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. POVZETEK

Katepsin S je cisteinska proteaza, ki ima v organizmu kljuéno vlogo pri pravilnem
delovanju specifiénega imunskega odziva. Poleg razgrajevanja imunogenih proteinov
sodeluje tudi pri zorenju molekul histokompatibilnostnega kompleksa tipa Il in je tako
potreben v procesu predstavitve antigenov limfocitom T CD4+. Povecano aktivnost
katepsina S so povezali z mnogimi bolezenskimi stanji, predvsem z avtoimunskimi
boleznimi in rakom. Ker je iskanje njegovih zaviralcev v zadnjem Casu vse veljega
pomena tudi v farmacevtski industriji, smo zeleli pridobiti zadostno koli¢ino aktivnega

katepsina S za testiranje zaviralne aktivnosti spojin Gii 2149, Gii 2458 ter nitroksolina.

V okviru magistrskega dela smo uspesno klonirali cDNA cloveskega prokatepsina S ter
rekombinantni protein izrazili v ekspresijskem sistemu seva GS115 metilotrofne kvasovke
Pichia pastoris. Kot ekspresijski vektor smo uporabili pPIC9, ki omogoca izraZanje
proteinov pod kontrolo moé¢no inducibilnega promotorja za alkoholno oksidazo ob
prisotnosti metanola. cDNA prokatepsina S smo v genom kvasovke vnesli z
elektroporacijo. Rekombinantni prokatepsin S se je v neaktivni obliki izlo¢al v gojisce, od
koder smo ga izolirali s pomo¢jo ionsko-izmenjevalne kromatografije in ga aktivirali z
inkubacijo na 37°C v prisotnosti DTT. Uspesnost izolacije smo preverili s pomo¢jo NaDS-
PAGE ter prenosa western. Koncentracijo aktivnega katepsina S smo dolocili s
spektrofotometri¢no metodo in s titracijo aktivnega mesta z zaviralcem E-64. Dolo¢ili Smo

koncentracijo 13,3 uM, kon¢ni izplen pa je znasal 0,55 mg/l kulture.

Analize aktivnosti rekombinantnega katepsina S so pokazale, da smo pridobili zadostno
koli¢ino aktivnega proteina za testiranje zaviralnega delovanja molekul Gii 2149, Gii 2458
in nitroksolina. Testiranje zaviralcev je pokazalo najvisjo stopnjo zaviranja v primeru Gii
2458, ki je zavrl aktivnost katepsina S Ze v nizkih nanomolarnih koncentracijah (10 nM).
Visoko stopnjo zaviranja smo opazili tudi v primeru Gii 2149, ki je zmanjSal aktivnost
katepsina S ob dodatku visjih nanomolarnih koncentracij (50-100 nM). Oba sta se izkazala
kot selektivna zaviralca katepsina S v primerjavi s katepsinom B. Rezultati nasega dela so
pokazali tudi, da nitroksolin v nizkih mikromolarnih koncentracijah ne vpliva bistveno na

aktivnost katepsina S.



1. ABSTRACT

Cathepsin S is a cysteine protease, known for its role in the proper function of the adaptive
immune system. In addition to degradation of immunogenic proteins it is involved in the
MHC class Il antigen presentation. Its increased activity has been linked to various
diseases, mostly autoimmune disorders and cancer. Recently it has drawn attention as a
potential drug target what has led to the searching of its selective inhibitors. Our goal was
to obtain active recombinant cathepsin S which would allow us to evaluate the potential

inhibitory action of compounds Gii 2149, Gii 2458 and nitroxoline.

We have successfully cloned a cDNA coding for human procathepsin S and the
recombinant protein was expressed in methylotrophic yeast Pichia pastoris, strain GS115.
We used pPIC9 vector for extracellular expression under the control of strong inducible
AOX promoter in the presence of methanol. Integration of the gene into yeast chromosome
was achieved by electroporation. Recombinant procathepsin S was secreted to the medium
in inactive form and purified by ion-exchange chromatography. Since it is capable of
autoactivation, it was activated by incubation at 37°C in the presence of DTT. Purified
cathepsin S was analyzed by SDS-PAGE and western blotting. The concentration of
obtained protein was determined by spectrophotometry (e= 78250 M*cm™ and by active-
site titration with E-64, irreversible inhibitor. The concentration was 13,3 uM and the yield

0,55 mg/l culture.

Activity assays have shown that sufficient amount of active cathepsin S was obtained for
testing of selected compounds. The highest degree of inhibition was observed for Gii 2458,
which was found to inhibit cathepsin S in the range of low nanomolar concentrations (10
nM). High level of inhibition was observed also in the case of Gii 2149, which reduced the
activity of cathepsin S in nanomolar concentrations (50-100 nM). Both compounds were
shown to be selective for cathepsin S, showing no effect on the activity of cathepsin B. Our
results also show that the activity of cathepsin S remains practically unchanged in the

presence of low micromolar concentrations of nitroxoline.



111. SEZNAM OKRAJSAV

Aogo— absorbanca pri 280 nm

bp — bazni par

BSA — goveji serumski albumin

catB — katepsin B

catS — katepsin S

cDNA — komplementarna DNA

dH,0 — destilirana voda

DNA — deoksiribonukleinska kislina

DMSO - dimetilsulfoksid

DTT - ditiotreitol

EDTA — etilendiamintetraocetna kislina

HRP — hrenova peroksidaza

IPTG — izopropil B-D-tiogalaktozid

NaDS — natrijev dodecil sulfat

NaDS-PAGE - poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS
ODggo — opti¢na gostota pri 600 nm

PCR (polymerase chain reaction) - veriZna reakcija s polimerazo
RFU — relativna enota fluorescence

TEMED — N,N,N',N'- tetrametiletilendiamin

Tris — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propanol

X-gal — 5-bromo-4-kloroindol-3-il-B-D-galaktopiranozid
[E] — molarna koncentracija encima

[Z] — molarna koncentracija zaviralca

Vi



1. UVOD

1.1 PEPTIDAZE

Peptidaze so encimi, ki katalizirajo ireverzibilno razgradnjo peptidne vezi in imajo
pomembno vlogo v mnogih fizioloskih procesih ter pri zagotavljanju homeostaze. Na
podlagi aminokislinskega preostanka v aktivnem mestu encima, ki dolo¢a nukleofilno
skupino, razdelimo peptidaze v 8 skupin z razli¢nimi mehanizmi katalitskega delovanja.
To so serinske, cisteinske, treoninske peptidaze ter glutamatne, aspartatne in
metaloproteaze. Prav tako obstajajo peptidaze z meSanim ter neznanim mehanizmom

katalize. (1)

Klasifikacijski sistem MEROPS razdeli peptidaze glede na evolucijsko podobnost in
stopnjo podobnosti v aminokislinskem zaporedju na druzine, skupine sorodnih druzin pa so

zdruzene v klane glede na podobnosti v strukturi proteinov in mehanizmu katalize. (1)

1.2 KATEPSINI

Vecina katepsinov spada med cisteinske peptidaze in so razvrS¢eni v druzino CA1l —
papainu podobne peptidaze. V ¢loveskem genomu je zapis za vsaj 11 razli¢nih cisteinskih
katepsinov, Ki jih ozna¢ujemo s ¢rkami (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W, X). Katepsin G ima
v aktivnem mestu serin, katepsina D in E pa sta aspartatni peptidazi. Ve¢inoma delujejo
kot endopeptidaze, kar pomeni, da Kkatalizirajo razgradnjo peptidne vezi znotraj
polipeptidnih verig proteinov. lzjemi sta le katepsina C in X, ki imata eksopeptidazno
aktivnost ter katepsina B in H, ki izkazujeta tako endo- kot eksopeptidazno aktivnost. (1)

@)

Katepsini so pomembne regulatorne in signalne molekule v Stevilnih procesih, kot so
zagotavljanje ravnoteZja med sintezo in razgradnjo proteinov, procesiranje antigenov v
imunskem sistemu ter preoblikovanje kostnega tkiva z osteoklasti. Udelezeni so v razli¢nih
proteolitskih kaskadah in neravnovesje v njihovem izraZzanju lahko vodi do razli¢nih

bolezenskih stanj, kot so avtoimunske bolezni, kroni¢na vnetja, artritis in diabetes. (3) Za

1



veéino predstavnikov druzine katepsinov velja, da so najbolj aktivni v pH obmo¢ju med
45 in 6,5 in v reducirajo¢em okolju, zato se v aktivni obliki vefinoma nahajajo v
lizosomih ali endosomih. Velika vecina se jih konstitutivno izraza v vseh tkivih, izjema je
omejeno tkivno specifi¢no izrazanje katepsinov K, S in W. To dejstvo nakazuje, da imajo

bolj specificne vloge v posameznih tkivih. (2)

Ceprav natanten mehanizem vpletenosti $e ni znan, so $tevilne raziskave potrdile vlogo
cisteinskih katepsinov pri rakavih obolenjih. Pogosto so povecano aktivnost zaznali v
zgodnjih stopnjah razvoja bolezni. Vpliv posameznih katepsinov so v razli¢nih raziskavah
preuc¢evali na mi§jih modelih z zmanjSanjem ravni izrazanja (izbijanje genov) ali z
zmanjsevanjem aktivnosti posameznih katepsinov (povefano izrazanje endogenih
zaviralcev, vnos sintetiziranih zaviralcev) in ugotovili, da vplivajo na rast, migracijo in
sposobnost metastaziranja tumorskih celic. Pri tumorskih celicah pogosto pride tudi do
translokacije katepsinov na celicno membrano ali izlo¢anja v medceli¢nino. Motnje v
fizioloskem ravnovesju med katepsini in njihovimi endogenimi zaviralci lahko vodijo do
nenadzorovanega razgrajevanja proteinov v medceli¢nini (laminin, kolagen tipa 1V,

proteini, ki so pomembni za celicno adhezijo), kar lahko olaj$a migracijo tumorskih celic.

(2) (3)
1.3 KATEPSIN S

Katepsin S (catS, oznaka gena CTSS) so najprej odkrili v bezgavkah ter ga prvi¢ izolirali iz
vranice. (4) Uvrséamo ga v poddruzino katepsinu L-podobnih Kkatepsinov, saj najvec
podobnosti med ostalimi katepsini izkazuje s katepsinom L, s katerim ga povezuje 49%
homolognosti v aminokislinskem zaporedju. Njegov genski zapis se nahaja na kromosomu
1g21. (5)

Izraza se v profesionalnih antigen predstavitvenih celicah, kamor uvr§¢amo makrofage,
limfocite B in dendriticne celice. Najdemo ga tudi v neprofesionalnih antigen
predstavitvenih celicah, kot so celice ¢revesnega endotelija. Najvisje stopnje izraZanja so
zaznali v bezgavkah, vranici in alveolarnih makrofagih, odkrit pa je bil tudi v endoteliju zil
in v gladkih miSi¢nih celicah Zil, v celicah glie v moZganih, ¢revesju, $¢itnici ter v celicah

pigmentnega mrezni¢nega epitelija. (4) (6)



1.3.1 SINTEZA IN DOZOREVANJE KATEPSINA S

Zrel katepsin S je monomeren neglikoziliran encim velikosti 24 kDa. Sintetizira se kot
preproencim. Po odcepitvi pre-regije se transportira v Golgijev aparat, kjer poteCe
fosforilacija in se vzpostavijo disulfidne vezi med Cys126-Cys224, Cys136-Cys180,
Cys170-Cys213 in Cys272-Cys320. Pote¢e tudi vezava manoze-6-fosfata na edino
glikozilacijsko mesto v proteinu, ki se nahaja na proregiji (Asn104), kar usmeri protein v
lizosome, kjer se shrani kot neaktiven proencim velikosti 37 kDa. Propeptid namrec¢
substratom ovira dostop do aktivnega mesta in deluje kot intrinzi¢ni zaviralec aktivnosti.
Do aktivacije pride po avtokatalitski proteolizi N-terminalnega peptida (98 aminokislin

med mestoma 16-114), ki je lahko delno katalizirana s strani drugih peptidaz. (3) (4)

Znano je, da se dozorevanje katepsina S razlikuje od ostalih cisteinskih proteaz, pri katerih
avtokataliza potece le pri nizkih pH vrednostih. Vasiljeva in sod. so uspeli dokazati, da je
katepsin S sposoben tudi avtokatalitske odcepitve propeptida pri nevtralnem pH (pH=7,5)
ob prisotnosti dekstran sulfata. (7) Ze prisotnost signalnega peptida kaze, da nahajanje
katepsina S ni omejeno le na znotrajceli¢no okolje in dejstvo, da do aktivacije lahko pride
tudi pri visjih pH vrednostih izven lizosomov, podpira $irSo vlogo katepsina S v bioloskih

procesih.

1.3.2 FIZIOLOSKA VLOGA KATEPSINA S

V normalnih fizioloskih pogojih katepsin S z ostalimi katepsini sodeluje pri razgradnji
znotrajceli¢nih proteinov v lizosomu, ima pa tudi specificne funkcije. Od ostalih
katepsinov se lo¢i po tem, da je stabilen tudi pri nevtralnem pH, kar pomeni, da je lahko
aktiven tudi izven lizosomov. (8) V medceli¢nini Katalizira razgradnjo zunajceli¢nih
proteinov, kot so elastin, kolagen, fibronektin in laminin ter sodeluje v preoblikovanju

medceli¢nine. (4)

Poleg tega je njegova aktivnost izrednega pomena pri delovanju imunskega sistema. Poleg
razgrajevanja endocitiranih proteinov do antigenov sodeluje pri zorenju molekul glavnega
histokompatibilnostnega kompleksa tipa 1l (MHC I1) v limfocitih B, dendriti¢nih celicah in
makrofagih. (3) (9) (10) MHC 1l so heterodimerne molekule, ki jih izraZajo antigen
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predstavitvene celice in so kljuc¢ne za sprozitev specifi¢nega imunskega odziva. Nahajajo
se znotraj celice in vezejo antigene, ki izvirajo iz izvenceli¢nih proteinov, ter jih
izpostavijo na membrani. Tam jih lahko prepoznajo limfociti T CD4+, ki se po vezavi
aktivirajo in sprozijo imunski odziv. Vezavno mesto za antigene na MHC 1l pred aktivacijo
pokriva invariantna veriga, ki preprecuje nespecificno vezavo antigenov. Znano je, da je
katepsin S klju¢nega pomena pri zadnjem koraku vecstopenjske razgradnje invariantne
verige do fragmenta CLIP, ki se s pomo¢jo molekul HLA-DM v vezavnem mestu izmenja
z antigenom in sprozi potovanje na celicno membrano. (10) V mis$ih z izbitim genom za
katepsin S so opazili mo¢no zmanjSano hitrost predstavitve antigenov in kljub temu, da so
misi imele normalno Stevilo limfocitov T in B, niso bile sposobne normalnega imunskega
odziva, saj so imele v primerjavi s kontrolno skupino pomembno znizano koncentracijo
protiteles 1gG. (11) Delovanje katepsina S je torej nujno potrebno za zaetek procesa

predstavitve antigenov in posledi¢no sprozitev specifi¢nega imunskega odziva.

1.3.3 KATEPSIN S V PATOLOSKIH PROCESIH

Raziskave kazejo, da je neravnovesje med izrazanjem katepsina S in zaviranjem njegove
aktivnosti povezano s stevilnimi bolezenskimi procesi. Najve¢ pozornosti je v zadnjem
¢asu namenjene vlogi katepsina S pri raku. Povecano izrazanje katepsina S so namrec
odkrili v tumorskih celicah raka plju¢ in prostate, v astrocitomih in glioblastomu. (3) (12)

Tudi s tumorji povezani makrofagi pogosto izlo¢ajo aktiven katepsin S. (2)

Verjetni mehanizmi protumorskega delovanja katepsina S v medceli¢nini SO povezani z
razgrajevanjem izvenceli¢nih proteinov laminina, kolagena, elastina ter proteinov, ki
sodelujejo pri celicni adheziji. S tem je neposredno olajsana invazija rakavih celic, poleg
tega pride do aktivacije proencimov in rastnih faktorjev, ki spodbudijo tumorsko rast. (2)
Na misjem modelu raka trebusne slinavke so Wang in sod. dokazali vpliv katepsina S na
sposobnost angiogeneze v tumorjih prek razgradnje laminina, pri ¢emer se spro$éajo
faktorji, ki spodbujajo angiogenezo. Po drugi strani pa razgrajuje faktorje, ki se sproscajo
pri razgradnji kolagena tipa IV ter zavirajo angiogenezo, kar torej dodatno spodbuja

angiogenezo v rakavih celicah in je klju¢nega pomena za njihovo rast. (13)



Povisano izrazanje katepsina S pri glioblastomu je bilo povezano s slabso prognozo
bolnikov. (3) Vendar so Kos in sod. pri raziskovanju vloge katepsina S pri plju¢nem raku
ugotovili nasprotno, saj je bila prognoza boljsa pri bolnikih s povisanimi vrednostmi
katepsina S v tumorskem tkivu in celicah plju¢nega parenhima. (12) To nakazuje, da bi
bila njegova vloga pri raku, bolj kot samo z razgrajevanjem medceli¢nine, lahko povezana
predvsem z modulacijo imunskega odziva. Morebitne okvare mehanizma predstavitve

antigenov bi lahko pripomogle k pobegu tumorskih celic izpod kontrole limfocitov T.

PatoloSko razgrajevanje kolagena in elastina v medceli¢nini so povezali tudi z zacetno fazo
razvoja ateroskleroze. V pregledu novejsih raziskav Liu in sod. navajajo, da je prisotnost
katepsina S nujen faktor pri zacetku preoblikovanja arterijskih zilnih sten, saj z razgradnjo
elastinskih vlaken poveca prehajanje monocitov v intimo zilne stene in njihovo
diferenciacijo v makrofage. (14) Pomembno vlogo predstavlja tudi proteoliza
izvenceli¢nega holesterolskega receptorja pref-HDL, ki je odgovoren za odstranjevanje
holesterola iz makrofagov. Lindstedt in sod. so v Studiji potrdili, da inkubacija omenjenega
receptorja s katepsinom S mo¢no zmanjsa njegovo aktivnost in s tem spodbudi nastanek ti.

penastih celic. (15)

Raziskave so osredotoc¢ene tudi na vlogo katepsina S v avtoimunskih boleznih, kjer so
zaznali poviSano izrazanje pri bolnikih z revmatoidnim artritisom, multiplo sklerozo in
Sjogrenovim sindromom. (4) (16) Schonefuss in sod. so raziskovali vlogo katepsina S v
avtoimunskih dermatoloskih boleznih in odkrili, da se specifi¢no izraza v keratinocitih
bolnikov z luskavico. (17) Te raziskave kaZzejo na smiselnost razvoja zaviralcev aktivnosti
katepsina S v razli¢nih patologijah, ki so povezane z nepravilnim oz. pretiranim odzivom

imunskega sistema, kot so avtoimunske bolezni, astma in tezave pri transplantacijah. (18)

PoviSane koncentracije katepsina S so odkrili tudi v mozganih bolnikov z Alzheimerjevo
boleznijo. (19) Munger in sod. so v $tudiji primerjali vplive povefanega izrazanja
katepsinov B, D, L in S na nastanek amiloida [ iz transmembranskega B-amiloid
prekurzorskega proteina v lizosomih. Ugotovili so, da je samo v primeru katepsina S prislo
do povecanja kolic¢ine amiloida B, ki je glavna komponenta amiloidnih plakov. (20)
Raziskuje se tudi njegova vloga pri nevropatski boleCini, saj naj bi bil vpleten v

vzdrzevanje vnetja nevronov. Katepsin S cepi fraktalkin, ki je v fizioloSkih pogojih vezan
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na membrane nevronov, po cepitvi pa spodbuja vnetje in aktivira celice mikroglie, kar

povzro¢i kroni¢no nevropatsko bole¢ino. (21) (22) (23)

Katepsin S naj bi bil vpleten tudi v metabolne bolezni. Pri bolnikih z diabetesom tipa 2 so
odkrili povisane vrednosti serumskega katepsina S in raziskovali povezavo s pojavom
odpornosti na inzulin. Ugotovljeno je bilo, da katepsin S ni neposredno povezan z
odpornostjo, vendar natanen mehanizem povezave $e ni znan. (24) (25) Vec studij je
potrdilo povisan serumski katepsin S tudi v primeru debelosti, kjer se izraza v adipocitih

belega mascobnega tkiva. (26) (27)

1.3 ZAVIRANJE AKTIVNOSTI KATEPSINA S

Ker lahko nezeleno delovanje izven lizosomov povzro¢i organizmu skodo, je aktivnost
katepsinov natan¢no nadzorovana Zze na hivoju transkripcije in translacije. Tudi po
aktivaciji so proteaze nadzorovane prek kombinacije ve¢ dejavnikov. Pomemben dejavnik
aktivnosti cisteinskih katepsinov predstavlja pH vrednost okolja, saj so vecinoma najbolj
stabilni in izkazujejo najvisjo stopnjo aktivnosti pri nizkih vrednostih pH, kar omejuje
njihovo delovanje na mikrookolje znotrajceli¢nih veziklov. Prav tako se tiolne skupine
cisteina v nereducirajoem okolju izven lizosomov hitro oksidirajo, s ¢imer se zmanjsa
sposobnost proteolize. Delovanje proteoliticnih encimov iz druZine katepsinov je zato v
veliki ve€ini omejeno na okolje znotraj lizosomov. Vendar pa se katepsin S v tem nekoliko
razlikuje od ostalih katepsinov, saj izkazuje ve€jo stabilnost in aktivnost tudi pri

nevtralnem pH. (18)

1.3.1 ENDOGENI ZAVIRALCI

Najpomembnejsi dejavnik pri omejevanju aktivnosti cisteinskih proteaz je prisotnost
endogenih zaviralcev, ki prek vezave na razlicna mesta encima reverzibilno preprecijo
proteoliti¢éno funkcijo. Njihov pomen je izrazen predvsem, ko se katepsini znajdejo izven
omejenih celicnih razdelkov, kot so lizosomi in endosomi. Zaviralci se nahajajo v
citoplazmi in v medceli¢nini v visokih koncentracijah, ki mo¢no presegajo koncentracijo

proteaz, ter $¢itijo celice in tkiva pred neZelenim delovanjem proteaz. NajobseznejSo

skupino endogenih zaviralcev predstavljajo cistatini, ki so prisotni tako znotraj celic kot v



medceli¢nini in so kompetitivni inhibitorji cisteinskih proteaz. Znotrajceli¢ne cistatine, Ki
se nahajajo v citosolu (cistatin A in B) imenujemo tudi stefini in jih uvrséamo v tip L. 1zven
celic pa se nahajajo cistatini tipa Il (cistatin C) ter kininogeni (tip 1I1), ki so prisotni v
krvnem obtoku. (18) (28)

1.3.2 EKSOGENI ZAVIRALCI

Odkritje, da so cisteinske proteaze povezane z razlicnimi patoloskimi procesi, je privedlo
do poveCanega zanimanja za iskanje ucinkovitih selektivnih zaviralcev posameznih
proteaz. Aktivnost katepsina S lahko nadzorujemo na razli¢nih nivojih, posledi¢no so
lahko zaviralci katerekoli molekule, ki bodisi zavirajo prepisovanje gena (represorji),
vplivajo na prevajanje mRNA (protismerni oligonukleotidi) ali pa vplivajo na aktivnost
zrelega encima (peptidni ali nepeptidni zaviralci). (29) Glavne skupine zaviralcev
cisteinskih katepsinov predstavljajo spojine z elektrofilnimi skupinami, ki kovalentno
interagirajo s cisteinom v aktivnem mestu. (30) Njihova uporabnost sega od orodja za
analizo kinetike encimskih reakcij do raziskovanja substratov in uporabe v diagnostiki ter

ciljanem zdravljenju.

E-64 (trans- epoksi sukcinil-L-levcilamido-(4-gvanidino)-butan), ki so ga iz izolirali iz
kulture Aspergillus japonicus, je bil prvi odkrit ireverzibilni peptidni zaviralec cisteinskih
proteaz,. Del molekule, ki omogoca kovalentno vezavo na cisteinske proteaze, je epoksidni
obro¢, ki tvori tioetersko vez s tiolno skupino v aktivnem mestu proteaz. (31) Struktura E-
64 je sluzila kot spojina vodnica pri razvoju specifi¢nih epoksidnih zaviralcev, med drugim
tudi pri razvoju CA-074 (L-3-trans-(propilkarbamoiloksiran-2-karbonil)-L-izolevcin-L-
prolin), ki je in-vitro uporaben specifiéni zaviralec katepsina B. (32) Ceprav E-64
ucinkovito zavira cisteinske katepsine, pa ne zadosti potrebi po zaviralcih, ki bi specificno
prepoznavali ter omogocali razlikovanje med bioloskimi funkcijami posameznih
katepsinov. Razvoj novih specifi¢nih zaviralcev je olajSalo razkritje kristalne strukture
katepsina S. McGrath in sodelavci so pripravili kompleks katepsina S z vezanim
zaviralcem in s pomocjo kristalne strukture kompleksa so odkrili nekoliko vecji vezavni
zep S2 v primerjavi s podobnimi katepsini, kar je pomembno pri nacrtovanju strukture

selektivnih zaviralcev. (33)



Iskanje novih zaviralcev proteaz najpogosteje temelji na sintezi spojin, ki posnemajo
peptidno zaporedje naravnih substratov, vendar so odporne na proteoliticno delovanje
encima. S tem pristopom so odkrili vinil sulfonske zaviralce, ki se selektivno kovalentno
vezejo na cisteinske proteaze. (34) V to skupino sodi tudi LHVS, ki se uporablja kot
selektivni zaviralec katepsina S. (35) Uporabo zaviralcev iz te skupine v terapiji otezuje
dejstvo, da gre za ireverzibilno vezavo, kar povisa verjetnost, da bo kompleks encima z
vezanim zaviralcem predstavljal neznan antigen za imunski sistem. Pogosto lahko tezavo
predstavlja tudi prebitek v koncentraciji, ki povzro¢i vezavo podobnih tar¢. To mo¢no

zmanj$a specifi¢nost vezave in vpliva na ozko terapevtsko okno. (36)

Pogosta tezava sintetiziranih nizkomolekularnih zaviralcev je prenos ucinkovitosti iz in
Vvitro testiranj, saj obstaja manj dokazov o ucinkovitosti v in vivo Studijah. Pri tem je
potrebno upostevati, da je katepsin S aktiven tako znotraj kot tudi izven celic. (2) Iskanje
novih zaviralcev katepsina S v farmacevtski industriji je usmerjeno k molekulam, ki so
sposobne selektivne vezave v aktivno mesto katepsina S in ucinkujejo ze v nizkih
koncentracijah. Idealni zaviralec je sposoben reverzibilne vezave pri fizioloskih pogojih in
Vivo ter nima nezelenih stranskih u¢inkov, povezanih z neselektivno vezavo. Novejse
strategije iskanja zaviralcev vkljuCujejo tudi specificna protitelesa proti Katepsinu S,
katerih glavna prednost je visoka selektivnost vezave, ki zmanjSa obseg nezelenega
delovanja na podobne proteaze. (37) Trenutno so v razlicnih fazah predklini¢nih in
klini¢nih Studij zaviralci katepsina S za uporabo pri zdravljenju luskavice in revmatoidnega
artritisa. (30)

1.4 IZRAZANJE REKOMBINANTNEGA KATEPSINA S

Priprava rekombinantnih proteinov v gostiteljskih celicah nam omogoca pridobivanje
vec¢jih koli¢in pravilno zvitih in aktivnih proteinov. Vecje koli¢ine ocis€enih proteinov
potrebujemo za raziskovanje strukture, aktivnosti in bioloSke vloge posameznih proteinov,
vedno bolj pa se uveljavljajo tudi kot bioloska zdravila v farmaciji. Medtem, ko je za
nekatere predstavnike katepsinov (npr. B, L, H) znacilno, da se konstitutivno izrazajo v
tkivih in organih, kar omogoca izolacijo, pa tkivno specifi¢no izrazanje katepsina S ne
omogoca pridobivanja vecjih koli¢in proteina, potrebnega za raziskave (38) Kljub temu v

vseh primerih velja, da je pridobivanje rekombinantnih proteinov bolj zaZeleno kot
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izolacija iz zivalskih in cloveskih tkiv, saj se s tem izognemo eticnim zadrzkom in
nevarnosti okuzbe, ki so povezani z izolacijo zivalskih in ¢loveskih proteinov. Na tak nacin
se izognemo tudi prisotnosti sorodnih encimov v sledovih, ki pogosto ostanejo po ¢is¢enju
in lahko motijo Studije. Tehnologija rekombinantne DNA nam omogoca tudi razvoj

modificiranih proteinov z izbolj$animi lastnostmi.

Med najpogosteje uporabljene ekspresijske sisteme uvr§¢amo bakterijske seve E.coli,
katerih prednosti so predvsem nezahtevno gojenje in hitra rast. Vendar pa prekomerno
izrazanje proteinov pogosto vodi do tvorbe netopnih agregatov oz. inkluzijskih telesc, kar
zahteva dodatne korake, s katerimi protein denaturiramo in mu omogo¢imo pravilno zvitje.
Rekombinantni ¢loveski prokatepsin S so uspesno izrazili v E.coli z visokimi izpleni
aktivnega proteina, ki znasajo 2-14 mg/l kulture. (38) (39) V primeru katepsina S so, tako
kot za Stevilne cisteinske proteaze, ugotovili, da je izplen vedji, ¢e protein izrazimo v obliki
proencima. (38) (40) Kramer in sod. so dosegli kar dvakrat vecji izplen aktivnega
katepsina S, ¢e so pred zvitjem v presezku dodali nativni propeptid katepsina S, s ¢imer so

tudi potrdili klju¢no vlogo propeptida pri pravilnem zvitju. (41)

Tudi celice kvasovk se pogosto uporabljajo za izrazanje, saj imajo vse prednosti bakterij
(nezahtevno gojenje, poceni gojisa), hkrati pa so kot evkarionti sposobne vseh
posttranslacijskih modifikacij vi§jih organizmov. Katepsin S so uspesno izrazili v kvasovki

Saccharomyces cerevisiae, kon¢ni izplen je znasal 0,17 mg/ | kulture. (42)

Insektne in sesalske celice omogocajo pripravo proteinov z vsemi znacilnostmi nativnih
proteinov (fosforilacija, glikozilacija, tvorba disulfidnih vezi), vendar je proces priprave
bolj zahteven in drazji. Zato najpogosteje sluzijo za raziskave znotrajcelicnih vlog
proteinov ter se v manjSi meri uporabljajo za pripravo vecjih koli¢in rekombinantnih
proteinov.  Rekombinantni misji in podganji katepsin S, pripravljen s pomocjo
bakulovirusov v insektnih celicah Sf9, so uspeli pripraviti z izpleni, vi§jimi od 1 mg/I
kulture (38) V celicah Sf9 so izrazili tudi ¢loveski rekombinantni katepsin S z visokim
izplenom (45-50 mg/l celi¢ne kulture) ter pasji in opi¢ji rekombinantni katepsin S. (43)
(44) Katepsin S je bil izrazen tudi v hrckovih ledviénih celicah (BHK-21), opi¢jih ledvi¢nih
celicah ter v ¢loveskih embrionalnih ledvi¢nih celicah (HEK 293). (45) (46)



1.4.1 IZRAZANJE REKOMBINANTNIH PROTEINOV V KVASOVKI Pichia pastoris

Kvasovka P.pastoris je v zadnjem ¢asu zelo pogosto uporabljen organizem za izraZanje
rekombinantnih proteinov. Uvrs¢amo jo med metilotrofne kvasovke, kar pomeni, da je
sposobna presnove metanola, ki ga lahko uporablja kot edini vir ogljika. Proces presnove
je veCstopenjski in v njem sodeluje ve¢ encimov. V genomu P.pastoris najdemo dva gena,
ki kodirata encim alkoholno oksigenazo (AOX) - AOX1 in AOX2. AOX1 je odgovorna za
vedino presnove metanola v celicah. Ceprav homologni gen AOX2 izkazuje kar 97%
podobnosti, pa ima encim AOX2 ob¢utno manjSo sposobnost presnove metanola in fenotip
oznadimo kot Mut® (Methanol utilization slow), medtem ko fenotip z obigajno
sposobnostjo uporabe metanola oznaéimo kot Mut™. (47) Ker encim izkazuje nizko
afiniteto do kisika, mora kvasovka to nadomestiti s sintezo ve¢jih koli¢in AOX. Izrazanje
je inducirano v prisotnosti metanola, ki je nujno potreben dejavnik za izrazanje gena. Ob
prisotnosti metanola kot induktorja tako posledi¢no pride do intenzivne sinteze encima,
mocan promotor AOX pa je zelo uporaben tudi za usmerjanje izrazanja rekombinantnih

proteinov. (48)
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2. HIPOTEZA IN NACRT ZA DELO

Namen magistrskega dela je pripraviti koli¢ino aktivnega katepsina S, ki nam bo
omogocala testiranje zaviralcev in bo na voljo raziskovalni skupini fakultete za nadaljnje
raziskave. Z izborom optimalnih pogojev za kloniranje, ekspresijo in izolacijo bomo
poskusali dobiti ¢im vec¢jo koli¢ino aktivnega proteina. Predpostavljamo, da z uporabo
kvasovke Pichia pastoris lahko pripravimo zadostno koli¢ino aktivnega katepsina S.
Nadalje predvidevamo, da sintezni zaviralci, ki so bili razviti za vezavo v aktivno mesto
katepsina S, zmanj$ajo njegovo aktivnost. Rekombinantni katepsin S bomo pripravili po

nacrtu, opisanem v naslednjih podpoglavjih.

2.1 KLONIRANJE cDNA PROKATEPSINA S

Na zacetku bomo s pomocjo znanega zaporedja zapisa za ¢loveski prokatepsin S naértovali
zacetne oligonukleotide za reakcijo PCR. Po pomnozevanju z reakcijo PCR bomo zapis
vstavili v klonirni vektor pPGEM-T Easy. Z njim bomo transformirali bakterijo E.coli in s
pomocjo modro-belega testa in restrikcijske analize izbrali ustrezne klone, iz katerih bomo
izolirali pripravljen in pomnozen vektor. Iz transformiranih klonov E.coli bomo pripravili
tudi trajne kulture. Zapis za prokatepsin S bomo nato preklonirali v ekspresijski vektor
kvasovke P.pastoris pPIC9. Po restrikcijski analizi bomo pregledali tudi pravilnost
zaporedja. Z elektroporacijo bomo zapis za prokatepsin S v vektorju pPIC9

(procatS/pPIC9) vnesli v genom P.pastoris.

2.2 EKSPRESIJA IN DETEKCIJA KATEPSINA S

Dolo¢ili bomo fenotip dobljenih klonov P.pastoris na plos¢ah MM/MD in z reakcijo PCR
ter izbrali kandidate za testno ekspresijo. Detekcijo prokatepsina S v vzorcih po testni
ekspresiji bomo izvedli s pomocjo NaDS-PAGE in barvanjem z barvilom Coomassie
brilliant blue ter s srebrovim nitratom, prav tako bomo prokatepsin S dolo¢ili s pomocjo
specificnih kozjih protiteles proti katepsinu S z metodo prenosa western. Izbrali bomo

primerne klone za ekspresijo v ve¢ji koli¢ini in pripravili tudi trajne kulture.
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2.3 1ZOLACIJA IN POTRDITEV AKTIVNOSTI KATEPSINA S

Optimizirali bomo postopek izolacije prokatepsina S iz gojiséa. Izolirani produkt bomo
ponovno detektirali z barvilom Coomassie brilliant blue in s prenosom western. Dolo¢ili

bomo koncentracijo dobljenega proteina in delez aktivnega proteina.

2.4 TESTIRANJE ZAVIRALCEV

Dobljeni katepsin S bomo uporabili za testiranje zaviralcev Gi 2149, Gi 2458 in
nitroksolina. Za dolocitev selektivnosti inhibicije katepsina S bomo izvedli tudi preverjanje

vpliva Gii 2149 in Gii 2458 na aktivnost katepsina B.

2.5 POVZETEK NACRTA DELA

NAMNOZITEV ZAPISA ZA PROKATEPSIN S

$

LIGACIA V KLONIRNI VEKTOR

‘ procatS/pGEM-T Easy
TRANSFORMACIJA E.coli

LIGACHA V EKSPRESIJSKI VEKTOR

procatS/pPIC9

TRANSFORMACUNA E.coli
ELEKTROPORACIJA P.pastoris

EKSPRESIA

‘ procatS

IZOLACIJA in AKTIVACIJA

‘ catS

TESTIRANJE ZAVIRALCEV
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3. MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 REAGENTI

2x PCR Master mix (Fermentas)

2x ligacijski pufer (Promega)

10x ligacijski pufer (Promega)

10x pufer za restrikcijo NEB 3 (New England Biolabs)
agar (Sigma Aldrich)

amonijev persulfat (Fluka)

barvilo Coomassie Brilliant Blue (Fluka)

barvilo SYBR Gold (Life Technologies)

CA-074 (Peptide Institute, Inc.)

dimetilsulfoksid (Sigma Aldrich)

dinatrijev hidrogen fosfat — Na,HPO, (Sigma Aldrich)
DTT (Fluka)

E-64 (Sigma)

EDTA (Sigma Aldrich)

etanol (70%, 96%) (Riedel deHaen)

glicerol, brezvodni (Fluka)

goveji serumski albumin (Sigma Aldrich)

IPTG (Sigma)

LB Broth Base (Life Technologies)

LHVS (darilo Jamesa McKerrowa, UCSF, ZDA)
metanol (Panreac)

mleko v prahu (1,25%, Pomurske mlekarne)

natrijev dihidrogen fosfat dihidrat — NaH,PO,4 x 2H,0 (Sigma Aldrich)
natrijev dodecil sulfat (Sigma Aldrich)

natrijev hidroksid (Carlo Erba)

natrijev klorid (Carlo Erba)
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nitroksolin (Sigma Aldrich)

standard velikosti DNA GeneRuler™ 1kb DNA Ladder #SM0311 (Fermentas)
standard velikosti proteinov SeeBlue® Plus2 (Invitrogen)

substrat za HRP West Dura Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific)
TEMED (Sigma)

X-gal (Calbiochem)

Z-RR-AMC (Calbiochem)

Z-VVVR-AMC (Calbiochem)

3.1.2 KOMPLETI REAGENTOV

komplet za izolacijo plazmidne DNA GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich)
komplet za izolacijo plazmidne DNA iz agaroznega gela Qiaex Il Gel Extraction Kit
(Qiagen)

komplet za izolacijo plazmidne DNA iz agaroznega gela Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega)

komplet za ligacijo pGEM-T Easy Vector System (Promega)

3.1.3 POMEMBNEJSA LABORATORIJSKA OPREMA IN NAPRAVE

¢italec mikrotitrskih ploscic, spektrofotometer TECAN Saphire 2 (Columbus Plus)
naprava za elektroporacijo (BIORAD Gene Pulser)

naprava za NaDS-PAGE (B1O RAD Protean Cell 3)

naprava za prenos western (BIO RAD Laboratories)

naprava za pomnoZevanje s polimerazo GeneAmp® PCR System 2700 (Applied
Biosystems)

sistem za slikanje gelov G:Box (Syngene)

spektrofotometer NanoDrop ND 1000 (Thermo Scientific)

spektrofotometer Lambda Bio+ (PerkinElmer)

tekoGinski kromatografski sistem AKTA (GE Healthcare Life Sciences)
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3.1.4 ORGANIZMI

Escherichia coli TOP10 (Invitrogen)
Pichia pastoris GS115 (Invitrogen)

3.1.5 PLAZMIDI

KLONIRNI VEKTOR pGEM-T Easy (Promega)

Vektor pGEM-T Easy se uporablja za hitro vstavljanje produktov verizne reakcije s
polimerazo in ne zahteva uporabe restrikcijskih encimov. Na voljo je v linearni obliki z
dodatkom posameznih timinskih nukleotidov na obeh 3' koncih, ki omogocata vstavitev
fragmentov, pomnozenih s polimerazami, ki na 3' konce pripenjajo adeninske nukleotide.
Za selekcijo na gojis¢u vsebuje gen lacZ, ki omogoc¢a modro-beli test in gen za odpornost

proti ampicilinu.

Xmnl 2009
" 774 .
Scal 1890 \Nael 2107 [ g vy o
; Aatll | 20
f1 ori sphl | 26
BstZl 31
Ncol 37
Amp BstZl | 43
PGEM"-TEasy  (acz Pl &
Vector ! EcoRl | 52
{30150bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZl 77
Pstl 88
ori Sall Q0
MNdel 97
Sacl 109
BstXl |118 3
Nsil 127 g
141 =
T sps ;

Slika 1: Plazmidna karta vektorja pGEM-T Easy (Promega)

EKSPRESIJSKI VEKTOR pPIC9 (Invitrogen)

Vektor pPIC9 je ekspresijski vektor kvasovke P.pastoris, ki se uporablja za izrazanje
rekombinantnih proteinov direktno v gojis¢e. Je integracijski vektor, kar pomeni, da ga
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pred vnosom lineariziramo, nato pa se preko komplementarnih zaporedij vstavi v
kromosom kvasovke. Od izbire restrikcijskih mest je odvisno, ali se bo integriral v lokus
his4 ali AOX1 ter ali bo do vstavitve priSlo prek insercije ali zamenjave gena. Kot
selekcijski gen vsebuje gen HIS4 za histidinol dehidrogenazo, ki omogoca selekcijo
transformiranih klonov na gojisc¢u brez histidina. Pomnozevanje plazmida v E.coli in
selekcijo na gojiscu pa omogocata mesto zacetka podvojevanja v E.coli pPBR322 ter gen za

odpornost proti ampicilinu.

Slika 2: Plazmidna karta vektorja pPIC9 (Invitrogen)

3.1.6 ENCIMI, PROTITELESA

Notl - 10000 U/ml (New England Biolabs)

Xhol - 20000 U ml (New England Biolabs)

Bglll - 10 U/ml (Fermentas)

Sall - 100 U/ul (Fermentas)

T, DNA ligaza - 400000 U/ml (New England Biolabs)

primarna kozja poliklonska protitelesa proti katepsinu S (AF1183, R&D Systems)

sekundarna oslovska protikozja protitelesa, oznacena s HRP (SC-2020, Santa Cruz
Biotechnology)
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3.1.7 GOJISCA

GOJISCA ZA RAST BAKTERIJSKIH CELIC

gojisce sestavine in priprava

LB (Luria-Bertani) 1 % (m/V) triptona 0,5 % (m/V) kvasnega
ekstrakta, in 1 % (m/V) NaCl. Sterilizirali smo
v avtoklavu (121°C, 20 min). Za pripravo
trdnih gojis¢ smo dodali agar (15g/1).

LBA Gojiséu LB smo po avtoklaviranju dodali
antibiotik ampicilin (100 mg/ml)
LB + kloramfenikol Gojisc¢u LB smo po avtoklaviranju dodali

antibiotik kloramfenikol (34mg/ml)

GOJISCA ZA RAST KVASOVK
Za gojenje kvasovke P.pastoris smo uporabljali gojis¢a YPD, BMGY, BMMY, MD in

MM, pripravljena po navodilih proizvajalca (Pichia Expression Kit: For expression of

recombinant proteins in Pichia pastoris, Invitrogen).

3.1.8 OSTALI MATERIALI

AGAROZNI GEL ZA ELEKTROFOREZO DNA

Za pripravo 0,8 0z. 1% gela smo ustrezno koli¢ino agaroze s segrevanjem raztopili v pufru
1x TAE (40 mM Tris, 20 mM etanojska kislina, 1 mM EDTA, pH=8,0).

POLIAKRILAMIDNI GEL ZA ELEKTROFOREZO PROTEINOV

12% LOCEVALNI GEL
sestavina koli¢ina za pripravo 2 gelov
40% akril/bisakrilamid 2,1 ml
1,5 M Tris-HCI (pH=8,8) 1,75 ml
dH,O 2,97 ml
10% NaDS 87,5 ul
10% amonijev persulfat 87,5 ul
TEMED 3ul
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5% KONCENTRACIJSKI GEL

sestavina koli¢ina za pripravo 2 gelov
40% akril/bisakrilamid 0,57 ml
1,5 M Tris-HCI (pH=8,8) 0,59 ml
dH,0 3ml
10% NaDS 45 ul
10% amonijev persulfat 45 ul
TEMED 4,5 ul

PUERI

pufer proizvajalec oz. sestava

100 mM fosfatni pufer, pH= 6,5 (100 ml)

27,8 ml 1 M K;HPO, + 72,2 ml 1 M KH,PO,

osnovni pufer za katepsin S

100 mM fosfatni pufer + 0,1% PEG 8000

aktivacijski pufer za katepsin S

oshovni pufer + 5 mM cistein + 1,5 M EDTA

fosfatni pufer PBS (1 1)

KCI (0,2 g) + NaH2P04 (1,44 g) + KH2PO4
(0,24 g) + NaCl (8,76 g)

pufer PBST

1x PBS + 0,05% Tween 20

RAZTOPINE ZA BARVANJE S COOMASSIE BRILLIANT BLUE

raztopina za barvanje (500 ml)

5 ml ocetne kisline

0,5 g Coomassie Brilliant Blue

20 ml metanola

H>O do 500 ml

raztopina za razbarvanje (200 ml)

60 ml 95% etanola

20 ml ocetne kisline

H>O do 200 ml

RAZTOPINE ZA BARVANJE S SREBROM

raztopina za predtretiranje (250 ml)

75 ml 95% etanola

17 g AcONa

H,O do 250 ml

= 50 ml te raztopine dodamo 1 ml
sveze pripravljenega 10% Na,S,03
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raztopina za fiksiranje (250 ml)

100 ml 95% etanola

25 ml ocetne kisline

H>O do 200 ml

raztopina za barvanje (50 ml)

625 ul 20% (w/v) AgNO;

H»0 do 50 ml

raztopina za razvijanje (250 ml)

7,42 g Na,CO3

H>O do 250 ml

= 50 ml te raztopine dodamo 25 pl
36% formaldehida
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3.2 METODE
3.2.1 NAMNOZITEV ZAPISA ZA PROKATEPSIN S

IZOLACIJA PLAZMIDNE DNA Z ZAPISOM ZA PROKATEPSIN S

Kupljeni klon z zapisom za prokatepsin S smo na gojis¢u (LB + kloramfenikol) red¢ili do
posameznih kolonij, ki smo jih nato precepili v 5 ml tekocega gojisc¢a s kloramfenikolom.

Iz 3 ml prekonoéne kulture smo po navodilih proizvajalca kompleta (GenElute™ Plasmid

Miniprep Kit) izolirali plazmidno DNA.

NACRTOVANJE ZACETNIH OLIGONUKLEOTIDOV

Zacetna oligonukleotida za pomnozevanje zapisa prokatepsina S z verizno reakcijo s

polimerazo smo nacrtovali na podlagi nukleotidnega zaporedja prokatepsina S.

1 ttagaagaga gcccactaat tcaaggactc ttaccgtggg agcaactgct ggttctatca

61 caatgaaacg gctggtttgt gtgctcttgg tgtgctcctc tgcagtggca cagttgcata

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

aagatcctac cctggatcac cactggcatc

aggaaaagaa
tgcttcacaa
tgggagacat
agtggcagag
actggagaga
gggctttcag
tgtctctcag
gcaatggtgg
cagacgcttc
gtgctgccac
aagctgtggce
tcctctacag
tacttgtggt

ggggccacaa

tgaagaagca
cctggagcat
gaccagtgaa
aaatatcaca
gaaagggtgt
tgctgtgggg
tgcccagaac
cttcatgaca
ctatccctac
atgttcaaag
caataaaggc
aagtggtgtc
tggctatggt

ctttggtgaa

gtacgacgtc
tcaatgggaa
gaagtgatgt
tataagtcaa
gttactgaag
gccctggaag
ctggtggatt
acggctttcc
aaagccatgg
tacactgaac
ccagtgtctg
tactatgaac
gatcttaatg

gaaggatata

tctggaagaa
tcatctggga
tgcactcata
ctttgatgag
accctaattg
tgaaatatca
cacagctgaa
gctcaactga
agtacatcat
atcagaaatg
ttccttatgg
ttggtgtaga
catcctgtac
ggaaagaata

ttcggatggce
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aacctatggc
aaagaatcta
cgatctgggce
ttccectgaga
gatattgcct
aggttcttgt
gctgaaaaca
aaaatatgga
tgataacaag
tcaatatgac
cagagaagat
tgcgcgtcat
tcagaatgtg
ctggcttgtg

aagaaataaa

aaacaataca
aagtttgtga
atgaaccacc
gttcccagcc
gattctgtgg
ggtgcttgct
ggaaagctgg
aacaaaggct
ggcatcgact
tcaaaatatc
gtcctgaaag
ccttctttct
aatcatggtg
aaaaacagct

ggaaatcatt



1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

gtgggattgc
aatcaagaaa
taattgtgtc
ggcacggtgg
tgaggccagg
tacaaaaaat
aggcacgaga
gtactccagc
agtttgattc
agtaatgtac
cttattgttt
atggcttaaa

aaa

tagctttccc

tcttacccag

aaatclﬂ gatctctcct

tatgaagcac
atgattaatg
ctcacgcctg
agttaaagag
tagccgagceca
ttccttgaac
ctggatgaca
ttcatttttt
tatagatata
tattgtatac

aatacttaat

tttctcttaa
tgtatttact
taatcccagt
cagcctggcet
cggtggtgca
ccaagaggtt
gagtggagac
taaatttgca
actgtacaaa
tctttgtctt

aaatctgcca

cttaattttt
gtactaatta
acttgggagg
aacatggtga
tgcctgtaat
gaggctatgt
tctgtttcaa
aatctcagga
aattgttcaa
ttaagacccc

tttcaaattt

cctgctgtat
gaaaatatag
ccaaggcagg
aaccccatct
cccagctact
tgagctgaga
aaaaacagaa
taaagtttgc
cctaaaacaa
taatagcctt

Caaaaaaaaa

ttttataaca
ccagaagaaa
tttgaggccg
catatcaact
ctactaaaaa
tgggaggctg
tcacaccact
aagaaaatat
taagtaaatt
tctgtaattg
ttgtaacttg

aaaaaaaaaa

Slika 3: Nukleotidno zaporedje humanega katepsina S (ImaGenes) z oznacenimi mesti
prileganja zacetnih nukleotidov na zacetku in koncu gena.

Zacetnima oligonukleotidoma smo na 5'-koncu dodali Se kraj$i del nukleotidnega
zaporedja, ki ga prepoznavata restrikcijska encima Xhol (na 5'-konec zapisa) in Notl (na
3'-konec zapisa), kar nam omogoci ligacijo v ekspresijski vektor. Za prepoznavno mesto za
encim Xhol smo dodali tudi zaporedje za signalni peptid P.pastoris (a-faktor). To
zaporedje je sicer prisotno ze v vektorju pPIC9, vendar ga restrikcija z Xhol delno odstrani
in v nasprotnem primeru pri ekspresiji ne bi prislo do izlo¢anja proteina v gojisce. Pred
uporabo smo zacetne nukleotide raztopili v dH,O in pripravili raztopine z 10 uM

koncentracijo. Zacetna nukleotida:

5'-Xhol-catS: 5-CCGCTCGAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT AAA CGG CTG GTT TGT GTG C-3'

Xhol signalni peptid P.pastoris preprocatS (brez ATG)

3'-Notl-catS: 5-CAC TGC GGC CGC CTA GAT TTC TGG GTA AGA GGG-3'
Notl

STOP preprocatS
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POMNOZEVANJE DNA Z VERIZNO REAKCILJO S POLIMERAZO (PCR)

Za reakcijo PCR smo pripravili reakcijsko mesanico s konénim volumnom 25 pl.

Preglednica I: Reakcijska mesanica za reakcijo PCR

zacetni nukleotid 5'Xho-catS 2 ul
zacetni nukleotid 3'Not-catS 2 ul
plazmidna DNA 0,5 ul
dH,O 20,5 pl
skupaj 25 ul

Po 5 min segrevanja na 94°C smo reakcijski meSanici dodali Se 25 pl 2x PCR Master mix,
ki vsebuje Taq polimerazo in deoksinukleotide (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) v ustreznem

pufru z dodatkom MgCl,. Reakcijo smo izvedli pri standardnih pogojih pomnozevanja:

- vroci zacetek (5 min, 94°C)
- 94°C,30s
- 62°C,30s } 30 ponovitev
- 72°C,45s
72°C, 10 min
4°C, o

AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA

Po koncani reakciji smo pomnozen zapis za prokatepsin S locili od preostalih
neporabljenih deoksinukleotidov s pomocjo agarozne gelske elektroforeze. Pripravili smo
1% agarozni gel v pufru 1x TAE, na katerega smo nanesli 24 pl produkta PCR z dodanim
barvilom (20 ul PCR produkta smo zmesali s 4 pl 6x nanaSalnega barvila). Za primerjavo
velikosti dobljenega produkta smo na gel nanesli tudi standard velikosti. Po 45 min
elektroforeze pri napetosti 100 VV smo gel barvali z barvilom SYBR Gold. Pomnozeni
fragment smo izrezali iz gela in ga izolirali s kompletom za izolacijo plazmidne DNA iz

agaroznega gela po navodilih proizvajalca (Sigma Aldrich).
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3.2.2VSTAVITEV ZAPISA ZA PROKATEPSIN S V KLONIRNI VEKTOR pGEM-T Easy

Ligacijo ocis¢enega fragmenta v klonirni vektor pGEM-T Easy smo izvedli v razmerju 3:1

s pomo¢jo T4 DNA ligaze v ustreznem ligacijskem pufru (2h, sobna temperatura).

Preglednica Il Reakcijska mesanica za vstavitev procatS v pGEM-T Easy

plazmid pGEM-T Easy 1 ul
ociscen fragment procatS 3ul
2x ligacijski pufer S5ul
T, DNA ligaza (400000 U/ml) 1 ul
skupaj 10 ul

3.2.3 TRANSFORMACIJA E.coli

Za nadaljnje pomnozevanje zapisa za prokatepsin S smo uporabili kompetentne celice
E.coli sev TOP10. Vanje smo vnesli pripravljeni vektor z metodo transformacije s
temperaturnim Sokom. Uporabili smo 200 pul zamrznjenih bakterijskih celic, ki smo jih
odtajali na ledu in 30 pl ligacijske zmesi. Transformacijo smo izvedli po naslednjih
korakih:

ligacijska zmes + kompetentne bakterijske celice
inkubacija na ledu (20 min)
temperaturni Sok (inkubacija 45 s v vodni kopeli s temperaturo 42°C)
inkubacija na ledu (5 min)

3

dodatek gojis¢a LB (750pul)
4

inkubacija na 37°C ob stalnem stresanju (1 h)

razmaz na plosce LBA z dodatkom X-gal in IPTG
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MODRO-BELI TEST

Ustrezne kolonije, ki vsebujejo vektor z zapisom za prokatepsin S, smo izbrali s pomo¢jo
modro-belega testa. Transformirane bakterijske celice smo razmazali na plos¢e LBA, na
katere smo 1 uro pred tem razmazali 100 ul mesSanice za modro-beli test. Za pripravo
mesSanice smo gojis¢u LB (638 ul) dodali 2% raztopino X-gal (191 pl) in 1M IPTG (20,4
ul). X-gal je substrat za f-galaktozidazo in po hidrolizi tvori produkt, ki je obarvan modro,
IPTG pa se uporablja kot induktor izrazanja B-galaktozidaze v E.coli. V primerih, kjer je
prislo do vstavitve zapisa v poliklonsko mesto vektorja pGEM-T Easy, je zapis prekinil
zaporedje gena lacZ, ki kodira o-regijo encima [-galaktozidaze. Tako je nastal
nefunkcionalen encim, ki ni cepil X-gal in kolonije, ki so vsebovale zapis za prokatepsin S,

so ostale bele barve.
RESTRIKCIJSKA ANALIZA

Prisotnost zapisa za prokatepsin S v klonirnem vektorju smo preverili tudi z restrikcijsko
analizo z encimoma Xhol in Notl. Restrikcija je potekala 2 uri na 37°C, produkte smo nato
lo¢ili z elektroforezo na 1% agaroznem gelu (45 min, 100 V) in jih izolirali iz gela. Poleg
preverjanja uspesSnosti ligacije, Smo z restrikcijo na enak nacin pripravili fragment za

vstavitev v ekspresijski vektor pPIC9 ter pPIC9, katerega pa smo inkubirali 4 ure.

Preglednica Ill: Reakcijska mesanica za restrikcijo procatS/pGEM-T Easy oz. pPIC9

izolirana DNA procatS/pGEM-T Easy oz. vektor pPIC 9 10 pl
Xhol (20000 U/ml) 1l
Notl (10000 U/ml) 1l
10x ligacijski pufer NEB 3 2 ul
100x BSA 0,2 ul
dH20 58 ul
skupaj 20 ul
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PRIPRAVA TRAJNIH KULTUR E.coli

Za pripravo trajnih kultur smo zmesali 750 pl transformiranih bakterijskih celic in 250 pl

glicerola, jih zamrznili v teko¢em N ter shranili na -80°C.

3.2.4 LIGACIJA 'V EKSPRESIJSKI VEKTOR pPIC9

Za ligacijo v ekspresijski vektor pPIC9 smo z restrikcijskima encimoma Xhol in Notl
predhodno pripravili lepljive konce zapisa in vektorja, ki omogocajo zdruzitev zapisa z
lineariziranim vektorjem. Uporabili smo zapisa za prokatepsin S, pomnozena na dva
razli¢na nacina — z reakcijo PCR in v klonirnem vektorju. Ligacija je potekala 16 ur na
16°C.

Preglednica 1V: Reakcijska mesanica za vstavitev zapisa za prokatepsin S v pPI1C9

pPIC9, rezan z Xhol in Notl 10 ul
procatS, rezan z Xhol in Notl 10 pl
10x ligacijski pufer 2,5 ul
T. DNA ligaza (400000 U/ml) 1l
dH20 15 ul
skupaj 25 ul

Bakterijo E.coli TOP10 smo transformirali po enakem postopku, kot je opisan pod 5.2.3.
Izolirali smo plazmidno DNA ter uspesnost ligacije pregledali na 1% agaroznem gelu z
elektroforezo (45 min, 100 V), za kar smo plazmid predhodno linearizirali z restrikcijskima
encimoma Bgll in Sall. Uspesnost ligacije smo preverili tudi z reakcijo PCR, ki smo jo

izvedli enako kot v 5.2.1.

Preglednica V: Reakcijska mesanica za restrikcijo procatS/pP1C9

procatS/pPIC9 22 ul
restrikcijski encim (Bglll oz. Sall) Sul
pufer O 3ul
skupaj 30 ul
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Pred ekspresijo je potrebno preveriti pravilnost nukleotidnega zaporedja, zato smo naro¢ili
analizo zaporedja (MWG Operon). Pripravili smo trajne kulture procatS/pPIC9 v E.coli
TOP10 po enakem postopku, kot je opisan v 5.2.3. Dolo¢ili smo tudi koncentracijo

vektorja z vstavljenim zapisom procatS/pPIC9 na UV-spektrofotometru NanoDrop.

3.2.5 ELEKTROPORACIJA KVASOVKE P.pastoris GS115

Zmrznjene celice kvasovke P.pastoris GS115 smo odtajali in nacepili v 5 ml tekocega
gojis¢a YPD ter stresali 48 ur na 30°C.

Za pripravo novih trajnih kultur smo gojili kvasovke v 5 ml gojisca ter jih med stresanjem
inkubirali ¢ez no¢ na 30°C. Nato smo izmerili ODggp in kulture ustrezno red¢ili z gojiséem

YPD, ki je vseboval 15% glicerola do ODgpo=75 ter jih zamrznili v teko¢em No.

Vektorja procatS/pPIC9 in pPIC9 smo skoncentrirali z metodo obarjanja DNA. V obeh
primerih smo DNA dodali 1/10 volumna 3 M Na-acetata (pH=5,2) in 2,5-kraten volumen
ledenega absolutnega etanola. MeSanico smo pustili ¢ez no¢ na -20°C in naslednji dan
centrifugirali 20 min na 4°C in maksimalnem §tevilu obratov. Oborjeno DNA, ki je ostala
na dnu mikrocentrifugirke, smo sprali z 1 ml 70% etanola in ponovno centrifugirali 10 min
pri enakih pogojih. Nato smo DNA posusili na zraku in resuspendirali v 22 ul dH,O brez
prisotnosti nukleaz (Invitrogen).

LINEARIZACIJA EKSPRESIJSKEGA VEKTORJA procatS/pPIC9 s Sall in Bglll

Pred elektroporacijo je potrebno ekspresijski vektor linearizirati. Za linearizacijo smo
izbrali restrikcijska encima BglII in Sall in restrikcijo izvedli na enak nacin, kot je
navedeno v Preglednici V. Poleg procatS/pPIC9 smo linearizirali tudi prazen pPIC9 kot
negativno kontrolo pri kasnejsi ekspresiji. Uspesnost restrikcije smo pregledali z agarozno
gelsko elektroforezo (1% gel, 100 V, 1h), iz gela izolirali linearizirane plazmide in jih

raztopili v 20 pl dH,0. Od tega smo za elektroporacijo shranili 10 pl linearizirane DNA.
PRIPRAVA ELEKTROKOMPETENTNIH CELIC P.pastoris IN ELEKTROPORACIJA

Kolonijo s trdnega gojis¢a YPD smo precepili v 10 ml tekocega gojis¢a YPD in ¢ez noc

stresali na 30°C. Naslednji dan smo 100 pl kulture precepili v 500 ml teko¢ega YPD in

26



ponovno inkubirali ¢ez no¢ na 30°C do ustrezne ODggpo (1,3 do 1,5). Kulturo z ustrezno
ODggo smo centrifugirali (2x250 ml), sprali z vodo in ledenim sorbitolom po navodilih
proizvajalca (Invitrogen) ter na koncu suspendirali v 600 pl 1M sorbitola. Celice smo do

elektroporacije hranili na ledu.

Elektroporacijo smo izvedli na Kemijskem institutu na elektroporatorju Gene Pulser (Bio-
Rad). Z elektriénim pulzom smo zacasno porusili strukturo lipidnega dvosloja celi¢nih
membran, kar je omogoCilo prehod pripravljenega plazmida v  celico.
Elektrokompetentnim celicam (80 ul) smo dodali lineariziran vektor (10 ul). Po 5 min
inkubacije na ledu smo celice izpostavili elektricnemu pulzu. Za vse vzorce smo uporabili

enake pogoje.

Preglednica VI: Pogoji za elektroporacijo P.pastoris

Cas elektroporacije 8,3-8,5ms
napetost 150 kV
upor 200 Q
kapaciteta 25 uF

Takoj po elektroporaciji smo dodali 1 ml 1M sorbitola in razmazali kolonije na trdna
gojis¢a MD v alikvotih 300 pl, 200 pl in 100 pl. V 2-3 dneh inkubacije na 30°C so zrasle

kolonije uspesno transformiranih kvasovk.

DOLOCANJE FENOTIPA TRANSFORMANT

.....

.....

vir ogljika) in MD (vsebuje glukozo kot vir ogljika). S konico nastavka za pipeto smo
zajeli manjSo koli¢ino kolonije in se najprej dotaknili MM in nato se MD plosce ter

primerjali hitrost rasti kolonij.

Za doloc¢anje fenotipa kolonij smo uporabili tudi reakcijo PCR, kot je opisana v priro¢niku
za izrazanje proteinov v P.pastoris (Pichia Expression Kit). Metoda temelji na
dokazovanju prisotnosti gena AOX1 v kolonijah z uporabo zacetnih oligonukleotidov 5'-

AOX1 in 3'-AOX1. V primeru fenotipa Mut™ transformante vsebujejo omenjeni gen, kar
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omogoca njegovo pomnozitev. TO lahko po elektroforezi zaznamo na gelu kot liso
velikosti priblizno 2200 bp, poleg tega se v primeru transformant z uspesno vkljuc¢enim
fragmentom Zelenega proteina na gelu pojavi tudi lisa, ki ustreza velikosti
rekombinantnega proteina, podaljSana za priblizno 492 bp. Pri transformantah fenotipa

Mut® se pojavi samo lisa, ki predstavlja rekombinantni protein. (49)

Za pripravo vzorcev smo se dotaknili kolonije z nastavkom za pipeto in jo prenesli v 20 pl
0,02 M NaOH ter inkubirali 20 min na sobni temperaturi. Po 2 min centrifugiranja pri
maksimalnem S$tevilu obratov smo 10 pl supernatanta prenesli v ¢isto mikrocentrifugirko in

kuhali v vreli vodi 7 min.
Za reakcijo PCR smo pripravili 12,5 pl reakcijske meSanice z naslednjo sestavo:

Preglednica VII: Reakcijska mesanica za reakcijo PCR

zacetni nukleotid 5' AOX1 1 pul
zacetni nukleotid 3' AOX1 1l
pripravljeni vzorec DNA iz kolonij 5ul
dH.0 5,5 ul
skupaj 12,5 ul

Po 5 min segrevanja na 94°C smo reakcijski meSanici dodali Se 12,5 ul 2x PCR Master

mix. Reakcijo smo izvedli pri naslednjih pogojih pomnoZevanja:

- vro¢i zacetek (5 min, 98°C)

- 94°C,1min

- 55°C, 1 min } 30 ponovitev
- 72°C,1min

72°C, 10 min
4°C, ©

Produkte reakcije PCR smo pregledali z elektroforezo na 1% agaroznem gelu (1h, 100 V).
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3.2.6 EKSPRESIJA PROKATEPSINA S

TESTNA EKSPRESIJA

Izbrane klone smo pred indukcijo izrazanja precepili v 25 ml gojis¢a BMGY in inkubirali
med stresanjem ¢ez no¢ na 30°C, dokler niso dosegle opti¢ne gostote ODggo= 2-6 ter jih
centrifugirali (3000xg, 5 min). Celice smo resuspendirali v gojis¢u BMMY do kon¢ne
ODgno=1, s ¢imer smo sprozili izrazanje prokatepsina S, ki je prav tako nadzorovano prek

promotorja gena AOX.

Dolo¢ili smo casovne tocke, v katerih smo jemali vzorce (start, 19h, 28h, 44h, 51h, 68h,
75h in 93h). Vsakih 24 ur smo dodali metanol do 0,5 % volumna gojis¢a. Za vzorcenje
smo vzeli 1 ml posameznega klona in centrifugirali 3 min pri maksimalnem Stevilu
obratov. Supernatant (gojisce) in usedlino (celice) smo lo¢eno zamrznili v tekoc¢em N in

shranili na -80°C.

PREGLED TESTNE EKSPRESIJE

Produkte testne ekspresije smo pregledali s pomoc¢jo NaDS-PAGE, ki nam omogoca
lo¢itev predhodno denaturiranih proteinov po velikosti. Uporabili smo 12% locevalni gel in
5% koncentracijski gel. Vzorce smo pred nanosom pripravili po naslednji shemi ter jih 5

min kuhali v vreli vodi.

Preglednica VIII: Priprava vzorcev testne ekspresije za NaDS-PAGE

vzorec 20 ul
nanasalni pufer 10,6 ul
DTT 54 ul

Elektroforeza je potekala 1 uro pri 100 V, kot standard velikosti smo uporabili SeeBlue®
Plus2. Po razvijanju smo gel barvali z barvilom Coomassie brilliant blue. Po 1 uri barvanja
med rahlim stresanjem smo veckrat dodali tekoCino za razbarvanje, dokler se ni gel

razbarval in so ostale vidne le lise, ki oznacujejo proteine.
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Zaradi slabega obarvanja smo vzorce pregledali tudi s pomoc¢jo barvanja s srebrom, ki
omogoca zaznavanje nizjih koncentracij proteinov. Na gelu smo najprej izvedli fiksiranje
proteinov (30 min) in predtretiranje (30 min). Po trikratnem spiranju z dH,O (3x5 min),
smo gel v temi barvali z raztopino srebrovega nitrata (20 min) in nato razvijali (5 min) ter

ponovili trikratno spiranje z dH,0.
DETEKCIJA PROKATEPSINA'S

Detekcijo prokatepsina S smo izvedli z metodo prenosa western s kozjimi poliklonskimi
IgG protitelesi proti katepsinu S. Po koncani elektroforezi smo izvedli prenos na
nitrocelulozno membrano, ki je potekal 2 uri na sobni temperaturi ter stalnem toku 60 mA
v pufru za prenos. Po prenosu smo membrano najprej inkubirali 1 uro v 5% raztopini

posnetega mleka v PBS ob rahlem stresanju, nato pa sledili naslednjemu postopku:

spiranje membrane s PBST (1x PBS + 0,05% Tween 20) - 3x5 min

stresanje v raztopini primarnih kozjih protiteles (0,2 mg/ml) — 40 ul/ 5 ml PBST - 1h

¥

spiranje s PBST - 3x 5 min

$

stresanje v raztopini sekundarnih oslovskih protiteles (200 pg/0.5 ml) -5 pl/ 5 ml PBST - 45 min

4

spiranje s PBST - 3x 5 min

4

detekcija na G-Box (substrat West Dura Chemiluminescent Substrate) - 5 min, tema

EKSPRESIJA V VECJI KOLICINI

Ekspresijo smo izvedli enako kot testno. Potekala je 75 ur v treh erlenmajericah v skupnem

volumnu gojis¢a 1200 ml. Uporabili smo klon S6.
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3.2.7 IZOLACIJA PROKATEPSINA S I1Z GOJISCA

Po koncani ekspresiji smo kulturo dvakrat odcentrifugirali (3000xg, 10 min) in supernatant
desetkrat skoncentrirali (ultrafilter Amicon, membrana 10 kDa). Sledila je dializa v pufru
100 mM Na acetat (pH= 4,5) + 5 mM EDTA, ki smo jo izvedli trikrat. Za izolacijo smo
uporabili tekocinski kromatografski sistem AKTA in kolono s kationskim izmenjevalcem
Hi Prep SP XL 16/10. Pred nanosom smo vzorec ponovno centrifugirali (10000xg, 10

min).

Zbirali smo frakcije po 10 ml in shranili nevezano frakcijo proteinov, ki se je iz kolone
sprala z vezalnim pufrom ter vezano frakcijo proteinov, ki smo jo eluirali po uvedbi
gradienta ionske moc¢i (0 — 100%, 10 CV). Shranjene frakcije smo zdruzili in skoncentrirali
z ultrafiltrom. Prokatepsin S smo aktivirali ob dodatku DTT do kon¢ne koncentracije 5

mM s 40 min inkubacijo na 37°C.

Detekcijo encima smo izvedli enako kot pri testni ekspresiji z NaDS-PAGE ter prenosom

western.

3.2.8 DOLOCITEV KONCENTRACIJE IN AKTIVNOSTI KATEPSINA S

Koncentracijo dobljenega katepsina S smo najprej dolo€ili z merjenjem absorbance pri 280

nm na UV-spektrofotometru NanoDrop v treh paralelkah, upostevali smo ekstinkcijski

koeficient katepsina S (€= 78250 M™cm™).

METODA TITRACIJE AKTIVNEGA MESTA Z ZAVIRALCEM

Delez aktivnosti katepsina S smo dolo¢ili z metodo titracije aktivnega mesta z zaviralcem
E-64 na mikrotitrskih plosc¢ah. Pripravili smo 100 nM encim, pri ¢emer smo izhajali iz
koncentracije, ki smo jo dolocili spektrofotometricno.  Uporabili smo razlicne
koncentracije zaviralca od 10 do 200 nM, tako da je bilo razmerje med [Z]/ [E] med O in 2.
Osnovne raztopine E-64, ki smo jih uporabljali za red¢enje, so vsebovale DMSO. Ta lahko
vpliva na rezultat meritev, zato smo vzorcem, ki smo jih red¢ili v aktivacijskem pufru,

dodali DMSO, da so vse raztopine vsebovale enako kon¢no koli¢ino DMSO. Kot
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negativno kontrolo smo uporabili aktivacijski pufer brez encima, kot pozitivno pa encim

brez dodanega zaviralca.

Katepsin S smo najprej aktivirali v aktivacijskem pufru (5 min, 37°C) in mu nato dodali 80
ul zaviralca E-64 razli¢nih koncentracij. Preostalo aktivnost encima smo merili s pomocjo
dodatka 5 pl substrata Z-VVR-AMC (200 uM), ki smo ga dodali po 20 min inhibicije in
takoj zaceli z merjenjem fluorescence vzorcev na Citalcu Tecan pri valovni dolzini

ekscitacije 365 nm ter emisije 440 nm.

S pomocjo merjenja fluorescence smo spremljali razliko v hitrosti reakcije v prisotnosti
razli¢nih koncentracij zaviralca in brez dodatka zaviralca, koli¢nik obeh vrednosti pa nam
je podal podatek o aktivnosti encima. Z metodo linearne regresije smo dobili graf
odvisnosti aktivnosti od razmerja [Z]/ [E]. PresecisCe te premice z abscisno osjo nam poda
razmerje med [Z]/ [E], ko je hitrost reakcije enaka O, kar pomeni, da je takrat ves aktiven
encim inhibiran in je torej koncentracija aktivnega encima to¢no enaka poznani
koncentraciji zaviralca. Glede na rezultate prvega merjenja smo izbrali 5 koncentracij

zaviralca v linearnem obmogju in ponovili meritve.

3.2.9 TESTIRANJE ZAVIRALCEV

ZAVIRANJE AKTIVNOSTI KATEPSINA S

Testirali smo zaviralno aktivnost petih spojin. Zaviralca Gii 2149 ter Gii 2458 sta bila
razvita v laboratoriju prof. dr. Michaela Giitschowa (Univeza v Bonnu). Nitroksolin je
sicer uveljavljena ucinkovina za zdravljenje bakterijskih okuzb, prepoznan pa je bil tudi
kot zaviralec katepsina B, zato smo Zeleli preveriti njegov vpliv na aktivnost katepsina S.
Spojini E-64 ter LHVS smo uporabili kot kontrolna zaviralca, saj E-64 zavira cisteinske

proteaze, LHVS pa je selektivni zaviralec katepsina S.

Vsa testiranja zaviralcev katepsina S smo izvedli s 70 nM encimom v aktivacijskem pufru,
z izjemo nitroksolina, kjer smo uporabili 30 nM encim. Encim smo najprej inkubirali 5 min
v aktivacijskem pufru ter nato dodali zaviralec. Encim in zaviralec smo inkubirali 60 min

na sobni temperaturi in nato dodali substrat Z-VVR-AMC (kon¢na koncentracija v reakciji
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10 uM) ter takoj merili fluorescenco vzorcev na ¢italcu Tecan. Meritve smo izvajali pri

valovni dolzini ekscitacije 365 nm ter emisije 440 nm.

Na mikrotitrsko plos¢o smo pri vseh meritvah nanesli kot slepo kontrolo aktivacijski pufer
brez encima, kot pozitivno pa katepsin S brez zaviralca. Negativno kontrolo za primerjavo
stopnje inhibicije je predstavljal vzorec katepsina S z dodanim E-64. Uporabili smo

koncentracije zaviralcev, ki so predstavljene v preglednici.

Preglednica 1X: Koncentracije testiranih zaviralcev katepsina S

zaviralec uporabljena koncentracija
LHVS 3nMin 10 nM

Gt 2149 50 nM in 100 nM

Gii 2458 10 nM in 50 nM
nitroksolin 10 uM, 50 uM in 100 uM
E-64 10 uM

ZAVIRANJE AKTIVNOSTI KATEPSINA B

Da bi preverili specifi¢nost zaviranja katepsina S, smo testirali zaviralno delovanje LHVS,
Gii 2149 in Gii 2458 na aktivnost katepsina B. Testiranje smo izvedli po enakem postopku
kot pri katepsinu S, le da smo uporabili 10 nM encim. Kot substrat smo uporabili Z-RR-
AMC, kot kontrolni zaviralec z znano specificno aktivnostjo pa CA-074. Meritve

fluorescence smo izvedli pri valovni dolzini ekscitacije 380 nm ter emisije 460 nm.

Preglednica X: Koncentracije testiranih zaviralcev katepsina B

zaviralec uporabljena koncentracija
LHVS 3nM

Gt 2149 50 nM in 100 nM

Gii 2458 10 nM, 50 nM in 100 nM
CA-074 10 uM
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Preglednica XI: Strukture testiranih zaviralcev katepsina S in katepsina B

zaviralec struktura M [g/mol]

Gu 2149 357,45

Gt 2458

383,49
()\\ /\HL 2
.S NH %

LHVS 527,68
o o}
A\ //O

E-64 HO 0 357,41
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CA-074 O OH ° M 383,44
o O
(N mNH
0
nitroksolin OH 190,16
|N\
_
NO,
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4. REZULTATI

4.1 MOLEKULSKO KLONIRANJE

4.1.1 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO

Uspesnost pomnozevanja z verizno reakcijo s polimerazo smo potrdili z agarozno gelsko
elektroforezo, kjer je velikost produktov ustrezala pri¢akovani velikosti prokatepsina S
(993 baznih parov). Dobro vidne lise (na sliki oznaceno z 1, 2 in 3) kaZejo na visoko

koncentracijo dobljenega produkta. Na mesto 4 smo nanesli standard velikosti.

prokatepsin S

== 1000 bp

Slika 4: Produkti verizne reakcije s polimerazo

4.1.2 LIGACIJAV KLONIRNI VEKTOR pGEM-T Easy

Za preverjanje uspeSnosti ligacije cDNA prokatepsina S v Kklonirni vektor smo produkt
izpostavili izbranima restrikcijskima encimoma Xhol in Notl, ki zapis izreZeta iz vektorja.
Rezultati agarozne gelske elektroforeze kazejo, da se je zapis uspesno vkljucil v klonirni
vektor (Slika 5). Lisi na mestu 1 ustrezata velikosti lineariziranega vektorja (3015 bp) in
prokatepsina S (993 bp). Poleg cDNA prokatepsina S, ki smo jo pomnozili v klonirnem
vektorju, smo imeli na voljo tudi zapis, pomnozen z reakcijo PCR, ki smo ga prav tako
izpostavili izbranima restrikcijskima encimoma (mesto 2). Obenem smo linearizirali tudi

ekspresijski vektor pPIC9 (8023 bp) za uporabo v naslednjem koraku (mesti 4 in 5).
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pGEM-T Easy

procatS

1- procatS/pGEM-T Easy
(rezan z Xhol in Notl)

2- procatsS iz reakcije PCR
(rezan z Xhol in Notl)

3- standard velikosti

4- pPIC9 (rezan z Xhol in Notl)

5- pPIC9 (rezan z Xhol in Notl)

Slika 5: Agarozna gelska elektroforeza — preverjanje ligacije cDNA prokatepsina S v

pGEM-T Easy

4.1.3 LIGACIJA V EKSPRESIJSKI VEKTOR pPIC9 IN TRANSFORMACIJA E.coli

S produkti ligacije cDNA prokatepsina S v pPIC9 smo transformirali E.coli. VV primeru

cDNA, ki smo jo pomnozili v klonirnem vektorju, smo dobili 5 kolonij, v primeru cDNA,

pomnozene z reakcijo PCR pa je zrasla 1 kolonija. Prisotnost zapisa za prokatepsin S smo

z reakcijo PCR potrdili v primeru vseh Sestih kolonij. Za nadaljnje delo smo uporabili klon

§t. 3, ki je nosil zapis za prokatepsin S, pomnoZzen v klonirnem vektorju,

standard velikosti

cDNA procatS (iz reakcije PCR)
cDNA procats (iz klonirnega
vektorja)

Slika 6: Agarozna gelska elektroforeza — preverjanje prisotnosti zapisa prokatepsina S
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Iz izbranega klona $t. 3 smo izolirali procatS/pPIC9 in uspesnost ligacije potrdili z enakim
pristopom kot v primeru klonirnega vektorja pGEM-T Easy, le da smo uporabili ustrezna
restrikcijska encima — Bglll in Sall. Pri restrikciji pPIC9 z Bglll dobimo na gelu dva
fragmenta velikosti 2401 baznih parov in 5620 baznih parov, saj encim prepozna in reze
dve mesti v pPIC9, pri restrikciji s Sall pa vektor lineariziramo, saj ga reze le na enem
mestu. V primeru, ko je v pPIC9 vkljuéen Se zapis za prokatepsin S, dobimo enako
razporeditev lis, le da opazimo poveCanje za priblizno 1000 baznih parov, kar ustreza

prokatepsinu S.

1- pPIC9 (rezan z Bglll)

2- pPICI (rezan s Sall)

3- standard velikosti

4- procatS/pPIC9 (rezan z Bglll)
5- procatS/pPIC9 (rezan s Sall)

Slika 7: Agarozna gelska elektroforeza — preverjanje vstavitve cDNA prokatepsina S v
pPIC9

4.2 ELEKTROPORACIJA P.pastoris

Po dveh dneh inkubacije so zrasle komaj opazne kolonije, zato smo inkubacijo podaljSali
za en dan. Na plos¢i, kjer smo ekspresijski vektor cepili z Bglll, je zraslo 12 kolonij
(kolonije B1-B12), na plos¢i Sall pa 7 kolonij (kolonije S1-S7). Zaradi precej nizkega
Stevila dobljenih transformiranih kolonij, smo se odlocili, da bomo pregledali vse.
Doloc¢anje fenotipa transformiranih kolonij je pomembno tudi za dolocitev pogojev

ekspresije, saj lahko rast fenotipa Mut® vzdrzujemo z manjsimi koli¢inami metanola.
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Pri dolocanju tipa transformant na plos¢ah MM in MD so rezultati pokazali, da vse
transformante ustrezajo pricakovanemu fenotipu. V primeru klonov z vektorjem, ki smo ga
linearizirali s Sall, smo na plo§¢ah opazili hitro rast kolonij, kar ustreza fenotipu Mut",
nasprotno pa smo primeru cepitve z Bglll opazili pocasnejSo rast, kar ustreza fenotipu
Mut®.

Za preverjanje fenotipa transformant s pomocjo PCR smo izbrali vseh 19 kolonij z
vstavljenim procatS/pPIC9 ter za kontrolo po 3 kolonije vsakega fenotipa transformant
brez zapisa za prokatepsin S. Preverjanje smo izvedli z verizno reakcijo s polimerazo in
potrdili prisotnost nasega zapisa v primeru dveh klonov, ki smo jih dobili z elektroporacijo
plazmida, rezanega s Sall (klona S4 in S6). Pri nobenem od klonov nismo dokazali
prisotnosti AOX1 (pribl. 2200 bp), s ¢imer bi potrdili fenotip Mut” (Slika 8). 1zbrana klona
smo na novo precepili za testno ekspresijo, naklju¢no pa smo izbrali Se 3 klone (B2, B8 in

B12). Kot negativno kontrolo smo izbrali 3 klone s praznim vektorjem pPIC9.

kloni B1-B12 standard velikosti ~ kloni S1-S7

fragment, ki vsebuje
prokatepsin S

Slika 8: Pregled fenotipa transformant P.pastoris z verizno reakcijo s polimerazo

4.3 TESTNA EKSPRESIJA

Vzorce iz izbranih ¢asovnih tock smo pregledali s pomocjo NaDS-PAGE. Po barvanju z
barvilom Coomassie brilliant blue nismo zaznali nobene lise pri velikosti, ki bi ustrezala
nasemu proteinu. Barvanje smo ponovili s srebrovim nitratom, ki omogoca zaznavanje

nizjih koncentracij proteinov v vzorcu. Liso pri velikosti 37 kDa, ki ustreza pricakovani
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velikosti prokatepsina S, smo zaznali le pri klonu S6, pri ¢emer je bil optimalni cas

ekspresije 75 ur (Slika 9).

123 4 56 7 8 91011 12 13 14 15

S4: 1-0h S6: 9- 19h
: 2-19h 10- 28h
3- 28h 11- 44h
. o 4- 44h 12- 51h
- 5-51h 13- 68h
——> | prokatepsin S 6- 68h 14- 75h
7- 75h 15- 93h
8- 93h

—_—

Slika 9: Pregled testne ekspresije z barvanjem s srebrovim nitratom (klona S4 in S6),
casovne tocke od 0 do 93 ur

4.4 EKSPRESIJA V VECJI KOLICINI IN IZOLACIJA

Sistem za tekocinsko kromatografijo AKTA nam je omogodal sprotno detekcijo eluiranih
frakcij z merjenjem absorbance pri valovni dolzini 280 nm (A2gp). Na Sliki 10 predstavlja
modra barva Azgo in zelena barva gradient ionske moci. Prvi vrh smo opazili pri spiranju z
vezalnim pufrom (nevezane frakcije), drugi vrh pa se je eluiral z elucijskim pufrom

(vezane frakcije) pri priblizno 30% gradienta ionske moci.
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frakcije

Slika 10: Elucijski profil prokatepsina S

Vzorec S6, ki smo ga skoncentrirali z ultrafiltracijo, ocistili z ionsko-izmenjevalno
kromatografijo in aktivirali, smo pregledali s pomoc¢jo prenosa western. Rezultati so

pokazali prisotnost katepsina S v vezani frakciji, razen v primeru filtrata.

1 2 3 4 5

1- standard velikosti
2- nevezana frakcija

(skoncentrirana)
3- nevezana frakcija (filtrat po
koncentriranju)
. 4- vezana frakcija
— katepsin S .
= P (skoncentrirana)

5- vezana frakcija (filtrat)

Slika 11: Pregled razlicnih frakcij s prenosom western.

41



4.4.1 DOLOCITEV KONCENTRACIJE IN AKTIVNEGA DELEZA KATEPSINA S

Spektrofotometricno smo dolocili koncentracijo pridobljenega katepsina S, ki je znasala
13,3 uM oz. 0,33 mg/ml. S pomocjo titracije aktivnega mesta z E-64 in uposStevanjem
red¢enja smo dolo¢ili koncentracijo encima 2,7 uM, iz ¢esar smo sklepali, da je aktivnega

20% encima.

140 -+

120 -

100

(0]
o

60
40 -

20 A

0 4 8 12 16 20

Slika 12: Zacetna hitrost reakcije v odvisnosti od koncentracije E-64 pri stalni
koncentraciji substrata

120 ‘
100 -
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40

20
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Slika 13: Zacetna hitrost reakcije v odvisnosti od razmerja med koncentracijo zaviralca in
encima ([Z]/ [E])

42



45 TESTIRANJE ZAVIRALCEV

45.1 TESTIRANJE ZAVIRALCEV KATEPSINA S

Testirali smo zaviralno aktivnost spojin Gii 2149 ter Gii 2458 in jo primerjali z znanima
zaviralcema E-64 in LHVS. Na grafu predstavljeni rezultati kazejo, da je Ze dodatek 50 nM
Gii 2149 moc¢no zmanjsal aktivnost katepsina S. V primeru Gii 2458 je do primerljivega
zmanjSanja aktivnosti prislo ze ob dodatku 10 nM zaviralca, ob povecanju koncentracije na

50 nM pa je bila aktivnost skoraj povsem zavrta.

45,00 -
40,00 -
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Slika 14: Zacetna hitrost reakcije v odvisnosti od dodatka razlicnih koncentracij zaviralcev
— katepsin S

Preverjali smo tudi vpliv nitroksolina na aktivnost katepsina S (Slika 15). Do zmanjSane

aktivnosti je prislo v primeru dodatka visjih koncentracij zaviralca (50 uM, 100 puM).
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Slika 15: Zacetna hitrost reakcije v odvisnosti od dodatka razlicnih koncentracij
nitroksolina.

4.5.2 TESTIRANJE ZAVIRALCEV KATEPSINA B

Ker smo zeleli preveriti tudi selektivnost testiranih zaviralcev za katepsin S, smo testiranje
ponovili s katepsinom B. Ob dodatku 100 nM Gii 2149 in Gii 2458 ni bilo opazne razlike v
aktivnosti katepsina B. Kot kontrolo smo uporabili tudi selektivni zaviralec katepsina B,

CA-074, ki smo ga dodali v mikromolarnem obmogju.
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Slika 16: Zacetna hitrost reakcije v odvisnosti od dodatka razlicnih koncentracij zaviralcev
— katepsin B
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5. RAZPRAVA

V okviru magistrske naloge smo sledili splosnemu postopku za pripravo rekombinantnih
proteinov. Poznan genski zapis za katepsin S smo najprej namnozili s pomocjo klonirnega
vektorja in nato preklonirali v ustrezen ekspresijski vektor. Tega nato vstavimo v
gostiteljski organizem, ki nam proizvaja zelen protein. Za izrazanje rekombinantnih
proteinov imamo na voljo Stevilne prokariontske in evkariontske sisteme, ki se med seboj
razlikujejo po kompleksnosti procesa priprave, ceni ter stopnji posttranslacijskih sprememb
na proteinu. Dejstvo je, da ne obstaja popoln sistem, zato je potrebno pri izboru upostevati
lastnosti proteina (stabilnost, lokalizacija, prisotnost pomembnih posttranslacijskih

sprememb), zeleno koli¢ino in naéin izolacije produkta. (50)

Glede na objavljene rezultate izrazanja katepsina S v celicah kvasovk, kjer so uspeli
pridobiti aktivni protein, smo se v nasem primeru odloCili za izrazanje katepsina S v
kvasovki P.pastoris. (38) Ta velja za enega izmed najbolj pogosto uporabljenih
evkariontskih ekspresijskih sistemov, ki omogoca pridobivanje pravilno zvitih in aktivnih
rekombinantnih proteinov. Moc¢ni promotorji izrazanja omogocajo pridobivanje vecjih
koli¢in proteinov, pri ¢emer je gojenje enostavnejSe kot v primeru ostalih evkariontskih

sistemov. (47)

Zapis prokatepsina S smo pomnozili z verizno reakcijo s polimerazo, kar nam je
omogocilo in vitro pridobitev velikega Stevila kopij DNA v kratkem ¢asu. Z ustreznim
nacrtovanjem zacetnih oligonukleotidov nam reakcija omogoca tudi dodajanje novih
zaporedij (pripajanje dodatnih nukleotidov na 5'-konec). V prvem koraku smo v zacetna
oligonukleotida (Slika 1) uvedli kraj$i zaporedji (6-8 nukleotidov), ki ju prepoznavata
restrikcijska encima Xhol in Notl, ki smo ju v nadaljevanju potrebovali za vstavitev zapisa
v vektor pPIC9. Gre za ekspresijski vektor kvasovke P.pastoris, ki je namenjen izrazanju
rekombinantnih proteinov in njihovemu izlo¢anju v gojisée, kar poenostavi izolacijo.
Vsebuje namre¢ zaporedje, ki kodira signalni peptid o- faktor (949-1215 bp), ki vodi
nastali protein iz celice. Ker pa smo se v nasem primeru odlo¢ili za uporabo encima Xhol,
ki ima restrikcijsko mesto znotraj signalnega zaporedja (1192), smo izgubili del zaporedja

KEX2, ki je potrebno za kasnejSo odcepitev signalnega peptida. Zato smo ze med za¢etnim
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pomnoZzevanjem zapisa z reakcijo PCR na enak nacin kot restrikcijska mesta nadomestili

tudi dodatno signalno zaporedje P.pastoris (a- faktor).

Za pomnozevanje smo izbrali klonirni vektor pGEM-T Easy, ki omogoca vnos v
gostiteljske celice bakterij. Klonirni vektor se v celici razmnozuje in tako ustvarja kopije
lastne ter vklju¢ene DNA. Prednost pomnozevanja s pomocjo bakterijskih celic v
primerjavi z reakcijo PCR s Taq polimerazo je predvsem prisotnost popravljalnih
mehanizmov, ki so sposobni s kontrolnim branjem novo sintetiziranih zaporedij zaznati in
popraviti napake, ki nastanejo pri prepisovanju. (51) (52) Preprosto vstavitev fragmenta v
vektor brez uporabe restrikcijskih encimov nam je omogocila lastnost Taq polimeraze, ki
ima tudi aktivnost terminalne transferaze in zelo pogosto na 3'-koncu produkta reakcije
PCR pripne dodatni dA. (52) Ta je kompatibilen z dT previsnim koncem v klonirnem
vektorju pGEM-T Easy. DNA ligaza nato prepozna linearna konca DNA molekul ter ju
med seboj kovalentno poveze. Kljub temu ligacija v pGEM-T Easy ni uspela v vseh
poskusih, kar bi lahko bila posledica dejstva, da se insert z dA lepljivimi konci lahko v
plazmid z dT lepljivimi konci vkljuéi na dva nacina, pri ¢emer lahko pride do napacne
orientacije inserta. Prav tako lahko ligaza izjemoma namesto povezave med zapisom in
vektorjem poveze oba konca lineariziranega vektorja in ga s tem »zapre« oz. poveze med
seboj ve¢ fragmentov, kar prav tako ni zazeleno. (53) Pravilno orientacijo in zaporedje

nasega fragmenta smo zato na tej tocki preverili s sekveniranjem.

Za razliko od izbranega klonirnega vektorja je ekspresijski vektor pPIC9 omogocal
usmerjeno vstavitev zapisa za prokatepsin S. Ponovljivo in usmerjeno vstavljanje tuje
DNA lahko dosezemo z uporabo razli¢nih restrikcijskih endonukleaz. (53) Posamezni
restrikcijski encimi namre¢ prepoznavajo to¢no doloc¢ena zaporedja (4-8 bp), ki jih vedno
cepijo na enak nacin. Iz tega sledi, da v primeru uporabe enakega restrikcijskega encima na
zapisu in vektorju kot rezultat dobimo fragmente obeh zaporedij, ki so med seboj
navzkrizno kompatibilni. (54) Z izborom dveh razli¢nih restrikcijskih encimov (Xhol in
Notl), ki cepita vsak na enem koncu naSega zapisa, torej lahko zagotovimo pravilno
usmerjeno vstavitev zapisa v skladu z bralnim okvirjem. Izhajali smo iz zapisa za

prokatepsin S, pomnoZenega v klonirnem vektorju, od koder smo ga izrezali z uporabo
46



restrikcijskih encimov in tako dobili lepljive konce, ki so bili kompatibilni z lepljivimi
konci ekspresijskega vektorja, ki smo ga predhodno linearizirali z enakima restrikcijskima

encimoma.

Pri tem koraku molekulskega kloniranja smo imeli najve¢ tezav, saj nam v zacetnih
poskusih ni uspelo vstaviti cDNA prokatepsina S v pPIC9. V prvih poskusih smo tako
procatS/pGEM-T Easy kot pPIC9 poskusili cepiti z obema restrikcijskima encimoma v
enem koraku. Aktivnost restrikcijskih encimov je precej odvisna od temperature in pufra,
vendar sta oba nasa encima v izbranem pufru po podatkih proizvajalca izkazovala 100%
aktivnost (55) (56). Ker nismo uspeli dobiti ustreznega rezultata smo se kljub navedbam
proizvajalca odlo¢ili za dve posamezni reakciji, v katerih smo procatS/pGEM-T Easy in
pPIC9 najprej izpostavili encimu Xhol v priporo¢enem pufru, ju ocistili z agarozno gelsko
elektroforezo ter izolirali iz gela in nato ponovili enak postopek z encimom Notl. Nacin je
sicer bolj zamuden, vendar nam je po nekaj poskusih uspelo vstaviti zapis za procatS v
vektor pPICO.

Za nastale tezave nismo nasli jasne razlage, razlog pa bi lahko tical v prisotnosti dveh
prepoznavnih mest za encim Notl znotraj Klonirnega vektorja pGEM-T Easy, ki lezita v

neposredni blizini vstavljenega zapisa (Slika 17).

5 TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG ccata
3 ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC
T7 Promoter | “ Il | | “
Apal Asatll Sphl BstZl tecol

GCGGC CGCGG GAATT CGNTIT(klon frag) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA : 73'TTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG

Il | LI | e
. = Sacll EcoRl Spel EcoRl L N(;" i Pstl Sal
stZ sl

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT 3
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATATCACA GTGGATTTA -

l | l Il l J SP6 Promoter
Noel Sacl BsiXl Nsil

Slika 17: Restrikcijska mesta linearnega vektorja pGEM-T Easy
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Ker encimi bolj u¢inkovito prepoznavajo restrikcijska mesta, ki ne lezijo v blizini konca
verige DNA, bi v naSem primeru lahko prislo do tega, da bi Notl cepil na treh mestih (obe
mesti na vektorju ter eno znotraj vstavljenega fragmenta). V primeru so¢asne restrikcije bi
tako lahko prislo do zmanjSane uéinkovitosti prepoznave mesta cepitve Xhol, ki bi v takem
primeru ostal v neposredni blizini konca verige DNA. V tem primeru bi bilo bolj verjetno,
da ne bi prislo do prepoznave in cepitve, kar bi lahko razlozilo neuspeh pri vstavljanju v
pPIC9. Da smo se temu izognili, smo pri loCenih reakcijah najprej izvedli cepitev z Xhol

ter v naslednjem koraku Se cepitev z Notl.

Vektor pPIC9 z vkljuenim zapisom za prokatepsin S smo v genom kvasovke vnesli z
elektroporacijo, ki je ena izmed bolj u¢inkovitih metod za vnos tuje DNA (57). Nas cilj je
bil pridobiti oba fenotipa transformant po elektroporaciji kvasovke P.pastoris, kar smo
zeleli dose¢i z izbiro dveh restrikcijskih encimov, ki omogocata integracijo v genom
kvasovke na razli¢na nacina. Dobljeni fenotip je namre¢ odvisen od tega, ali se v genomu
kvasovke zamenja ali ohrani gen AOX1, ki dolo¢a sposobnost presnavljanja metanola in
hitrost rasti na gojis¢u z metanolom. VKkljucitev v genom se pri uporabi encima Sall zgodi
z insercijo, ki je posledica enojnega prekrizanja med lokusom his4 na kromosomu
kvasovke in genom HIS4 ekspresijskega vektorja. Pri tem se ohrani lokus za AOX1 in
transformante torej izrazajo normalno AOX1 (fenotip Mut"). Pri linearizaciji plazmida z
Bglll pa pride do vkljucitve v genom prek dvojnega prekrizanja in zamenjave gena na
lokusu za AOX1, s &imer kvasovka izgubi zapis za AOX1 oksidazo (fenotip Mut®). (49)
Kljub jasni teoriji pa nekateri primeri v literaturi navajajo, da pri cepitvi z encimom Bglll
transformante fenotipa Mut® predstavljajo le 5-25 % vseh transformant. (57) Prisotnost
obeh fenotipov transformant je zaZeljena, saj vnaprej ne moremo predvidevati, kateri

fenotip bo predstavljal boljsi ekspresijski sistem za nek rekombinantni protein.

V nasem primeru smo po elektroporaciji dobili precej nizko Stevilo transformiranih kolonij
(19), kar bi lahko bila posledica pogojev elektroporacije, kjer z elektri¢nim pulzom
porusimo strukturo membrane, da omogoc¢imo prehod plazmidne DNA v notranjost celice,
pri tem pa lahko na celicah nastane nepopravljiva Skoda. Transformante smo za prisotnost
zapisa za prokatepsin S pregledali z reakcijo PCR in dokazali prisotnost le v primeru
klonov S4 in S6. Dobili smo torej visoko Stevilo lazno pozitivnih transformant, za katere je

precej verjetno, da sploh ne vsebujejo vektorja, temvec je prislo le do zamenjave znotraj
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lokusa his4 in vstavitve selekcijskega gena HIS4 iz vektorja, ki je omogocal rast na gojiscu

brez histidina. (57)

Pri pregledu fenotipa transformiranih kolonij z opazovanjem razli¢no hitre rasti na plos¢ah
MM in MD smo sicer dolo¢ili prisotnost obeh tipov transformant, vendar pri nadaljnjem
preverjanju prisotnosti zapisa za AOX1 v genomu P.pastoris z reakcijo PCR rezultata
nismo uspeli potrditi. Pri nobenem izmed testiranih klonov na gelu nismo zaznali lise pri
velikosti, ki ustreza AOX1 (pribl. 2200 bp). (58) 1z tega sicer sledi, da v nobenem primeru
nismo dobili fenotipa Mut”, vendar je potrebno upostevati dejstvo, da je lisa AOX1 na gelu
pogosto zelo slabo vidna. (49) Ob upostevanju tega smo v vseh primerih kot bolj

.....

Testna ekspresija je pokazala, da smo dobili le en uspesno transformiran klon P.pastoris, ki
je proizvajal prokatepsin S. Temu smo na testu z plos¢ami MM in MD dolo¢ili fenotip
Mut", z reakcijo PCR pa Mut®. Zaradi predhodno omenjene problematike pri doloanju z
reakcijo PCR, smo se odlogili, da gre za fenotip Mut™ Tako Zal nismo imeli moZnosti
primerjave izrazanja prokatepsina S v obeh fenotipih, kar bi bilo smiselno preveriti v
nadaljnjih raziskavah. Fenotip Mut® sicer predstavlja manj zazeleno moznost z vidika
stroSkov gojenja, saj zahteva dodatek vecjih koli¢in metanola v gojiscu. Ta vidik je bolj
izpostavljen pri gojenju vecjih koli¢in kvasovke kot v naSem primeru, vendar pa ga je
smiselno upostevati v vsakem primeru. Prav tako je vecja hitrost presnove metanola
povezana z veéjo porabo kisika, kar pomeni tveganje za pomanjkljiv dostop kisika, ki
lahko postane omejitveni dejavnik pri stopnji ekspresije. Po drugi strani pa je pri fenotipu
Mut® prisotno manjse tveganje za toksi¢ni vpliv metanola, saj je sposoben njegovega

hitrejSega presnavljanja. (57)

Pri pregledu rezultatov ekspresije se je zal pokazalo, da vkljuCitev zapisa v genom
kvasovke ne pomeni nujno tudi njegovega dobrega izrazanja, saj pri pregledu vzorcev z
NaDS PAGE in barvanjem z barvilom Coomassie blue nismo zaznali lise, ki bi ustrezala
prokatepsinu S. Ker je meja detekcije z omenjenim barvilom okrog 100 ng proteina, smo
postopek ponovili z metodo barvanja s srebrovim nitratom, ki je bolj primerna za

zaznavanje niZjih koli¢in proteinov. S to metodo, ki obarva Ze priblizno 1 ng proteina, smo
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uspeli zaznati liso primerne velikosti. (59) Izkazalo se je tudi, da P.pastoris res predstavlja
ugoden ekspresijski sistem z vidika nizkega izlo¢anja nativnih proteinov, saj na gelu nismo

zaznali velikega Stevila proteinov.

Prokatepsin S smo iz gojis¢a izolirali s pomocjo ionsko-izmenjevalne kromatografije, ki
temelji na lo¢evanju molekul glede na naboj. Uporabili smo mocan kationski izmenjevalec
SP XL 16/10, ki veze katione prek skupine SOjz. Glede na izoelektriéno tocko
rekombinantnega ¢loveskega katepsina S (pI= 8,3 — 8,6), smo sklepali, da se bo nas
produkt v vezalnem pufru s pH= 4.5 nahajal v kationski obliki in se bo vezal na
izmenjevalec. (60) Ob uporabi gradienta ionske moci smo produkt uspesno eluirali,
kasnejsi pregled frakcij s protitelesi proti katepsinu S pa je pokazal, da se je manjsi del
prokatepsina S izlo¢il s kolone Ze med spiranjem z vezalnim pufrom. Ta izguba predstavlja
tudi eno od razlag za ne prav visok izplen produkta, ki je znasal 0,55 mg/l kulture. Prav
tako proizvajalec kvasovke v navodilih za ekspresijo priporoc¢a izbor vsaj 6-8 transformant
posameznega fenotipa, ki ima lahko velik vpliv na uspesSnost izrazanja, vendar v naSem
primeru te moznosti zaradi nizkega Stevila transformant nismo imeli. Tako obstaja

verjetnost, da bi bil izplen vigji v primeru klona Mut®.

Ce pa upostevamo objavljene izkoristke iz razliénih ekspresijskih sistemov, so se kot
najbolj donosni izkazali poskusi izrazanja katepsina S v E.coli, kjer so porocali tudi o
izplenih, ki so presegali 10 mg/l kulture. V tem primeru je postopek ¢asovno daljsi, saj se
izloCeni protein v gojiScu zdruzuje v netopna inkluzijska telesca, ki zahtevajo dodatne
korake raztapljanja in ponovnega zvitja, vendar pa je o€itno bolj primeren za pridobivanje

ve¢jih koli¢in produkta. (38)

V drugem delu magistrske naloge smo preverjali zaviralno aktivnost molekul Gii 2149, Gii
2458 in nitroksolina ter njihovo selektivnost za katepsin S. Selektivne zaviralce
potrebujemo za raziskovanje naravnih substratov katepsina S v organizmu in dokonéno
razumevanje njegovega delovanja v fizioloskih in patoloskih procesih. V primeru terapije
uporaba selektivnih zaviralcev omogoca delovanje le na posamezen encim, s ¢imer se
izognemo neZelenim ucinkom, povezanih s sploSnim vplivom na aktivnost podobnih

katepsinov. (61)
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Spojini Gii 2149 ter Gii 2458 sta bili razviti z namenom zaviranja aktivnosti katepsina S in
rezultati so potrdili, da obe izkazujeta zaviralni uCinek na katepsin S ze v obmocju
nanomolarnih koncentracij. Glede na dobljene rezultate je moc¢nejsi zaviralec Gii 2458, saj
je Ze ob dodatku 10 nM zaviralca prislo do 77% zmanjSanja aktivnosti katepsina S v
primerjavi s pozitivno kontrolo. V primeru spojine Gii 2149 smo primerljivo stopnjo
zaviranja opazili ob dodatku 50 nM zaviralca, ki je aktivnost katepsina S zmanjsala za 81%
v primerjavi s pozitivno kontrolo. Ze o povisanju koncentracije zaviralca Gii 2458 na 50
nM pa smo opazili skoraj povsem zavrto aktivnost katepsina S, kar je primerljivo z
uc¢inkom 3 nM LHVS, ki je znan selektivni zaviralec katepsina S. V primeru spojine Gii
2149 ob nadaljnjem visanju koncentracije na 100 nM nismo opazili razlike v aktivnosti

katepsina S glede na 50 nM koncentracijo zaviralca.

Ker nas je zanimalo, ali sta zaviralca selektivna za katepsin S, smo testiranje z enakimi
koncentracijami obeh zaviralcev ponovili s katepsinom B. Rezultati niso pokazali razlike v
aktivnosti katepsina B, s ¢imer smo dokazali, da sta zaviralca selektivna za katepsin S. Za
dodatno potrditev selektivnosti pa bi bilo potrebno izvesti primerjave tudi z ostalimi
cisteinskimi katepsini, predvsem s poddruzino Kkatepsinu L-podobnih katepsinov, Ki

izkazujejo visjo stopnjo strukturne podobnosti s katepsinom S.

Nitroksolin je sicer uveljavljena ucinkovina za zdravljenje bakterijskih okuzb secil,
prepoznan pa je bil tudi kot zaviralec aktivnosti katepsina B, katerega zavira v obmocju
nizkih mikromolarnih koncentracij. (62) Preverili smo njegov vpliv na katepsin S in
ugotovili, da dodatek 10 uM nitroksolina ni imel vpliva na aktivnost katepsina S. Delno
zmanjSano aktivnost smo opazili Sele, ko smo povisali koncentracijo dodanega zaviralca na
50 uM in 100 puM, pri €emer je katepsin S ohranil priblizno 50% aktivnost v primerjavi s

pozitivno kontrolo.
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6. SKLEP

Uspesno smo izrazili prokatepsin S v metilotrofni kvasovki P.pastoris. Za pridobitev
vedjih koli¢in aktivnega katepsina S bi bila potrebna nadaljnja optimizacija izrazanja in
izolacije iz gojis¢a. Vsekakor bi bilo v nadaljnjih raziskavah priporocljivo pridobiti oba
fenotipa transformiranih kolonij P.pastoris, saj obstaja verjetnost, da bi fenotip Mut®

predstavljal bolj ugoden ekspresijski sistem.

Pri testiranju aktivnosti katepsina S ob dodatku razlicnih zaviralcev smo ugotovili
u¢inkovito zaviralno delovanje spojin Gii 2149 in Gii 2458. Ze dodatek nanomolarnih
koncentracij obeh spojin je za 80% zmanjsal normalno aktivnost katepsina S, pri ¢emer se
je kot mo¢nejsi zaviralec izkazala spojina Gii 2458. Preverili smo Se vpliv obeh zaviralcev
na katepsin B in potrdili, da testirana zaviralca ne vplivata na njegovo aktivnost.

Nitroksolin je vplival na aktivnost katepsina S Sele v obmoc¢ju mikromolarnih koncentracij.
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