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POVZETEK

Transkripcijski faktor NF-xB in cisteinske peptidaze predstavljajo potencialne terapevtske
tarCe pri zdravljenju raka. Objavljeno je veliko Stevilo dokazov o ugodnem vplivu zaviralcev
cisteinskih peptidaz na zmanjsanje rasti in invazije tumorskih celi¢nih linij. Prav tako
Stevilne Studije potrjujejo, da zaviranje signalne poti NF-xB spodbudi apoptozo tumorskih
celic, zelo malo pa je raziskav, ki bi preucevale morebitno povezanost med cisteinskimi
katepsini in NF-«B.

Poglavitni namen magistrske naloge je bil preuciti vpliv endogenih zaviralcev cisteinskih
peptidaz cistatina C in kokoSjega cistatina ter sinteznega zaviralca Gii 2149 na signalno pot
NF-kB v celicah adenokarcinoma prostate (PC-3).

V sklopu laboratorijskega dela smo v celicah PC-3 s TNF-a inducirali signalno pot NF-«xB
v prisotnosti zaviralcev cisteinskih peptidaz in pripravili tri razli¢ne sete celi¢nih lizatov. V
prvem setu smo z merjenjem encimske kinetike ovrednotili inhibitorni u¢inek zaviralcev na
katepsine B, L in S, v drugem setu smo detektirali NF-kB (protein p65) v jedrni in citosolni
frakciji, v tretjem pa njegov endogeni zaviralec IkB-o (nefosforilirano in fosforilirano
obliko).

Po 2-urni inkubaciji celic z zaviralci smo inhibicijo katepsina L zaznali le pri cistatinu C. Po
dodatnih 3 urah tretiranja v prisotnosti TNF-a je Gii 2149 inhibiral katepsina L in S, cistatin
C je zavrl aktivnost katepsina S, kokosji cistatin pa je povzrocil delno inhibicijo vseh treh
katepsinov.

Glede na rezultate imunodetekcije NF-«kB sklepamo, da Gl 2149 nima vpliva na aktivacijo
signalne poti NF-xB. Cistatin C in kokosji cistatin pa najverjetneje predstavljata drazljaj za
fosforilacijo 1kB-a, saj sta ze po 2-urnem inkubiranju v odsotnosti TNF-a povzrocila
translokacijo NF-«xB v jedro. Pri vzorcih s kokosjim cistatinom, kjer smo dobili vecji odziv,
smo rezultat preverili $e s konfokalno mikroskopijo, pri kateri v odsotnosti TNF-a nismo
zaznali sprememb v jedru, po inkubaciji z zaviralcem in TNF-a pa Smo zaznali precej visji
prenos NF-kB v jedro v primerjavi s kontrolo. Ker je ¢loveski cistatin C analog kokosjega
cistatina, menimo, da proteina posredujeta svoje ucinke na podoben nacin. Molekularni
mehanizem, ki bi pojasnil to delovanje, se ni znan, glede na rezultate encimske kinetike po
2-urnem inkubiranju pa sklepamo, da za translokacijo NF-kB ni odgovorna inhibicija
katepsinov.

Kljucne besede: NF-«B, cisteinske peptidaze, cistatin C, kokosji cistatin, Gii 2149.
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ABSTRACT

Transcription factor NF-kB and cysteine peptidases represent potential therapeutic targets

for cancer treatment. A large number of evidence has been published about beneficial effects
of cysteine peptidase inhibitors on reduction of growth and invasion of tumor cell lines.
Likewise, numerous studies confirm that the inhibition of NF-kB signaling pathway
stimulates tumor cell apoptosis. On the other hand, there are very few publications about the
possible relationship between cysteine cathepsins and NF-«kB.

The main purpose of this Master's Thesis was to study the effect of two endogenous cysteine
peptidases inhibitors cystatin C and chicken cystatin and synthetic inhibitor Gl 2149 on NF-
kB signaling pathway in prostate adenocarcinoma cells (PC-3).

Laboratory work involved the induction of NF-«xB signaling pathway in PC-3 cells with
TNF-a in the presence of cysteine peptidase inhibitors followed by the preparation of three
different sets of cell lysates. In the first set, we evaluated the effects of selected inhibitors on
cathepsins B, L and S by measuring enzyme kinetics. In the second set, NF-kB (protein p65)
was detected in the nuclear and cytosolic fractions. In the third set, an endogenous NF-kB
inhibitor, IkB-a (non-phosphorylated and phosphorylated form), was detected.

After 2 h cell incubation, inhibition of cathepsin L was observed only in cystatin C samples.
After an additional 3 h cell treatment in the presence of TNF-a, Gii 2149 inhibited cathepsin
L and S, cystatin C decreased the activity of cathepsin S, and chicken cystatin partly inhibited
all three cathepsins.

According to the results of NF-xB immunodetection, we think that Gl 2149 has no effect on
NF-«B signaling pathway activation. On the other hand, cystatin C and chicken cystatin most
likely represent a stimulus for IkB-o phosphorylation, as they induced NF-kB translocation
to the nucleus after 2 h cell incubation, in the absence of TNF-a. Since we obtained a higher
response for chicken cystatin samples, the result was also verified by confocal microscopy,
where no changes in the nucleus were observed in the absence of TNF-a. After treating the
cells with the combination of inhibitor and TNF-a, a significantly higher transfer of NF-xB
to the nucleus was detected in chicken cystatin samples compared to control. As human
cystatin C is an analogue of chicken cystatin, we believe that they mediate their effects in a
similar way. A molecular mechanism that would explain this activity is not known yet.
According to the enzyme kinetics measurements after a 2-hour treatment, we concluded that
the inhibition of cathepsins is not responsible for NF-«xB translocation.

Keywords: NF-«B, cysteine peptidases, cystatin C, chicken cystatin, Gii 2149.
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SEZNAM OKRAJSAV

Cys cistein (angl. cystein)

DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid)

E-64 L-trans-eposukcinil-levcilamido(4-gvanidino)butan

IFN-y interferon gama (angl. interferon gamma)

IKK kinaza zaviralca kapa B (angl. inhibitor of kappa B kinase)

IxB zaviralec kapa B (angl. inhibitor of kappa B)

Ki konstanta inhibicije

NF-«xB jedrni faktor kapa B (angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells)

PMSF fenilmetan sulfonil fluorid

RHD Rel homologna domena (angl. Rel homology domain)

SDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v  prisotnosti  natrijevega
dodecilsulfata

TNF-a tumorje nekrotizirajo¢i faktor alfa (angl. tumor necrosis factor alpha)

TNFR1 receptor za tumorje nekrotizirajo¢i faktor 1 (angl. tumor necrosis factor
receptor 1)

uv ultravijoli¢en

Vi
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1 UVOD

1.1 CISTEINSKE PEPTIDAZE

Peptidaze oziroma proteaze so encimi, ki ireverzibilno hidrolizirajo peptidno vez v
aminokislinskem zaporedju z nukleofilnim napadom na karbonilni ogljikov atom, ki mu
sledi hidroliza tetraedricnega intermediata. V cloveskem telesu je skoraj 600 razli¢nih
proteaz, ki imajo klju¢no vlogo pri uravnavanju Stevilnih fizioloSkih procesov. Ti encimi
predstavljajo potencialne terapevtske tarCe, saj je uravnavanje njihovega delovanja pri
mnogih boleznih moteno. Peptidaze delimo v razli¢ne razrede glede na klju¢no kataliti¢no
komponento v aktivnem mestu encima. Tako imamo serinske, treoninske, cisteinske,
aspartatne in glutamatne proteaze ter metaloproteaze (v aktivnem mestu imajo cink). Ce
encim cepi peptidno vez znotraj polipeptidne verige, ga uvrs¢amo med endopeptidaze, ¢e pa
se tarCna peptidna vez nahaja na N- ali C- koncu polipeptidne verige, govorimo o
eksopeptidazah. Papainu podobne cisteinske proteaze, ki jih uvrs¢éamo v klan CA, imajo
znacilno kataliti¢no triado, sestavljeno iz cisteina, histidina in aspartata [1, 2].

Med proteaze spadajo tudi encimi, imenovani katepsini, ki so po veéini cisteinske proteaze
(katepsini B, C, F, H, K, L, O, S, V, X, W), razen katepsinov A in G, ki sta serinski proteazi,
ter katepsinov D in E, ki sta aspartatni proteazi. Ti encimi se obi¢ajno nahajajo znotraj
lizosomov, kjer poteka obseZzna znotrajceli¢na proteoliza. Za njihovo optimalno aktivnost je
potreben $ibko kisel pH in reducirajoce okolje, ki sta znacilna za lizosome. Katepsine so
véasih obravnavali izkljuéno kot encime, vpletene v konéno razgradnjo proteinov; studije, v
katerih so uporabili misi z izbitimi geni (angl. knockout mice), pa so pokazale, da imajo
pomembno vlogo tudi pri proliferaciji, adheziji in apoptozi celic, kostni remodelaciji,
aktivaciji prohormonov, presnovi lipidov in imunskemu odzivu [3-5].

Povecano prisotnost katepsinov zunaj lizosomov ponavadi povezujemo z razli€nimi
patoloskimi stanji, kot so rakava in sréno-Zilna obolenja, okuzbe ter avtoimunske, kostne in
nevrodegenerativne bolezni. Vsem nastetim patologijam je skupno kroni¢no vnetje in tudi
poveCano izrazanje ter vi§ja aktivnost katepsinov (Se posebej v imunskih celicah), ki
sta posledici motenega uravnavanja genskega prepisovanja, aktivacije cimogenov in
delovanja endogenih zaviralcev [1, 3-5].

Cisteinski katepsini so sestavljeni iz leve (L) in desne (R) domene, med katerima je reza z

aktivnim mestom. Vezavna mesta za substrat, ki se nahajajo na obeh domenah, oznacujemo
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s ¢rko S, aminokislinski ostanki substrata, ki tvorijo interakcije z aktivnim mestom encima,
pa so oznaceni s ¢rko P (vezava proteinskega substrata na cisteinski katepsin je prikazana na
sliki 1). Ta mesta so oStevil¢ena glede na polozaj peptidne vezi, ki jo cepi katepsin. Hidroliza
peptidne vezi poteCe med aminokislinama, ki sta oznaceni s P1 in P1'. Ugotovili so, da sta
vezavni mesti S2 in S1' glavni determinanti substratne specificnosti. Za razliko od ostalih
cisteinskih peptidaz (npr. kaspaz, leqgumaina) izkazujejo cisteinski katepsini §irSo substratno
specificnost. Tako se lahko tudi na mesto S2, katerega struktura je zelo strogo definirana,

vezejo Stevilni hidrofobni ali aromatski aminokislinski ostanki [5-9].

PEPTIDNA VEZ, KI JO CEPI KATEPSIN.

SUBSTRAT

S4 S3 S2 S1 S1' S2° S3' S4'

CISTEINSKI KATEPSIN
/’.\ /’A\\/

Slika 1: Shematski prikaz vezave proteinskega substrata v aktivno mesto katepsina.
Aminokislinski ostanki substrata so oznaceni s ¢rko P, vezavna mesta na encimu pa s ¢rko S.
Hidroliza peptidne vezi pote¢e med aminokislinama, ki sta oznac¢eni s P1 in P1' [10].

Vsi lizosomski katepsini so sintetizirani na ribosomih kot neaktivni preproencimi. Po vstopu
v lumen endoplazmatskega retikuluma se odstrani signalni peptid na N-koncu, v Golgijevem
aparatu pa potece glikozilacija, fosforilacija manoze in tvorba disulfidnih vezi na proencimu,
ki ga imenujemo tudi cimogen. Propeptid poskrbi za ustrezno zvijanje prokatepsina in
transport v lizosome ter preprecuje nezeleno aktivacijo proencima. Cimogen se prenese v
lizosom preko vezave na manoza-6-fosfatni receptor, lahko pa tudi pri procesu zlivanja
membran. Pri Sibko kislih pogojih v endolizosomu pride do proteoliticne odstranitve
propeptida in nastanka zrelega encima. Ta proces lahko poteka avtokataliticno ali s
sodelovanjem drugih proteaz [11, 12].

Povecana proteoliti€na aktivnost katepsinov je zelo Skodljiva, zato obstajajo Stevilni
mehanizmi, ki strogo nadzorujejo delovanje teh encimov. Njihova aktivnost je in

vivo kontrolirana z lokacijo zrelih encimov, uravnavanjem izrazanja njihovih genov,
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postranslacijskimi modifikacijami, aktivacijo cimogenov, vrednostjo pH, endogenimi in

eksogenimi zaviralci ali s kombinacijo vseh nastetih mehanizmov [3, 5, 13].

1.1.1 Katepsin B
Katepsin B (EC 3.4.22.1) je encim, ki spada v papainsko druzino cisteinskih proteaz (C1)

klana CA. Od drugih lizosomskih cisteinskih proteaz se lo¢i po tem, da ima v svoji strukturi
disulfidni mosticek med Cys108 in Cys119, ki z 18 drugimi aminokislinami tvori t. i.
zaporno zanko (angl. occluding loop). Ta v zaprtem stanju z ene strani ovira dostop substrata
do reze z aktivhim mestom. Posledi¢no lahko katepsin B odvisno od pH deluje kot
eksopeptidaza (dipeptidil karboksipeptidaza) ali endopeptidaza — pri nevtralem pH je zanka
odprta, kar ugodno vpliva na endopeptidazno aktivnost, v kislem okolju (optimalni pH okrog
5, ki je tipiCen za lizosome) pa je poviSana eksopeptidazna aktivnost [3, 14].

Katepsin B (tako kot vec¢ina drugih cisteinskih katepsinov) prednostno cepi peptidne vezi v
substratih, ki imajo na poziciji S2 velike hidrofobne aminokislinske ostanke, od drugih
katepsinov pa se razlikuje po tem, da na poloZaju S2 sprejme tudi arginin, ki tvori interakcije
z glutamatom na mestu 245. Izoelektri¢na tocka zrelega encima se nahaja v obmocju od 4,5
do 5,5 [15, 16].

Ceprav se gen za katepsin B konstitutivno izraza v vseh evkariontskih celicah, je nivo
prepisovanja odvisen od celi¢nega tipa in stopnje diferenciacije. V vecini sistemov pride do
izlo¢anja variabilnega deleza proencima iz celic, $tudije pa so pokazale, da je aktiven
katepsin B lahko prisoten tudi v jedru, citoplazmi in plazemski membrani [12, 17, 18].
Tako kot ostali katepsini sodeluje pri kon¢ni razgradnji proteinov v lizosomu, ima pa tudi
Stevilne bolj specifi¢ne funkcije. Skupaj s katepsinoma L in K sodeluje pri spro$€anju
S¢itni€nih hormonov s tiroglobulina, v zunajceliénem matriksu tako pri nevtralnem kot
kislem pH cepi Stevilne proteine (npr. kolagen tipa IV, laminin, elastin, fibronektin) in
sodeluje pri migraciji keratinocitov v procesu celjenja ran. Ugotovili so tudi, da ima zelo
pomembno vlogo pri apoptozi jetrnih celic, saj se je pri miSih z izbitim genom za katepsin
B zmanjsala s TNF-a posredovana apoptoza hepatocitov. Stimulacija TNFR1 namreé
povzroci sproSc¢anje katepsinov iz lizosoma v citoplazmo, kjer pride do razgradnje Stevilnih
proteinov [19-22].

Zunajceli¢ni katepsin B je vpleten v razvoj vnetnih bolezni dihalnih poti in sklepov. Obsezne
Studije so pokazale, da je njegova koncentracija v zivalskih in ¢loveskih tumorjih povisana,

zlasti pri napredovanih oblikah bolezni (npr. pri kolorektalnem raku, raku Zelodca, prostate,
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dojk, jeter, $€itnice ...). Ima tudi vidno vlogo pri tumorski invaziji, metastaziranju in

neovaskularizaciji [23-25].

1.1.2 Katepsin L

Katepsin L (EC 3.4.22.15) v glavnem poseduje endopeptidazno aktivnost in prednostno cepi
peptidne vezi z aromatskimi ostanki na polozaju P2 in hidrofobnimi ostanki na polozaju
P3. Aktiven je pri pH 3,0-6,5, njegova izoelektricna toc¢ka pa se nahaja v obmocju od 5,0 do
6,3 [12, 26, 27].

Prisoten je v vseh evkariontskih celicah. lzrazanje gena za ¢loveski katepsin L je pod
nadzorom transkripcijskih faktorjev (SP1, SP3, NFY), aktivirajo pa ga tudi Stevilni drugi
efektorji, npr. rastni dejavniki, tumorski promotorji in supresorji ter aktivirani onkogeni.
Stevilne izoforme katepsina L so prisotne tudi v jedru, kjer ima encim pomembno vlogo v
regulaciji celi¢nega cikla [12, 28, 29].

Sposoben je razgraditi skoraj vse proteine, vklju¢no z encimi, receptorji in transkripcijskimi
faktorji. Udelezen je tudi v procesu omejene proteolize, pri kateri nastajajo aktivni encimi,
receptorji in biolosko aktivni peptidi. Ugotovili so, da je delovanje katepsina L nepogresljivo
v kardiomiocitih, antigen predstavitvenih celicah prizeljca, keratinocitih, pri procesu
spermatogeneze in uravnavanju celi¢nega cikla. Sodeluje pa tudi v Stevilnih patoloskih
procesih, kot so virusne infekcije, ateroskleroza, invazija tumorskih celic in metastaziranje.
Katepsin L po eni strani pospeSuje apoptozo, po drugi strani pa deluje tudi protiapoptoti¢no
in je vpleten v razvoj rezistence tumorskih celic na ucinke protitumornih zdravilnih

ucéinkovin [12].

1.1.3 Katepsin S

Katepsin S (EC 3.4.22.27) je endopeptidaza, ki cepi strukturno podobne substrate kot
katepsina B in L, vendar pa med njimi obstajajo razlike na mestu S2. Na polozaju P2 katepsin
S preferira razvejane hidrofobne aminokislinske ostanke, medtem ko imajo substrati,
specifi¢ni za katepsin L, na tem mestu aromatske skupine, substrati katepsina B pa imajo
lahko v stranski verigi bazi¢no skupino. Katepsin S lahko za razliko od drugih lizosomskih
peptidaz razgrajuje proteine in peptide tudi v nevtralnem okolju. Optimalni pH za delovanje
katepsina S je 6,5, po 1 uri inkubiranja pri pH 7,5 pa encim obdrzi 60—70 % aktivnosti. Pod
temi pogoji je aktivnost katepsinov B in L popolnoma zavrta [30, 31].

V primerjavi z ve€ino lizosomskih cisteinskih peptidaz je katepsin S prisoten le v doloc¢enih

tkivih. Najvi§je koncentracije encima so nasli v bezgavkah, vranici in makrofagih, v
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manjSem obsegu pa je prisoten tudi v ileumu, mozganih, §¢itnici in pigmentnih epitelijskih
celicah mreznice [12].

Gen za Cloveski katepsin S vsebuje vezavna mesta za AP1 (aktivatorski protein 1) in
mikrosatelite CA (citozin-adenin), kar kaze na to, da je promotor katepsina S strogo
reguliran. IFN-y povzro¢i povecano izrazanje gena v razli¢nih celi¢nih tipih [32, 33].

Poleg proteolize v lizosomih ima katepsin S specificne znotraj- in zunajceli¢ne funkcije v
Stevilnih fizioloSkih in patoloskih procesih. Udelezen je v procesu izrazanja molekul
glavnega histokompatibilnega kompleksa II (MHC II) in antigenov na povrSini celic,
razgrajevanju zunajceli¢nega matriksa pri aterosklerozi, razvoju plju¢nih obolenj, luskavice,
nevropatske bolecine, Alzheimerjeve bolezni, revmatoidnega artritisa in multiple skleroze.
Zelo pomembno vlogo pa ima tudi pri napredovanju rakavih bolezni. V §tevilnih tumorskih
celicah je poviSana raven izraZanja gena za katepsin S. Ker encim razgrajuje sestavine
zunajceliénega matriksa, olajsa tumorsko invazijo, generira rastne dejavnike in proizvaja

dejavnike, ki uravnavajo razvoj zil [12, 34].

1.2 ZAVIRALCI CISTEINSKIH PEPTIDAZ

1.2.1 Endogeni zaviralci

Cisteinske peptidaze so udeleZzene v S$tevilnih pomembnih znotraj- in zunajceli¢nih
fizioloskih procesih, zato mora biti njihova aktivnost strogo nadzorovana na razli¢nih
nivojih, da ne pride do nepotrebne proteolize, ki je za celice lahko Skodljiva ali celo
smrtonosna. Endogeni proteinski zaviralci teh encimov igrajo zelo pomembno vlogo pri
uravnavanju delovanja telesu lastnih ali eksogenih cisteinskih peptidaz [36].

Vecina omenjenih proteinov je kompetitivnih, reverzibilnih in tesnovezoc¢ih (angl. tight
binding) zaviralcev, ki substratu preprecujejo vezavo v aktivno mesto encima. Glede na
fiziolosko vlogo jih delimo na urgentne in regulatorne zaviralce. Najvidnejsi predstavniki
urgentnih zaviralcev so cistatini, ki so od svojih tar¢nih encimov prostorsko loceni in
primarno zavirajo le proteaze, ki zapustijo lizosome, in proteaze mikroorganizmov. Navadno
je njihova fizioloska koncentracija nekajkrat visja od koncentracije taréne proteaze, kar
omogoca ucinkovito delovanje zaviralca. Regulatorni zaviralci se od urgentnih lo¢ijo po tem,
da delovanje peptidaz ne le zavirajo, temvec¢ tudi modulirajo. Navadno se nahajajo v istih

organelih kot tar¢ne peptidaze [3, 36].
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1.2.1.1 Cistatini

Cistatini so proteini, ki jih najdemo v razliénih organizmih (Zivalih, rastlinah in

mikroorganizmih). Ime cistatin je bilo prvi¢ uporabljeno pri izolaciji proteinskega zaviralca
proteaz iz beljaka kokoSjega jajca, ta izraz pa se Se danes uporablja za vse proteine, ki so
strukturno zelo podobni kokosSjemu cistatinu. Cistatini SO najbolj raziskani endogeni
zaviralci cisteinskih peptidaz, objavljenih pa je veliko studij, ki dokazujejo, da ti proteini
niso le zaviralci encimov, temve¢ imajo Stevilne druge vloge in so vkljuceni tako v fizioloske
kot patoloske procese. Dodatne znane funkcije cistatinov, neodvisne od inhibicije cisteinskih
peptidaz, so: povezovanje proteinov citoskeleta, uravnavanje transkripcije genov preko
vezave na histone, antioksidativno delovanje, vezava na razli¢ne proteine in spreminjanje
njihove strukture (npr. vezava cistatina C na amiloid B), indukcija avtofagije, preprecevanje
vezave transformirajocega rastnega dejavnika 3 na svoj receptor, degranulacija citotoksi¢nih
limfocitov T ... [35-40].

Ker je naddruZina cistatinov zelo obseZna, jo delimo na 4 druzine: stefine, cistatine,
kininogene in druge homologe cistatinov, ki so med evolucijo izgubili zaviralno delovanje
[36].

Stefini (cistatini tipa 1) so enoverizni proteini, sestavljeni iz priblizno 100 aminokislinskih
ostankov. Sintetizirani so brez signalnega peptida, niso glikolizirani in ne vsebujejo
disulfidnih mostickov. Primarno se nahajajo znotraj celic, v majhnih koli¢inah pa tudi v
telesnih tekoc¢inah. Najbolj raziskana sta stefina A in B [3].

Cistatini (cistatini tipa 2) so bolj razsirjeni od stefinov. Vsebujejo signalni peptid, ki je
odgovoren za izloCanje cistatinov v zunajceli¢ni prostor. Sestavlja jih okrog 115
aminokislinskih ostankov. Iz ¢loveskih tkiv je bilo izoliranih 7 razli¢nih zaviralcev tega tipa:
cistatin C, cistatin D, cistatin F, cistatin S, cistatin SA, cistatin SN in cistatin E/M. Vsi
cistatini so kompetitivni, reverzibilni in tesnovezoci zaviralci cisteinskih peptidaz [3].
Dolocitev kristalne strukture kokosjega cistatina, ki je analogen ¢loveskemu cistatinu C, je
bila pomemben korak pri razumevanju mehanizma interakcije med cistatini in papainu
podobnimi encimi. Molekula kokosjega cistatina je sestavljena iz petih antiparalelnih p-
ploskev, ki so ovite okrog osrednjega a-heliksa. Ugotovili so, da so za zaviralno delovanje
proteina klju¢ne tri enote: N-konec polipeptidne verige in 2 lasni¢ni zanki, ki povezujeta -
ploskve. Interakcije med cistatini in cisteinskimi proteazami so razmeroma nespecifi¢ne,
aktivno mesto encimov pa ni neposredno udelezeno pri vezavi, zato se lahko cistatini vezejo

tudi na inaktivirane cisteinske proteaze, vendar z manjSo afiniteto. Kljub strukturni
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homologiji in podobnemu nacinu inhibicije se cistatini razlikujejo v afiniteti do cisteinskih
peptidaz [36, 37].

Ceprav so cistatini razmeroma nespecifiéni zaviralci, lahko razlikujejo med endo- in
eksopeptidazami. Na endopeptidaze se cistatini veZejo hitro in zelo tesno, zaviralni u¢inek
pa dosezejo ze v pM ali celo v fM koncentracijskem obmocju. Za zaviranje eksopeptidaz so
potrebne nM ali M koncentracije cistatinov. Najmoc¢nejsa med njimi sta kokosji cistatin in
cistatin C, ki papain, katepsin L in katepsin S zavirata v pM- ali celo v fM- obmocju, katepsin
B pa v nM obmocju [36-38].

Glavni vir informacij o cistatinih in njihovih bioloskih funkcijah so Studije kokoSjega
cistatina, ki je bil izoliran prvi in Se vedno ostaja najbolje okarakteriziran cistatin tipa 2.
Kokosji cistatin kaze priblizno 44-odstotno homologijo zaporedja s ¢loveskim cistatinom C.
Proteina sta si zelo podobna po fizikalno-kemijskih lastnostih. Kokosji cistatin je sestavljen
iz 115 aminokislinskih ostankov in vsebuje 2 disulfidna mosti¢ka. Obstaja v nefosforilirani
obliki z izoelektri¢no tocko 6,5 in v fosforilirani obliki z izoelektri¢no tocko 5,6. Cloveski
cistatin C je sestavljen iz 120 aminokislin, ki tvorijo eno polipeptidno verigo. Za razliko od
kokoSjega cistatina ni fosforiliran. V fizioloskih razmerah se lahko nahaja v obliki
monomera, dimera ali oligomera. Cistatin C ni le zaviralec cisteinskih peptidaz, temve¢ je
tudi sam tarca proteolize. Njegovo inaktivacijo vrSita serinska proteaza elastaza in katepsin
D, ki je aspartatna proteaza. Fizioloske funkcije cistatina C so tesno povezane s funkcijami
njegovih tar¢nih encimov. Izredno pomemben je pri uravnavanju proliferacije, rasti in
apoptoze celic, diferenciaciji astrocitov, resorpciji kosti, predstavitvi antigenov, uravnavanju
delovanja fagocitov in drugih imunskih celic, pomembno vlogo pa ima tudi pri nastajanju
metastaz, staranju, razvoju nevrodegenerativnih boleznih ter mnogih vnetnih bolezni.
Prisoten je v veéini telesnih tekocin, njegova koncentracija v krvi pa korelira s hitrostjo
glomerulne filtracije, zato je pomemben kazalec ledvi¢nega delovanja pri kroni¢ni ledvi¢ni
bolezni in diabetesu. Spremembe v zunajceli¢cni koncentraciji cistatina C povezujejo s
Stevilnimi boleznimi, npr. revmatoidnim artritisom, sréno-zilnimi boleznimi, multiplo
sklerozo, Alzheimerjevo boleznijo, rakom na dojki ... [37—40].

Kininogeni (cistatini tipa 3) so vec¢ji multifunkcionalni glikoproteini, ki se nahajajo v krvni
plazmi. Zrele enoverizne kininogene cepijo encimi, imenovani kalikreini. Po cepitvi in
spros¢anju kinina so Kininogeni sestavljeni iz dveh verig (lahke in tezke). Tezke verige

vsebujejo tri domene, vendar le druga in tretja domena zavirata delovanje papainu podobnih
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proteaz. Kininogeni se lahko socasno vezejo na dve molekuli tar¢nih encimov, vendar z
razli¢no afiniteto [36].

Cetrta druzina cistatinov so homologi cistatinov brez zaviralnega delovanja, v katero
spadajo fetuini in glikoproteini, bogati s histidinom, ki so zaradi mutacij v strukturno
pomembnih regijah izgubili sposobnost zaviranja proteaz, vendar $e vedno vsebujejo 2

cistatinski domeni [3].

1.2.1.2 Drugi proteinski zaviralci

Poleg cistatinov poznamo $e druge druzine proteinov, ki zavirajo delovanje proteaz, vendar
so te nekoliko manj preuc¢evane. Med njimi so najbolj znani tiropini in serpini. Tiropini so
proteini, ki ne izkazujejo nobene homologije s cistatini, temve¢ so strukturno podobni
prohormonu tiroglobulinu. Njihov najvidnejsi predstavnik je ekvistatin. Serpini so tipi¢ni
zaviralci serinskih proteaz, vendar lahko nekateri izmed njih zavirajo tudi cisteinske
peptidaze. Antigen karcinoma skvamoznih celic 1 (SCCAL) je mocan zaviralec katepsinov

K, L in S, hurpin in endopin 2C pa specifi¢no zavirata le katepsin L [3].

1.2.2 Nizkomolekularni zaviralci

Cisteinski katepsini so zelo pomembne terapevtske tarée, saj so vpleteni v nastanek in razvoj
osteoporoze, nevropatske bolecine, nevrodegenerativnih, sréno-zilnih, rakavih,
avtoimunskih in drugih bolezni. Aktivno mesto cisteinskih proteaz z nukleofilno sulfhidrilno
skupino omogoc¢a naértovanje visokospecificnih zaviralcev, ki ne vplivajo na delovanje
serinskih in aspartatnih proteaz. Problematic¢no pa je dose¢i selektivnost med pripadniki iste
druzine cisteinskih proteaz in njihovimi izoencimi [1, 41].

Nizkomolekularni zaviralci lahko s katepsini tvorijo ireverzibilne kovalentne vezi,
reverzibilne kovalentne vezi ali reverzibilne nekovalentne vezi. Vecina zaviralcev vsebuje
elektrofilne skupine, imenovane tudi elektrofilne bojne glave. Ireverzibilni zaviralci
ireverzibilno alkilirajo, acilirajo ali sulfonirajo cistein v aktivnem mestu encima. Med njimi
so najpomembnejsi epoksisukcinati, saj je bilo odkritje epoksidnega Sirokospektralnega
zaviralca E-64 (L-trans-eposukcinil-levcilamido(4-gvanidino)butan) v plesni Aspergillus
japonicus izredno pomembno za nadaljnje raziskovanje lastnosti in funkcij cisteinskih
katepsinov. E-64 namre¢ skoraj izklju¢no reagira le s cisteinom v aktivnem mestu papainu
podobnih proteaz. Primeri elektrofilnih bojnih glav v selektivnih in mo¢nih zaviralcih
cisteinskih proteaz so tudi vinilsulfoni, alil sulfoni, vinil sulfonati, diazometil ketoni in

fluoro- ali klorometil ketoni. Reverzibilne zaviralce cisteinskih peptidaz razdelimo na
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kompetitivne, nekompetitivne in akompetitivne zaviralce. Najpomembnejsi reverzibilni

zaviralci so derivati aldehidov, ketonov, nitrilov in a-keto derivati [41-43].

1.2.2.1 Gu 2149

Spojina Gu 2149 je reverzibilni zaviralec katepsina S z nitrilno bojno glavo (strukturna
formula Gi 2149 je prikazana na sliki 2) in konstanto inhibicije Ki = 45 nM. Uc¢inkovito
zaviralno delovanje so na Fakulteti za farmacijo dokazali tudi na rekombinantnem katepsinu
S, ki je bil pripravljen v kvasovki Pichia pastoris. Molekula zavira katepsine L, K in B le v

koncentracijah, ki so vecje od 10 uM [44].

~ O P
@)
A\
O//S/})LNH
P2 NH__O
iy
Nitrilna bojna glava
L S \
P3

Slika 2: Strukturna formula sinteznega zaviralca G 2149.
Z oznakami P1, P2 in P3 so oznaceni deli molekule, ki posnemajo aminokislinske ostanke substrata
katepsina S [44].

1.3 SIGNALNA POT NF-xB

1.3.1 Struktura in bioloSka vloga proteinov NF-kB

Izraz "NF-xB" (angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) je v
literaturi uporabljen za tri razli¢ne pojme: naddruzino jedrnih dejavnikov, poddruzino, ki
vkljucuje proteina p100 in p1035, ter specificni heterodimer p50-RelA, ki je najpogoste;jsi
dimer transkripcijskih faktorjev NF-«B v razli¢nih celicah.

Obsezna naddruzina NF-«B se deli na dve poddruzini, imenovani proteini NF-«B in proteini
Rel. Vsi imajo v svoji strukturi proti N-koncu polipeptidne verige ohranjeno t. i. domeno

RHD (angl. Rel homology domain), ki je odgovorna za vezavo na DNA, dimerizacijo in
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translokacijo v jedro. Pri sesalcih poddruzino Rel sestavljajo transkripcijski faktorji c-Rel,
RelB in RelA (p65), druzino NF-kB pa proteina p105 in p100. Slednja podlezeta procesu
omejene proteolize, pri ¢emer nastane iz p105 krajsi aktiven protein p50, iz p100 pa p52, ki
na C-koncu polipeptidne verige vsebujeta ponovitve ankirinskih motivov, odgovorne za
vezavo zaviralnih proteinov IkB. Proteina p50 in p52 ne moreta sproziti prepisovanja genov,
razen ko tvorita dimere s ¢lani poddruzine Rel. Vsi proteini iz naddruzine NF-xB lahko in
vivo tvorijo homodimere ali heterodimere, izjema je RelB, ki se in vivo povezuje le v
homodimere. Dimeri proteinov NF-kB se veZejo na zaporedja DNA, sestavljena iz 9-10
baznih parov, ki jih imenujemo "mesta kB". Slednja so zelo variabilna in jih najdemo na
regulatornih regijah Stevilnih celi¢nih in virusnih promotorjev. Afiniteta med razlicnimi
podenotami NF-kB zelo variira, prav tako pa se dimeri razlikujejo po afiniteti do tarénih
genov. Transkripcijski faktorji NF-kB neposredno uravnavajo prepisovanje ve¢ kot 300
genov, ki kodirajo adhezijske molekule, vnetne citokine, kemokine, rastne dejavnike,
antiapoptoti¢ne proteine itd. Transkripcijski faktorji NF-xB so torej ene izmed klju¢nih
molekul pri angiogenezi, apoptozi, celi¢ni adheziji in rasti, odgovoru na oksidativni stres,
prirojeni imunosti, vnetju ... Nepravilno uravnavanje aktivnosti NF-xB je povezano s
Stevilnimi bolezenskimi stanji, kot so rakava obolenja, astma, artritis, sladkorna bolezen,

vnetna ¢revesna bolezen, sepsa ... [45, 46].

1.3.2 Delovanje signalne poti NF-xB

Transkripcijski faktorji NF-kB so izraZeni v skoraj vseh celi¢nih tipih in imajo klju¢no vlogo
pri odgovoru celic na dolo¢ene zunanje drazljaje. Aktivacija signalne poti NF-«xB je lahko
posledica bakterijskih ali virusnih infekcij, ishemije, acidoze, sevanja UV ali y in delovanja
vnetnih citokinov, rastnih dejavnikov, hormonov, nekaterih kemoterapevtikov ter reaktivnih
Kisikovih zvrsti [47].

V vecini celic se dimer NF-kB nahaja v citoplazmi, kjer je vezan v neaktivni kompleks z
zaviralnim proteinom IkB. Za aktivacijo NF-kB poznamo dve glavni poti: klasi¢no (oz.
kanoni¢no) in alternativno (oz. nekanoni¢no). Najpogosteje se klasi¢na pot zacne z vezavo
zunajceli¢nega liganda na povrsinski receptor (npr. vezava TNF-o na TNFR1). Temu sledi
aktivacija citoplazemskega kinaznega kompleksa, imenovanega "kinaza kB (IKK)", ki je
sestavljen iz treh podenot: dveh sorodnih kataliti¢nih kinaz (IKKa in IKKf) in ogrodnega

proteina, imenovanega NEMO. V primeru alternativne poti, ki jo sprozijo drugacni ligandi
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(npr. limfotoksin-P), je za aktivacijo kinaze IKKa odgovoren encim NIK (angl. NF-kB-
inducing kinase) [45, 47].

Pri klasi¢ni poti je aktiviran encim IKK, ki fosforilira zaviralni protein IkB, vezan na dimer
NF-kB (npr. IxB-o. vezan na heterodimer p50-p65). Temu sledi vezava ubikvitina na IkB in
njegova razgradnja v proteasomu. Posledi¢no lahko dimer NF-«xB vstopi v jedro in se veze
na DNA. Pri alternativni poti encim IKKa specifi¢no fosforilira protein p100, ki je vezan v
kompleks z RelB. Sledi delna proteoliza, pri kateri nastane aktivni dimer p52-RelB, ki se
prav tako lahko premesti v jedro in uravnava izrazanje genov. Klasi¢na in alternativna pot
aktivacije signalne poti NF-«B sta prikazani na sliki 3 [45].

Aktivacija NF-xB je ve¢inoma prehodna (po navadi traja okrog 30 minut). Glavne molekule
pri inaktivaciji signalne poti NF-xB naj bi bili na novo sintetizirani proteini IxB, ki lahko
vstopijo v jedro, se veZejo na dimere NF-kB in jih premestijo nazaj v citosol. Ceprav je
aktivnost transkripcijskih faktorjev NF-«kB inducibilna v ve€ini celic, so v limfocitih B,
makrofagih, nevronih, gladkih misi¢nih celicah zil in v Stevilnih tumorjih odkrili
konstitutivno aktivne proteine NF-xB [45, 47].

KLASICNA POT ALTERNATIVNA POT

CITOPLAZMA

Slika 3: Shematski prikaz klasi¢ne in alternativne poti aktivacije signalne poti NF-kB [47].
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1.3.3 Kontrola signalne poti NF-xB

Kot smo Ze omenili, se v veéini nestimuliranih celic neaktivni dimeri NF-xB nahajajo v
citoplazmi, vezani na svoje zaviralne proteine IkB. Tipi¢ni predstavniki proteinov IkB, Ki
dolocajo lokacijo dimerov v citosolu, so IkB-a, IkBf, IkBe ter prekurzorska proteina NF-xB
p100 in p105. Glavna netipi¢na ¢lana druzine zaviralnih proteinov sta Bcl-3 in IkB(, ki po
ustrezni stimulaciji celic uravnavata aktivnost NF-xB v jedru. Vsi proteini IxB vsebujejo pet
do sedem ponovitev ankirinskih motivov, s katerimi se vezejo na domeno RHD proteinov
NF-kB. Na splosno velja, da se individualni proteini IkB prednostno povezujejo le z
dolo¢eno podskupino dimerov NF-«kB. IkB-a in IkBf zavirata komplekse, ki vsebujejo
proteina c-Rel ali p65, pri tem pa ima IkB-a vi§jo afiniteto do dimera p65:p50 v primerjavi
s kompleksom p65:p65. Aktiviran transkripcijski faktor NF-kB poveca izrazanje gena za
IxB, kar predstavlja pomembno negativno povratno zanko, od katere je odvisno trajanje
odgovora NF-«B [47].

Za uravnavanje aktivnosti NF-xB so pomembne tudi postranslacijske modifikacije. Pri
aktivaciji signalne poti je kljuéna fosforilacija 2 serinskih aminokislinskih ostankov
kompleksa IKK ter posledi¢na fosforilacija in ubikvitacija proteinov IkB. Poleg tega pa so
tudi podenote samih proteinov NF-kB podvrzene razli¢énim postranslacijskim modifikacijam
(npr. fosforilaciji, ubikvitaciji, acetilaciji), ki so med drugim pomembne za doseganje
maksimalne aktivnosti transkripcijskih dejavnikov in prekinitev odgovora NF-xB. Odkrili
so tudi, da je delovanje NF-xB zavrto, ¢e pride do oksidacije ali alkilacije cisteina v.domeni

RHD, ki je odgovorna za vezavo na DNA [47].

1.3.4 Vloga NF-kB pri raku prostate

NF-kB je Ze zelo dolgo obravnavan kot obetavna terapevtska tarca pri zdravljenju raka
prostate, saj obstajajo eksperimentalni in klinicni dokazi, da je vpleten v celi¢no
signaliziranje, ki spodbuja prezivetje in rast rakavih celic, invazijo in metastaziranje
tumorjev ter razvoj rezistence na kemoterapijo in radioterapijo. Studije na ljudeh ter
laboratorijski poskusi in vivo in in vitro so pokazali, da je NF-kB konstitutivno aktiven v
vecini primerov raka prostate [48].

Pri raku prostate je razvoj lokalizirane neoplazme v invazivno, metastatsko in smrtno
bolezen povezan s pojavom androgenske neodvisnosti tumorskih celic. Slednja korelira s
povecano aktivnostjo NF-kB in posledicno povecanim izrazanjem prezivitvenih in

antiapoptoti¢nih genov (Bcl-2, Bcl-XL, IAP, ciklin DI ...), kar povzro¢i zmanj$ano
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obcutljivost rakavih celic na apoptozo, posredovano s TNF-o. Razvoj androgenske
neodvisnosti in rezistence na apoptozo pri raku prostate pa korelira tudi z visokimi
koncentracijami serumskega TNF-o. Vezava TNF-o na povrsinski receptor TNFR1 v teh
celicah ne sprozi proteinske kaskade, ki se konca z aktivacijo transkripcijskega faktorja AP-
1 (aktivatorski protein 1) in smrtjo celice, temvec pride do preusmeritve signala in aktivacije
NF- «B [49, 50].
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2 NAMEN DELA

Transkripcijski faktorji NF-xB in cisteinske peptidaze predstavljajo zelo obetavne
terapevtske tarce pri zdravljenju raka prostate, saj je v ve€ini primerov aktivnost NF-kB v
tumorskih celicah povisana, praviloma pa je povecano tudi izrazanje razli¢nih cisteinskih
katepsinov. Poruseno uravnavanje delovanja navedenih molekul je eden izmed glavnih
krivcev za tumorsko invazijo, metastaziranje, pojav rezistence na antiandrogeno terapijo in

napredovanje bolezni do terminalne faze.

Da bi ugotovili, ali imajo cisteinski katepsini B, L in S kakrsnokoli vlogo pri uravnavanju
signalne poti NF-«xB, bomo v celi¢ni liniji ¢loveskega adenokarcinoma prostate PC-3 s TNF-
a inducirali signalno pot NF-«kB v prisotnosti razliénih zaviralcev cisteinskih peptidaz
(koko§jega cistatina, cistatina C in Gii 2149). Pripravili bomo tri razli¢ne sete celi¢nih
lizatov. Pri prvem setu lizatov bomo zaviralno delovanje ovrednotili z merjenjem encimske
kinetike preko razgradnje treh fluorogenih substratov (Z-RR-AMC, Z-FR-AMC in Z-VVR-
AMC). V drugem setu bomo s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega
dodecilsulfata in prenosa western detektirali transkripcijski faktor NF-xB (protein p65) v
citoplazemski in jedrni frakciji celic, v tretjem setu pa njegov zaviralec IkB-a (fosforilirano
in nefosforilirano obliko). Za najuéinkovitejSega izmed zaviralcev bomo vpliv na signalno
pot potrdili Se z detekcijo NF-kB v jedru in citoplazmi celic PC-3 s pomoc¢jo konfokalne

mikroskopije.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

3.1.1 Celi¢na linija PC-3

Celi¢na linija PC-3 (ATCC: CRL-1435): celice adenokarcinoma prostate izolirane iz

metastatskega raka prostate (stadij 1V).

3.1.2 Gojisca

Osnovno gojisce:

Advanced DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) : Ham's F12=1:1

Kompletno gojisce (100 mL):

44 mL Advanced DMEM Gibco
44 mL Ham's F12 Gibco
10 mL FBS (fetalni goveji serum) Gibco
1 mL L-glutamin Sigma-Aldrich
1 mL penicilin/streptomicin Sigma-Aldrich

3.1.3 Reagenti in kemikalije

Preglednica 1: Uporabljeni reagenti in kemikalije ter njihov izvor.

Reagent/kemikalija Proizvajalec
akrilamid/bis-akrilamid Sigma-Aldrich
amonijev persulfat Sigma-Aldrich
L-cistein Sigma-Aldrich
DMSO Sigma-Aldrich

DTT Sigma-Aldrich

E-64 Sigma-Aldrich
EDTA (etilendiamintetraocetna kislina) Sigma Life Sciences
96-odstotni etanol Stella TECH
formaldehid Sigma-Aldrich
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Reagent/kemikalija

Proizvajalec

glicin Sigma Life Sciences

Gu 2149 Prof. dr. Michael Giitschow
(Univerza v Bonnu)

HEPES Sigma-Aldrich

KCI Carlo Erba Reagenti

KH2PO4 J.T.Baker

koktejl proteaznih in fosfataznih zaviralcev

Thermo Scientific

komplet reagentov za dolocevanje celokupne koncentracije

proteinov (DC™ Protein Assay - reagenti A, B, S)

Bio-Rad

posneto mleko v prahu

Pomurske mlekarne

NaCl Fluka

Na:HPO4 x 2H20 Sigma-Aldrich
NaH2PO4x H20 Merck Millipore
natrijev acetat Fluka

natrijev dodecil sulfat (SDS) Merck

nigrozin Merck Millipore
Nonident P-40 Sigma-Aldrich
PBS (Dubbecco's phosphate buferred saline) Sigma-Aldrich
PEG 8000 Sigma-Aldrich
PMSF Imidex

ProLong™ Gold Antifade Mountant

Molecular Probes™

SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate

Thermo Fisher Scientific

SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate

Thermo Fisher Scientific

TEMED (N, N, N', N'-tetrametiletilendiamin)

Sigma-Aldrich

tris-baza Sigma Life Sciences
tris-HCI Merck Millipore
Triton X-100 Serva

Tween® 20 Merck Millipore
Z-RR-AMC Bachem
Z-FR-AMC Bachem
Z-VVR-AMC Biomol
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3.1.4 Pufrski sistemi

10-kratni PBS pH=7.4; 1000 mL
(1370 mM NaCl, 27 mM KCI, 101 mM NazHPO4 x 2H20, 18 mM KH2PQOy4)
80g¢g NaCl

290 KCI
18,05¢ NaHPO4 x 2H20
2,49 KH2PO4

Z destilirano vodo dopolnimo do 1000 mL in uravnamo pH na 7,4.

Pufer za odlepljanije celic; 500 mL (0,02-% EDTA v PBS)

50 mL 10x PBS
537 uL 0,5 M EDTA
450 mL destilirana voda

Raztopino sterilno filtriramo.

Lizirni pufer za IxkB-o pH=6,5: 200 mL
(50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1-% Triton X-100)
2,383 ¢ HEPES

1,7532 ¢ NaCl
400 puL 0,5 M EDTA
2mL Triton X-100

Z destilirano vodo dopolnimo do 200 mL in uravnamo pH na 6,5.

Lizirni pufer A pH=7.9; 100 mL

20 mL 50 mM HEPES
15mL 0,1 M MgCl>

2mL 0,5M KCI

1mL 10-% Nonident P-40
0,5mL 0,1 MDTT

1mL 100 mM PMSF

Z destilirano vodo dopolnimo do 100 mL.
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Lizirni pufer B pH=7.9: 100 mL

40 mL 50 mM HEPES
1,5mL 0,1 M MgCl>
2,459 NaCl

40 mL 0,5MEDTA
25 mL glicerol

1mL 100 mM PMSF

Z destilirano vodo dopolnimo do 100 mL.

Lizirni pufer za merjenje aktivnosti katepsinov pH=5,5;: 200 mL
(50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1-% Triton X-100)

2,383 ¢ HEPES
1,7532 g NaCl

400 pL 0,5 M EDTA
2mL Triton X-100

Z destilirano vodo dopolnimo do 200 mL in uravhamo pH na 5,5.

10-kratni pufer za poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega
dodecilsulfata; 1000 mL (10x SDS-PAGE pufer)
(239 mM tris baza, 1,92 M glicin, 35 mM natrijev dodecil sulfat)

299 tris baza
144 g glicin
10¢g natrijev dodecil sulfat

Z destilirano vodo dopolnimo do 1000 mL.

10-kratni TBS pH=7,4; 1000 mL
(250 mM Tris baza, 1370 mM NaCl, 30 mM KCl)

309 tris baza
80¢g NaCl
2,290 KCI

Dopolnimo do 800 mL z destilirano vodo in umerimo pH na 7,4. Nato dopolnimo z
destilirano vodo do 1000 mL

18



Nika Pahor, Magistrsko delo
Vpliv zaviralcev cisteinskih peptidaz na aktivacijo signalne poti NF-«B v celicah PC-3

1,5 M tris-HCI pH=6,8 ali pH=8,8; 500 mL
90,855 ¢ tris

Dopolnimo z destilirano vodo do 500 mL in umerimo pH na 6,8 ali 8,8.

TTBS; 1000 mL (0,1-% Tween® 20 v TBS)

99,9 mL 10x TBS
899,1 mL destilirana voda
1mL Tween® 20

Pufer za odstranjevanije vezanih protiteles z membrane; 1000 mL (stripping buffer)
(2-% SDS, 94 mM Tris-HCI, 100 nM B-merkaptoetanol)

20 g SDS
62,5 mL 1,5 M Tris-HCI pH=6,8
7 mL -merkaptoetanol

Dopolnimo z destilirano vodo do 1000 mL.

Osnovni pufer za endopeptidazno aktivnost katepsina B pH=6,0; 500 mL
(88 mM NaH2PO4 x H20, 12 mM Na;HPO4 x 2H0, 0,1-% PEG 8000)

6,07 g NaH2POs x H,0
1,07g NazHPO4 X 2H,0
059 PEG 8000

Dopolnimo z destilirano vodo do 500 mL in uravnamo pH na 6,0.

Osnovni pufer za aktivnost katepsina L pH=5,5; 500 mL
(15 mM ocetna kislina, 85 mM natrijev acetat, 0,1-% PEG 8000)

0459 ocetna kislina
3,489 natrijev acetat
059 PEG 8000

Dopolnimo z destilirano vodo do 500 mL in uravnamo pH na 6,0.
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Osnovni pufer za aktivnost katepsina S pH=6.5;: 500 mL
(28 mM K2HPOQO4, 72 mM KH2PO4, 0,1-% PEG 8000)

243 ¢ K2HPO,
4,91 g KH.PO,
059 PEG 8000

Dopolnimo z destilirano vodo do 500 mL in uravnamo pH na 6,5.

Aktivacijski pufer za katepsine B, L in S; 50 mL
(5 mM L-cistein, 1,5 mM EDTA)

50 mL osnovni pufer za ustrezni katepsin
30,29 mg L-cistein
27,9 mg EDTA

Obvezno shranjujemo v hladilniku (2-8 °C); rok uporabnosti: 14 dni.

6-kratni nanasalni pufer pH=7,6; 100 mL

100 mM EDTA

60 % glicerol

1% SDS

0,06 % bromfenol modro

pH uravnamo na 7,6 s Trisom.
3.1.5 Poliakrilamidni geli

Locevalni gel (12-%)

3,15 mL 40-% akrilamid

2,625 mL 1,5 M tris-HCI (pH=8,8)
4,455 mL H20

131,25 uL 10-% SDS

131,25 uL 10-% APS

4,5 uL TEMED
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Koncentracijski gel (5-%)

752 uL 40-% akrilamid
780 L 1,5 M tris-HCI (pH=6,8)
4 mL H.0O
60 uL 10-% SDS
60 uL 10-% APS
6 uL TEMED
3.1.6 Proteini

Preglednica 2: Uporabljeni proteini in njihov izvor.

Protein

Proizvajalec

BSA (bovine serum albumin)

Serva

cistatin C

Cimerman N.; 1993 [51]

kokosji cistatin

Bode W. in sodelavci;
1988 [52]

kozja protimisja protitelesa (IgG + IgM), konjugirana s

hrenovo peroksidazo

Jackson Immuno Research

kozja protizajéja protitelesa, konjugirana s hrenovo
peroksidazo

Invitrogen

misja protitelesa proti NF-xB (p65)

Santa Cruz Biotechnology

misja protitelesa proti NF-xB (p65), oznacena z barvilom
Alexa Fluor 488

Santa Cruz Biotechnology

oznacevalec velikosti (SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein
Standard)

Thermo Fisher Scientific

papain Sigma-Aldrich
TNF-a Sigma-Aldrich
tripsin Gibco

zajc¢ja protitelesa proti fosforolirani obliki IxB-a (Ser 32)

Cell Signaling Technology

zajCja protitelesa proti IkB-a (44D4)

Cell Signaling Technology

zajCja protitelesa proti PCNA (jedrni antigen

proliferirajocih celic)

Santa Cruz Biotechnology
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3.1.7 Laboratorijska oprema in aparature

Preglednica 3: Uporabljena laboratorijska oprema in aparature ter njihovi proizvajalci.

Laboratorijski instrument/aparatura

Proizvajalec

analitska tehtnica AB104

Mettler Toledo

analitska tehtnica Exacta 610EB

Tehtnica

avtoklav

Kambic laboratorijska oprema

avtomatska veckanalna pipeta

Biohit

avtomatske enokanalne pipete (5-120 pL) Biohit
celiéni inkubator CB 210 Binder
centrifuga 5415R Eppendorf

centrifuga Heraeus Megafuge 16R

Thermo Scientific

centrifugirke (15 in 50 mL)

TPP®

¢italec mikrotitrskih plos¢ Tecan Safire™

Tecan Group Ltd.

¢rne mikrotitrske plosce

Thermo Fischer Scientific

G-box Syngene
gojitvene posode T25in T75 TPP®

iBlot® Life Technologies
inkubator WTB Binder Binder

sterilna komora LFVP12 Iskra PIO, d. 0. 0.
sterilna komora PIO SMBC 183AV, PIO LFVP9 | Iskra PIO, d. 0. 0.
komplet za gelsko elektroforezo Bio-Rad
konfokalni mikroskop Zeiss

kuhalnik Koncar

magnetno mesalo Rotamix 606MM Tehtnica
mikrocentrikugirke (500 pL, 1500 pL in 2000 pL) | Sarstedt

namizna centrifuga Capsulefuge PMC060 TOMY

pH meter Hanna instruments
pipetor Biohit Midi Plus
plati¢ne steklenicke za gojiSce TPP®
polavtomatske pipete Eppendorf
prozorne mikrotitrske ploSce TPP®
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Laboratorijski instrument/aparatura Proizvajalec
roc¢na veckanalna pipeta Costar®

seroloske pipete TPP®

svetlobni mikroskop TMS-F Nikon

tehtnica PB 3001 Mettler Toledo
ultrazvoéna kadic¢ka Sonis3 Iskra PIO, d. 0. 0.
vibracijski mesalnik Vibromix 10 Tehtnica
vibracijski meSalnik Vibromix 314 EVT Tehtnica

vodna kopel Grant JB Academy
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3.2 METODE

3.2.1 Postopki za delo s celi¢no linijo PC-3

Vsi v nadaljevanju opisani postopki so potekali v skladu s principi asepti¢nega dela v sterilni
komori. Preden smo vso potrebno opremo in kemikalije prenesli v notranjost sterilne
komore, smo jih dezinficirali s 70-% etanolom. Pred delom smo si vedno nadeli zasc¢itne

rokavice in jih pred vsakim vstopom v sterilno komoro dezinficirali s 70-% etanolom.

3.2.1.1 Odmrzovanje celic

Celice PC-3 dolgoro¢no shranjujemo v Dewarjevih posodah v plinski fazi dusika (T = -196
°C. Kriovialo s celicami smo ob uporabi ustrezne zasc¢ite vzeli iz vsebnika in jo 2 minuti
inkubirali v vodni kopeli pri 37 °C. V sterilni komori smo celice suspendirali v 1 mL
vsebino centrifugirali 5 minut pri sobni temperaturi in 1200 obratih/min. Supernatant smo
odlili in dodali 1 mL svezega gojisca, v katerem smo premesali celice in jih prenesli v
plasti¢no gojitveno posodo s filtrom, kamor smo predhodno odpipetirali ustrezno koli¢ino

ogretega gojisca (posoda T25: 4-5 mL gojisca; posoda T75: 8-9 mL gojisca).

3.2.1.2 Gojenje, subkultiviranje in Stetje celic

Celice smo gojili v sterilnih plastiénih posodah s povrsino 25 cm? oziroma 75 cm? v celi¢nem
inkubatorju (37 °C in 5-% CO,). Gojis¢e smo zamenjali na vsakih 48 oziroma 72 ur.

Celice smo subkultivirali, preden so dosegle maksimalno gostoto (konfluentnost), in jih v
ustrezni koncentraciji precepili. 1z stare gojitvene posode smo najprej odpipetirali gojisce in
ga zavrgli (ker so celice PC-3 pritrjene, ostanejo v posodi). Celice smo 2-krat sprali s 5 mL
pufra PBS (brez Mg?* in Ca?* ionov) in ga zavrgli. V posodo smo enakomerno porazdelili 5
mL raztopine tripsina v fosfatnem pufru z 0,02-% EDTA (90 pL tripsina v 5 mL fosfatnega
pufra z 0,02-% EDTA) in celice priblizno 8 minut pustili v celi¢cnem inkubatorju. Nato smo
posodo od strani nezno potresli, da bi celice lo€ili od podlage, in s svetlobnim mikroskopom
preverili, ali so se vse celice odlepile. Zatem smo s serolosko pipeto nekajkrat sprali dno
posode in celotno suspenzijo prenesli v centrifugirko, kamor smo predhodno odpipetirali 3
mL svezega gojisca, s katerim smo inaktivirali tripsin. Vsebino smo 5 minut centrifugirali
pri 2000 obratih/min pri sobni temperaturi. Supernatant smo v celoti zavrgli in pelet
resuspendirali v 1 mL svezega gojis¢a. Ce smo celice subkultivirali le z namenom

nadaljnjega gojenja, smo ustrezen volumen suspendiranih celic prenesli v svezo posodo T75
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z 8 mL gojisca. Ce pa smo celice Zeleli uporabiti v poskusu, jih je bilo potrebno najprej
presteti, da smo v vseh gojitvenih posodah imeli ustrezno koncentracijo celic.

Celice smo presteli tako, da smo iz 1 mL suspenzije vzeli 100 mikrolitrski alikvot. Ce je bilo
celic toliko, da jih ni bilo mogoc¢e natan¢no presteti pod mikroskopom, smo jih ustrezno
razred¢ili S svezim gojis¢em, red¢enje pa smo upostevali pri izracunu. Alikvotu smo dodali
Se 100 pL 0,2-% raztopine nigrozina in dobro premesali. Na objektno stekelce s
hemocitometrom smo na zgornje in spodnje polje nanesli po 10 pL konéne suspenzije in
celice presteli s pomocjo svetlobnega mikroskopa. Nigrozin prehaja samo prek poskodovane
membrane in mrtve celice obarva ¢rno, zato smo pri Stetju upostevali le neobarvane celice,
ki so se nahajale znotraj oznacenih obmoc¢ij na hemocitometru. Celice smo presteli na vsaj

4 poljih. Celokupno stevilo celic (N) v prvotni suspenziji smo izraunali po enacbi 1.

N = R*f*2*104

Enacba 1: X je povpredje Stirih Stetij, fr je faktor red¢enja, s katerim upoStevamo morebitno
redéenje z gojiséem, z 2 je potrebno pomnoziti zaradi redéenja z raztopino nigrozina, z 10*

pa zaradi upostevanja volumna na hemocitometru.

3.2.1.3 Priprava celi¢nih lizatov

V okviru eksperimentalnega dela smo pripravili 3 razli¢ne sete celi¢nih lizatov. V prvem
setu smo preverjali prisotnost fosforilirane oblike IkB-a in celokupne koli¢ine IkB-a, Vv
drugem setu smo v jedrni in citosolni frakciji detektirali transkripcijski faktor NF-«kB, tretji

set pa je sluzil za kineti¢ne meritve aktivnosti cisteinskih katepsinov.

a) 1. set celi¢nih lizatoy za detekcijo IkB-a.

Z delom smo zaceli, ko so celice PC-3 v 12 gojitvenih posodah dosegle ustrezno gostoto.
Najprej smo pripravili posamezna gojis¢a z 1 pM koncentracijo zaviralcev cisteinskih
peptidaz:

— 1. vzorec (kontrola): 10 uLL DMSO + 9,990 mL gojisca
— 2. vzorec (cistatin C): 45 uL 222 uM raztopine cistatina C + 9,955 mL gojisca
— 3. vzorec (kokosji cistatin): 130 uL 77 uM raztopine kokosjega cistatina + 9,870 mL
gojisca
— 4. vzorec (Gl 2149): 10 pL 1 mM raztopine Gl 2149 + 9,990 mL gojisca
Iz vseh 12 posod smo odpipetirali staro gojisce, ga zavrgli in celice inkubirali v 3 mL gojisc¢a
z zaviralcem 0z. DMSO pri 37 °C in 5-% CO.. Po 2 urah (¢as to) Smo v prvih 4 vzorcih zaceli

s pripravo lizatov (opisana v nadaljevanju), iz ostalih 8 posod pa smo odstranili celotno
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cev v

DMSO. Celice smo zopet inkubirali pri 37 °C in 5-% CO.. Iz drugih 4 posod smo lizate
pripravili po 30 minutah, iz zadnjih 4 pa po 3 urah.

Priprava lizatov pri asu to, 30 min in 3 h je potekala po naslednjem postopku:

1. Po obi¢ajnem odlepljanju celic smo suspenzijo celic prenesli v centrifugirko, dodali 3 mL
PBS in 5 minut centrifugirali pri 2000 obratih/min in sobni T.

2. Supernatant smo odlili, resuspendirali pelet v 1 mL PBS, dodali $e 5 ml PBS ter 5 minut
centrifugirali pri 2000 obratih/min in sobni T.

3. Zopet smo odlili supernatant, pelet resuspendirali v preostali treko¢ini, ga prenesli v
mikrocentrifugirko, dodali 1 ml PBS in centrifugirali 5 minut pri 2000 obratih/min in sobni
T.

4. Odstranili smo celoten supernatant, celice pa smo resuspendirali v hladnem lizirnem pufru
za IxB-a (volumen lizirnega pufra je odvisen od kolicine peleta celic - navadno 100 uL).

5. Takoj smo dodali koktajl proteaznih in fosfataznih zaviralcev (1/100 celotnega volumna).
6. Vzorce smo premesali, dali na led za 30 minut, nato pa shranili na—-80 °C.

7. Naslednji dan smo lizate odtajali na ledu in jih dali v ultrazvoéno kadi¢ko 2-krat za 5
sekund in 1-krat za 8 sekund. VVzorce smo centrifugirali 15 minut pri 4 °C in maksimalnem
Stevilu obratov. Supernatant smo prenesli v svezo mikrocentrifugirko in dali na led, pelet pa

zavrgli.

b) 2. set celi¢nih lizatov za meritev aktivnosti katepsinov B, L in S

Drugi set celi¢nih lizatov smo pripravili pri ¢asu to in po 3 urah na popolnoma enak nacin
kot lizate za detekcijo IkB-a, le da smo izpustili 2. in 5. korak. Uporabili smo lizirni pufer

za merjenje aktivnosti katepsinov (pH=5,5).

C) 3. set celi¢nih lizatov za detekcijo NF-kB v citosolni in jedrni frakciji

Pri tej metodi smo celice PC-3 tretirali na enak na¢in kot pri prvih dveh setih (enake
koncentracije zaviralcev, TNF-o, Casovni intervali ter pogoji inkubacije), postopek se

razlikuje le po pripravi celi¢nih lizatov, saj smo morali lo€iti jedrno in citosolno frakcijo.

Priprava lizatov pri ¢asu tg, 30 min in 3 h je potekala po naslednjem postopku:

1. Po obi¢ajnem odlepljanju celic smo suspenzijo celic prenesli v centrifugirko, dodali 5 mL
hladnega PBS ter 5 minut centrifugirali pri 2000 obratih/min in 8-9 °C.

2. Supernatant smo odlili, resuspendirali pelet v 1 mL hladnega PBS, dodali $e 5 ml hladnega
PBS ter 5 minut centrifugirali pri 2000 obratih/min in 8-9 °C.
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3. Zopet smo odlili supernatant, pelet resuspendirali v preostali tekocini, ga prenesli v
mikrocentrifugirko, dodali 1 mL hladnega PBS in centrifugirali 5 minut pri 12000
obratih/min in 4 °C.

4. Odstranili smo celoten supernatant, celice resuspendirali v 125 pL ledeno mrzlega
lizirnega pufra A z dodanim zaviralcem PMSF (fenilmetilsulfonil fluorid), suspenzijo mesali
na vibracijskem mesalniku 10 sekund in nato inkubirali na ledu 10 minut. Sledilo je 10-
minutno centrifugiranje pri 4 °C in 5200 obratih/min. Supernatant (citosolno frakcijo) smo
prenesli v nove mikrocentrifugirke in jih shranili na —80 °C.

5. Pelet smo resuspendirali v 1,5 mL hladnega PBS in centrifugirali 5 minut pri 12000
obratih/min in 4 °C. Odstranili smo supernatant in pelet resuspendirali v 70 pL ledeno
mrzlega lizirnega pufra B z dodanim zaviralcem PMSF. VVzorce smo inkubirali v ultrazvoéni
kadicki (3-krat 8 sekund) in nato 1 uro na ledu (vsakih 15 minut smo jih premesali na
vibracijskem mesalniku). Sledilo je 10-minutno centrifugiranje pri 4 °C in maksimalnem
Stevilu obratov. Supernatant (jedrno frakcijo) smo prenesli v sveze mikrocentrifugirke in

shranili na—80 °C.

3.2.2 Merjenje celokupne koncentracije proteinov v celi¢nih lizatih
Celokupno koncentracijo proteinov smo izmerili v vseh celi¢nih lizatih, kar nam je
omogocilo, da smo v nadaljnjih poskusih (SDS-PAGE, encimska kinetika) pripravili vzorce
z enako koli¢ino proteinov. Uporabili smo metodo DC™ proizvajalca Bio-Rad, ki spada
med kolorimetri¢ne metode.

Celi¢ne lizate smo najprej odtalili na ledu, jih premesali in pripravili ustrezne redcCitve v
lizirnem pufru. Kot standard smo uporabili BSA (goveji serumski albumin) v koncentracijah
0,2 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,8 mg/mL, 1,0 mg/mL in 1,5 mg/mL, slepo raztopino pa je
predstavljal lizirni pufer. Reagent A' smo pripravili tako, da smo 1 mL reagenta A dodali 20
ML reagenta S.

Za meritev smo uporabili prozorno mikrotitrsko plos¢o s 96 vdolbinami. V posamezne
vdolbine smo napipetirali 5 pL vzorca (slepa raztopina, standardna raztopina ali raztopina
celi¢nega lizata; pri slepi smo imeli Stiri paralele, pri ostalih pa dve). Nato smo v vse vdolbine
z vzorci z enokanalno avtomatsko pipeto napipetirali 25 pL reagenta A', s pomocjo
multikanalne avtomatske pipete pa Se 200 uL reagenta B. Vzorce smo pri sobni temperaturi
inkubirali 15 minut in s ¢italcem mikrotitrskih plos¢ Tecan Safire™ izmerili absorbanco pri

750 nm. Na podlagi dobljenih vrednosti absorbance pri standardnih raztopinah smo izdelali
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umeritveno krivuljo, s pomocjo katere smo z uposStevanjem redcitev izracunali celokupno

koncentracijo proteinov v celi¢nih lizatih.

3.2.3 Encimska kinetika

Aktivnost cisteinskih peptidaz smo spremljali preko encimske reakcije, v Kateri se je
porabljal peptidni fluorogeni substrat, ki v svoji strukturi vsebuje AMC (7-amido-4-
metilkumarin). Ko encim cepi substrat, se AMC sprosti in za razliko od nerazgrajenega
substrata mocno fluorescira. Fluorescenco, izrazeno v RFU (povprecne enote relativne
fluorescence), smo izmerili s ¢italcem mikrotitrskih plo$¢ Tecan Safire™. Vse meritve so

potekale pri 37 °C.

3.2.3.1 Dolocanje koncentracije aktivnega cistatina C in kokoSjega cistatina
Zeleli smo dologiti delez aktivnega cistatina C in kokogjega cistatina, ki smo ju uporabili za
tretiranje celic PC-3, zato smo izvedli metodo titracije s testnim encimom papainom. Poskus

je potekal v vecih korakih:

a) Dolocanje ustrezne koncentracije papaina in substrata Z-FR-AMC

Najprej smo morali dolo¢iti optimalni koncentraciji papaina in fluorogenega substrata Z-FR-
AMC, pri katerih smo dosegli linearno zvezo med izmerjeno fluorescenco po pretvorbi
substrata (izrazeno v RFU) in ¢asom (izrazen v sekundah).

Za negativno kontrolo smo uporabili aktivacijski pufer za katepsin S, ki smo ga v vodni
kopeli segreli na 37 °C. Pripravili smo dve raztopini papaina v aktivacijskem pufru (0,5 nM
in 1,5 nM ). 115 pL aktivacijskega pufra in raztopine papaina smo nanesli na prozorno
mikrotitrsko plos¢o in jo pet minut inkubirali pri 37 °C. Tik pred meritvijo smo pripravili Se
100 uM in 200 uM raztopino substrata, ki smo ga nanesli na ¢rno mikrotitrsko ploséo (v
vsako vdolbinico 5 pL). 95 uL aktivacijskega pufra oziroma raztopine papaina smo s
pomocjo ro¢ne veckanalne pipete prenesli iz prozorne plosce k substratu tik pred meritvijo
(kon¢na koncentracija substrata je bila tako 5 UM oziroma 10 uM). Postavitev vzorcev na
¢rni mikrotitrski ploséi je prikazana v preglednici 4.

Najoptimalnejsi odgovor smo dobili pri kombinaciji 1,5 nM papaina in 10 M substrata Z-

FR-AMC, zato smo to kombinacijo uporabljali tudi v nadaljnjih poskusih.
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Preglednica 4: Postavitev reagentov na ¢rni mikrotitrski plos¢i pri dolo¢evanju ustreznih
koncentracij papaina in substrata Z-FR-AMC.

1.in 2. stolpec 3.in 4. stolpec
A SLEPA aktivacijski pufer + 5 uM Z-FR- | aktivacijski pufer + 10 uM Z-
KONTROLA | AMC FR-AMC
0,5 nM papain + 5 pM Z-FR- | 0,5 nM papain + 10 pM Z-FR-
B VZOREC AMC AMC
c SLEPA aktivacijski pufer + 5 uM Z-FR- | aktivacijski pufer + 10 uM Z-
KONTROLA | AMC FR-AMC
1,5 nM papain + 5 pM Z-FR- | 1,5 nM papain + 10 uM Z-FR-
D VZOREC AMC AMC

b) Dolocanje koncentracije aktivnega papaina s titracijo z ireverzibilnim zaviralcem
cisteinskih peptidaz E-64

Drugi korak je bila dolocitev koncentracije aktivnega papaina. Doloc¢ili smo jo s titracijo
papaina z nizkomolekularnim ireverzibilnim zaviralcem cisteinskih peptidaz E-64 (molarno
razmerje med papainom in zaviralcem je 1 : 1). Pripravili smo 7 raztopin zaviralca E-64 v
DMSO (20 nM, 12 nM, 8 nM, 4 nM, 2 nM in 1 nM) in 1,5 nM raztopino papaina v
aktivacijskem pufru za katepsin S, ki smo jo pred uporabo 5 minut inkubirali v vodni kopeli
pri 37 °C. Na prozorno mikrotitrsko plos¢o smo v prvo vdolbinico odpipetirali 108 pL
aktivacijskega pufra ter 6 uL DMSO (slepa kontrola), v drugo vdolbinico 108 pL 1,5 nM
papaina in 6 pL DMSO (100-% aktivnost papaina), od 3. do 8. vdolbinice pa smo nanesli
108 pL 1,5 nM papaina in 6 pL spojine E-64 z ustrezno koncentracijo. Delali smo v
paralelkah. Raztopine smo pri 37 °C inkubirali 45 minut. Tik pred meritvijo smo pripravili
Se 200 uM raztopino fluorogenega substrata Z-FR-AMC, ki smo ga nanesli na ¢rno
mikrotitrsko plos¢o (v vsako vdolbinico 5 pL). S pomocjo ro¢ne veckanalne pipete Smo 95
ML raztopin iz prozorne plosce prenesli k substratu, kon¢na koncentracija substrata je bila
tako 10 uM, konéna koncentracija E-64 pa 1,0 nM, 0,6 nM, 0,4 nM, 0,2 nM, 0,1 nM in 0,05
nM.

Aktivno koncentracijo papaina smo doloc¢ili na podlagi linearne funkcije, pri kateri je
odvisna spremenljivka naklon premice, ki ponazarja vrednost fluorescence v odvisnosti od
Casa (izrazen v RFU/s), neodvisna spremenljivka pa koncentracija E-64 (izrazena v nmol/L).
Pri tem smo upostevali stehiometricno razmerje med zaviralcem in encimom 1 : 1. Ugotovili
smo, da je delez aktivne koncentracije papaina 75-%, zato smo v nadaljnjih poskusih

uporabili 2 nM raztopino papaina, da smo dosegli 1,5 nM koncentracijo aktivnega encima.
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C) Dololanje koncentracije aktivnega cistatina C_in_kokoSjega cistatina s _titracijo s

papainom
Na podlagi rezultatov iz prvih dveh poskusov smo lahko dolocili delez aktivnega cistatina C

in kokosjega cistatina. Princip dolo¢itve je bil popolnoma enak kot pri titraciji, opisani pod
tocko b), le da smo namesto 1,5 nM pripravili 2 nM raztopino papaina, namesto zaviralca E-
64 pa smo uporabili cistatin C oziroma kokosji cistatin. Najprej smo pripravili raztopine
cistatinov z enakimi kon¢nimi koncentracijami kot pri poskusu z E-64 (1,0 nM, 0,6 nM, 0,4
nM, 0,2 nM, 0,1 nM in 0,05 nM), a do zaviralnega ucinka ni prislo, zato smo pripravili
raztopine z vi§jimi koncentracijami. Pri cistatinu C smo linearno zvezo med naklonom
premice (izrazen v RFU/s) in koncentracijo cistatina C (izrazena v nmol/L) dosegli pri
naslednjih koncentracijah: 7,5 nM, 7,0 nM, 6,4 nM, 6,0 nM, 5,5 nM in 5,0 nM. Pri kokos§jem
cistatinu pa smo linearno zvezo med naklonom premice (izrazen v RFU/s) in koncentracijo

kokoSjega cistatina (izrazena v nmol/L) dosegli pri nekoliko vi§jih koncentracijah: 300 nM,

275 nM, 250 nM, 225 nM, 200 nM in 175 nM.

3.2.3.2 Meritev aktivnosti katepsinov B, L in S v celi¢nih lizatih

a) Meritev aktivnosti katepsina B

Najprej smo celi¢ne lizate odtalili na ledu in aktivacijski pufer za endopeptidazno aktivnost
katepsina B (pH=6,0) segreli na 37 °C v vodni kopeli. Slednjega smo uporabili kot slepo
raztopino in za pripravo raztopin celi¢nih lizatov s koncentracijo celokupnih proteinov 0,2
mg/mL. Po pripravi vzorcev smo na prozorno mikrotitrsko plos¢o s 96 vdolbinicami
odpipetirali po 215 pL posamezne raztopine in 5 minut inkubirali na 37 °C. V tem ¢asu smo
100 uM raztopino substrata Z-RR-AMC (Z-Arg-Arg-7-amido-4-metilkumarin), ki smo jo
pripravili v osnovnem pufru za endopeptidazno aktivnost katepsina B, napipetirali na ¢rno
mikrotitrsko plosco (v vsako vdolbinico smo nanesli 5 pL). Tik pred meritvijo smo z ro¢no
veckanalno pipeto prenesli 95 pL vzorcev iz prozorne plosce na ¢rno plosco (kon¢na
koncentracija Z-RR-AMC je bila 5 uM). To smo naredili dvakrat, da smo za vsak vzorec
imeli 2 paralelni meritvi. Nato smo plosco ¢im hitreje polozili v ¢italec mikrotitrskih plos¢

Tecan Safire™ in 30 minut merili porast fluorescence.

b) Meritev aktivnosti katepsina S

Meritev aktivnosti katepsina S smo izvedli na popolnoma enak nacin kot pri katepsinu B, le
da smo uporabili substrat Z-VVR-AMC (Z-Val-Val-Arg-7-amido-4-metilkumarin), ki ga v
glavnem razgrajuje katepsin S, deloma pa tudi katepsin L. 10 uM raztopino Z-VVR-AMC
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smo pripravili v osnovnem pufru za katepsin S (kon¢na koncentracija substrata na ¢rni
mikrotitrski plos¢i je bila 0,5 UM), za pripravo raztopin celi¢nih lizatov s koncentracijo

celokupnih proteinov 0,2 mg/mL pa smo uporabili aktivacijski pufer za katepsin S.

c) Meritev aktivnosti katepsina L

Za merjenje aktivnosti katepsina L smo uporabili popolnoma enako metodo kot pri katepsinu
B in S, le da smo nanesli substrat Z-FR-AMC (Z-Phe-Arg-7-amido-4-metilkumarin), ki ga
v glavnem razgrajuje katepsin L, deloma pa tudi katepsin B. Za pripravo 20 pM raztopine
Z-FR-AMC smo uporabili osnovni pufer za katepsin L (kon¢na koncentracija substrata na
¢rni mikrotitrski ploséi je bila 1 uM), raztopine celi¢nih lizatov s koncentracijo celokupnih

proteinov 0,5 mg/mL pa smo pripravili z aktivacijskim pufrom za katepsin L.

3.2.4 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega
dodecilsulfata (SDS-PAGE)

SDS-PAGE je lo¢evalna metoda, pri kateri lo¢evanje molekul poteka samo na osnovi
njihove molekulske mase, saj imajo vsi proteini zaradi nespecifi¢éne vezave natrijevega
dodecilsulfata enako razmerje med nabojem in dolzino verige, s tem pa tudi enako
elektroforezno mobilnost. Osnovna komponenta poliakrilamidnega gela so monomeri
akrilamida, ki polimerizirajo v dolge verige, pre¢no povezane z N,N'-
metilenbisakrilamidom. Polimerizacija stee v prisotnosti prostih radikalov, katerih vir je
obi¢ajno amonijev persulfat, stabilizira pa jih TEMED [53].

Za izvedbo SDS-PAGE smo najprej pripravili zmes za spodnji lo¢evalni gel (receptura je v
poglavju 3.1.5) in jo vlili med dve stekleni plos¢i, vpeti v stojalo (razdalja med njima je bila
1,5 mm). Mesanico smo prekrili s priblizno 300 pL izopropanola, da ni bila v stiku z zrakom,
saj bi to preprecilo premreZevanje. Po 45 minutah smo izopropanol odstranili, pripravili
zmes za zgornji koncentracijski gel (receptura je v poglavju 3.1.5), jo vlili na vrh
separacijskega gela ter vstavili glavni¢ek za oblikovanje zepkov. Po 45 minutah smo plos¢i
z gelom vpeli v kadicko, v katero smo nalili pufer za SDS-PAGE. Pred nanosom vzorcev
smo glavnicek odstranili in Zepke nekajkrat sprali s pomocjo polavtomatske pipete. VVzorce
smo pripravili tako, da smo celicne lizate najprej odtalili na ledu in v sveze
mikrocentrifugirke prenesli volumen lizata, ki je vseboval 50 g proteinov. Temu smo dodali
5 ML nanaSalnega pufra in dopolnili z lizirnim pufrom, tako da je kon¢ni volumen vzorcev
zna$al 30 pL. Mikrocentrifugirke z vzorci smo 8 minut kuhali v vreli vodi in s tem povzrocili

denaturacijo proteinov. S polavtomatsko pipeto smo celoten volumen vzorcev nanesli v
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zepke v gelu. V enega od Zepkov smo nanesli Se oznacevalec velikosti. Elektroforeza je

potekala priblizno 2 uri pri konstantni napetosti 100 voltov.

3.2.5 Imunokemijska detekcija NF-kB ter IkB-a s prenosom western

NF-kB in IkB-a smo Zzeleli detektirati z imunolosko metodo, ki temelji na specificnih
interakcijah med Zeleno proteinsko molekulo in monoklonskimi protitelesi. Ker imajo
protitelesa visoko molekulsko maso, tezko prodrejo v poliakrilamidni gel, zato je potrebno
proteine iz gela prenesti na nitrocelulozno membrano, kjer so veliko bolj dostopni za vezavo.
Proteine smo locili s SDS-PAGE in jih prenesli iz poliakrilamidnega gela na nitrocelulozno
membrano s pomocjo aparature iBlot®. Prenos je potekal 7 minut pri konstantni elektri¢ni
napetosti 20 V (prenos proteinov na nitrocelulozno membrano in detekcija specificnega

proteina s protitelesi sta prikazana na sliki 4).

a)

FILTER PAPIR

POLIAKRILAMIDNI GEL

NITROCELULOZNA /
MEMBRANA

FILTER PAPIR

m“+++++++++

b)

SEKUNDARNO
PROTITELO
KONJUGIRANO

SHRENOVO
PEROKSIDAZO\

SU&STRAT

OKSIDIRANI
PRODUKTI

PRIMARNO
PROTITELO

J—
NITROCELULOZNA

MEMBRANA
PROTEINI IZ BLOKADA

CELICNEGA LIZATA

Slika 4: Shematski prikaz prenosa western: a) prenos na membrano in b) detekcija s protitelesi
[54, 55]
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3.2.5.1 Detekcija fosforilirane oblike IkB-a in celokupnega IkB-a

Po kon¢anem prenosu smo nitrocelulozno membrano 1 uro inkubirali v blokirnem sredstvu®
(5-% BSA v TTBS), s ¢imer smo preprecili nespecifi¢no vezavo protiteles na nezasedene
predele membrane. Raztopino BSA smo zavrgli in membrano 3-krat po 5 minut spirali s
TTBS2 TTBS smo odlili in dodali raztopino primarnih zajéjih protiteles proti fosforilirani
obliki IkB-a (red¢ili smo jih v 5-% BSA v TTBS v razmerju 1 : 2500). Inkubacija je potekala
¢ez no¢ na stresalniku pri 4-8 °C. Naslednji dan smo raztopino primarnih protiteles odstranili
in membrano 3-krat po 10-15 minut spirali s TTBS. Nato smo sekundarna protitelesa (kozja
protitelesa proti primarnim zaj¢jim protitelesom S konjugirano hrenovo peroksidazo)
razredéili v 5-% BSA v TTBS v razmerju 1 : 4500. Membrano smo stresali 1 uro pri sobni
temperaturi in nato raztopino sekundarnih protiteles zavrgli. Sledilo je 5-minutno spiranje s
TTBS, ki smo ga izvedli 3-krat. Membrano smo nato polozili med dva prozorna plasti¢éna
sloja in jo izpostavili meSanici pufra in visoko obc¢utljivega kemiluminiscen¢nega substrata
v razmerju 1 : 1 (SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate in
SuperSignal™ West Femto Luminol/Enhancer Solution). Oddano svetlobo po pretvorbi
substrata smo detektirali z napravo G-box. Po detekciji smo membrano 20 minut spirali s
TTBS, nato pa smo jo 1 uro stresali v pufru za odstranjevanje vezanih protiteles pri 60 °C.
Zopet je sledilo spiranje s TTBS (2x po 20 minut), nato pa 30-minutna blokada s 5-% BSA
v TTBS. Po trikratnem 5-minutnem spiranju s TTBS smo na membrano nanesli zaj¢ja
protitelesa proti IkB-a, red¢ena v 5-% BSA v TTBS v razmerju 1 : 2500. Membrano smo v
raztopini ¢ez noc¢ inkubirali na stresalniku pri 4-8 °C in naslednji dan nadaljevali po istem
postopku kot pri zgoraj opisani detekciji fosforilirane oblike IxB-a.

Da bi ovrednotili enakomernost nanosa proteinov na membrano, smo po odstranjevanju
protiteles, ponovni 30-minutni blokadi s 5-% BSA v TTBS in spiranju s TTBS (3-krat po 5
minut) na blokirano membrano nanesli zaj¢ja protitelesa proti f-aktinu red¢ena v 5-% BSA
v TTBS vrazmerju 1 : 3000. Inkubacija je potekala 1 uro na stresalniku pri sobni temperaturi.
Nato smo nadaljevali po istem postopku kot pri detekciji (ne)fosforilirane oblike IkB-a, le
da smo membrano izpostavili drugemu kemiluminiscenénemu substratu (SuperSignal™
West Dura Extended Duration Substrate raztopljen v pufru SuperSignal™ West Dura

Luminol/Enhancer Solution v razmerju 1 : 1), ki ima manj$o ob¢utljivost, saj je koncentracija

! Inkubiranje membrane v raztopini blokirnih sredstev je vedno potekalo na stresalniku pri sobni temperaturi.
2 Vsa spiranja membrane s TTBS so potekala na stresalniku pri sobni temperaturi.
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[-aktina v celi¢nih lizatih veliko visja kot koncentracija IkB-o. Oddano svetlobo po pretvorbi
substrata smo detektirali z napravo G-box. Po snemanju smo membrano zavrgli.
Detektirane lise smo kvantificirali z denzitometricno analizo v programu GeneSnap

proizvajalca Syngene in jih normalizirali glede na kontrolni vzorec pri ¢asu to.

3.2.5.2 Detekcija NF-kB v citosolni in jedrni frakciji
Detekcija NF-xB je potekala po podobnem postopku kot detekcija IkB-a, le da smo lo¢ene

proteine iz citosolne in jedrne frakcije prenesli na dve razli¢ni nitrocelulozni membrani.
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Preglednica 5: Uporabljena blokirna sredstva in protitelesa pri detekciji NF-kB, B-aktina in
PCNA.

CITOSOLNA
FRAKCIJA

5-% mleko v TTBS

misja protitelesa proti NF-xB (v 3-% BSA v TTBS;
razmerje 1 : 182)

JEDRNA FRAKCIJA

DETEKCIJA NF-xB

kozja protitelesa proti mi§jim protitelesom s konjugirano
hrenovo peroksidazo (v 5-% mleku v TTBS; razmerje 1 :

4500)
5-% mleko v TTBS 3-% BSA vV TTBS
zaj¢ja protitelesa proti 3 zaj¢ja protitelesa proti
aktinu (v 5-% mleku v PCNA (v3-% BSA v

TTBS; razmerje 1 : 3000) TTBS; razmerje 1 : 250)

DETEKCIJA B-AKTINA

0z. PCNA kozja protitelesa proti kozja protitelesa proti
zaj¢jim protitelesom s zaj¢jim protitelesom s
konjugirano hrenovo konjugirano hrenovo

peroksidazo (v 5-% mleku | peroksidazo (v 3-% BSA v
v TTBS; razmerje 1 : 4500) | TTBS; razmerje 1 : 4500)

3.2.6 Konfokalna mikroskopija

Konfokalno mikroskopijo smo uporabili za detekcijo NF-xB v jedru in citoplazmi celic PC-
3 v kontrolnih vzorcih in v vzorcih s koko$jim cistatinom. Z metodo smo zeleli dodatno
potrditi vpliv naju¢inkovitejSega zaviralca na signalno pot NF-xB. Protitelesa proti NF-«xB
so bila oznacena z barvilom Alexa Fluor 488, ki oddaja zeleno svetlobo, zato smo vzorce

osvetlili z vzbujevalnim laserjem valovne dolZine 488 nm.

3.2.6.1 Priprava preparatov za konfokalno mikroskopijo

Najprej smo v plosco s 24 vdolbinicami, v katere smo polozili krovna stekelca, nacepili 1
mL celic PC-3 v dveh razli¢nih koncentracijah (9 x 10? in 1,5 x 10% celic/mL). Pri vsaki
koncentraciji smo imeli eno kontrolo in en vzorec z zaviralcem pri ¢asu to (2-urna inkubacija
celic v gojiscu z 1 uM zaviralcem ali PBS) ter eno kontrolo in en vzorec z zaviralcem pri
casu 30 minut (2-urna inkubacija celic v gojis¢u z 1 uM zaviralcem ali PBS, ki ji je sledila
30-minutna inkubacija celic v gojis¢u z 1 uM zaviralcem ali PBS ter 20 ng/mL TNF-a). Po
3 dneh smo preverili gostoto celic na krovnih stekelcih in se odlo¢ili, da bomo preparate

pripravili iz vzorcev s koncentracijo 1,5 x 10° celic/mL.
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Priprava preparatov je potekala izven sterilne komore pri sobni temperaturi. Najprej smo
zavrgli gojisce in celice sprali z 1 mL PBS, nato pa jih fiksirali z 10-% formalinom. Po 30
minutah smo formalin zavrgli in celice zopet sprali z 1 mL PBS. Po spiranju smo jih 10
minut inkubirali v 0,5 mL 0,1-% raztopine Tritona X-100 v PBS, s ¢imer smo dosegli
permeabilizacijo celic, ki je potrebna za prehod protiteles prek membrane. Po ponovnem
spiranju celic s PBS smo izvedli blokado z 0,5 mL 3-% BSA v PBS. Po eni uri smo blokirno
sredstvo odstranili in dodali 200 pL raztopine misjih monoklonskih protiteles proti NF-xB
(p65), oznacenih z barvilom Alexa Fluor 488. Raztopina protiteles s koncentracijo 1 pg/mL
je bila pripravljena v 3-% BSA v PBS. Celice smo zas¢itene pred svetlobo inkubirali 1,5 ure.
Po odstranitvi protiteles smo dodali 1 mL PBS in ga v roku 5 minut 3-krat zamenjali s
svezim, da smo celice dobro sprali. Krovna stekelca smo iz vdolbinic prenesli na filter papir
in jih posusili na zraku. Za vsako krovno stekelce smo pripravili eno objektno steklo in nanj
nanesli kapljico medija proti bledenju z DNA-specifi¢nim barvilom DAPI (4',6-diamidino-
2-fenilindol), ki ga uporabljamo za oznacevanje jeder. Nato smo posusena krovna stekelca s
stranjo, poraslo s celicami, polozili na kapljico in odstranili vse zra¢ne mehurcke. Preparate
smo pokrili z aluminijasto folijo in jih ¢ez no¢ hranili pri 4-8 °C. Naslednji dan smo robove
krovnih stekelc polakirali z lakom za nohte, da se preparati ne bi posusili. Do
mikroskopiranja smo jih zasc¢itili pred svetlobo in hranili pri 4-8 °C.

3.2.7 Statisti¢na obdelava podatkov

Statisti¢no obdelavo podatkov smo izvedli v programu Microsoft Excel 2016. Pri izratunu
koncentracije celokupnih proteinov v lizatih (izdelava umeritvene krivulje) in dolocitvi
koncentracije aktivnega cistatina C in koko$jega cistatina smo uporabili metodo linearne
regresije ter kon¢ne vrednosti izraunali iz enacbe y = kX + n.

Pri merjenju aktivnosti katepsinov B, L in S smo uporabili dvostranski (angl. two-tailed) t-
test, s katerim smo preverili, ali se izmerjena aktivnost katepsinov v celi¢nih lizatih z
zaviralci statisti¢no razlikuje od aktivnosti encimov, ki smo jo izmerili v kontrolnih vzorcih.
Razlika med vzorci je bila statisticno pomembna, e je bila stopnja znacilnosti (o) manjsa
od 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 Dolocanje koncentracije aktivnega cistatina C in kokoSjega

cistatina

Najprej smo dolocili aktivno koncentracijo testnega encima papaina s titracijo s sinteticnim

zaviralcem E-64. Rezultati meritev so predstavljeni na sliki 5.

Aktivnost papaina pri titraciji z E-64

0,0400
20,0350 ®
O
< 0,0300
[<B)
” - 0,0250 A Koncentracija
< S 0,0200 E-64, potrebna
EX y =-0,0223x + 0,0242 22 100-%
o r 0,0150 . R
S — 0.0100 . makt-lvacuo
o , papaina
£ 00050
T  0,0000

0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 1,10 1,20
Koncentracija E-64 [nM]

Slika 5: Graf aktivnosti papaina ob dodatku naras¢ajo¢ih koncentracij zaviralca E-64.

Iz enacbe y = -0,0223x + 0,0242 smo izracunali vrednost koncentracije E-64, pri kateri je
hitrost encimske reakcije enaka 0 (100-% inaktivacija papaina). Upostevali smo, da je
stehiometrijsko razmerje med encimom in zaviralcem 1 : 1 in tako izracunali deleZ aktivnega

papaina.

Koncentracija E-64, Ki je potrebna za 100-% inaktivacijo papaina: 1,09 nM.
Koncentracija celokupnega papaina (aktivnega in neaktivnega): 1,5 nM.
Delez aktivnega papaina v odstotkih: (1,09 nM / 1,5nM) * 100 % = 72,7 % =~ 75 %.

Sledilo je dolocanje aktivne koncentracije cistatina C in koko§jega cistatina, pri ¢emer smo

upostevali delez aktivnega papaina. Dobljene vrednosti so prikazane na slikah 6 in 7.
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Aktivnost papaina pri titraciji s cistatinom C
0,200 \
0,150 ..
A Koncentracija
\ y = -0,0243x + 0,1802 cistatina C, Ki
_ je potrebna za
0,050 inaktivacijo

papaina

o
H
o
o

Hitrost encimske reakcije
[RFU/s]

0,000
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0

Koncentracija cistatina C [nM]

Slika 6: Graf aktivnosti papaina ob dodatku naras¢ajo¢ih koncentracij cistatina C.

Iz enacbe y = -0,0243x + 0,1802 smo izracunali koncentracijo cistatina C, pri kateri pride do
100-% inaktivacije papaina. Tudi tu smo upostevali stehiometrijsko razmerje 1 : 1 in tako

izraCunali delez aktivnega cistatina C.

Koncentracija cistatina C, ki je potrebna za 100-% inaktivacijo 1,5 nM papaina: 7,42 nM.
Koncentracija aktivnega papaina: 1,5 nM.
Delez aktivnega cistatina C v odstotkih: (1,5 nM /7,42 nM) * 100 % = 20,2 %.

Aktivnost papaina pri titraciji s koko§jim cistatinom

0,160
(5]
= 0,140 e
X \
$ 0120 \ A Koncentracija
& 50,100 kokoSjega
23 \ y =-0,0005x + 0,1429 cistatina, ki je
cE_> &0'080 \ R2 = 09872 potrebna za
$ —0,060 ! 100-%
2 0,040 inaktivacijo
= 0.020 papaina
T O \.\:

0,000

0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00 350,00

Koncentracija kokoSjega cistatina

Slika 7: Graf aktivnosti papaina ob dodatku naras¢ajocih koncentracij kokosjega cistatina.

Delez aktivnega kokosjega cistatina smo dolocili po enakem postopku kot pri cistatinu C.
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Koncentracija kokos$jega cistatina, ki je potrebna za 100-% inaktivacijo 1,5 nM papaina:
285,8 nM.

Koncentracija aktivnega papaina: 1,5 nM.

Delez aktivnega cistatina C v odstotkih: (1,5 nM / 285,8 nM) * 100 % = 0,5 %.

4.2 Dolocanje aktivnosti katepsina B v celi¢nih lizatih

Aktivnost katepsina B smo spremljali preko encimske reakcije, v kateri se je porabljal
peptidni fluorogeni substrat Z-RR-AMC.

prislo do inhibicije katepsina B, temve¢ je bila aktivnost pri cistatinu C in kokos§jem cistatinu
celo nekoliko povecana glede na kontrolni vzorec (gojis¢e z DMSO). Po dodatni 3-urni

.....

znacilno delno inhibicijo le pri kokos§jemu cistatinu (o = 0,02).

Aktivnost katepsina B

brez TNF-a stimulacijas TNF-a
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Slika 8: Graf aktivnosti katepsina B pri ¢asu to in po 3 urah.

Predstavljeni so normalizirani rezultati glede na aktivnost katepsina B pri kontrolnem vzorcu v isti
casovni tocki. Prikazane so povpre¢ne vrednosti in standardne deviacije 4 ponovitev. Statisti¢no
znacilna razlika v aktivnosti glede na kontrolni vzorec je na grafu ozna¢ena z zvezdico.
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4.3 Dolo¢anje aktivnosti katepsina L v celi¢nih lizatih

Aktivnost katepsina L smo spremljali preko encimske reakcije, v kateri se je porabljal
peptidni fluorogeni substrat Z-FR-AMC.

Kot lahko razberemo iz grafa na sliki 9, je pri ¢asu to prislo do statisticno znacilne delne
inhibicije katepsina L (a = 0,03) le pri vzorcu s cistatinom C. Po dodatnih 3 urah inkubacije
je bila povpre¢na vrednost aktivnosti pri vzorcu s cistatinom C in TNF-a sicer nizja kot pri
kontroli v isti ¢asovni tocki, vendar razlika ni bila statisticno znacilna. Po 3 urah sta tako le
kokos§ji cistatin (a = 0,002) in Gi 2149 (o = 0,0003) povzrocila statisti¢no znacilno
inhibicijo.

Pri tem pa je potrebno upostevati, da substrata Z-FR-AMC ne razgrajuje le katepsin L,
temve¢ deloma tudi katepsin B.

Aktivnost katepsina L
1,20 ) -
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t0 t0 cistatin, t0 3h 3h cistatin, 3h
t0 3h

Slika 9: Graf aktivnosti katepsina L pri ¢asu to in po 3 urah.

Predstavljeni so normalizirani rezultati glede na aktivnost katepsina L pri kontrolnem vzorcu v isti
¢asovni tocki. Prikazane so povprec¢ne vrednosti in standardne deviacije 3 ponovitev (pri prvih dveh
poskusih je bilo v vzorcu 0,5 mg/mL proteinov, pri zadnji ponovitvi pa 0,4 mg/mL proteinov).
Statisti¢no znacilna razlika v aktivnosti glede na kontrolni vzorec je na grafu oznacena z zvezdico.
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4.4 Dolocanje aktivnosti katepsina S v celi¢nih lizatih

Aktivnost katepsina S smo spremljali preko encimske reakcije, v Kkateri se je porabljal
peptidni fluorogeni substrat Z-VVR-AMC.

Rezultati, prikazani na sliki 10, kazejo, da aktivnost katepsina S pri testnih vzorcih ob ¢asu
to ni bila zmanjSana v primerjavi s kontrolo. Po dodatni 3-urni inkubaciji celic PC-3 v
vzorcih glede na kontrolo v isti ¢asovni tocki (cistatin C: a = 0,04; kokosji cistatin: a = 0,01;
Gii 2149: a = 0,0003). Najucinkovitejsi inhibitorni uc¢inek je dosegel Gii 2149.

Pri interpretaciji rezultatov je potrebno upostevati, da substrat Z-VVR-AMC deloma

razgrajuje tudi katepsin L.
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Slika 10: Graf aktivnosti katepsina S pri ¢asu to in po 3 urah.

Predstavljeni so normalizirani rezultati glede na aktivnost katepsina S pri kontrolnem vzorcu v isti
¢asovni tocki. Prikazane so povpreéne vrednosti in standardne deviacije 3 ponovitev. Statisti¢no
znacilna razlika v aktivnosti glede na kontrolni vzorec je na grafu oznacena z zvezdico.
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4.5 Detekcija Ixb-a in NF-kB v celi¢nih lizatih

Vpliv zaviralcev na aktivacijo signalne poti NF-kB smo preverjali s prenosom western.

Zeleli smo ugotoviti, ali je prislo do sprememb v koli¢ini fosforilirane oblike IkB-o (pIkB-
a) in celokupne koli¢ine IkB-o po 2-urni izpostavitvi celic PC-3 gojis¢u z zaviralci ter
zaporedni 30-minutni o0z. 3-urni inkubaciji v gojis¢u s kombinacijo zaviralcev in
aktivatorjem signalne poti TNF-a. Preverili smo tudi, e se je pri enakih pogojih spremenila
koli¢ina NF-xB (p65) v jedru in citosolu.

Po detekciji plkB-a, IkB-o in NF-kB na nitrocelulozni membrani smo dobljene lise
kvantificirali z denzitometri¢no analizo. Rezultate smo normalizirali glede na kontrolo ob
¢asu to. Pri kon¢nih vrednostih plkB-a, IkB-a in citosolnega NF-kB smo upostevali tudi
rezultate B-aktina, ki je sluzil za oceno enakomernosti nanosa proteinov na membrano.

Ekvivalent B-aktina pri jedrni frakciji celi¢nih lizatov je bil protein PCNA.
4.5.1 Detekcija fosforilirane oblike IkB-a in celokupne kolic¢ine IxB-a

62kDa

381Da 4 W - T - o . ‘
oznalevalec _— : e 2 : & oudl
volikost 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Slika 11: Detekcija pIkB-a in IkB-a s specifi¢nimi protitelesi.

Na nitrocelulozni membrani smo dolocili tudi prisotnost proteina -aktina, ki nam je sluzil za oceno
enakomernosti nanosa proteinov (nanos je znasal 50 pg). Intenziteta lis kaze, da So se vzorci
malenkostno razlikovali v vsebnosti proteinov. VVzorci si sledijo v istem vrstnem redu kot na sliki 12.

— Razmerje med plkB-a in IkB-a (slika 12):

Rezultati po 2 urah inkubacije z zaviralci (Cas to): pri vzorcu s kokos$jim cistatinom je bilo

razmerje priblizno 2-krat vecje kot pri kontroli, pri cistatinu C in Gii 2149 pa rezultati niso
bili ponovljivi.
Rezultati po 30-minutni inkubaciji z zaviralci in TNF-a: pri vseh vzorcih smo detektirali

visje razmerje plkB-o/IkB-a glede na kontrolo ob ¢asu to. V primerjavi z istimi vzorci ob
Casu to je bilo razmerje pri vseh poskusih visje le pri Gii 2149, pri cistatinu C in koko§jem

cistatinu pa je bilo 1-krat nekoliko nizje, 2-krat pa mo¢no povisano.
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Zaradi neponovljivih rezultatov nismo uspeli dokazati razlike med vzorci in kontrolo pri 30
minutah.

Rezultati po 3-urni inkubaciji z zaviralci in TNF-a.: pri¢akovali sSmo, da bodo razmerja med

plkB-a in IkB-a podobna kot pri ¢asu to, vendar zaradi neponovljivih rezultatov pri vzorcih
tega ne moremo potrditi, pri 3-urni kontroli pa je bilo razmerje vedno visje glede na kontrolo
ob casu to.

Zaradi velike variabilnosti bioloskih ponovitev nismo uspeli potrditi nobenih pomembnih

razlik v razmerju med plkB-a in IkB-a med 3-urnimi vzorci in kontrolo.

Razmerje med fosforilirano obliko IkB-a in celokupnim
IkB-a v celi¢nih lizatih
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Slika 12: Razmerje med fosforilirano obliko IkB-a in celokupnim IkB-a v celi¢nih lizatih.
Predstavljene vrednosti, pridobljene iz 3 poskusov, so bile normalizirane glede na kontrolni vzorec
pri ¢asu to. Ponovljivi rezultati glede na kontrolo v isti ¢asovni to¢ki S0 na grafu oznaceni z zvezdico.
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4.5.2 Detekcija NF-kB v celi¢nih lizatih

— Detekcija NF-kB v citosolni frakciji (slika 13):

Rezultati po 2 urah inkubacije z zaviralci (Cas to): zaradi precej$nje variabilnosti rezultatov

nismo uspeli dokazati statisti¢no znacilnih razlik med vzorci in kontrolo.

Rezultati po 30-minutni inkubaciji z zaviralci in TNF-a: ker smo celice tretirali s TNF-q,

smo sklepali, da se bo pri kontrolnem vzorcu nivo NF-«xB v citosolu znizal zaradi prenosa
transkripcijskega faktorja v jedro, vendar ni bilo vedno tako. Pri kontroli je bila prisotnost
NF-kB pri dveh poskusih sicer res nizja, pri enem pa celo dvakrat visja glede na nic¢elno
kontrolo. V vzorcih s cistatinom C in koko$jim cistatinom smo vsaki¢ detektirali vecjo
koli¢ino citosolnega NF-«B v primerjavi s 30-minutno kontrolo. Pri vzorcu z Gi 2149
rezultati niso bili ponovljivi.

Rezultati po 3-urni inkubaciji z zaviralci in TNF-a: domnevali smo, da bo nivo citosolnega

NF-xB po 3 urah podoben kot ob ¢asu to, vendar tega nismo uspeli potrditi. Dokazali smo
le, da je bila pri cistatinu C koli¢ina NF-kB v citosolni frakciji vedno nizja kot pri kontroli v
isti Casovni tocki.

98 kDa .

62kDajlll W P wp O e W W Y ¥ e ¢ ®w = citosolni

NF-«xB
(65 kDa)
49kDa
N e e e St el o o Nl v o . paktin
(45 kDa)
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oznatevalec . 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
velikosti

Slika 13: Detekcija citosolnega NF-kB s specifi¢nimi protitelesi.

Na nitrocelulozni membrani smo detektirali tudi protein B-aktin, ki nam je sluzil za oceno
enakomernosti nanosa proteinov (nanos je znasal 50 ug). Intenziteta lis kaZe, da je bila v prvih 9
vzorcih vsebnost proteinov podobna, zadnji trije vzorci pa so vsebovali manj proteinov. Vzorci si
sledijo v istem vrstnem redu kot na sliki 14.
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Detekcija NF-kB v citosolni frakciji celi¢nih lizatov
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Slika 14: Detekcija NF-kB v citosolni frakciji celi¢nih lizatov.
Predstavljene vrednosti, pridobljene iz 3 poskusov, so bile normalizirane glede na kontrolni vzorec
pri ¢asu to. Ponovljivi rezultati glede na kontrolo v isti ¢asovni to¢ki so na grafu oznaceni z zvezdico.

— Detekcija NF-kB v jedrni frakciji (slika 18):

Rezultati po 2 urah inkubacije z zaviralci (Eas to): vrednosti NF-«xB so bile pri cistatinu C in

kokosjem cistatinu vecje kot pri kontroli. Pri G 2149 nismo pridobili ponovljivih rezultatov.

Rezultati po 30-minutni inkubaciji z zaviralci in TNF-a: kot smo domnevali, se je v vseh

vzorcih povisala koli¢ina jedrnega NF-kB v primerjavi z nicelno kontrolo. Najve¢ji prenos
NF-kB v jedro smo zaznali pri vzorcu s kokosjim cistatinom (v povprecju za 40 % vecji
prenos kot pri 30-minutni kontroli). Zaradi neponovljivih rezultatov pri cistatinu C in Gu

2149 nismo uspeli dokazati razlike glede na kontrolo pri 30 minutah.

Rezultati po 3-urni inkubaciji z zaviralci in TNF-a: sklepali smo, da bo nivo jedrnega NF-
kB po 3 urah podoben kot pred stimulacijo s TNF-o, vendar tega nismo uspeli potrditi pri
nobenem vzorcu.
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Slika 15: Detekcija jedrnega NF-kB s specifi¢nimi protitelesi.

Na nitrocelulozni membrani smo dolocili $e koli¢ino proteina PCNA, ki nam je sluzil za oceno
enakomernosti nanosa proteinov (nanos je znasal 50 pg). Intenziteta lis kaze, da je bil nanos nekoliko
neenakomeren. V prvih 4 vzorcih je bila vsebnost proteinov najnizja, v naslednjih treh nekolika vigja,

v zadnjih 5 vzorcih pa je bilo proteinov najve¢. Vzorci si sledijo v istem vrstnem redu kot na sliki
16.
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Slika 16: Detekcija NF-kB v jedrni frakciji celi¢nih lizatov.
Predstavljene vrednosti, pridobljene iz 3 poskusov, so bile normalizirane glede na kontrolni vzorec
pri Casu to. Ponovljivi rezultati glede na kontrolo v isti ¢asovni to¢ki so na grafu oznaceni z zvezdico.

46



Nika Pahor, Magistrsko delo
Vpliv zaviralcev cisteinskih peptidaz na aktivacijo signalne poti NF-«B v celicah PC-3

4.6 Konfokalna mikroskopija

Povecano prisotnost NF-kB v jedru smo Zeleli v primeru kokosjega cistatina potrditi Se s
konfokalno mikroskopijo, zato smo pripravili celicne preparate, v katerih smo jedro oznacili
z DNA-specifi¢cnim barvilom DAPI (modre barve), za oznac¢itev NF-kB pa smo uporabili
protitelesa, oznac¢ena z barvilom Alexa Fluor 488 (zelene barve). Kot lahko vidimo na sliki
19, je bilo ob casu to pri obeh vzorcih v jedrih manj NF-xB kot v citosolu, saj je zeleno
obarvanje jeder manj intenzivno. Pri 30-minutni kontroli je na mestu jedra opazen porast
zelene fluorescence, kar kaze na translokacijo NF-xB iz citoplazme v jedro. Pri vzorcu s
kokosjim cistatinom je to Se bolj ocitno, saj je razlika med jedrom in citoplazmo komaj

opazna.

Kontrola, 0 min Kontrola, 30 min

Kokosji cistatin, 0 min Kokosji cistatin, 30 min

Slika 17: Celice PC-3 z ozna¢enim NF-kB in jedrom.

Slike za vse 4 vzorce so bile posnete pri istih pogojih (enake intenzitete laserjev in 40-kratha
povecava). Pri vsakem vzorcu so na levi strani celice z oznacenim NF-«kB (zelena barva), na desni
pa imajo celice oznacene tudi jedro (modra barva). Bele daljice prikazujejo merilo (20 pm).
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5 RAZPRAVA

Transkripcijski faktor NF-xB, ki je prisoten v skoraj vseh celi¢nih tipih, je Ze ve¢ desetletij
predmet Stevilnih raziskav zaradi vloge pri razvoju rakavih obolenj in kroni¢nih vnetnih
bolezni, kot so astma, artritis, sladkorna bolezen ... [45, 47]. Dokazali so, da je v Stevilnih
tumorjih in njihovem mikrookolju mo¢no povecana ekspresija in aktivnost NF-«B, ki z
regulacijo Siroke palete genov zavira apoptozo, pripomore k proliferaciji tumorskih celic,
sodeluje pri razvoju rezistence na kemoterapijo in radioterapijo ter pripomore k nastanku
metastaz. Za to potencialno terapevtsko tarCo je bilo odkritih na stotine naravnih in
sinteti¢nih spojin, ki zavirajo signalno pot NF-«xB na razli¢nih nivojih (zaviranje fosforilacije
in razgradnje IkB-a, translokacije NF-kB v jedro, vezave na DNA ...), vendar je njihova
uporaba v kliniénem okolju omejena le na zdravljenje nekaterih levkemij in limfomov v
kombinaciji z drugimi protitumornimi uc¢inkovinami [48, 56]. Ena glavnih tezav dolgotrajne
sistemske uporabe zaviralcev signaliziranja NF-kB je pojav imunosupresije, saj ima NF-kB
nepogresljivo vlogo pri delovanju imunskega sistema. Poleg tega se pri terapiji z nekaterimi
zaviralci NF-xB lahko Ze v nekaj tednih pojavi rezistenca, katere mehanizmi $e niso
razjasnjeni. Iskanje bolj selektivnih zaviralcev, ki bi u¢inkovito zavrli aktivnost NF-«xB le v

tumorskih celicah, je tako $e vedno zelo aktualno [56].

Cisteinske peptidaze prav tako kot NF-kB predstavljajo potencialne terapevtske tarce pri
zdravljenju raka, saj je njihova ekspresija povisana v ve¢ini tumorskih celic (tudi pri raku
prostate). V sklopu magistrske naloge smo se osredotocili na katepsine B, L in S, za katere
obstajajo Stevilni dokazi, da so vpleteni v napredovanje malignih obolenj. Spodbujajo
invazijo in metastaziranje tumorjev, sodelujejo pri angiogenezi, razgradnji zunajceli¢nega
matriksa in tumorski neovaskularizaciji. Na voljo pa so tudi dokazi, da cisteinski katepsini
(zlasti katepsin B) v nekaterih primerih celo spodbujajo apoptozo tumorskih celic, zato je
lahko njihova inhibicija dvorezen me¢. Posledi¢no je za vsak celi¢ni tip potrebno definirati
njihovo vlogo, saj se ta lahko spreminja z napredovanjem malignih obolenj [57-60].
Tumorske celice se prav tako razlikujejo v ekspresiji endogenih zaviralcev katepsinov.
Stevilne $tudije so pokazale, da je v invazivnih celicah raka dojke in prostate mo¢no znizano
razmerje med endogenimi zaviralci katepsinov in katepsini v primerjavi z manj invazivnimi
tumorskimi celicami. Uporaba bolj in manj selektivnih zaviralcev cisteinskih katepsinov se

Je veckrat izkazala za uspesno strategijo pri zaviranju rasti in invazivnosti tumorskih celi¢nih
linij [61-64].
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Na podro¢ju onkologije je torej na voljo ogromno raziskav o cisteinskih peptidazah in
njihovih zaviralcih ter o zaviranju signalne poti NF-kB, zelo malo pa je studij, ki bi
preuc¢evale morebitno povezanost med cisteinskimi  katepsini in  delovanjem

transkripcijskega faktorja NF-«xB.

Poglavitni namen magistrske naloge je bil preuciti vpliv endogenih zaviralcev cisteinskih
peptidaz cistatina C in kokos$jega cistatina ter sinteznega zaviralca Gi 2149 na fosforilacijo
IkB-a in translokacijo NF-kB iz citosola v jedro celic PC-3.

V sklopu laboratorijskega dela smo najprej izvedli titracijo s testnim encimom papainom, s
katero smo dolocili koncentracijo aktivnega cistatina C in kokos$jega cistatina. Ugotovili
smo, da je delez aktivnega cistatina C znasal 20 %, delez kokosjega cistatina pa 0,5 %. Pri
poskusih smo vedno uporabili 1 uM koncentracijo vseh treh zaviralcev, kar pomeni, da je
5nM. V literaturi Smo za oba cistatina in katepsine B, L in S pridobili konstante inhibicije,
ki znasajo od 0,001 nM do najve¢ 1,7 nM. Na podlagi teh vrednosti smo sklepali, da so bile
koncentracije aktivnega cistatina C in kokos$jega cistatina pri tretiranju celic dovolj visoke

za uginkovito inhibicijo [38, 65, 66].

V nadaljevanju smo ucinkovitost inhibicije katepsinov B, L in S preverili z uporabo
encimske kinetike. Po 2-urnem inkubiranju celic PC-3 (Cas to) z zaviralci je priSlo do
statisti¢no znacilne Sibke inhibicije samo pri vzorcu s cistatinom C, ki je zmanjsal aktivnost
katepsina L za priblizno 20 %. V nasprotju s pri€¢akovanji pa je bila aktivnost katepsina B
po 2-urni izpostavitvi cistatinu C in koko$jemu cistatinu celo rahlo visja kot pri kontroli
(priblizno 8-9 %). Tukaj je mozen vzrok za neuspesno inhibicijo prisotnost zaporne zanke
v strukturi katepsina B, saj ta ovira dostop zaviralcem do aktivnega mesta, ki pa je manj
dostopno tudi za substrate, s ¢imer lahko delno pojasnimo manjso fluorescenco pri kontroli
[65]. K manjsi aktivnosti encimov pri kontroli je najverjetneje prispeval tudi dodatek
DMSO, ki nekoliko zavira delovanje cisteinskih peptidaz (kontroli smo dodali DMSO, ker
je bil v njem raztopljen Gii 2149). Mozno je tudi, da je priSlo do sluc¢ajnih napak pri meritvi
celokupnih proteinov v celi€nih lizatih ali pri pripravi vzorcev za encimsko kinetiko. Za
neuspesno inhibicijo Katepsinov pa je lahko krivo morebitno poc¢asno prehajanje zaviralcev

prek celicne membrane.
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Po dodatni 3-urni izpostavitvi celic zaviralcem skupaj s TNF-a smo zaznali nizjo aktivnost
encimov glede na rezultate ob casu ni¢, vendar vrednosti niso bile statisti¢cno znacilne pri
vseh vzorcih.

Cistatin C je povzrocil inhibicijo katepsina S (zmanjSanje aktivnosti za priblizno 11 %). Pri
katepsinu B in L je sicer bil nakazan zaviralen u¢inek, vendar ga zaradi velikih standardnih
deviacij nismo uspeli potrditi. Po podatkih iz literature naj bi cistatin C v pM obmo¢ju
inhibiral katepsina L in S, katepsin B pa v nanomolarnih koncentracijah, vendar so ti rezultati
pridobljeni na izoliranih encimih in ne v celi¢nih linijah, kjer je potrebno upostevati, da
morajo zaviralci preiti celicno membrano in tudi membrano lizosoma, da dosezejo tarcne
molekule. Za nezaznaven vpliv cistatina C bi lahko bila kriva tudi morebitna visoka
koncentracija substratov cisteinskih peptidaz v celicah, ki v nekaterih primerih zmanjsa
ucinek kompetitivnega zaviralca [65-67].

Nizkomolekularni zaviralec Gu 2149, ki naj bi pri 1 M koncentraciji zaviral le katepsin S
(Ki = 45 nM), je povzrocil statisticno znacilno inhibicijo katepsina L (aktivnost encima je
bila zmanjSana za 13 %), kar ni v skladu z izsledki preliminarnih poskusov, saj naj bi bila za
to potrebna vsaj 10-krat ve¢ja koncentracija zaviralca. Gu 2149 se je izkazal kot najmoéne;si
zaviralec katepsina S (28 % zmanjSanje aktivnosti encima). Rezultati poskusov na
rekombinantnem katepsinu S so pokazali, da ze 50 nM koncentracija Gii 2149 zadosc¢a za
80 % znizanje aktivnosti katepsina S, vendar pa je potrebno pri poskusih na celi¢nih linijah
upostevati tudi manj$o dostopnost tar¢nih encimov [44]. Podatki o sposobnosti prehajanja
spojine Gii 2149 prek celicne membrane niso na voljo, zato tezko potrdimo, da je to vzrok
za slabsi zaviralni u¢inek.

Po 3-urni inkubaciji je bil kokogji cistatin edini, ki je povzro€il statisti¢no znacilno inhibicijo
vseh treh katepsinov. Najmocneje je zavrl aktivnost katepsina S (za 25 %), pri katepsinu L
je povzro€il 14 % znizanje aktivnosti in bil je edini, ki je inhibiral tudi katepsin B (aktivnost
je zmanjsal za 13 %).

Pri ve¢ini meritev je bila aktivnost katepsinov L in S po 3 urah malenkostno znizana tudi pri
kontrolnem vzorcu (rezultati niso prikazani). Ker je bila edina razlika v tretiranju celic
dodatek TNF-a, smo preverili, ¢e obstajajo podatki o morebitnem vplivu tega citokina na
aktivnost omenjenih katepsinov, vendar jih nismo zasledili. Najverjetneje je za manjSo

aktivnost encimov pri kontroli kriv dodatek DMSO.

Po ovrednotenju vpliva zaviralcev na aktivnost izbranih katepsinov smo nadaljevali z

detekcijo proteinov, vpletenih v signaliziranje NF-xB, v posameznih ¢asovnih tockah (2-

50



Nika Pahor, Magistrsko delo
Vpliv zaviralcev cisteinskih peptidaz na aktivacijo signalne poti NF-«B v celicah PC-3

urna inkubacija z zaviralci (Cas to) ter dodatna 30-minutna oz. 3-urna inkubacija z zaviralci
in TNF-a). Z metodo SDS-PAGE smo lo¢ili proteine iz celi¢nih lizatov, jih prenesli na

nitrocelulozno membrano in detektirali s protitelesi proti pIkB-a, IxB-o in NF-xB.

V raziskavi iz leta 2004 so po 30-minutnem tretiranju celic PC-3 z 10 ng/mL TNF-a v
celi¢nih lizatih zaznali vecjo koli¢ino IkB-a in Se vecji porast koncentracije plkB-a [49]. Mi
smo uporabili TNF-a s koncentracijo 20 ng/mL in v skladu z rezultati iz omenjene raziskave
pri kontrolnih vzorcih zaznali porast pIkB-o po 30 minutah, koli¢ina celotnega IxB-a pa se
je v naSem primeru zmanjSala za skoraj petkrat, kar je najverjetneje posledica razgradnje
IxB-a na proteasomu po stimulaciji s citokinom. V skladu s povi$ano koncentracijo plkB-a
smo po 30-minutah pri kontroli izmerili tudi mo¢no povecano prisotnost NF-kB v jedru. Po
3-urni inkubaciji se je koli¢ina pIkB-o znizala, vendar je bila Se vedno visja kot pri nicelni
kontroli, koncentracija celokupnega IkB-a pa se je povisala, vendar $e ni dosegla nivoja pred
stimulacijo s TNF-a. To povisanje lahko pripiSemo dejstvu, da povecana aktivnost NF-kB
pomeni tudi povecano prepisovanje genov za IkB-o. Na novo sintetizirani inhibitorni
proteini lahko veZejo NF-«xB v citoplazmi in v jedru ter tako v fizioloskih pogojih prekinejo
aktivacijo signalne poti [45]. V naSem primeru pa je bil tudi po 3 urah prisoten eksogeni
TNF-a, ki je stimuliral fosforilacijo IkB-a, kar lahko pojasni dejstvo, da se koli¢ina pIkB-a
po 3 urah ni vrnila na zacetni nivo. Pri 3-urnih kontrolnih vzorcih smo za NF-kB dobili
razli¢ne vrednosti, zato ne moremo z gotovostjo trditi, ali je prislo do translokacije NF-kB v

jedro, kljub povisani koncentraciji pIkB-a.

V vzorcih s cistatinom C nam pri detekciji plkB-a in IkB-a ni uspelo dobiti ponovljivih
rezultatov. Kljub temu pa smo ugotovili, da je bila ob ¢asu to translokacija NF-xB v jedro
pri vzorcih s cistatinom C v povpre¢ju kar trikrat ve¢ja kot pri kontroli. Zanimivo bi bilo
torej preveriti, ¢e Ze sama prisotnost tega zaviralca predstavlja drazljaj za fosforilacijo IkB-
a in posledi¢ni prenos transkripcijskega faktorja v jedro. Po fosforilaciji se protein zelo hitro
razgradi, kar pomeni, da plkB-o po 2-urni inkubaciji s cistatinom C mogoce ni bil vec¢
prisoten. Prav tako bi tezko po 2 urah zaznali upad celokupne koncentracije IkB-a, saj
aktivacija NF-xB v tem Casu povzroci sintezo novega proteina [46, 68, 69]. Da bi lahko
potrdili, ali cistatin C stimulira fosforilacijo IkxB-a, bi torej morali namesto po 2-urni
inkubaciji z zaviralcem detektirati pIkB-a in IkB-a Ze prej (npr. po 30 minutah).

Ugotovili smo, da je ob ¢asu to cistatin C inhibiral le katepsin L, torej obstaja moznost, da je

zmanjSanje aktivnosti tega encima povzro€ilo povecanje aktivnosti NF-xB. To bi bilo
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potrebno potrditi z dodatnimi poskusi (npr. z utiSanjem gena za katepsin L v celicah PC-3).
Pri pregledovanju literature pa smo naleteli tudi na zanimivo studijo, pri kateri so ugotovili,
da je dodatek eksogenega cistatina C (20 pg/mL za 2 uri) mi§jim makrofagom, ki so bili
predhodno tretirani z IFN-y, povzrodil izrazito povisanje aktivnosti NF-kB. Raziskovalci so
predpostavili, da ta u¢inek mogoc¢e ni povezan le z zmanjsanjem aktivnosti cisteinskih
peptidaz (meritev niso izvedli), temve¢ z delovanjem cistatina C na receptorje, ki uravnavajo
regulacijo genov [70]. To bi bilo mozno tudi v naSem primeru, seveda pa je potrebno
poudariti, da se misji makrofagi in PC-3 celice mo¢no razlikujejo in da smo v nasih poskusih
uporabili 20-krat nizjo koncentracijo cistatina C, ki je Ze brez prisotnosti citokina povecal
aktivnost NF-«B.

Zal smo pri detekciji jedrne frakcije NF-kB v vzorcih s cistatinom C v zadnjih dveh ¢asovnih
toc¢kah dobili neponovljive rezultate, medtem ko je bila prisotnost citosolnega NF-xB po 30
minutah vedno visja kot pri kontroli, po 3 urah pa vedno nizja. Kljub ponovljivim vrednostim
pri citosolnem NF-«xB ne vemo, ali je dejansko prislo do ve¢jega/manjsega prenosa NF-«xB
v jedro glede na kontrolo, saj tega ne moremo potrditi z rezultati jedrne frakcije.

Ocitno je, da ima dodatek eksogenega cistatina C tudi v prisotnosti TNF-a dolo¢en vpliv na
signaliziranje NF-«xB, vendar tezko z gotovostjo zaklju¢imo, kaksen je njegov konéni ucinek.
Najvecja tezava je najverjetneje neselektivnost zaviralca, saj poleg testiranih cisteinskih
peptidaz inhibira tudi katepsin H ter nekatere lizosomske kaspaze (npr. legumain) [71].
Mozno je, da imajo encimi, ki jih cistatin C zavira, razlicne ucinke na signaliziranje NF-kB,
kar bi lahko pojasnilo neponovljive rezultate. Poleg tega pa lahko zaviralec znotraj celic
pride v stik s Stevilnimi drugimi makromolekulami, ki vplivajo na njegovo delovanje (npr.
katepsin D razgrajuje cistatin C, torej se v delih celic, kjer je koncentracija omenjenega
encima visja, najverjetneje zniza koncentracija tega zaviralca). Potrebno je tudi poudariti, da
je cistatin C multifunkcionalen protein, torej je mogoce, da je njegov vpliv na signalno pot

NF-kB popolnoma neodvisen od inhibicije katepsinov [35, 37, 40].

Pri detekciji pIkB-a, IkB-a in NF-kB v vzorcih z Gu 2149 nismo uspeli dokazati razlik med
vzorci in kontrolo zaradi neponovljivih rezultatov, zato smo se osredotocili le na to, kako so
se koli¢ine proteinov s ¢asom spreminjale v vzorcih z Gii 2149. Ugotovili smo, da se je po
30-minutni izpostavitvi TNF-o mo¢no znizala koli¢ina celokupnega IkB-a in povecala
translokacija NF-kB v jedro, razmerje med plkB-o in IkB-a pa je bilo vsaki¢ mocno
premaknjeno v prid pIkB-a. Rezultati torej nakazujejo, da je aktivacija NF-xB v vzorcih z

Gu 2149 potekala zelo podobno kot pri kontroli in da prisotnost zaviralca ne vpliva na
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signalno pot NF-«xB. Pri 3-urnih vzorcih se je celokupna koli¢ina IkB-a spet povisala zaradi
ponovne sinteze IxB-o, kar smo zaznali tudi pri kontrolnih vzorcih. Zal so bile vrednosti za
NF-kB po 3 urah neponovljive (prav tako kot pri kontroli), zato ne moremo potrditi, ali je

bila pri vzorcih Gii 2149 signalna pot Se vedno aktivirana.

Pri vzorcih s kokosjim cistatinom smo podobno kot pri cistatinu C ugotovili povecan prenos
NF-kB v jedro Ze ob ¢asu to, v skladu s tem pa smo isto¢asno detektirali tudi 2-krat visjo
koli¢ino pIkB-a. Torej lahko zaklju¢imo, da je ze brez prisotnosti TNF-a prislo do aktivacije
signalne poti NF-kB. Kokosji cistatin ob ¢asu to ni inhibiral nobenega izmed treh katepsinov,
kar pomeni, da inhibicija cisteinskih peptidaz ni odgovorna za povecan prenos NF-xB v
jedro. Kot smo ze omenili, so cistatini multifunkcionalni proteini, zato menimo, da je
mehanizem aktivacije signalne poti NF-xB neodvisen od inhibicije katepsinov [37]. To
potrjuje tudi dejstvo, da v primeru sinteznega zaviralca Gii 2149, ki je inhibiral katepsina L
in S, ni prislo do sprememb v signaliziranju NF-kB v primerjavi s kontrolo. Za potrditev
nase domneve bi bilo smotrno, da bi celice tretirali z bolj selektivnimi sinteznimi zaviralci
cisteinskih peptidaz.

Po 30 minutah inkubiranja s kokosjim cistatinom in TNF-a je bila translokacija NF-kB $e
vedja, kar je najverjetneje posledica dodatka citokina. Zal smo pri detekciji pIkB-a V isti
casovni tocki dobili neponovljive rezultate. Po 3 urah je bila vrednost plkB-a priblizno 2-
krat nizja kot ob ¢asu to, kar nakazuje na zmanjSanje aktivnosti signalne poti, vendar tega
nismo uspeli potrditi z vrednostmi NF-xB, saj so se od poskusa do poskusa precej
razlikovale. Dokazali smo, da je pri 3 urah kokos§;i cistatin inhibiral vse tri katepsine, s ¢cimer
bi lahko pojasnili neponovljive rezultate, saj je mozno, da imajo omenjeni encimi

nasprotujoce si vloge pri signaliziranju NF-«xB.

Ker je bila ena izmed glavnih omejitev imunodetekcije neponovljivost rezultatov pri vecih
vzorcih (tudi pri kontroli), smo raziskali, kaj bi lahko bil vzrok nizke reproducibilnosti
metode. Avtorji v Studijah najveckrat opozarjajo na nezanesljivost t. i. hisnih proteinov
(angl. housekeeping proteins), s katerimi preverjamo nanos proteinov na nitrocelulozno
membrano (B-aktin, PCNA) [72-74]. V praksi je najpogosteje uporabljen B-aktin, ki se v
celicah nahaja v zelo visoki koncentraciji, zato ga na membrano pogosto nanesemo v
prevelikih koli¢inah. V tem primeru vrednosti opti¢ne gostote za [-aktin ne korelirajo s

celokupno koli¢ino proteinov v vzorcu, kar privede do napacnih rezultatov za iskani protein.

53



Nika Pahor, Magistrsko delo
Vpliv zaviralcev cisteinskih peptidaz na aktivacijo signalne poti NF-«B v celicah PC-3

V zadnjem casu postaja pri izvedbi prenosa western vedno bolj aktualna normalizacija glede
na celokupno koli¢ino proteinov v vzorcu (npr. Stain-Free method) [72].

Potrebno pa je poudariti, da je za imunodetekcijo dolo¢enega proteina potrebnih veliko
postopkov, pri katerih lahko pride do napak, ki lahko privedejo do neponovljivih rezultatov
(priprava gojis¢ z zaviralci in celi¢nih lizatov, meritev celokupnih proteinov, priprava
vzorcev in izvedba SDS—PAGE, prenos proteinov na membrano, blokada membrane in

inkubacija s protitelesi).

Na koncu eksperimentalnega dela smo vpliv najmoc¢nejSega zaviralca (koko$jega cistatina)
na aktivacijo poti NF-xB preverili $e s konfokalno mikroskopijo. Glede na rezultate pri
prenosu western smo pri¢akovali, da bo razlika v prisotnosti NF-xB v jedru vidna ze ob ¢asu
to, vendar je bila intenziteta obarvanosti jeder precej podobna. Po 30 minutah je prislo pri
obeh vzorcih na mestu jedra do opaznega porasta zelene fluorescence, kar je potrdilo
povecano translokacijo NF-«xB iz citoplazme v jedro. Pri vzorcu s koko$jim cistatinom je

bilo to $e bolj o¢itno, saj je bila razlika med jedrom in citoplazmo komaj opazna.
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6 SKLEPI

V sklopu magistrskega dela smo preucevali uéinke zaviralcev cisteinskih peptidaz na
aktivnost katepsinov in signaliziranje NF-xB v celicah PC-3.

Rezultati nasih poskusov odkrivajo, da sintezni zaviralec GU 2149 v nasprotju z izsledki
predhodnih eksperimentov na izoliranih encimih ne zavira le delovanja katepsina S, temve¢
povzro¢i tudi zmanjs$anje aktivnosti katepsina L. Potrebno pa je poudariti, da se je zaviralen
uc¢inek pri obeh pojavil Sele po 5-urnem tretiranju celic. Ob tem ¢asu smo zaznali 13-%
zmanj$anje aktivnosti katepsina L in 28-% inhibicijo katepsina S. Ugotovili smo, da Gii 2149
nima vpliva na aktivacijo signalne poti NF-«xB, saj je proces potekal podobno kot pri
kontrolnih vzorcih.

Glede na objavljene $tudije, opravljene na izoliranih encimih, naj bi oba testirana cistatina v
uporabljeni koncentraciji zavirala delovanje vse treh katepsinov. V nasprotju s temi izsledki
je po 2-urni inkubaciji cistatin C za 21 % zmanjsal aktivnost katepsina L, kokosji cistatin pa
ni inhibiral nobenega encima. Po 5-urnem tretiranju je cistatin C za 11 % zavrl aktivnost
katepsina S, kokosji cistatin pa je povzrocil delno inhibicijo vseh tri katepsinov (katepsin B:
13 %; katepsin L: 14 %; katepsin S: 25 %). Glede na rezultate imunodetekcije NF-xB po 2-
urnem inkubiranju z zaviralci sklepamo, da tako cistatin C kot kokosji cistatin predstavljata
drazljaj za translokacijo NF-«B v jedro. Ker je ¢loveski cistatin C analog kokosjega cistatina,
menimo, da proteina posredujeta svoje ucinke na podoben nacin. Molekularni mehanizem,
ki bi pojasnil to delovanje, ni znan, glede na rezultate encimske kinetike ob Casu to pa
sklepamo, da za translokacijo NF-kB ni odgovorna inhibicija katepsinov.

Ker je naSe delo zgolj preliminarna raziskava, so za potrditev dobljenih rezultatov potrebni
dodatni poskusi na celicah PC-3. Da bi lahko bolje preucili vpliv cistatinov na signalno pot,
bi bilo najbolje izvesti imunodetekcijo Ze po 30-minutni inkubaciji celic brez prisotnosti
TNF-a. Za ovrednotenje vpliva posameznih cisteinskih katepsinov na aktivacijo NF-kB pa
bi bilo smotrno, da bi celice tretirali z bolj selektivnimi sinteznimi zaviralci. Poleg tega bi

lahko izvedli tudi utiSanje gena za posamezen katepsin.
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