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| POVZETEK

Peptidaze so prisotne v vseh Zivih organizmih. UdeleZene so tako pri fizioloSkih kot
patoloskih procesih. Izrazanje lizosomske cisteinske peptidaze katepsina X je povezano
predvsem z boleznimi imunskega sistema in z nevrodegenerativnimi obolenji. Povecano
izlocanje prokatepsina X so odkrili v imunskih celicah, nevronskih celicah in glii ter
tumorskih celicah nekaterih tipov raka. Peptidazni inhibitorji predstavljajo pomemben ¢len
pri regulaciji proteolitine aktivnosti. Ugotovili so, da so vi§je glive vir peptidaznih
inhibitorjev z edinstvenimi lastnostmi. Z namenom iskanja ustreznega inhibitorja
karboksipeptidaze katepsina X, smo v diplomski nalogi testirali osem inhibitorjev iz gob z
znalilnim B triperesnim zvitjem (klitocipin, makrocipini (1,3,4), knispin, kospin, 1C in
2N).

Da bi lahko testirali inhibitorje in da bi rekombinantni katepsin X lahko okarakterizirali,
smo potrebovali Cist in aktiven encim brez vsebnosti sorodnih proteaz. Rekombinantni
katepsin X smo izrazili v metilotropni kvasovki Pichia pastoris. Katepsin X se je v gojiSce
izlo¢il v obliki topnega proteina. Po koncani ekspresiji je sledila izolacija proteina iz
gojis¢a. Glavno metodo Cis¢enja je predstavljala ionsko-izmenjevalna kromatografija. Ker
smo katepsin X izrazili v obliki neaktivnega proencima, ga je bilo potrebno aktivirati.
Uporabili smo rekombinantno cisteinsko peptidazo katepsin L. Z metodo
imunoprecipitacije smo katepsin L nato loCili od aktivnega katepsina X. Prisotnost
rekombinantnega katepsina X, uspeSnost CiS€enja in uspeSnost njegove aktivacije smo
preverili z analizo SDS-PAGE in s prenosom western.

OciS¢enemu in aktiviranemu katepsinu X smo dolocili koncentracijo s pomocjo
spektrofotometri¢ne (preko absorbance pri 280nm in z uporabo ekstinkcijskega koeficienta
E1%,1cm) in kolorimetri¢ne (DC) metode ter delez aktivnega encima z metodo titracije
aktivnega mesta. Ob upostevanju povprecja koncentracij (0,63 mg/ml) smo pridobili 85%
aktiven encim.

Drugi del diplomske naloge je predstavljal testiranje inhibitorjev. Od vseh inhibitorjev sta
dva (klitocipin in makrocipin 1) pokazala doloCeno inhibitorno aktivnost do
karboksipeptidaze. Njima smo s programom SigmaPlot doloc¢ili tudi konstanti inhibicije,

ki znasata: Ki=23,0+4,1 uM za Cltin 11,3 + 1,4 uM za Mcp 1.
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Il SUMMARY

Peptidases are present in all living organisms. They are involved in both physiological and
pathological processes. Expression of lysosomal cysteine peptidase cathepsin X is related
to the immune and neurodegenerative disorders. Increased expression of procathepsin X
has been discovered in immune, neurons and glia cells and tumour cells of certain types of
cancer. Due to the role of peptidases in biological processes, inhibitors represent an
important part in the regulation of their proteolytic activity. It was found that higher fungi
are a source of peptidase inhibitors with unique properties. To find the appropriate
inhibitors of the cathepsin X carboxypeptidase activity, eight inhibitors from fungi with a
distinctive P trefoil fold were tested in this study (clitocypin, macrocypins (1, 3, 4),
cnispin, cospin, 1C and 2N).

A pure and active enzyme without the content of other peptidases was needed to test the
inhibitors and to characterise the recombinant cahtepsin X. Recombinant cathepsin X was
expressed in the methylotropic yeast Pichia pastoris. Cathepsin X was secreted into the
culture medium as a soluble protein. The main purification method was ion-exchange
cromatography. Cathepsin X is expressed as an inactive proenzyme, and needs to be
activated. A recombinant cysteine peptidase cathepsin L was used for the activation.
Cathepsin L was then removed from the active cathepsin X by the immunoprecipitation
method. The efficacy of the expression, purification and activation was tested with the
SDS-PAGE analysis and Western blot technique.

The concentration of the purified cathepsin X was determined by the spectrophotometric
(absorbance at 280nm, extinction coefficient E1%,1cm) and colorimetric (DC) method,
while the content of active enzyme was determined with the active site titration method.
When considering average concentration (0.63 mg/ml), the active enzyme was 85 %.

The second part of the thesis deals with the inhibitor testing. Of all inhibitors, two
(clitocypin and macrocypin 1) indicated inhibitory activity towards carboxypeptidase
activity. Their inhibition constants were determined to be: Ki=23,0 + 4,1 uM for Clt and
11,3+ 1,4 uM for Mcp 1).



Il OKRAJSAVE

AlCc informacijski kriterij Akaike
AK aminokisline
BSA "Bovine serum albumine"-goveji serimski albumin

BMGY/BMMY:"buffered glycerol (methanol)-complex medium"- medij za kvasovke

CBB barvilo Coomassie brilliant blue
Clt klitocipin
Cnp knispin
CP cisteinske proteaze

Da dalton

DC "Detergent Compatible", metoda
dH20 deionizirana voda
DMSO dimetilsulfoksid
DTT ditiotreitol
E1%, lcm ekstinkcijski koeficient

EDTA etilendiaminotetraocetna kislina
HRP hrenova peroksidaza
Ki konstanta inhibicije
MCP (1,3,4) makrocipini
mg miligram
ml mililiter
MW molekulska masa

PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza
PIC 1 kospin

PBS(T) fosfatni pufer

pt

protitelo




SDS natrijev dodecilsulfat

TEMED N, N, N', N'-tetramediletilendiamin
Tris tris(hidroksimetil)aminometan
ug mikrogram
ul mikroliter

YNB "Yeast Nitrogen Base"- medij za kvasovke z amonijevim sulfatom in brez AK

YPD "Yeast Extract Peptone Dextrose" medij za kvasovke

vil




IV OZNAKE AMINOKISLIN

Ala, A alanin
Arg, R arginin
Asn, N asparagin
Asp, D aspartat/asp.kislina
Cys, C cistein
Gln, Q glutamin
Glu, E  glutamat/ glut.kislina
Gly, G glicin
His, H histidin
Ile, I izolevcin
Leu, L levcin
Lys, K lizin
Met, M metionin
Phe, F fenilalanin
Pro, P prolin
Ser, S serin
Thr, T treonin
Trp, W triptofan
Tyr, Y tirozin
Val, vV valin
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Zgonc A: Vpliv zaviralcev klitocipina in makrocipina na aktivnost katepsina X, izrazenega
v kvasovki Pichia pastoris. Diplomsko delo.

1.UVOD

1.1 Peptidaze:
Peptidaze so encimi, ki katalizirajo hidrolizo peptidne vezi. Po encimski klasifikaciji
spadajo v podrazred hidrolaz, saj za delovanje uporabijo molekulo vode, ki deluje kot

nukleofil za napad na karbonilno skupino v amidni vezi. (1)

Glede na kemicno naravo kataliticnega mesta oz. kemijsko skupino (glavni, funkcionalni
aminokislinski ostanek v aktivnem mestu), odgovorno za katalizo hidrolize peptidne vezi,
delimo peptidaze v ve¢ specificnih razredov na cisteinske, aspartatne, serinske, treoninske,
glutaminske, meSane peptidaze, peptidaze neznanega KkataliticCnega tipa ter
metalopeptidaze, ki pa za svoje kataliticno delovanje potrebujejo Se prisotnost

dvovalentnega kovinskega iona, vezanega znotraj aktivnega mesta.

Podatkovna baza MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/) deli peptidaze v druzine glede na
podobnost aminokislinskega zaporedja (226 peptidaznih druzin), v poddruzine glede na
zgodovinsko divergenco z druzino in v klane glede na strukturne podobnosti (57 klanov).
Klan predstavlja eno ali ve¢ druzin, sestavljenih iz peptidaz, ki kazejo neko evolucijsko
sorodnost (imajo skupnega prednika), vendar so se med razvojem tako spremenile, da se ne
ujemajo ve¢ v celotnem ali delnem aminokislinskem zaporedju, ki je odgovorno za
katalitsko aktivnost. Druzine v klanu so si podobne predvsem v terciarni strukturi. Kadar
struktura ni znana, lahko klan predstavlja eno ali ve¢ druzin s podobnostjo v polozaju
aminokislin (AK), ki so pomembne za katalitsko aktivnost, v polipeptidni verigi ter v

omejenem ujemanju AK zaporedja v blizini teh AK. (2,3)

Informacije o peptidazah lahko dobimo tudi v drugih dostopnih podatkovnih bazah, kot so

podatkovna baza Degradome (http://degradome.uniovi.es/) in baza Proteolysis Map

(PMAP) (http://www.proteolysis.org), ki jo sestavlja veC razli€nih podatkovnih baz:
CutDB (data base- podatkovne baze), PathwayDB, ProteaseDB, SubstrateDB in ProfileDB

4.
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Glede na mesto hidrolize peptidne vezi v polipeptidni verigi delimo peptidaze na
endopeptidaze in eksopeptidaze. Endopeptidaze cepijo peptidno vez znotraj polipeptidne
verige, eksopeptidaze pa na koncu. Eksopeptidaze se glede na velikost odcepljenih
fragmentov nadalje delijo na monopeptidaze (cepijo eno aminokislino), di-, tri- ali n-
peptidaze (cepijo dve, tri ali ve¢ aminokislin), glede na mesto delovanja pa so lahko
karboksipeptidaze (cepijo na C- koncu polipeptidne verige) ali aminopeptidaze (cepijo na

N- koncu polipeptidne verige). (1,3)

Peptidaze so prisotne v vseh Zivih organizmih, kar kaZe na njihovo pomembno vlogo v
bioloskih procesih. Kodirane so s priblizno 2% genov v vseh vrstah zivih organizmov.

Imajo pomembne regulatorne in metabolne funkcije: regulirajo znotraj- in zunajcelicno
razgradnjo in aktivnost ve¢ proteinov (aktivacija pro-encimov in pro-hormonov),
udeleZene so pri tvorbi, prenosu in procesiranju molekulskih signalov, regulirajo izraZanje
genov, podvojevanje DNA, celi¢no rast in diferenciacijo, celi¢ni cikel, sodelujejo pri
odgovoru na oksidativni stres ter pri napacnem zvitju proteinov, pri apoptozi oz. celicni
smrti in tudi pri transportu proteinov. Pomembno vlogo pa imajo zunajceli¢ne peptidaze
tudi pri metabolizmu duSika. (5,6) Peptidaze sodelujejo Se pri kaskadni reakciji strjevanja
krvi, pri imunskem odzivu oz. pri predstavitvi antigena limfocitnim celicam, pri migraciji
monocitov, pri uravnavanju krvnega tlaka, pri zdravljenju ran, pri procesu razvoja embrija,

pri ovulaciji in pri drugih procesih (5,7).

Aktivnost peptidaz je strogo regulirana na razlicnih nivojih: z gensko ekspresijo na
transkripcijskem in posttranskripcijskem nivoju, s sintezo cimogenov, z blokado peptidaz z
endogenimi inhibitornimi proteini, s posttranslacijskimi modifikacijami (glikozilacija,

vezava kofaktorja, fosforilacija), s proteolizo in degradacijo (5).

Ker je hidroliza peptidne vezi ireverzibilna in ker imajo peptidaze pomembne funkcije v
bioloskih procesih pri vseh zivih organizmih, lahko nepravilnosti v njihovi aktivnosti oz.
neregulirana aktivnost (najveckrat prevelika proteoliza) privedejo do patoloskih stanj, kot
so nevrodegenerativna obolenja, rak, kardiovaskularne bolezni, vnetna stanja (revmatoidni

artritis), osteoporoza, sladkorna bolezen, misic¢na distrofija, multipla skleroza in Stevilne
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druge (8,9,10).

S stalisca spremenjenega izrazanja peptidaz v patoloskih stanjih, predstavljajo peptidaze
velik potencial kot prognosti¢ni in diagnosticni dejavnik pri naStetih boleznih, Se zlasti pri
rakavih obolenjih. Regulacija proteoliticne aktivnosti pa s terapevtskega staliSca

predstavlja kljuéni mehanizem za zdravljenje le teh stanj. (11)

1.2 Katepsin X

Katepsin X spada med lizosomske cisteinske peptidaze, katerim na sploSno pravimo
katepsini (12). Katepsine sestavljajo peptidaze iz treh razlicnih razredov. Najve¢ znanih
katepsinov je cisteinskih peptidaz, dva predstavnika sta serinski peptidazi in dva sta
aspartatni peptidazi. Odkrili so jih v prvi polovici 20. stoletja. Na zacetku so mislili, da
sodelujejo katepsini zgolj pri neselektivni razgradnji proteinov, danes pa vemo, da

sodelujejo pri Stevilnih pomembnih celi€nih procesih (13).

Cisteinski katepsini spadajo v druZino papainu podobnih peptidaz, po klasifikaciji
MEROPS v druzino CI1, poddruzino C1A in v klan CA. Ta peptidazna druzina vsebuje
tako endopeptidaze kot tudi eksopeptidaze, Ceprav je le teh malo. V ¢loveSkem genomu je
izrazenih 11 ¢loveskih katepsinov (katepsini B, C, L, K, S, V, F, H, X (znan tudi pod
oznako Z (14) ali P (15)), O in W) (13). Katepsini B, C in H imajo hkrati lahko endo- in
eksopeptidazno aktivnost. Katepsin X pa ima zgolj karboksipeptidazno aktivnost (16).

Katepsini se lahko izrazajo povsod ali pa so celi¢no oz. tkivno specificni (13,17).

Stabilni so v kislem okolju lizosomov in endosomov. Tu so sposobni razgradnje velikega
Stevila substratov. Znano je, da imajo specifi¢ne funkcije tudi izven celice, lahko so vezani
na membranske povrSinske receptorje (plazemska membrana), nahajajo se znotraj

sekretornih veziklov, v citosolu ter v mitohondriju in celo v jedru evkariontskih celic. (18)

Po koncani sintezi sestojijo katepsini iz treh delov: iz N- terminalnega signalnega peptida,
propeptida in iz katalitiéne domene, ki kasneje predstavlja zrel encim. Signalni peptid je
pri katepsinih dolg od 10 do 20 aminokislin (AK) in vodi premestitev prooblike katepsina
v endoplazemski retikulum. Ob tem pride do odcepa signalnega peptida. DolZina

propeptida se med katepsini moc¢no razlikuje. Katepsin X ima najkrajSo verigo, sestavljeno
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iz 38 aminokislin, katepsin F pa najdaljSo, sestavljeno iz kar 251 AK (19). Proregija deluje
kot Saperon za transport proencima v lizosom ali endosom in tudi kot visokoafinitetni
reverzibilni inhibitor, ki prepre¢i prehitro aktivacijo kataliticne domene oz. preprecuje
dostop substrata do aktivnega mesta. Kot peptid pa omogoca tudi pravilno zvitje zrelega

encima. (20)

Cisteinski katepsini se sintetizirajo kot neaktivni proencimi in za aktivacijo potrebujejo

proteoliti¢no procesiranje. Ta poteka v kislem okolju endosomov ali lizosomov.

Zaporedje katepsina X je sorodno zaporedju drugih predstavnikov papainu podobnih
cisteinskih peptidaz, podobnost je vidna tudi v aktivnem mestu. Struktura zrelega encima
ima tudi nekaj posebnosti. Najbolj zanimiva je proregija, ki je najmanjSa med vsemi
katepsini. Dolga je 38 AK ostankov. Med cisteinskim ostankom proregije (Cys 10p) in
cisteinskim ostankom aktivnega mesta (Cys31) se tvori kovalentna povezava. Preko te

kovalentne modifikacije proregija prepreci proteoliti¢no aktivnost encima.

Tako kot ostale papainu podobne cisteinske peptidaze, ima tudi katepsin X strukturo dveh
domen. Prevladujoca sekundarna struktura N-terminalne domene na levi strani (domena L)
je alfa heliks, C-terminalne domene na desni strani (domena D) pa beta nagubana ravnina.
Domeni tvorita razpoko z aktivnim mestom v obliki ¢rke V. V aktivhem mestu sta
reaktivna AK ostanka, Cys31 in His180, vsak na svojem delu domene (Cys je na levi

domeni, His pa na desni).

Strukturno pomemben del je 3 AK dolg peptidni vstavek (Ile24, Pro25, Glu26), ki je del
mini zanke (His23-Tyr27). Ta vstavek prisili His23 in Tyr27 v razSirjeno konformacijo z
njunimi stranskimi verigami, ki molijo v aktivho mesto. Na ta nacin mini zanka katepsinu

X onemogoca endopeptidazno funkeijo. (12,21,22)
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Slika 1: Terciarna struktura
katepsina X; elementi sekundarnih
struktur so v modri barvi, stranske
verige His23 Tyr27 mini zanke v
zeleni barvi ter Cys31 kataliticni
aminokislinski ostanek v rumeni
barvi; disulfidne vezi so vidne kot
oranzni mostovi.(22)

Hisask- W

\;?‘E;,,, \-Elr.'.QCR
ey

Structure

Slika 2: Karboksipeptidazna aktivnost katepsina X; a)
povrsina aktivnega mesta katepsina X, obarvana glede
na elektrostatski potencial, povrsina kataliticnega
Cys31 je obarvana rumeno; b) shematski prikaz
vezave substrata;(22)

Prokatepsin X se od ostalih cisteinskih katepsinov razlikuje tudi po tem, da v in vitro
pogojih ni zmozen avtoaktivacije. Aktivira ga katepsin L v nizkih koncentracijah in v

reducirajoCih pogojih (23).

Izrazanje katepsina X je omejeno predvsem na celice imunskega sistema, kot so
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dendriti¢ne celice, monociti in makrofagi (24). Katepsin X naj bi bil udeleZen pri regulaciji
imunskega odziva, to je pri prenosu signala, pri rasti, zorenju, adheziji, proliferaciji, celi¢ni
komunikaciji in migraciji imunskih celic (25). S proteoliti¢no cepitvijo C-terminalnga dela
B2 podenote integrinskih receptorjev (Mac-1 in LFA-1) katepsin X aktivira ta dva
receptorja in s tem modulira imunski odziv oz. regulira kemotakso in druge funkcije 2

integrina: celi¢no adhezijo, proliferacijo in migracijo (26).

Katepsin X cepi tudi C-terminalni dipeptid pri alfa enolazi (oo, nenevronska enolaza) in
gama enolazi (yy, NSE- nevronska specifi¢na enolaza) in posledi¢no regulira nevrogenezo
in prezivetje nevronskih celic. C-terminalni deli gama in alfa enolaze imajo pomembno oz.
funkcionalno vlogo na plazemski membrani nevronskih celic. S prisotnostjo katepsina X se
zmanjSa nevrotrofna aktivnost obeh izoencimov. NSE se tudi uporablja kot tumorski
kazalec za prognozo in odziv na terapijo pri raku na pljuc¢ih in nevroblastomu. Necepljena
NSE regulira proliferacijo in prezivetje zivénih celic, prisotnost katepsina X pa znacilno

zmanj$a njeno trofi¢no funkcijo. (27)

Ugotovili so tudi, da katepsin X zmanjSa vlogo kemokinskega liganda CXCL-12 pri

adheziji hematopoeti¢nih mati¢nih celic ter progenitornih celic na osteoblaste (28).

Povecano izrazanje tega encima je prisotno tudi pri vnetnih procesih, pri bolnikih,
okuzenih z bakterijo H. pylori (29), pri ljudeh z nevrodegenerativnimi obolenji,
povezanimi z vnetjem (27), pri tuberkulozi (30), Huntingtonovi bolezni (31) ter pri ljudeh
z vec¢imi hkratnimi poSkodbami (32). PoveCano izrazanje so opazili tudi v moZzganih

bolnikov z Alzheimerjevo boleznijo (33).

Znano je, da so nekateri cisteinski katepsini (katepsina B, L) udelezeni pri razvoju in
napredovanju raka, in lahko predstavljajo diagnosticno oz. prognosti¢no informacijo za
rakave bolnike. Vloga katepsina X v malignih procesih $e ni tako poznana, ¢eprav so bile
narejene Stevilne Studije o udeleZenosti katepsina X pri raku. Zapis katepsina X se namre¢
nahaja na 20. kromosomu v regiji q13, za katero je znacilno mo¢no pomnozevanje pri

Stevilnih tipih raka. (34,35)

Povecano izrazanje katepsina X je prisotno v imunskih in tumorskih celicah raka Zelodca

(36), raka prostate (37), jeter in pri agresivnih oblikah ¢loveskega malignega melanoma
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(38).

Narejene so bile pilotne Studije na bolnikih s kolorektalnim rakom (CRC). S testom ELISA
so dolocali celokupne vrednosti katepsina X in ugotovili, da nivoji serumskega katepsina X
niso pokazali znacilnih razlik med bolniki s CRC in kontrolno skupino. Naredili so tudi
analizo preZivetja in dokazali povezavo med celokupno serumsko koncentracijo katepsina
X in prezivetjem bolnikov s CRC. Statistika Log RANK je pokazala, da imajo bolniki z
vi§jim nivojem serumskega katepsina X, krajSo prezivetveno dobo kot bolniki z nizjim
celokupnim nivojem katepsina X (p=0,028). Ugotovili so Se, da je prooblika bolj znacilna
za maligni proces, zato samo celokupna serumska koncentracija odraza status tumorja.
Odprto pa ostaja vpraSanje ali k poveCanem nivoju zunajceli¢nega katepsina X prispevajo

tumorske celice ali aktivirane imunske celice. (39)

1.3 Inhibitorji

Zaradi ze omenjene vloge peptidaz v bioloSkih procesih predstavljajo inhibitorji
pomemben clen pri regulaciji njihove proteoliticne aktivnosti. Peptidaze in njihovi
inhibitorji so prisotni v vseh zivih organizmih (40). Ker so lahko peptidaze tudi
potencialno Skodljive oz. ker sodelujejo tudi v dolocenih patoloskih stanjih, je kontrola
njihove aktivnosti s strani specifi¢nih inhibitorjev zelo pomembna. Pri vis§jih organizmih

nekontrolirana peptidazna aktivnost vodi v Stevilna bolezenska stanja. (8,9,10)

Podatkovna baza MEROPS peptidazne inhibitorje razvrsti v 77 druzin glede na
homologijo v aminokislinskem zaporedju in nato Se v 39 klanov glede na njihovo terciarno
strukturo. Inhibitorji so razlinega izvora. Prisotni so v glivah, mikroorganizmih,
rastlinskih in Zivalskih tkivih. Podatkovna baza MEROPS vkljucuje tudi listo inhibitorjev z
majhno molekulsko maso. Vecina teh inhibitorjev je bila sintetizirana v laboratoriju, tisti

inhibitorji, ki pa so prisotni v naravi, so bili izolirani iz gliv in bakterij. (40)
Glede na mehanizem delovanja inhibitorje razdelimo v tri skupine:
* Kanoni¢ni inhibitorji (standardni mehanizem),

* ne-kanoni¢ni inhibitorji,
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* serpini.

Mehanizem delovanja prve skupine inhibitorjev je podoben delovanju substrata. Kanoni¢ni
inhibitorji se veZejo na encim preko izpostavljene konveksne vezavne zanke, ki je

komplementarna aktivnemu mestu encima.

Ne- kanoni¢ni inhibitorji interagirajo z aktivnim mestom preko N-terminalnega segmenta.
Pomembne so tudi sekundarne interakcije zunaj aktivnega mesta, ki dodatno prispevajo k

moci in hitrosti vezave ter k specificni prepoznavi inhibitorja.

Serpini so podobni kanoni¢nim inhibitorjem, ker interagirajo s tarénimi proteazami kot
substrati, vendar pa se od njih razlikujejo po tem, da pri cepitvi ene peptidne vezi v vezavni

zanki inhibitorja pride do dramati¢ne spremembe njihove strukture. (40,41,42)

S preucevanjem delovanja specifiénih inhibitorjev lahko spoznamo mehanizem delovanja

encimov in vlogo posameznih aminokislin pri tem.

Cilj iskanja novih inhibitorjev je najti visoko selektivne inhibitorje proti peptidazam v

dolocenih stopnjah bolezni, brez da bi s tem prizadeli netar¢ne proteine (11).

1.3.1 Inhibitorji iz gob

Visje glive predstavljajo bogat vir encimov in sekundarnih metabolitov, zaradi edinstvene
metaboli¢ne aktivnosti pa so zanimive tudi iz biotehnoloskega in medicinskega vidika. Pri
gobah so opazili nepri¢akovano raznolikost in Stevilnost peptidaz s posebnimi lastnostmi.
Pomemben mehanizem uravnavanja njihove proteoliticne aktivnosti je interakcija s
specificnimi peptidaznimi inhibitorji. Nekatere glivne peptidaze so pokazale inhibicijo le z

endogenimi glivnimi inhibitorji. (11)

Tovrstne peptidaze in peptidazni inhibitorji tako predstavljajo pomembne tarce in orodja

pri iskanju novih u¢inkovin za potencialno uporabo v medicini, farmaciji in kmetijstvu
(11).

Inhibitorji peptidaz 7 znacilnim f- triperesnim zvitjem

Inhibitorji peptidaz, ki imajo B-triperesno zvitje, so rastlinskega (prve odkril Kunitz) in
glivnega izvora (43-47). Glede na podobnost v strukturi jih podatkovna baza MEROPS

razvr§€a v klan IC. Glede podobnosti v zaporedju so ti peptidazni inhibitorji dalje
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razvrsceni v §tiri druzine: 13 (rastlinskega izvora), 148, 166 in 185 (glivnega izvora) (48).
Strukturna analiza je pokazala lastnosti tipicnega B-triperesnega zvitja: deblo v obliki beta

sodcka in krona iz Sestih P niti (49).

Inhibitorji z B-triperesnim zvitjem inhibirajo razli¢ne kataliti¢ne razrede peptidaz. Razlog
za tako raznoliko inhibicijo je v plasticnosti zank, ki prihajajo iz stabilne  zvite osnove.

Posledi¢no imajo tudi razli¢cne mehanizme inhibicije. (44-46)

Nekateri inhibitorji in druge molekule s tako strukturo (makrocipini, klitocipini, Stevilni

lektini) so odporni na visoke T, ekstremne vrednosti pH in na proteolizo (50-53).

Raziskave so pokazale, da se lahko peptidazni inhibitorji iz gob uporabljajo kot bioloski
insekticidi pri za$citi poljs¢in (54). Vse vec se vkljucujejo tudi v raziskave na podroc¢ju
rakavih obolenj ter imunskega odziva. Zaradi njihovih posebnih lastnosti, specificnosti in
selektivnosti predstavljajo orodje za razumevanje vkljuCenosti posameznih peptidaz v

razli¢nih stopnjah tumorjev.

a) KLITOCIPIN (Clt):

Klitocipin je novejsi in tudi prvi cisteinski peptidazni inhibitor, izoliran iz trosnjaka gobe
Clitocybe nebularis (poprhnjene livke), ki spada v razred Basidiomycetes (bazidiomicete,
prostotrosnice). Clt je 16,8 kDa velik protein, brez metioninskih in cisteinskih
aminokislinskih ostankov (43). Ne tvori dimerov (51). InfrardeCa spektroskopija s
Fourierjevo transformacijo (FTIR) je pokazala, da ima struktura klitocipina veliko
vsebnost B struktur (50). Zaradi lastnosti in profila inhibicije, ga je MEROPS uvrstila v
novo druzino cisteinskih peptidaznih inhibitorjev, druzino 148 (56). Znano je, da klitocipin
inhibira papain, katepsine L, K, S in V, legumain in bromelain, ni pa aktiven proti
katepsinu H, tripsinu in pepsinu. Zelo Sibka je inhibicija katepsina B, ki ima izrazeno endo-
in eksopeptidazno aktivnost (Ki > 1uM) (43, 44, 45, 55). Klitocipin kodira majhna druZina
genov, posledicna heterogenost v zaporedju pa ne vpliva na njegovo inhibitorno aktivnost

(50, 55).
b) MAKROCIPINI (Mcp):

Makrocipin, izoliran iz gobe Macrolepiota procera (orjaski deznik), je prav tako novejsi
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cisteinski proteazni inhibitor, za katerega je bila ustanovljena nova druzina po klasifikaciji
MEROPS, druzina I85. Zaradi biokemijskih in genetskih podobnosti so nato klitocipin in

makrocipin uvrstili v mikocipinsko druzino glivnih cisteinskih proteaznih inhibitorjev.

Makrocipine kodira druzina genov, ki je razdeljena v pet skupin. Znotraj vsake skupine
velja 90% podobnost v zaporedju in od 75 do 86% podobnost v zaporedju med
posameznimi skupinami. Zaradi visoke raznolikosti v genskem zaporedju v naravi obstaja
5 izooblik Mcp [Mcpl (MM:19,2 kDa, pl=4,8), Mcp3 (MM: 18,9 kDa, pl=4,8), Mcp4
(MM: 18,6 kDa, pl=5,1)]. Ta raznolikost v zaporedju vpliva na inhibitorno aktivnost
makrocipinov. Inhibicijski profili makrocipinov in klitocipina so podobni za Stevilne

cisteinske peptidaze, niso pa enaki. Razlike so vidne tudi med izooblikami Mcp. (45)

Mcp je mocan inhibitor papaina ter katepsinov K, L, S in V (Ki v nM obmocju) (45).
Razlika med Mcp in Clt je vidna tudi v inhibicijskem profilu katepsinov B in H. Mcp je
Sibek inhibitor obeh, medtem ko pri Clt ni vidne inhibicije (44).

Po pripravi rekombinantnih Mcp-jev, so ugotovili, da rtMcpl in rMcp3 dobro inhibirata
legumain in druge papainu podobne cisteinske proteaze (Ki v nanomolarnem obmocju),
medtem ko rMcp4 zelo slabo inhibira legumain (Ki > 1uM), ostale papinu podobne
cisteinske proteaze (CP) pa dobro (Ki v nanomolarnem obmocju). To verjetno kaze na
razlicna vezavna mesta za inhibicijo dveh druzin cisteinskih proteaz: C1-papainu podobne

cisteinske proteaze in C13, legumain. (45)
Studije so pokazale, da Mcp in Clt (43) ne inhibirata aspartaz (pepsin). Zanimivo pa je, da
naj bi rtMcp4 inhibiral serinsko proteazo tripsin.

Makrocipini imajo tendenco tudi po tvorbi dimerov v nereducirajo¢ih pogojih preko enega

cisteina v vsaki molekuli.

Kljub temu, da spadata Mcp in Clt v isto druzino, pa je njuna celostna, splosna podobnost
v zaporedju nizka (od 17 do 21 %). Kljub tej nizki podobnosti imata oba veliko vsebnost
prolina in tirozina ter nizko vsebnost levcina. Mcp vsebuje tudi Zveplo-vsebujoce

aminokisline, ki jih pa pri Clt ne najdemo. (45)

Ugotovili so, da se klitocipin in makrocipini ujemajo predvsem v aminokislinskih ostankih

na N-terminalnem delu zaporedja. Ta del naj bi bil pomemben za inhibitorno aktivnost in

10
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strukturo. Od teh aminokislinskih ostankov pa je najve¢ prolinskih ostankov.

Mcp in Clt imata podobne tudi biokemijske lastnosti. Oba sta stabilna pri visokih
temperaturah (razen Mcp4, ki pri T nad 65 °C izgubi del aktivnosti, ter pri 100 °C postane
neaktiven) in ekstremnih pH, imata podobno izoelektricno toc¢ko pl (4,8), ter se tudi po
molekulski masi dosti ne razlikujeta (19 kDa za Mcp in 16,8 kDa za Clt (43)). UV spekter
obeh inhibitorjev je pokazal tudi visoko vsebnost aminokisline triptofana, kar kaze tudi na

strukturno podobnost med Mcp in Clt. (45, 50)

¢) KNISPIN (Cnp):

Iz gobe Clitocybe nebularis so izolirali tudi serinske proteazne inhibitorje in jih
poimenovali CnSPI (C.nebularis serine protease inhibitors) (57). Po SDS-PAGE analizi z
afinitetno kromatografijo preciscenih proteinskih ekstraktov iz C. nebularis so ugotovili,
da vsi CnSPI kazejo v N-terminalnem delu zaporedja podobnost s serinskim proteaznim
inhibitorjem iz gobe Lentinus edodes (LeSPI) (58). CnSPI1, ki je kazal najvecjo podobnost
v zaporedju z LeSPI, so poimenovali knispin (Cnp) in dolocili njegovo zaporedje cDNA

(58). Oba spadata v druzino 166 po klasifikaciji MEROPS. (57)

Molekulska masa knispina, dolo¢ena z ESI- MS, je 16,5 kDa. Izoelektri¢cna tocka naj bi
bila 5,2. Nativni CnSPI so stabilni v Sirokem pH obmocju, saj ohranijo inhibitorno
aktivnost pri pH 2 in pri pH 11. Svojo inhibitorno aktivnost pa izgubijo po 10 minutnem
segrevanju na 100 °C (pri 40 °C imajo Se popolno inhibitorno aktivnost, z vecanjem
temperature pa jo popolnoma izgubijo).

Knispin je mocan in visoko specifi¢en inhibitor tripsina (druzina S1) s Ki v nanomolarnem
obmoc¢ju. Znano je tudi, da slabSe inhibira kimotripsin in zelo slabo subtilisin (S8) in
kalikrein. Ne inhibira elastaz (S1), trombina, papaina in pepsina. Avanzo in sod., menijo,
da naj bi CnSPI imeli regulatorno vlogo v endogenem proteolitiénem sistemu pri gobi C.

nebularis. (57)

d) KOSPIN (PIC1):

Kospin, izoliran iz gobe Coprinopsis cinerea (gnojis¢na tintnica), iz druzine prostotrosnic,

je inhibitor serinskih proteaz (46). Po klasifikaciji MEROPS spada v druzino 166 skupaj s
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knispinom (57) in LeSPI (58). Ima podobne biokemijske lastnosti in tudi podobnosti v
zaporedju s preostalimi predstavniki druzine 166. Knispin (57), kospin in LeSPI (58) so vsi
majhni proteini (kospin, 16,7kDa) z izoelektricnimi tockami v kislem (pl za kospin=4,9) in
s podobnimi inhibitornimi profili. Inhibitorno aktivnost obdrzijo tudi pri ekstremnih
vrednostih pH. Kospin je inhibitor tripsina s Ki v pikomolarnem obmocju, inhibira tudi
kimotripsin (druzina S1) s Ki v uM obmocju, kaze pa Sibko inhibicijo do kalikreina,
elastaze (S1) in subtilisina (S8). (46)

Kospin naj bi bil klasi¢en kanoni¢ni inhibitor, ki se veze v aktivno mesto in tvori trden in
stabilen kompleks s tripsinom. 3D struktura je pokazala, da gre tudi tu za protein s
prevladujo€imi beta strukturami (46). Torej lahko druzino 166 po MEROPS uvrstimo v
klan IC skupaj s Kunitzovim tipom serinskih proteaznih inhibitorjev (druzina 13) in z

mikocipini (druzini 148 in 185) (40,47).

e) INHIBITORJA1Cin2N:

Inhibitorja 1 C in 2 N so nasli v genomu gobe Coprinopsis cinerea. Oznaki C in N
pomenita, da imata inhibitorja na C oz. na N koncu zaporedja aminokislinski motiv,
sestavljen iz vecih histidinskih ostankov (histidinski oznacevalec). Oba proteina imata
znacilno beta triperesno zvitje. Molska masa prvega je 16,23 kDa, molska masa drugega pa
14,04 kDa. Izoelektri¢na tocka proteina 1C je 4,78 (pl) in 5,04 (pI) pri 2N . Za inhibitor 1C

je znano tudi to, da tvori oligomere cys-cys ¢e ni prisotnega reducenta.

1.4 IzraZanje rekombinantnega proteina katepsina X v kvasovki Pichia
pastoris

Danes se v terapevtske, industrijske in raziskovalne namene vse ve¢ uporabljajo
rekombinantni proteini, zato se je povecala tudi potreba po ucinkovitih ekspresijskih
sistemih. Vsak protein potrebuje primeren ekspresijski sistem za optimalno izrazanje.
Ponavadi obstaja povezava med kompleksnostjo proteina in sistemom za izrazanje. (59)

Za na$ rekombinantni protein prokatepsin X smo za izraZanje izbrali metilotrofno
kvasovko Pichia pastoris. Ta kvasovka zdruzuje prednosti visjih evkariontskih

ekspresijskih sistemov kot tudi prednosti po Gramu negativnih bakterij kot sistemov za
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izrazanje. Mozne so posttranslacijske modifikacije (glikozilacija, tvorba disulfidnih vezi,
proteoliti¢no procesiranje) ter pravo zvitje proteina (prednosti evkariontskega sistema), ima
vecjo preferenco za respiratorni metabolizem kot za fermentativno rast, po drugi strani pa
je ta kvasovka privlacna tudi zaradi hitre in enostavne rasti, raste v veliki gostoti in na
cenovno ugodnih gojis¢ih ter omogoca visok nivo izraZanja. Pichia je kot ekspresijski
sistem zelo uporabna, saj omogoca enostavno gensko manipulacijo z 10-100 krat ve¢jim
nivojem izraZzanja heterolognih proteinov v primerjavi s kvasovko Sacharomyces

cerevisiae. (59,60)

P. pastoris je metilotrofna kvasovka, sposobna rasti na metanolu kot edinem viru ogljika in
energije. V nekaj stopnjah metanol metabolizira do ogljika. Encimi, potrebni za metanolni
metabolizem, so med rastjo kvasovke na metanolu prisotni v velikih koli¢inah, med rastjo
kvasovke na drugih virih ogljika pa njihova koncentracija mo¢no upade. Se posebej to
velja za encim alkoholna oksidaza, AOX1. Promotor gena AOXI, ki regulira produkcijo
tega encima, se uporablja pri ekspresiji Zelenega gena, ki kodira na§ heterologni protein v
P. pastoris. V gojis€u je za indukcijo visokega nivoja prepisovanja AOX1 oz. gena, ki
kodira nas protein, potreben metanol.

Ekspresija gena AOX1 je kontrolirana na nivoju prepisovanja. Rast kvasovke na glukozi
lahko zavre prepisovanje kljub prisotnosti induktorja. Zato se priporoca rast na glicerolu ob

hkratni prisotnosti metanola. (60)

Plazmidi za izrazanje v kvasovkah so ve¢inoma prenosni vektorji. Ekspresijska kaseta je
sestavljena 1z promotorskega in terminalnega zaporedja gena AOX1. Vmes je poliklonsko
mesto za vstavitev zapisa za tarcni protein. Na trziScu je veliko vektorjev z razli¢nimi
lastnostmi. V diplomski nalogi smo uporabili vektor pPIC9, ki lahko vodi nastali produkt v
gojisce. Slednje dosezemo s fuzijo signalnega zaporedja, imenovanega faktor o, z
zaporedjem tarcnega proteina. Pichia tudi ne 1zloCa svojih, nativnih proteinov v gojisce oz.
je izloCanje zelo majhno, kar olajSa izolacijo nastalega proteina iz gojisca. Za selekcijske
oznacevalce se uporabljajo geni za histidiol-dehidrogenazo (HIS4), argininosukcinat-
laktazo (ARG#4) in drugi. Ti encimi, kodirani na plazmidu torej omogocajo rast mutiranim

gostiteljskim sevom. (60)
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2.HIPOTEZA IN NAMEN DELA
Zaradi pomembne vloge peptidaz v bioloskih procesih predstavljajo inhibitorji pomemben

¢len pri regulaciji njihove proteoliticne aktivnosti.

NaSa hipoteza je, da je kvasovka Pichia pastoris ustrezen ekspresijski sistem za hitro
pripravo katepsina X in da so inhibitorji s strukturo P triperesnega zvitja ucinkoviti

inhibitorji karboksipeptidazne aktivnosti katepsina X.

Namen diplomskega dela je priprava katepsina X v kvasovki Pichia pastoris in testiranje
inhibitorjev, ki imajo strukturo tipi¢nega [ triperesnega zvitja ter dolocCitev inhibitornih

konstant, Ki.

14



Zgonc A: Vpliv zaviralcev klitocipina in makrocipina na aktivnost katepsina X, izrazenega
v kvasovki Pichia pastoris. Diplomsko delo.

3.MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali in aparature

Tabela I: Rekombinantni katepsin X, protitelesa proti rekombinantnemu
(pro)katepsinu X, rekombinantni katepsin L, protitelesa proti rekombinantnemu
katepsinu L.

IME: konc. [mg/ml]
katepsin X:
katepsin X, FFA, 2010 0,94
katepsin X, izoliran iz gojiS¢a kvasowke Pichia pastoris 0,63
protitelesa proti katepsinu X in prokatepsinu X:
3B10 misja monoklonska protitelesa proti prokatepsinu Xin katepsinu X, IUS, 2007 0,95
katepsin L:
katepsin L, IJS 0,28
protitelesa proti katepsinu L:
ovtja poliklonska protitelesa proti katepsinu L, Kos J et al., 1995 0,73
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Tabela II: Standard, ki smo ga uporabili pri eksperimentalnem delu diplome.

standard:

proizvajalec
SeeBlue Plus2 Prestrained, oznaCevalec elikosti proteinov

Invitrogen

Reagenti in topila

Tabela I1I: Reagenti in topila, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu diplome ter
njihovi proizvajalci.

reagenti, topila: proizvajalec:
Agar (LB) Sigma
Albumin (BSA) Sigma
40% akrilamid/ bis-akrilamid Sigma Aldrich
amonijev persulfat Sigma, FFA
biotin Sigma
CM Sephadex C-25 GE Healthcare
D-glukoza Sigma
DTT Fluka
EDTA Sigma
Etanol, 70%, 96% Riedel deHaen
glicin za elektroforezo Sigma
glicerol, brezvodni Fluka
HCl, 37% Carlo Erba reagents
izopropanol FFA
kvasni ekstrakt Fluka
KCI Merck
KH2PO4 J.T.Baker
K2HPO4 J.T.Baker
L-cistein Sigma Aldrich
metanol Panreac
mleko v prahu Pomurske lekarne
Na2HPO4*2H20 Carlo Erba reagents
natrijev acetat, brezvodni Merck
NaCl Carlo Erba reagents
natrijev citrat dihidrat Riedel deHaen
NaOH Carlo Erba reagents
ocetna kislina Merck
pepton BD(Becton Dickinson and co.
protein A sefaroza GE Healthcare
SP Sephadex C-25 GE Healthcare
Super Signal West Dura Extended Duration Substrate Thermo Scientific
TEMED (N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamin) Sigma
Tris HCI Riedel deHaen
Tween 20 Sigma
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Laboratorijska oprema in aparature

Tabela 1V: Laboratorijska oprema in aparature, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem
delu diplome ter njihov proizvajalec in tip posamezne opreme/aparature.

analizna tehtnica

Tehtnica EXACTA 610 EB

aparatura za SDS-PAGE BIO RAD Mini Protean 3 Cell
aparatura za prenos Westemn BIO RAD Laboratories Inc.
avtoklav Systec 2540 EL; Kambi¢ laboratorijska oprema
avtomatske pipete Biohit
avtomatska veckanalna pipeta Biohit
centrifuga Sonvall 5415 R RC 5C Plus
centrifugirka 0,51 NALGENE
Citalec mikrotitrskih plocic, spektrofotometer; TECAN Saphire 2, Columbus Plus
dializno Crewo SERVA, Visking dialysis tubing 26/32,12000-14000 Da
G-box Syngene
hladilnik (+4°C) Gorenje; LTH
inkubator UNIHOOD 650 UNIEQUIP
komora z laminamim pretokom zraka Iskra P10 LFVP12
koniéno mesalo (vorteks) Tehtnica, Vibromix 104 EV

magnetno meSalo

Tehtnica, Rotamix 550 MM

membrana (nitrocelulozna) za prenos Western

GE Healthcare Amersham Hybond ECL

membranski filter za ultrafiltracijo

Amicon YM10 (76mm) in YM10 (63,5mm)

namizna centrifuga Eppendorf

pH meter HANNA HI9321 microproceor pH meter

polavtomatske pipete Eppendorf (0,2-2,5ul,0,5-10ul,2-20ul, 10-100ul,20-200ul, 100-1000ul)

susilec wtb BINDER
spektofotometer PerkinElmer Lambda Bio+; NanoDrop,ND 1000

stresalnik Tehtnica, Vibromix 314 EVT

ultrafiltracijska posoda Amicon 8200 in 8400

zmrzovalnik Gorenje; Vip series, SANYO
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3.2 Metode

3.2.1 ORGANIZEM

Ekspresijski sev: kvasovka Pichia pastoris, sev GS115, klon S41: vsebuje plazmid pPIC9 z
vstavljeno cDNA ¢loveskega prokatepsina X (61).

3.2.2 PRIPRAVA GOJISC ZA KVASOVKO Pichia pastoris

Optimalni pogoji ekspresije zavisijo od lastnosti izraZzenega proteina. Ekspresija

rekombinantnega proteina zahteva pripravo razli¢nih gojis¢. (62)

BMGY/BMMY:

1% kvasnega ekstrakta

2% peptona

100 mM kalijevega fosfata s pH 6,0
1,34 % YNB

4*10"-5 biotin

1% glicerol ali 0,5% metanol

Kvasni ekstrakt in pepton smo raztopili v 700 ml vode, avtoklavirali, ohladili in dodali
ostale sestavine. V primeru BMMY smo dodali 10X metanol, v primeru BMGY pa 10X
glicerol.

Gojis¢e smo shranili pri 4 °C.

YPD:

1% kvasnega ekstrakta

2% peptona
2% dekstroze
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Kvasni ekstrakt in pepton smo raztopili v 180 ml vode, avtoklavirali, ohladili in dodali 20
ml 10X dekstroze. TekoCe gojis€e smo shranili pri sobni temperaturi. V primeru trdnega

gojis¢a YPD (plosce YPD) smo dodali Se 2% agar (2 g). Plos¢e smo shranili pri 4 °C.

10X dekstroza (20% dekstroza):

20g D- glukoze smo raztopili v 100 ml vode in avtoklavirali.

10X metanol (5% metanol):

Zmesali smo 11 ml MeOH z 209 ml vode, sterilno filtrirali ter shranili pri 4 °C.

10X glicerol (10% glicerol):

22ml glicerola smo zmeSali z 198 ml vode, sterilno filtrirali in shranili pri sobni

temperaturi.

500X biotin (0.02% biotin):

5,5 mg biotina smo raztopili v 27,5 ml vode, sterilno filtrirali in shranili pri 4 °C.

10X YNB (13.4% Yeast Nitrogen Base with Ammonium sulfate without amino acids):

46,9 g YNB smo raztopili v 350 ml vode, sterilno filtrirali in shranili pri 4 °C.

1M fosfatni pufer, pH 6.0:
Zmesali smo 100 ml 1M K2HPO4 in 650 ml 1M KH2PO4, raztopino avtoklavirali in

shranili pri sobni T.

3.2.3 PRIPRAVA TRAJNE KULTURE

Na gojis¢u YPD smo ¢ez no€ pri 30 °C kultivirali kolonijo klona S41. Rast je potekala v
inkubatorju in na stresalniku pri 250 rpm. Sledilo je centrifugiranje celic (3000 x g, 5 min,
sobna T) in resuspendiranje le teh v gojis¢u YPD s 15% glicerolom do OD 600 med 50 in

100. Kulturo smo nato zamrznili v teko¢em dusSiku in shranili pri -80 °C.
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3.2.4 IZRAZANJE PROKATEPSINA X V P. PASTORIS

Ekspresija prokatepsina X je potekala pri 30 °C ob stalnem stresanju (250 rpm).

S kolonijo klona S41 smo inokulirali 20 ml gojis¢a BMGY. 8 ml te kulture smo nacepili v
500 ml gojis¢a BMGY in inkubirali pri enakih pogojih. Ko je opti¢na gostota pri 600 nm
(OD600) dosegla vrednost med 2-6 (OD 600= 2,7), je sledilo 5 minutno centrifugiranje
celic pri 3000x g in sobni temperaturi. S tem smo loc¢ili celice od gojis¢a. Supernatant smo
odlili in celice resuspendirali v gojis¢u BMMY (1,2 1), v katerem je potekla indukcija
izrazanja prokatepsina X. Samo izraZzanje je potekalo 72 ur, vsakih 24h pa smo v gojiSce
dodali 100% metanol do 0,5% kon¢ne koncentracije. Po koncani ekspresiji je ponovno
sledilo centrifugiranje (5 min, 3000 x g, sobna T). Supernatant oz. gojis€e z izrazenim

proteinom smo skoncentirali, celice pa zavrgli (63).

3.2.5 ULTRAFILTRACIJA

Za koncentriranje gojis€a smo uporabili metodo ultrafiltracije. Ultrafiltracija je vrsta
membranske filtracije, pri kateri sila hidrostatskega tlaka potiska tekoCino in
nizkomolekularne snovi skozi membrano, topljence z ve¢jo molekulsko maso pa zadrzijo
na membrani (64). Uporabili smo membrano Amicon, YM10 (premer 76mm), z mejno
vrednostjo 10 000, kar pomeni, da globularni proteini, z molekulskimi masami ve¢jimi od
10 000 Da ne gredo skozi pore. Na ta nac¢in smo skoncentrirali in delno ocistili nas protein
prokatepsin X z molekulsko maso 36 000 Da. Ultrafiltracija je poteklala v ultrafiltratorju
Amicon 8400 pri nadtlaku dusika (3 bar) in pri stalnem meSanju s hitrostjo 50 rpm na
mesSalniku ter v hladilniku pri 4 °C.

Po koncentriranju gojisc¢a, v katerem je bil tudi nas protein, smo koncentrat zamrznili pri
-80 °C. Ko smo koncentrat potrebovali za nadaljno ¢iS€enje naSega proteina, smo ga

pocasi odtajali na ledu.
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3.2.6 DIALIZA

Dializa je biokemijski proces locevanja majhnih delcev od makromolekul (v nase primeru
proteinov) na osnovi selektivne in pasivne difuzije preko semipermeabilne membrane. Pri
dializi uporabimo celulozno membrano v obliki ¢revesa. Gonilna sila za prehod molekul
skozi pore je koncentracijska razlika topljenca na obeh straneh membrane (65).

Dializno ¢revo ustreznih razseznosti in s primernimi porami (velikost por 12000-14000
Da) smo za 30 min namocili v dializni pufer (50 mM Na-acetat s pH 5,0). Nato smo ga
napolnili s koncentratom, ga speli na obeh straneh ter potopili v ve¢ji volumen dializnega
pufra (4,81). Izvedli smo tri zaporedne dialize, vsaki¢ v sveZem pufru, od katerih sta dve

trajali tri ure, ena pa je potekala preko noci.

3.2.7 CISCENJE PROKATEPSINA X Z IONSKO-IZMENJEVALNO
KROMATOGRAFIJO IN PONOVNA ULTRAFILTRACIJA

Po dializi smo imeli prokatepsin X v pufru (50mM Na acetatu s pH 5,0), primernem za
ionsko-izmenjevalno kromatografijo.

Uporabili smo S$ibek kationski izmenjevalec CM Sephadex C-25. Matriks predstavlja
premrezen dekstran z vezano karboksimetilno skupino (CM) (66).

Kolono smo uravnotezili z istim pufrom, kot je v naSem vzorcu, to je s S0mM Na- acetat s
pH 5,0. Sledil je dvakratni nanos vzorca in spiranje kolone z Na- acetatnim pufrom, vse
dokler ni absorbanca pri 280nm (A280) padla pod vrednost 0,3.

Nas protein oz. prokatepsin X je ostal vezan na koloni. Elucija prokatepsina X je potekala
z 0,6M NaCl v Na- acetatnem pufru. Zbirali smo frakcije po priblizno 10ml. Zbrali smo 12
frakcij in potem vsaki izmerili absorbanco pri 280nm ter s tem dolocili vsebnost proteinov
v vsaki frakciji. Frakcije, kjer je bila A280 najvec¢ja oz. kjer je bila prisotnost proteinov
najvec¢ja, smo zdruzili in jih trikrat dializirali v Na- citratnem pufru s pH 5,5 (50mM Na-
citrat z 0,2M NaCl, ImM EDTA in 2mM DTT). Sledilo je koncentriranje vzorca z
ultrafiltracijo (N2, Pmax 75 psi; 5,3 kg/ cm?) z uporabo ultrafiltra YM10 s premerom 63,5

mm. Postopek je enak prej$nji ultrafiltraciji.
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3.2.8 AKTIVACIJA PROKATEPSINA X S KATEPSINOM L IN ODSTRANITEV
KATEPSINA L Z IMUNOPRECIPITACIJO

Katepsin X smo izrazili v obliki neaktivnega proencima, zato ga je bilo potrebno
aktivirati. Za aktivacijo smo uporabili rekombinantni katepsin L (25nM), saj je znano, da
se prokatepsin X ne aktivira sam. Inkubacija je potekala 3 ure pri 22-23 °C. Po aktivaciji
smo pufru z 10M NaOH zvisali pH na vrednost med 7,5 in 8. ZviSanje pH je pomembno
za vezavo protiteles na katepsin L. Dodali smo poliklonska ov¢ja protitelesa proti
katepsinu L s koncentracijo 0,73 mg/ml (razmerje protiteles : katepsin L= 3:1) in inkubirali
pri sobni temperaturi dve uri ob stalnem stresanju (61).

Nato smo pripravili sefarozo A, to je agarozo z vezanim proteinom A, ki veze kompleks
katepsina L in njegovega protitelesa. 400uL sefaroze A v zafetnem pufru smo 1 min
centrifugirali pri 10000 x g in nato odstranili supernatant. Sefarozo A smo nadalje sprali
dvakrat s 500 pl citratnega pufra s pH 7,75 in z dodanim 0,2 mM NaCl, 1 mM EDTA in 2
mM DTT, jo resuspendirali v 50 pL pufra in odpipetirali 125 pL vsebine v novo epico.
Ponovno je sledilo dvakratno spiranje sefaroze A s 50 puL pufra. Nato smo supernatant
odlili, vsebino resuspendirali v 50 puL pufra in 50 uL le tega dodali k zmesi katepsina X in
katepsina L z vezanimi protitelesi. Inkubacija suspenzije je potekala ¢ez no¢ pri 4°C ob
stalnem stresanju. Naslednji dan je sledilo 5 min centrifugiranje vzorca pri 10000x g.

Supernatant smo potem razdelili na alikvote in jih zmrznili na -80 °C.

3.2.9 DOLOCITEV KONCENTRACIJE KATEPSINA X

a) Spektrofotometri¢na doloditev:
Koncentracijo prokatepsina X in aktivnega katepsina X smo dolocili spektrofotometricno,

z meritvijo absorbance pri 280 nm (A280) in z uporabo specifinega ekstinkcijskega

koeficienta za prokatepsin X oz. aktiven katepsin X, E1%,lcm= 27,4 /[M*cm)].
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Uporabili smo spektrofotometer NanoDrop ND 1000.

b) Metoda DC (BioRad: set kemikalij »DC Protein Assay«):

Koncentracijo proteina smo dolocili tudi s kolorimetricno metodo, ki temelji na reakciji
proteinov z alkalno raztopino bakrovega tartrata in s Folinovim reagentom. Razli¢ni
proteini izvabijo vecjo ali manjSo tvorbo barve. (67)

REAGENT A: bazi¢na raztopina bakrovega tartrata

REAGENT B: razred¢en Follinov reagent

REAGENT S; ni podatka

Kot standard smo pripravili raztopino albumina (BSA) v vodi s koncentracijo 10 mg/ml. V

citratnem pufru smo pripravili naslednje red¢itve:

¢ st (mg/ml) V pufra (ul) V BSA, c=10mg/ml
0,2 24,5 0,5
0,5 23,8 1,3
0,8 23,0 2,0
1,0 22,5 2,5
1,5 21,3 3,8

Na mikrotitrsko plos¢ico smo odpipetirali standarde in vzorec v duplikatih.

Raztopino A® smo pripravili z mesSanjem reagentov A in S. Na 500 pl reagenta A smo
dodali 10 pl reagenta S. Na mikrotitrsko plo§¢ico smo najprej odpipetirali po 5 pl vzorca
oz. standarda, nato smo dodali raztopino A" (po 25 pl) in potem B (200 pl). Sledila je

inkubacija (15 min) in merjenje absorbance na spektrofotometru Tecan pri 750 nm.

3.2.10 POLIAKRILAMIDNA GELSKA ELEKTROFOREZA V PRISOTNOSTI
NATRIJEVEGA DODECIL SULFATA (SDS-PAGE)

Za detekcijo katepsina X smo uporabili poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti

23



Zgonc A: Vpliv zaviralcev klitocipina in makrocipina na aktivnost katepsina X, izrazenega
v kvasovki Pichia pastoris. Diplomsko delo.

Na-dodecil sulfata. SDS je anionska povrSinsko aktivna snov, ki se nespecifi¢no veze na
proteine, jih negativho nabije in pri tem denaturira. Zaradi identi¢nega razmerja med
nabojem kompleksa SDS/protein in dolzino polipeptidne verige poteka locitev molekul na
osnovi njihove velikosti oz. relativne molekulske mase. (68) Za izvedbo elektroforeze smo
uporabili BIO RAD Mini Protean 3, ki smo jo sestavili po navodilih proizvajalca.

Elektroforezni gel je sestavljen iz zgornjega koncentracijskega in spodnjega loCevalnega
gela. Oba gela smo vlili med dve stekleni plos¢i, med seboj loceni z ustreznima stranskima

vmesnikoma (0,75mm).

Sestava 12% loc¢evalnega gela:

40% amid/bis-akrilamid 1,2 ml
1,5M Tris- HCI ( pH 8,8) 1,0 ml
destilirana voda 1,7 ml
10% SDS 50 uL
10% amonijev persulfat 50 uL
TEMED 1,7 uL

Sestava 5% koncentracijskega gela:

40% amid/bis-akrilamid 188 uL
1,5M Tris- HCI (pH 6,8) 195 uL
destilirana voda 1 mL
10% SDS 15 uL
10% amonijev persulfat 15 uL
TEMED 1,5 uL

Locevalni gel ustrezne zamrezenosti smo pripravili po zgornji recepturi, ga dobro
premesali ter hitro vlili v pripravljeno celico. Zamrezenje gela smo sprozili Sele z

dodatkom amonijevega persulfata in TEMED-a.
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Monomeri akrilamida polimerizirajo v dolge verige, ki jih pre¢no povezuje N,N'-
metilenbisakrilamid. Reakcijo polimerizacije sprozijo sulfatni radikali, ki nastanejo iz
persulfatnih ionov.

Nad vliti gel smo dodali Se izopropanol za nemoteno polimerizacijo ob stiku z zrakom. Gel
je polimeriziral dobre pol ure. Po odlitju izopropanola smo nad lo¢evalni gel vlili 5%
koncentracijski gel, pripravljen podobno kot koncentracijski ter vstavili Se glavnicek

primerne debeline in s primernim Stevilom Zepkov (10) za nanos vzorcev.

Med polimerizacijo gela smo pripravili vzorce za analizo.
V vsak zepek smo nanesli 18 pl pripravljenjega vzorca.
Sestava vzorca: - 10 pl vzorca iz izolacije/rekombinantnega proteina
- 5,3 pl nanasalnega pufra
-2,7ul IM DTT
Pripravljene vzorce smo 8 min denaturirali v vodni kopeli pri 100 °C, jih centifugirali in
nanesli na gel.
Na gel smo vzporedno nanesli tudi oznacevalec velikosti (SeeBlue Plus2 Prestained,

Invitrogen).

Sestava nanaSalnega pufra:

0,5M Tris- HCI (pH 6,8) 2,5 ml
20% glicerol 2,0 ml
10% SDS (m/V) 4,0 ml
0,1% bromfenol modrega (m/V) 0,5 ml
destilirana voda 1,0 ml

SDS PAGE poteka vertikalno. Gel je s spodnjim in zgornjim delom v stiku z

elektroforeznim pufrom.

25



Zgonc A: Vpliv zaviralcev klitocipina in makrocipina na aktivnost katepsina X, izrazenega
v kvasovki Pichia pastoris. Diplomsko delo.

Uporabili smo pufer za SDS-PAGE s sestavo:

10X elektroforezni pufer:

250 mM TRIS baze 290 ¢
1,92 M glicin 1440 g
1% SDS (m/V) 10,0 g
dH20 do 1L

Elektroforezo smo izvajali pri stalni napetosti 100 V, 1,5 do 2h.

3.2.11 DETEKCIJA PROTEINOV PRI POLIAKRILAMIDNI GELSKI
ELEKTROFOREZI

2.2.11.1 Barvanje 7 barvilom Coomassie brilliant blue:

Metoda barvanja gela z barvilom Coomassie brilliant blue (CBB) se uporablja za detekcijo
proteinov po locCitvi na poliakrilamidnem gelu. Barvilo CBB je aminotrifenilmetansko
barvilo, ki v kislih pogojih tvori stabilen kompleks s pozitivno nabitimi aminskimi
skupinami (z bazi¢nimi aminokislinami- arginin, lizin, histidin). (69)

Po koncani elektroforezi vzorcev smo gel prestavili v kadicko in ga potopili v metanolno-

ocetno raztopino barvila CBB. S tem smo fiksirali in pobarvali proteine.

Sestava raztopine z barvilom CBB:

ocetna kislina 100% 5ml
Coomassie Brilliant Blue 0,5¢g
MeOH 200 ml
dH20 do 500 ml

Gel smo ¢ez no¢ inkubirali v barvilu ob rahlem stresanju. Naslednji dan je sledilo

razbarvanje gela v raztopini etanola in ocetne kisline. Presezna, nevezana koli¢ina barvila
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je pri tem difundirala iz gela.

Raztopina za razbarvanje:

EtOH, 95% 60 ml
ocetna kislina, 100 % 20 ml
dH20 do 200 ml

Razbarvanje je potekalo uro in pol ob rahlem stresanju, dokler lise niso bile jasno vidne.

2.2.11.2. Prenos western:

Po elektroforezni lo¢bi smo proteine s pomocjo elektricnega toka prenesli na
nitrocelulozno membrano. V taksni obliki so bili proteini primerni za prenos western.
Membrano ustrezne velikosti (8,3 cm * 5,3 cm) smo omocili v pufru za prenos in jo po

navodilih proizvajalca vstavili v celico za prenos.

Sestava pufra za prenos western:

TRIS 293 ¢g
Glicin 581 ¢g
10% SDS (m/V) 3,75 ml
MeOH 200 ml
dH20 do IL

Prenos je potekal 1,5-2h pri stalni napetosti 100 V.

Imunokemijsko analizo proteinov na membrani smo izvedli po sledeCem postopku
(SISTEM ECL (Enhanced Chemiluminescence) - detekcija kemiluminiscence na
membrani):

* blokada nezasedenih mest na membrani (5% mleko v pufru PBS 1X pri sobni T in

ob rahlem stresanju)
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* spiranje membrane 3 X 5 min v 0,05% TWEEN v pufru PBS (PBST) pri sobni T in
ob rahlem stresanju
* inkubacija membrane s primarnimi protitelesi v PBST, 1h, pri sobni T in ob rahlem
stresanju
* spiranje membrane s pufrom PBST, 3X 10 min pri sobni T in ob rahlem stresanju
* inkubacija membrane s sekundarnimi protitelesi (konjugat s hrenovo peroksidazo-
HRP) v PBST, 1h, pri sobni T in ob rahlem stresanju
* spiranje membrane v pufru PBS, 3 X 10 min, pri sobni T in ob rahlem stresanju
* ECL imunodetekcija- 5 minutna inkubacija membrane z luminolom v ustreznem
pufru za peroksidazno reakcijo: hrenova peroksidaza v prisotnosti vodikovega
peroksida oksidira kemiluminiscentni substrat luminol;
luminol 4+ H,0, 7o 3 aminoftalat® — 3-aminoftalat + hr ({modra svetloba) .
Slika 3: Test z luminolom, ki ima sposobnost oddajanja svetlobe; pri reakciji nastane

vzbujen produkt, ki pri prehodu v osnovno stanje odda foton dolocene valovne dolZine
(energijo v obliki svetlobe),

* detekcija sproSCene svetlobe s sistemom za detekcijo fluorescence in

kemiluminiscence, G-box

Sestava 5% mleka v 1X PBS:

Posneto mleko v prahu 25¢g
1X PBS do 50 ml

Sestava 10X PBS pufra:

NaCl 80 g
KCl 2g
Na2HPO4 144 ¢
KH2PO4 24¢g

Sestavine smo raztopili v 800 ml destilirane vode, pH uravnali na 7,4 in dodali dH2O do

1L. Za pripravo 1X PBS smo 100 ml 10X PBS redcili z dH20 do 11. V primeru 0,05%
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TWEEN v 1X PBS pa smo litrski raztopini dodali Se 500 ul Tween 20.

3.2.12 TITRACIJA KATEPSINA X Z INHIBITORJEM E-64

Inhibitor E-64 (trans-epoksisukcinil- L- levcilamido-(4-gvanidino) butan) je splosni
inhibitor cisteinskih proteaz. S tiolno skupino cisteinskega ostanka v aktivnem mestu
proteaz tvori tioetersko vez. Ker se pretezno veze le v aktivno mesto, je dober titrant

cisteinskih proteaz. (70)

H
30\ /CH3
HOOC H ?H
Se—c! CH2 NH
H” \ / c NH-CH-C— NH%Csz-NH -C;
“NH,
Slika 4: E-64, inhibitor cisteinskih proteaz
Cys®S
2 0
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\CH/ \R specifi¢nostni /N\CH/C\R"
Zepek |
CH2 (|:H2
/\ T ow
— > ) &
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CO-NH-R NH CO-NH-R

H CO NH

Slika 5: Tvorba tioeterske povezave med E-64 in Cys ostankom
aktivnega mesta

Za titracijo aktivnega mesta smo uporabili ¢rno mikrotitrsko ploscico s 96 vdolbinicami.
Pripravili smo izoliran katepsin X v aktivacijskem pufru do kon¢ne koncentracije 50nM.
Kot zacetno koncentracijo za red¢itev smo uposStevali spektrofotometricno doloceno
koncentracijo.

Katepsin X smo najprej inkubirali Smin pri sobni T v aktivacijskem pufru, nato pa smo mu
dodali inhibitor E64 v narascajoCih koncentracijah od 10 do 100 nM. Osnovna raztopina

inhibitorja je bila pripravljena v DMSO, red¢itve pa v osnovnem pufru. Po dvajsetminutni
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inkubaciji encima in inhibitorja smo najprej v vse vdolbinice dodali po Sul specifi¢nega
substrata Abz-Phe-Glu-Lys (Dnp)-OH (petkrat redéenega z osnovnim pufrom) (16), nato
pa smo z multikanalno pipeto odmerili v vsako Se po 95ul. zmesi encima in inhibitorja.
Takoj smo =zaceli kontinuirano meriti spros¢anje produkta oz. fluorescenco s
spektrofluorimetrom (Citalec Tecan). Merjenje fluorescence je potekalo pri 420 nm in pri
37 °C.

S pridobljenimi podatki smo izrisali diagram odvisnosti zacetne hitrosti (RFU/sec) od
razmerja med molarno koncentracijo inhibitorja in molarno koncentracijo encima [I]/[E]. Z
ekstrapolacijo premice smo dolocili se€iS¢e z abscisno osjo ([I]J/[E]). Kjer je reakcijska
hitrost enaka 0 pri tem razmerju ([I]=[E]), je ves encim inhibiran z dodanim inhibitorjem.
Koncentracija aktivnega mesta je torej enaka koncentraciji inhibitorja, katerega
koncentracijo to¢no poznamo. PreseciS¢e z abscisno osjo nam poda delez aktivnega

encima.

PUFRI ZA MERJENJE ENCIMSKE KINETIKE KATEPSINA X

Osnovni pufer za testiranje inhibicije in za titracijo katepsina X:

Na-acetat s pH 5,5 100 mM
0,1 % PEG 8000

Aktivacijski pufer smo pripravili vsakic¢ sproti.

Sestava aktivacijskega pufra:

cistein 30,29 mg
EDTA 27,9 mg
osnovni pufer za katepsin X 50 ml
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3.2.13 TESTIRANJE INHIBITORJEV 1Z GOB

Testirali smo 8 inhibitorjev, da bi ugotovili morebitno inhibicijo karboksipeptidazne
aktivnosti katepsina X. Za vsak inhibitor smo testiranje opravili dvakrat v dveh
ponovitvah. Ena ponovitev pomeni ena vdolbinica na mikrotitrski plos¢i. Inhibitorji so bili

shranjeni v 20 mM Tris-HCI pufru s pH 7,5 in z 0,1-0,3 M NaCl.

Zopet smo uporabili ¢rno mikrotitrsko plos€ico s 96 vdolbinicami za merjenje
fluorescence. V vsaki vdolbinici smo imeli po 5 pl substrata Abz-Phe-Glu-Lys (Dnp)-OH,
5 pl posameznega inhibitorja s kon¢no koncentracijo 1 uM in 90 pl katepsina X s kon¢no
koncentracijo 30nM, redCenega z aktivacijskim pufrom. Katepsin X smo predhodno
inkubirali pet minut v aktivacijskem pufru pri sobni T in nato S¢ 60 minut skupaj z
inhibitorjem. Najprej smo v vdolbinice dodali substrat in tik pred merjenjem Se v vsako po
95 ul zmesi inhibitorja in encima. Vsaki¢ smo naredili tudi dve ponovitvi brez encima in

inhibitorja, ter dve ponovitvi z encimom in substratom, vendar brez inhibitorja .

SLEPA KONTROLA: aktivacijski pufer (brez encima) in substrat,
NEGATIVNA KONTROLA: aktivacijski pufer z encimom ter substrat;

INHIBITORIJI: aktivacijski pufer z encimom, posamezen inhibitor ter

substrat;

Po dodatku encima in inhibitorja v vdolbinice smo takoj zaceli s kontinuiranim merjenjem
fluorescence na spektrofluorimetricnem citalcu Tecan. Meritve smo izvajali pri 37 °C, pri
320 nm ekscitacije in 420 nm emisije. Od posameznih meritev je program odstel slepe
vrednosti. V linearnem obmocju naraS¢anja RFU smo dolocili spremembo RFU na enoto
Casa (naklon) oz. zaCetno hitrost za vsako ponovitev. Izbrane podatke smo primerjali z
zacetno hitrostjo negativne kontrole.

Zanimala nas je tudi koncentracijska odvisnost inhibicije katepsina X. Za klitocipin smo

naredili dvakrat po dve ponovitvi. Prvi¢ smo testirali koncentracije inhibitorja od 1 nM do
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1 uM, drugi¢ pa od 50 nM do 1 uM. V vsako vdolbinico smo najprej dali 5 pl substrata,
nato pa po 95 pul zmesi inhibitorja (razlicne koncentracije) in encima. Encim, s
koncentracijo 30 nM smo predhodno inkubirali v aktivacijskem pufru. Za pripravo red¢itev
inhibitorjev smo uporabili osnovni pufer. Naredili smo tudi slepo in negativno kontrolo
(sestava v tabeli zgoraj). Po dodatku zmesi encima in inhibitorja smo kontinuirano merili

fluorescenco na spektrofluorimetru pri enakih pogojih, opisanih ze zgoraj.

3.2.14 DOLOCANJE KONSTANTE INHIBICIJE Z RAZLICNIMI
KONCENTRACIJAMI SUBSTRATA

Zeleli smo dologiti konstanto inhibicije oz. inhibitorno aktivnost dveh inhibitorjev,
klitocipina in makrocipina 1, ob prisotnosti razli¢nih koncentracij substrata. Pripravili smo

Stiri razli¢ne koncentracije substrata. Koncentracija osnovne raztopine substrata je bila 8,9

mM.

300 nM Clt/ Mcp?
600 nM Clt/ Mcp?
1,5 uM Clt/ Mcp1
3,0 M Cit/ Mcp?

Mmoo

5X redcen substrat, c= 1780 uM
15X redcen substrat, c= 590 uM
22X redcen substrat, c= 404uM

Ki... konstanta inhibicije = ravnoteZna konstanta disociacije kompleksa EI

E+S—~ ES -E+P

_[E]x[1]
+1 Ki= (£l
I ki
El
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Na ¢rno mikrotitrsko plos¢o smo odpipetirali po 5 pl pripravljenega substrata. Encim smo

pripravili v aktivacijskem pufru, mu dodali ustrezen volumen inhibitorja in pufra Tris.

Tik pred merjenjem smo substratu v vdolbinice dodali po 95 pl zmesi encima in

inhibitorja. Merili smo fluorescenco pri 37 °C na spektrofluorimetru Tecan.

Kineti¢ne rezultate za encimsko katalizirane reakcije smo analizirali v pogramu SigmaPlot,
ki s pomocjo informacijskega kriterija Akaike (AICc) doloci kateri tip encimske inhibicije
relativno najbolj ustreza nasim podatkom (71). Za doloCanje inhibicijske konstante in tipa
encimske inhibicije smo poleg programa SigmaPlot uporabili tudi dve grafi¢ni metodi in

sicer po Dixonu in Cornish- Bowdnu.
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4.REZULTATI

4.1 IzraZanje in izolacija katepsina X

Cisteinsko proteazo katepsin X smo izrazili v kvasovki Pichia pastoris. Po kon¢ani 72-urni
ekspresiji, smo skoncentrirano in dializirano gojis¢e dvakrat nanesli na ionsko-
izmenjevalno kolono CM-Sephadex. Sledilo je spiranje kolone z Na-acetatnim pufrom s

pH 5.0, dokler ni absorbanca (A 280) padla pod vrednost 0,03.

meritve: A 280 nm
A1, ozadje (pufer) 0,000
A2 0,307
A3 0,053
A4 0,042
A5 0,036

Elucijo smo izvedli s pufrom s poviSano ionsko mocjo in zbrali 12 frakcij, katerim smo

1izmerili A280.

frakcije |A280 nm
1 0,055
2 0,761
3 1,724
4 0,779
5 0,501
6 0,330
7 0,236
8 0,211
9 0,151
10 0,162
11 0,135
12 0,131
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zbiranje frakcij pri ionsko-izmenjevalni kromatografiji
2,000
1,800
1,600
1,400
1,200

1 ’000 e A 280 nm

0,800

A 280 nm

0,600
0,400
0,200

0,000
0 2 4 6 8 10 12 14

frakcije

Slika 6: Elucijski profil prokatepsina X;

Prokatepsin X se je eluiral z enim vrhom.

Po koncani kromatografiji smo zdruzili 2., 3., 4., 5. in 6. frakcijo. Volumen frakcij je znaSal
priblizno 50ml. ZdruZene frakcije smo dializirali v Na- citratnem pufru s pH 5,5 in dolo¢ili
koncentracijo izoliranega prokatepsina X s spektrofotometricno metodo na Nanodropu. Pri
merjenju smo upostevali ekstinkcijski koeficient, znacilen za prokatepsin X. E 1%,lcm

znaSa 27,4 /[M*cm]. Meritve:

meritev koncentracija (mg/ml)
1 0,48
2 0,49
3 0,46
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Po aktivaciji prooblike s katepsinom L smo ponovno spektrofotometricno dolocali
koncentracijo naSega proteina (tokrat aktivne oblike) na NanoDropu. Pri meritvi smo

upostevali ekstinkcijski koeficient.

meritev koncentracija (mg/ml)
1 0,35
2 0,37

Koncentracijo katepsina X smo dolo€ili tudi z metodo DC in doloc¢ili nekoliko vi§jo

koncentracijo kot s spektrofotometri¢no metodo.

meritev koncentracija (mg/ml)
1 0,46
2 0,51
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4.2 Preverjanje izraZenega katepsina X

3.2.1 Za detekcijo vseh proteinov smo elektroforezni gel barvali z barvilom Coomassie
brilliant blue.

kDa ov 1 2 3 4 5 6

36 —

22 —

Slika 7: Ekspresija in ciscenje rekombinantnega
prokatepsina X, barvanje z barvilom Coomassie Brilliant
Blue; OV- oznacevalci velikosti; lisa 1.- vzorec pred
ionsko-izmenjevalno kolono; lisa 2.-zbrane frakcije iz
ionsko-izmenjevalne kolone, lisa 3.-skoncentriran vzorec
v ultrafiltrirni posodi; lisa 4.- ultrafiltrat; lisa 5.- nas
izoliran katepsin X, po aktivaciji; lisa 6.- stari kat X,
pripravijen na FFA;
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3.2.2 Po SDS poliakrilamidni gelski elektroforezi je sledil prenos proteinov po metodi
western na nitrocelulozno membrano in inkubacija le te s primarnimi protitelesi (pt) proti
katepsinu X (mi§ja monoklonska pt, 3B10, s koncentracijo 0,5 pg/ml) in s sekundarnimi
protitelesi (kozja proti miSja pt, konjugirana s hrenovo peroksidazo, redcena s pufrom

PBST v razmerju 1:10 000), razvitje lis in detekcija s sistemom G-box.

Slika 8: Ekspresija in ciscenje rekombinantnega prokatepsina X, detekcija
katepsina X s prenosom western, lisa 1- vzorec pred ionsko-izmenjevalno
kolono, nanos 10 ul; lisa 2- zbrane frakcije iz ionsko-izmenjevalne kolone,
nanos 10 ul ; lisa 3- skoncentriran vzorec v ultrafiltrirni posodi, nanos 10
ul; lisa 4- ultrafiltrat, nanos 10 ul; lisa 5- katepsin X po
imunoprecipitaciji katepsina L oz. po aktivaciji pro oblike katepsina X,
nanos 10 ul; lisa 6- stari katepsin X, pripravljen na FFA, nanos 1ul;
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3.2.3 Ker smo za aktivacijo prooblike katepsina X uporabili katepsin L, nas je zanimala
morebitna prisotnost katepsina L. v vzorcu. Membrano smo inkubirali s primarnimi
protitelesi proti katepsinu L (ov¢ja poliklonska pt, red¢ena s pufrom PBST v razmerju 1:
1460) ter s sekundarnimi protitelesi (proti ov¢ja poliklonska pt, konjugirana s HRP in
pripravljena v zajcu ter re¢ena s pufrom PBST v razmerju 1: 2000). Sledilo je razvitje lis in

detekcija s sistemom G-box.

Slika 9: Elektroforeza in detekcija
katepsina L s prenosom western, lisa -
katepsin L, nanos 0,5 ul; lisa 2-stari
katepsin X (0,94 mg/ml), nanos 1ul (0,94
ug); lisa 3- nas katepsin X (0,63 mg/ml),
nanos 1,5ul (0,94ug);
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4.3 Titracija aktivnega mesta katepsina X 7 inhibitorjem E-64
Delez aktivnega katepsina X smo dolocili z metodo titracije aktivnega mesta, z uporabo
sploSnega ireverzibilnega inhibitorja E-64 (naraScajoCe koncentracije) in substrata,

specifi¢nega za katepsin X.

120,00
100,00

80,00
60,00
40,00 B RFU/sec
20,00 I
0,00
0 10 15 30 45

konc. E-64 [nM]
Slika 10: Zacetna hitrost reakcije
(RFU/sec) v odvisnosti od
koncentracije splosnega cisteinskega
inhibitroja, E-64, pri stalni
koncentraciji substrata Abz-Phe-Glu-
Lys(Dnp)-OH;

RFU/sec

Razmerje vezave med encimom in inhibitorjem smo dolocili iz razmerja med molarno

koncentracijo inhibitorja in molarno koncentracijo encima.

120 f(x) = -76,16x + 107,61
L R = 0,97
100
[
80 |
.y
3 ~_ povpreéje
& 40 e e Linearna (povprecje)
20
0

o 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

[VIE]
Slika 11: Diagram odvisnosti zacetne hitrosti (RFU/sec) od razmerja
med molarno koncentracijo inhibitorja in molarno koncentracijo
encima [I]/[E];
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Premica seka x os pri vrednosti 1'41, kjer je reakcijska hitrost enaka O in kjer je
koncentracija aktivnega mesta enaka koncentraciji inhibitorja. Koncentracija inhibitorja je
70,5 nM. Ce upostevamo $e zaletno red¢itev encima in povpreéno koncentracijo celotnega

proteina, imamo aktivnega 85% encima.

4.4 Testiranje inhibitorjev na specificen substrat za katepsin X

Testirali smo aktivnost osmih inhibitorjev ob prisotnosti substrata Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-

OH, specifi¢nega za katepsin X.

6,00
5,00
4,00
8 3,00
E 2,00 B RFU/sec povp.
all
0,00
CLT MCP3 CNP 1C
neg.kontrola MCP1 MCP4 PIC 2N

inhibitorji
Slika 12: Povprecne vrednosti RFU/sec pri vsakem
inhibitorju in standardna napaka;

Za vsak inhibitor smo testiranje opravili dvakrat v dveh ponovitvah. Pri drugem testiranju

smo dobili podobne rezultate (glej prilogo).
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Povprec¢ne vrednosti RFU/sec posameznih inhibitorjev smo nato primerjali s povpre¢no

vrednostjo RFU/sec kontrole. Tako smo dobili aktivnost.

2,00
1,80
1,60
1,40
1,20

1,00
0,80 0 akiivnost
0,60 I aktivnost2
0‘40 B powprecje
0,20
0,00

CLT

MCP 3 CNP 1C
neg.kontrola MCP 1 MCP 4 PIC 2N

aktivnost

inhibitorji
Slika 13: Primerjava aktivnosti inhibitorjev pri dveh testiranjih (sivi in
svetlo modri stolpci) in povprecje aktivnosti s standardno napako
(temno modri stolpci),;

S statisticno metodo ,,t-test“ smo preverili, ali obstajajo statisticno znalilne razlike med
vrednostmi RFU/sec kontrole in vrednostmi RFU/sec vzorca (Clt in Mcpl). Naredili smo

enostranski t-test.

inhibitor P-wednost
Clt 0,000
Mcp1 0,002

S 5% stopnjo znacilnosti (a=0,05) lahko trdimo, da obstajajo statisti¢no znacilne razlike v
inhibiciji katepsina X. Pri dveh inhibitorjih, pri klitocipinu in makrocipinu 1, opazimo

zniZanje aktivnosti, medtem ko pri ostalih znizanja prakti¢no ni.
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Zanimala nas je koncentracijska odvistnost inhibicije katepsina X. Za klitocipin smo

naredili dvakrat po dve ponovitvi.

4,500
4,000

3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000

0,000 0,001 0,010 0,100 0,500 1,000

RFU/sec

konc. Clt [uM]

Slika 14: Koncentracijska odvistnost inhibicije
katepsina X; povprecne vrednosti RFU/sec s
pripadajoco standardno napako, prvo testiranje;
koncentracija inhibitorja klitocipina od 1 nM do 1
ubM;

Podobne rezultate smo dobili tudi pri drugem testiranju (glej prilogo).

Vrednosti RFU/sec posameznih koncentracij klitocipina smo primerjali z vrednostjo

RFU/sec negativne kontrole (encim brez inhibitorja) in dobili aktivnost.

43



Zgonc A: Vpliv zaviralcev klitocipina in makrocipina na aktivnost katepsina X, izrazenega
v kvasovki Pichia pastoris. Diplomsko delo.

1,400

1,200

1,000
0,400
0,200
0,000

0,001 0,100 1,000
0,000 0,010 0,500
konc. ClIt [uM]

o o
[o2 3o ]
o o
o O

aktivnost

Slika 15: Primerjava aktivnosti klitocipina v
odvisnosti od njegove koncentracije (prvo
testiranje), aktivnost negativne kontrole
(encim brez inhibitorja) je 1,

Primerjali smo tudi aktivnosti klitocipina v odvistnosti od njegove koncentracije pri dveh

testiranjih.

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

aktivnost

OAKT1
EAKT2
B powp.

0,00 0,10 0,50 1
konc. Clt [uM]

Slika 16: Primerjava aktivnosti klitocipina v odvisnosti
od njegove koncentracije (0,1uM, 0,5uM in 1uM) pri
dveh testiranjih (sivi in svetlo modri stolpci) in
povprecje aktivnosti s standardno napako (temno modri
stolpci),
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Naredili smo tudi t-test in ugotovili, da lahko s 5% stopnjo znacilnosti trdimo, da obstajajo
znacilne razlike med vrednostjo kontrole in vrednostjo inhibicije pri 0,5 uM in 1uM

koncentraciji klitocipina.

konc. Clt [uM] | p- wednost
1,000 0,000
0,500 0,000
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4.5 Dolocanje konstante inhibicije 7 razli¢nimi koncentracijami substrata
Za makrocipin 1 in klitocipin smo dolo¢ili konstanto inhibicije s pomocjo graficnih metod

po Dixonu in po Cornish-Bowdnu ter s pomocjo programa SigmaPlot.

Primer dolocanja Ki za Mcp1 po dveh graficnih metodah, po Dixonu in Cornish-Bowdnu.
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Slika 17: Dolocanje Ki z graficno metodo po Dixonu: predstavitev
encimsko kineticnih podatkov, s katerimi lahko doloc¢imo Ki; 1/v
(reciprocna vrednost hitrosti) v odvisnosti od koncentracije inhibitorja
(Mcp 1) pri stalnih koncentracijah substrata: modre tocke-
c(sub.)=1780 uM, rdece tocke-c(sub.)=590 uM, svetlo modre tocke-
c(sub.)=404 uM, zelene tocke-c(sub.)=300 uM
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Slika 18: Graficna metoda po Cornish-Bowdnu za dolocanje Ki in tipa
encimske inhibicije; S/v (koncentracija substrata/hitrost) v odvisnosti
od koncentracije inhibitorja (Mcpl) pri stalnih koncentracijah
substrata: modre tocke-c(sub.)=1780 uM, rdece tocke-c(sub.)=590
uM, svetlo modre tocke-c(sub.)=404 uM, zelene tocke-c(sub.)=300
uM

Kineti¢ne rezultate smo analizirali tudi v programu SigmaPlot. Relativno najbolj ustrezen

model oz. tip encimske inhibicije smo izbrali na podlagi AICc.

Ki za Mcp 1(prva ponovitev) 12,23 + 1,82 uM (nekompetitivni inhibitor)

Ki za Mcp 1(druga ponovitev) 10,37 £ 0,96 uM (nekompetitivni inhibitor)
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Primer grafi¢nega dolo¢anja Ki za klitocipin:
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Slika 19: Dolocanje Ki z graficno metodo po Dixonu: predstavitev encimsko
kineticnih podatkov, s katerimi lahko dolocimo Ki; 1/v (reciprocna vrednost
hitrosti) v odvisnosti od koncentracije inhibitorja (Clt) pri stalnih
koncentracijah substrata: modre tocke-c(sub.)=1780 uM, rdece tocke-
c(sub.)=590 uM, svetlo modre tocke-c(sub.)=404 uM, zelene tocke-
c(sub.)=300 uM
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Slika 20: Graficna metoda po Cornish-Bowdnu za dolocanje Ki in tipa
encimske inhibicije; S/v (koncentracija substrata/hitrost) v odvisnosti od
koncentracije inhibitorja (Clt) pri stalnih koncentracijah substrata: modre
tocke- c(sub.)=1780 uM, rdece tocke- c(sub.)=590 uM, svetlo modre tocke-
c(sub.)=404 uM, zelene tocke- c(sub.)=300 uM.

Tudi za klitocipin smo dvakrat dolocili Ki s pomo¢jo programa SigmaPlot:

Ki (Clt) prva ponovitev 27,70 £ 5,46 uM  (kompetitivni inhibitor)

Ki (Clt) druga ponovitev 18,29 + 2,64 uM (nekompetitivni inhibitor)
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5.RAZPRAVA

Biotehnologija je ena izmed najhitreje razvijajo¢ih se tehnologij. Poleg rastlinske,
mikrobne in okoljevarstvene biotehnologije ter zivalske pridelave, je najvecji razcvet
dozZivela farmacevtska biotehnologija z rekombinantnimi zdravilnimi u¢inkovinami in z
genskim zdravljenjem. Z razvojem genskega inzenirstva je farmacevtska biotehnologija
razvila nove metode za proizvodnjo spojin proteinskega izvora, ki jih zaradi omejene
koli¢ine naravnih virov ni mogoce dobiti v zadostni koli¢ini ali pa je izkoriSCanje naravnih
virov (celice, tkiva, organi) eti¢no sporno.

Ker se danes rekombinantni proteini vse ve¢ uporabljajo v raziskovalne, industrijske in
terapevtske namene, se je povecala tudi potreba po ucinkovitih ekspresijskih sistemih.
Vsak protein je edinstven in zato ni nekega pravila, katere proteine izrazimo s katerimi
ekspresijskimi sistemi. Pri proizvodnji encimov in proteinov za raziskovalne in industrijske
namene Zelimo, da je izbran sistem za izrazanje donosnejSi od tradicionalne tehnologije
pridobivanja. Tu je pomembno, da je gojenje proizvodnega organizma nezahtevno in
ekonomicno. V primeru rekombinantnih zdravilnih u€inkovin, namenjenih ljudem, pa je v
prvi vrsti pomembna varnost in odsotnost patogenih organizmov. Zaradi potencialne
imunogenosti je izbira ekspresijskega sistema zelo pomembna, prav tako je pomemben tudi
sam proces izolacije in ¢iS¢enja.

Rekombinantne proteine lahko pripravimo v razli¢nih ekspresijskih sistemih. Poznamo po
Gramu negativne bakterije (Echerichia coli, Pseudomonas fluorescens), po Gramu
pozitivne bakterije (Bacillus subtilis, Staphylococcus carnosus), kvasovke (Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha), nitaste glive (Aspergillus sojae, A.
oryzae, Penicillinum roqueforti), rastlinske kulture (celi¢ne kulture (kulture suspenzijskih
celic, kalusne kulture na agarnem gojiscu), tkivne kulture (kulture koreninskih laskov)),
transgene rastline, insektne celice z bakulovirusnim ekspresijskim sistemom, sesalske
celi¢ne kulture (sesalske gostiteljske celice (CHO- ovarijske celice kitajskega hrcka, BHK-

ledvi¢ne celice mladi¢a hr¢ka, mi§je mielomske celice NSO)) in transgene zivali.

Enostavne proteine pridobivamo v bakterijah, kompleksnejSe proteine, ki so sestavljeni iz

ve¢ podenot pa lahko pridobivamo le s pomocjo visjih evkariontov, saj zahtevajo
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posttranslacijske spremembe in imajo ve¢ disulfidnih vezi.

Po Gramu negativna bakterija E. coli je bila prvi organizem, ki je bil uporabljen za
proizvodnjo rekombinantnih proteinov. Proteini se pogosto zberejo v inkluzijskih telesih
kot netopni in bioloSko neaktivni agregati. Sama izolacija je enostavna, renaturacija
proteina v aktivno obliko pa je zahteven in drag proces. Bakterija se je zaradi enostavnega
genskega spreminjanja, dobre raziskanosti in nezahtevnih fermentacijskih postopkov
razvila iz modela za znanstvene raziskave v industrijski mikroorganizem.

Svojevrstne ekspresijske sisteme predstavljajo tudi po Gramu pozitivne bakterije, ki imajo
to moznost, da proteine izlo¢ijo neposredno v gojis¢e. Tako se pogosto pridobivajo
tehni¢ni homologni encimi, kot so lipaze, proteaze, amilaze in drugi hidroliti¢ni encimi.
Glivni ekspresijski sistemi zdruzujejo prednosti evkariontov in bakterij, ter so primerni za
proizvodnjo kompleksnih heterolognih proteinov. Kvasovke so evkariontske celice, ki so
sposobne rasti pri velikih celiénih gostotah. Omogocajo tudi posttranslacijske spremembe
rekombinantnih proteinov. Kvasovka Saccharomyces cerevisiae se ze vrsto let uporablja v
prehrambene namene in je zaradi varnosti pridobila status GRAS (Generally Recognized
as Safe). Zaradi sploSne priznane varnosti se uporablja tudi za proizvodnjo
rekombinantnega inzulina in nekaterih rekombinantnih cepiv. Tezavi, ki omejujeta njeno
uporabo sta hiperglikozilacija in nepravilna glikozilacija. Pri metilitrofnih kvasovkah
(Pichia pastoris, Hansenula polymorpha) je hiperglikozilacija manjSa, do nepravilne
glikozilacije sicer lahko pride, vendar ta ni imunogena kot v primeru Saccharomyces

cerevisiae. (72)

Cloveski prokatepsin X smo izrazili v kvasovki P. pastoris po e objavljeni metodi (61). V
gojisce se je izlocil v obliki topnega proteina. Da bi ga lahko okarakterizirali, smo ga

morali izolirati iz gojiS¢a, mu odstraniti vse necistoce in ga na koncu tudi aktivirati.

Kot ekspresijski sev smo uporabili sev GS115, klon S41, ki je vseboval plazmid pPIC9 z

vstavljeno cDNA cloveskega prokatepsina X (fuzijski konstrukt signalnega zaporedja

prepro-faktorja & z zaporedjem tarénega proteina). Za optimalno izrazanje smo upostevali

smernice Invitrogena. IzraZanje v gojiséu BMMY je potekalo 72h, vsakih 24h pa smo v
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gojis¢e dodali metanol do koncentracije 0,5%, saj je za indukcijo visokega nivoja
prepisovanja AOX1 oz. gena, ki kodira na§ protein, le-ta potreben. Po konc¢ani ekspresiji
smo gojis¢e 5 min centrifugirali, supernatant s topnim prokatepsinom X pa skoncentrirali
na ultrafiltru. Koncentrat smo nato dializirali z Na-acetatnim pufrom s pH 5,0. Glavno
metodo CiS¢enja je predstavljala ionsko-izmenjevalna kromatografija. Prokatepsin X smo
iz kolone eluirali z dodatkom 0,6M NaCl. Glede na vrednost absorbance (A) pri 280 nm
smo zdruzenim frakcijam izmerili vsebnost prokatepsina X z uporabo ekstinkcijskega

koeficienta (E 1%, lcm), znacilnega za (pro)katepsin X.

Prisotnost proteina, uspesnost ¢iS€enja in uspeSnost njegove aktivacije smo preverili z
analizo SDS PAGE in s prenosom proteinov na membrano. Prisotnost proteinov (slika 7,
lisa 1) smo pokazali z barvanjem elektroforeznega gela z barvilom Coomassie brilliant
blue, ki v kislem z bazi¢nimi aminokislinami tvori kompleks. Na s/iki 7. vidimo, da je
vzorec pred kromatografijo vseboval Se nekatere druge proteine, katerih v konénem vzorcu
(slika 7, lisa 5) ne zasledimo ve¢. Teh proteinov ni veliko, kar potrjuje prednost izbranega
ekspresijskega sistema. Identiteto lise smo s prenosom western potrdili s specifiénimi

protitelesi proti katepsinu X.

Iz slik 7. in 8. je razvidno, da je bilo ¢iSCenje prooblike uspesno oz. da je bila ionsko
izmenjevalna kromatografija u¢inkovita izbira za ¢iS¢enje prooblike nasega proteina. V
procesu do aktivacije smo zasledili tudi manjSo izgubo prokatepsina X (lisa pri §t. 4 (slika
7.)).

Za detekcijo katepsina X na membrani smo uporabili monoklonska protitelesa 3B10, ki
prepoznajo tako prokatepsin X kot aktiven katepsin X. Kje se nahaja epitop za vezavo
protitelesa, Se ni znano.

Prokatepsin X v in vitro pogojih ni zmoZen avtoaktivacije, kaze pa, da je poleg encimske
aktivacije mozna tudi neencimska aktivacija prokatepsina X ob prisotnosti DTT (73). Ob
dodatku DTT naj bi priSlo do cepitve disulfidne vezi med cisteinom aktivnega mesta in
cisteinom proregije. Na ta nacin naj bi se proregija umaknila iz aktivnega mesta in tako
omogocila dostop substratom/protitelesom do kataliticnega mesta. Uspesnost neencimske
aktivacije prooblike je slabSa v primerjavi z encimsko aktivacijo. (73) Mi smo za aktivacijo

uporabili rekombinantni katepsin L v pufru z dodanim DTT. Encimska aktivacija je
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zahtevala nadaljnje CiS€enje. Puzer in sodelavci so sprva za odstranitev katepsina L
uporabili kromatografsko metodo (SP Sepharose Fast Flow) pri pH 4,4, vendar se ta proces
ni izkazal za u€inkovitega (61). Zato smo uporabili metodo imunoprecipitacije in katepsin
L odstranili s pomoc¢jo ovcjih protiteles, ki so tvorila imunski kompleks s katepsinom L v
nanomolarnem koncentracijskem obmocju in protein A sefarozo, ki je ta kompleks oborila.
V naSem primeru se je metoda imunoprecipitacije izkazala za uspes$no, saj je ucinkovito
odstranila rekombinantni katepsin L. To smo pokazali z SDS poliakrilamidno gelsko
elektroforezo in z metodo prenosa western. Po inkubaciji membrane s primarnimi
protitelesi proti rekombinantnemu katepsinu L in po uporabi ustreznih sekundarnih
protiteles, konjugiranih s peroksidazo, smo namre¢ potrdili, da smo ucinkovito odstranili
katepsin L (slika 7, lisa 3).

Uspesna je bila tudi sama aktivacija katepsina X, saj je lisa §t. 5 (sliki 7. in 8.) nizje od
ostalih lis. Molekulska masa aktivne oblike katepsina X je ~33000 Da, molekulska masa
njegove prooblike pa ~36000 Da. Iz slik 7. in 8. vidimo, da molekulska masa starejSega
katepsina X ustreza velikosti prooblike. Ena mozna razlaga je nepopolna aktivacija pri
prejsSnjem postopku aktivacije, druga mozna razlaga pa ponovna vezava proregije preko
disulfidnih vezi z aktivnim mestom. Znano je, da aktiviran encim za svojo kataliticno
aktivnost vedno potrebuje prisotnost reducenta (v nasem primeru cisteina) v aktivacijskem
pufru, ki sprosti aktivno mesto. Res pa je tudi, da molekulske mase rekombinantnih
proteinov, izrazenih v kvasovki P. pastoris lahko tudi variirajo, kar je posledica

raznolikosti v glikozilaciji.

Po aktivaciji smo ponovno spektrofotometricno z merjenjem A pri 280 nm in z uporabo
ekstinkcijskega koeficienta (27,4 /[M*cm]) dolocili koncentracijo katepsina X na
NanoDropu. Tokrat je bila koncentracija niZja od koncentracije prooblike, kar verjetno
kaze na izgube v procesu cisCenja katepsina X od katepsina L oz. na izgube pri
ultracentrifugiranju vzorca pred samo aktivacijo.

Spektrofotometricno smo dolocili tudi koncentracijo pred (zbrane frakcije iz kolone) in po
aktivaciji z merjenjem A pri 280 nm. Koncentracija je bila veliko visja (pred: 1,3 mg/ml;
po aktivaciji: 0,9 mg/ml).

Koncentracijo smo dolocili Se s kolorimetri¢no metodo DC. Tu smo dolocili koncentracijo
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katepsina X s pomocjo standardne krivulje. Za standard smo uporabili razli¢ne redc¢itve
albumina, pripravljenega v enakem pufru, v katerem se je nahajal katepsin X. Testiranje
smo izvedli dvakrat. Koncentraciji sta bili sicer nekoliko vi§ji od koncentracij, dobljenih
spektrofotometricno z uporabo E1%,1cm, vendar vseeno primerljivi. Kaj je razlog za vecjo

koncentracijo ob upostevanju samo A pri 280 nm, ni jasno.

Ker se tekom izolacije del proteina ireverzibilno denaturira, je potrebno dolociti delez
aktivnega encima. Molarno koncentracijo aktivne oblike katepsina X smo dolocili z
metodo titracije aktivnega mesta. Pri doloCanju deleza aktivnega encima smo imeli teZave,
katere gre zelo verjetno pripisati prej omenjenim tezavam dolocCitve koncentracije

katepsina X. Ob upostevanju povprecja koncentracij imamo aktivnega 85% encima.

Peptidaze in njihovi inhibitorji so prisotni v vseh Zivih organizmih. Ker so peptidaze
udeleZene tako pri fizioloskih kot pri patoloskih procesih, je kontrola njihove aktivnosti s
strani inhibitorjev zelo pomembna. IzraZanje lizosomske cisteinske peptidaze katepsina X
je povezano z boleznimi imunskega sistema in z nevrodegenerativnimi obolenji. Odkrili so
tudi poveCano izlo¢anje prokatepsina X pri napredovanju dolo¢enih tipov raka. Z
namenom iskanja inhibitorjev katepsina X, smo v diplomski nalogi testirali osem
inhibitorjev 1z gob: klitocipin, makrocipini (1,3,4), knispin, kospin in inhibitorja 1C in 2N.
Gre za proteinske inhibitorje z znaCilnim P-triperesnim zvitjem, ki po klasifikaciji
MEROPS pripadajo razliénim druzinam. Znano je, da so mikocipini v vecini cisteinski
peptidazni inhibitorji, kospin in knispin sta inhibitorja serinskih peptidaz, inhibitorja 1C in
2N pa smo testirali zaradi znacilne strukture B-triperesnega zvitja. Zvitje je sestavljeno iz
zank (potencialno reaktivnih), ki se razlikujejo po obliki in sestavi in lahko inhibirajo vec¢
razredov peptidaz (katepsine, asparaginil endopeptidaze (AEP), kruzipain, tripsin,
kimotripsin, elastaze, subtilisin, amilaze). (74) Ker spada katepsin X med cisteinske

peptidaze, bi lahko pricakovali, da bodo mikocipini zmanjsali kataliticno aktivnost encima.

Kljub temu, da imajo vsi predstavniki v strukturi znacilno B zvitje, smo s testiranjem
potrdili, da zgolj prisotnost tega elementa (npr. pri 1C in 2N) ni bil zadosten pogoj za
inhibicijo katepsina X. Pomemebno je tudi ujemanje v aminokislinskem zaporedju.

Od vseh inhibitorjev sta samo dva (CIt in Mcpl) pokazala inhibitorno aktivnost do
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karboksipeptidaze. Verjetno je razlog v njuni podobni strukturi. Makrocipini in klitocipini
(mikocipini) imajo namre¢ strukturno gledano enako zvitje. Struktura spominja na drevo,

sestavljeno i1z debla, kros$nje in korenin.

Ugotovili so, da je za raznoliko vezavo mikocipinov na razli¢ne peptidazne tipe odlocilen
centralni del B-triperesnega zvitja, ki ga sestavlja 6 B-antiparalelnih niti v obliki sodcka.
Kot Ze omenjeno, si s predstavniki druzine I3 po klasifikaciji MEROPS (inhibitorji
serinskih proteaz Kunitzovega tipa) delijo strukturo B-triperesnega zvitja. Ker je podobnost
v zaporedju med druZinami nizka tudi znotraj tega zvitja, to potrdi dejstvo, da so
mikocipini drugacni od druzine 13.

Pri inhibiciji so lahko udelezene razlicne zanke B-triperesnega zvitja. Pri mikocipinih naj bi
bili pri inhibiciji papainu podobnih cisteinskih peptidaz udelezeni zanki f1-B2 in f3-p4.

Kljub temu imajo mikocipini razli¢ne inhibitorne posebnosti (47).

Najvecja podobnost med makrocipini in klitocipini v strukturi in v aminokislinskem
zaporedju je v delu, ki je sestavljen iz B-niti (deblo). Ker to predstavlja le kratek del vsega
zaporedja nam to razloZi dejstvo, zakaj je njuna podobnost v aminokislinskem zaporedju
nizka (17-21%). (45) Verjetno razlike v zaporedju prispevajo tudi k razlikam v inhibitorni
aktivnosti do katepsina X.

Visoka raznolikost v genskem zaporedju pri makrocipinih vpliva na njihovo inhibitorno
aktivnost, kar se je izkazalo tudi v naSem primeru, saj je Mcp 1 pokazal doloceno

inhibitorno aktivnost do katepsina X, medtem ko Mcp 3 in Mcp 4 encima nista inhibirala.

Vemo, da mikocipini inhibirajo endopeptidaze iz papinske druzine (papain, katepsine L, K,
V, S) v nanomolarnem obmocju, eksopeptidaze pa z vi§jimi konstantami inhibicije (43,

45).

Ker sta Mcpl in CIt pokazala doloceno inhibitorno aktivnost do katepsina X, smo jima
dolo¢ili tudi inhibicijsko konstanto. S programom SigmaPlot smo dolo¢ili Ki in tip oz.
nacin encimske inhibicije za oba inhibitorja.

Ki je pri obeh inhibitorjih v mikromolarnem obmocju in sicer Ki= 23,0 = 4,1 uM za Clt in
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Ki=11,3 + 1,4 uM za Mcpl. Za makrocipin 1 je program obakrat relativno med vsemi
modeli izbral nekompetitivni na¢in inhibicije encima, pri klitocipinu pa je program najpre;j

izbral kompetitivni nacin, ob drugi ponovitvi pa nekompetitivni nacin inhibicije.

Ce bi zeleli natan¢no dologiti konstanto inhibicije, bi morali poseci po kaki drugi metodi
(npr. metoda Scatchard), kar pa tu ni bilo smiselno, saj sta oba inhibitorja Sibka in ne bosta

uporabna kot inhibitorja katepsina X.

Kineti¢ne rezultate smo prikazali tudi z dvema graficnima metodama, po Dixonu in
Cornish-Bowdnu. Metodi predstavljata enostavno oceno inhibicijske konstante in nacina
inhibicije.

V primeru, da bi analizirali podatke graficno samo po eni metodi, ne bi mogli nedvoumno
dolo¢iti nacina inhibicije. Dolgo Casa se je Ki kompetitivnih inhibitorjev doloc¢al po metodi
Dixon, vendar pa metoda ne razlikuje nedvoumno med kompetitivnim in meSanim
nac¢inom inhibicije (76). Zaradi tega so uvedli novo metodo po Cornish Bowdnu (CB), ki je
podobna prvi, ne lo¢i pa vedno med akompetitivnim in meSanim tipom inhibicije. V
dolocenih primerih sta si metodi tudi komplementarni, ker omogocata dolocitev Ki in Ki’

(disociacijska konstanta ESI- encim, substrat, inhibitor). (76)

V naSem primeru, ko sta inhibitorja Sibka, grafi€no teZko ocenimo nacin inhibicije, Ki pa
ne moremo dolociti, saj nasi grafi odstopajo od idealnih modelov. Za makrocipin 1 lahko
ocenimo, da gre za nekompetitivni tip inhibitorja, saj se vsaj tri premice pri obeh grafih (in
obeh testiranjih) sekajo na osi x. Poleg tega smo tudi s programom SigmaPlot obakrat
dolo¢ili, da je Mcpl verjetno nekompetitivni inhibitor, zato lazje s pomocjo grafov
sklepamo na ta tip. Pri klitocipinu je drugade. Ze s programom SigmaPlot smo imeli teZave
pri dolo€anju Ki in nacina inhibicije. Obakrat smo dobili drugacne rezultate. Prav tako

tudi grafi¢no ne moremo nedvoumno doloc¢ili na¢ina inhibicije.
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6.SKLEP

Za izrazanje rekombinantnega proteina prokatepsina X smo izbrali metilotrofno kvasovko
Pichia pastoris. V gojisce se je izlocil v obliki topnega proteina. Prokatepsin X smo iz
gojisca izolirali, ga ocistili in aktivirali z rekombinantnim katepsinom L. Prisotnost
proteina, uspesnost aktivacije in uspesnost ¢is¢enja smo potrdili z SDS-PAGE analizo in s
prenosom proteinov na membrano. Katepsinu X smo dolocili masno koncentracijo (po
dveh metodah- spektrofotometri¢no in kolorimetri¢no) in aktivnost. Pri doloc¢anju deleza
aktivnega encima smo imeli tezave. Te so verjetno posledica tezav pri dolocanju
koncentracije. Ob upostevanju povprecne koncentracije (0,63 mg/ml), imamo aktivnega
85% encima.

Drugi del diplome je predstavljal testiranje osmih inhibitorjev, izoliranih iz gob, da bi
ugotovili morebitno inhibicijo katepsina X. Od vseh sta dva, klitocipin in makrocipin 1,
pokazala doloc¢eno inhibitorno aktivnost. S programom SigmaPlot smo jima dolo¢ili
konstanti inhibicije, ki znaSata 23,0 + 4,1 uM za klitocipin in 11,3 £1,4 uM za makrocipin
1.
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Zgonc A: Vpliv zaviralcev klitocipina in makrocipina na aktivnost katepsina X, izrazenega
v kvasovki Pichia pastoris. Diplomsko delo.

8.PRILOGE:

8.1 Testiranje inhibitorjev na specificen substrat za katepsin X:
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Slika 21: Povprecne vrednosti RFU/sec pri vsakem
inhibitorju in standardna napaka, drugo testiranje;
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Slika 22: Koncentracijska odvistnost inhibicije katepsina X;
povprecne vrednosti RFU/sec s pripadajoco standardno
napako, drugo testiranje, koncentracija inhibitorja
klitocipina od 50 nM do 1 uM;
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Zgonc A: Vpliv zaviralcev klitocipina in makrocipina na aktivnost katepsina X, izrazenega
v kvasovki Pichia pastoris. Diplomsko delo.

8.2 Dolocanje konstante inhibicije 7 razlicnimi koncentracijami substrata

Dolocanje Ki za Mcp 1, drugo testiranje:
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Slika 23: Dolocanje Ki z graficno metodo po Dixonu: predstavitev encimsko
kineticnih podatkov, s katerimi lahko dolocimo Ki; 1/v (reciprocna vrednost hitrosti) v
odvisnosti od koncentracije inhibitorja (Mcp 1) pri stalnih koncentracijah substrata:
modre tocke-c(sub.)=1780 uM, rdece tocke-c(sub.)=590 uM, svetlo modre tocke-
c(sub.)=404 uM, zelene tocke-c(sub.)=300 uM, drugo testiranje;
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Zgonc A: Vpliv zaviralcev klitocipina in makrocipina na aktivnost katepsina X, izrazenega
v kvasovki Pichia pastoris. Diplomsko delo.
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Slika 24: Graficna metoda po Cornish-Bowdnu za dolocanje Ki in tipa
encimske inhibicije; S/v (koncentracija substrata/hitrost) v odvisnosti od
koncentracije inhibitorja (Mcpl) pri stalnih koncentracijah substrata: modre
tocke-c(sub.)=1780 uM, rdece tocke-c(sub.)=590 uM, svetlo modre tocke-
c(sub.)=404 uM, zelene tocke-c(sub.)=300 uM, drugo testiranje,
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Zgonc A: Vpliv zaviralcev klitocipina in makrocipina na aktivnost katepsina X, izrazenega
v kvasovki Pichia pastoris. Diplomsko delo.

Dolocanje Ki za CIt, drugo testiranje:
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Slika 25: Dolocanje Ki z graficno metodo po Dixonu: predstavitev encimsko
kineticnih podatkov, s katerimi lahko doloc¢imo Ki; 1/v (reciprocna vrednost hitrosti)
v odvisnosti od koncentracije inhibitorja (Clt) pri stalnih koncentracijah substrata:
modre tocke-c(sub.)=1780 uM, rdece tocke-c(sub.)=590 uM, zelene tocke-
c(sub.)=300 uM, drugo testiranje,
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Zgonc A: Vpliv zaviralcev klitocipina in makrocipina na aktivnost katepsina X, izrazenega
v kvasovki Pichia pastoris. Diplomsko delo.

34,00
f(x) =1,47x + 25,92 }/
29,00 R?=0,91 N
w7
24,00 - i .
f(x) =1,25x +17,22 o
19,00 R?=0,99 - =
= f(x) =1,07x + 18,87 / — .tolpecs
{2,00 R?=0,92 . - - — Linearna (StolpecS)
e — — —— Linearna ()
9,00 —
’ ——
// — Linearna ()
4,00 —=
-1,00 — ‘ ‘ ‘ |
-20 -15 10 5 0 :

Slika 26: Graficna metoda po Cornish-Bowdnu za dolocanje Ki in tipa encimske
inhibicije; S/v (koncentracija substrata/hitrost) v odvisnosti od koncentracije
inhibitorja (Clt) pri stalnih koncentracijah substrata: modre tocke- c(sub.)=1780
UM, rdece tocke- c(sub.)=590 uM, zelene tocke- c(sub.)=300 uM, drugo testiranje;
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