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OKRAJSAVE

A absorbanca

Ab protitelo (» Antibody«)

Abz orto-aminobenzojska kislina

Ag antigen

AK aminokisline

BSA goveji serumski albumin (»Bovine serum albumin«)

Ck kon¢na molarna koncentracija

Da iizalton, enota relativne molekulske mase (1Da = 1/12 teze ogljikovega izotopa

0

DMEM Eaglovo gojisce, modificirano po Dulbeccu

Dnp 2,4-dinitrofenil

DTT ditiotreitol — redoks reagent

EAB aktivacijski pufer (»Enzyme activation buffer«)

ECM zunajceli¢ni matriks

EDTA etilendiaminotetraocetna kislina

EGF epidermalni rastni dejavnik

EGF-R receptor za epidermalni rastni dejavnik

ELISA imunsko-encimski test na trdni podlagi (»Enzyme-linked immunosorbent
assay«)

FAK fokalna adhezijska kinaza (»focal adhesion kinase«)

FCS tele¢ji fetalni serum

HRP hrenova peroksidaza (»horse-radish peroxidase«)

HUVEC | c¢loveska endotelna celica popkovne vene (»human umbilical vein endothelial
cell«)

ICAM-1 | medceli¢na adhezijska molekula-1

Ig imunoglobulin

LFA-1 antigen, povezan z limfocitno funkcijo-1 (»lymphocyte function-associated
antigen-1«)

mAb monoklonsko protitelo (»monoclonal antibody«)

MAC-1 makrofagni antigen-1

MEM minimalno esencialno Eaglovo gojisce

min minuta

MTPI12 gojis¢ne ploscice z 12 vdolbinicami

MTP24 gojis¢ne ploscice z 24 vdolbinicami

Mw molekulska masa

II




n.d.

ni dolo¢eno

NF-xB jedrni transkripcijski dejavnik kB (»nuclear factor k-light-chain-enhancer of
activated B cells«)

PBS fosfatni pufer z dodatkom NaCl (»phosphate buffered saline«)

PFA paraformaldehid

PI-3 fosfatidilinozitol-3-kinaza

kinaza

PIP; fosfatidilinozitol (3,4,5)-trisfosfat

PKB/Akt |proteinska kinaza B

PMA forbol 12-miristat 13-acetat forbolni ester, tumorski promotor

RPMI gojisce, imenovano po Roswell Park Memorial Institutu

TMB 3,37,5,5 -tetrametil-benzidin

Tris 2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol (C4H;NO3)

uv ultravijoli¢na svetloba

Tk kon¢na masna koncentracija

vV




POVZETEK

Lizosomska cisteinska proteaza katepsin X je v visokih koncentracijah prisotna v celicah
Cloveskega adenokarcinoma prostate (PC3), vendar njegova vloga v njih Se ni poznana. V
diplomskem delu smo najprej poskusali identificirati tarce, s katerimi bi katepsin X v
celicah PC3 lahko interagiral, in ugotoviti prisotnost in razporeditev (pro)katepsina X, tako
v celicah PC3, kot na njihovi povrsini. Prav tako smo Zeleli okarakterizirati prokatepsin X,
zlasti njegovo proregijo, ki tvori kovalentno vez s cisteinom aktivnega mesta. Zanimalo
nas je, ¢e lahko aktiviramo prokatepsin X, ne da bi kovalentno odcepili njegovo proregijo,
in ¢e odcepljena proregija Se vedno deluje inhibitorno na katepsin X.

Pri delu smo uporabljali monoklonsko protitelo 2F12, ki prepoznava katepsin X, in mAb
3B10, ki prepoznava (pro)katepsin X. Protitelo 2F12 smo v ta namen izolirali in oc¢istili iz
hibridomske celi¢ne linije s pomocjo afinitetne kromatografije. Pri delu smo uporabljali
fluorescen¢no mikroskopijo, test ELISA, pretocno citometrijo ter doloCanje encimske
aktivnosti s specificnim substratom za katepsin X.

Ugotovljeno je bilo, da celice PC3 tvorijo zacasne izrastke, imenovane psevdopodiji, in da
se na njihovih konicah (PILS) v obliki prstana nahajajo zrna s katepsinom X, ki se
kolokalizirajo z integrini 2 oz. 3. Po dodatku prokatepsina X v rastno gojisce se le-ta
vezZe na povrsino celic PC3, vezava pa se s casom Se povecuje, kar potrjuje prisotnost tarce
(najverjetneje integrina B3) na plazemski membrani celic PC3. Dodatek forbolnega estra
PMA poveca prisotnost (pro)katepsina X na povrsini celic, medtem ko signalna pot, ki jo
sproza epidermalni rastni dejavnik (EGF) ne vpliva na prisotnost (pro)katepsina X na
povrsini celic PC3. Glede na lokalizacijo na plazemski membrani, bi katepsin X lahko imel
pomembno vlogo pri medcelicni komunikaciji, adheziji in invazivnosti celic
adenokarcinoma prostate.

Studija zadetnega dela proregije prokatepsina X je pokazala, da je proregija epitop, ki ga
prepoznava protitelo 3B10. Zacetni del proregije v obliki peptida s 15 aminokislinami
deluje inhibitorno na katepsin X, njegovo inhibitorno delovanje pa zmanjSuje prisotnost
reducenta DTT, ki preprecuje, da bi se med peptidom in aktivnim mestom tvorila
disulfidna vez. Reducent DTT, prisoten v aktivacijskem pufru, lahko aktivira prokatepsin

X.



ABSTRACT

The lysosomal cysteine protease cathepsin X is present in high concentrations in human
prostatic adenocarcinoma cells (PC3). Role of cathepsin X in PC3 cells is still unknown. In
the present work, we first tried to identify the potential targets for cathepsin X in the PC3
cells and characterised the presence and localisation of (pro)cathepsin X inside and on the
surface of PC3 cells. At the same time, we tried to characterise procathepsin X, especially
its proregion, that forms a covalent bond with the cysteine residue in the active site of the
inactive enzyme. We were interested in activating cathepsin X without covalently breaking
its proregion and in the potential inhibitory activity of the proregion towards cathepsin X.
During our work, we used monoclonal antibodies 2F12 and 3B10, which recognizes the
active and total (together with the inactive proform) cathepsin X, respectively. For this
purpose, the 2F12 antibody was isolated and purified from a hybridoma cell line using
affinity chromatography. In our research we used several techniques, including fluorescent
microscopy, ELISA, flow cytometry and an in vitro enzyme activity determination method
using a specific cathepsin X substrate.

It was found out, that PC3 cells form temporary protrusions called pseudopodia that
contain granules of cathepsin X on their tips (PILS) in the form of a ring, where cathepsin
X is colocalised with 2 and B3 integrins. With the addition of procathepsin X into the
growth medium, it binds to the surface of PC3 cells in a time-dependent manner, which
confirms the existance of binding targets (probably integrina 33) on the plasma membrane
of PC3 cells. The addition of the phorbole ester PMA increases the amount of
(pro)cathepsin X on the surface, while the signaling pathway triggered by the epidermal
growth factor (EGF) does not affect the presence of (pro)cathepsin X on the surface of
PC3 cells. On the basis of its localisation on the plasma membrane, cathepsin X could have
an important role in intercellular communication, adhesion and invasion of prostate
adenocarcinoma cells.

The study of the N-terminal part of the procathepsin X's proregion showed that the
proregion represents an epitope recognised by the 3B10 antibodies. The N-terminal part of
the proregion as a 15-aminoacid peptide inhibits the activity of cathepsin X, and its
inhibitory activity is lowered by the presence of the reducing agent DTT, which prevents
the formation of a disulfide bond between the peptide and the active site of the enzyme.

DTT, if present in the enzyme activation buffer, is able to activate procathepsin X.

VI



Proucevanje vloge katepsina X v celicah ¢loveskega adenokarcinoma prostate (PC3)

1. UVOD

1.1 PROTEAZE

Proteaze (peptidaze, proteinaze, proteoliticni encimi) so encimi, ki katalizirajo hidrolizo
peptidne vezi v polipeptidni verigi. Glede na mesto cepitve peptidne vezi jih delimo na
ekso- in endopeptidaze. Eksopeptidaze cepijo eno (monopeptidaze) ali ve¢ aminokislin
(dipeptidaze, tripeptidaze, ipd.) na C-koncu (karboksipeptidaze) ali N-koncu
(aminopeptidaze) polipeptidne verige. Endopeptidaze cepijo peptidno vez znotraj
polipeptidne verige. Glede na kataliticno aminokislino v aktivnem mestu delimo proteaze
na veC razredov: aspartatne, cisteinske, serinske, treoninske, metaloproteaze in proteaze z
neznanim katalitskim mehanizmom. Sodobni sistem delitve proteaz (baza podatkov
MEROPS) uposteva njihovo evolucijsko sorodnost in mehanizem delovanja (1,2).

Proteaze so lahko razgrajevalne in regulatorne. Razgrajevalne proteaze hidrolizirajo
peptidne vezi do popolne razkrojitve tarénega proteina, regulatorne pa s cepitvijo ene ali
ve¢ specificnih vezi vplivajo na biolosko aktivnost proteinov (3). Razgrajevalne proteaze
sodelujejo pri nespecificni razgradnji proteoma (celokupnega nabora proteinov v celici,
tkivu ali organizmu), regulatorne pa so zadolZene za nadzorovano procesiranje encimov,
receptorjev, rastnih dejavnikov in drugih proteinskih tar¢. Za pravilno funkcioniranje celic,
posledi¢no pa tudi celotnega organizma, je potrebno prepleteno delovanje obeh tipov
proteaz. Proteaze z razgradnjo proteinov zunaj in znotraj celic regulirajo osnovne bioloSke
procese, kot so preoblikovanje tkiv, nastajanje novih Zzil, imunski odziv, reproduktivni
procesi, razvoj zarodka, rast in staranje (4). Omogocajo in uravnavajo tudi invazivnost,
proliferacijo in migracijo tako pri normalnih kot rakavih celicah.

Zaradi svojega izrazitega vpliva na procese znotraj in zunaj celice so proteaze strogo
regulirane. Kljub temu, so pri Stevilnih patoloskih procesih dokazali njihovo prekomerno
ali nepravilno delovanje. Zaradi tega imajo proteaze velik diagnosti¢ni in prognosti¢ni
potencial pri razli¢nih boleznih, zlasti pri rakavih obolenjih (5). S terapevtskega vidika
predstavlja modulacija proteoliticne aktivnosti klju¢en mehanizem za zdravljenje

patoloskih stanj.
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1.2 CISTEINSKI KATEPSINI

Katepsini so lizosomske proteaze, ki jih delimo na serinske (katepsina A in G), aspartatne
(katepsina D in E) in cisteinske proteaze (katepsini B, C, F, H, K, L, O, S, V, X in W).
Zaradi razlicne specifi¢nosti in drugacnih ekspresijskih vzorcev imajo razli¢ne fizioloske
vloge (6). Cisteinski katepsini spadajo v papainsko druzino lizosomskih proteaz (klan CA,
druzina C1, poddruZina A), ki je najve¢ja druzina in jo najdemo pri bakterijah, rastlinah,
nevretencarjih in vretencarjih. Poznanih je enajst ¢loveskih cisteinskih katepsinov. Nosijo
pomembno vlogo v lizosomskem razgrajevalnem sistemu (7,8). Nekateri katepsini so
zastopani v vseh tkivih (katepsin B, H, L in C), drugi pa le v nekaterih (katepsin K, V, S,
O, F, W in X), kar pri slednjih kaZe na njihovo bolj specificno vlogo (6,8). Cisteinski
katepsini so ve¢inoma endopeptidaze, z izjemo katepsinov B in X, ki sta karboksipeptidazi,
in katepsinov C in H, ki sta aminopeptidazi. Katepsina B in H imata lahko hkrati izrazeno
tudi endopeptidazno aktivnost (6).

Sprva so domnevali, da delujejo cisteinski katepsini zgolj znotraj celice v lizosomu, kjer so
bolj ugodni pogoji (rahlo kisel pH 5,0-6,5 in reducirajo¢i pogoji). NovejSe raziskave so
pokazale, da jih mnogo deluje tudi izven celice, v citoplazmi ali v drugih celi¢nih
organelih, kjer je pH blizu nevtralnega. Dobro so preucene vloge katepsinov B, K in L v
izvenlizosomskem okolju. Katepsin B razgrajuje izvenceli¢ni matriks tako znotraj kot
izven lizosoma, medtem ko je za katepsin K znano njegovo delovanje pri remodulaciji
kosti z osteoklasti (9-11).

Translacija cisteinskih proteaz se za¢ne s sintezo prekurzorjev, velikih 30-50 kDa, ki se
glikozilirajo in fosforilirajo v Golgijevem aparatu in se transportirajo v endosome preko
manoza-5-fosfatnih receptorjev. Aktivni katepsini se tvorijo s proteoliznimi cepitvami med
zorenjem endosomov v primarne in sekundarne lizosome (12). Izjema je katepsin W, ki je
lokaliziran v endoplazemskem retikulumu. Aktivni cisteinski katepsini z molekulsko maso
22-28 kDa imajo monomerno kvartarno strukturo ter dve domeni, kjer v eni prevladujejo
a- vijacnice, v drugi pa B-strukture. Drugacen je le katepsin C, ki je tetramer z molekulsko
maso 200 kDa. Aktivho mesto cisteinskih katepsinov tvorita Cis25 in His195 (Steto po
papainu) s tiolat-imidazolnim ionskim parom, kamor se vzdolz v iztegnjeni konformaciji
veze substrat (11).

Sprva so mislili, da sodelujejo cisteinski katepsini zgolj pri predstavitvi antigena,

procesiranju grancimov Vv endo-lizosomskih veziklih in lizosomskem razgrajevanju



Proucevanje vloge katepsina X v celicah ¢loveskega adenokarcinoma prostate (PC3)

proteinov v in zunaj celic. Danes vemo, da sodelujejo tudi pri apoptozi, preoblikovanju
kostnega mozga, reproduktivnih procesih, procesiranju propeptidov in hormonov, procesih
diferenciacije ter povecanju gibljivosti in invazivnosti celic. Nepogresljivi so za u¢inkovit
imunski odziv, saj med drugim vplivajo na diferenciacijo, adhezijo in migracijo imunskih
celic ter regulacijo citokinov (13). Moteno uravnavanje encimske aktivnosti katepsinov je
povezano s Stevilnimi bolezenskimi procesi, kot so ateroskleroza, revmatoidni artritis,
multipla skleroza, pankreatitis, diabetes, luskavica, Alzheimerjeva bolezen, miSi¢na
distrofija, nevroloSke motnje, osteoporoza, alergi¢ne reakcije, prohormonsko procesiranje
in rak (9,14,15). Dokazana je bila vloga nekaterih cisteinskih katepsinov pri razgradnji
znotrajcelicnega in zunajcelinega matriksa, kar lahko vpliva na zgodnji razrast tumorja,
tumorsko proliferacijo, angiogenezo in metastaziraje. Zaradi razli¢nih nivojev ekspresije,
procesiranja in lokalizacije nekaterih katepsinov v tumorjih plju¢, dojk, mozganov,
Crevesja, glave in vratu, se pri teh boleznih lahko uporabljajo kot prognosti¢ni in

diagnosti¢ni kazalci (6).

1.3 PREDSTAVITEYV IN POSEBNOSTI KATEPSINA X

Katepsin X (slika 1-1) je lizosomska cisteinska proteaza, ki po strukturi spada v druzino
papaina in njemu podobnih cisteinskih peptidaz. Aktivirani katepsin X je
karboksipeptidaza z izrazenim zgolj eksopeptidaznim delovanjem (14). Po svojem
delovanju je monokarboksipeptidaza, dikarboksipeptidazne aktivnosti pa niso dokazali
(16). Katepsin X najdemo tudi pod imeni katepsin Y, Z, P, B2, IV in karboksipeptidaza
LB, ker so ga istoasno odkrile razlicne raziskovalne skupine. Gen, ki kodira za 303
aminokisline (AK) dolg preprokatepsin X, se nahaja na kromosomu 20ql3. Po
procesiranju signalnega zaporedja z N-terminalnega konca pre-regije (23 AK) in pro-regije
(38 AK) nastane 242 AK dolg aktivni encim (7). V lizosome vstopa preko manoza-6-
fosfatnih receptorjev (12).

Od papaina podobnih proteaz se razlikuje po najkrajsi proregiji v druzini (17). Katepsin B
ima 62 AK dolgo proregijo, encimi podobni katepsinu L okoli 100 AK in katepsin F 251
AK dolgo proregijo (18). Proregija se veze kovalentno preko cisteina (Cys10p) s Cys31 v
aktivnem mestu encima, kar ne spremeni konformacije aktivnega mesta, ampak stabilizira
konformacijo na N-koncu katepsina X. To je prvi odkrit primer proencima, kjer je

inhibicija proteoliticne aktivnosti s proregijo dosezena z reverzibilno kovalentno
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modifikacijo nukleofila na aktivnem mestu. Zato je proregija prokatepsina X krajsa od

ostalih (14).

C=term

Slika 1-1: Shematski prikaz terciarne strukture prokatepsina X. Proregija je obarvana
svetlo rjavo, aktivni encim pa zeleno s 25 AK na C-koncu (temno zeleno) in
»mini zanko« (barva fuksije). Veliko vstavljeno zaporedje je obarvano
vijoli¢no, disulfidne vezi pa rdece (konzervativne) in rumeno (unikatne). Cys31
in His180 v aktivnem mestu sta oznac¢ena temno modro (19).

Aktivno mesto katepsina X, ki se nahaja med obema domenama encima, sestavljajo Cys31,
His180 in Asn200. His23 predstavlja sidriS¢e za negativno nabiti C-terminalni del
substrata. Najvecja sprememba substratnega vezavnega mesta glede na ostale katepsine sta
S1" in S2° podmesti. Za mesti S1 in SI' ni posebnih zahtev, za S2 pa so predlagali
hidrofobno AK (16). Katepsin X ima tudi netipi¢no 3 AK (/le-Pro-Glin) dolgo zaporedje,
tako imenovano »mini zanko« med domnevno oksianionsko luknjo GIn22 in aktivnim
mestom, kar mo¢no spremeni vezavno mesto S'. V primerjavi s katepsinom B ima katepsin
X le eksopeptidazno aktivnost, kar je posledica bolj rigidne »mini zanke« ter Tyr27 in
His23, ki ne morata prosto menjati pozicije (18). Zaradi prisotnosti »mini zanke« in

stranskih verig His23 in Tyr27, ki se obracata proti aktivnemu mestu in znatno zmanj$ata
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S* vezavno podmesto, je Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH specificen substrat za katepsin X
(16). Zaradi orientacije His23 proti Trp202 in delnega oviranja S2° je najverjetneje
zmanjSana aktivnost katepsina X za daljSe substrate. Posledi¢no je zaradi stericnega in
elektrostatiénega oviranja inhibitor cisteinskih proteaz cistatin C do katepsina X manj
ucinkovit (18).

Na C-koncu, kjer imajo papainske proteaze centralni B-list, ki poteka skozi sredino encima,
ima katepsin X 25 AK dolgo unikatno zaporedje. V strukturi najdemo Se eno daljSo
vstavljeno zaporedje, z zaenkrat neznano vlogo, ki sestavlja B-upogib in kaze stran od
aktivnega mesta (14). Prokatepsin X pa ima unikatne $e tri od Sestih disulfidnih vezi glede
na ostale papainske proteaze.

Vecina papainskih proteaz se lahko avtoprocesira do aktivne oblike v kislem (pH 4,0-5,0)
(18). Pri prokatepsinu X niso uspeli dokazati avtoaktivacije in vitro. Znano je, da ga
aktivira katepsin L tako in vivo kot in vitro (pri reducirajo¢ih pogojih). Vzrok za
nezmoznost avtoprocesiranja je unikatna sestava proregije katepsina X, ki je ne najdemo
nikjer drugje (18, 20). Proregija katepsina X vsebuje tudi zaporedje RGD, ki sodeluje pri
vezavi z integrini, kar je izjema med lizosomskimi cisteinskimi proteazami (21).

Za razliko od prvih navedb, da je katepsin X Siroko zastopan v celicah in tkivih (17), so
nove raziskave pokazale bolj restriktivno ekspresijo, in sicer v celicah imunskega sistema,
kot so monociti, makrofagi in dendriti¢ne celice (22). Visoke koncentracije katepsina X so
odkrili tudi v tumorskih in imunskih celicah prostate (23), ¢revesnih karcinomih (24),
makrofagih iz Crevesne sluznice bolnikov okuzenih s Helicobacter pylori (25) in v

mozganih bolnikov z Alzheimerjevo boleznijo (26).

1.4 INTEGRINI - SIGNALNI RECEPTORJI

Integrini so skupina glikoziliranih, heterodimernih transmembranskih adhezijskih
receptorjev, ki so sestavljeni iz dveh nekovalentno povezanih a- in B-podenot. Pri cloveku
tvorijo integrine razlicne kombinacije 18-ih a-verig in 8-ih B-verig. Najbolje so opisane
poddruzine integrinov p1 (CD28), B2 (CD18) in B3 (CD61), ki se med seboj razlikujejo po
B-verigi. Integrini se lahko vezejo na razlicne ligande, kot so molekule na celi¢ni povrsini
drugih celic (npr. ICAM) ali pa se vezejo na komponente zunajcelicnega matriksa
(kolagen, fibrinogen, fibronektin, vitronectin, osteopontin, laminin, idr.) (27-29). Tako z

adhezijo in vezavo v skupke v celici vezejo citoskeletne in citoplazemske proteine in
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komplekse zasidrajo na aktinski citoskelet. Na ta nacin lokalno remodulirajo aktin in
tvorijo specializirane adhezijske strukture, imenovane fokalne adhezije, ki tvorijo
strukturno povezavo med zunajceliénim matriksom (ECM) in aktinskim citoskeletom in so
pomembni za prenos signalov (30). Integrinsko adhezijo povezujejo z razli¢nimi celicnimi
procesi, kot so rast, migracija, proliferacija in diferenciacija (31, 32). Integrini so signalni
receptorji, ki prenaSajo signale preko celicne membrane v obe smeri (28) in modulirajo
citoskeletno organizacijo znotraj celice (31).

Pri limfocitih T se pri procesu migracije spremeni morfologija celice v tako imenovan
polariziran fenotip, sestavljen iz lamelipodija (frontalnega dela), osrednjega dela in
uropodija (33). Celica se premika naprej, tako da po stabilizaciji lamelipodija preko
adhezije integrinov ustvari napetost in kontraktilno silo, nato pa na zadnjem delu sprosti
adhezijske interakcije. Za uspeSno celicno migracijo je klju¢na asimetrija med mocjo
adhezijskih interakcij na sprednjem in zadnjem delu celice, zaradi Cesar je nujna stroga
regulacija celi¢ne adhezije, in sicer: s koncentracijo liganda, s koncentracijo integrinov, z
distribucijo integrinov na celi¢ni povrSini, z afiniteto integrinov do ligandov in afiniteto
integrinov do citoskeleta (34).

Invazija celic se pojavlja tako fiziolosko kot pri malignih celicah in pomeni premik celice s
pomocjo adhezije in proteolize. Celica, ki invadira v zunajcelicno okolje, preko aktinske
polimerizacije tvori zaCasne izrastke imenovane psevdopodiji (slika 1-2). Med nastankom
psevdopodija se aktivirajo razliéne membranske proteinaze, receptorji in aktivatorji.
Razgradnja matriksa je regulirana z endogenimi inhibitorji proteolize, kar omogoca boljsi
adhezijski oprijem in omejenost razgradnje na lokalno mikrookolje. Vsaka invazivna celica
opravi krozno pot od nastanka psevdopodija, proteolize, antiproteolize, adhezije do

deadhezije (35).
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Slika 1-2: Celi¢na invazija v ECM (35). Na mestu invazije so vidni zaCasni izrastki
imenovani psevdopodiji.
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1.5 POVEZAVA KATEPSINA X Z INTEGRINI

Katepsin X ima na svoji povrSini dve vezavni mesti za integrine: motiv RGD (Arg-Gly-
Asp) na proregiji in motiv ECD (Glu-Cys-Asp) na aktivnem delu encima (17). Primarna
pot vezave prokatepsina X na integrine poteka preko motivov RGD ali ECD, ki tekmujeta
za aktivno zunajceli¢no ligandno domeno integrina, po vezavi pa se sprozi signaliziranje
od zunaj navznoter. Prokatepsin X se kolokalizira z integrini B3 tako v promonocitnih
celicah U937 (36), kot tudi v lamelipodiju celic HUVEC. Poleg kolokalizacije pride z
integrini ayP; tudi do ko-imunoprecipitacije. Kolokalizacija potece tudi med integrinom
B3 in vitronektinom, ki v svoji strukturi prav tako vsebuje motiv RGD. Kolokalizacija je
vidna zgolj na membrani, kar kaZze na morebitni celi¢ni transport z drugimi prenaSalci
(npr. s transportnim receptorjem za prokatepsin X - lektinom ERGIC-53). Na interakcijo
med prokatepsinom X in integrini B3 vpliva koncentracija divalentnih kationov, Se posebej
Mn?". Vezava prokatepsina X na integrine osB; ni bila dokazana (21).

Aktivna oblika katepsina X je moc¢no povezana z integrinsko podenoto B2, ki je skupna
receptorjema LFA-1 (CD11a/CD18, af2), in MAC-1 (CD11b/CD18, amp2, makrofagni
antigen-1). Ti receptorji so pomembni pri adheziji levkocitov in prehodu skozi endotelij,
aktivaciji nevtrofilcev in monocitov, apoptozi in fagocitozi tujega materiala. Katepsin X
odcepi 4 aminokisline na C-koncu citoplazemskega dela integrinske podenote 2 in tako
regulira vezavo citoskeletnih proteinov na LFA-1, kar vpliva na afiniteto LFA-1 do liganda
ICAM-1, reorganizacijo citoskeleta in migracijo limfocitov T (36-38). Kljub Stevilnim
raziskavam Se ne poznamo tocnega mehanizma za prenos (translokacijo) katepsina X na
celi¢no membrano. Vemo, da sta v lizosomih prisotni pro- in aktivna oblika katepsina X.
Katepsin X na celi¢ni povrsini veze tudi heparan sulfatne proteoglikane (npr. heparin), ki
igrajo pomembno vlogo pri regulaciji integrinov in rastnih dejavnikov ter razli¢nih
bioloskih procesov, kot so hemostaza, vnetje, angiogeneza, celi¢na adhezija in drugi.
Vezava naj bi potekala preko aktivnhega mesta pro- in aktivnega katepsina X. K vezavi
substratov pripomore tudi elektrostaticna interakcija s His23 v »mini zanki«. Vezava
heparina inhibira karboksipeptidazno aktivnost katepsina X. Heparan sulfatni proteoglikani
vplivajo na proces endocitoze zunajceli¢nega katepsina X in nadzirajo njegov transport

znotraj celice (39).
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1.6 KATEPSIN X IN CELICE PC3 RAKA PROSTATE

Rak (adenokarcinom) prostate se najpogosteje pojavlja pri moskih po 50-em letu, pri
¢rncih in tistih z dedno predispozicijo. Je najbolj pogost tip ne-koznega raka pri starejSih
moskih in med karcinomi, poleg pljucnega raka, povzroca najvisjo smrtnost pri moskih. Na
razvoj raka prostate vplivata poleg starosti $¢ okolje in prehrana. Siri se lahko direktno z
lokalnim napredovanjem (vecanjem volumna) ter z Zilno in limfati¢no invazijo. Pri Zilni
invaziji se rak prostate $iri po krvi v oddaljene organe, najprej v kosti, zasevki se pojavijo
Se v pljucih, nadledvic¢nici in redkeje v jetrih. Na osnovi Sirjenja bolezni klinicno
razlikujemo: lokalizirani rak, ki je omejen na samo Zlezo, lokalno napredovali rak, ki se je
razsiril v okoljno tkivo in bezgavke ter napredovali rak prostate, ki je metastaziral na druge
organe (43, 44).

Za rak prostate so v zgodnjih in poznih fazah znacilne poviSane koncentracije katepsina X.
Mehanizem povecCanega izrazanja katepsina X ni znan, kot moznosti pa navajajo
alternativno izrezovanje intronov (splicing), spremembe stabilnosti mRNA ali njegove
zmanjsane razgradnje. Nejasno je, ali je katepsin X udelezZen pri razgradnji ECM in ali je
njegova poviSana koncentracija izraz povecane potrebe celic raka prostate po omejeni
proteolizi nekaterih proteinov, kot so citokini ali rastni dejavniki. Vloga poviSane
koncentracije katepsina X pri adenokarcinomu Se ni pojasnjena, sklepajo pa, da bi lahko
sodeloval pri zgodnji tumorigenezi raka prostate. Ravno tako Se ni dolo¢ena njegova
uporabna vrednost kot diagnosti¢nega kazalca pri zgodnjem odkrivanju raka prostate (23).
Integrin avP; je izrazen pri veliko primarnih in metastaznih tumorjih raka prostate, tudi
celicah PC3, kjer ima klju¢no vlogo pri rasti tumorskih celic, metastaziranju in tumorsko
povzroceni angiogenezi. Domnevajo, da je prav integrin a3 odgovoren za metastaziranje
rakavih celic v kostni mozeg. Adhezija, migracija in rast tumorskih celic PC3 naj bi
potekala preko vitronektina in osteopontina, ki sta komponenti kostnega mikrookolja (21,
45).

Celice PC3 so pridobljene iz kostne metastaze raka prostate (46). Zheng in sod. so pri
celicah PC3 vezanih na vitronektin in osteopontin preko integrinov ayvfs dokazali
interakcijo s fokalno adhezijsko kinazo (FAK) in aktivacijo kinaze PI-3/Akt signalnega
mehanizma (slika 1-3) (47, 48). Romanov in Goligorsky sta dokazala, da se celice PC3

adherirajo na interlevkin-1 stimulirane celice HUVEC preko integrinov ovfs, ayp; in
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amPi (49), kar pa za adhezijo celic PC3 na kostni endotelij preko integrina ayfs Se ni
dokazano. Z uporabo antagonistov integrinov avP3; so sprozili apoptozo angiogenih
epitelnih celic in s tem tumorsko regresijo razli¢nih tumorjev (45). Za razjasnitev povezave
med prokatepsinom X in integrini so potrebne dodatne Studije povezave med tumorsko

invazijo, metastaziranjem in s tumorjem povzroceno angiogenezo (21).

adhezija

. o migracija
celiéno prezZivetje
transkripcijska regulacija
?NF-xB

L ( _ - C fﬁBlAkt

L tirozinska/serinska
tirozinska fosforilacija
fosforilacija

o, By

osteopontin  vitronektin  kostni sialoprotein

kostni zunajceli¢ni matriks

Slika 1-3: Signalizacijska pot integrina ayp; v celicah raka prostate. Vezava integrinov
ayPs z ligandi, kot so osteopontin, kostni sialoprotein (BSP) ali vitronektin,
aktivira FAK, ki interagira in aktivira kinazo PI-3. Produkti aktivne kinaze PI-3
sprozijo premik PKB/Akt na celicno membrano, kjer se aktivira in naprej
fosforilira razli¢ne substrate v kaskadi. SproZijo se razli¢ni celi¢ni odzivi, ki
vplivajo na celicno prezivetje, adhezijo in migracijo. NF-kB je vpleten v
integrinsko a3 signalizacijsko transdukcijsko pot, a njegova vloga v celicah
raka prostate ni znana (45).
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2. NACRT DELA IN DELOVNE HIPOTEZE

Katepsin X je lizosomska cisteinska proteaza, ki je v velikih koncentracijah prisotna v
celicah cloveskega adenokarcinoma prostate (PC3). Njegova vloga v celicah PC3 Se ni
pojasnjena. Po doslej znanih podatkih, pridobljenih na drugih celicah, vpliva katepsin X na
morfologijo, migracijo in adhezijo celic preko interakcije z integrini B2 in 3. Na§ namen
je preuciti prisotnost in razporeditev katepsina X in prokatepsina X v celicah PC3 in
dokazati povezavo z integrini, kar bi lahko nakazalo vlogo katepsina X pri migraciji,
adheziji, proliferaciji in morfologiji celic PC3.

Hipoteza diplomske naloge je, da so integrini tarce katepsina X tudi v celicah PC3. S
peptidi proregije prokatepsina X bomo skuSali potrditi motiv RGD kot odgovoren vezavni
motiv za integrine B3. SkuSali bomo ugotoviti vpliv razli¢nih stimulatorjev na prisotnost
katepsina X in prokatepsina X v celicah PC3. Preverili bomo tudi hipotezo, da lahko

prokatepsin X aktiviramo tudi brez procesiranja s katepsinom L.

Nacrt dela:

1. Iz hibridomske celi¢ne linije bomo izolirali in ocistili monoklonsko protitelo 2F12
proti katepsinu X.

2. Pripravljeno mAb 2F12, ki prepozna katepsin X, in mAb 3B10, ki prepozna
(pro)katepsin X, bomo uporabili pri encimskoimunskem testu na trdni podlagi
(ELISA) za kvalitativno in (semi)kvantitativno dolocitev vsebnosti katepsina X.

3. Z imunocitokemi¢nimi testi in fluorescencno mikroskopijo bomo s pomocjo
fluorescen¢no oznacenih protiteles opazovali razporeditev (pro)katepsina X v
celicah PC3, celicno morfologijo, kolokalizacijo (pro)katepsina X z integrini B2 in
B3 ter odziv celic PC3 na kokulturo s celicami makrofagne linije U937.

4. S preto¢no citometrijo bomo ugotavljali izraZzenost integrinov B1, B2 in B3, jakost
vezave katepsina X in prokatepsina X na povrsino celic PC3 ter vpliv razli¢nih
aktivatorjev na prisotnost celokupnega (pro)katepsina X na povrsini celic PC3.

5. S peptidi, ki ustrezajo zaletnemu, srednjemu in kon¢nemu delu proregije
prokatepsina X bomo ugotavljali epitop protitelesa 3B10 in dolocali morebitno
inhibitorno delovanje na katepsin X.

6. Z razli¢nimi koncentracijami reducenta DTT v aktivacijskem pufru bomo poskusali

neencimsko aktivirati prokatepsin X.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Bioloski reagenti

- Katepsin X, prokatepsin X in peptidi proregije prokatepsina X:

OZNAKA | OPIS

osn. konc.

KatX-a |katepsin X, 1JS, junij 2009

0,18 mg/mL = 6,6 uM

KatX-b |katepsin X, FFA, maj 2008

0,26 mg/mL = 9,6 uM

KatX-c |katepsin X, FFA, september 2010

0,94 mg/mL = 34,6 uM

ProX-a |prokatepsin X, 1JS, junij 2009

0,9 mg/mL = 28,3 uM

ProX-c¢ |prokatepsin X, FFA, september 2010

1,45 mg/mL = 45,7 uyM

zacetni del proregije prokatepsina X (slika 3-5),

p#l Biosynthesis Inc., Lewisville, Texas 1,0 mg/mL
srednji del proregije prokatepsina X (slika 3-5),
pH2 Biosynthesis Inc., Lewisville, Texas 1,0 mg/mL
kon¢ni del proregije prokatepsina X (slika 3-5),
L Biosynthesis Inc., Lewisville, Texas 1,0 mg/mL
- Protitelesa proti katepsinu X:
OZNAKA | OPIS osn. konc.
mAb proti katepsinu X
2F12- 1,58 mg/mL
| subklon 1C9-2F12-2H2, FFA, maj 2009 merm
Ab proti katepsinu X
2F12-p |0 PrOR Ratepsiu _ ' 0,64 mg/mL
subklon 1C9-2F12-2H2, FFA, izolat A.D. januar 2010
3B10 mAb proti prokatepsinu X/ ‘katf:psinu X 0.95 mg/mL
subklon 5C1-3B10-2F7, 1JS, junij 2007
mADbD proti prokatepsinu X/ katepsinu X konjugirana s
3B10-HRP | HRP n.d.
subklon 5C1-3B10-2F7, avgust 2007
mAD proti prokatepsinu X/ katepsinu X konjugirana z
3B10-488 Alexa Fluor® 488 0.359 me/mL
- mg/m
subklon 5C1-3B10-2F7, oznaCena z Alexa Fluor® 488, FFA, ’ £
maj 2010
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- Ostala protitelesa:
TIP PROTITELESA  |OPIS Pone. | PROIZVAJALEC
Ab proti integrinu B1 |kuncja poliklonska sc-8978 200 we/mL Santa Cruz
(M-106) Lot #E2704 HEMY | Biotechnology
Ab proti integrinu p2 | kozja poliklonska sc-6624 Santa Cruz
(N-19) Lot #D1709 200 pg/mL | i technology
Ab proti integrinu B3 | kozja poliklonska sc-6627 Santa Cruz
(N-20) Lot #H2003 200 pg/ml | B iechnology
protikozja Ab Zi?;;ﬁiﬁ%g%gana z 2 mg/mL |Invitrogen

R kozja konjugirana z Alexa .
protikuncja Ab Fluor® 555 2 mg/mL |Invitrogen
protimiSja Ab oslovska konjugirana z :

Alexa Fluor® 555 2 mg/mL |Invitrogen

protimisja Ab kozja konjugirana s HRP 2 mg/mL |Invitrogen

3.1.2 Nebioloski reagenti

REAGENT PROIZVAJALEC
Alexa Fluor® 488 karboksilna kislina, tetrafluorofenilni Invitrogen
(TFP)ester

Antifade reagent 2 mL, Prolong Gold Invitrogen

BSA Sigma

C¢HsNa3;O7 x2H,0 (trinatrijev citrat dihidrat)

Riedel-deHaén

C¢HsO7 xH,0 (citronska kislina monohidrat)

Riedel-deHaén

CH;C00Na (0,01 M)

Riedel-deHaén

DMEM ICN Biomedicals Inc.
DMSO GibcoBRL (Invitrogen)
DTT Fluka Analytical
EDTA Promega

EGF Sigma

Etanol (70 %, 96 %) Riedel-deHaén

F12 GibcoBRL (Invitrogen)
FCS Hyclone

Formalin, 10 %

Sigma-Aldrich
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HEPES Sigma

KCl Sigma
KH,POy4 Riedel-deHaén
L-glutamin ICN Biomedicals Inc.
metanol Fluka
Na,CO; Kemika
Na,HPO, Riedel-deHaén
Na,HPO4x2H,0 Riedel-deHaén
Na,HPO4x12H,0 Riedel-deHaén
NaCl Kemika
NaH,PO4x1H,0 Riedel-deHaén
NaH,PO4%x2H,0 Riedel-deHaén
NaNj3; Riedel-deHaén
nigrozin Sigma

PEG 0,1 % Sigma
penicilin Sigma

PMA Sigma

protein A-sefaroza GE Healthcare
pufer PBS (po Dulbeccu) Biowhittaker
RPMI 1640 Gibco BRL (Invitrogen)
streptomicin Sigma

TMB Sigma

Tris (C4H11NO3) Promega
Triton X-100 Sigma
Tripsin-EDTA raztopina (10X) Sigma

Tween 20 Serva
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3.1.3 Raztopine in goji$ca
GOJISCA:

> EAGLOVO GOJISCE, modificirano po Dulbeccu (DMEM)
13,4 g suho gojisce DMEM
1,85 g NaHCO3
2,38 g HEPES

Raztopimo v 1 L destilirane vode in premeSamo na magnetnem mesalu ter uravnamo pH
na 7,4. Tako pripravljeno gojisce steriliziramo skozi filter (0,22 um) in ¢ez no¢ shranimo

pri 37 °C. Naslednji dan gojis¢e prenesemo v hladilnik in hranimo pri 4 °C.

»KOMPLETNO GOJISCE ZA HIBRIDOME=kompletni DMEM
(KDMEM = DMEM s 13 % FCS in 1 % r-glutamina)
100 mL  suho gojis¢e DMEM
I5mL FCS

I,2mL r-glutamin
1,2mL penicilin/streptomicin

Premesamo in do uporabe hranimo v hladilniku pri 4 °C.

» KOMPLETNO GOJISCE ZA CELICE PC3:

44% DMEM
44 % F12
10% FCS

1% r-glutamin
1 % penicilin/streptomicin

PremeSamo in do uporabe hranimo v hladilniku pri 4 °C.

»ZAMRZOVALNO GOJISCE
0,75 mL  nekompletno gojis¢e DMEM (50 %)
0,6 mL  FCS (40 %)
150 uL  DMSO (10 %)

PremeSamo in do uporabe hranimo na ledu.
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> F12 GOJISCE:

16,2 g nekompletno gojisce F12
1,176 g NaHCO3
1 % penicilina/ streptomicina

Raztopimo v 1 L destilirane vode in premeSamo na magnetnem mesalu.

» KOMPLETNO GOJISCE ZA U937 CELICE:
88-93 % RPMI gojisce
10-5% FCS

1% vL-glutamina
1 % penicilina/streptomicina

PremeSamo in do uporabe hranimo v hladilniku pri 4 °C.

» Tripsin-EDTA v pufru PBS (0.05 % tripsin; 0,02 % EDTA)

Raztopino tripsin-EDTA pripravimo neposredno pred uporabo iz sterilnega pufra PBS z
0,02 % EDTA in sterilne raztopine 2,5 % tripsina z EDTA. Za pripravo 5 mL odmerimo:
49 mL pufra PBS 20,02 % EDTA
100 uL  raztopine 2,5 % tripsina z EDTA (10x)

PUFRI:

» Pufer A (za vezavo Ag oz. Ab na mikrotitrsko plosCico pri testu ELISA).
1,6 mL Na,COj3 (15 mM)
2,94 ¢ NaHCOj; (35 mM)
0,2g NaN; (15 mM)

Dopolnimo z destilirano vodo do 1 L, s koncentrirano HCI uravnamo pH na 9,6.

» Pufer B (za spiranje mikrotitrske plosc¢ice pri testu ELISA):
8,5g NaCl (0,15 mM)
1,34 g Na,HPO4%x2H,0 (7,5 mM)
2,94 ¢ NaH,PO4%2H,0 (2,5 mM)
0,5¢g TWEEN 20 (0,05 %)

Dopolnimo z destilirano vodo do 1 L in uravnamo pH na 7,2.
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» Pufer C (za blokiranje prostih mest na mikrotitrski plos¢ici ter za red¢enje primarnih in
sekundarnih protiteles). Za pripravo 100 mL pufra C odmerimo 2 g BSA v 100 mL pufra
B.

» Pufer D (za redc¢enje substrata TMB):
21 g citronske kisline (0,1 M)
17,8 g NaHPO4x2H,0 (0,1 M)

Dopolnimo z destilirano vodo do 1 L in uravnamo pH na 6,0.

» pufer PBS (fosfatni pufer z dodatkom NaCl):
1,8 g Na,HPO4x2H,0

0,2 g KH2P04
8,0g NaCl
02g KCI

Dopolnimo z destilirano vodo do 1 L in uravnamo pH na 7,4.

» FOSFATNI PUFER pH 6.0:
48,573 ¢ NaH,PO4x 1H,0
17,18 g Na,HPO4x12H,0

Dopolnimo z destilirano vodo do 1 L in uravnamo pH na 6,0.

» Aktivacijski pufer za katepsin X in L. (z 10x DTT ali brez DTT)

100 mM  acetatni pufer pH 5,5
0,1 % PEG
L5 mM EDTA
Aktivacijski pufer za katepsin X in L brez DTT dopolnimo do 10 mL s precis¢eno vodo.

PUFRI ZA IZOLACILJO IN CISCENJE PROTITELES NA PROTEIN A-SEFAROZI:

» VEZALNI PUFER (za vezavo protiteles na afinitetno kolono; 0,14 M fosfatni pufer, pH
8,2):
- Raztopina A: 24,9 g Na,HPO4 X 2H,0 raztopimo v 1000 mL destilirane vode.
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- Raztopina B: 1,9 g KH,PO4 raztopimo v 100 mL destilirane vode.
Raztopini A (1000 mL) dodamo raztopino B (~57 mL) do vrednosti pH 8,2.

» ELUCIJSKI PUFER (za elucijo protiteles; 0,1 M citratni pufer, pH 3,5):
- Raztopina A: 7,4 g CcHsNa3;O7 x 2H,0 raztopimo v 250 mL destilirane vode.
- Raztopina B: 21 g C¢H307 x H,O raztopimo v 1000 mL destilirane vode.
Raztopini B (~100 mL) dodamo raztopino A (~370 mL) do vrednosti pH 3,5.

» PUFER ZA DODATNO SPIRANJE KOLONE PO ELUCIJI PROTITELES
(0,1 M citratni pufer, pH = 2,5):
- Raztopina A: 7,4 g CcHsNa3;0O7 x 2H,0 raztopimo v 250 mL destilirane vode.

- Raztopina B: 21 g C¢Hg07 x H,O raztopimo v 1000 mL destilirane vode.
Raztopini B (~1000 mL) dodamo raztopino A (~100 mL) do vrednosti pH 2,5.

» RAZTOPINA ZA NEVTRALIZACIJO ELUIRANIH FRAKCIJ PROTITELES

(1 M raztopina Tris pufra, pH 9,0):
Za pripravo 50 mL raztopine odmerimo 6,1 g Tris-a in ga raztopimo v 50 mL destilirane

vode.

3.1.4 Celicni liniji U937 in PC3

Celi¢na linija U937 (¢loveske tumorske celice kostnega mozga):

Celice so pridobljene iz bolnika s histiocitnim limfomom. Celice rastejo v obliki
suspenzijske kulture. Po stimulaciji s forbolnim estrom (PMA) diferencirajo do kon¢nih
monocitov/makrofagov. Celice so dober in vitro model za Studij diferenciacije

monocitov/makrofagov.

Celic¢na linija PC3 (celice ¢loveskega adenokarcinoma prostate):

Celice so pridobljene iz kostne metastaze IV faze prostatnega adenokarcinoma 62-letnega
belca. Celice so po svojem izvoru epitelijske in rastejo pritrjene na rastno podlago. Imajo
majhno aktivnost fosfataze in testosteron-5a-reduktaze. Atmosfera gojenja je 95 % zraka

in 5 % CO,, temperatura 37 °C (46).
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3.1.5 Laboratorijska oprema in aparature

Preglednica I: Uporabljena laboratorijska oprema in aparature.

OPREMA

TIP in PROIZVAJALEC

analizna tehtnica

EXACTA 610 EB, Tehtnica; AB104 Mettler Toledo

avtomatske pipete

el0in €120, Biohit

avtomatske veckanalne
pipete

€1200, Biohit

avtomatski spiralec za
mikrotitrske plosce

TECAN M&/2R, Columbus Plus

celiéni inkubator

BINDER

celulozni filter

150 mm Schleicher&Schwell

celulozno-acetatni filter

0,8 um, Sartorius

centrifuga

Sorvall RT7

fluorescenéni mikroskop

OLYMPUS IX81

gojiscne plastenke

25 cm? in 75 ¢cm® TPP Tissue Culture Flasks

gojiscne ploscice

z 12 vdolbinicami (MTP12), z 24 vdolbinicami (MTP24),
Transwell

invertni mikroskop

Nikon TMS-F

komora z laminarnim
pretokom zraka

PIO SMBC 183 AV; PIO LFVP9, Iskra

konfokalni mikroskop

Carl Zeiss LSM 510

koni¢no mesalo (vortex)

Vibromix 104EV, Tehtnica

krovna stekelca (coverslips)

Alltra d.o.o., Slovenija

magnetno mesalo

Rotamix 550 MM, Tehtnica; Heidolph Polymax 1040

membranski filter za
ultrafiltracijo

AMICON, YM3 24 in 62 mm

mikrotitrska plosc¢a iz
modulov

NUNC, F8 Maxisorp loose;
NUNC, 96F Nunclon Delta, Black microwell

mini centrifuga

Capsulefuge PMC-060, Tomy

objektno steklo

Thermo Scientific, Menzel Gléaser

pH meter

HANNA HI9321 microprocessor pH meter

ploscica za stetje celic

Tiefe Depth Profounder 0,100 mm 0,0025 mm? , THOMA
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polavtomatske pipete

0,2-2 uL, 0,5-10 pL, 2-20 pL, 10-100 pL 20-200 pL; 100-
1000 pL, Eppendorf; 20-200 pL, 100-1000 pL, Biohit

polavtomatske veckanalne
pipete

0,5-10 uL, Biohit

posoda za filtracijo (nuca)

Sartorius

pretocni citometer

BD FACSCalibur, BD Bioscience

set za fluorescen¢no
oznacevanje

Alexa Fluor® 488 Protein Labeling Kit, Invitrogen

spektrofotometer

Nanodrop ND-1000, Nanodrop Technologies Inc.

spektrofotometer za
mikrotitrske plosce

TECAN GENios, Columbus Plus;
TECAN Safire2, Columbus Plus

suhi inkubator

WTB BINDER, Nem¢ija

ultrafiltracijska posoda

AMICON 8010 (10 mL Pmax = 75 psi, 5,3 kg/cm?) in 8400

3.2 METODE

3.2.1 GOJENJE HIBRIDOMSKIH CELICNIH LINIJ

Za pripravo monoklonskega protitelesa, smo uporabili hibridomsko celi¢no linijo, ki izlo¢a

specificno monoklonsko protitelo proti katepsinu X. Hibridomska celi¢na linija je bila

pripravljena po standardnem postopku Kohlerja in Milsteina:

1. priprava limfoblastov: imunizacija misi

wok wD

priprava tumorskih celic (misje mielomske celice)
fuzija: limfoblaste in tumorske celice pomeSamo
HAT selekcija — prezivijo le stabilni hibridomi

kloniranje in pridobivanje stabilnih celi¢nih linij — osamimo klon celic s stabilnim

Stevilom kromosomov, ki izdeluje specificno monoklonsko protitelo

6. testiranje hibridomskih celic — dolocitev specifi¢nosti monoklonskega protitelesa s

testom ELISA

7. potrjeno monoklonsko hibridomsko celi¢no linijo globoko zamrznemo (50).

Odmrzovanje hibridomov

Hibridomske celice zamrznjene v teko¢em dusiku (temperatura priblizno —197 °C) smo
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odtajali v vodni kopeli pri temperaturi 37 °C. Hibridome smo prenesli v 5 mL kompletnega
gojis¢a DMEM (z dodanim 13 % FCS in 2 mM r-glutaminom) in centrifugirali 5 min pri
sili 800 obr/min v centrifugirki, ohlajeni na 4 °C. Supernatant smo odstranili, usedlino s

celicami pa prenesli v steklenicke z ustreznim svezim gojisc¢em.

Gojenje hibridomov

Hibridome smo prenesli v gojiéno plastenko (75 cm?) in jih gojili pri sterilnih pogojih v
celicnem inkubatorju v vlazni atmosferi s 5 % CO; pri temperaturi 37 °C. S pomocjo
invertnega mikroskopa smo vsak dan opazovali rast celic. Postopoma smo dodajali gojisce
in celice prenesli v dodatne plastenke, ko so prerasle 70 do 80 % povrSine gojiS€ne
plastenke. Tako so celice ves ¢as v eksponentni fazi rasti. Ko smo dobili zadostno koli¢ino

celic, smo jih zamrznili.

Zamrzovanje hibridomov

Najprej dolo¢imo Stevilo celic na mL suspenzije s pomoc¢jo citometra na mikroskopu.
Vzamemo 100 pL gojisca s celicami, dodamo 100 pL nigrozina, ki obarva mrtve celice, in
prestejemo zive celice pod mikroskopom. Gojis¢e s celicami centrifugiramo 5 min pri
1300 obr/min. Nato odlijemo supernatant, celice resuspendiramo v 0,15 mL
nekompletnega gojis¢a DMEM in jih prenesemo v 1,5 mL vialo za zamrzovanje. Dodamo
se 0,6 mL FCS in 0,15 mL DMSO. DMSO celicam dodamo zato, da med zamrzovanjem
ne bi priSlo do nastanka kristalov ledu v celicah, zaradi katerih bi lahko celice lizirale.
Vialo ¢ez no¢ zamrznemo pri -70 °C in jo nato shranimo v tekoc¢em duSiku pri temperaturi

-197 °C.
3.2.2 IZOLACIJA IN CISCENJE PROTITELESA

Filtracija suspenzije celic

Celice centrifugiramo in supernatant prefiltriramo skozi celulozni filter (¢rni trak), da
odstranimo morebitno sluz in trdne delce. Nato filtriramo na nuci s pomocjo vodne ¢rpalke
skozi celulozno-acetatni filter s premerom por 0,8 um. Na ta nacin odstranimo odmrle oz.
lizirane celice. Ce se membrana zamasi, jo speremo z destilirano vodo. Gojiste s

protitelesom zamrznemo pri —70 °C.
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Ultrakoncentracija in dializa proti vezalnemu pufru

Filtrat skoncentriramo na ultrafiltru do ¢immanjSega volumna. Ultrafiltracija poteka pri
nadtlaku duSika (3 bar), pri stalnem meSanju 100 obr/min z ultrafiltrom YM3 pri
temperaturi 4 °C. Ultrafiltrator deluje po principu potiskanja manjSih molekul iz vzorca
skozi polprepustno membrano. Tako gredo voda in manjSe molekule skozi pore membrane,
vecje makromolekule, odvisno od velikosti por, pa ostanejo na povrS$ini membrane. V
nasem primeru so mejne vrednosti pore YM3 3000 MW (51).

Koncentrirano raztopino protitelesa dializiramo proti vezalnemu pufru (0,14 M fosfatni
pufer, pH = 8,2). Na ta nacin raztopino v ultrafiltru razsolimo in ji uravnamo pH. Tako

pripravljen vzorec zamrznemo pri —20 °C in je pripravljen za afinitetno kromatografijo.

Afinitetna kromatografija

Afinitetna kromatografija je vrsta adsorpcijske kromatografije, ki se med drugim uporablja
za CiS€enje protiteles. Molekule iz vzorca se ob prehodu skozi kolono specifi¢no in
reverzibilno vezejo na ligand, ki je kovalentno vezan na nosilec. Ligand ostane med
celotnim postopkom vezan na nosilec, medtem ko se molekule iz vzorca eluirajo s
spiranjem kolone ob spremenjenih pogojih (pH, temperatura, ionska moc, pufer z
denaturanti). Na ta na¢in dobimo posamezne frakcije, v katerih se nahaja Zelena molekula
iz vzorca (52).

Uporabili smo kolono z nosilcem protein A-sefaroza. Protein A je 40-60 kDa velik protein,
izoliran iz celicne stene bakterije Staphylococcus aureus in veze Fc regijo IgG
imunoglobulinov. Protitelo eluiramo z znizevanjem pH ter koli¢ino protitelesa dolo¢imo z

merjenjem absorbance pri 280 nm (53, 54).

Postopek izvajanja afinitetne kromatografije:

1. Kolono speremo z 10-kratnim volumnom vezalnega pufra pH = 8,2. Tako odstranimo
raztopino azida.

2. Ociscen protein A-sefarozo zmeSamo z naSim vzorcem, ki ga predhodno odtalimo. Vse
skupaj prelijemo v 50 mL centrifugirko in rahlo stresamo 1,5 ure pri sobni temperaturi,
da pride do vezave protitelesa na ligand.

3. Gel z vzorcem po inkubaciji prelijemo nazaj v kolono in po¢akamo, da se posede.
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4. Kolono spiramo z vezalnim pufrom, dokler ne dosezemo vrednost absorbance 0,01.
Rdeco tekocino (flowthrough), ki iztee iz kolone shranimo na —20 °C. Na ta nacin
odstranimo nevezane snovi.

5. Kolono spiramo z elucijskim pufrom s pH 3,5. Frakcije po 3 0z. 6 mL zbiramo v ¢aso in
vsaki posamezni frakciji izmerimo absorbanco. Frakcije z visoko absorbanco zdruzimo
in s Tris pufrom (pH = 9,0) uravnamo na pH 7,0.

6. Kolono spiramo Se z elucijskim pufrom (pH 2,5), dokler ne pade absorbanca frakcije
pod 0,01.

7. Kolono 3-krat speremo z vezavnim pufrom (z dodatkom 0,03 % azida, v primeru, da je

dlje ¢asa ne bomo uporabili) in shranimo v hladilniku pri temperaturi 4 °C.

Dializa proti pufru PBS

Zdruzene frakcije z najvisjo absorbanco z ultrafiltracijo skoncentriramo do volumna 1-2
mL. Tej koncentrirani raztopini protitelesa trikrat dodamo pufer PBS v razmerju 1:2 in

dializiramo proti pufru PBS s pH 7,2.

Sterilna filtracija

Protitelo filtriramo z injekcijsko brizgalko skozi sterilni filter s porami 0,22 um.
Prefiltriranemu vzorcu izmerimo absorbanco pri 280 nm.

Doloc¢anje koncentracije protitelesa 2F12

Koncentracijo protitelesa dolo¢imo spektrofotometricno. Za protitelo IgG pri
ekstinkcijskem koeficientu 1,35 mL/cm mg in dolZini kivete 1 cm velja:
Cmab= A2g0 * Tmab

MmAb :Azg() -1/ -V

Cmab : koncentracija protitelesa v mg/mL f ,ap: faktor protitelesa: 1/ =0,7407
mpyAp: Masa protitelesa vimg € map: ekstinkceijski koeficient 1,35 mL/cm mg

A,g: absorbanca pri valovni dolzini 280 nm V pap: volumen frakcije v mL
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3.2.3 GOJENJE CELICNIH LINLJ

Gojenje celic poteka v sterilnem okolju in pri sterilnih pogojih. Pri delu uporabljamo
sterilni pribor in sterilne reagente. Uporabljamo gojiéne plastenke s povr§ino 25 cm?”in 75
cm’, za hibridomske celice pa tudi plastenke s povrino 150 cm® Celice gojimo pri
temperaturi 37 °C v atmosferi nasi€eni z vlago in s 5 % CO, v celi¢nem inkubatorju. Ko
pritrjene celice prerastejo 70 do 80 % povrsine gojiscne plastenke, celice tripsiniziramo,
tako da kulturo speremo s pufrom PBS (3 mL v male plastenke, 6 mL v velike), dodamo
pufer PBS z 0,02 % EDTA (2,5 mL v male plastenke, 5 mL v velike) in tripsin (0,05 %
koncna koncentracija) in priblizno 10 min inkubiramo pri 37 °C. Celice spremljamo pod
invertnim mikroskopom. Ko se celice razpustijo in prosto plavajo po raztopini, dodamo
gojisce (2,5 mL v male plastenke, 5 mL v velike) in s tem inaktiviramo tripsin. Zmes
prenesemo v centrifugirko in centrifugiramo 5 min pri 1’500 obr/min. Supernatant
odlijemo, celice pa resuspendiramo v 1 mL gojisca ter prenesemo na gojis¢no plosco z 12
0z. 24 vdolbinicami (MTP12 oz. MTP24) in v novo plastenko s sveZim gojis¢em. Za
eljeno konéno $tevilo celic v vdolbinici (2x10* oz. 1 x10%) pred centrifugiranjem celice
prestejemo, preracunamo $tevilo celic v 1 mL in odmerimo koli¢ino suspenzije celic v

posamezno vdolbinico ter dodamo zadostno koli¢ino gojisca.

Slika 3-1: Gojis¢na plosca s celicami (55).

Celice PC3 gojimo v gojis¢u DMEM/F12 (1:1) z dodanim serumom (10 % FCS), 1 % t-

glutaminom in 1 % antibiotikom (penicilin/streptomicin).

Celice U937 gojimo v gojis¢u RPMI z dodanim serumom (5-10 % FCS), 1 % t-

glutaminom in 1% antibiotikom (penicilin/streptomicin)
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3.2.4 IMUNOCITOKEMIJA

Imunocitokemija je pogosto uporabljena laboratorijska tehnika za prepoznavanje
specificnih peptidov ali proteinskih antigenov v notranjosti ali na povrsini celic s pomocjo
protiteles. Na antigene vezano protitelo nato detektiramo z razli¢nimi metodami.
Oznacevalec za protitelo je lahko fluorescencno barvilo, encim ali radioaktivni izotop.
Nastali kompleks lahko opazujemo s fluorescen¢nim mikroskopom ali z avtoradiografijo.

Imunocitokemi¢ne metode so lahko direktne ali indirektne. Pri direktni metodi na
primarno protitelo vezemo izbran oznacevalec (fluorokrom), pri indirektni metodi pa na
antigen vezemo neoznaceno primarno protitelo, na primarno protitelo pa nato Se oznaceno
sekundarno protitelo. Pod fluorescencnim mikroskopom lahko tako opazujemo posredno

ali neposredno oznacen antigen (56).

Priprava celic za fluorescen¢no mikroskopijo

Celice nacepimo na krovna stekelca 3 dni pred pri¢etkom barvanja. Vse stopnje barvanja
izvajamo pri sobni temperaturi.
1.) Fiksacija celic in blokiranje prostih vezavnih mest:
- Ce celice niso dobro pritrjene, ne odstranjujemo gojisca,
- v vsako od vdolbinic MTP24 dodamo 500 pL 10 % formalina Sigma-Aldrich™ (57)
v pufru PBS za fiksiranje celic in pustimo 45 min,
- speremo s 500 uL pufra PBS ( pH = 7,4).
2.) Permeabilizacija celic:
- celicam dodamo 500 pL 0,1 % raztopine Triton X-100 v pufru PBS in
permeabiliziramo 10 min,
- speremo s 500 puL pufra PBS.
3.) Blokiranje prostih vezavnih mest:
- celicam dodamo 500 pL pufra PBS s 3 % BSA in inkubiramo 30 min pri sobni T;
goveji serumski albumin blokira prosta vezavna mesta na krovnem stekelcu.
4.) Barvanje s primarnima protitelesoma 2F12 in 3B10:
- primarno monoklonsko protitelo red¢imo v pufru PBS s 3 % BSA do konc¢ne
koncentracije 10 ug/mL in v vsako vdolbinico dodamo 140 pL raztopine protitelesa,
- inkubiramo 90 min pri sobni T,

- 3-krat speremo s 500 puL pufra PBS.
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5.) Barvanje s sekundarnim protimigjim protitelesom, ozna¢enim z Alexa Fluor® 555:
- sekundarno protitelo red¢imo v pufru PBS s 3 % BSA v razmerju 1:1000 in v vsako
vdolbinico dodamo 140 pL raztopine protitelesa,
- inkubiramo 90 min pri sobni T,

- 3-krat speremo s 500 pL pufra PBS.

1. dan:
A QOOOOO
B O 'O O O O O krovn o steklo + PC3 (500 plL) 5x104%celic
c OOO0O00OO.
2. dan:
A O O Q O O C} +500 L medija
B O O O O O O + 500 pl medija + 32 pl PMA (redCen 1:1000)
o OOQOOO +500 L dif. U937 «——
3. dan: S:>

U937 (5 mL + 160 pL PMA)

priprava preparatov (redéen 1:1000)

2F12 3B10

A OO@LO@®
2 OOQ@VO®
¢ COQOO0®

PFA PFA formalin FFA PFA formalin

Slika 3-2: Priprava kokulture U937 in PC3 za fluorescen¢no mikroskopijo.

Krovna stekelca s celicami s pinceto previdno vzamemo iz vdolbinic in jih poloZzimo na
toaletni papir, da se osu$ijo. Na objektno steklo nanesemo majhno kapljico Antifade
reagenta za zaSCito pred razbarvanjem fluorescencno oznaCenega protitelesa. Krovno

stekelce s celi¢no stranjo poveznemo ¢ez kapljico in nezno pritisnemo, da izpodrinemo
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odvecni reagent. Krovno stekelce oblepimo z lakom za nohte, da prepre¢imo izhlapevanje
in odtekanje reagenta. Tako pripravljeni preparati so primerni za fluorescencno
mikroskopijo in so obstojni ve¢ tednov, ¢e jih hranimo v temi v hladilniku na 4 °C.

Pri preparatih, kjer smo imeli poleg celic PC3 Se kokulture U937 celic, smo postopali pri
pripravi nekoliko drugace. Pri tocki 1. smo uporabili 4 % paraformaldehid oziroma 10 %
formalin Sigma-Aldrich™. Pri 4. in 5. to€ki pa smo namesto 140 pL dodali po 200 pL

protitelesa.

Fluorescenéno oznaéevanje mAb 3B10 z Alexa Fluor® 488

Z zelenim fluorescenénim barvilom (fluorokromom) smo oznacili monoklonsko protitelo
3B10 (subklon 5C1-3B10-2F7), ki prepoznavajo tako prokatepsin X kot katepsin X. Za
oznaGevevanje protitelesa smo uporabili komercialni komplet Alexa Fluor™ 488 Protein
Labeling Kit s fluorokromom Alexa Fluor™ 488, ki ima absorpcijski vrh pri 494 nm in
ekscitacijski vrh pri 519 nm (58). Na voljo smo imeli ~ 800 uL. mAb 3B10, s koncentracijo
0,95 mg/mL.

Raztopini protitelesa v pufru PBS (postopek prilagojen za 1 mg IgG; optimalno 0,5 mL,
v =2 mg/mL) dodamo 50 puL 1M raztopine NaHCOj3. Pripravljeno raztopino prenesemo v
vialo z oznaevalcem Alexa Fluor” 488 in inkubiramo 1 uro pri sobni T ob konstantnem
mesanju z magnetnim mesSalom. Raztopino pustimo ¢ez no¢ na 4 °C v temnem prostoru.
Potem na pripravljeni koloni za gelsko kromatografijo lo¢imo oznaceno protitelo od
nevezanega oznacevalca. Kolono speremo z elucijskim pufrom in obe frakciji loceno
zberemo v viali. Raztopini konjugiranega protitelesa izmerimo absorbanco pri Asgp in A4oa4.

Koncentracijo oznacenega protitelesa 3B10-488 izraCunamo po enacbi:

C3B10-488 = [A280 — (Aso4 * 0,11)] /203000 [mol/L]

203000 cm'M™....... molarni ekstinkcijski koeficient IgG

0,11 v, korekcijski faktor za upostevanje absorbcije barvila pri Asgp.

Stopnjo oznacenosti protitelesa izracunamo po enacb:

(A4o4 * faktor redcenja) / (71000 * c3B10.488)

71000 cm™M™! ... molarni ekstinkeijski koeficient barvila Alexa Fluor®™ 488 pri 494 nm.
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Za 1 mol protitelesa je optimalna stopnja oznagenosti 4-9 molov barvila Alexa Fluor®™ 488.
Vialo z oznacenim protitelesom v pufru PBS pH 7,2 z ~2 mM NaNj3 shranimo na 4 °C,
zasc¢iteno pred svetlobo. Za daljSe hranjenje, razdelimo protitelo na manjSe volumne in
zamrznemo na —20 °C. Na sliki 3-3 sta vidni lo¢eni lisi nevezanega oznacevalca od

oznacenega protitelesa 3B10-488.

Slika 3-3: Gelska Kkromatografska kolona s protitelesom 3B10-488. Zgornja
fluorescenéna lisa je nevezano barvilo Alexa Fluor® 488, spodnja lisa pa z

barvilom oznacena protitelesa 3B10-488.

3.2.5 FLUORESCENCNA MIKROSKOPIJA

Fluorescen¢ni mikroskop je izpopolnjen svetlobni mikroskop, ki se lahko uporablja tudi za
opazovanje predmetov, v katerih so fluorescen¢ne molekule (59). Te snovi absorbirajo
svetlobo s krajSo valovno dolzino (vzbujevalna svetloba), oddajajo pa svetlobo z daljso
valovno dolzino (emitirana svetloba). Fluorescen¢na snov je v preparatu lahko naravno
navzoca - gre za avtofluorescenco (npr. klorofil, vitamin A); pogosto pa z njo preparat
obarvamo (npr. fluorescein izotiocianat - FITC, tetrametil rodamin - TMR). Mikroskop
ima za vir kratkovalovne svetlobe zivosrebrno Zarnico. Ker je vzbujevalna svetloba za oc¢i
Skodljiva, je pred okularjem Se zaporni filter, ki jo prestreze, zato je vidno polje temno.
Skozi optiko mikroskopa je prepuscena le emitirana svetloba, ki jo oddajajo fluorescencne

molekule.
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Fiksirane preparate postavimo na premi¢no mizico in med objektiv ter preparat damo
kapljico imerzijskega olja, ki zmanj$a odbojni kot Zarkov, ki presvetljujejo preparat. Na
fluorescenénem mikroskopu lahko spreminjamo $tevilne parametre, ki naredijo sliko ostro,

kontrastno in pravilno osvetljeno.

3.2.6 TEST ELISA

Encimskoimunski test ali test ELISA (anglesko: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
je obcutljiva biokemijska metoda, ki se uporablja za detekcijo protiteles ali antigenov v
vzorcu. Danes poznamo Stevilne razliCice te metode, s katerimi lahko kvalitativno in
(semi)kvantitativno dolo¢imo antigene in protitelesa v vzorcu (60, 61).

Za dolocanje prisotnosti specifi¢nih protiteles v vzorcu s pomoc¢jo antigena uporabljamo
indirektni test ELISA. Direktni ali sendvi¢ test ELISA pa sta prirejena za kvantitativno
doloCanje antigenov v vzorcu. Pri vseh izvedbah testa ELISA nazadnje dodamo na
protitelo vezan encim, ki omogoc¢i spremembo barve substrata in detekcijo prisotnosti
preiskovanega protitelesa ali antigena. Detekcijo omogoci encimska reakcija, ki jo
katalizira na protitelo konjugirana hrenova peroksidaza (HRP), ki pretvori substrat TMB in
H,0, v temno modro obarvan produkt. MnoZzina nastalega produkta je sorazmerna
mnozini protitelesa oz. indirektno mnozini antigena v vzorcu. Encimsko reakcijo HRP
prekinemo z dodatkom H,SO,4. Nastali produkt kvantificiramo spektrofotometricno pri

450 nm.

substrat

substrat L konjugirano
) sekundarno
substrat U c protitelo
C oy r konjugirano .
L4 )k sekundarno pflmarllm
i k rotitelo |l
konjugirano primarno protitelo p

primarno protitelo .
protitelo primarno
protitelo|

direktnaelisa indirektnaelisa sendvic elisa

Slika 3-4: Razli¢ni tipi testa ELISA (62).
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Direktni test ELISA

Direktni test ELISA smo izvedli z namenom preveriti aktivnost nasega protitelesa proti
katepsinu X. Na trdno podlago najprej adsorbiramo primarno protitelo I (Ab I) (v nasem
primeru 2F12 ali 3B10) raztopljeno v pufru A (pH 9,6) ¢ez no¢ pri temperaturi +4 °C. Na
primarno Ab I veZzemo antigen (v naSem primeru katepsin X). Na tako imobiliziran antigen
nato vezemo drugo primarno Ab II (v naSem primeru 2F12 ali 3B10), ki je lahko
konjugirano ali pa ne. Ce primarno Ab II ni konjugirano, nanj vezemo s HRP konjugirano
sekundarno Ab. Pri posameznih testih smo zaradi optimizacije postopka le-tega nekoliko

spremenili, spremembe pa smo opisali v poglavju 4.1.

Indirektni test ELISA

Z indirektnim testom ELISA smo zeleli kvantificirati jakost vezave monoklonskih
protiteles 2F12 in 3B10 na peptide p#1, p#2, p#3; prokatepsin X in katepsin X. 14 AK
dolga zaporedja peptidov p#1, p#2 in p#3 ustrezajo zaporedju proregije prokatepsina X,
poleg tega je zaradi boljSe vezave na nosilec pri vzporednem projektu imunizacije misk,

temu zaporedju na C-konec dodana aminokislina cistein.

miﬁ;ﬁﬁx. GLYFRRGQTCYRPLRGDGLAPLGRSTYPRPHEY
p#1: GLYFRRGQTCYRPLC
p#2: YRPLRGDGLAPLGRC
p#3: APLGRSTYPRPHEYC

Slika 3-5: Peptidi p#1, p#2 in p#3 v primerjavi s proregijo prokatepsina X. Molske
mase peptidov so 1833.16 (p#1), 1643.93 (p#2) in 1746.96 (p#3) Oznaceni so

zaporedje RGD in kon¢ni cisteini.

Pri indirektnem testu ELISA je antigen adsorbiran na trdno podlago. Ob dodatku
primarnega protitelesa (v nasem primeru 2F12 in 3B10), nastane kompleks antigen-
protitelo, ki ga detektiramo s sekundarnim protitelesom, kovalentno oznacenimi s HRP.
Namesto primarnega in konjugiranega sekundarnega protitelesa smo uporabili zgolj s HRP
konjugirano primarno protitelo. Pri posameznih testih smo zaradi optimizacije postopka le-

tega nekoliko spremenili, spremembe pa smo opisali v poglavju 4.4.
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Preglednica I1: Postopek izvajanja direktnega in indirektnega testa ELISA.

Primarno protitelo (Ab I) red¢imo s
pufrom A, napipetiramo po 100 pL

Prekrivanje mikrotitrske

plosce Antigen red¢imo v pufru A,

l napipetiramo po 100 pL

Inkubacija +4 °C, ¢ez no¢

A 4

Avtomatski spiralec plosco 3-krat spere s
Spiranje in osusitev plosce pufrom za spiranje in osusi
v
Blokada 150 pL pufra C

30 min na sobni T, nato pufer C
odstranimo

Inkubacija

Pripravimo standardno redcitveno

vrsto v pufru C in odpipetiramo po

Vezava primarnega 100 pL standarda; kontrolni vzorec
protitelesa predstavlja pufer C

Vezava antigena

\ 4

Inkubacija 2 uri, 37 °C

\ 4

Spiranje in osuSitev Avtomatski spiralec plos¢o 3-krat
plosce: spere s pufrom za spiranje in osusi

\ 4

i - Primarno protitelo Ab II razred¢imo v
Vezava pl.'lm.arnl.h Ab Il razmerju 1:1000 s pufrom C in
konjugiranih napipetiramo po 100 pL
k ih . .
Vezava e undarni Sekundarna protitelesa red¢imo v
protiteles . .
razmerju 1:1000 s pufrom C in

napipetiramo po 100 pL
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l

Inkubacija 2 uri, 37 °C

l

Spiranje in osusitev Avtomatski spiralec plos¢o 3-krat
ploste spere s pufrom za spiranje in osusi

Substrat TMB in H,O; red¢imo s
substratnim pufrom pH 6,0 v razmerju
1:1 in odpipetiramo po 200 pL.
Reakcija s substratom Pokrijemo s folijo in pustimo pri sobni

T 15 min. Nato dodamo v vsako
vdolbinico po 50 pL raztopine za
prekinitev reakcije (2 M H,SOy) in
izmerimo absorbanco

Legenda:

direktna in indirektna ELISA

direktna ELISA

indirektna ELISA

3.2.7 PRETOCNA CITOMETRIJA

Preto¢na citometrija je metoda za merjenje specificnih molekul (oznacevalcev, markerjev)
na ali v celicah/delcih v tekocih vzorcih. V osnovi je metoda podobna fluorescenéni
mikroskopiji. Razlikuje se v tem, da je od¢itavanje odstotka obarvanih celic
avtomatizirano, hitrejSe in objektivnejse. Metoda omogoca merjenje vsake celice, ki v
tankem curku potuje skozi pretocni citometer. Svetlobni zarek, ki zadene celico, se odbije
ali lomi ali pa jo absorbirajo na protitelesu kovalentno vezani fluorokromi, ki nato oddajajo
svetlobo vi§jih valovnih dolzin. Spremembe intenzitete svetlobe belezi sistem
fotosprejemnikov. S pretocnim citometrom merimo tudi sipanje svetlobe na celicah, kar
nam pove kakSne velikosti in granuliranosti so posamezne celice.

S kombiniranjem dobljenih podatkov lahko v vzorcu lo¢imo posamezne populacije celic,
dolo¢imo njihov delez, opazujemo specifi¢ni oznacevalec le na posamezni populaciji, ipd.

Pretoc¢ni sistem sestavlja preto¢na komora, skozi katero tecejo celice v izotoni¢ni tekocini.
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Ob prehodu snopa zarkov posamezna celica odda signal. Dva fotodetektorja merita odboj
ali lom svetlobe, eden iz smeri vira, drugi pa pravokotno na smer vpadne svetlobe. Sipanje
zaradi uklona svetlobe na robovih celice zazna prednji detektor sipanja (»Forward Scatter,
FSC). Jakost signala na FSC je v korelaciji z velikostjo celice. Sipanje zaradi odboja
svetlobe meri stranski detektor sipanja (»Side Scatter«, SSC) in je odvisno od

granuliranosti celice. Vecje celice so na grafu bolj desno, bolj granulirane pa bolj zgora;.

S fluorokromom konjugirano
primarno protitelo
Celica s specificnim
povrsinskim markerjem
St K Vzorec
rtaur;(s T — l(suspenzija oznacenih celic)
&
>
i
s Razvricanje celic ena za drugo
[ Zaznavanje oddane
fluorescence z
' , oznacenih celic
| Faznavanje si ]
__}‘ _.’ je sipanja
E svetlobe na celicah
Laser ‘
\ /

Slika 3-6: Princip delovanja preto¢nega citometra (63).

S preto¢no citometrijo je mogoce analizirati tudi celice, obarvane z vec fluorescen¢nimi
barvili hkrati. Celice lahko barvamo z ve¢ monoklonskimi protitelesi hkrati in tako
ugotovimo katere kombinacije antigenov so izrazene na posamezni populaciji celic (63,
64).

S preto¢no citometrijo smo analizirali celice PC3, po izpostavitvi razli¢nim aktivatorjem/
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inhibitorjem.

Priprava celic PC3 za pretocno citometrijo po standardnem postopku brez fiksacije

Iz plastenke s celicami PC3 odstranimo gojisce, speremo s pufrom PBS in inkubiramo v
pufru PBS s 0,02 % EDTA brez tripsina, najve¢ 30 min. Ce se celice ne odlepljajo, jih
nezno postrgamo s celicnim strgalom. Celice resuspendiramo z vorteksiranjem in preZivele
prestejemo pod mikroskopom (100 pL celic red¢enih 1:1 z nigrozinom, ki mrtve celice
obarva ¢rno). Resuspendirane celice iz falkonke centrifugiramo 5 min pri 3000 obr/min.
Supernatant odlijemo in dodamo PBS do kon¢ne koncentacije 2 x10° celic/40 puL ter jih
razpipetiramo v epruvetke. Vzorcem dodamo 10 pL protitelesa v PBS (100 pg/mL),
kontrolam pa enak volumen PBS. Inkubiramo 45 min na ledu in temi. Nato celice speremo
z 2 mL PBS, centrifugiramo 5 min pri 3000 obr/min in odlijemo supernatant. V primeru,
da ne wuporabimo konjugiranega primarnega protitelesa, dodamo Se konjugirano
sekundarno protitelo. Na koncu celice resuspendiramo v 250 pL PBS in hranimo na ledu in
temi. Pretono citometrijo opravimo ¢imprej, najkasneje pa v 45 min, saj nefiksirane

celice hitreje odmirajo.

3.2.8 AKTIVNOST KATEPSINA X V PRISOTNOSTI PEPTIDOV PROREGIJE

Aktivnost katepsina X smo merili v prisotnosti prej omenjenih peptidov, ki ustrezajo
proregiji prokatepsina X. Kot potencialni inhibitor katepsina X smo uporabili peptid p#1,
kot kontrolo pa peptid p#3. Aktivni katepsin X, ki ima monokarboksipeptidazno aktivnost,
cepi peptidno vez substrata Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH na mestu Glu-Lys. Nastali
fluorescenéni  produkt Lys(Dnp)-OH kvantificiramo spektrofotometri¢no. Zaradi
optimizacije postopka, smo spreminjali vrstni red dodanih reagentov in pa kon¢no razmerje
med dodanimi reagenti. Prav tako smo reakcijo spremljali v aktivacijskem pufru z ali brez
dodanega ditiotreitola (DTT), to je reducenta, ki reducira (in s tem prekine) disulfidne vezi.
Kon¢ne koncentracije uporabljenih reagentov:

- substrat: 5 uM

- katepsina X: 10 nM

- peptid p#1, p#3: 200 uM, 20 uM in 2 pM.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 IZOLACIJA MONOKLONSKEGA PROTITELESA PROTI KATEPSINU X

Kot je opisano v poglavju 3.2.2, smo s pomoc¢jo afinitetne kromatografije izolirali in
ocistili monoklonsko protitelo proti katepsinu X (2F12-b). Protitelo smo s kolone sprali z
elucijskim pufrom pH 3,5 in takoj nevtralizirali z 1M Trisom. Frakcije, ki so imele Axg
vi§jo od 0,08 smo zdruzili, ostale pa zavrgli. Zdruzene frakcije smo skoncentrirali z
ultrafiltratorjem in dializirali napram PBS. Kon¢nemu volumnu ~1 mL smo dolo¢ili
koncentracijo 0,64 mg/mL. Vzrok za nizek izplen protitelesa je najverjetneje visoka
pasaza hibridomske linije, ki ne proizvaja protitelesa ve¢ tako ucinkovito kot dosle;.
Kakovost protitelesa 2F12-b smo preverili z direktnim testom ELISA in jih primerjali z
odzivi nazadnje izoliranega protitelesa 2F12-a. Pri tem smo uporabili sledeci testni

sistem:

2F12-a  |R=1:567, y4=2,78 pg/mL
2F12-b R=1:230, yx=2,78 pg/mL

1. |primarno Ab I

red¢itvena vrsta yy: od 0,5 pg/mL do
7,8 ng/mL, ¢as inkubacije 90 min

3. |konjugirano primarno Ab II |3B10-HRP |R=1:1000

2. |Ag KatX-a

S testom smo v izolatu potrdili prisotnost funkcionalnih mAb 2F12, ki prepoznavajo
katepsin X in pri tem dajejo koncentracijsko odvisen odziv (slika 4-1). Pri enaki nominalni
koncentraciji protiteles 2F12-a in 2F12-b (2,78 pg/mL) je novo izolirano protitelo v

povprecju 2,9-krat manj ucinkovito od protitelesa izoliranega maja 2009 (2F12-a).
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2,00
1,80 [ ]
1,60
1,40
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1,00 O2F12-a
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A450

0,80 A
0,60
0,40 A
0,20

0,00 A — ] I:L

7,8 15,6 31,3 62,5 125,0 250,0 500,0
konc. katepsina X [ng/mL]

Slika 4-1: Odvisnost absorbance od koncentracije katepsina X za protitelesi 2F12-a in
2F12-b, dolocena z direktnim testom ELISA. Z naras¢ajoCo mnozino
katepsina X narasca tudi odziv (Asso). Nominalna konc¢na koncentracija
uporabljenih protiteles 2F12-a in 2F12-b, dolo¢ena spektrofotometri¢no, je
identi¢na (2,78 ug/mL). Zaradi manjSe ucinkovitosti izoliranega protitelesa
2F12-b, le-ta dajejo manjSe odzive kot protitelo 2F12-a.

4.2 FLUORESCENCNA MIKROSKOPIJA

Pod fluorescencnim mikroskopom smo opazovali celice PC3, permeabilizirane s
Tritonom X-100 in barvane s primarnima protitelesoma 2F12-a in 3B10. Kot fluorokrom
sta bila uporabljena Alexa Fluor” 555 (rde¢a fluorescenca) in Alexa Fluor™ 488 (zelena
fluorescenca), vezana na sekundarno protitelo, ki prepoznava obe vrsti mis§jih primarnih
protiteles.

Na celicah PC3 so bili pri vseh preparatih vidni debelejsi izrastki (psevdopodiji), ki so iz
celice izrascali na enem/dveh mestih (slika 4-2). Celice so psevdopodije tvorile tudi kadar
so bile izpostavljene diferenciaciji s PMA (slika 4-3). Zlasti v konicah psevdopodijev je
zaznati povecano lokalizacijo katepsina X v obliki prstana. Priseskom podobne strukture so
ze bile opisane in so bile poimenovane PILS (podosomu ali invadopodiju podobne
strukture) (65). V omenjenih strukturah so pri teh celicah identificirali lokalizirane
metaloproteaze, ki so sodelovale pri razgradnji kolagena in ECM. Z B-aktinom bogati
psevdopodiji so pri nekaterih tumorskih celicah osnovni na¢in motilitete, ki tumorski celici

omogoca invazijo (66). Vloga katepsina X v konicah psevdopodijev celic PC3 $e ni znana.
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Slika 4-2: Lokalizacija katepsina X v celi¢nih izrastkih celic PC3. Oznacdeni so
psevdopodiji (P) in njihove podosomu ali invadopodiju podobne strukture
(PILS). Barvano s protitelesom 2F12-a proti katepsinu X.

Medtem, ko je aktivna oblika katepsina X prisotna predvsem v izrastkih (slika 4-3 A,
barvano z mAb 2F12), pa je prokatepsin X v citoplazmi celic PC3 razporejen zrnato, saj je
skladis¢en v lizosomih (slika 4-3 B, barvano z mAb 3B10). Iz lizosomov se prokatepsin X

prenese (translocira) na konico psevdopodijev in se med ali po translokaciji tudi aktivira.

Slika 4-3: Celica PC3 s psevdopodijem (P) po tretiranju s PMA. Na konici
psevdopodija (PILS) je vidna povecana lokalizacija katepsina X, v citoplazmi
celic pa za lizosome znacilna zrnata razporeditev prokatepsina X (L). Barvano s
protitelesom 2F12-a proti katepsinu X (A) in protitelesom 3B10 proti
(pro)katepsinu X (B).

S konfokalnim mikroskopom smo v celicah PC3 preverili tudi kolokalizacijo katepsina X

in integrinov z verigo B2 oz. 3. Katepsin X se najbolje kolokalizira tako z integrini z
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verigo B3 (slika 4-4) kot z integrini z verigo P2 (slika 4-5) v konicah psevdopodijev
(PILS), kjer so integrini, podobno kot katepsin X, kot zrnca razporejeni v obliki prstana.
Glede na znano vlogo integrinov pri medcelicni komunikaciji in adheziji, njihova
lokalizacija v konici psevdopodija ni presenetljiva. S psevdopodiji namre¢ celice med
invazijo komunicirajo z okoliskimi celicami in na takSen nacin najverjetneje tudi dolocijo
tip celicnega okolja v katerega prodirajo. Prokatepsin X, ki ima dve vezavni mesti za
integrine (RGD na proregiji in ECD na aktivnem delu), bi se kolokaliziral z integrini
(predvsem z motivom RGD na B3 verigo) na celi¢ni membrani ravno preko teh dveh
vezavnih mest (17). Hkrati pa bi lahko katepsin X z delno proteolizo integrinske verige
(predvsem B2) te integrine tudi aktiviral, kar je bilo potrjeno pri imunskih celicah (36).
Seveda bi za potrditev omenjenih dveh interakcij bilo potrebno natancneje doloc€iti na

kateri strani membrane se (pro)katepsin X nahaja.

Slika 4-4: Kolokalizacija katepsina X in integrinov z verigo B3 v celicah PC3. Viden je
psevdopodij (P) in povecava njegove konice (PILS). Barvano s protitelesom
2F12 proti katepsinu X (zelena barva) in protitelesom proti verigi B3 integrinov
(rde¢a barva). V konici psevdopodija je poveCana prisotnost ter dobra

kolokalizacija katepsina X in integrinov z verigo B3 (kolokalizacija je vidna na
rumenih delih).
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Slika 4-5: Kolokalizacija katepsina X in integrinov z verigo B2 v celicah PC3. Viden je
psevdopodij (P) in povecava njegove konice (PILS). Barvano s protitelesom
2F12 proti katepsinu X (zelena barva) in protitelesom proti verigi B2 integrinov
(rde€a barva). V konici psevdopodija je poveCana prisotnost ter dobra
kolokalizacija katepsina X in integrinov z verigo 32 (kolokalizacija je vidna na
rumenih delih).

Pod fluorescenénim mikroskopom smo opazovali tudi kokulture celic PC3 z monocitno
celi¢no linijo U937, ki smo jo s PMA diferencirali v makrofage. Na celicah PC3 se
podobno kot pri monokulturi vidijo psevdopodiji s podobnim vzorcem razporeditve

katepsina X.

4.3 PRETOCNA CITOMETRIJA

S pomocjo pretone citometrije smo na povrSini celic PC3 kvantitativno dolocali
(pro)katepsin X ter integrine z verigami 1, B2 in P3. Najprej smo uporabljali
nekonjugirana primarna protitelesa 2F12-a, 2F12-b in 3B10 v kombinaciji z Alexa Fluor®
555 konjugiranim sekundarnim protitelesom. Zaradi nizkih odzivov smo presli na
fluorescen¢no oznaceno primarno Ab 3B10-488, ki je dajalo veliko boljSe odzive. S
fluorescenno oznacitvijo smo pridobili 3B10-488 s koncentracijo y=0,359 mg/mL in
stopnjo oznacenosti 7,13 molov Alexa Fluor® 488 na mol protitelesa.

(Pro)katepsin X smo dolocali na povrsini netretiranih celic PC3 in po dodatku enega izmed
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naslednjih aktivatorjev v celi¢no gojisce:
- PMA (forbolni ester in tumorski promotor, ki vpliva na diferenciacijo celic)
- EGF (epidermalni rastni dejavnik, ki vpliva na celi¢no rast, proliferacijo in diferenciacijo)

- peptid RGD (tripeptidno vezavno zaporedje za integrine 33).

Da bi izboljsali ponovljivost meritev, smo poskusali variirati postopek fiksacije celic, tako
da smo celice PC3 fiksirali na koncu, po tem, ko smo jih inkubirali s protitelesi, vendar so
bili rezultati slabsi kot s klasi¢no (zacetno) fiksacijo. Poskusili smo tudi brez fiksacije
(slika 4-6) in ugotovili, da odsotnost fiksacije ne vpliva na odzive, ki jih dajejo protitelesa,
izbolj$a pa se ponovljivost med vzporednimi vzorci (paralelkami). Zaradi tega smo poskuse

nadalje izvajali brez fiksacije.
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120% -
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Fiksacijaz 10% formalinom Brez fiksacije

Slika 4-6: Vpliv fiksacije na prisotnost celokupnega katepsina X in prokatepsina X na
povrsini celic PC3. Odzivi brez fiksacije so primerljivi z odzivi pri uporabi
10 % formalina kot fiksativa.

Kvantifikacija integrinov na netretiranih celicah PC3 je pokazala, da je mogoc¢e na povrSini
celic prisotne integrine z verigami 1, B2 in B3 detektirati z monoklonskimi protitelesi. Na
povrsini celic PC3 je prisotnih najve¢ integrinov z verigo 3, najmanj pa integrinov z

verigo B2 (slika 4-7).
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Slika 4-7: IzraZenost integrinov 1, p2 in B3 na povrsini celic PC3. Pri vrednosti za
integrine B1 standardna napaka zaradi normalizacije vrednosti B2 in B3
integrinov na B1 ni prikazana.

Po dodatku PMA, EGF ali RGD v gojisce celic PC3 je prislo do poveCane prisotnosti

(pro)katepsina X na povrsini celic PC3 v primerjavi z netretiranimi celicami (slika 4-8).

Ker je bilo uporabljeno mAb 3B10-488, je bila s pretocno citometrijo na povrSini celic

doloc¢ena celokupna mnozina katepsina X in prokatepsina X.
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Slika 4-8: Vpliv razli¢nih dodatkov v rastnem gojis¢u na prisotnost celokupnega
katepsina X in prokatepsina X na povrsini celic PC3. Pri vrednosti za
netretirane celice standardna napaka zaradi normalizacije tretiranih celic
glede na netretirane ni prikazana. Uporabljeno je bilo mAb 3B10-488.

Povecanje prisotnosti (pro)katepsina X je lahko posledica povecane ekspresije gena ali pa
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translokacije encima iz celi¢nih depojev (npr. lizosomov). Na povecanje prisotnosti
(pro)katepsina X najbolj vpliva PMA, nekoliko manj peptid RGD in najmanj EGF.
Forbolni ester PMA je znan induktor celi¢ne diferenciacije, ki se posledi¢no pokaze v
spremenjenih nivojih razliénih proteinov. Povecana prisotnost (pro)katepsina X je
najverjetneje posledica stresa, ki ga celici povzroci prisotnost PMA. Celica se odzove na
stres s povecanjem proteaz, med njimi tudi katepsina X.

Za celice PC3 je znano, da imajo na svoji povrsini receptorje za epidermalni rastni dejavnik
(EGF-R), ki so del signalizacijske poti, preko katere EGF pospesuje njihovo proliferacijo in
migracijo. Z inhibicijo te poti so uspeli zmanjSati migratorni (67) in invazivni (68)
potencial celic PC3. Po dodatku EGF v gojisce je sicer priSlo do povecane prisotnosti
(pro)katepsina X na povrSini celic PC3, vendar povecanje ni bilo statisticno znacilno.
Opazanje nakazuje, da prisotnost (pro)katepsina X na povrsini ni odvisna od signalizacijske
poti, ki jo na celi¢ni membrani sproza EGF.

Interakcija prokatepsina X z integrini 33, ki se vzpostavi preko zaporedja RGD je bil razlog
za eksperiment z dodatkom peptida RGD v gojisce s celicami PC3. Peptid RGD tekmuje s
prokatepsinom X za vezavno mesto na integrinu (3. Presenetljivo se je prisotnost
prokatepsina X na povrsini celic PC3 nekoliko povecala. Omenjeni pojav bi lahko razlozili
z nespecificno vezavo majhne molekule peptida RGD na celi¢no membrano in posledi¢no
nespecificno vezavo prokatepsina X (tudi) na neintegrinske komponente celi¢ne
membrane.

TarCe na celicni membrani celic PC3 smo zeleli kvantificirati tudi kineti¢no. V gojisce
celic PC3 smo dodali prokatepsin X ali katepsin X in inkubirali 30, 60 in 90 min. Vezava
protitelesa 3B10-488 je bila asovno odvisna in visja kot pri celicah, ki jim v gojisce nista
bila dodana prokatepsin X ali katepsin X (izjema je bila casovna tocka 30 min) (slika 4-9).
S Casom se je vezava prokatepsina X mocno povecevala (na 167 % glede na netretirane
celice), vezava katepsina X pa le rahlo (iz 82 % na 89 % glede na netretirane celice).
Rezultati potrjujejo, da obstaja na povrsini celic PC3 ena ali ve¢ tar¢, na katere se veze

prokatepsin X. Ena izmed teh tar¢ je po vsej verjetnosti integrin z verigo 33.
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Slika 4-9: Vezava protitelesa 3B10-488 na celice PC3 po dodatku prokatepsina X in
katepsina X v gojiSce, glede na ¢as inkubacije. Prokatepsin X in katepsin X
smo pustili v gojiscu s celicami PC3 inkubirati 30, 60 in 90 minut.

4.4 PREPOZNAVANJE PEPTIDOV PROREGIJE PROKATEPSINA X S STRANI
PROTITELES 3B10 IN 2F12

V laboratoriju Katedre za farmacevtsko biologijo uporabljamo monoklonsko protitelo, ki
prepoznava (pro)katepsin X (3B10) in monoklonsko protitelo, ki prepoznava katepsin X
(2F12). MAb 2F12 je nevtralizacijsko protitelo, saj pride pri vezavi tega protitelesa na
katepsin X do inhibicije njegove encimske aktivnosti. Epitop, ki ga mAb 2F12 prepozna je
najverjetneje v ali zelo blizu aktivnega mesta. MAb 3B10 inhibitornega uc¢inka na katepsin
X nima, epitop, ki ga prepoznava, pa ni poznan. Iz dosedanje uporabe mAb 3B10 so
sklepali, da se njegov epitop nahaja nekje na zreli obliki in ne na proregiji encima, saj
protitelo 3B10 prepoznava tako katepsin X kot prokatepsin X (40). Zanimalo nas je, ali
protitelesi prepoznavata katerega od peptidov p#l, p#2 in p#3, ki ustrezajo zaCetnemu,
srednjemu in kon¢nemu delu proregije prokatepsina X (slika 3-5).

Pri testu direktna ELISA smo uporabili mAb 3B10-HRP in mAb 2F12-a. Za primerjavo
smo kot referencna antigena uporabili prokatepsin X (ProX-a) in katepsin X (KatX-a in
KatX-b). Peptidi p#l, p#2 in p#3 so priblizno 18-krat manjSi od prokatepsina X ter

priblizno 15-krat manjsi od katepsina X, zato imajo pri vezavi na povr$ino mikrotitrske
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plos¢ice ve¢ prostostnih stopenj. Vezejo se lahko planarno in tako niso dostopni za
protitelo. Za izboljSanje steri¢ne dostopnosti, smo za vezavo na povrsino uporabili razli¢ne
koncentracije peptidov in kot kompromisno resitev izbrali 90-kratni prebitek peptidov (2,7

puM) v primerjavi s (pro)katepsinom X (30 nM).

V testu direktna ELISA s protitelesi 3B10-HRP smo uporabili sledeci testni sistem:

1. |Ag ProX-a Yk =1 pg/mL =~30 nM, V =100 uL
KatX-a
KatX-b
p#l, p#2, p#3 Yk =5 pug/mL =27 uM, V =100 pL
2. |konjugirano 3B10-HRP R =1:500 do 1:4000, V = 100 pL, 120 min
primarno Ab inkubacije

Odzivi kazejo, da protitelo 3B10-HRP od treh peptidov proregije prepozna samo p#1 (slika
4-10). Protitelo skoraj enako dobro prepoznava dve razliéni seriji katepsina X in
prokatepsin X. ManjSe razlike v odzivih so verjetno posledica odstopanj dejanske mnozine

aktivnega encima od njegove nominalne koncentracije dolocene spektrofotometri¢no.
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Slika 4-10:  Prepoznavanje peptidov p#1, p#2 in p#3 s strani protitelesa 3B10-HRP s
testom direktna ELISA. Za primerjavo so kot referen¢ni antigeni bili
uporabljeni prokatepsin X in dva katepsina X (dveh razli¢nih serij izolacije).

Vezava protitelesa 3B10 na peptid p#1, ki predstavlja zacetni del proregije kaze na to, da
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bi zacetni del proregije prokatepsina X lahko predstavljal epitop na prokatepsinu X, ki ga
prepoznava protitelo 3B10. V tem primeru se postavlja vpraSanje, zakaj mAb 3B10
prepoznava tudi katepsin X, pri katerem naj bi po proteoliti¢ni aktivaciji s katepsinom L
proregija ne bila vec prisotna. Navidezno kontradiktornost si lahko razlagamo le s tem, da
je v raztopini katepsina X prisotna tudi njegova proregija. To bi bilo mogoce le v primeru,
da ostane kljub cepitvi amidne vezi med D38 proregije in L1 aktivne oblike katepsina X, ki
jo katalizira katepsin L, proregija Se vedno povezana preko disulfidnega mosticka z
aktivnim mestom katepsina X. Razlago lahko podkrepi tudi dejstvo, da Ze aktivirani
katepsin X potrebuje za svojo encimsko aktivnost vedno nekaj reducenta DTT (v mM

koncentraciji), ki cistein v aktivnem mestu vsaki¢ znova sprosti (mogoce od nanj vezane

proregije).

Izvedli smo tudi test ELISA s protitelesom 2F12-a in pri tem uporabili sledeci testni

sistem:
1. |Ag ProX-a
KatX-b vk =1 pg/mL =~30nM, V =100 pL
KatX-a
p#l, p#2, p#3 Yk =50 ng/mL =~30 nM, V = 100uL
2. |primarno Ab |2F12-a R = 1:500 do 1:4000, V =100 pL, 120

min inkubacije

3. |konjugirano kozja protimi§ja-HRP | R =1:1000
sekundarno
Ab

Tudi protitelo 2F12-a prepozna tako katepsin X kot prokatepsin X ter (sicer nekoliko slabse
kot protitelo 3B10) tudi peptid p#1 (slika 4-11). Odziv, ki ga daje protitelo 2F12 v
kombinaciji s HRP-konjugiranim sekundarnim protitelesom je pricakovano slabsi kot z
mAb 3B10-HRP, saj je odvisen tako od ucinkovitosti vezave primarnega protitelesa na
antigen, kot tudi od ucinkovitosti vezave sekundarnega na primarno protitelo. Prav tako je
slabsi odziv lahko posledica encimske aktivnosti HRP, vezane na sekundarno protitelo, ki
je lahko manjsa od encimske aktivnosti HRP, vezane na primarno protitelo. Odzivi dobljeni
z uporabo mAb 2F12 prav tako niso bili koncentracijsko odvisni, kar nakazuje, da test
ELISA s tem protitelesom ni najbolj reprezentativen. Sicer nas je spoznanje, da protitelo
2F12 prepoznava tudi prokatepsin X nekoliko presenetilo, saj bi sklepali, da je aktivno

mesto, ki ga protitelo 2F12 prepozna na katepsinu X, pri prokatepsinu X nedostopno za
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protitelo. Prekriva ga namre¢ proregija, ki s cisteinom v aktivnem mestu v nereducirajocih

pogojih tvori disulfidno vez.
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Slika 4-11: Prepoznavanje peptidov p#l, p#2 in p#3 s strani protitelesa 2F12-a z
indirektnim testom ELISA. Za primerjavo so bili kot referencni antigeni
uporabljeni prokatepsin X in katepsin X iz dveh serij.

4.5 AKTIVNOST KATEPSINA X V PRISOTNOSTI PEPTIDOV PROREGIJE

Ker lahko tvori peptid p#l s cisteinom aktivnega mesta katepsina X disulfidno vez, bi
lahko omenjeni peptid deloval inhibitorno na katepsin X. V testu aktivnosti katepsina X s
fluorescencnim substratom Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH smo preverili vpliv peptida p#1 kot
potencialnega inhibitorja in peptida p#3 kot negativne kontrole, ki se ne veze kovalentno
na aktivno mesto, na aktivnost katepsina X. V casu inkubacije smo uporabili aktivacijski
pufer (EAB), ki je vseboval 5 mM reducenta DTT in oba peptida v treh razli¢nih
koncentracijah (2 uM, 20 uM in 200 pM).

Uporabili smo sledeci testni sistem:

1. |KatX-a 50uL | Ck=10 nM

2. |p#l, p#3 40 uL | Cxk=2 pM, 20 pM, 200 pM

3. |substratv EABzDTT |10 puL |Cksu=5 puM, CkDTTvEAB=5 mM

Peptid p#1 je nekoliko inhibiral aktivnost katepsina X (78 % rezidualna aktivnost pri 200
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uM p#l), inhibicija pa je padala z zmanjSevanje koncentracije peptida p#1 (slika 4-12).
Peptid p#3 pri enakih pogojih ni statisticno znacilno inhibiral katepsina X.
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Slika 4-12: Aktivnosti katepsina X glede na razli¢ne koncentracije dodanih peptidov
p#1 in p#3. Peptida in katepsin X sta bila predinkubirana 10 min pri
temperaturi 37 °C pred dodatkom substrata.

Inhibicija katepsina X s strani peptida p#1 nakazuje, da so bila nasa predvidevanja o tvorbi
disulfidne vezi z aktivnim mestom pravilna. Kljub temu smo pri¢akovali bolj izrazito
inhibicijo. Razlog za inhibicijo v zgornjem mikromolarnem obmocju peptida p#l je
najverjetneje socasna prisotnost DTT med inkubacijo peptida s katepsinom X. Odlo¢ili smo
se, da bomo peptida najprej inkubirali s katepsinom X brez prisotnosti DTT, nato pa bomo
tik pred meritvijo dodali S¢ DTT v kon¢ni koncentraciji 5 mM, saj je le-ta za aktivnost

katepsina X nujno potreben.

Uporabili smo sledeci testni sistem:

1. |p#l, p#3 40 pL | Ck=2 uM, 20 uM, 200 uM
2. |KatX-a 40 uL | Ck=10nM

3. |EABzDTT 10 uL | CkpTTvEAB= 5 mM

4. |substrat v EAB brez DTT 10 uL | CksuB=5uM

Inhibicija, ki smo jo dobili pri koncentraciji 200 uM peptida p#1 je bila v novem testnem

sistemu veliko bolj izrazita (57 % rezidualne aktivnosti, namesto 78 %) (slika 4-13). Peptid
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p#3 tudi pri teh pogojih ni inhibiral katepsina X. Vseeno moramo upostevati dejstvo, da
prisotnost DTT kompetitivno zmanjsuje inhibitorno aktivnost pepida p#1, zato je teoreticni

maksimalni inhibitorni potencial p#1 najverjetnje vecji od dobljenega z naSim sistemom.
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Slika 4-13: Aktivnosti katepsina X glede na razli¢ne koncentracije dodanih peptidov
p#1 in p#3 ter dodatkom DTT tik pred meritvijo. Peptida in katepsin X sta
bila predinkubirana 30 min, po aktivaciji z EAB smo inkubirali §e¢ 5 min pri 37
°C in dodali substrat.

4.6 AKTIVACIJA PROKATEPSINA X Z DTT

Glede na zgoraj dobljene rezultate, ki kaZejo inhibitorno vlogo zacetnega dela proregije
prokatepsina X, ki jo posnema peptid #1 ter kompetivnega delovanja med DTT in
peptidom #1, smo zeleli preveriti, ali bi lahko zgolj z DTT uspeli aktivirati prokatepsin X
brez predhodne encimske aktivacije s katepsinom L. Prokatepsin X smo inkubirali v
aktivacijskem pufru z razlicnimi koncentracijami DTT (0, 5, 10, 20 in 50 mM) in za
dolocitev aktivnosti uporabili fluorescenéni substrat Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH. Ker eden
izmed proizvajalcev rekombinantnega prokatepsina X navaja, da lahko prokatepsin X
neencimsko aktiviramo z DTT v aktivacijskem pufru pH 3,5 (namesto pH 5,5) smo za

aktivacijo uporabili tudi ta pufer (69).
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Uporabili smo sledeci testni sistem:

1. |substrat v EAB brez DTT |10puL |CksuB=5uM

2a. |ProX-c 80 uL |Ck=10nM

2b. |ProX-c 80 uL |Ck=10nM

2c. |KatX-a 80 uL |Ck=10nM

2d. |KatX-c 80 uL | Ck=10 nM

3a. |EABbrezinz DTT 10 uL | CkprTvEAB= 0 MM, 5 mM, 10 mM, 20 mM
in 50 mM

3b. |[EABpH3,5zDTT 10 uL | CkprrvEAB= 5 mM; CkDTTvEAB= 10 mM (5
min, sobna T), nato razred¢imo na 5 mM

3c. |EABzDTT 10 pL | CkpTTVvEAB=5 MM

3d. |[EABzDTT 10 pL | CkpTTVvEAB= 5 mM

Ze sama prisotnost DTT je bila dovolj, da je prokatepsin X izkazal encimsko aktivnost na
specificnem substratu za katepsin X. DTT je aktiviral prokatepsin X v vseh uporabljenih
koncentracijah, najbolje pa se je aktiviral v aktivacijskem pufru z dodatkom 20 mM DTT
(slika 4-14).

V naSih poskusih smo lasten rekombinantni prokatepsin X uspeli najbolje aktivirati z

uporabo 20 mM DTT pri pH 5,5.

100%
90% 7 83% 83%
77% 79%

R 70%
x
©
£
"
Qo
S s0%
©
3
°
o
o
S 30% 26%
2
k]
<

10% -

()
10% 51'41 5mM 10 mM 20 mM 50 mM 5 mM, pH 10mM +5
3,5 mM, pH 3,5
Koncentracija DTT

Slika 4-14: Aktivnost prokatepsina X glede na razli¢ne koncentracije DTT in

spremenjen aktivacijski pufer.
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Aktivnost z 20 mM DTT aktiviranega prokatepsina X smo primerjali z aktivnostjo
katepsina X, ki je bil aktiviran po klasicnem proteoliznem postopku s katepsinom L.
Ugotovili smo, da je uspesnost neencimske aktivacije v primerjavi z encimsko sicer slabsa,
vendar kljub temu zelo obetavna (slika 4-15). Neencimska aktivacija predstavlja lazjo pot
kot uporaba katepsina L in ne zahteva nadaljnjega kromatografskega ¢iS¢enja. Zaradi izgub

pri postopku ¢iScenja katepsina X od katepsina L, bi lahko bila neecimska aktivacija celo

bolj racionalna pot za pridobivanje katepsina X.

230% 224%

210% |
190% |
170% |
150% |
130%
110% 100%

90% |

70% |

50% |

Aktivnost prokatepsina X in katepsina X (%)

30% |

10% -

-10% - proKatX-c +20 mM DTT KatX-c + 5 mM DTT

Slika 4-15: Aktivnost prokatepsina X, aktiviranega z DTT, in katepsina X,
aktiviranega s katepsinom L.
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5. SKLEP

Vloga katepsina X, ki se v velikih koncentracijah nahaja v celicah c¢loveskega

adenokarcinoma prostate (PC3), Se ni pojasnjena. V sklopu diplomskega dela smo prisli do

naslednjih sklepov:

1.

Iz hibridomske celi¢ne linije je bilo s pomocjo afinitetne kromatografije izolirano in
o¢is¢eno mAb 2F12. S testom ELISA je bila potrjena prisotnost funkcionalnega
protitelesa, ki pa je bilo v povprecju 2,9-krat manj u¢inkovito kot predhodno izolirano

protitelo.

. Z imunocitokemi¢nimi testi in fluorescenéno mikroskopijo je bilo s pomocjo

fluorescenéno oznacenih protiteles dokazano, da se katepsin X nahaja predvsem v
konici psevdopodijev, znanih kot PILS, prokatepsin X pa v lizosomih celic PC3.
Katepsin X se v konici psevdopodijev kolokalizira z integrini z verigo B2 oz. B3 in bi
lahko imel pomembno vlogo pri medcelicni komunikaciji, adheziji in invazivnosti
adenokarcinoma prostate. V kokulturi celic PC3 z monocitno celicno linijjo U937,
diferencirane s PMA v makrofage, so bili na celicah PC3 ravno tako vidni psevdopodiji

s podobnim vzorcem razporeditve katepsina X.

. S pretocno citometrijo je bilo dokazano, da so na plazemski membrani celic PC3

razli¢no izraZeni integrini z verigami B3, 1 in B2 (v takSnem padajo¢em vrstnem redu

njihove mnozine).

. Dodatek forbolnega estra PMA je povzrocilo povecanje prisotnosti (pro)katepsina X na

povrsini celic PC3 v primerjavi z netretiranimi celicami, saj je PMA znan induktor

izraZzanja mnogih proteinov.

. Povecanje zaradi EGF ni bilo statisti¢no znacilno, kar kaze na to, da (pro)katepsin X na

povrsini celic PC3 ni odvisen od signalizacijske poti, ki jo EGF sprozi po vezavi na

receptor EGF-R.

. Dodatek tripeptidnega vezavnega zaporedja RGD za integrine z verigo B3 v gojisce je

proti pricakovanjem nekoliko povecal prisotnost (pro)katepsina X na povrsini, Ceprav bi
moral peptid tekmovati s prokatepsinom X za vezavna mesta na integrinu 3. Vzrok

temu so najverjetneje nespecificne interakcije med peptidom RGD in (pro)katepsinom

X.

. S kineti¢nim poskusom vezave dodanega (pro)katepsina X je bil na povrsini celic PC3

potrjen obstoj ene ali veC tar¢, na katere se veze prokatepsin X, ne pa tudi katepsin X. S
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casom se je vezava prokatepsina X mocno povecevala (na 167 % glede na netretirane
celice), vezava katepsina X pa le rahlo (iz 82 % na 89 % glede na netretirane celice).
Ena izmed teh tar€ je po vsej verjetnosti integrin z verigo [33.

8. Protitelo 3B10 poleg prokatepsina X in katepsina X zelo dobro prepoznava tudi peptid
p#l, ki predstavlja zacetni del proregije, ne pa tudi preostalih delov proregije
prokatepsina X (p#2, p#3). Zacetni del proregije prokatepsina X bi tako lahko
predstavljal epitop na prokatepsinu X, ki ga protitelo 3B10 prepoznava. Spekuliramo
lahko, da je prisotnost (s katepsinom L cepljene) proregije vzrok, da protitelo
prepoznava poleg prokatepsina X tudi katepsin X.

9. Peptid p#1 inhibira aktivnost katepsina X v zgornjem mikromolarnem obmocju.
Inhibicija je izrazitejSa, kadar med inkubacijo z encimom ni prisoten reducent DTT, ki
kompetitivno prekinja disulfidno vez, ki jo peptid p#l tvori z aktivhim mestom
katepsina X.

10.Reducent DTT, prisoten v aktivacijskem pufru, lahko brez prisotnosti katepsina L,

aktivira prokatepsin X.

Na osnovi zgoraj omenjenih sklepov lahko z vecjo verjetnostjo trdimo, da so integrini v
celicah PC3 tarce (pro)katepsina X, zlasti integrini z verigo 3. S tem je bolj verjetna tudi
vloga katepsina X pri migraciji, adheziji, proliferaciji in morfologiji celic PC3. Hkrati z
eksperimenti na celicah PC3 je bila tekom diplomske naloge osvetljena vloga zacetnega
dela proregije prokatepsina X, ki inhibira katepsin X, najverjetneje preko tvorbe
disulfidnega mosticka s cisteinom aktivnega mesta. Omenjeni del proregije tudi predstavlja
epitop, ki ga prepoznava protitelo 3B10. Dokazano je bilo tudi, da encimska aktivacija
prokatepsina X ni edina pot, ampak lahko do aktivne oblike encima pridemo tudi z

uporabo reducenta DTT.
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