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POVZETEK

Katepsin B je lizosomska cisteinska proteaza, ki se od ostalih katepsinov razlikuje po tem,
da ima endopeptidazno in eksopeptidazno aktivnost. V organizmu ima pomembno viogo v
Stevilnih fizioloskih in patoloSkih procesih in je Ze znana taréa za nacrtovanje novih zdravil
za zdravljenje raka. Eksopeptidazna aktivnost katepsina B je povezana z njegovo
fiziolosko vlogo, endopeptidazna aktivnost pa je povezana predvsem z njegovo patolosko
vlogo. Slednja je bistvenega pomena pri razgradnji zunajceli¢nega matriksa in posledi¢no
pri tumorski invaziji in metastaziranju.

V okviru diplomske naloge smo najprej ovrednotili vpliv izbranih derivatov nitroksolina na
inhibicijo endopeptidazne in eksopeptidazne aktivnosti katepsina B ter njihovo selektivnost
za inhibicijo katepsina B napram katepsinoma H in L. Pri tem smo ugotovili, da sta spojini
1 in 2 selektivna inhibitorja endopeptidazne, spojini 3 in 4 pa selektivna inhibitorja
eksopeptidazne aktivnosti katepsina B. Spojini 5 in 6 nista izkazovali selektivnosti niti za
endopeptidazno niti za eksopeptidazno aktivnost katepsina B, kakor tudi ne selektivnosti za
posamezen katepsin B, H ali L.

V nadaljevanju smo s funkcijskimi testi na celi¢ni liniji MCF-10A neoT ovrednotili vpliv
inhibitorjev na zunajceli¢no in znotrajceli¢no razgradnjo proteinov zunajceli¢nega matriksa
ter invazijo celic v 2D in vitro modelu celi¢ne invazije. Na celi¢ni liniji MMTV-PyMT pa
smo dolocili $e njihov vpliv na invazijo celic v 3D in vitro modelu, ki temelji na
implantaciji sferoidov v Matrigel™. Kot najboljsi inhibitor se je, tako v encimskih testih
kot pri funkcijskih testih na celi¢nih linijah, izkazala spojina 2.

Na podlagi dobljenih rezultatov smo pokazali, da s selektivno inhibicijo endopeptidazne in
eksopeptidazne aktivnosti katepsina B specifiéno zavremo razgradnjo zunajceliCnega
matriksa in posledicno tumorsko invazijo. Ugotovili smo tudi, da so pri inhibiciji
razgradnje zunajceliénega matriksa in tumorske invazije na celicnih linijjah poleg
intrinzi¢ne aktivnosti inhibitorjev katepsina B, pomembne tudi njihove hidrolipofilne
lastnosti, saj so te kljucne za prehajanje inhibitorjev preko celicne membrane in inhibicijo
katepsina B znotraj celic ter posledi¢no inhibicijo znotrajceli¢ne razgradnje proteinov

zunajceli€nega matriksa, ki je klju¢na pri tumorski invaziji.
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ABSTRACT

Cathepsin B is a lysosomal cysteine protease that differs from other cysteine cathepsins
that it possesses both endopeptidase and exopeptidase activity. It plays an important role in
many physiological and pathological processes and is a validated target in development of
new anti-tumour drugs. Exopeptidase activity is associated with physiological role while
endopeptidase activity is associated mainly with pathological role of cathepsin B. The
latter is involved in extracellular matrix degradation and consequently in tumour invasion
and metastasis.

First, we evaluated the potency of selected nitroxoline derivatives against cathepsin B
endopeptidase and exopeptidase activity and their selectivity for cathepsin B compared to
cathepsins H and L. Compounds 1 in 2 were selective inhibitors of cathepsin B
endopeptidase activity, whereas compounds 3 and 4 selectively inhibited its exopeptidase
activity. Compounds 5 and 6 did not display selectivity for either cathepsin B
endopeptidase or exopeptidase activity or for cathepsins B, H or L.

Next, functional in vitro tests using the MCF-10A neoT cell line were used to evaluate the
effects of the inhibitors on extracellular and intracellular degradation of extracellular
matrix proteins and cell invasion in a 2D in vitro cell invasion model. MMTV-PyMT cell
line was used to evaluate the inhibition of tumour invasion in a 3D in vitro model based on
the implantation of spheroids in Matrigel™. Compound 2 was shown to be the best
performing inhibitor in enzyme and cell-based functional tests.

Our results confirm that selective inhibition of cathepsin B endopeptidase or exopeptidase
activity leads to inhibition of extracellular matrix degradation and consequently tumour
invasion. We also showed that hydrolipophilic properties of inhibitors are important for
inhibition of extracellular matrix degradation and tumour invasion, as they are crucial for
cell permeability and may be important for inhibition of the intracellular degradation of

extracellular matrix that contributes to tumour invasion.
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SEZNAM OKRAJSAV

Abz 2-aminobenzoil

ADMEM Advanced DMEM (Eagleovo gojisce, prilagojeno po Dulbeccu, obogateno z
normalnimi sestavinami seruma)

Allt aneksin Il heterotetramer

AMC 7-amido-4-metilkumarin

CA-074 L-3-trans-(propilkarbamoiloksiran-2-karbonil)-L-izolevcin-L-prolin

CA-074Me  L-3-trans-(propilkarbamoiloksiran-2-karbonil)-L-izolevcin-L-prolin  metilni
ester

DMEM Eagleovo gojisce, prilagojeno po Dulbeccu

DMSO dimetil sulfoksid

Dnp 2,4-dinitrofenil

E-64 L-trans-epoksisukcinil-leucilamido(4-gvanidino)butan

E-64d L-trans-epoksisukcinil-leucilamido(4-gvanidino)butan etilni ester

EDTA etilendiaminotetraocetna kislina

EGF epidermalni rastni dejavnik

FBS fetusni serum goveda

HIF-1a s hipoksijo induciran faktor 1a

Kcat katalizna konstanta

Ki' disociacijska konstanta kompleksa encim — substrat — inhibitor (ESI)

Ki disociacijska konstanta kompleksa encim — inhibitor (EI)

Km Michaelis-Mentenova konstanta

miLogP porazdelitveni koeficient

MMP metaloproteaza

MRNA informacijska RNA

PBS fosfatni pufer z NaCl

PEG polietilen glikol

SD standardna deviacija

TGF-p transformirajoci rastni dejavnik 3

TIMP tkivni inhibitor metaloproteaz

tPA tkivni aktivator plazminogena
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uPA urokinazni aktivator plazminogena
UPAR receptor za urokinazni aktivator plazminogena

UPARAP z receptorjem za urokinazni aktivator plazminogena povezan protein

VEGF zilni endotelijski rastni dejavnik
Z benzoiloksikarbonil
ZCM zunajceli¢ni matriks
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1 UVvOD

1.1 PROTEAZE

Proteaze (proteinaze, peptidaze ali proteoliticni encimi) so encimi, ki katalizirajo hidrolizo
peptidne vezi. V ¢loveskem organizmu je odkritih ve¢ kot 553 genov (~2 % genoma), ki
kodirajo razli¢ne proteaze (1-3). Proteaze lahko razdelimo na ve¢ nadinov. Glede na
katalitsko skupino v aktivnem mestu jih delimo na asparaginske, metalo, cisteinske,
serinske, treoninske proteaze in proteaze neznanega tipa (1-3). Loc¢imo dva bistvena
mehanizma katalize. Pri cisteinskih, serinskih in treoninskih proteazah gre za kovalentno
katalizo, kjer je nukleofil aminokislinski ostanek, ki je del aktivnega mesta encima. Pri
asparaginskih in metaloproteazah pa gre za nekovalentno katalizo, kjer ima vlogo
nukleofila aktivirana molekula vode (1, 2). Proteaze lahko cepijo proteine kot
eksopeptidaze z N-terminalnega konca (aminopeptidaze) ali s C-terminalnega konca
(karboksipeptidaze) in/ali kot endopeptidaze v sredini molekule (1). Proteaze lahko
specifi¢no prepoznajo samo eno aminokislinsko zaporedje ali pa nespecificno razgrajujejo
razli¢ne proteine ter tako delujejo kot promiskuitetne proteaze (2).

Sodobna delitev proteaz je zbrana v zbirki MEROPS. V omenjeni zbirki so proteaze
razvr$éene v druzine na podlagi statisticno znacilnega ujemanja aminokislinskega
zaporedja v tistem delu, ki je najbolj odgovoren za delovanje encima. DruZine proteaz so
zdruzene v klane, ki zdruzujejo peptidaze s podobnim evolucijskim izvorom, na podlagi
podobnosti v terciarni strukturi, ujemanju v razporeditvi kataliticnih ostankov v
polipeptidni verigi in aminokislinskem zaporedju okrog aktivnega mesta (3).

Do nedavnega so menili, da je funkcija proteaz predvsem cepitev proteinov, danes pa je
znano, da so proteaze pomembne signalne molekule v $tevilnih procesih, nujno potrebnih
za zivljenje, kot so razgradnja proteinov, ovulacija, oploditev, razvoj zarodka, resorpcija
kosti, preoblikovanje razli¢nih tkiv, razraS§Canje nevronov, predstavitev antigenov,
uravnavanje celi¢nega cikla, aktivacija in migracija vnetnih in imunskih celic, hemostaza,
celjenje ran, prepisovanje DNA, angiogeneza in apoptoza. Proteazne signalne poti so
strogo regulirane in spremembe v njihovi regulaciji lahko vodijo do razlicnih patoloskih
stanj, kot so rak, osteoporoza, nevrodegenerativne motnje, kardiovaskularne in vnetne
bolezni (1, 2).
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1.2 CISTEINSKE PROTEAZE

Cisteinske proteaze so proteaze, pri katerih je v aktivnem mestu kot nukleofil prisoten
cistein (3). Razred cisteinskih proteaz je s 143 geni, ki kodirajo cisteinske proteaze, tretji
po velikosti za metaloproteazami in serinskimi proteazami (2). Glede na ujemanje v
aminokislinskem zaporedju jih delimo v 9 klanov (CA, CD, CE, CF, CL, CM, CN, CO in
CP) in skupino neuvrScenih proteaz, klane pa naprej v druzine. NajStevil¢nejsi je klan CA,
ki vsebuje 30 druzin. Od teh je najvecja papainska druzina C1, ki se naprej deli e na dve
poddruzini. V poddruzino C1A uvr$¢amo papain in papainu podobne proteaze, med katere
uvrs¢amo tudi lizosomske cisteinske proteaze ali katepsine (3).

Danes so znana aminokislinska zaporedja 11 ¢loveskih katepsinov (B, C, F, H, L, K, O, S,
V, W in X) (4, 5). Z izjemo katepsinov S, K, V in W so izrazeni v razli¢nih tipih celic.
Optimum delovanja imajo v rahlo kislem reducirajocem okolju lizosomov (4, 6-8).
Katepsini ve¢inoma delujejo kot endopeptidaze, izjema so katepsini B, C, H in X, ki
delujejo kot eksopeptidaze. Katepsina C in H delujeta kot aminopeptidazi, katepsina B in
X pa kot karboksipeptidazi (4-7, 9, 10). Pri njih dodatni strukturni element v rezi z
aktivnim mestom, ki je lahko zaporna zanka v primeru katepsina B in X ali del propeptida
v primeru katepsina C in H, prepreuje vezavo daljSih substratov in isto¢asno omogoca
dodatne elektrostatske interakcije s C- ali N-terminalnim delom substrata (9). Katepsina B
in H poleg eksopeptidazne aktivnosti posedujeta tudi endopeptidazno aktivnost (4, 6, 7, 9—
11). Katepsini so udelezeni v $tevilnih fizioloskih procesih, kot so razgradnja proteinov,
predstavitev antigenov, apoptoza, aktivacija prekurzorskih proteinov (prohormonov in
proencimov), resorpcija kostnega tkiva, diferenciacija keratinocitov, uravnavanje cikla
rasti dlak in razmnozevanje (4, 6-8, 11, 12). Nepravilno delovanje katepsinov je povezano
s Stevilnimi patoloSkimi procesi, kot so revmatoidni artritis, osteoartritis, rak, vnetja,
nevrodegenerativne motnje (Alzheimerjeva bolezen, multipla skleroza), miSi¢na distrofija,
osteoporoza, ateroskleroza, peridontitis, virusne okuzbe, vnetne bolezni, akutni
pankreatitis, bolezni jeter, plju¢ (astma, plju¢na fibroza) in srca, diabetes, avtoimunske
motnje ter bolezni, ki so posledica nezadostne razgradnje proteinov v lizosomih (4, 7-9,
12, 13). Zaradi svoje vloge v patoloSkih procesih predstavljajo katepsini oObetavne

terapevtske tarce in imajo velik potencial kot prognosti¢ni kazalci pri raku (6, 8, 9, 14-16).
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1.3 KATEPSIN B

1.3.1 Struktura katepsina B

Katepsin B (oznaka po Klasifikaciji IUBMB: EC 3.4.22.1) je lizosomska cisteinska
proteaza iz druzine papaina in njemu podobnih cisteinskih proteaz (klan CA, druzina Cl1,
poddruzina C1A) (3).

Gen za ¢loveski katepsin B je dolg 26.9 kb in se nahaja na kromosomu 8p22-p23.1 (7, 17).
Katepsin B se sintetizira kot 339 aminokislin (37.8 kDa) dolg preprokatepsin B na
ribosomih zrnatega endoplazemskega retikuluma. Ze ob sintezi pride do cepitve 17
aminokislin dolgega signalnega peptida (10, 18, 19). Prokatepsin B se nato prenese v
notranjost zrnatega endoplazemskega retikuluma in do Golgijevega aparata, kjer pride do
glikozilacije dveh asparaginskih ostankov in fosforilacije manoznih ostankov. Fosforilacija
omogoca vezavo na manoza-6-fosfatne receptorje v trans podro¢ju Golgijevega aparata,
kar omogoci prenos prokatepsina B do endosomov, ki zorijo v primarne in sekundarne
lizosome (19). Poleg omenjene poti so v literaturi opisane tudi od manoza-6-fosfata
neodvisne poti prenosa katepsina B (7, 20). Med zorenjem se v lizosomih zniza pH, to
omogoc¢i disociacijo encima z receptorjev in sprozi proteoliticno cepitev 62 aminokislin
dolgega aktivacijskega propeptida in 6 aminokislin dolgega C-terminalnega propeptida ter
aktivacijo encima (18-21). Aktivacija katepsina B lahko potece kot bimolekularni
avtokataliti¢ni dogodek, lahko pa jo katalizirajo razliéne proteaze, kot so katepsin C, D, G
in L, papain, pepsin, nevtrofilna elastaza, tPA in uPA (22-26). Po cepitvi propeptida se
katepsin B nahaja v obliki 254 aminokislin dolgega enoveriznega encima (31 kDa). V
lizosomih lahko naprej potece Se cepitev dipeptida (aminokislini 127-128), pri ¢emer
nastane dvoveriZzna oblika encima, ki je sestavljena iz lahke (47 aminokislin, 5 kDa) in
tezke (205 aminokislin, 25/26 kDa) polipeptidne verige, ki sta med seboj povezani z
disulfidno vezjo (10, 18, 19, 21, 27). Vecina aktivnega katepsina B se nahaja v obliki
dvoveriznega encima (10).

Podobno kot papain je katepsin B sestavljen iz leve in desne domene, povezanih z vmesno
rezo z aktivnim mestom (10). V levi domeni katepsina B je prisotna zaporna zanka —
strukturni element, po katerem se katepsin B razlikuje od papaina in ostalih katepsinov (10,
28). Zaporna zanka, ki se nahaja na vrhu molekule in je sestavljena iz 21 aminokislin

(lle105-Prol126) (10, 21, 25), ovira dostop endopeptidaznega substrata do aktivnega mesta



Ana Mitrovi¢, Diplomska naloga
Vpliv selektivnega zaviranja katepsina B v tumorskih celicah na razgradnjo zunajcelicnega matriksa in
tumorsko invazijo

(10). K temu uc¢inku dodatno doprineseta ionska para Asp22-His110 in Arg116-Arg224, ki
pripenjata zaporno zanko na telo encima (10, 29). Zaradi tega je katepsin B slabsa
endopeptidaza v primerjavi z ostalimi cisteinskimi katepsini (19, 28, 30). Pozitivno nabiti
imidazolni skupini His110 in Hisl1l, ki se nahajata na vrhu zaporne zanke, tvorita
interakcije s C-terminalno karboksilno skupino substrata in sta odgovorni za
peptidildipeptidazno (eksopeptidazno) aktivnost katepsina B pri kislem pH (~4.5) (Slika 1)
(10, 28, 29). Z naras¢anjem pH se poveca endopeptidazna aktivnost katepsina B, saj pride
do deprotonizacije histidinskih ostankov, razdrtja solnih mostickov, ki vezejo zanko na telo
encima in posledi¢no do konformacijske spremembe, ki spremeni polozaj zaporne zanke in
omogoc¢i vezavo endopeptidaznih substratov (10, 28, 30). Katepsin B ima maksimalno
endopeptidazno aktivnost pri pH okrog 7.4 (27). Prisotnost zaporne zanke je glavni vzrok,

da ima katepsin B eksopeptidazno in endopeptidazno aktivnost (10, 11, 19, 28-30).

Leva domena Reza z aktivnim Desna domena
mestom

Slika 1: Struktura katepsina B v eksopeptidazni konformaciji (PDB koda: 1HUC). Telo encima je modro,
zaporna zanka je oznacena z zeleno, aminokislini Cys29 in His199, ki tvorita aktivno mesto ter aminokislini
Asn219 in GIn23, ki tudi sodelujeta pri hidrolizi peptidne vezi so oznaéene z rdeco, aminokisline Asp22-
His110 in Arg116-His111, ki tvorijo ionske pare, ki pripenjajo zaporno zanko na telo encima, in aminokislina

His111 so oznaCene z oranzno, vezi med ionskimi pari so oznacene z zeleno.
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1.3.2 Mehanizem kataliznega delovanja katepsina B

Aktivno mesto katepsina B tvorita aminokislinska ostanka Cys29 in His199, ki delujeta kot
nukleofil in baza (10, 19, 21, 31, 32). Dopolnjuje ga e Asn219, ki tvori vodikovo vez s
His199 in je odgovoren za pravilno orientacijo imidazolovega obroc¢a His199 (Slika 1) (10,
31, 32). Tiolna skupina Cys29 in imidazolna skupina His199 tvorita ionski par pri pH 4.0-
8.5. Pri tem imidazolna skupina His199 deprotonira tiolno skupino Cys29 in jo aktivira.
Cepitev peptidne vezi potece z nukleofilnim napadom tiolatnega aniona na karbonilni C-
atom substrata (19, 32). Pri tem nastane negativno nabit tetraedri¢ni intermediat, ki ga
stabilizira oksazolinski zep, ki ga tvorita GIn23 in Cys29 (Slika 1) (10, 31, 32). V
naslednjem koraku pride do prenosa protona z imidazolijevega kationa His199 na dusik ob
obcutljivi vezi, pri tem se C-terminalni del substrata odcepi, tiolna skupina Cys29 pa
ostane acetilirana (19, 32). Nato imidazol His199 polarizira molekulo vode, ki napade
karbonilni C-atom aciliranega encima in povzro¢i nastanek drugega tetraedri¢nega
intermediata ter hidrolizo tioesterske vezi aciliranega encima, kar vodi v sprostitev

cepljenega substrata z encima in ponovno aktivacijo encima (Slika 2) (32).
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Slika 2: Mehanizem kataliznega delovanja katepsina B (32, 33).
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1.4 VLOGA KATEPSINA B

1.4.1 FizioloSka vloga katepsina B

Katepsin B je v organizmu izrazen v razli¢nih tipih celic. Pomembno vlogo ima pri
lizosomski razgradnji proteinov. Zaradi endopeptidazne in eksopeptidazne aktivnosti lahko
sodeluje tako v zacetnih kot tudi v kasnejsih stopnjah razgradnje proteinov (19). Katepsin
B lahko poleg tega v organizmu opravlja tudi bolj specificne funkcije, kot so sproscanje
hormonov §€itnice s proteolitiénim procesiranjem tiroglobulina, aktivacija proencimov p-
galaktozidaze, renina in tripsina, kostna resorpcija, predstavitev antigenov, apoptoza,
preoblikovanje zunajcelicnega matriksa (ZCM), migracija Kkeratinocitov ter zorenje in

vzdrzevanje integritete centralnega Zivénega sistema (8, 19, 34-46).

1.4.2 Patoloska vloga katepsina B

Spremembe v delovanju katepsina B so povezane s Stevilnimi patoloskimi procesi, kot so
rak, bolezni kosti in sklepov (osteoporoza, revmatiodni artritis, osteoartritis), akutni
pankreatitis, periodontitis, virusne okuzbe, Alzheimerjeva bolezen in vnetne bolezni (8, 13,
19, 38, 47-53).

1.4.3 Vloga katepsina B pri raku

Rak je splo$no ime za obsezno skupino razli¢nih bolezni, katerih glavna znacilnost je
nenadzorovana rast spremenjenih, rakavih celic (54). Rak je za boleznimi obtocil drugi
najpogostejsi vzrok smrti v Sloveniji (55). Vzroki za nastanek raka so razli¢ni, vkljucujejo
genetske dejavnike, vplive okolja in Zivljenjske navade, povzrocitelje okuzb ter staranje
(56). Nastanek in razvoj raka je veéstopenjski proces, pri katerem pride do preoblikovanja
normalnih, zdravih celic v tumorske celice. Osnovne lastnosti celic, potrebne za nastanek
in razvoj tumorskih celic, so ohranjanje proliferativne signalizacije, neodzivnost na
dejavnike, ki zavirajo rast, upiranje apoptozi, moznost neomejene celi¢ne delitve, sprozitev
angiogeneze ter aktivacija invazije in metastaziranja (57, 58). Katepsin B ima pomembno
vlogo pri razvoju in napredovanju raka, saj sodeluje pri nastanku in rasti tumorja,
angiogenezi in invaziji tumorskih celic ter pri metastaziranju (5, 6, 8, 26).

Pri tumorskih celicah lahko opazimo spremembe v izrazanju, lokalizaciji in izlo¢anju
katepsina B (5, 6, 8, 24, 26, 59).
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Izrazanje katepsina B je v tumorjih mo¢no povecano (5, 26, 59, 60). Povecano izrazanje v
tumorskih celicah je posledica ve¢ mehanizmov, ki vkljucujejo povecano Stevilo kopij
gena za katepsin B, povecano prepisovanje genske informacije in alternativno spajanje
prepisov za encim ali uporabo alternativnih promotorjev, katerih rezultat je bolj u¢inkovito
prevajanje ali spremenjena stabilnost MRNA (5, 24, 59). Izrazanje katepsina B je povecano
pri raku dojke, jajénikov, materni¢nega vratu, prostate, mehurja, debelega Crevesa in
danke, Zelodca, trebusne slinavke, poziralnika, plju¢, mozganov, glave in vratu, $¢itnice ter
pri melanomu. Pri teh oblikah raka je povecan tako proteinski nivo katepsina B kot tudi
njegova aktivnost (8, 24, 26, 59, 61). Povisane vrednosti mRNA katepsina B so opazili pri
raku prostate, debelega Crevesa in danke, gliomu in melanomu (59). Izrazanje katepsina B
v tumorjih ni enakomerno povecano v vseh tumorskih celicah, temve¢ je predvsem
povecano Vv tumorskih celicah, ki se nahajajo na invazivnih robovih tumorskega tkiva. Le-
te so v stiku z ZCM in sodelujejo pri razgradnji bazalne membrane (26, 59, 61). IzraZzanje
katepsina B je regulirano z interakcijami med tumorskimi celicami in celicami strome, kot
so fibroblasti, endotelijske celice in celice vnetnega odziva ter prek interakcij celic s
proteini ZCM, predvsem s kolagenom tipa I, ki lahko pove€a izrazanje in izlo¢anje
katepsina B (24, 59, 60, 62). Izrazanje katepsina B pa ni pove¢ano samo v tumorskih
celicah, ampak tudi v s tumorjem povezanih celicah, kot so makrofagi, fibroblasti, epitelne
celice in mioepitelne celice (5, 24, 61, 63).

V fizioloskih pogojih obstaja ravnovesje med proteazami in njihovimi inhibitorji.
Porusenje le-tega igra pomembno vlogo pri razvoju raka (15, 16, 26). Povecano izrazanje
encima ni uravnano s soasnim povecanjem izrazanja endogenih inhibitorjev, pri ¢emer se
porusi njihovo razmerje, kar lahko vodi v pove¢ano proteolizo in razgradnjo ZCM (6, 16,
26). Poleg tega endogeni inhibitorji slabSe zavirajo katepsin B, ki se nahaja v tumorskih
celicah, kot katepsin B v normalnih celicah, kar prav tako prispeva k nepravilni regulaciji
njegovega delovanja (6).

Katepsin B se v normalnih celicah nahaja znotraj endosomov in lizosomov okrog jedra,
kjer deluje kot eksopeptidaza. Pri tumorskih in transformiranih celicah se nahaja tudi v
veziklih, razporejenih po celotni citoplazmi, in perifernin podroc¢jih celic, vezan na
povrsino celic, ali pa se izlo¢a iz celice v zunajceli¢no okolje. Katepsin B deluje predvsem

kot endopeptidaza pri visjem pH zunajceli¢nega okolja, kar je pomembno zlasti pri njegovi
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patoloski vlogi (24, 28-30, 59, 61, 64, 65). Spremembo lokalizacije katepsina B so opazili
pri raku dojke, debelega Crevesa, poziralnika, zelodca, pljuc in §¢itnice (24, 59).

Katepsin B se na povrsini celic nahaja v podroc¢ju kaveol, to je lipidnih raftov, ki tvorijo
uvihke plazemske membrane, bogate s proteinom kaveolinom 1. Prokatepsin B je v
kaveolah vezan na pll, lahko verigo aneksin Il heterotetramera (Allt) (5, 59, 60, 66).
Slednji je sestavljen iz dveh podenot lahke verige pll in dveh podenot tezke verige p36
(59, 66). Allt lahko veze heparin, kolagen tipa I, tenascin C in serinski proteazi
plazminogen ter tPA (59, 60, 66). Poleg omenjenih proteinov se znotraj kaveol nahajajo Se
B1-integrin, uPA in receptor za UPA (UPAR) ter metaloproteazi gelatinaza A (MMP-2) in
transmembranska metaloproteaza (MT-MMP). Kaveole tako predstavljajo vezavne
platforme za proteaze in njihove substrate na povrsini tumorskih celic ter tako pomembno
prispevajo k razgradnji proteinov ZCM in s tem proteoliti¢ni aktivnosti na povrSini
tumorskih celic (5, 59, 60, 66). Pomembno vezavno mesto za katepsin B na povrSini celic
predstavljajo tudi glikozaminoglikani, kot je heparan sulfat, ki lahko z inhibicijo
eksopeptidazne aktivnosti katepsina B potencira njegovo endopeptidazno aktivnost, ki je
povezana z razgradnjo ZCM (59, 67).

Katepsin B se lahko iz tumorskih celic izlo¢a v obliki prokatepsina B ali kot zrel encim,
najpogosteje pa se zunaj celic nahaja v aktivni, enoverizni obliki (59, 61). Izlocanje
prokatepsina B je lahko posledica napak v normalnem razvrscanju lizosomov, kot je na
primer odsotnost funkcionalnih manoza-6-fosfatnih receptorjev (59, 68). Taks$ne napake pa
bi verjetno vplivale tudi na izlo¢anje drugih encimov iz lizosomov, zato se predvideva, da
je selektivno izlocanje prokatepsina B posledica hkratnega povecanega izraZanja katepsina
B pri raku (59). Eden od moznih mehanizmov izloanja aktivnega katepsina B pa je
lizosomska eksocitoza, do katere pride v kislem okolju tumorskega tkiva (59, 65).
Lizosomska eksocitoza je prav tako neselektiven proces, kljub temu pa se ob soCasnem

povecanju izrazanja katepsina B iz tumorskih celic izlo¢a predvsem katepsin B (59).

1.4.3.1 Katepsin B kot prognosticni kazalec

Katepsin B je lahko prognosti¢ni kazalec pri raku dojke, jajénikov, debelega ¢revesa in
danke, plju¢, mozganov, glave in vratu ter pri melanomu (8, 15, 61). Pri teh oblikah raka
ga lahko uporabljamo pri ocenjevanju prezivetvene dobe, ocenjevanju tveganja za
ponovitev bolezni ali smrt in pri spremljanju zdravljenja (8, 61). Vi§je serumske

koncentracije katepsina B so povezane z napredovalimi oblikami bolezni, stopnja
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prezivetja je pa obratno sorazmerna z aktivnostjo encima (8, 24, 61). Visje koncentracije
katepsina B so tako povezane z znatno kraj$§im prezivetjem bolnikov. Vi§je koncentracije
katepsina B so opazili tudi pri predtumorskih spremembah in v tkivih bolnikov s

ponovitvijo bolezni po operativni odstranitvi tumorja (8, 24).

1.4.3.2 Vloga katepsina B pri invaziji in metastaziranju

Invazija tumorskih celic vkljucuje pripenjanje tumorskih celic na bazalno membrano,
lokalno razgradnjo ZCM in migracijo tumorskih celic skozi preoblikovan ZCM (24). ZCM
je kompleksna mreza kolagenov, fibrilarnih glikoproteinov in proteoglikanov, ki doloc¢a
strukturo tkiva in bioloSke pogoje v njem ter je v fizioloskih pogojih neprehoden za vecino
celic (26). Da pride do metastaziranja tumorskih celic, morajo biti te sposobne prehoda iz
primarnega mesta tumorja v krvne zile, prezivetja v krvnem obtoku, prehoda v tar¢na
tkiva, kjer pride do nastanka sekundarnih tumorjev, invazije v okolisko tkivo in rasti (24,
69).

Katepsin B sodeluje pri invaziji tumorskih celic direktno z razgradnjo ZCM ter indirektno
z aktivacijo drugih proteaz, ki razgrajujejo ZCM. Katepsin B direktno razgrajuje proteine
ZCM (kolagen tipa IV, laminin in fibronektin) pri nevtralnem in kislem pH (26, 59, 61, 70,
71). V tumorskih tkivih je pH zunajceli¢nih tekoCin v splo$nem bolj kisel kot pri
normalnih tkivih (24, 26). Katepsin B sodeluje tako pri zunajceli¢ni kot pri znotrajceli¢ni
razgradnji ZCM, ki sta obe pomembni pri invaziji tumorskih celic (5, 24, 59, 61, 63, 64,
71, 72).

Pri zunajceli¢ni razgradnji ZCM sodeluje katepsin B, ki je vezan na celicno membrano in
izlo¢en v zunajceli¢no okolje (24). Zunaj celice lahko katepsin B aktivira pro-uPA v uPA,
ki potem pretvori plazminogen v plazmin. Plazmin lahko razgrajuje proteine ZCM, kot so
fibrin, fibronektin, proteoglikani in laminin, ter aktivira metaloproteaze, kot so ¢revesna
kolagenaza (MMP-1), stromelizin-1 (MMP-3), gelatinaza B (MMP-9), metaloelastaza
(MMP-12) in kolagenaza-3 (MMP-13) (24, 26, 60). Metaloproteaze lahko razgrajujejo
razli¢ne komponente ZCM, vklju¢no s kolagenom tipa I in IV in proteoglikani ter tudi
aktivirajo druge metaloproteaze (24, 26). Katepsin B lahko poleg indirektne aktivacije
metaloproteaz nekatere metaloproteaze, kot so MMP-1 in MMP-3, aktivira tudi direktno
(24, 26, 60). Z aktivacijo MMP-3 katepsin B sprozi aktivacijsko kaskado MMP-1 in
gelatinaze A (MMP-2). Zaradi naStetega je katepsin B pomemben pozitivni regulator

sistema pro-uPA/plazminogen in metaloproteaz (24, 26).
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Znotrajcelicna razgradnja ZCM s katepsinom B poteka v lizosomih po predhodni
endocitozi delno razgrajenih komponent ZCM (5, 61, 64, 73). Podobno kot zunajceli¢na
razgradnja tudi znotrajceli¢na razgradnja ZCM v tumorskih celicah vkljucuje cisteinske
katepsine in UPA/UPAR sistem (5). Proteoliticna sistema sta med seboj povezana prek
uPARAP/Endo180, proteina iz druzine makrofagnih manoznih receptorjev. uPARAP tvori
trimolekularni kompleks s pro-uPA in uPAR ter je kljuénega pomena za celini privzem

kolagena in posledi¢no njegovo razgradnjo v lizosomih s cisteinskimi katepsini (5, 74).

1.4.3.3 Vloga katepsina B pri angiogenezi

Angiogeneza je proces nastanka novih zil. Pomembna je za rast primarnih tumorjev in pri
metastaziranju tumorskih celic (69). Nastanek novih Zzil je nujen za prehranjevanje in
posledi¢no rast tumorjev vecjih od 1-2 mm (6, 24). Pri tumorjih, ki so dobro prekrvljeni je
vecja verjetnost, da tumorske celice vstopijo v krvni obtok in metastazirajo. Predvideva se
tudi, da so novonastale zile znotraj tumorjev bolj prepustne za tumorske celice, kar tudi
pripomore k laZzjemu metastaziranju tumorjev (69). Proces angiogeneze je sestavljen iz
proliferacije endotelijskih celic, razgradnje in preoblikovanja ZCM in migracije
endotelijskih celic skozi preoblikovan ZCM (69, 75).

Katepsin B je prisoten v endotelijskih celicah novonastalih zil pri raku dojke, prostate,
karcinomu in gliomu, ne najdemo pa ga v ze obstojecem Zzilju (24). Velja za pospesevalca
angiogeneze, saj z razgradnjo ZCM omogoca migracijo endotelijskih celic. Poleg tega pa
lahko vpliva na razpolozljivost dejavnikov angiogeneze, kot je TGF-B, ki je klju¢nega
pomena za razvoj novih zil (6, 24, 76). Katepsin B lahko dejavnike angiogeneze aktivira
direktno ali indirektno s proteoliti¢nim sprosc¢anjem dejavnikov angiogeneze iz ZCM (24).
Katepsin B pri angiogenezi sodeluje tudi z razgradnjo inhibitorjev metaloproteaz TIMP-1
in TIMP-2 ter tako poveca aktivnost metaloproteaz in posledi¢no angiogenezo (77).
Dokazano je bilo, da lahko katepsin B tudi zavira angiogenezo. Katepsin B s proteoliti¢no
razgradnjo kolagena tipa XVIII sprosti endostatin, ki je dejavnik, ki zavira angiogenezo.
Poleg tega katepsin B vpliva tudi na zmanj$ano izrazanje angiogenega dejavnika VEGF
preko transkripcijskega faktorja HIF-1a, ki je odvisen od prisotnosti kisika. Katepsin B
zmanjsa stabilnost HIF-1a direktno s proteoliticno razgradnjo ali indirektno preko
razgradnje proteinov, kot je Hsp190, ki so potrebni za stabilnost HIF-10. Katepsin B lahko
razgradnjo kolagena tipa XVIII in HIF-1a aktivira tudi posredno z aktivacijo proteaz, Ki

direktno razgrajujejo te proteine (76). Proangiogena in antiangiogena aktivnost katepsina B
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je odvisna od koli¢ine razli¢nih endotelijskih rastnih dejavnikov ter od ravnovesja med

temi dejavniki in katepsinom B (71).

1.5 INHIBITORJI KATEPSINA B

1.5.1 Endogeni inhibitorji

Endogeni inhibitorji imajo pomembno vlogo pri uravnavanju aktivnosti cisteinskih
katepsinov (78). Med njihove endogene inhibitorje uvrS¢amo cistatine, propeptidne
inhibitorje, tiropine in a2-makroglobulin (6, 32, 61, 78).

Cistatini predstavljano najStevilcnejSo in najbolje opisano naddruzino inhibitorjev
cisteinskih proteaz, ki zajema veliko $tevilo homolognih proteinov (6, 32, 78, 79). Cistatini
so reverzibilni kompetitivni, tesno prilegajoci Se inhibitorji druzine C1 cisteinskih proteaz
(6, 79, 80). Endopeptidaze inhibirajo v pikomolarnem obmocju, eksopeptidaze pa v
nanomolarnem obmod¢ju (6). Glede na razliéne strukturne podrobnosti, razporeditev v
telesu in fizioloSko vlogo se delijo na tri druzine, poleg teh poznamo Se proteine, ki so
strukturno podobni cistatinom, vendar niso inhibitorji proteaz (6, 32, 61, 78, 80). Cistatini
imajo v svoji strukturi tri ohranjene strukturne motive, ki tvorijo klinasto strukturo in
blokirajo aktivno mesto cisteinskih proteaz. Ti strukturni motivi so N-terminalni glicin,
zanka glutamin-valin-glicin (Glu-Xaa-Val-Xaa-Gly) in Pro-Trp zanka na C-terminalnem
delu (32, 61, 80).

Cistatini tipa 1, stefini, so polipeptidi sestavljeni iz ~100 aminokislin (11 kDa). Ne
vsebujejo disulfidnih vezi in signalnega zaporedja ter niso glikozilirani. Najdemo jih
predvsem znotraj celic, pojavljajo pa se lahko tudi v telesnih tekoc¢inah (6, 61, 78, 80).
Glavna predstavnika sta stefina A in B. Izrazanje stefina A je omejeno samo na dolo¢ene
celice, posebno veliko ga je v kozi in v nekaterih krvnih celicah, stefin B pa je Siroko
izrazen v razli¢nih tipih celic in tkiv (78).

Cistatini tipa 2, cistatini, so vecji, sestavljeni iz ~120 aminokislin (13-14 kDa) in vsebujejo
dve disulfidni vezi v C-terminalnem delu molekule ter signalni peptid, ki je odgovoren za
prehod v zunajceli¢no okolje (6, 61, 78, 80). Nekateri predstavniki so lahko glikozilirani
(80). So zunajceli¢ni inhibitorji, ki jih najdemo v telesnih tekoc¢inah (6, 61, 78). V to
skupino uvrs¢amo cistatine C, D, E/M, F, G (CRES), S, SA in SN (78). Najbolje raziskan
cistatin je cistatin C, ki je hkrati tudi najmoc¢nejSi zunajceli¢ni inhibitor cisteinskih proteaz

(61, 78). Cistatini E/M, F in G (CRES) izkazujejo nizko stopnjo strukturnega ujemanja z

11



Ana Mitrovi¢, Diplomska naloga
Vpliv selektivnega zaviranja katepsina B v tumorskih celicah na razgradnjo zunajcelicnega matriksa in
tumorsko invazijo

drugimi predstavniki te skupine in bi jih glede na to lahko uvrstili tudi v posebne
podskupine (80).

Cistatini tipa 3, kininogeni, so proteini z ve¢jo molekulsko maso (88-114 kDa). Kininogeni
so glikozilirani in v svoji strukturi vsebujejo tri zaporedne ponovitve domene cistatinov
tipa 2, od katerih lahko samo dve (domeni 2 in 3) inhibirata cisteinske proteaze (6, 61, 78,
80). Kininogene najdemo pretezno v krvi, v manjsih koncentracijah pa jih lahko najdemo
tudi v drugih telesnih tekoc¢inah (78). Glede na dolzino C-terminalnega dela poznamo tri
predstavnike kininogenov, to sta kininogena L in H, ki se razlikujeta v molekulski masi ter
kininogen T, ki ga najdemo samo pri podganah (61, 78).

Cistatini imajo poleg svojih inhibitornih uc¢inkov tudi druge ucinke, ki lahko prav tako
sodelujejo pri uravnavanju tumorjev. TaksSen primer je cistatin C, ki interagira S TGF-f II
receptorjem in onemogo¢i vezavo TGF-B, ki ima mocno pro-tumorigeno delovanje.
Cistatin fetuin A se je izkazal kot mocan promotor rasti tumorskih celic, saj lahko na
povrsini celic stabilizira metaloproteaze in tako poveca njihovo delovanje. Cistatini lahko
tako v odvisnosti od posameznih okolis¢in razli¢no vplivajo na napredovanje tumorjev
(80). Cistatini niso selektivni inhibitorji katepsina B, saj poleg njega inhibirajo tudi druge
cisteinske katepsine (6). Zaradi prisotnosti zaporne zanke katepsin B inhibirajo Sibkeje od
drugih cisteinskih katepsinov (6, 28).

Kot inhibitor katepsina B deluje tudi njegov propeptid, ki je selektivni reverzibilni, pocasi
delujo¢i inhibitor (19, 25, 31, 32, 78). V aktivno mesto encima se propeptid veze v
nasprotni smeri kot substrat (31, 32, 78). Poleg tega propeptid sodeluje pri pravilnem
zvijanju in razvr$¢anju encima ter ga stabilizira, saj izguba propeptida vodi v nestabilnost

encima pri nevtralnem in alkalnem pH in v njegovo ireverzibilno denaturacijo (19, 25, 78).

1.5.2 Eksogeni inhibitorji

Glede na mehanizem delovanja eksogene inhibitorje katepsina B delimo na kovalentne in
nekovalentne ter na reverzibilne in ireverzibilne. Razvoj novih inhibitorjev cisteinskih
proteaz poteka z reSetanjem velikih knjiznic naravnih ali sinteznih spojin z in vitro
preverjanjem stopnje inhibicije cisteinskih proteaz (14). Zacetnem reSetanju sledi
usmerjeno resetanje manjsih knjiznic spojin in modifikacija kemijske strukture zadetkov za
doseganje optimalne inhibicije tar¢ (1, 14). V zacetni fazi iskanja novih inhibitorjev se
obi¢ajno uporablja tudi virtualno reSetanje knjiznic spojin in reSetanje na podlagi

fragmentov (1). Inhibitorji imajo lahko Sirok spekter delovanja ali pa so specifi¢ni za
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doloc¢en encim (14). V svoji strukturi obic¢ajno vsebujejo elektrofilne funkcionalne skupine,
ki reagirajo s tiolno skupino Cys29 v aktivnem mestu encima. Katepsin B se od ostalih
encimov iz papainske druzine razlikuje po zaporni zanki, kar se izkori$¢a tudi pri iskanju
specificnih inhibitorjev katepsina B. Ti v svoji strukturi obiCajno vsebujejo peptidno
zaporedje Leu-Pro-OH, ki interagira s His110 in His111l aminokislinskimi ostanki v
zaporni zanki (79).

Inhibitorji katepsina B so lahko naravnega ali sinteznega izvora. 1z kopenskih
mikroorganizmov so bili izolirani trije tipi naravnih inhibitorjev katepsinov peptidil
aldehidi, aziridinski peptidi in epoksisukcinilni peptidi. Zaradi podobne terciarne strukture
in specifinosti za substrate proteaz iz papainske druzine so ti inhibitorji vecinoma
neselektivni (79).

Epoksisukcinilni peptidi predstavljajo najbolj raziskano skupino inhibitorjev katepsina B
(79). Eden prvih odkritih Sirokospektralnih inhibitorjev cisteinskih katepsinov je
kovalentni ireverzibilni inhibitor E-64 (Slika 3), ki so ga izolirali iz plesni Aspergillus
japonicus (14, 79, 81). Studije so pokazale, da E-64 u¢inkovito inhibira cisteinske proteaze
in vivo in da se E-64 ter njegovi analogi v aktivno mesto veZzejo v nasprotni smeri kot
naravni substrat (14, 79). Epoksisukcinilni del ireverzibilno reagira s tiolno skupino
cisteina v aktivnem mestu encima in ga tako inhibira (79, 81). Pri tem nukleofilna tiolna
skupina cisteina napade reaktiven epoksidni obro¢ inhibitorja, ki se odpre, pri cemer pride
do nastanka tioesterske kovalentne vezi (82). E-64 ima omejeno selektivnost za razli¢ne
cisteinske proteaze, poleg cisteinskih katepsinov pa se lahko kovalentno veze tudi na druge
sorodne proteaze, kot so kalpaini. Na podlagi strukture E-64 so pripravili derivate z ozjim
spektrom delovanja, ki so bolj selektivni za posamezne katepsine (14, 79). Znacilen
predstavnik selektivnih ireverzibilnih kovalentnih epoksisukcinilnih inhibitorjev katepsina
B je CA-074 (79, 83). CA-074 (Slika 3) in njegovi derivati, ki imajo na epoksidnem
obroc¢u vezano estersko ali amidno skupino in hkrati prosto karboksilno skupino na C-
terminalnem delu molekule, ki interagira s pozitivno nabitimi His110 in His111 katepsina
B, so u¢inkoviti in selektivni inhibitorji katepsina B (79, 82, 83). CA-074 se veze v aktivno
mesto v isti smeri Kot substrat in izkazuje nekajkrat vecjo selektivnost za inhibicijo
katepsina B kot za ostale katepsine (79, 84). Zaradi svoje peptidne strukture in proste
karboksilne skupine ne prehaja celicne membrane in deluje na zunajcelicni ter na

membrano vezani katepsin B, nima pa vpliva na znotrajceli¢ni katepsin B (79, 85). Zaradi
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tega inhibira samo zunajceli¢no razgradnjo proteinov ZCM s katepsinom B, ker pa ne
vpliva na katepsin B znotraj celic, ne inhibira znotrajcelicne razgradnje proteinov ZCM
(79, 83, 85). Da bi izboljsali prehajanje preko celicne membrane in tako inhibicijo
znotrajceli¢nega katepsina B so pripravili njegov metilni ester CA-074Me (Slika 3). CA-
074Me je slabsi in manj selektiven inhibitor katepsina B kot CA-074, ki ga nespecifi¢ne
esteraze po prehodu v celico hidrolizirajo do specifi¢nega inhibitorja katepsina B CA-074

(85).

CHy

NH HSC)\E 0
A
)‘l\ /\\/AVN ' SCOOH
HNT TN \K\N ‘
H L .

E-64
CH3

H
M “\\ Kl “\\.
H3C"/\\\/ ;\ Hq Cf‘\“v/ \(AY ;\
CA-074 CA-074Me L:>

Hooc™ MeOOC"

Slika 3: Strukture epoksisukcinilnih inhibitorjev E-64, CA-074 in CA-074Me.

Poleg epoksisukcinilnih inhibitorjev med ireverzibilne inhibitorje katepsina B uvr§¢amo Se
aziridine, 1,2,4-tiadiazole, aciloksimetilketone, 3-laktame, vinil sulfone in organotelurijeve
(V) spojine (14, 79).

Problem ireverzibilnih inhibitorjev je predvsem selektivnost, saj se zaradi reaktivne
skupine v svoji strukturi lahko veZejo tudi na druge proteine. Zaradi tega razloga so manj
uporabni v terapiji, imajo pa pomembno vlogo pri proucevanju encimov (1).

Reverzibilni inhibitorji imajo v primerjavi z ireverzibilnimi obiajno manjSo toksi¢nost.
Glede na strukturo so reverzibilni inhibitorji aldehidi, peptidil aldehidi, ketoni,
ciklopropenoni, cikli¢ni kompleksi kovin in nitrili. Te spojine se prav tako kovalentno
vezejo na katepsin B, vendar z njimi tvorijo reverzibilne intermediate (79).

Glavni problem inhibitorjev, ki v svoji strukturi vsebujejo peptidno zaporedje, tako
ireverzibilnih kot tudi reverzibilnih, je slaba bioloska uporabnost. Temu pa se lahko

izognemo z uporabo nepeptidnih spojin kot proteaznih inhibitorjev (1).
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Idealen proteazni inhibitor je nekovalenten reverzibilen inhibitor, ki je bolj selektiven in
ima manj stranskih u¢inkov kot kovalentni inhibitorji (1). Med nekovalentne inhibitorje
katepsina B uvr§¢amo nepeptidne naravne spojine biflavone (79, 86, 87). Ti so u¢inkoviti
selektivni reverzibilni nekovalentni inhibitorji, ki selektivno inhibirajo endopeptidazno
aktivnost katepsina B (86, 87). Med nekovalentne in nepeptidne reverzibilne inhibitorje
katepsina B pristevamo Se [2-[2-(2,4-diokso-1,3-tiazolidin-3-il)etilamino]-2-oksoetil]-2-
(furan-2-karbonilamino) acetat, 4,6-bis(benziltio)-1,3,5-triazin-2(1H)-one in nitroksolin
(88-90).

Nitroksolin (5-nitro-8-hidroksikinolin) (Slika 4A), je dobro znana protimikrobna spojina,
ki se uporablja pri terapiji infekcij urinarnega trakta (91). Je nekovalenten reverzibilen
inhibitor katepsina B, ki selektivno inhibira endopeptidazno aktivnost katepsina B v nizko
mikromolarnem obmodju. Nitroksolin se veze v S2' podenoto aktivnega mesta katepsina B.
Negativno nabita nitro skupina nitroksolina simetri¢no interagira s His110 in Hisl11 v
zaporni zanki encima in je klju¢nega pomena za njegovo vezavo na katepsin B (Slika 4B).
Nitroksolin dobro prehaja celiéno membrano in tako znacilno inhibira zunajceli¢no in
znotrajceli¢no razgradnjo proteinov ZCM ter tumorsko invazijo. Kot uveljavljena
protimikrobna uc¢inkovina ima nitroksolin znano farmakokinetiko, biolosko uporabnost in
toksikoloski profil ter tako predstavlja obetavno izhodis¢e za razvoj novih inhibitorjev

katepsina B, primernih za klini¢no uporabo (90).
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Slika 4: A) Struktura nitroksolina, njegova molska masa in porazdelitveni koeficient. Porazdelitveni

koeficient je izraGunan s programom Molinspiration (www.molinspiration.com). B) Struktura kompleksa

nitroksolina s katepsinom B (PDB koda: 3AlI8). Nitroksolin je ozna¢en z rumeno, aminokislini His110 in
His111 sta oznaceni z oranzno, povezave med nitro skupino in His110 in His111 so oznaene z rumeno,
zaporna zanka je oznacena z zeleno, aminokislini Cys29 in His199, ki tvorita aktivno mesto, sta oznaéeni z

rdeco, telo encima pa je modro.
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2 NAMEN DELA IN DELOVNA HIPOTEZA

Katepsin B ima eksopeptidazno in endopeptidazno aktivnost, kar je posledica prisotnosti
zaporne zanke v njegovi strukturi in po ¢emer se razlikuje od papaina in ostalih katepsinov.
V organizmu ima pomembno vlogo v Stevilnih fizioloskih in patoloSkih procesih in je Ze
znana tarCa pri zdravljenju raka. Eksopeptidazna aktivnost katepsina B je povezana z
njegovo fiziolosko funkcijo znotraj lizosomov, medtem ko je endopeptidazna aktivnost
povezana z njegovo patolosko vlogo. Slednja je bistvenega pomena pri razgradnji
zunajcelicnega matriksa in posledi¢no pri tumorski invaziji in metastaziranju. S selektivno
inhibicijo endopeptidazne aktivnosti katepsina B bi tako lahko zmanjSali razgradnjo
zunajceli¢nega matriksa in s tem napredovanje raka.

Namen diplomske naloge je ovrednotiti vpliv izbranih derivatov nitroksolina na inhibicijo
endopeptidazne in eksopeptidazne aktivnosti katepsina B ter njihov vpliv na razgradnjo
zunajceli¢nega matriksa in posledi¢no tumorsko invazijo.

V prvem delu bomo z encimsko kinetiko dolocili konstante inhibicije za izbrane inhibitorje
napram endopeptidazni in eksopeptidazni aktivnosti katepsina B in napram katepsinoma H
in L. V nadaljevanju bomo s funkcijskimi testi na celi¢ni liniji MCF-10A neoT dolo¢ili
vpliv inhibitorjev na zunajceli¢no in znotrajcelicno razgradnjo proteinov zunajceli¢nega
matriksa ter njihov vpliv na tumorsko invazijo v 2D in vitro modelu celiéne invazije. Poleg
tega bomo s pomocjo celi¢ne linije MMTV-PyMT dolo¢ili $e vpliv inhibitorjev na invazijo
celic v 3D in vitro modelu, ki temelji na implantaciji sferoidov v Matrigel™.

V okviru diplomske naloge bomo skusSali potrditi hipotezo, da lahko s selektivno inhibicijo
endopeptidazne oziroma eksopeptidazne aktivnosti katepsina B vplivamo na fenotipske

lastnosti tumorskih celic.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.11

Kemikalije in reagenti

Abz-GIVRAK(Dnp)-OH  (Abz-Gly-lle-Val-Arg-Ala-Lys(Dnp)-OH)
Bubendorf, Svica)

Advanced DMEM (Gibco Invitrogen™, Carlsbad, CA, ZDA)
CA-074 (Peptide Institute, Inc., Osaka, Japonska)
CA-074Me (Peptide Institute, Inc., Osaka, Japonska)
DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)
DQ-kolagen IV (Gibco Invitrogen™, Carlsbad, CA, ZDA)
EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)

EGF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)

F-12 (Gibco Invitrogen™, Carlsbad, CA, ZDA)

FBS (HyClone, Logan, UT, ZDA)

fibronektin (Calbiochem, Darmstadt, Nemcija)
hidrokortizon (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)
inzulin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)

KCI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)

KH,PO, (J.T. Baker, Deventer, Nizozemska)

L-cistein (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)
L-glutamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)
Matrigel™ (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, ZDA)
Na,HPO,2H,0 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)
natrijev acetat, brezvodni (Merck, Darmstadt, Nemc¢ija)
NaCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)
NaH,PO4H,0 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)
NaHCOj; (Riedel — deHaén, Seelze, Nemdija)

nigrozin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)

ocetna kislina (Merck, Darmstadt, Nemcija)

PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)
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- PEG 8000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)

- penicilin/streptomicin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)
- propidijev jodid (Gibco Invitrogen™, Carlsbad, CA, ZDA)

- R-AMC (Arg-AMC) (Biomol, Farmingdale, NY, ZDA)

- tripsin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)

- Z-FR-AMC (Z-Phe-Arg-AMC) (Bachm, Bubendorf, Svica)
- Z-RR-AMC (Z-Arg-Arg-AMC) (Bachm, Bubendorf, Svica)

3.1.2 Aparature

- analitska tehtnica AB104 (Mettler toledo, Greifensee , Svica)

- avtomatska multikanalna pipeta (Biohit, Helsinki, Finska)

- avtomatske pipete (Biohit, Helsinki, Finska)

- centrifuga Heraeus Megafuge 16R (Thermo scientific, Rochester, NY, ZDA)

- centrifugalni koncentrator Capsulefuge PMC-060 (Tomy, Tokio, Japonska)

- CO; inkubator (celi¢ni inkubator) CB 210 Binder (Binder, Tuttlingen, Nemcija)

- &italec mikrotitrskih plos¢ic Tecan Safire?™ (Tecan Group Ltd., Méannedorf, Svica)

- fluorescencni mikroskop Olympus IX 81 motorized inverted microscope (Olympus,
Center Valley, PA, ZDA)

- inkubator WTB Binder (Binder, Tuttlingen, Nemcija)

- komora z laminarnim pretokom zraka PIO SMBC 183AV, PIO LFVP9 (Iskra,
Ljubljana, Slovenija)

- citometer za Stetje celic Tiefe Depth profandeur — Thomba (Brand, Wertheim,
Nemcija)

- magnetno mesalo Rotamix 550MM (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

- mikroskop Nikon TMS-F (Nikon, Tokio, Japonska)

- mikroskop Olympus CKXSP (Qlympus, Center Valley, PA, ZDA)

- mikroskop Olympus CX21FS1 (Qlympus, Center Valley, PA, ZDA)

- pH meter (Hanna instruments, Woonsocket, Rhode Island, ZDA)

- pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

- pretocni citometer BD FASCcalibur™ (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, ZDA)

- tehtnica PB 3001 (Mettler toledo, Greifensee, gvica)

- vibracijski mesalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)
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- XCELLigence RT-CA DP System (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Nemcija)

3.1.3 Raztopine
100 mM fosfatni pufer za endopeptidazno aktivnost katepsina B, pH=6.0

6.07 g NaH,PO,H,0
1.07 g NazHPO4'2H20
0.50¢ PEG 8000

S precisceno vodo dopolnimo do 500 ml in uravnamo pH na 6.0.

60 mM acetatni pufer za eksopeptidazno aktivnost katepsina B, pH=5.0

0.65¢g ocetna kislina
1.58¢g natrijev acetat
0.504¢g PEG 8000

S precisceno vodo dopolnimo do 500 ml in uravnamo pH na 5.0.

100mM fosfatni pufer za katepsin H, pH=6.8

3.71g NaH,PO,H,0
4.12 g Na,HPO,2H,0
050 g PEG 8000

S precisceno vodo dopolnimo do 500 ml in uravnamo pH na 6.8.

100 mM acetatni pufer za katepsin L, pH=5.5

0.45¢ ocetna kislina
3.48¢ natrijev acetat
0.50¢g PEG 8000

S precisceno vodo dopolnimo do 500 ml in uravnamo pH na 5.5.

Aktivacijski pufri za katepsine (5 mM cistein, 1.5 mM EDTA)

30.29 mg cistein
27.9 mg EDTA

Dopolnimo s pufrom za ustrezen katepsin do 50 ml.
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0.02 % EDTA v PBS
500 mi PBS
537 ul 0.5 M EDTA, pH=8.0

K 500 ml PBS dodamo 0.5 M EDTA in sterilno filtriramo.

PBS

18¢g Na,HPO42H,0
0249 KH,PO,

8.0¢g NaCl

0.2g KClI

S precisceno vodo dopolnimo do 1000 ml in uravnamo pH na 7.4.

0.5 M EDTA, pH=8.0
1.86 ¢ EDTA

S precis¢eno vodo dopolnimo do 10 ml in uravnamo pH na 8.0.

F-12
10.63 g F-12
1176 g NaHCOs;

S precisceno vodo dopolnimo do 1000 ml in sterilno filtriramo.

3.1.4 Encimi
- Humani rekombinantni katepsin B (Intitut Jozef Stefan, Ljubljana, Slovenija)
- Katepsin H (Institut Jozef Stefan, Ljubljana, Slovenija)
- Katepsin L (Institut Jozef Stefan, Ljubljana, Slovenija)

3.1.5 Inhibitorji

Tabela I: Uporabljeni inhibitorji katepsina B, njihovo IUPAC ime, struktura, molska masa in porazdelitveni

koeficient. Porazdelitveni koeficient je izradunan s programom Molinspiration (www.molinspiration.com).

Spojine 1 — 6 so bile sintetizirane na Katedri za farmacevtsko kemijo na Fakulteti za farmacijo.
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Spojina | IUPAC ime Struktura M [g/mol] | miLogP
CA- L-3-trans- . [CHS 383.44 -1.634
H H
074 (propilkarbamoiloksiran-2- HC/\/NMNI“ o,
karbonil)-L-izolevcin-L- © ° 5 D
prolin oo™
CA- L-3-trans- S chy | 397.47 0.438
H H
074Me | (propilkarbamoiloksiran-2- HSC/\/N\MNI(CHS
karbonil)-L-izolevcin-L- o ° 5 D
prolin metilni ester
MeQOC
1 2-bromo-4-nitronaftalen-1- NH, 267.08 3.228
oo
NO,
2 2-{[(8-hidroksi-5- Ot 258.27 1.161
nitrokinolin-7- A H/\CN
il)metilJamino}acetonitril =
N,
3 1-(4-nitronaftalen-1- C 242.27 3.513
il)pirolidin n
NO,
4 8-(4-metilpiperidin-1-il)-5- Chy 271.32 3.360
nitrokinolin
N
M
=
x
NO,
5 5-nitro-7-(pirolidin-1- OH 273.29 2.023
M
ilmetil)kinolin-8-ol ~ N
g @
NO,
6 7-[(4-metilpiperidil-1- OH 301.34 2.770
ilymetil]-5-nitrokinolin-8-ol | 7" U\
=
CHy
NO.
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3.1.6 Gojisca

Tabela I1: Sestava goji¢ za gojenje in zamrzovanje celic.

Celi¢na linija MCF-10A neoT MMTV-PyMT
Osnovno gojisce ADMEM / F-12 (1:1) ADMEM
Kompletno gojisce (100 ml) 47 ml F-12 88 ml ADMEM
47 ml ADMEM 10 ml FBS
5ml FBS 1 ml penicilin/streptomicin

1 ml penicilin/streptomicin
1 ml L-glutamin

100 pl inzulin

50 pl hidrokortizon

1 ml L-glutamin

40 ul EGF
Gojisce za zamrzovanje (1 ml) | 250 ul ADMEM 950 ul osnovno  gojisce
250 pl F-12 DMEM
400 pl FBS 50 ul DMSO
100 ul DMSO
Brezserumsko gojisce 47 ml F-12 88 ml ADMEM
47 ml DMEM 1 ml penicilin/streptomicin

1 ml penicilin/streptomicin
1 ml L-glutamin

100 pl inzulin

50 pl hidrokortizon

40 ul EGF

1 ml L-glutamin

Proizvajalci gojisc in dodatkov za gojisca:

- ADMEM (Gibco Invitrogen™, Carlsbad, CA, ZDA)

- DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)
- EGF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)

- F-12 (Gibco Invitrogen™, Carlsbad, CA, ZDA)
- FBS (HyClone, Logan, UT, ZDA)

- hidrokortizon (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)

- inzulin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)

- L-glutamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)
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- penicilin/streptomicin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA)

3.1.7 Celi¢ne linije
MCEFE-10A neoT

MCF-10A neoT je s c-Ha-Ras onkogenom transfecirana epitelijska celi¢na linija dojke.
Izvira iz humane epitelijske celi¢ne linije dojke MCF-10, Ki je pridobljena iz tkiva bolnice
s fibrocisti¢no boleznijo dojke. Celi¢na linija MCF-10 je v celi¢ni kulturi postala spontano
nesmrtna. V prisotnosti normalnih koli¢in kalcija raste pritrjena kot celi¢na linija MCF-
10A, v odsotnosti kalcija pa raste v suspenziji kot celi¢na linija MCF-10F (92). Celi¢na
linijja MCF-10A neoT je nastala s kotransfekcijo celic MCF-10A s plazmidom, ki je
vseboval gen za rezistenco na neomicin in onkogen c-Ha-Ras z mutacijo humane oblike
T24 (93).

MMTV-PyMT
MMTV-PyMT je celi¢na linija mi§jega modela epitelijskega raka dojke. Preoblikovanje

epitelija dojk je posledica izrazanja polioma virusa srednjega antigena T (PyMT), ki je pod

transkripcinjskim nadzorom promotorja misjega virusa tumorja dojk (MMTYV) (94).

3.2 METODE

3.2.1 Encimska kinetika

3.2.1.1 Testiranje inhibitorjev na endopeptidazno aktivnost katepsina B

V €rno mikrotitrsko plos€o s 96 vdolbinicami Nuncleon™ Delta Surface (Nunc™, Thermo
Scientific, Rochester, NY, ZDA) smo dodali 5 pl substrata Z-RR-AMC v treh
koncentracijah 60, 180 in 360 uM in 5 pl inhibitorja v sedmih koncentracijah 0, 20, 40, 60,
80, 100 in 200 puM. Reakcijo smo sprozili z dodatkom 90 pl katepsina B s koncno
koncentracijo 0.1 nM, ki smo ga predhodno inkubirali z aktivacijskim pufrom 5 min pri
37°C. Pri reakciji je priSlo do nastanka fluorescencnega produkta AMC, ki smo ga na
¢italcu mikrotitrskih plos¢ic Tecan Safire’™ neprekinjeno spremljali pri valovni dolzini
460 nm + 10 nm z vzbujanjem pri valovni dolZini 380 nm + 20 nm pri 37°C. Vse

reakcijske meSanice so vsebovale 5 % (v/v) DMSO. Vse meritve smo izvajali v dveh

24



Ana Mitrovi¢, Diplomska naloga
Vpliv selektivnega zaviranja katepsina B v tumorskih celicah na razgradnjo zunajcelicnega matriksa in
tumorsko invazijo

paralelah in vsaj dveh ponovitvah. Vrednosti Ki smo izratunali z uporabo SigmaPlot® 11,

Enzyme Kinetics Module™ 1.3.

3.2.1.2 Testiranje inhibitorjev na eksopeptidazno aktivnost katepsina B

V ¢rno mikrotitrsko plosco s 96 vdolbinicami Nuncleon™ Delta Surface smo dodali 5 pl
substrata Abz-GIVRAK(Dnp)-OH v treh koncentracijah 1, 3 in 6 uM in 5 pl inhibitorja v
sedmih koncentracijah 0, 20, 40, 60, 80, 100 in 200 uM. Reakcijo smo sprozili z dodatkom
90 ul katepsina B s kon¢no koncentracijo 0.6 nM, ki smo ga predhodno inkubirali z
aktivacijskim pufrom 5 min pri 37°C. Pri reakciji je prislo do nastanka fluorescen¢nega
razpadnega produkta, ki smo ga na &italeu mikrotitrskih ploggic Tecan Safire’™
neprekinjeno spremljali pri valovni dolzini 420 nm = 10 nm z vzbujanjem pri valovni
dolZini 320 nm + 20 nm pri 37°C. Vse reakcijske mesanice so vsebovale 5 % (v/v) DMSO.
Vse meritve smo izvajali v dveh paralelah in vsaj dveh ponovitvah. Vrednosti Ki smo

izratunali z uporabo SigmaPlot™ 11, Enzyme Kinetics Module™ 1.3.

3.2.1.3 Testiranje inhibitorjev na katepsin H in katepsin L

V ¢rno mikrotitrsko plos€o s 96 vdolbinicami Nuncleon™ Delta Surface smo dodali 5 pl
substrata v treh koncentracijah in 5 pl inhibitorja v sedmih koncentracijah 0, 20, 40, 60, 80,
100 in 200 uM. Za katepsin H smo uporabili substrat R-AMC v koncentracijah 20, 80 in
160 uM, za katepsin L pa substrat Z-FR-AMC v koncentracijah 0.5, 1 in 4 uM. Reakcijo
smo sprozili z dodatkom 90 pl katepsina H s konéno koncentracijo 3.0 nM oziroma
katepsina L s kon¢no koncentracijo 0.5 nM, ki smo ga predhodno inkubirali z
aktivacijskim pufrom 5 min pri 37°C. Pri reakciji je priSlo do nastanka fluorescencnega
produkta AMC, ki smo ga na ¢italcu mikrotitrskih plod¢ic Tecan Safire?™ neprekinjeno
spremljali pri valovni dolzini 460 nm + 10 nm z vzbujanjem pri valovni dolZini 380 nm +
20 nm pri 37°C. Vse reakcijske meSanice so vsebovale 5 % (v/v) DMSO. Vse meritve smo
izvajali v dveh paralelah in vsaj dveh ponovitvah. Vrednosti Ki smo izra¢unali z uporabo
SigmaPlot® 11, Enzyme Kinetics Module™ 1.3,

3.2.2 Gojenje celic
Celice smo gojili v plastenkah v ustreznem gojis¢u pri 37°C in v atmosferi, nasiceni z

vlago in s 5 % CO,. Delo s celicami je vedno potekalo v sterilnih pogojih. Ko so celice
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prerasle priblizno 80 % povrsine plastenke, smo jih s tripsinizacijo odlepili od podlage in

redéili.

3.2.3 Odmrzovanje celic

Celice smo odmrzovali na hitro, tako da smo ampule s celicami potopili v vodno kopel,
segreto na 37°C. Na ta nacin smo preprecili toksi¢ne ufinke DMSO iz gojis¢a za
zamrzovanje na celice. Odmrznjene celice smo takoj resuspendirali v 10 ml ustreznega
kompletnega gojisca in jih centrifugirali 5 min pri 1200 obratih/min in temperaturi 4°C. Po
centrifugiranju smo supernatant takoj zavrgli, celice pa resuspendirali v 1 ml ustreznega

svezega kompletnega gojisca in jih prenesli v plastenke.

3.2.4 Tripsinizacija celic

S tripsinizacijo smo odlepili celice od podlage, da smo jih lahko red¢ili in uporabili za
nadaljnje poskuse. Celicam smo najprej odstranili gojisce, ga zavrgli in celice sprali s 5 ml
PBS, da smo odstranili serum, ki bi lahko inhibiral tripsin. Nato smo celicam dodali 5 ml
raztopine 0.05 % tripsina in 0.02 % EDTA v PBS in jih postavili v inkubator za priblizno 5
min, da so se odlepile od podlage. Odlepljanje celic od podlage smo spremljali pod
mikroskopom. Odlepljene celice smo resuspendirali v 5 ml ustreznega kompletnega
gojisc¢a, da smo inaktivirali tripsin, in jih centrifugirali 5 min pri 2000 obratih/min.
Supernatant smo odlili, celice resuspendirali v 1 ml ustreznega gojis¢a, jih po potrebi e

red¢ili, presteli in uporabili za nadaljnje delo.

3.2.5 Stetje celic

Stevilo celic smo dolo¢ili s citometrom, celice pa smo presteli pod mikroskopom. 100 pl
celine suspenzije smo dodali 100 pl 0.2 % raztopine nigrozina, barvila, ki omogoca
locevanje zivih celic z nepoSkodovano celitno membrano od odmrlih in poSkodovanih
celic. Nigrozin ne prehaja celicne membrane, zato se Zive celice z neposkodovano
membrano ne obarvajo, prehaja pa v odmrle in poSkodovane celice, ki nimajo selektivnega
transporta na membrani, in jih obarva modro. Pod mikroskopom smo presteli samo Zive,
neobarvane celice v vsakem kvadrantu posebej in njihovo Stevilo izracunali po enacbi
(Enacba 1).
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stevilo celic = (N1 + N,) - 0.5 R - 10* (Enacha 1)
Ny, N2 Stevilo celic v posameznem kvadrantu

R faktor red¢itve

10* faktor izdelovalca komore za Stetje celic

3.2.6 Zamrzovanje celic

Celice smo tirpsinizirali in jih centrifugirali 5 min pri 2000 obratih/min. Supernatant smo
zavrgli, celice pa resuspendirali v 1 ml ustreznega gojis€a za zamrzovanje in SUspenzijo
prenesli v ampule za zamrzovanje. Celice smo postopoma zamrzovali najprej en dan v
zamrzovalniku na -80°C in nato v tekoCem duSiku na -196°C. Gojis¢a za zamrzovanje

celic vsebujejo DMSO, ki ima vlogo krioprotektanta in preprecuje nastanek kristalov.

3.2.7 Vpliv inhibitorjev na viabilnost celic

Vpliv inhibitorjev na viabilnost celic smo kontinuirano opazovali z merjenjem elektri¢ne
upornosti, izrazene kot celi¢ni indeks, na aparatu XCELLigence RT-CA DP System. Do
spremembe elektri¢ne upornosti pride, ko se celice pritrdijo na zlate mikroelektrode, ki se
nahajajo na dnu vdolbinic E-plos¢. Poskus je potekal v inkubatorju pri 37°C in v atmosferi
nasiceni z vlago in s 5 % CO,. V E-plos¢o s 16 vdolbinicami (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Nemc¢ija) smo najprej dodali 50 pl ustreznega kompletnega gojis¢a in pomerili
ozadje. Nato smo dodali 100 pl celi¢ne suspenzije, s koncentracijo 7500 celic / 100 pl in
pustili celice rasti 10 ur, da so prisle v logaritemsko fazo rasti. Aparat je celi¢ni indeks
izmeril na vsakih 15 min. Po 10-ih urah smo dodali 50 ul inhibitorja v ustreznem
kompletnem gojiscu s kon¢nimi koncentracijami 1.25, 2.5 in 5.0 uM za celice MCF-10A
neoT ter koncentracijama 2.5 in 5.0 uM za celice MMTV-PyMT. Kot negativno kontrolo
smo pri poskusu uporabili DMSO. Kon¢ni volumen v vdolbinicah je bil 200 uM. Vpliv
inhibitorjev na viabilnost celic smo spremljali 72 ur. V vmesne prostore med vdolbinicami
E-plos¢e smo dodali sterilno filtrirano vodo, da smo zmanjsali izhlapevanje gojis¢a iz
vdolbinic. Po 24-ih in 48-ih urah od dodatka inhibitorjev smo poskus zacasno prekinili in
zamenjali 150 pl gojis¢a s svezim kompletnim gojis¢em z ustrezno koncentracijo
inhibitorja. Na ta nacin smo preprecili, da bi celicam zmanjkalo hranilnih snovi iz gojisca
tekom trajanja poskusa. Za vsak inhibitor in vsako koncentracijo smo poskus izvedli v 4

paralelah.
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3.2.8 Zunajceli¢na razgradnja DQ-kolagena IV

V mikrotitrsko plos¢o s 96 vdolbinicami smo nasadili 510 celic MCF-10A neoT v
kompletnem gojiscu in jih inkubirali v celicnem inkubatorju ¢ez no¢ pri 37°C, da so se
pritrdile. Odstranili smo gojis¢e in k celicam dodali 100 ul PBS z DQ-kolagenom IV s
koncentracijo 10 pg/ml in 5 uM inhibitorja ter inkubirali 6 ur. Kot negativno kontrolo smo
pri poskusu uporabili DMSO. Nato smo odvzeli 80 ul PBS in ga prenesli v ¢rno
mikrotitrsko plosco s 96 vdolbinicami Nuncleon™ Delta Surface. Intenziteto fluorescence,
ki se je pojavila kot posledica razgradnje DQ-kolagena IV, smo neprekinjeno spremljali na
Gitaleu mikrotitrskih plogtic Tecan Safire’™ pri valovni dolzini 515 nm + 5 nm z
vzbujanjem pri valovni dolzini 495 nm + 5 nm in pri 37°C. Za vsak inhibitor smo se vplivu
ozadja izognili z uporabo slepega vzorca, ki je imel enako sestavo kot nas vzorec, le da ni
vseboval celic. Meritve smo za vsak vzorec izvedli v Sestih paralelah in v Stirih paralelah

za slepe vzorce. Izvedli smo §tiri neodvisne ponovitve poskusa.

3.2.9 Znotrajceli¢na razgradnja DQ-kolagena IV

V ploico s 24 vdolbinicami smo nasadili 6:10* celic MCF-10A neoT v kompletnem gojiscu
in jih inkubirali v celiénem inkubatorju ¢ez no¢ pri 37°C, da so se pritrdile. Nato smo
odstranili gojis¢e in ga nadomestili z brezserumskim gojis¢em, ki je vsebovalo 50 uM
inhibitorja. Kot negativno kontrolo smo pri poskusu uporabili DMSO. Po dveh urah
inkubacije smo dodali DQ-kolagen IV s koncentracijo 5 pg/ml in inkubirali $e 2 uri. Nato
smo odstranili gojis¢e z inhibitorjem in DQ-kolagenom IV, celice sprali s 500 pl 0.02 %
EDTA v PBS in tripsinizirali celice s 500 pl 0.05 % tripsina v 0.02 % EDTA v PBS 5 min
pri 37°C. Odlepljene celice smo nato prenesli v epruvete za preto¢no citometrijo,
vdolbinice mikrotitrske plosc¢e pa smo se enkrat sprali s 500 ul 0.02 % EDTA v PBS, ki
smo jih prav tako prenesli v epruvete za pretocno citometrijo. V vsako epruveto smo nato
dodali $e po 1 ml PBS in centrifugirali 5 min pri 2000 obratih/min. Supernatant smo odlili,
celice pa z vibracijskim meSalnikom resuspendirali, dodali 100 pl PBS in 10 pl
propidijevega jodida s koncentracijo 100 pg/ml ter postavili epruvete na led. Meritve smo
izvedli na pretocnem citometru BD FASCcalibur™, rezultate pa smo obdelali s
programom FlowJo 7.6.1. Pri meritvah smo upostevali samo zive celice s pomocjo
propidijevega jodida. Vse meritve smo izvedli v dveh paralelah. Izvedli smo tri neodvisne

ponovitve poskusa.
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3.2.10 Fluorescen¢na mikroskopija

Vdolbinice ohlajene plos¢e za mikroskopijo Lab-Tek™ Chambered Coverglass
(NALGENE, Nunc™, Thermo Scientific, Rochester, NY, ZDA) smo prekrili s 40 ul
Matrigela™, ki je vseboval 25 pg/ml DQ-kolagena IV in inkubirali 10 min pri 37°C.
Dodali smo 400 ul celi¢ne suspenzije MCF-10A neoT v brezserumskem gojis¢u s
koncentracijo 510* celic/ml, ki je vsebovala $¢ 5 uM inhibitorja in 2 % Matrigela™:. Kot
negativno kontrolo smo uporabili DMSO. Vzorce smo inkubirali v celicnem inkubatorju
pri 37°C in po 24-ih urah opazovali razgradnjo DQ-kolagena IV na fluorescen¢nem

mikroskopu Olympus 1X 81 s programom Cell*R.

3.2.11 2D in vitro model invazije celic MCF-10A neoT

Vpliv inhibitorjev na invazijo celic MCF-10A neoT smo kontinuirano opazovali s pomo¢jo
aparature XCELLigence RT-CA DP System. Poskus smo izvajali v CIM plos¢ah s 16
vdolbinicami (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Nemcija), ki omogocajo spremljanje
celi¢ne invazije in migracije. CIM plosc¢a je sestavljena iz dveh delov, spodnje in zgornje
plosée. Do porasta v elektri¢ni upornosti pride, ko celice invadirajo skozi pore vdolbinic
zgornje plosce in se pritrdijo na zlate mikroelektrode, ki se nahajajo na spodnji strani
vdolbinic zgornje plos¢e CIM plosce. Poskus je potekal v inkubatorju pri 37°C in v
atmosferi nasi¢eni z vlago in s 5 % CO,. Dan pred poskusom smo celice MCF-10A neoT
nasadili v brezserumskem gojis¢u. Na spodnjo stran vdolbinic zgornje plos¢e smo najprej
nanesli 30 pl fibronektina s koncentracijo 10 pg/ml v PBS, ki je imel vlogo
kemoatraktanta. Po 30 min, ko se je fibronektin posusil, smo vdolbinice zgornje plosce
prekrili z 20 ul Matrigela™, s koncentracijo 5 mg/ml v brezserumskem gojiscu. Zgornjo
plos¢o smo inkubirali 20 min pri 37°C, da je Matrigel™ polimeriziral. V vdolbinice
spodnje plo$¢e smo med tem dodali 180 pl 5 uM inhibitorja v kompletnem gojiscu, pri
¢emer smo kot negativno kontrolo uporabili DMSO. Plos¢i smo nato previdno zdruzili, v
vdolbinice zgornje plos¢e pa smo nato dodali se 60 ul 5 uM inhibitorja v brezserumskem
gojiscu, kot negativno kontrolo pa smo uporabili DMSO. Ko smo pomerili ozadje, smo
nato v vdolbinice zgornje plos¢e dodali $¢ 310 MCF-10A neoT celic v 80 pl
brezserumskega gojisca. V vmesne prostore med vdolbinicami CIM plosce smo dodali
sterilno filtrirano vodo, da smo zmanjsali izhlapevanje gojis¢a iz vdolbinic. Vpliv
inhibitorjev na inhibicijo invazije smo spremljali 72 ur, pri ¢emer je aparat izmeril celi¢ni

indeks vsakih 15 min. Za vsak inhibitor smo poskus izvedli v stirih paralelah.
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3.2.12 3D in vitro model invazije celic MMTV-PyMT

Vpliv inhibitorjev na invazijo celic MMTV-PyMT smo opazovali v 3D in vitro modelu na
sferoidih, ki smo jih implantirali v Matrigel™. Sferoide smo pripravili po metodi visece
kapljice. 20 ul celicne suspenzije MMTV-PYMT (250 celic/kapljico) smo nanesli na
pokrove petrijevk, ki smo jih nato obrnili in z njimi zaprli petrijevke. V te smo predhodno
Po 4-ih dneh inkubacije so se v kapljicah izoblikovali sferoidi. Vdolbinice ohlajenih plos¢
za mikroskopijo Lab-Tek™ Chambered Coverglass smo najprej prekrili s 70 pl
Matrigela™ s koncentracijo 5 mg/ml v brezserumskem gojiscu, ki je vseboval 5 pM
inhibitorja. Po 5 min inkubacije pri 37°C smo na Matrigel™ nanesli sferoide, ki smo jih
nato prekrili s 70 pl Matrigela™ z enako sestavo kot pri spodnji plasti. Po 20 min
inkubaciji pri 37°C smo dodali se 400 pl kompletnega gojiséa s 5 uM inhibitorja. Kot
negativno kontrolo smo pri poskusu uporabili DMSO. Dimenzije sferoidov smo spremljali
3 dni v 24 urnih intervalih s svetlobnim mikroskopom Olympus, opremljenim z okularjem
z mikrometrom. Volumen sferoidov smo izracunali na podlagi dimenzij sferoidov po
enacbi (Enacba 2).

V = (T[ ' dmax ' dmin ' dmin) / 6 (El’laéba 2)
V volumen sferoida
dmax  najvedji premer sferoida

dmin  najmanj$i premer sferoida

Sferoide smo po 72-ih urah posneli se na mikroskopu Olympus IX 81 s programom
Cell"R.

3.2.13 Statisticna obdelava podatkov

Pri obdelavi rezultatov smo z dvostranskim Studentovim t-testom preverjali, ali je prislo do
znaCilnih odstopanj med vrednostmi dobljenimi z uporabo inhibitorjev in vrednostmi
dobljenimi z uporabo DMSO, ki smo ga uporabljali kot negativno kontrolo. Odstopanja
smo $teli za znacilna kadar so bile p vrednosti dvostranskega Studentovega t-testa manjse
od 0.05.
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4 REZULTATI

4.1 ENCIMSKA KINETIKA

S pomocjo encimske kinetike smo dolocili konstante in mehanizem inhibicije izbranih
inhibitorjev napram aktivnosti katepsinov B, H in L. Vrednosti Ki predstavljajo
disociacijsko konstanto kompleksa encim — inhibitor (El), vrednosti Ki' pa disociacijsko
konstanto kompleksa encim — substrat — inhibitor (ESI) (Slika 5).

CLKM kcal
E+S 3 ES«—* E+P
+ +
I I
Ki aKi=Ki’
aKwm

El *=—— ESI

Slika 5: Shema vezave inhibitorja na encim. Ky oznacuje Michaelis-Mentenovo konstanto, ke je katalizna
konstanta, Ki predstavlja disociacijsko konstanto, o predstavlja stopnjo, do katere vezava inhibitorja vpliva
na afiniteto encima do substrata, E oznacuje encim, S substrat, I inhibitor, P produkt, ES kompleks encim —

substrat, EI kompleks encim — inhibitor in ESI kompleks encim — substrat — inhibitor (95).

Vpliv inhibitorjev na katepsin B smo dolocali z uporabo substratov Z-RR-AMC in Abz-
GIVRAK(Dnp)-OH. Substrat Z-RR-AMC se uporablja za dolo¢anje endopeptidazne
aktivnosti katepsina B, medtem ko se substrat Abz-GIVRAK(Dnp)-OH uporablja pri
dolo¢anju eksopeptidazne aktivnosti katepsina B (87, 88, 90).

Kot najbolj u¢inkovita inhibitorja endopeptidazne aktivnosti katepsina B sta se izkazali
in 8.0 £ 0.5 uM za spojino 2) (Tabela Ill). V obeh primerih je $lo za akompetitivni tip
inhibicije, kar nakazuje, da sta se spojini vezali na kompleks ES in ne na prosti encim.
Spojine 3, 4, 5 in 6 so se izkazale za slabse inhibitorje endopeptidazne aktivnosti katepsina
B, saj so imele visje vrednosti Ki oziroma Ki' kot spojini 1 in 2 (Tabela Il). Pri spojini 3 je
slo za mesani tip inhibicije, Kjer je inhibitor izkazoval vecjo afiniteto do prostega encima
kot do kompleksa ES. Spojine 4, 5 in 6 so bile nekompetitivni inhibitorji endopeptidazne
aktivnosti katepsina B in so se na prosti encim in kompleks ES vezale z enako afiniteto.

Najbolj ucinkoviti spojini pri inhibiciji eksopeptidazne aktivnosti sta bili spojini 3 in 4 z

ey
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UM za spojino 4) med testiranimi spojini (Tabela I111). Upostevajo¢ konstante inhibicije za
endopeptidazno aktivnost, sta bili ti spojini 3.1-krat (spojina 3) in 5.1-krat (spojina 4) bolj
selektivni za inhibicijo eksopeptidazne aktivnosti. Spojini 1 in 2, ki sta bili najbolj
u¢inkovita inhibitorja endopeptidazne aktivnosti, sta se obratno izkazali za najmanj
ucinkovita inhibitorja eksopeptidazne aktivnosti (192.1 + 37.3 uM za spojino 1 in 300.7 £
21.2 uM za spojino 2). Spojina 1 je tako bila 6.0-krat, spojina 2 pa kar 37.6-krat bolj
selektivna za inhibicijo endopeptidazne kot eksopeptidazne aktivnosti katepsina B. Spojini
5 in 6 sta inhibirali eksopeptidazno aktivnost priblizno enako mo¢no kot endopeptidazno
aktivnost in sta kot taki neselektivna inhibitorja endopeptidazne in eksopeptidazne
aktivnosti katepsina B (Tabela Ill). Vse spojine so pri uporabi substrata Abz-
GIVRAK(Dnp)-OH izkazale nekompetitivni tip inhibicije. 1z dobljenih rezultatov lahko
sklepamo, da sta spojini 1 in 2 selektivna inhibitorja endopeptidazne aktivnosti katepsina
B, spojini 3 in 4 selektivna inhibitorja eksopeptidazne aktivnosti katepsina B, spojini 5 in 6
pa nista selektivni za endopeptidazno oziroma eksopeptidazno aktivnost katepsina B.

Selektivnost inhibitorjev za katepsin B smo preverili s testiranjem inhibitorjev na katepsin
H (EC 3.4.22.16), ki ima aminopeptidazno aktivnost, in katepsin L (EC 3.4.22.16), ki ima
endopeptidazno aktivnost (4-7, 9, 11). Vpliv inhibitorjev na katepsin H smo dolocali z
uporabo substrata R-AMC, vpliv inhibitorjev na katepsin L pa smo dolocili z uporabo
substrata Z-FR-AMC. Pri tem smo ugotovili, da gre pri inhibiciji katepsina H pri spojinah
1 in 3 za akompetitivni tip inhibicije, pri spojinah 2, 4 in 6 za nekompetitivni tip inhibicije
in pri spojini 5 za meSani tip inhibicije z ve¢jo afiniteto do kompleksa ES kot do prostega
encima (Tabela V). Vrednosti Ki oziroma Ki' so bile pri spojinah 1 in 2 znacilno visje kot
pri inhibiciji endopeptidazne aktivnosti katepsina (11.0-krat visje za spojino 1 in 16.1-krat
visje za spojino 2) in podobnega velikostnega razreda kot pri inhibiciji eksopeptidazne
aktivnosti katepsina B. Pri spojinah 3 in 4 so bile vrednosti Ki oziroma Ki' pri inhibiciji
katepsina H 4.8-krat visje za spojino 3 in 8.1-krat visje za spojino 4 kot pri inhibiciji
eksopeptidazne aktivnosti katepsina B ter podobnega velikostnega razreda kot pri inhibiciji
endopeptidazne aktivnosti katepsina B. Vrednosti Ki oziroma Ki' pri spojinah 5 in 6 so bile
podobne tistim, dobljenim pri inhibiciji endopeptidazne in eksopeptidazne aktivnosti
katepsina B. Pri inhibiciji katepsina L so vse spojine izkazovale kompetitivni tip inhibicije,

kar nakazuje, da so se pri tem vse spojine vezale le na prosti encim in ne na kompleks ES.
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Vrednosti Ki so bile pri inhibiciji katepsina L pri vseh spojinah v istem velikostnem
razredu kot tiste, dobljene za inhibicijo katepsina H.
Iz tega lahko sklepamo, da so spojine 1, 2, 3 in 4 selektivne za katepsin B, spojini 5 in 6 pa

nista selektivni za posamezen katepsin B, H ali L.

Tabela I111: Konstante in mehanizmi inhibicije katepsina B. Vrednosti predstavljajo povpre¢no vrednost + SD

(n = 2). Meritve smo izvajali v dveh paralelah in vsaj dveh ponovitvah.

Endopeptidazna aktivnost Eksopeptidazna aktivnost
Substrat Z-RR-AMC Abz-GIVRAK(Dnp)-OH
Spojina Ki[uM] | Ki' [uM] | Mehanizem Ki [uM] | Ki' [uM] | Mehanizem
inhibicije inhibicije
Nitroksolin | 154.4 +|39.5 < | MeSana inhibicija | 271.8 +22.8 Nekompetitivha
(90) 26.7 2.8 inhibicija
1 - 32.2 =+ | Akompetitivna 192.1+£37.3 Nekompetitivha
6.2 inhibicija inhibicija
2 - 8.0 <+ | Akompetitivna 300.7 £21.2 Nekompetitivha
0.5 inhibicija inhibicija
3 162.2 +|239.6 + | Mesana inhibicija | 52.1+0.5 Nekompetitivna
44.9 48.1 inhibicija
4 137.9+23.5 Nekompetitivna 273428 Nekompetitivna
inhibicija inhibicija
5 84.2+1.8 Nekompetitivna 144.8 £16.0 Nekompetitivha
inhibicija inhibicija
6 112.1£0.2 Nekompetitivna 113.0£0.7 Nekompetitivha
inhibicija inhibicija
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Tabela 1V: Konstante in mehanizmi inhibicije katepsina H in L. Vrednosti predstavljajo povpre¢no vrednost

+ SD (n = 2). Meritve smo izvajali v dveh paralelah in vsaj dveh ponovitvah.

Katepsin H Katepsin L
Substrat R-AMC Z-FR-AMC
Spojina Ki [uM] | Ki' [uM] | Mehanizem Ki [uM] | Ki' [uM] | Mehanizem
inhibicije inhibicije
Nitroksolin | 290.5 +25.0 Nekompetitivna 191.3+12.3 Nekompetitivna
(90) inhibicija inhibicija
1 - 353.7 + | Akompetitivha 182.2+ - Kompetitivna
37.2 inhibicija 3.7 inhibicija
2 129.0+5.5 Nekompetitivna 124.0 + |- Kompetitivna
inhibicija 2.6 inhibicija
3 - 251.4 + | Akompetitivna 2449 + | - Kompetitivna
32.6 inhibicija 6.4 inhibicija
4 221.2+36.6 Nekompetitivna 1550 =+ |- Kompetitivna
inhibicija 0.4 inhibicija
5 163.3 = | 105.1 = | MeSana inhibicija | 107.4 =+ | - Kompetitivha
8.6 4.8 4.4 inhibicija
6 112.23 £ 8.55 Nekompetitivna 1103 + |- Kompetitivna
inhibicija 114 inhibicija

4.2 VPLIV INHIBITORJEV NA VIABILNOST CELIC

Vpliv inhibitorjev na viabilnost celic MCF-10A neoT in MMTV-PyMT smo opazovali na
aparaturi XCELLigence RT-CA DP System. Viabilnost celic, ki smo jo preverili po 4-ih, 6-
ih, 24-ih, 48-ih in 72-ih urah po dodatku inhibitorjev, smo podali kot relativno vrednost
(%) glede na kontrolo (DMSO).

Spojine 1 — 6 in inhibitor katepsina B CA-074 niso vplivale na viabilnost celic MCF-10A
neoT pri koncentracijah in ¢asovnih intervalih, ki smo jih uporabili v funkcionalnih testih
na celicah (p > 0.05) (Slika 6).
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Slika 6: Vpliv spojin 1 — 6 in CA-074 na viabilnost celic MCF-10A neoT. Vrednosti predstavljajo povpreéne

vrednosti + SD (n = 4). Meritve smo za vsak vzorec izvedli v $tirih paralelah.

Spojine 2, 3, 5 in 6 ter inhibitor katepsina B CA-074 niso vplivali na viabilnost celic
MMTV-PyMT pri koncentracijah in c¢asovnih intervalih, ki smo jih uporabili v
funkcionalnih testih na celicah (p > 0.05) (Slika 7). Spojini 1 in 4 sta znacilno povecali
viabilnost celic le po 4-ih urah inkubacije pri uporabljenih koncentracijah. Pri ostalih

¢asovnih intervalih spojini nista izkazovali znacilnega ucinka na viabilnost celic (p > 0.05).
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Slika 7: Vpliv spojin 1 — 6 in CA-074 na viabilnost celic MMTV-PyMT. Vrednosti predstavljajo povpre¢ne

vrednosti + SD (n = 4). Meritve smo za vsak vzorec izvedli v §tirih paralelah. * p < 0.05, ** p < 0.01.

4.3 VPLIV INHIBTORJEV NA ZUNAJCELICNO RAZGRADNJO
DQ-KOLEGENA IV

Vpliv inhibitorjev na zunajceli¢no razgradnjo DQ-kolagena IV smo dolocali s
spektrofotometri¢énim spremljanjem fluorescence razgradnih produktov DQ-kolagena IV.
Dobljene vrednosti smo izrazili kot delez inhibicije zunajceli¢ne razgradnje DQ-kolagena
IV glede na DMSO, ki smo ga uporabili kot negativno kontrolo (Slika 8). Kot pozitivno
kontrolo smo pri testu uporabili CA-074, Ki je znacilno inhibiral zunajceli¢no razgradnjo
DQ-kolagena IV (88.4 + 10.4 %) in se je izkazal tudi kot najboljsi inhibitor zunajceli¢ne
razgradnje DQ-kolagena IV med testiranimi spojinami. Spojine 1 — 6 so znacilno inhibirale
zunajceli¢no razgradnjo DQ-kolagena IV celic MCF-10A neoT. Kot najboljsa inhibitorja
sta se izkazali spojini 3 in 4 (87.2 £ 28.4 % za spojino 3 in 76.2 + 15.8 % za spojino 4).
Spojina 3 je zunajceli¢no razgradnjo DQ-kolagena 1V inhibirala podobno kot CA-074 in je
glede na ostale spojine najboljsi inhibitor. Ostale spojine so se v primerjavi s CA-074

izkazale kot nekoliko slabsi inhibitorji zunajceli¢ne razgradnje DQ-kolagena 1V.
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Slika 8: Delez inhibicije zunajcelicne razgradnje DQ-kolagena IV. Vrednosti predstavljajo povpreéne

vrednosti + SD (n = 4). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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4.4 VPLIV INHIBTORJEV NA ZNOTRAJCELICNO RAZGRADNJO
DQ-KOLEGENA IV

Vpliv inhibitorjev na znotrajceli¢no razgradnjo DQ-kolagena IV smo dolocali s pretocno
citometrijo. Inhibicijo razgradnje DQ-kolagena 1V smo spremljali kot spremembo v
intenziteti fluorescence celic, ki so bile gojene v prisotnosti inhibitorjev v primerjavi s
celicami, ki smo jih gojili v prisotnosti DMSO (Slika 9). Dobljene vrednosti smo izrazili
kot delez inhibicije znotrajceli¢ne razgradnje DQ-kolagena 1V glede na vrednosti dobljene
v prisotnosti DMSO (Slika 10). Kot pozitivno kontrolo smo v testu uporabili CA-074Me,
inhibitor katepsina B, ki prehaja celicno membrano, kot negativno kontrolo pa CA-074, ki
ne prehaja celicne membrane (85). CA-074Me je znacilno inhibiral znotrajceli¢no
razgradnjo DQ-kolagena IV (11.2 + 4.4 %), medtem ko CA-074 ni imel vpliva na
znotrajceli¢no razgradnjo DQ-kolagena IV (-2.5 + 6.1 %). Spojine 2, 4,51in 6 (39.2 £ 7.1
% za spojino 2, 39.1 £ 15.1 % za spojino 4, 36.8 = 2.1 % za spojino 5 in 61.7 £ 7.5 % za
spojino 6) so znacilno inhibirale znotrajcelicno razgradnjo DQ-kolagena IV in so se
izkazale kot boljsi inhibitorji v primerjavi s CA-074Me (Slika 10). Pri teh spojinah lahko
opazimo tudi bolj izrazit premik intenzitete fluorescence v levo v primerjavi z intenziteto
fluorescence, ki smo jo dobili pri celicah, gojenih v prisotnosti DMSO in tudi v primerjavi
s celicami, gojenimi v prisotnosti CA-074Me (Slika 9). Spojini 1 in 3 (-6.4 + 9.1 % za
spojino 1 in 13.1 + 6.9 % za spojino 3) sta se izkazali kot slabsa inhibitorja znotrajceli¢ne
razgradnje DQ-kolagena 1V, saj le-te nista znacilno inhibirala (Slika 10). Slabsa inhibicija
je razvidna tudi iz manjse spremembe v intenziteti fluorescence v primerjavi s celicami

gojenimi v prisotnosti DMSO (Slika 9).
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Slika 9: Dolo¢anje vpliva inhibitorjev na znotrajceli¢no razgradnjo DQ-kolagena IV s preto¢no citometrijo.
Celice, gojene v odsotnosti DQ-kolagena IV, so oznacene s sivo barvo. Celice, gojene v prisotnosti DQ-
kolagena IV in DMSO so oznacene s polno ¢rno ¢rto, medtem ko so celice, gojene v prisotnosti inhibitorjev,
oznaene s prekinjeno ¢rno ¢rto. Inhibicijo DQ-kolagena IV lahko opazimo kot premik intenzitete

fluorescence v levo v primerjavi s celicami, gojenimi v prisotnosti DQ-kolagena IV in DMSO.
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Slika 10: Delez inhibicije znotrajceli¢ne razgradnje DQ-kolagena IV. Vrednosti predstavljajo povprecne
vrednosti + SD (n=3). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

45 VPLIV INHIBITORJEV NA RAZGRADNJO DQ-KOLAGENA IV
— FLUORESCENCNA MIKROSKOPIJA

Vpliv inhibitorjev na zunajceli¢no in znotrajceli¢no razgradnjo DQ-kolagena 1V smo
opazovali tudi s fluorescenéno mikroskopijo (Slika 11). Celice, ki smo jih gojili v
prisotnosti DQ-kolagena IV in DMSO so izkazovale tako znotraj- kot zunajceli¢no
razgradnjo DQ-kolagena IV. Ce smo k celicam dodali spojine 2, 4, 5 in 6, smo opazili
inhibicijo razgradnje znotraj- in zunajceli¢ne razgradnje DQ-kolagena 1V, ki je bila vidna
kot zmanjSanje intenzitete fluorescence. Spojini 1 in 3 nista izkazovali vidnega ucinka na

razgradnjo DQ-kolagena IV.
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Slika 11: Dolocanje vpliva inhibitorjev na razgradnjo DQ-kolagena IV s fluorescen¢no mikroskopijo. Leve
slike so posnete s transmisijsko svetlobo, desne slike pa kazejo fluorescenco po hidrolizi DQ-kolagena 1V v
zelenem obmocju vidne svetlobe. Zunajcelicna razgradnja DQ-kolagena IV je oznaCena z zeleno puscico,

znotrajceli¢na razgradnja pa z belo pus¢ico. DolZina oznake je 20 um.
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4.6 VPLIV INHIBITORJEV NA INVAZIJO CELIC MCF-10A NEOT
V 2D IN VITRO MODELU TUMORSKE INVAZIJE

Vpliv inhibitorjev na tumorsko invazijo v 2D in vitro modelu smo opazovali s pomocjo
sistema XCELLigence. Le-ta je sestavljen in dveh plos¢, ki sta med seboj lo¢eni s porozno
membrano, prekrito s plastjo Matrigela™, ki sluzi kot model ZCM. Vpliv inhibitorjev na
invazijo celic MCF-10A neoT smo podali kot povpre¢ne vrednosti celi¢nega indeksa v
odvisnosti od Casa. Pri tem so vecje vrednosti celicnega indeksa pomenile ve¢ zaznanih
celic, torej vecji obseg invazije, vecji naklon pa je pomenil vecjo hitrost tumorske invazije
celic (Slika 12). Tumorsko invazijo celic MCF-10A neoT ob prisotnosti inhibitorjev smo
podali tudi kot delez inhibicije invazije glede na vrednosti, dobljene z DMSO, ki smo jih
uporabili kot negativno kontrolo (Slika 13). Deleze inhibicije invazije smo dolo¢ili na
podlagi naklonov, ki so predstavljali hitrost invazije tumorskih celic. Zunajceli¢ni inhibitor
katepsina B CA-074 je po pri¢akovanjih znacilno inhibiral tumorsko invazijo v 2D in vitro
modelu (55.1 £ 14.7 %). Kot ucinkoviti inhibitorji invazije celic MCF-10A neoT so se
izkazale tudi spojine 2, 3 in 4, saj so le-to znacilno zmanjsale za 80.3 + 10.6 %, 46.0 = 13.0
% in 70.9 = 27.6 %. Pri tem sta spojini 2 in 4 zmanjsali invazijo bolj ucinkovito kot CA-
074. Spojine 1, 5 in 6 so ravno tako inhibirale invazijo celic MCF-10A neoT, vendar ne
znacilno. Pri spojini 1 je inhibicija invazije znaSala 23.6 + 25.6 %, pri spojini 5 34.6 + 23.2
% in pri spojini 6 27.5 + 22.0 %.
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Slika 12: Vpliv inhibitorjev na invazijo MCF-10A neoT celic v 2D in vitro modelu tumorske invazije.

Vrednosti predstavljajo povprecne vrednosti celinega indeksa (n = 4). Inhibicijo tumorske invazije smo

spremljali 72 ur.
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Slika 13: Delez inhibicije invazije MCF-10A neoT celic v 2D in vitro modelu tumorske invazije. Vrednosti
predstavljajo povpreéne vrednosti £ SD (n = 4). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

4.7 VPLIV INHIBITORJEV NA INVAZIJO CELIC MMTV-PYMT V
3D IN VITRO MODELU TUMORSKE INVAZIJE

Vpliv inhibitorjev na invazijo celic MMTV-PyMT smo spremljali v 3D in vitro modelu, ki
temelji na implantaciji sferoidov v Matrigel™, ki sluzi kot model ZCM. Sferoide smo
pripravili z metodo viseée kapljice, njihovo rast pa smo po implantaciji spremljali po 24-ih,
48-ih in 72-ih urah s pomocjo svetlobnega mikroskopa, opremljenega z okularjem z
mikrometrom (Slika 14). Reprezentativne slike sferoidov smo posneli po 72-ih urah po
implantaciji (Slika 15). V poskusu, kjer smo kot kontrolo uporabili DMSO, so celice na
robu sferoida invadirale v okoliski Matrigel™ in na ta nacin tvorile specifi¢en vzorec
invazije okrog prvotnega sferoida (Slika 15). Kot dobri inhibitorji invazije celic MMTV-
PyMT v 3D in vitro modelu tumorske invazije so se izkazale spojine 2, 5 in 6, saj so
znacilno zmanjsale volumen sferoidov in obseg invazije celic okrog prvotnega sferoida v
primerjavi z DMSO po 72-ih urah (Slika 14 in Slika 15). Volumen sferoidov ob prisotnosti
spojin 5 in 6 je bili znac¢ilno man;jsi od kontrolnih vrednostih ze po 48-ih urah. Spojine 1, 3
in 4 niso zmanjsale invazije celic MMTV-PyMT v Matrigel™. Medtem ko se volumen
sferoidov v prisotnosti spojine 1 ni znacilno razlikoval od sferoidov v prisotnosti DMSO
po 72-ih urah, sta spojini 3 in 4 celo povecali volumen sferoidov v primerjavi s kontrolo
(DMSO).
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Slika 14: Vpliv inhibitorjev na invazijo celic MMTV-PyMT v 3D in vitro modelu tumorske invazije. * p <

0.05, ** p < 0.01.
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Slika 15: Vpliv inhibitorjev na invazijo celic MMTV-PyMT v 3D in vitro modelu tumorske invazije. Dolzina

oznake je 100 pum.
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5 RAZPRAVA

Katepsin B je lizosomska cisteinska proteaza, ki ima v organizmu pomembno viogo v
Stevilnih fizioloskih in patoloskih procesih (8, 19). Med drugim ima pomembno vlogo tudi
pri razvoju in napredovanju tumorjev (5, 6, 8, 26). Od papaina in ostalih katepsinov se
razlikuje po prisotnosti zaporne zanke, strukturnega elementa, ki se nahaja na vrhu
molekule in je glavni vzrok, da ima katepsin B endopeptidazno in eksopeptidazno
aktivnost (10, 19, 28-30). Pri kislem pH, ko je zaporna zanka pripeta na telo encima, ima
katepsin B eksopeptidazno aktivnost. Zaradi tega se v literaturi eksopeptidazno aktivnost
pogosto povezuje z njegovo fiziolosko funkcijo znotraj lizosomov (10, 28, 29). Z
naras¢anjem pH pride do konformacijske spremembe zaporne zanke in do povecanja
endopeptidazne aktivnosti katepsina B (10, 28, 30). Zaradi tega endopeptidazno aktivnost
katepsina B povezujejo z zunajcelicnim katepsinom B, ki je povezan z razgradnjo ZCM.
Slednja je pomembna pri angiogenezi, tumorski invaziji in metastaziranju ter jo zato
pogostokrat enacijo s patolosko vlogo katepsina B (24, 26, 28, 30, 59, 67). Katepsin B je
potrjena tarca pri zdravljenju rakavih obolenj, vendar kljub $tevilnim raziskavam v klini¢ni
uporabi $e ni uéinkovitih inhibitorjev katepsina B (79). Med drugimi je bil kot inhibitor
katepsina B identificiran nitroksolin, ki se je izkazal kot ucinkovit nekovalentni
reverzibilni inhibitor katepsina B, ki selektivno inhibira endopeptidazno aktivnost
katepsina B v nizko mikromolarnem obmocju. Na podlagi funkcijskih in vitro celi¢nih
testov se je izkazalo, da nitroksolin dobro prehaja celicno membrano in tako znacilno
inhibira zunajceli¢no in znotrajceli¢no razgradnjo ZCM ter tumorsko invazijo. Nitroksolin
je bil v nadaljevanju uporabljen kot osnova za nacrtovanje in sintezo novih nekovalentnih
inhibitorjev katepsina B (90). V preliminarnih encimskih testih so se nekatere spojine
izkazale kot boljsi inhibitorji katepsina B kot nitroksolin.

V prvem delu diplomske naloge smo z encimsko kinetiko dolo¢ili konstante inhibicije za
izbrane derivate nitroksolina napram endopeptidazni in eksopeptidazni aktivnosti katepsina
B (4-7, 9, 11). Z uporabo endopeptidaznega in eksopeptidaznega substrata za katepsin B
smo ugotovili, da sta spojini 1 in 2 selektivna inhibitorja endopeptidazne aktivnosti
katepsina B. Za razliko od nitroksolina, ki je pri uporabi endopeptidaznega substrata
izkazal mesSani tip inhibicije (90), sta izkazali akompetitivni tip inhibicije ter se tako vezali

na kompleks ES in ne na prosti encim. Mesani tip inhibicije, tako kot nitroksolin (90), je
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pri uporabi endopeptidaznega substrata izkazala le spojina 3. Nadalje smo ugotovili, da sta
spojini 3 in 4 selektivna inhibitorja eksopeptidazne aktivnosti katepsina B. Pri uporabi
eksopeptidaznega substrata so vse spojine, tako kot nitroksolin (90), izkazovale
nekompetitivni tip inhibicije. V primerjavi z nitroksolinom (90) sta spojini 1 in 2 izkazali
boljso endopeptidazno aktivnost in slabSo eksopeptidazno aktivnost, spojini 3 in 4 pa ravno
obratno, boljSo eksopeptidazno aktivnost in slabso endopeptidazno aktivnost (Tabela Il1).
To nakazuje, da so te spojine izkazale bolj selektivno inhibicijo katepsina B kot
nitroksolin, in sicer sta bili spojini 1 in 2 bolj selektivni za endopeptidazno aktivnost
katepsina B kot nitroksolin, spojini 3 in 4 pa za inhibicijo eksopeptidazne aktivnosti
katepsina B kot nitroksolin. Pri spojinah 5 in 6 smo pri uporabi endopeptidaznega in
eksopeptidaznega substrata za katepsin B dobili podobne vrednosti konstant inhibicije
(Tabela 1), kar nakazuje, da ti dve spojini neselektivno inhibirata obe aktivnosti katepsina
B. Rezultati, dobljeni z uporabo endopeptidaznega in eksopeptidaznega substrata za
katepsin B za spojini 5 in 6, se nekoliko razlikujejo od rezultatov, dobljenih za ti dve
spojini v predhodni Studiji (90). V tej Studiji je spojina 5 pri uporabi endopeptidaznega
substrata izkazala nekoliko slabSo aktivnost (117.8 £ 3.1 uM) v primerjavi z naSimi
rezultati, pri uporabi eksopeptidaznega substrata pa nekoliko boljso aktivnost (108.2 + 13.4
puM) in drugacen mehanizem inhibicije (kompetitivni tip inhibicije) (Tabela I11) (90). Za
spojino 6 so v tej Studiji sicer dobili pri uporabi endopeptidaznega in eksopeptidaznega
substrata podobne vrednosti konstant inhibicije (129.8 + 3.5 uM za endopeptidazno
aktivnost in 116.2 + 15.4 uM za eksopeptidazno aktivnost katepsina B), kot smo jih dobili
v nasem primeru, vendar je v tej Studiji spojina 6 pri uporabi eksopeptidaznega substrata,
tako kot spojina 5, izkazala kompetitivni tip inhibicije za razliko od nasih rezultatov, kjer
je izkazala nekompetitivni tip inhibicije (Tabela I11) (90). Kljub razlikam pa so bile
vrednosti konstant inhibicije dobljene v obeh primerih v istem velikostnem razredu.
Spojini 5 in 6 sta v primerjavi z nitroksolinom (90) izkazali boljSo eksopeptidazno in
slabso endopeptidazno aktivnost in sta tako izkazali slabse selektivno delovanje za
endopeptidazno in eksopeptidazno aktivnost katepsina B kot nitroksolin (90).

Nato smo s pomocjo encimske kinetike dolocili konstante inhibicije derivatom nitroksolina
napram katepsinoma H in L. Katepsin H =zaradi propeptidnega dela deluje kot
aminopeptidaza (eksopeptidaza), katepsin L pa, tako kot vecina ostalih katepsinov, deluje

kot endopeptidaza (4-7, 9, 11). Pri uporabi substrata za katepsin H so spojine izkazovale
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razli¢ne tipe inhibicije. Nekompetitivni tip inhibicije, tako kot pri nitroksolinu (90), so
izkazovale spojine 2, 4 in 6. Pri uporabi substrata za katepsin L, Kkjer je nitroksolin prav
tako izkazal nekompetitivni tip inhibicije (90), so vse naSe uporabljene spojine izkazovale
kompetitivni tip inhibicije. To nakazuje, da se vse spojine vezejo le na prosti encim in ne
na kompleks ES. Spojine 1, 2, 3 in 4 so, v primerjavi z nitroksolinom (90), izkazale vecjo
selektivnost za inhibicijo katepsina B kot za inhibicijo katepsinov H in L. Spojini 5 in 6 sta
izkazovali boljSo aktivnost pri inhibiciji katepsinov H in L kot nitroksolin in sta tako, v
primerjavi z nitroksolinom (90), izkazovali slabse selektivno delovanje za posamezen
katepsin B, H ali L.

Katepsin B ima pomembno vlogo v razlicnih procesih, povezanih z razvojem in
napredovanjem tumorjev (5, 6, 8, 26). Med drugim z razgradnjo ZCM sodeluje tudi pri
invaziji tumorskih celic (24, 26, 59, 71). Pri razgradnji ZCM v tumorskih celicah katepsin
B sodeluje pri zunajceliéni in znotrajceli¢ni razgradnji ZCM (5, 24, 26, 59, 61, 64, 71). Pri
zunajceliéni razgradnji ZCM sodeluje katepsin B, ki je vezan na celicno membrano in
izloen iz tumorske celice v zunajceli¢no okolje (24). Do znotrajceli¢ne razgradnje ZCM s
katepsinom B pa prihaja v lizosomih po predhodni endocitozi delno razgrajenih
komponent ZCM (5, 61, 64, 73). V nadaljevanju diplomske naloge smo zato s funkcijskimi
testi na celi¢ni liniji MCF-10A neoT ovrednotili vpliv inhibitorjev na zunajceli¢no in
znotrajceli¢no razgradnjo proteinov ZCM ter njihov vpliv na tumorsko invazijo v 2D in
vitro modelu celi¢ne invazije. S pomocjo celi¢ne linije MMTV-PyMT pa smo dolo¢ili $e
vpliv inhibitorjev na invazijo celic v 3D in vitro modelu, ki temelji na implantaciji
sferoidov v Matrigel™.

Najprej smo na obeh uporabljenih celi¢nih linijah MCF-10A neoT in MMTV-PyMT
dolo¢ili vpliv inhibitorjev na viabilnost celic. S tem smo Zzeleli izkljuciti moznost, da je
zmanjSanje razgradnje ZCM in tumorske invazije posledica citotoksi¢nosti uporabljenih
inhibitorjev. Pri obeh celi¢nih linijah v uporabljenih koncentracijah in ¢asovnih intervalih
noben od inhibitorjev ni vplival na viabilnost celic (Slika 6 in Slika 7). V nadaljevanju zato
lahko trdimo, da je zmanjSanje razgradnje ZCM in invazije celic ob uporabi inhibitorjev
posledica njihovega delovanja na katepsin B in ne njihove citotoksi¢nosti.

ZCM je kompleksna mreza kolagenov, fibrilarnih glikoproteinov in proteoglikanov (26).
Kot model razgradnje proteinov ZCM smo zato uporabili DQ-kolagen IV, ki je sestavni del

bazalne membrane in je za raziskovalne namene oznacen s fluoresceinom. Ob njegovi
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proteoliti¢ni razgradnji se sprosca fluorescein, katerega fluorescenco lahko spremljamo z
razlicnimi tehnikami, kot so fluorescen¢na mikroskopija, pretocna citometrija in
spektrofluorimetrija. V testih smo kot kontroli uporabljali Zze uveljavljena inhibitorja
katepsina B CA-074 in CA-074Me (83, 85).

Med izbranimi inhibitorji katepsina B se je kot najucinkovitejsa pri funkcijskih in vitro
testih na celi¢nih linijah izkazala spojina 2, ki je bila ze v encimskih testih najucinkovitejsa
pri inhibiciji endopeptidazne aktivnosti katepsina B. Spojina 2 je znacilno inhibirala tako
zunajceli¢no kot znotrajceli¢no razgradnjo proteinov ZCM (Slika 8 in Slika 10), kar je bilo
razvidno tudi pod fluorescenénim mikroskopom (Slika 11). Iz nastetega lahko sklepamo,
da spojina 2 inhibira zunajceli¢ni in znotrajceli¢ni katepsin B, kar je dokaz, da ima,
podobno kot nitroksolin, ugodne hidrolipofilne lastnosti ter lahko prehaja celi¢no
membrano (90). Poleg tega je spojina 2 u¢inkovito inhibirala tudi invazijo celic MCF-10A
neoT in MMTV-PyMT v 2D in 3D in vitro modelih tumorske invazije (Slika 13 in Slika
14). Spojina 2 se je izkazala kot boljsi inhibitor tumorske invazije kot CA-074 v 2D in
vitro modelu celi¢ne invazije (Slika 13). Vzrok za to je verjetno v tem, da spojina 2
inhibira tako zunajceli¢no kot znotrajceli¢no razgradnjo proteinov ZCM, medtem ko CA-
074 inhibira znotrajceli¢no razgradnjo proteinov ZCM sele po daljsi izpostavljenosti celic
(72). Spojina 2 se je izkazala tudi kot boljsi inhibitor invazije v primerjavi z nitroksolinom
v 2D in vitro modelu tumorske invazije (90). Selektivna inhibicija endopeptidazne
aktivnosti katepsina B tako uspe$no zmanj$a obseg zunaj- in znotrajceline razgradnje
ZCM ter s tem invazije celic v 2D in 3D in vitro modelu tumorske invazije, s ¢imer smo
potrdili vlogo endopeptidazne aktivnosti katepsina B pri tumorski invaziji.

Poleg tega smo ugotovili, da za ucinkovito inhibicijo razgradnje ZCM in tumorske invazije
ni pomembna le inhibicija endopeptidazne aktivnosti katepsina B, ampak so pri tem zelo
pomembne tudi hidrolipofilne lastnosti inhibitorjev in njihovo porazdeljevanje v celice. To
je lepo razvidno pri spojini 1, ki se je v encimskih testih izkazala kot u¢inkovit selektiven
inhibitor endopeptidazne aktivnosti katepsina B, pri funkcijskih testih na celi¢nih linijah pa
ni pokazala pri¢akovanega delovanja. Spojina 1 je pri celi¢nih testih u¢inkovito inhibirala
le zunajceli¢no razgradnjo proteinov ZCM (Slika 8), ni pa imela vpliva na inhibicijo
znotrajceli¢ne razgradnje proteinov ZCM in inhibicijo invazije celic v 2D in 3D in vitro
modelu tumorske invazije (Slika 10, Slika 13 in Slika 14). Iz tega lahko sklepamo, da

spojina 1 inhibira le zunajceli¢ni katepsin B. Slednje lahko pripis§emo njenim neugodnim
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hidrolipofilnim lastnostim. Za razliko od CA-074, ki je mo¢no polarna spojina in zaradi
tega ne prehaja celicne membrane (79, 83, 85), je spojina 1 lipofilna, kar je razvidno tudi iz
njenega porazdelitvenega koeficienta (Tabela I). Temu lahko pripisemo morebitno slabso
topnost in posledi¢no slabso inhibicijo katepsina B, poleg tega pa je mozno, da se spojina 1
zaradi lipofilne narave pri prehodu celitne membrane v njej zadrzuje in posledi¢no ne
vstopa Vv celico in lizosome, Kjer bi inhibirala znotrajceli¢ni katepsin B. Ze v predhodnih
Studijah na nitroksolinu in njegovih analogih so ugotovili, da ima hidroksilna skupina na
mestu 8, kljub temu da ne tvori direktnih interakcij s katepsinom B, pomembno vlogo pri
njegovi inhibiciji. Njena odstranitev, zaradi zmanjsanja hidrofilnosti in posledi¢no topnosti
spojine, bistveno prispeva k upadu inhibicije katepsina B (90). Spojina 1 ima v svoji
strukturi namesto hidroksilne amino skupino, isto¢asno ima kinolonski obro¢ zamenjan z
naftalenskim, na mestu 7 pa ima vezan brom. Vsi ti elementi prispevajo Kk nizji
hidrofilnosti molekule v primerjavi z nitroksolinom. Spojina 1 je tako dokaz, da za
delovanje inhibitorjev na celicah ni pomembna le njihova selektivnost za inhibicijo
endopeptidazne aktivnosti katepsina B in njihova jakost, ampak so pri tem kljuéne tudi
hidrolipofilne lastnosti spojin, ustrezna polarnost spojin in moznost prehajanja v celice, saj
le-te odlocajo, ali se bo spojina pravilno porazdeljevala in ali bo pri§la do mesta, kjer bi
lahko delovala in izkazala svoj ucinek.

Pri funkcijskih testih na celi¢nih linijah so tudi spojine, za katere smo ugotovili, da so
bodisi selektivni inhibitorji eksopeptidazne aktivnosti katepsina B, bodisi neselektivni
inhibitorji katepsina B, izkazovale ucinke pri inhibiciji razgradnje ZCM in tumorske
invazije. Spojini 3 in 4, ki sta selektivna inhibitorja eksopeptidazne aktivnosti katepsina B,
sta tako znacilno inhibirali zunajceli¢no razgradnjo proteinov ZCM in invazijo celic v 2D
in vitro modelu tumorske invazije (Slika 8 in Slika 13), nista pa inhibirali invazije celic v
3D in vitro modelu tumorske invazije (Slika 14). Spojina 4 je poleg tega znacilno
inhibirala znotrajceli¢no razgradnjo proteinov ZCM, medtem ko je spojina 3 pri
znotrajceli¢ni razgradnji proteinov ZCM izkazovala slabso inhibicijo (Slika 10). Vrednosti
inhibicije pri spojini 3 so bile sicer podobne vrednostim, dobljenimi s spojino CA-074Me,
ki je znotrajceli¢ni inhibitor katepsina B (85), vendar kljub temu le-ta ni bila znacilna.
Spojini 3 in 4 sta poleg spojine 1 med uporabljenimi spojinami najbolj nepolarni, saj imata
med izbranimi spojinami najvi§ja porazdelitvena koeficienta (Tabela 1). To je verjetni

razlog za odsotnost inhibicije invazije celic v 3D in vitro modelu tumorske invazije zaradi
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slabse topnosti in posledi¢no slabsega porazdeljevanja v sferoide. Znano je, da sferoidi
predstavljajo model neoziljenih stopenj tumorjev in se bolj reprezentativno odzivajo na
anti-tumorno terapijo kot njihovi 2D analogi (96). Lipofilnost spojin 3 in 4 je posledica
zamenjave hidroksilne skupine na mestu 8 z ve¢jo nasi¢eno hidrofobno skupino. Ker se ti
dve spojini razlikujeta od ostalih uporabljenih inhibitorjev v ravno tem strukturnem
elementu, je verjetno le-ta odgovoren tudi za njihovo selektivnost za eksopeptidazno
aktivnost katepsina B. Spojina 3 ima, tako kot spojina 1, odstranjen obro¢ni dusik in
kinolonski obro¢ zamenjan z naftalenskim. Ker sta ti dve spojini hkrati tudi najslabsa
inhibitorja znotrajceli¢ne razgradnje proteinov ZCM, bi iz tega lahko sklepali, da ima,
poleg polarnosti spojine, tudi obro¢ni dusik v kinolonskem obro¢u pomembno vlogo pri
prehajanju inhibitorjev v celice in inhibiciji katepsina B znotraj celic. Spojini 3 in 4 sta,
kljub svoji selektivnosti za eksopeptidazno aktivnost katepsina B, ohranili doloceno
stopnjo inhibicije razgradnje ZCM, ceprav slednjo v literaturi pripisujejo predvsem
endopeptidazni aktivnosti katepsina B (28, 30, 67). Nasi rezultati tako potrjujejo vpletenost
tudi eksopeptidazne aktivnosti katepsina B v procese razgradnje proteinov ZCM in
tumorske invazije. Slednje je v skladu z izsledki raziskave, ki je pokazala kompenzatorno
vlogo za karboksipeptidazi katepsina B in X pri tumorski invaziji in tudi da
karboksipeptidazna vloga katepsinov znacilno prispeva k tumorski invaziji (97, 98).

Razgradnjo ZCM in tumorsko invazijo v testih izvedenih na celi¢nih linijah sta inhibirali
tudi spojini 5 in 6. Ti spojini nista selektivni za endopeptidazno oziroma eksopeptidazno
aktivnosti katepsina B, niti za posamezen katepsin B, H ali L. Strukturno sta spojini 5 in 6
najbolj podobni nitroksolinu in spojini 2, od katerih se razlikujeta le po substituentu na
mestu 7 kinolonskega obroca. Na mestu 7 imata spojini vezan ve¢ji hidrofobni nenasiceni
substituent, ki se veze v S1' podmesto katepsina B in z njim tvori hidrofobne interakcije ter
tako boljSe inhibira eksopeptidazno aktivnost encima v primerjavi z nitroksolinom (90). Pri
funkcijskih testih na celi¢nih linijah sta spojini 5 in 6 znacilno inhibirali zunajceli¢no in
znotrajceli¢no razgradnjo proteinov ZCM ter invazijo celic v 3D in vitro modelu tumorske
invazije (Slika 8, Slika 10 in Slika 14). Pri invaziji celic v 2D in vitro modelu tumorske
invazije je ob prisotnosti spojin 5 in 6 sicer prislo do inhibicije invazije, vendar le-ta ni bila
znacilna (Slika 13). Spojini tako inhibirata zunaj- in znotrajceli¢ni katepsin B, na podlagi
Cesar lahko sklepamo, da imata tudi ugodne hidrolipofilne lastnosti. Le-te se Se posebej

odrazajo pri inhibiciji invazije na 3D in vitro celicnem modelu na sferoidih, saj sta se ti dve
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spojini, poleg spojine 2 in nitroksolina, za katerega je bilo delovanje dokazano Ze v
predhodni studiji (90), edini izkazali kot u¢inkoviti. Dobra ucinkovitost spojin 5 in 6 je,
poleg njihovih ugodnih hidrolipofilnih lastnosti, lahko posledica tudi njihovega
sinergisticnega delovanja na katepsina H in L, saj izkazujeta podobno aktivnost za
inhibicijo aktivnosti katepsinov H in L kot za inhibicijo aktivnosti katepsina B.

Pri zagotavljanju ugodnih hidrolipofilnih lastnosti je najverjetneje klju¢nega pomena
hidroksilna skupina na mestu 8 kinolonskega obroca. Vse uporabljene spojine, ki so imele
ta strukturni element, to so spojine 2, 5 in 6 ter nitroksolin (90), so imele nizji
porazdelitveni koeficient in so bile bolj hidrofilne, so znacilno inhibirale invazijo celic v
3D in vitro celiénem modelu. Spojine brez hidroksilne skupine, to so spojine 1, 3 in 4, pa
so imele visje porazdelitvene koeficiente in so bile bolj lipofilne, na invazijo celic v 3D in
vitro celi¢cnem modelu niso vplivale. Na podlagi rezultatov, dobljenih za spojini 5 in 6, ki
sta imeli najvisje konstante inhibicije katepsina B in najmanjSo selektivnost pri encimskih
testih, pri celi¢nih testih pa sta u¢inkovito inhibirali razgradnjo ZCM in tumorsko invazijo,
lahko zaklju¢imo, da je poleg nizkih konstant inhibicije, dobljenih pri encimskih testih, za
uc¢inkovito delovanje inhibitorjev pri funkcijskih testih na celicah pomembno tudi njihovo
porazdeljevanje v celicah, njihove hidrolipofilne lastnosti, saj so le-te klju¢ne, da inhibitor
pride do mesta delovanja. Kljub temu pa spojini 5 in 6 zaradi svoje neselektivnosti za
endopeptidazno in eksopeptidazno aktivnost katepsina B ter za katepsina H in L nista
primerni kot inhibitorja katepsina B.

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko zaklju¢imo, da na zacetku postavljena hipoteza, da
lahko s selektivno inhibicijo endopeptidazne oziroma eksopeptidazne aktivnosti katepsina
B vplivamo na fenotipske lastnosti tumorskih celic in tako zavremo razgradnjo ZCM in
posledi¢no tumorsko invazijo, drzi. Hkrati pa smo ugotovili, da so pri inhibiciji razgradnje
ZCM in tumorske invazije na celiénih linijah, poleg intrinzi¢ne aktivnosti inhibitorjev
katepsina B, pomembne tudi njihove hidrolipofilne lastnosti, saj so te klju¢ne za prehajanje
inhibitorjev preko celicne membrane in inhibicijo katepsina B znotraj celic ter posledi¢no
inhibicijo znotrajceli¢ne razgradnje proteinov ZCM, ki tudi kljuéno prispeva k tumorski
invaziji. Kot potencialne nove inhibitorje katepsina B tako predlagamo istocasne
inhibitorje endopeptidazne in eksopeptidazne aktivnosti katepsina B, ki bi hkrati imeli tudi
ugodne hidrolipofilne lastnosti.
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6 SKLEPI
- Spojini 1 in 2 sta selektivna inhibitorja endopeptidazne aktivnosti katepsina B,
spojini 3 in 4 sta selektivna inhibitorja eksopeptidazne aktivnosti katepsina B,
spojini 5 in 6 pa nista selektivni niti za endopeptidazno niti za eksopeptidazno
aktivnost katepsina B niti za posamezen katepsin B, H ali L.

- Kot najboljsi inhibitor med uporabljenimi spojinami se je, tako v encimskih testih
kot pri funkcijskih testih na celi¢nih linijah, izkazala spojina 2.

- S selektivno inhibicijo endopeptidazne in eksopeptidazne aktivnosti katepsina B
lahko specificno zavremo razgradnjo zunajcelicnega matriksa in posledi¢no
tumorsko invazijo.

- Pri inhibiciji razgradnje zunajceli¢nega matriksa in tumorske invazije na celi¢nih
linijah so poleg intrinzi¢ne aktivnosti inhibitorjev katepsina B, pomembne tudi
njihove hidrofilno-lipofilne lastnosti, saj so te klju¢ne za prehajanje inhibitorjev
preko celiéne membrane in inhibicijo katepsina B znotraj celic ter posledicno
inhibicijo znotrajceliéne razgradnje proteinov zunajceliénega matriksa, ki tudi

klju¢no prispeva k tumorski invaziji.
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