselno uporabiti ve¢ bioloskih
ponovitev, pri tem pa se osredotoCiti samo na nekatere najbolj relevantne vzorce, na primer
vpliv obeh kokultur v prisotnosti INF-y. Z dodatkom INF-y bi bilo zanimivo ponoviti $e
nekatere druge poskuse, ki jih tekom naSega dela nismo uspeli, na primer izmeriti hitrost

proliferacije celic NCTC2544 v kokulturah s celicami Jurkat ob prisotnosti INF-y.

Najvecjo omejitev nase raziskave nedvomno predstavlja majhna razlika v aktivnosti
katepsina X med obema limfocitnima linijama. Najbolje bi bilo zato pri nadaljnjem delu
ponovno pridobiti celice Jurkat divjega tipa iz celi¢ne banke, celice Jurkat-catX pa ponovno
pripraviti s postopkom transfekcije s plazmidom, ki nosi genski zapis za katepsin X.
Izrazanje katepsina X bi, ¢eprav naj bi bilo stabilno, tudi tekom dela s celicami bilo

priporocljivo veckrat preveriti.

PrecejSnjo neznanko predstavlja vloga katepsina X v celicah NCTC2544. Z uporabo
kontrolnih poskusov z dodanim AMS36 smo lahko njegov vpliv na rezultate drugih
poskusov omejili, vseeno pa bi se lahko temu vplivu najbolj zanesljivo izognili z uporabo
drugih podobnih celi¢nih linij, kot je na primer linija HaCat, v primeru da te izraZzajo manj
katepsina X. Tudi sicer pa bi v nadaljevanju bilo smiselno poskuse ponoviti Se z uporabo
primarnih keratinocitov, ker predstavljajo najbolj relevanten mozen celi¢ni model za

modeliranje procesov v koZznem tkivu.
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