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IV POVZETEK

Delovanje lizosomske cisteinske proteaze katepsina X je povezano predvsem z motnjami
imunskega sistema in nevrodegenerativnimi boleznimi, njegova vloga pri nastanku in
napredovanju raka pa Se ni poznana. Udelezen naj bi bil predvsem v zacetnih fazah
malignih bolezni, njegovo povecano izrazanje v tumorjih in izloCanje pa je najverjetneje
povezano z vecjo invazivnostjo celic. Pomembna je lahko tudi njegova vloga v
protitumorskem imunskem odzivu.

Pri malignih procesih naj bi imela prooblika katepsina X pomembnejSo vlogo od aktivne
oblike encima. Z dolocanjem koncentracij prokatepsina X v zunajceli¢nih teko¢inah smo
zeleli opredeliti njegov prognosticni in diagnostiéni pomen pri ovarijskem in
kolorektalnem raku.

Najprej smo pripravili monoklonska protitelesa za specifi¢no prepoznavanje prokatepsina
X. Za imunizacijo miSi smo uporabili 15 AK dolge peptide, ki prekrivajo proregijo
katepsina X. Po fuziji smo z indirektnim testom ELISA izbrali hibridome, ki so proizvajali
specifina protitelesa proti posameznim peptidom in prokatepsinu X. Specifi¢nost
monoklonskih protiteles smo preverili s SDS-PAGE in prenosom po Westernu. Zal so
imela protitelesa prenizko afiniteto za merjenje prokatepsina X v bioloskih vzorcih z
direktnim testom ELISA.

V cisti¢ni teko€ini ovarijskega raka smo z direktnim testom ELISA dolocali vrednosti
aktivnega katepsina X in ostalih katepsinov ter cistatina C. Vrednosti razmerij CisC/KatX
in CisC/KatH so bile znacilno nizje pri manj agresivnih histoloskih podtipih raka, aktivni
katepsin X pa se ni izkazal kot prognosti¢ni kazalec.

V serumu bolnikov s kolorektalnim rakom in ustreznih kontrolnih skupinah pa smo
dolocali celokupni katepsin X. Znalilnih razlik v koncentraciji med posameznimi
skupinami nismo zaznali, izkazalo pa se je, da so visje vrednosti celokupnega serumskega
katepsina X v skupini bolnikov s kolorektalnim rakom znacilno povezane s krajSim
celokupnim prezivetjem, kar kaze na prognosticno vrednost celokupne in verjetno

prooblike katepsina X.

VI



V ABSTRACT

Lysosomal cysteine protease cathepsin X is mainly linked to disorders of immune system
and neurodegenerative diseases, while its role in the development and progression of
cancer is yet unknown. It is supposed to be involved in early stages of cancer and its
increased expression in tumors and secretion are probably related to the invasiveness of
tumour cells. Most likely it is important also in anti-tumor immune response.

The proform of cathepsin X rather than active enzyme should be important in malignant
process. By determining the concentration of procathepsin X in extracellular fluids, we
wanted to define its prognostic and diagnostic importance in ovarian and colorectal
cancers.

First, we prepared monoclonal antibodies for specific recognition of procathepsin X. For
the immunisation of mice we used 15 AA long peptides that overlap the proregion of
cathepsin X. After fusion we used indirect ELISA to select the hybridoma that produced
specific antibodies against each peptide and procathepsin X. The specificity of monoclonal
antibodies was checked by SDS-PAGE and Western blot. Unfortunately, their affinity
against procathepsin X was too low for measuring the values in biological samples by
direct ELISA.

In the cystic fluid of ovarian cancer we determined the values of active cathepsin X, other
cathepsins and cystatin C using direct ELISA. Ratios CysC/CatX and CysC/CatH were
significantly lower in less aggressive histological subtypes of cancer, while active
cathepsin X was not shown to be a prognostic indicator.

In sera of patients with colorectal cancer and corresponding control groups we measured
total cathepsin X. No significant differences in concentration between different groups
have been noted, but it was shown that higher levels of total sera cathepsin X in the group
of patients with colorectal cancer were significantly associated with shorter overall
survival, suggesting a prognostic value of total cathepsin X and most likely procathepsin

X.
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1 UvVOD

1.1 PROTEAZE

Proteaze so encimi, ki katalizirajo hidrolizo peptidne vezi v polipeptideni verigi in tako
omogocijo razgradnjo beljakovin v manjSe peptide oz. popolno razgradnjo do
aminokislinskih preostankov. Spadajo v razred hidrolaz, ki za nukleofilni napad na
karbonilno skupino v amidni vezi, uporabijo molekulo vode (1). Glede na mesto hidrolize
peptidne vezi jih delimo na ekso- in endopeptidaze. Eksopeptidaze lahko cepijo eno
(monopeptidaze) ali ve¢ (dipeptidaze, tripeptidaze, itd.) aminokislin na N-koncu
(aminopeptidaze) ali C-koncu (karboksipeptidaze) polipeptidne verige. Endopeptidaze
cepijo peptidno vez znotraj polipeptidne verige in jih glede na katalitsko skupino v
aktivnem mestu delimo v razrede aspartatnih, cisteinskih, serinskih, treoninskih,
metaloproteaz in proteaz z neznanim katalitskim mehanizmom. Sodobni sistem delitve
razvr$€a proteaze glede na evolucijsko podobnost in mehanizem delovanja v druzine in
klane. Druzine zdruzujejo proteaze, ki se bistveno ujemajo v celotnem ali delnem
aminokislinskem zaporedju, odgovornem za katalitsko aktivnost. V klanih pa so zdruzene
druzine proteaz, ki imajo skupnega prednika, vendar se zaradi evolucijskih sprememb ne
ujemajo ve¢ v aminokislinskem zaporedju; podobne so si v terciarni strukturi ali v polozaju
aminokislinskih preostankov polipeptidne verige, pomembnih za kataliticno aktivnost in
skupnem zaporedju v bliZini teh (1,2). Glede na mesto nahajanja jih delimo na lizosomske
in nelizosomske (nahajajo se v citoplazmi, na membrani ali v zunajceli¢ni tekoc€ini).

FizioloSka vloga proteaz je znotrajceli¢na in zunajceli¢na razgradnja proteinov, aktivacija
pro-encimov in pro-hormonov, remodelacija kostnega tkiva ter razgradnja in remodelacija
zunajceli€nega matriksa (ECM). Sodelujejo tudi pri regulaciji imunskega sistema, procesih
programirane celi¢ne smrti ali apoptoze, nastajanju novih zil, procesu razvoja zarodka, pri
ovulaciji, kaskadi strjevanja krvi ter v procesih rasti in staranja (1,3). Njihova vloga je
lahko regulatorna ali razgrajevalna. Regulatorne proteaze so odgovorne za procesiranje
encimov, receptorjev, rastnih dejavnikov in drugih proteinov ter s tem njihovo aktivacijo
ali inaktivacijo, razgrajevalne proteaze pa tarni protein popolnoma razkrojijo. Zaradi
izrazitega vpliva na procese v organizmu je proteoliza strogo nadzorovan proces. Za
pravilno delovanje organizma je nujno, da proteaze uravnotezeno sodelujejo med seboj in

so hkrati v ravnovesju z njihovimi inhibitorji. Poruseno ravnovesje in s tem prevladovanje
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ucinkov enih ali drugih, so dokazali pri Stevilnih patoloskih stanjih, kar uvrsca proteaze
med mozZne tarCe za terapijo, pa tudi kot diagnosti¢ne in prognosti¢ne kazalce pri razli¢nih
boleznih, zlasti pri raku, kjer so odkrili Ze Stevilne povezave med izrazanjem, proteinsko
koncentracijo in aktivnostjo proteaz ter samim potekom bolezni (1,4).

Proteaze so udelezene tako v zgodnjih, kot tudi poznih fazah raka; to je rasti tumorjev,
angiogenezi, metastaziranju in invaziji, isto¢asno pa tudi v procesih, ki povzrocijo remisijo
maligne bolezni, kot je protitumorski imunski odziv in apoptoza. Za napredovanje raka je
odgovorno povecano izrazanje in aktivnost proteaz, pa tudi zmanjSano izrazanje njihovih
endogenih inhibitorjev. V malignih procesih so udelezeni predvsem razredi serinskih
(urokinazni in tkivni aktivator plazminogena, plazmin) in metaloproteaz (gelatinaze,
kolagenaze in stromelizin), pa tudi aspartatnih (npr. katepsin D) in cisteinskih proteaz;
slednje naj bi imele vlogo iniciatorjev kompleksnih proteoliti¢nih kaskad (5,6,7).
Modulacija proteoliti¢ne aktivnosti predstavlja dobro izhodis¢e zdravljenja tako rakavih
obolenj, kot drugih patoloskih stanj, povezanih z neravnovesjem proteaz. V razli¢nih fazah
klini¢nih testiranj je veliko inhibitorjev proteaz, do sedaj pa je registriran le inhibitor
proteasoma bortezomib, katerega uporabljajo v terapiji diseminiranega plazmocitoma
(1,8,9,10). Razvijanje novih je precej problemati¢no, saj so proteaze in njihovi inhibitorji
med sabo prepleteni v kompleksnih proteoliti¢nih kaskadah (11,12). Ugotovili so tudi, da
inhibicija nekaterih proteaz progresijo raka celo poveca, kar nakazuje, da imajo v

organizmu tudi protektivno vlogo (13,14).

1.2  CISTEINSKI KATEPSINI

Cisteinske proteaze so razdeljene v klane (CA, CD, CE, CF, CL, CM, CN, CO ter
nerazvrScene proteaze), ti pa v druzine (2). Najvecja med cisteinskimi proteazami je
papainska druzina C1 (klan CA), ki jo sestavljajo papain in njemu podobne cisteinske
proteaze, katere se najpogosteje nahajajo v lizosomih in jih imenujemo lizosomske
cisteinske proteaze ali cisteinski katepsini. Poznamo Se serinske (A in G) ter aspartatne
katepsine (D in E).

Poznanih je 11 ¢loveskih cisteinskih katepsinov (B, H, L, S, C, K, O, F, V, X, W), ki so si
podobni v terciarni strukturi, razlikujejo pa se v substratni specifi¢nosti, inhibitorni
aktivnosti in specifi¢nosti regulacije. Katepsini B, H, L in C so izraZeni v razli¢nih tipih

celic in tkiv, medtem ko se ostali izrazajo le v specificnih celicah. Vefinoma so
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endopeptidaze, izjema so katepsini B in X (karboksipeptidazi) ter C in H (aminopeptidazi),
katepsina B in H pa imata hkrati lahko izrazeno tudi endopeptidazno aktivnost (6,15).
Katepsini se sintetizirajo kot 30 do 50 kDa veliki preprokatepsini (preregija je signalni
peptid, vezan na N-koncu) v endoplazmatskem retikulumu. Po procesiranju se nanje z
glikozilacijo vezejo molekule manoze in ti kot prokatepsini potujejo v Golgijev aparat, kjer
se manozni preostanki s fosforilacijo modificirajo v manoza-6-fosfat. Preko teh se
prokatepsini vezejo na manoza-6-fosfatne receptorje, kateri jih sortirajo v transportne
vezikle in usmerijo v endosome. Med zorenjem endosomov v primarne in sekundarne
lizosome se s cepitvami tvorijo aktivni katepsini; aktivacija poteka avtokataliti¢no ali s
pomocjo drugih endopeptidaz, ki se nahajajo v poznih lizosomih. V nekaterih celicah (npr.
keratinocitih) se aktivni katepsini s transportnimi vezikli usmerijo iz lizosomov proti
membrani ter se s fuzijo izlo¢ijo v zunajcelicni prostor, kjer najverjetneje prispevajo k
aktivaciji drugih proproteaz in fizioloSkemu preoblikovanju ECM. V makrofagih in
fibroblastih pa lahko pride do direktnega izloCanja prokatepsinov iz celice, najverjetneje
zaradi odsotnosti manoza-6-fosfatnih receptorjev ali pomanjkanja fosforilacije. Del teh
ostane v ECM, del pa se reinternalizira in po poti endocitoze prenese v lizosome. Nekatere
celice v zivénem sistemu lahko sitnetizirane prokatepsine kopicijo, koncentrirajo in
aktivirajo v posebnih sekretornih granulah, preko katerih se aktivirani in neaktivirani
katepsini izloCijo iz celice. Alternativne translacije lahko privedejo do nastanka
prokatepsinov brez signalnega peptida, kateri se nahajajo izven lizosomov — v citoplazmi,
jedru ali mitohondrijih (15,16).

Aktivni cisteinski katepsini imajo molekulsko maso med 20 in 30 kDa in monomerno
kvartarno strukturo; izjema je katepsin C, ki je tetramer, z molekulsko maso 200 kDa.
Encim je sestavljen iz dveh domen, med katerima se nahaja aktivno mesto. Leva domena,
na N-terminalnem koncu, je sestavljena pretezno iz a-vijacnic, v desni domeni, na C-
terminalnem koncu pa prevladujejo P-strukture v obliki sodcka. Substrat se v aktivno
mesto veze v iztegnjeni konformaciji med obema domenama. Pri eksopeptidazah je dostop
do aktivnega mesta otezen zaradi dodatnih struktur, kot so zanke (pri katepsinih B in X) ter
propeptid (katepsina H in C). Neaktivni prokatepsini imajo na N-terminalnem koncu
vezano proregijo, ki ima vlogo avtoinhibitorja in preprecuje dostop substrata do aktivnega
mesta. Pri endopeptidazah se propeptid odstrani avtokataliticno, eksopeptidaze pa za

aktivacijo potrebujejo endopeptidaze (16,17).
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Aktivno mesto predstavljata aminokislini Cys25 na levi domeni in His159 na desni
domeni, t.i. kataliti¢na diada, ki tvorita tiolatno-imidazolijev ionski par, katerega aktivnost
je odvisna od ionske moc¢i in pH. Pomembno vlogo imata tudi Gln (pred Cys) in Asn (za
His); GIn naj bi sodeloval pri nastanku oksanionske luknje, katera stabilizira nastali
tiolestrski tetraedri¢ni intermediat, Asn pa naj bi pomagal pri pravilni orientaciji
imidazolnega obroca His (2,18).

Optimalna aktivnost cisteinskih katepsinov je v reducirajocih pogojih in pri rahlo kislem
pH (med 5,0 in 6,5), to obmoc¢je pa se med posameznimi katepsini lahko razlikuje (15).
Njihova aktivnost je nadzorovana z regulacijo sitneze na nivoju transkripcije, regulacijo
procesiranja do aktivne oblike, s pH-jem, oksidirajo¢imi pogoji in s prisotnostjo encimov,
ki jih aktivirajo ali inaktivirajo. NajpomembnejSo vlogo uravnavanja delovanja cisteinskih
katepsinov imajo njihovi endogeni inhibitorji, kot so cistatini (19,20).

Nepravilno delovanje in spremembe v lokalizaciji cisteinskih katepsinov so povezane s
mnogimi boleznimi, kot so rak, astma, ateroskleroza, nevrodegenerativne bolezni,
periodontitis, revmatoidni artritis, vnetne ¢revesne bolezni, osteoartritis, multipla skleroza,

diabetes, luskavica (21,22), kardiomiopatije, proteinurija in pankreatitis (16).

1.3  VLOGA CISTEINSKIH KATEPSINOV PRI NASTANKU IN
NAPREDOVANJU MALIGNIH OBOLENJ

Cisteinski katepsini so udelezeni pri transformaciji normalnih celic v rakave, proliferaciji,
diferenciaciji, invaziji, adheziji, motiliteti ter pri angiogenezi in metastaziranju tumorja.
Njihovo izrazanje, koncentracija in proteoliticna aktivnost se pri raku povecajo in njihovi
ucinki prevladajo nad endogenimi inhibitorji, pride pa tudi do prerazporeditve iz lizosomov
na povrs$ino celice ali v zunajcelicni prostor, kjer neposredno razgrajujejo bazalno
membrano in proteine ECM ali posredno, preko aktivacije drugih proteaz. (20,23). Za
povecano izrazanje in aktivnost so najverjetneje odgovorne spremembe v ekspresiji genov,
spremembe v regulaciji transkripcije, spremenjene posttranslacijske modifikacije, kot sta
glikozilacija in manoza-6-fosforilacija, preko katerih se poveca izlocanje katepsinov iz
celice (15), pa tudi spremenjene interakcije med celicami in ECM, ki ne regulirajo ve¢
njihove aktivnosti in lokalizacije.

Pri raku se poveca izvenceli¢no izlo¢anje tako prekurzorjev (prokatepsinov B, L in X) kot
aktivnih encimov (katepsini B, H, L, S in X), kar nakazuje, da se z lokalizacijo

najverjetneje spremeni tudi funkcija encima; zaradi poveCane aktivnosti rakavih celic in
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hipoksije pa je mikrookolje tumorja bolj kislo, kar omogoc¢a aktivnost katepsinov tudi
izven lizosomov (23). Tumorske celice razgrajujejo ECM tako zunajceli¢no, kot tudi v
lizosomih, preko poti endocitoze (24). Katepsinov ne izlocajo le rakave celice, ampak tudi
celice strome, ki se nahajajo v okolici tumorja, kot so endotelijske celice, fibroblasti,
osteoklasti, pa tudi nevtrofilci, makrofagi in limfociti, ki pod njegovim vplivom dodatno
preoblikujejo zunajceli¢ni matriks (25).

Katepsini B, L in S so udeleZeni predvsem pri razgradnji ECM, katepsina X in S pri vecji
motiliteti in manj$i adheziji celic, vsem omenjenim katepsinom pa so dodelili pomembno
vlogo pri procesu oziljanja tumorja (24). PoviSano izrazanje in proteoliticna aktivnost
katepsinov sta povezana s slabo prognozo. Pri poskusih na zivalih so ugotovili, da njihova
odstranitev zmanjSa napredovanje, oziljanje in rast tumorja ter poveca stopnjo apoptoze
rakavih celic (23,26), najverjetneje pa so udeleZeni Se pri Stevilnih drugih kompleksnih in
med seboj prepletenih malignih procesih; katepsinu L so na primer pripisali celo
protektivno vlogo (25). Cisteinski katepsini (predvsem B, H, L, S in X) in njihovi endogeni
inhibitorji cistatini, predvsem pa cistatini C, F in M (27), so namre¢ udeleZeni tudi pri
protitumorskem imunskem odzivu in apoptozi, kjer uravnavajo naravno in pridobljeno
imunost. S poskusi na zivalih in klini¢nimi $tudijami so pokazali, da nekateri katepsini
zavirajo napredovanje raka. Celice imunskega odziva lahko zaradi spro$¢anja proteaz,
preoblikovanja ECM ter indukcije proliferacije, invazijo tudi pospesijo (20, 21). Zaradi
tega je opredelitev vseh funkcij katepsinov v organizmu nujna; tako za prognozo in

diagnozo, kot tudi za terapijo na osnovi proteaznih inhibitorjev.

14 KATEPSIN X

Katepsin X (28) je Sele pred kratkim odkrita lizosomska cisteinska proteaza, katere vloga v
fizioloskih in patoloskih procesih Se ni povsem razjasnjena. V literaturi se pojavlja tudi pod
drugimi imeni, kot so na primer katepsin P (29), Y (30), Z (31) in B2 (32). Gen, ki kodira
za 303 AK dolg preproencim se nahaja na 20. kromosomu v regiji q13. Po procesiranju z
N-terminalnega konca se odcepi signalno zaporedje, sestavljeno iz 23 AK, nato proregija iz
38 AK, ostane pa aktivni katepsin X iz 242 AK. Glede na AK zaporedje in strukturo spada
med papainu podobne cisteinske proteaze, razlikuje pa se v nekaj strukturnih posebnostih,
kot sta dva peptidna vstavka ter zelo kratka proregija (najkrajSa v druzini papainu

podobnih proteaz).
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Aktivno mesto katepsina sestavljajo AK Cys31, His180 in Asn200. His23 predstavlja
sidriS¢e za negativno nabiti C-terminalni del substrata. Prvi peptidni vstavek, dolg tri AK
(Ile24-GIn26), je del t.i. »mini zanke« (His23-Tyr27), ki se nahaja med GIn22 in Cys31 v
oksanionski luknji v aktivnem mestu in je odgovorna za striktno eksopeptidazno
specifi¢nost. Slednje je najverjetneje tudi vzrok slabse inhibicije katepsina X s cistatinom
C. Drugi peptidni vstavek je petnajst AK (Cys109-Asn123) dolga B-lasnica, ki se nahaja na
N-terminalni domeni, katere vloga Se ni znana (33). Katepsin X deluje predvsem kot
karboksi-monopeptidaza (34).

Zelo kratka proregija (38 AK), ki, za razliko od proregij ostalih cisteinskih katepsinov,
nima sekundarne strukture, vsebuje cisteinski ostanek (Cysl10Op), kateremu pripisujejo
posebno vlogo v regulaciji in/ali kataliticni aktivnosti samega katepsina X. Pri ostalih
cisteinskih katepsinih je proregija stabilizirana z zanko Glul159-Thr175 in ima pomembno
vlogo pri pravilnem zvitju encima. Kratka proregija katepsina X te zanke ne doseze, tvori
pa kovalentno vez med cisteinskim ostankom na proregiji in Cys31 v aktivnem mestu
encima, kar stabilizira tako proregijo, kot konformacijo na N-koncu katepsina X; na
orientacijo Cys31 pa ne vpliva. To je prvi odkrit primer proencima, kjer je inhibicija
proteolitine aktivnosti s proregijo dosezena z reverzibilno kovalentno modifikacijo
nukleofila v aktivnem mestu. Za razliko od ostalih katepsinov, ki se avtoaktivirajo, so za in
vitro aktivacijo prokatepsina X potrebni rahlo reducirajo¢i pogoji, ki prekinejo disulfidno
vez ter dodatek katepsina L, za kar naj bi bila kriva kratka in v AK zaporedju posebna

proregija. In vivo poteka aktivacija najverjetneje na podoben nacin (33).

N-term Slika 1: Shematski prikaz terciarne

kture prok ina X.
4 % f'/r\ﬂ strukture prokatepsina
Proregija je obarvana oranzno,
1) aktivni encim je obarvan zeleno,
zaporedje 25 AK na C-koncu je
\Wﬂ m obarvano temno zeleno in »mini
b\z Wi zanka« je obarvana v barvo fuksije.

Veliko vstavljeno zaporedje je
obarvano vijoli¢no, disulfidne vezi,
skupne tudi drugim katepsinom so
rdeCe obarvane, tiste, ki so znacilne
le za katepsin X pa rumene barve.
Cys31 in His180 v aktivnem mestu
sta oznacena temno modro (33).
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1.4.1 IzrazZanje ter fizioloska in patoloska vloga katepsina X

Sprva so mislili, da je katepsin X, podobno kot katepsina B in L, konstitutivno prisoten v
vseh tkivih, danes pa je znano, da je izraZanje katepsina X omejeno predvsem na celice
imunskega sistema, kot so monociti, makrofagi, dendriticne celice (34,35) ter bronhialne
epitelijske celice (36). V celicah se nahaja v endoplazmatskem retikulumu, Golgijevem
aparatu in lizosomih, koncentriranih ob jedru, po aktivaciji imunske celice pa pride do
premestitve na povr$ino in izlo¢anja v zunajceli¢ni prostor ter ponovne reinternalizacije s
pomocjo proteoglikanov, kot je heparan sulfat. Slednji naj bi imeli tudi vlogo aktivacije
katepsina X, kateri se iz celice izlo¢a v aktivni ali proobliki. Mehanizem translokacije na
membrano in izlo¢anje v zunajceli¢ni prostor Se ni povsem razjasnjen, je pa, vsaj v
zaCetnih stopnjah, najverjetneje vezikularen (37).

Prisotnost RGD (Arg-Gly-Asp) sekvence v proregiji prokatepsina X in ECD (Glu-Cys-
Asp) sekvence v aktivnem katepsinu X, ki sluzita kot vezavni mesti za integrine
(prokatepsin X se veze na B-3 podenoto integrinov, katepsin X pa na -2 podenoto) ter
vezava na prej omenjene proteoglikane nam nakazuje, da je preko regulacije integrinov
vpleten pri uravnavanju imunskega odziva, to je signaliziranju, rasti, adheziji, migraciji
imunskih celic ter fagocitozi. Z aktivacijo -2 integrinskih receptorjev Mac-1 stimulira
zorenje, adhezijo in migracijo dendriticnih celic skozi ECM, kar je nujno za pridobljeno
imunost in proliferacijo T limfocitov. Z aktivacijo LFA-1 integrinskega receptorja
stimulira migracijo in invazijo limfocitov T skozi ECM ter medcelicno komunikacijo z
nanocevkami (36,37,38,39,40). Posebej visoko kolokalizacijo med aktivnim katepsinom X
in B-2 podenoto integrinov so opazili pri interakcijah med monociti/makrofagi z
endotelijskimi in rakavimi celicami. Imunske celice, predvsem pa makrofagi in limfociti T,
pri migraciji skozi zunajceli¢ni matriks razgrajujejo proteine ECM, kar povezujemo z
lastnostjo tumorskih celic, ki invadirajo okolico in razgrajujejo pot do zil. Danes znani
fizioloski substrati katepsina X so, poleg B2- integrina (37), alfa- in gama-enolaza, ki sta
udelezeni pri nevritogenezi (41), kemokin (42) ter huntingtin, ki je pomemben pri
Huntigtonovi bolezni (43). Ugotovili so, da se razgrajevanje -2 integrina ustavi, ko je
prolin na predzadnjem mestu (na P2 mestu) (37).

Fizioloska vloga katepsina X je najverjetneje regulacija imunskega odziva in uravnavanje
kostne remodelacije (42), udelezen pa je tudi pri Stevilnih patoloSkih procesih, posebej

vnetnih. Pove€ano izraZanje prokatepsina X in katepsina X je znalilno za tumorske in
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imunske celice raka prostate (44) in zelodca ter v makrofagih zelod¢éne sluznice, posebe;j
pri infekcijah z bakterijo Helicobacter pylori (45), za agresivne tipe malignega melanoma
in adenokarcinoma (46), za celice Zivénega sistema pri staranju in nevrogenerativnih
boleznih, kot je Alzheimerjeva bolezen (41) in tuberkulozo (47).

Povecano izrazanje katepsina X v tumorjih so povezali z ve¢jo invazivnostjo tumorskih
celic (24). Z imunohistokemijsko analizo rakavega pljucnega tkiva so dokazali, da se
katepsin X izraza pretezno v netumorskih celicah (48). Nepravilno uravnavanje imunskega
odziva s strani katepsina X vodi v njegovo nezadostno ali prekomerno aktivnost, kar oboje
spodbuja maligne procese; prekomerno aktivne imunske celice namre¢ sproscajo Stevilne
dejavnike, ki imajo zelo mocan tumor-promotorski ucinek (20). Pri poskusih na transgenih
miskah, ki izrazajo raka dojke, so z utiSanjem gena za katepsin X opazili kasnejsi pojav
tumorja, kot pri miSkah, ki so izrazale katepsin X; slednje je najverjetneje posledica vezave
katepsina X na integrine, kar povzroci nastanek prvih tumorskih mas. Zato katepsin X
povezujejo predvsem z zacetnimi fazami malignega procesa, manj pa z napredovanjem in

metastaziranjem (26).

1.5 TUMORSKI KAZALCI

Tumorski kazalci so lahko encimi, hormoni ali druge molekule, ki jih proizvajajo maligne
ali druge celice. Z njimi lahko postavimo diagnozo, napovemo ¢as do ponovitve bolezni in
prezivetje, spremljamo odziv na terapijo in njeno uspesnost ter potek obolenja.

Spremljanje vrednosti tumorskih kazalcev v tkivih ni vedno mozno; za rutinska testiranja
so telesne tekoCine veliko primernejSe, saj je odvzem prijaznejsi in varnejsi za bolnika ter
omogoca spremljanje bolezni skozi daljSe obdobje, tudi ¢e je bil tumor Ze odstranjen.
Poleg tega dolocanje tumorskih kazalcev v telesnih teko¢inah omogoc¢a zgodnjo detekcijo
bolezni, tudi ko tumorsko tkivo Se ni definirano. Slabost merjenja koncentracij v
zunajceli¢nih tekocinah pa so veliko nizje koncentracije tumorskih kazalcev v primerjavi s
tkivi, kar zahteva zelo obcutljive in natan¢ne analizne metode.

Katepsini se nahajajo v tumorskih in netumorskih tkivih, prisotni pa so tudi v zunajceli¢nih
teko¢inah. Med patoloskimi stanji se njihovo izrazanje, aktivnost in izlocanje povecajo, kar
poveca njihovo klini¢no uporabnost. Relativni koncentracijski profili katepsinov, doloc¢eni
v serumih in tumorskih tkivih so si ve¢inoma podobni, Ceprav zunajceli¢ne koncentracije
lahko odrazajo sistemski odziv organizma in ne le lokalnih sprememb v tumorskem tkivu.

Pri tumorskih kazalcih doloamo lahko mRNA nivoje, mutacije, kromosomske
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spremembe, proteinske koncentracije z raznimi imunskimi testi, kot je na primer test
ELISA ter njihovo encimsko aktivnost (s kromogenimi in fluorogenimi substrati) (1,6).

Za doloc¢anje prognoze se uporabljajo tudi klini¢ni kazalci, kot so TNM stopnja, velikost
tumorja, vkljucenost tumorskih celic v bezgavke, morfologija tumorskih celic, celi¢na
diferenciacija in razsirjenost v druge organe, ki jih dolocajo s citoloSkimi in histoloskimi
analizami in ki pomagajo razlocevati med bolniki z veliko in manjSo verjetnostjo
ponovitve bolezni. Vendar tudi pri bolnikih z manjSo rizi¢nostjo lahko pride do progresije,
zaradi tega potrebujemo nove tumorske kazalce, povezane predvsem z agresivnostjo in

metastatskim potencialom primarnih tumorjev. Kot taki so se izkazali cisteinski katepsini.

1.5.1 Cisteinski katepsini in cistatin C kot diagnosti¢ni in prognosti¢ni pokazatelji pri raku

PoviSane koncentracije in encimske aktivnosti katepsinov ter njihova povezanost s
napredovanjem raka, omogocajo uporabo teh encimov v klini¢ni praksi. Z njihovo uporabo
lahko povecamo ucinkovitost terapije pri bolj rizi¢nih pacientih, po drugi strani pa se lahko
izognemo tretiranju manj rizi¢nih bolnikov.

V Stevilnih kliniénih Studijah so dolocali koncentracije katepsinov v tkivnih citosolih,
histoloskih preparatih ali telesnih tekocinah bolnikov z razlicnimi vrstami raka. Visoke
koncentracije katepsinov B, L in S v rakavih tkivih ali serumu so povezane s z vecjo
rizi€nostjo za ponovitev bolezni in krajSim celokupnim prezivetjem pri melanomu,
glioblastomu, pljuénem, ovarijskem in mozganskem raku ter raku glave in dojk; visje
serumske koncentracije katepsina L pa korelirajo s krajSim prezivetjem pri raku dojk,
kolorektalnem raku ter raku glave in vratu. Katepsin H je bil v serumu poviSan pri bolnikih
s plju¢nim rakom, ki so bili kadilci in so imeli veliko kraj$i ¢as prezivetja, pa tudi pri
vnetnem raku dojke in metastatskem melanomu. Visoke serumske vrednosti katepsina H
pri bolnikih s kolorektalnim rakom pa so pomenile dobro prognozo. PoviSane vrednosti
katepsina S so opazili v tkivu raka prostate, v serumu in tkivu plju¢nega raka, ter pri
ledviénem raku (1,23,49,50,51). Izmerili so tudi vrednosti inhibitorja cistatina C; vi§je
vrednosti v tkivih so pokazatelji dobre prognoze, bolniki z vi§jimi koncentracijami v
telesnih tekocinah pa so imeli slabSo prognozo, saj ti najverjetneje inhibirajo proteaze,
udelezene v protitumorskem imunskem odzivu (27); predlagali pa so tudi, da spremembe v
izloCanju povzrocijo vecje ekstracelularno in majse intracelularno nahajanje cistatina C.
Slednje so opazili pri bolnikih z melanomom, limfomom celic B, kolorektalnim rakom in

plju¢nim rakom (52). Katepsini in cistatin C bi lahko bili, poleg ze uveljavljenih tumorskih
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kazalcev, uporabni prognosti¢ni pokazatelji, s katerimi bi lahko prilagajali terapijo glede
na rizi¢nost (52).

Diagnosti¢na uporabnost cisteinskih katepsinov je bolj omejena; katepsin B je uporaben pri
diagnozi mozganskih tumorjev, raku crevesja in ovarijskega raka, katepsin L pa pri

diagnozi ovarijskega raka v kombinaciji z Ze uveljavljenimi tumorskimi kazalci (1).

1.5.2 Katepsin X kot diagnosti¢ni in prognosticni pokazatelj in njegova detekcija

Zelo malo je klini¢nih Studij, pri katerih so merili zunajcelicne koncentracije katepsina X
pri rakavih in drugih bolnikih ter jih primerjali s klini¢éno-patoloskimi podatki. Pri zdravih
osebkih so bile vrednosti katepsina X v serumu, dolocane s testom ELISA, pod mejo
detekcije (52), Nagler s sod. pa je izmerila plazemsko vrednost celokupnega katepsina X
med 31 in 165 ng/mL, v serumu pa Se 25% vi§je vrednosti (54).

Glede na njegovo vlogo v imunskih celicah ima katepsin X lahko velik potencial pri
diagnozi in prognozi ter spremljanju uspesnosti terapije (podobno kot se danes uporablja
CRP) pri boleznih, povezanih z vnetnimi procesi, pri katerih se v serum najverjetneje
spros¢a iz imunskih celic med aktivacijo. PoviSane serumske koncentracije celokupnega
katepsina X so izmerili tudi pri bolnikih, ki so utrpeli hude poskodbe; vrednosti so bile
posebej visje pri bolnikih, ki so po travmi umrli (54). Pri vnetnem tipu raka dojke pa so
bile serumske vrednosti aktivnega katepsina X nizje kot pri zdravih osebkih, pri plju¢nem
raku pa razlike med bolniki in zdravimi osebki niso opazili. Razlike med rezultati so lahko
posledica razli¢ne vloge v bolezenskih procesih, razli¢nih vrst testov in oblike katepsina

X, ki jo ti testi dolocajo (48,52).

1.6 OVARIJSKI RAK

Epitelijski ovarijski karcinom se pojavlja predvsem pri mladih Zenskah. Zaradi moznosti
zelo uspesSnega zdravljenja ob konzervativni kirurgiji je nujna pravilna in hitra diagnostika
ter zdravljenje. Najpomembnejsi dejavniki, ki vplivajo na prognozo bolezni in zdravljenje,
so histopatoloska vrsta tumorja, bioloska agresivnost in tumorska masa oziroma
razSirjenost bolezni; dejavniki, ki vplivajo na prezivetje, pa so stadij bolezni, ostanek
tumorja po operaciji in starost bolnice. Za dolocitev stadija raka jajénikov se uporablja
Klasifikacija zdruZenja za ginekolosko onkologijo (FIGO), pri kateri je stadij I bolezen v

najbolj zgodnji obliki, stadij IV pa v najbolj razSirjeni. NajpomembnejSe metode za
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presejanje, sta dolocevanje serumskega oznacevalca CA125 in transvaginalni ultrazvok, ki
pa ne posami¢no niti v kombinaciji, ne dosegata potrebne obcutljivosti in specificnosti.
Trenutno Se ni uspesnejSe metode za zgodnje odkrivanje raka jajénikov, sta pa metodi v
uporabi pri spremljanju ponovitve bolezni ter uspeSnosti zdravljenja (55). Klini¢no
pomembni tumorski kazalci pri ovarijskem raku so Se TPA, CEA, AFP in hCG, ki pa prav

tako ne dosegajo visoke specifi¢nosti in obcutljivosti.

1.6.1 Katepsini in cistatin C pri ovarijskem raku

Pri ovarijskem raku se pojavijo ciste, v katerih se nahaja tekocina, ki je v tesnem stiku z
rakavim tkivom in lahko odraza dogajanje v tumorskih celicah. Z meritvami cisteinskih
katepsinov in cistatina C v cisti¢ni tekocini so ugotovili, da se izmerjene koncentracije med
razlicnimi histoloskimi podtipi precej razlikujejo in da sta koncentraciji katepsina B in
cistatina C v cisti¢ni tekocini serozne oblike raka jajénikov znacilno vi§ji kot pri benigni
serozni obliki, kar je povezano s slabSo prognozo. Njuni koncentraciji sta med sabo
znacilno povezani. Koncentracije katepsina L pa so bile visje pri mucinski obliki raka kot
pri benigni obliki. Vrednosti cisteinskih katepsinov v cisti¢ni teko€ini v povezavi s
klini¢nimi in patoloskimi podatki lahko napovejo agresivnost raka jajénikov (56).

Bolj raziskane so njihove serumske vrednosti. Pri tem se je katepsin B izkazal kot zanesljiv
samostojen tumorski kazalec celokupnega prezivetja in prezivetja brez bolezni. V
kombinaciji z Ze uveljavljenim kazalcem CA125 se njegova uporabnost Se poveca. Za
diagnosticne namene se je serumski katepsin B izkazal kot bolj obcutljiv napovedni
dejavnik kot CA125 (51,56,57); katepsin L so predlagali kot uporaben diagnosti¢ni kazalec
ovarijskega raka v kombinaciji z Ze uveljavljenimi tumorskimi kazalci (1). Glede na

literaturo, vrednosti katepsina X v cisti¢ni tekocini Se niso izmerili.

1.7 KOLOREKTALNI RAK

Kolorektalni rak je druga najbolj razsirjena maligna bolezen v razvitih drzavah, za katero
pogosteje zbolevajo moski po 50. letu. Pojavnost (incidenca) v zadnjih letih pocasi
nara$¢a, umrljivost pa ostaja enaka, oziroma rahlo pada, predvsem zaradi zgodnjega
odkrivanja in novih metod zdravljenja. Uveljavljene metode presejanja v Evropi so
odkrivanje okultne krvi v blatu, endoskopske preiskave in radioloski pregledi (58).

Agresivnost kolorektalnega raka je odvisna predvsem od stopnje invazivnosti ter
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metastaziranja. Najpomembnej$i prognosti¢ni kazalec pri kolorektalnem raku je TNM
klasifikacija, ki razvr$¢a bolnike v stadije glede na primarni tumor, vkljucenost bezgavk in
prisotnost metastaz. Kliniéno pomembni tumorski kazalci pri kolorektalnem raku so CEA,

TPA in CA19-9.

1.7.1 Cisteinski katepsini pri kolorektalnem raku

V normalni ¢revesni sluznici so detektirali katepsine B, L, H, F in X. Pri kolorektalnem
raku so opazili vecje izraZanje, aktivnost in spremenjeno lokalizacijo predvsem katepsinov
B in L, na katerih je bilo opravljenih tudi najvec¢ raziskav. V adenomih sluznice kolona in
rektuma niso opazili povisanja katepsinov, se je pa izrazanje katepsina B znacilno povisalo
pri pretvorbi v invazivni adenokarcinom, kar bi lahko predstavljalo dober kazalec za
spremljanje napredovanja predrakavih sprememb v rakave. Serumske vrednosti katepsina
B pa so se izkazale kot uporaben diagnosti¢ni tumorski kazalec (1,59).

Povecano izrazanje katepsinov B ali L v tumorskih tkivih ni bilo povezano s histoloskim
podtipom, niti s stopnjo diferenciacije. Glede na TNM stopnjo pa je vsak katepsin kazal
specifien profil izrazanja. Aktivnosti katepsinov B in L, na primer, so se z viSanjem TNM
stopnje nizali, v IV. stopnji pa so padli celo pod mejo normale, kar povezujejo z
vpletenostjo teh katepsinov predvsem v zacetni lokalni invaziji. S testom ELISA so v
tkivnih homogenatih pri metastazirajoc¢em raku izmerili vi§je koncentracije katepsinov B in
L kot pri nemetastazirajocem; visje vrednosti tkivnega katepsina L so bile povezane tudi s
kraj$im prezivetjem. V serumu so vi§je vrednosti katepsina L izmerili pri bolnikih v
terminalnih stopnjah. Visoke vrednosti katepsina B v tumorskih tkivih in zunajceli¢nih
tekocinah, posebej pri bolnikih z metastazami in vi§jo TNM stopnjo, sovpadajo s hitrejSim
napredovanjem bolezni in krajSim celokupnim prezivetjem bolnikov. S kombiniranjem
vrednosti serumskega katepsina B s CEA, ki je prav tako pokazatelj slabse prognoze pri
bolnikih s ¢revesnim rakom, se prognosti¢na vrednost katepsina B Se poveca (51,59). Pri
bolnikih v poznej$ih stopnjah bolezni so v serumu izmerili znacilno nizje vrednosti
kompleksov katepsina B in cistatina C, kar povezujejo s slabSo vezavno sposobnostjo in
inhibicijo cistatina C pri malignih boleznih (60). Katepsin H je najvisjo aktivnost v tkivih
dosegal pri II. in III. stopnji, kar so povezali z vpletenostjo pri metastaziranju bezgavk. Pri
merjenju serumskih koncentracij katepsina H so ugotovili, da nizka vrednosti sovpada s
slabso prognozo (51,59). V literaturi nismo zasledili, da bi proucevali diagnosti¢no in

prognosti¢no vrednost katepsina X ali S pri kolorektalnem raku.
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2 HIPOTEZA IN NAMEN DELA

Danasnje poznavanje vloge cisteinskih katepsinov ter njihovih inhibitorjev pri
napredovanju raka je pokazalo moznost uporabe teh proteinov v diagnozi in prognozi
malignih bolezni. Vloga cisteinske proteaze katepsina X pri nastanku in napredovanju
malignih bolezni $e ni raziskana; prevladuje pa mnenje, da ima pri tem velik pomen
povecano izlo¢anje prooblike katepsina X.

Nasa hipoteza je, da so poviSane vrednosti razli¢nih oblik katepsina X, posebej pa njegove
prooblike, povezane s pojavnostjo, slabSo prognozo ter krajSim prezivetjem pri ovarijskem
in kolorektalnem raku.

Namen diplomskega dela je pripraviti monoklonska protitelesa, ki bodo specificno
prepoznavala razli¢ne oblike katepsina X, dolo¢iti njihovo specifi¢nost ter jih uporabiti v
testu ELISA. Ta test Zelimo ovrednotiti na vzorcih cisti¢nih tekocin bolnic z ovarijskim
rakom ter serumov bolnikov s kolorektalnim rakom. Vrednosti bomo primerjali z
nekaterimi drugimi cisteinskimi katepsini, kot so katepsin B, H, L in S ter njihovim
endogenih inhibitorjem cistatinom C, ki jih bomo prav tako izmerili z ustrezno
pripravljenimi testi ELISA. Dobljene rezultate bomo povezali s klini¢nimi in patoloSkimi
parametri bolnikov ter ovrednotili diagnosti¢no in prognosti¢no vrednost katepsina X ter

ostalih cisteinskih katepsinov in cistatina C.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI
3.1.1 Reagenti

KATEPSIN B
Tabela I: katepsin B ter protitelesa proti katepsinu B.

OZNAKA OPIS Osnovna konc.
KatB Katepsin B (¢loveski rekombinantni) 0,77 mg/mL
Anti-KatB Kuncja poliklonska protitelesa proti katepsinu B, 0,328 mg/mL
prokatepsinu B ter kompleksu [katepsin B - inhibitor];
subklon 99; avgust 1996
Anti-KatB-HRP | Ovc¢ja poliklonska protitelesa proti katepsinu B, n.d.

prokatepsinu B ter kompleksu [katepsin B - inhibitor],
konjugirana s hrenovo peroksidazo; september 1995

KATEPSIN H

Tabela II: katepsin H ter protitelesa proti katepsinu H.

OZNAKA OPIS Osnovna konc.

KatH Katepsin H (nativni) 0,307 mg/mL

antiKatH Ov¢ja poliklonska protitelesa proti katepsinu H, 1,1 mg/mL
prokatepsinu H ter kompleksu [katepsin H - inhibitor]

Anti-KatH-HRP-a | Mi§ja monoklonska protitelesa proti katepsinu H, n.d.
konjugirana s hrenovo peroksidazo; subklon 2E3

Anti-KatH-HRP-b | Mi§ja monoklonska protitelesa proti katepsinu H, n.d.
konjugirana s hrenovo peroksidazo; september 1997;
subklon 1D10

KATEPSIN L
Tabela III: katepsin L ter protitelesa proti katepsinu L.

prokatepsinu L ter kompleksu [katepsin L - inhibitor],
konjugirana s hrenovo peroksidazo; januar 1997,
subklon N135MK

OZNAKA OPIS Osnovna konc.

proKatL Prokatepsin L 0,265 mg/mL

antiKatL Ov¢ja poliklonska protitelesa proti katepsinu L, 0,611 mg/mL
prokatepsinu L ter kompleksu [katepsin L - inhibitor]

antiKatL-HRP | Mi§ja poliklonska protitelesa proti katepsinu L, n.d.

KATESPIN S
Tabela IV: katepsin S ter protitelesa proti katepsinu S.

hrenovo peroksidazo; april 1999; subklon 2B4

OZNAKA OPIS Osnovna konc.
KatS Katepsin S (mutiran) 1,1 mg/mL
antiKatS Monoklonska protitelesa proti katepsinu S; subklon 1E3 1,296 mg/mL
antiKatS-HRP | Monoklonska protitelesa proti katepsinu S, konjugirana s n.d.
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KATEPSIN X

Tabela V: katepsin X, prokatepsin X in peptidi proregije prokatepsina X ter protitelesa,
uporabljena proti katepsinu X, prokatepsinu X in peptidom proregije prokatepsina X.

katepsin X, prokatepsin X in peptidi proregije prokatepsina X

OZNAKA |OPIS Osnovna konc.
KatX-a Katepsin X, FFA, september 2010 0,94 mg/mL
KatX-b Katepsin X, 1JS, junij 2002 0,388 mg/mL
KatX-c Katepsin X, 1JS, junij 2009 0,18 mg/mL
KatX-d Katepsin X, FFA, maj 2008 0,26 mg/mL
proX Prokatepsin X, FFA, september 2010 1,45 mg/mL
p#1 Prvi (zacetni) del proregije prokatepsina X; Biosynthesis Inc.,
Lewisville, Texas
p#2 Drugi (srednji) del proregije prokatepsina X; Biosynthesis Inc.,
Lewisville, Texas
p#3 Tretji (koncni) del proregije prokatepsina X; Biosynthesis Inc.,
Lewisville, Texas
protitelesa proti katepsinu X, prokatepsinu X in peptidom proregije prokatepsina X
R&D Kozja poliklonska protitelesa proti katepsinu X, R&D Systems 0,5 mg/mL
2F12 Misja monoklonska protitelesa proti katepsinu X; Subklon 1C9- 1,58 mg/mL
2F12-2H2, FFA, maj 2009
3B10 Misja monoklonska protitelesa proti prokatepsinu X in katepsinu| 0,95 mg/mL
X; Subklon 5C1-3B10-2F7, 1JS, junij 2007
3B10-HRP | Misja monoklonska protitelesa proti prokatepsinu X in katepsinu n.d.
X konjugirana s hrenovo peroksidazo; Subklon 5C1-3B10-2F7,
avgust 2007
172 Misja monoklonska protitelesa proti prvemu delu proregije| 0,23 mg/mL
prokatepsina X, FFA, avgust 2010
2/3 Misja monoklonska protitelesa proti drugemu delu proregije 0,8 mg/mL
prokatepsina X, FFA, avgust 2010
371 Misja monoklonska protitelesa proti tretjemu delu proregije| 0,17 mg/mL
prokatepsina X, FFA, avgust 2010
CISTATIN C
Tabela VI: cistatin C ter protitelesa proti cistatinu C.
OZNAKA OPIS Osnovna konc.
CysC Cistatin C (rekombinantni) 3 mg/mL
antiCysC Kuncja poliklonska protitelesa proti cistatinu C 1,6 mg/mL
antiCysC-HRP | Mi§ja monoklonska protitelesa proti cistatinu C, konjugirana n.d.
s hrenovo peroksidazo; maj 2001; Subklon 1A2
OSTALA PROTITELESA, STANDARDI IN REAGENTI
Tabela VII: ostala protitelesa, standardi in reagenti, ki smo jih uporabili.
OZNAKA OPIS Osnovna kone. | PROIZVAJALEC
Protimisja Ab-HRP | Kozja protimisja protitelesa 2 mg/mL Invitrogen
(IgG+IgA+IgM), konjugirana s
hrenovo peroksidazo
See Blue” Plus 2 Oznacevalec velikosti proteinov Invitrogen
Pre-stained Standard
(1)
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Imject” Maleimide
Activated Carrier
Protein Spin Kits

Kit za predpripravo peptidov p#1,
p#2 in p#3 za imunizacijo misi

Thermo Scientific

Tabela VIII: Reagenti in topila, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu diplomske
naloge, ter njihov proizvajalec.

REAGENT PROIZVAJALEC REAGENT PROIZVAJALEC
1-butanol Riedel-deHaén metanol Fluka
AcONa Merck mleko v prahu Pomurske mlekarne
AgNO; Sigma NaCl Scharlau
akrilamid Sigma Na,CO; Fluka
amonijev persulfat Sigma NaHCO; Riedel-deHaén
bromfenol modro Merck Na,HPO, x 2H,0 Carlo Erba Reeagents
BSA Sigma NaH,PO, x 2H,0 Riedel-deHaén
C6H807 X HQO Fluka NaN3 Merck
C¢HsNa;0; x 2H,0 Serva NaOH Merck
DMEM ICN Biomedicals Inc. Na,S,05 Riedel-deHaén
DMSO GibcoBRL (Invitrogen) | | ocetna kislina Merck
DTT Fluka Analytical penicilin Sigma
etanol; 70%, 96% Riedel-deHaén protein A-sefaroza GE Healthcare
FCS Hyclone SDS Fluka
formaldehid; 36 % Merck streptomicin Sigma
glicerol, brezvodni Fluka Super signal® West Thermo Scientific

Dura Extended
Duration Substrate

glicin Riedel-deHaén TEMED Sigma

HCI Merck TMB Sigma

H,SO, Merck Tris (C4H;1NO3) Promega

HT Sigma Tris baza Riedel-deHaén
KCl Merck Tris HCI Riedel-deHaén
KH,PO, J. T. Baker Tween 20 Sigma
L-glutamin ICN Biomedicals Inc.

3.1.2 Laboratorijska oprema in aparature
Tabela IX: Laboratorijska oprema in aparature, ki smo jo uporabili pri eksperimentalnem
delu diplomske naloge ter njihov proizvajalec in tip.

OPREMA

PROIZVAJALEC in TIP

analizna tehtnica

EXACTA 610 EB, Tehtnica

aparatura za SDS PAGE

BIO-RAD Laboratories, Inc.

aparatura za ultrafiltracijo

Millipore; AMICON 8010 (10 mL, Pmax = 75 psi, 5,3
kg/cm?2), 8400 (400 mL, Pmax = 75 psi, 5,3 kg/cm?2)

aparatura za western blot

BIO-RAD Laboratories, Inc.

avtoklav

Kambi¢ Laboratorijska oprema

avtomatske veCkanalne pipete

Biohit; 1200 pL

avtomatski spiralec mikrotitrskih

ploscic

Columbus Plus; TECAN; M8/2R

celulozni filter

185 mm

Schleicher & Schuell; 589" Black Ribbon, ashless, 2r =
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celulozno-acetatni filter

Sartorius; 0,8 um

centrifuga

Sorvall RT7

CO; inkubator (celi¢ni inkubator)

CB 210 BINDER

¢italec mikrotitrskih ploscic
(spektrofotometer)

Columbus Plus; TECAN Saphire 2

G-box

Syngene

gojiscne plastenke

TPP Tissue Culture Flasks; 25 cm?, 75 cm?, 125 cm”

gojiscne ploscice

Transwell; z 12 vdolbinicami (MTP12), s 24
vdolbinicami (MTP24), s 96 vdolbinicami (MTP96)

hladilnik (+4°C) Gorenje, LTH
inkubator WTB BINDER
invertni mikroskop Nikon TMS-F
kamera s svetilko za snemanje gelov UVltec

komora z laminarnim pretokom zraka

Iskra; PIO SMBC 183, PIO LFVP9

koni¢no mesalo (vortex)

Tehtnica; Vibromix 104EV

magnetno mesalo

Tehtnica; Rotamix 550 MM

membranski filter za ultrafiltracijo

Millipore; AMICON YM3 (premer 67 mm), YM10
(premer 24 mm)

mikrotitrska ploscica iz modulov

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

mini centrifuga

Tomy; Capsulefuge PMC-060

pH meter

HANNA; HI9321 microproccesor pH meter

ploscica za Stetje celic

THOMA; Tiefe Depth Profunder, 0,100 mm? 0,0025
2
mm

polavtomatske pipete

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

polavtomatska multikanalna pipeta

Costar

posoda za filtracijo (nuca)

Sartorius

spektrofotometer

NanoDrop Technologies Inc.; NanoDrop ND-1000

PVDF membrana za western prenos

Roth

zamrzovalnik

Gorenje

3.1.3 Gojisca
e Priprava DMEM
13.38 ¢

37¢g

DMEM
NaHC03

Z dH,0 dopolnemo do 1000 mL in pH uravnamo na 7,4. Gojis¢e steriliziramo s

filtracijo skozi filter (0,22 pm). Do uporabe hranimo v hladilniku pri 4°C.

e Kompletno gojisce za stimulacijo hibridomskih celic (za ~ 100 ml)

86 mL DMEM
13 mL FCS

I mL

2 mL

penicilina / streptomicina

50 x koncentrirane raztopine hipoksantina in timidina (HT)

Premesamo in do uporabe hranimo v hladilniku pri 4°C.
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e Priprava HAT gojiséa

V 98 ml kompletnega gojis¢a dodamo 2 ml HAT.

e Kompletno gojisce za hibridoma celice (za ~ 100 ml)

86 mL DMEM

13 mL FCS
I mL penicilin / streptomicin
I mL L-glutamin

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

o GojiSée za zamrzovanje celic

750 uL DMEM (50 %)
600 pL FCS (40 %)
150 uL DMSO (10 %)

PremeSamo in do uporabe hranimo na ledu.

3.1.4 Pufri, raztopine in geli

3.1.4.1 Pufri za test ELISA
e Pufer A (za vezavo antigena pri indirektnenm testu ELISA, oziroma primarnih protiteles

pri sendvi¢ ELISA testu)

1,6 mL Na2C03 (15 mM)
294 ¢g NaHCOs; (35 mM)
02¢g NaNj (15 mM)

Dopolnimo z dH,O do 1 L in s koncentrirano kislino uravnamo pH na 9,6.

e Pufer B (za spiranje mikrotitrske plosce pri testu ELISA; WASH pufer)

85¢g NacCl (0,15 mM)
1,34 g Na,HPO4 x 2H,0 (7,5 mM)
294 g NaH,PO4 x 2H,0 (2,5 mM)
0,5¢g Tween 20 (0,05%)

Dopolnimo z dH,0 do 1 L in uravnamo pH na 7,2.
o Pufer C (za blokiranje prostih mest na mikrotitrski plos¢ici, za red¢enje primarnih
protiteles pri indirektnem ELISA testu, oziroma antigena ali vzorcev pri sendvi¢c ELISA
testu, ter za red¢enje sekundarnih protiteles)
2g BSA
Dopolnimo s pufrom B do 100 mL.
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e Pufer D (za red¢enje substrata TMB)
2l g CeHz07 x H>O (citronske kisline) (0,1 M)
17,8 g NazHPO4 X 2H20 (0,1 M)

Dopolnimo z z dH,O do 1 L in uravnamo pH na 6,0.

Weow W

3.1.4.2 Pufri in raztopine za izolacijo in ¢iSCenje protiteles na Protein-A sefarozi
e Vezalni pufer (za vezavo protiteles na afinitetno kolono; 0,14 M fosfatni pufer pH 8,2)

Raztopina A: 24,9 g Na,HPO,4 x 2H,0 raztopimo v dH,O do 1000 mL.

Raztopina B: 1,9 g KH2PO4 raztopimo v dH,O do 100 mL.

Raztopini A dodajamo raztopino B do pH vrednosti 8,2 (1000 mL raztopine A
dodamo priblizno 60 mL raztopine B).

e Elucijski pufer (pufer za elucijo protiteles; 0,1 M citratni pufer pH 3,5)

Raztopina A: 7,4 g C¢HsNa3;O7 x 2H,0 (trinatrijevega citrata dihidrata) raztopimo v
dH,O do 250 mL.

Raztopina B: 21 g C¢HsO7; x H,O (citronske kisline monohidrata) raztopimo v
dH,O do 1000 mL.

Raztopini B dodajamo raztopino A do pH vrednosti 3,5 (400 mL raztopine B
dodamo priblizno 160 mL raztopine A).

e Pufer za dodatno spiranje kolone po eluciji protiteles (0,1 M citratni pufer pH 2,5)

Raztopina A; 7,4 g C¢HsNazO7 x 2H,0 (trinatrijevega citrata dihidrata) raztopimo v
dH,O do 250 mL.

Raztopina B: 21 g C¢HgO7 x H,O (citronske kisline monohidrata) raztopimo v
dH,O do 1000 mL.

Raztopini B dodajamo raztopino A do pH vrednosti 2,5 (600 mL raztopine B
dodamo priblizno 10 mL raztopine A).

e Raztopina za nevtraliziranje eluiranih frakcij protiteles (0,1 M Tris, pH 9,0)

6,1 g Trisa raztopimo v dH,O do 50 mL.
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3.1.4.3 Pufri in raztopine za SDS-PAGE in western prenos ter recepture gelov za SDS-PAGE

e 12 % separacijski gel za SDS-PAGE

Tabela X: sestava separacijskega gela za SDS-PAGE.

12 % separacijski gel Za 1 gel Za 2 gela
40% akrilamid 1,2 mL 2,1 mL
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1 mL 1,75 mL
H,O 1,7 mL 2,97 mL
10% SDS 50 uL 87,5 uL
10% amonijev persulfat** 50 uL 87,5 uL
TEMED** 1,7 uL 3uL
**dodamo tik pred vlivanjem gela
® 5 % koncentracijski gel za SDS-PAGE
Tabela XI: sestava koncentracijskega gela za SDS-PAGE.
5 % koncentracijski Za 1 gel Za 2 gela
40% akrilamid 188 uL 376 pL
1,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 195 uL 390 pL
H,O 1 mL 2 mL
10% SDS 15 uL 30 uL
10% amonijev persulfat** 15 uL 30 uL
TEMED** 1,5 uL 3uL

**dodamo tik pred vlivanjem gela

e S H,O nasi¢en butanol

H,O in 1-butanol zmesano v razmerju 1:1 (V/V), dobro stresemo in odpipetiramo

zgornjo organsko fazo.

e Nanasalni pufer (SDS-PAGE)

2,5mL 0,5 M Tris-HCL (pH 6,8)
2,0 mL glicerola
4,0 mL 10 % (m/V) SDS
0,5 mL 0,1 % (m/V) bromfenol modro
1,0 mL dH,0O
e 1 MDTT
15425mg  DTT

Raztopimo v dH,0 do 1 mL.

e 10-kratni elektroforezni pufer (pH 8,3)

290¢g
1440 g
10g

Tris baze
glicina

SDS
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Z dH,0 dopolnimo do 1000 mL. Pred uporabo pufer 10-krat red¢imo z dH,O (100
mL 10-kratne raztopine dodamo 900 ml dH,O).

o Pufer za prenos

293 ¢ Tris baze

58l¢g glicina
3,75 mL 10 % (m/V) SDS
200 mL metanola
Dopolnimo z dH,O do 1000 mL.
® 5% mleko v PBS

25¢g mleka v prahu
S PBS pufrom dopolnimo do volumna 50 mL.
® 0.05% Tween 20 v PBS
1000 mL pufra PBS dodamo 500 pL Tweena 20.

3.1.4.4 Raztopine za barvanje gela s srebrom
e Raztopina za fiksiranje

100 mL 95 % etanola

25 mL ocetne kisline
e Raztopina za predtretiranje
75 mL 95% etanola
17 g AcONa
Z dH,0 dopolnemo do 250 mL.

50 mL te raztopine dodamo 1 mL 10 % Na,S,03 (vedno pripravimo tik pred uporabo).
e 10% Na,S,0;
10g Na,S,03
Raztopimo v dH,O do 100 mL (stabilna je 6 mesecev pri sobni T).
e Raztopina za barvanje gela

625 uL 20 % (m/V) AgNOs

Dodamo 50 mL dH,O (vedno pripravimo sproti, tik pred uporabo).
® 20 % AgNO;

20¢g AgNO;

Raztopimo v dH,O do 100 mL (stabilna je 6 mesecev pri sobni T).
e Raztopina za razvijanje

7,42 g N32C03
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Raztopimo v dH,O do 250 mL.
50 mL te raztopine dodamo tik pred uporabo 25 pL 36 % formaldehida.

3.1.4.5 Ostali pufri
e Pufer PBS (fosfatni pufer z dodatkom NaCl)

1,8 g Na,HPO4 x 2H,0
02¢g KH,PO4

80¢g NaCl

02¢g KCl

Z dH,0 dopolnimo do 1000 mL in pH uravnamo na 7,4.

3.1.5 Klini¢ni vzorci

Nasa Studija je bila retrospektivna. Zaradi nasih raziskav ni bil potreben noben dodaten poseg
na bolnikih. Vsi bolniki, udelezeni v studiji, so podpisali izjavo, s katero so dovolili uporabo
vzorcev. Studijo je odobrila komisija za medicinsko etiko na Univerzah v Nijmegnu in
Koebenhavnu, naSe raziskave pa smo izvedli v okviru mednarodnega sodelovanja z

omenjenima institucijama.

VZORCI CISTICNE TEKOCINE RAKA JAJCNIKOV
Vzorci tekocine ovarijskih cist so bili pridobljeni med operacijami ovarijskega tumorja v

Radboud University Nijmegen Medical Centre (RUNMC, Nizozemska) med januarjem 2000
in januarjem 2008. Pridobili so jih s pomocjo aspiracije s sterilno iglo med ali po operaciji
(med katero ni bila mogoc¢a popolna odstranitev tumorja; t.i. »debulking surgery«). Pridobili
so vzorce 68 bolnic. 10 bolnic so kasneje izlocili, saj so ugotovili, da ovarijski tumor ni
primarni tumor, 8 bolnic pa zato, ker je bil tumor neepitelijski. Vzorce so centrifugirali 10
min na 3000 G, supernatant odpipetirali v vsebnike in vzorce do uporabe shranili na -35°C
(61). Vzorci so bili na nasi fakulteti shranjeni na -70°C tri mesece. Za vsako bolnico so
pridobili klini¢éne podatke, kot so starost, histologija tumorja, stadij FIGO, stopnja
diferenciacije in velikost rezidualnega tumorja po operaciji (zbrani so v tabeli). Cas
spremljanja bolnic je bil od 9 do 160 mesecev. Ob nasi meritvi so bili vzorci stari od 2 do 10

let.
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Tabela XII: Podatki bolnic z ovarijskim rakom.

LASTNOSTI STEVILO (%)
starost (leta) 57, 32-89 (mediana, obmocje) 50 (100)
histologija serozni 23 (46)
mucinski 14 (28)
endometroidni 6(12)
svetloceliéni 2 (4)
nediferencirani 1(2)
NOS 4 (3)
stadij FIGO Ia 10 (20)
Tb 12
Ic 9 (18)
ITa 0 (0)
1Ib 2 (4)
Ilc 2 (4)
lla 2 (4)
111b 7 (14)
Illc 12 (24)
v 5(10)
stopnja diferenciacije dobra (1) 13 (26)
srednja (2) 15 (30)
slaba (3) 18 (36)
neznana 4(8)
velikost rezidualnega tumorja |<1cm 41 (82)
>1cm 8 (16)
neznana 1(2)
VZORCI SERUMOV

Vzorci serumov so bili pridobljeni med leti 2002 in 2005 med endoskopskimi pregledi na
Hvidovre Hospital, Koebenhaven, Danska. Zbrali so 308 vzorcev (4 skupine po 77 vzorcev),
med katerimi so vzorci bolnikov s kolorektalnim karcinomom, adenomom, drugimi boleznimi
Crevesja (vecinoma z divertikulozo — benignimi vrecastimi izrastki na ¢revesni sluznici) in
vzorci zdravih osebkov. V vsaki izmed skupin je bilo 40 moskih in 37 zensk. Vzorci so bili
shranjeni na -70°C. Cas spremljanja bolnic je bil od leta 2004 do 2009. Ob meritvi so bili

vzorci stari od 6 do 9 let.

Tabela XIII: Podatki vzorcev serumov bolnikov s kolorektalnim rakom in kontrolnih skupin.

LASTNOSTI STEVILO
starost 73, 40-90 (mediana, obmocje) 308
kolorektalni karcinom karcinom rektuma (20) 77
karcinom kolona (57)
adenom 77
divertikuloza 77
zdravi osebki 77
TNM stopnja I 8
11 32
111 16
I\% 15
neopredeljeni 6
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3.2 METODE

3.2.1 Sinteza peptidov proregije prokatepsina X

Za pripravo monoklonskih protiteles proti prokatepsinu X smo sintetizirali 3 peptide, ki
prekrivajo proregijo prokatepsina X. Peptidi so bili dolgi 14 AK in so se prekrivali. Peptidom

smo na C-konec dodali cistein, ki omogoca vezavo na nosilec preko cisteinskega preostanka.

proregija
prokatepsinaX: GLYFRRGQTCYRPLRGDGLAPLGRSTYPRPHEY

p#l: GLYFRRGQTCYRPLC
p#2: YRPLRGDGLAPLGRC
p#3: APLGRSTYPRPHEYC

Slika 2: Sestava peptidov p#1, p#2 in p#3 in primerjava s proregijo prokatepsina X. Oznaceno
je zaporedje RGD in dodani kon¢ni cisteini.

Peptide p#1, p#2 in p#3 so sintetizirali po Merrifieldovi metodi (Biosynthesis Inc., Lewisville,
Texas, ZDA). Molekulske mase peptidov so 1833,16 (p#1), 1643,93 (p#2) in 1746,96 (p#3).
Cistost peptidov, ki je v vseh treh primerih vedja od 85%, so dolo¢ali s HPLC (visoko tla¢na

tekocinska kromatografija).

3.2.2 Vezava peptidov na nosilno molekulo
Peptidi, majhni proteini in druge molekule z majhno molekulsko maso so hapteni, za katere

velja da niso imunogeni, zato za uspeSno imunizacijo potrebujejo dodaten nosilni protein. Kot
nosilne molekule lahko uporabimo razli¢ne proteine, kot so goveji serumski albumin,
ovalbumin ali hemocianin, ki jih kovalentno povezemo s hapteni. Najpogosteje uporabljen
nosilec je hemocianin iz Skoljke vrste Megathura crenulata (keyhole limpet hemocianine —
KLH), ki ima zelo veliko molekulsko maso in na povrsini veliko Stevilo epitopov, kar izzove
mocan imunski odgovor, poleg tega pa tudi veliko Stevilo lizinskih preostankov, preko katerih
se hapteni s sulfhidrilnimi skupinami lahko vezejo (62,63,64).

Za konjugacijo peptidov z nosilno molekulo hemocianina smo uporabili kit Imject Maleimide-
Activated mcKLH Spin Kit, kjer je hemocianin aktiviran z maleimidom ( sulfosukcinimidil-4-
(N-maleimidometil)ciklohekan-1-karboksilatno skupino (sulfo-SMCC)), kar omogoca tvorbo
kovalentne vezi s sulthidrilno skupino haptena. Hapteni, ki imajo v strukturi cistein, v
raztopini pogosto oksidirajo in med sabo tvorijo disulfidne vezi, kar onemogoca reakcijo z
maleimidom. Z uporabo reducenta lahko te vezi prekinemo in dobimo spet proste sulfhidrilne

skupine, pred konjugacijo pa moramo reducent iz raztopine odstraniti. V naSem primeru smo
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peptide raztopili tik pred uporabo, tako da sklepamo, da do tvorbe disulfidnih vezi ni prislo.

(62,64).

I Popii |

hapten, ki vsebuje sulfhidrlno
Z maleimidom aktivirani nosilni skupino

= v

5
1] \Iml
o | gl Djﬁ\;

HQ’

konjugat nosilec - peptid

Slika 3: Struktura in reakcija konjugacije med nosilnim proteinom in peptidom s sulthidrilno
skupino preko sulfo-SMCC skupine (62).

Izvedba:

Po navodilih proizvajalca ter z uporabo omenjenega kita, smo zdruzili peptid s sulfhidrilno
skupino in aktiviran nosilni protein. Konjugat smo z razsoljevanjem ocistili, da smo odstranili
EDTA ter natrijev azid, kateri ne sme biti injiciran v zivali, sterilno filtrirali ter shranili v

sterilnem vsebniku. Konjugat je tako pripravljen za imunizacijo (64).

3.2.3 Imunizacija miSi
Imunizacijo so izvajali na biotehniski fakulteti (prof. dr. Mojca Narat) v skladu s smernicami

dobre veterinarske prakse in z dovoljenjem veterinarske eticne komisije. Trem skupinam po
dve misi so injicirali po 50ug konjugatov p#1-KLH, p#2-KLH, p#3-KLH subkutano, v
Freundovem kompetnem adjuvansu. Po dveh tednih so jih z enakimi koli¢inami konjugatov
ter adjuvansa imunizirali intraperitonealno. Po enem tednu so miSim vzeli kri iz repne vene, jo
eno uro inkubirali pri 37°C, nato 3 ure na ledu, da je pri$lo do koagulacije. Po 5 minutnem
centrifugiranju pri 3000 obr/min, smo odpipetirali serum ter ga uporabili v indirektnem testu
ELISA, da smo dolocili titer protiteles v miSih. Mikrotitrske plos¢ice smo prekrili z
ustreznimi raztopinami peptidov p#1, p#2 in p#3. Po 2 tednih od zadnje imunizacije so miSim

dodali pozivilno injekcijo intraperitonealno (konjugat v fizioloski raztopini).
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3.2.4 Priprava in gojenje hibridomske celi¢ne linije

FUZIJA HIBRIDOMSKIH CELIC
Hibridomske celi¢ne linije so pripravili po metodi Kdlerja in Millsteina (65), pri ¢emer so

limfoblaste, izolirane iz vranice, zdruZili z mielomskimi celicami z etilen glikolom. Sledila je
selekcija na HAT gojiS¢u ob dodatku timocitov. Tako so odstranili neustrezne oblike

hibridomov (med mielomskimi celicami in med limfociti B) in celice, ki se niso zdruzile.

GOJENJE HIBRIDOMSKIH CELICNIH LINIJ IN DOLOCANJE POZITIVNIH KLONOV
Tako dobljene hibridome smo gojili v sterilnih pogojih v celiénem inkubatorju v vlazni

atmosferi s 5% CO, pri temperaturi 37°C. Z invertnim mikroskopom smo vsak dan opazovali
rast celic. Z indiretnim testom ELISA smo celice testirali, da smo dolocili pozitivne in
stabilne klone (s stabilnim Stevilom kromosomov), ki izdelujejo specificna monoklonska
protitelesa. Mikrotitrske plos¢ice smo prekrili z ustreznimi raztopinami peptidov p#l, p#2 in
luknjicami v gojis¢ne ploscice s 24 luknjicami, dohranili s HT medijem, ki je vseboval tudi
timocite in ko so se ustrezno obrastli, ponovno testirali z indirektnim testom ELISA. Klone z
najbolj§imi odzivi smo prestavili v 15cm® gojis¢ne plastenke, dodali kompletno DMEM
gojisce in volumen postopoma povecevali. Celice so bile ves €as v eksponentni fazi rasti. Ko
smo dobili zadostno koli¢ino celic, smo te zamrznili. Na koncu smo pridobili Sest vrst misjih
monoklonskih protiteles in sicer za vsak peptid po dva najboljsa klona, ki smo jih oznacili: za

p#1 (1/1 in 1/2) za p#2 (2/1 in 2/3) ter za p#3 (3/1 in 3/2).

STETJE IN ZAMRZOVANJE HIBRIDOMSKIH CELIC
S pomocjo citometra na mikroskopu smo dolo¢ili Stevilo celic na mL suspenzije. Hibridome

smo homogeno suspendirali. Odvzeli smo 100 uL gojis¢a s celicami in dodali 100 pL
nigrozina, ki obarva mrtve celice. PreSteli smo zive celice v dveh paralelkah in izracunali
povprecno Stevilo celic/mL gojis¢a po formuli:

N=N"x2x10*/ml

N ... stevilo celic / mL gojisca

N’ ... povprecno Stevilo pod mikroskopom prestetih celic

Gojisce s celicami smo najprej eno uro hladili na ledeni kopeli in nato centrifugirali 5 min pri
1000 obr/min. Supernatant smo odlili in celice resuspendirali v zamrzovalnem gojig¢u (1x10’
celic/ml). Po 1,5 ml suspenzije smo napolnili v krioviale, jih ¢ez no¢ hranili na -70°C, nato pa

shranili v teko¢em dusiku pri -196°C.
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ODMRZOVANJE HIBRIDOMA CELIC

Hibridomske celice, ki smo jih zamrznili in shranili v tekoc¢i dusik, smo najprej odtajali v
vodni kopeli pri temperaturi 37°C. Vsebini v viali smo dodali priblizno 1 ml kompletnega
DMEM gojisca, segretega na 37°C. Vsebino viale smo prenesli v 15-mililitrsko centrifugirko,
s kompletnim DMEM gojis¢em dopolnili do volumna 6,5 mL ter centrifugirali 5 min pri 2000
obr/min. Oborino smo resuspendirali v kompletnem DMEM gojis¢u in prenesli v ustrezno

gojiscno plastenko.

KLONIRANJE Z METODO OMEJENEGA REDCENJA

Hibridome smo razred¢ili v kompletnem DMEM gojis¢u tako da je prislo 0,5 celice/luknjico
gojis¢ne mikrotitrske plosce (za dve plos¢i potrebujemo 100 celic in 40 ml kompletnega
DMEM medija). Dodali smo suspenzijo timocitov. Cez 3 do 4 dni smo plos¢e pregledali pod
mikroskopom in presteli klone. Glede na rast smo jih dohranjevali ter po priblizno enem tednu
testirali z indirektnim testom ELISA na prokatepsinu X. Klone z najboljSim odzivom smo
prestavili na gojis¢no plosco s 24 luknjicami in dodali kompletno DMEM gojisce, ki smo mu
dodali timocite. Glede na rast smo klone dohranjevali in testirali z indirektnim testom ELISA.
Klon, ki je dal najboljsi odziv, smo prenesli v gojis€no plastenko in postopoma povecevali

volumen s kompletnim DMEM gojis¢em do kon¢nega volumna 1 L.

3.2.5 Izolacija in CiS¢enje protiteles

FILTRACIJA SUSPENZIJE

Zaradi pomanjkanja hranil so hibridomi postopoma odmrli. Celi¢no suspenzijo hibridomov
smo najprej prefiltrirali skozi celulozni filter (¢rni trak), da smo odstranili morebitno sluz in
trdne delce. Sledila je filtracija na nu¢i s pomocjo vodne Crpalke skozi celulozno-acetatni
filter s premerom por 0,8 pm. Na ta nac¢in smo odstranili odmrle oziroma lizirane celice in

njihove ostanke.

ULTRAFILTRACIJA, KONCENTRACIJA IN DIALIZA PROTI VEZALNEMU PUFRU

Ultrafiltracija je metoda, ki jo uporabljamo za koncentriranje proteinov z razli¢cno molekulsko
maso ter za dializo. Pri tej metodi uporabljamo membrane s porami dolocene velikosti, ki
prepuscajo le molekule in ione topila in topljencev, ki so manj$i od premera por membrane;
ve¢je makromolekule pa ostanejo v koncentratu. Uporabili smo membrano YM3, za katero
velja mejna vrednost 3.000 MW. Molekulska masa protiteles je priblizno 150.000 MW, kar
pomeni da protitelesa ne prehajajo skozi pore membrane. Na ultrafiltru skoncentriramo filtrat
do ¢immanjSega volumna. Ultrafiltracija poteka pri nadtlaku dusika 3 bar, pri stalnem

meSanju 100 obr/min in temperaturi +4°C (66).
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Koncentrirano raztopino protiteles dializiramo proti vezalnemu pufru (0,14 M fosfatni pufer,
pH = 8,2), da jo razsolimo in ji uravhamo pH. Raztopina je tako pripravljena za izolacijo z

afinitetno kromatografijo.

AFINITETNA KROMATOGRAFIJA

Protitelesa smo izolirali s pomocjo afinitetne kromatografije. Pri tem se proteini ob prehodu
skozi kolono vezejo na ligand, ki je kovalentno imobililiziran na nosilec, ki je bil v naSem
primeru sefaroza. S spreminjanjem pogojev, kot so pH, dielektricna konstanta, tempratura,
ionska mo¢ ali z uporabo denaturantov vezan protein eluiramo s kolone. Kot ligand smo
uporabili protein A, ki je izoliran iz celi¢ne stene bakterije Staphylococcus aureus, ki vece Fc
regijo imunoglobulinov IgG. Elucijo protiteles na protein A-sefarozi smo dosegli z
znizevanjem pH, koli¢ino eluiranih protiteles pa smo dolo¢ili z merjenjem absorbance na
nanodropu pri 280 nm (67,68,69).

Postopek izvajanja afinitetne kromatografije:

1. Kolono speremo s 3-kratnim volumnom vezalnega pufra pH 8,2, da odstranimo
raztopino azida in morebitne necistote. Pustimo, da pufer popolnoma odtece s kolone.

2. Pri zaprtem dnu kolone previdno nanesemo vzorec na sefarozo. Pri odprtem dnu
lovimo iztekajoco tekocino. Ko se pojavi teko€ina rdeCkaste barve, dno kolone
zapremo in pustimo na sobni temperaturi 1 uro, da pride do vezave protitelesa na
ligand.

3. Nad sefarozo nanesemo do vrha kolone vezalni pufer in odpremo dno kolone. Prvih 50
mL iztekajoce tekocine shranimo na -20°C (¢e do vezave ne bi prislo in bi protitelesa
stekla skozi kolono).

4. Kolono spiramo z vezalnim pufrom dokler ne dosezemo vrednosti absorbance 0,01.

5. Ko iz kolone stece vezalni pufer, kolono spiramo z elucijskim pufrom pH 3,5. V
epruvete zbiramo frakcije po 5 mL in jim izmerimo absorbanco. Frakcije z visoko
absorbanco zdruzimo in s Tris pufrom pH 9,0 uravnamo pH na 7,0.

6. Kolono nato speremo Se s pufrom za dodatno spiranje kolone pH 2,5 do absorbance
0,01, da s kolone odstranimo nespecificno vezane molekule.

7. Kolono 3-krat speremo z vezalnim pufrom, dokler ni pH pufra, ki izteka iz kolone
enak pH-ju vezalnega pufra. Ce kolone ne bomo uporabili v naslednjih 3 tednih,
vezalnemu pufru dodamo 0,03% azida. Kolono do uporabe hranimo v hladilniku pri

temperaturi +4°C.
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Zdruzene nevtralizirane frakcije eluiranih protiteles skoncentriramo na ultrafiltru do volumna
1-2 mL. Koncentrirani raztopini trikrat dodamo pufer PBS v razmerju 1:2 in dializiramo proti
pufru PBS s pH 7,2. V komori z laminarnim pretokom zraka raztopino protitelesa filtriramo s
injekcijsko brizgo skozi sterilni filter s porami 0,22 um. Koncentracijo protiteles dolocamo
spektrofotometricno - z merjenjem absorbance na nanodropu pri 280 nm. Izolirana protitelesa

shranimo na -20°C.

3.2.6 Poliakrilamidna gelska elektroforeza

Elektroforeza je separacijska metoda, ki temelji na potovanju nabitih delcev v elektricnem
polju. Molekule potujejo pod vplivom elektricnega polja proti katodi ali anodi, hitrost
potovanja pa je odvisna od njihovega celokupnega naboja, oblike in velikosti. Poliakrilamidna
gelska elektroforeza poteka vertikalno in se uporablja predvsem za loCevanje proteinov, ki ga
dosezemo z razlitno zamrezenimi gelskimi matriksi. Poznamo dve vrsti poliakrilamidne
gelske elektroforeze; nativno PAGE in PAGE v prisotnosti ionske povrSinsko aktivne snovi,
kot je na primer natrijev dodecil sulfat (SDS-PAGE). Natrijev dodecil sulfat je anionska
povrsinsko aktivna molekula, ki se nespecificno veze na proteine in jih denaturira. Ker ima
SDS negativni naboj, bodo negativno nabiti tudi proteini, zato v elektricnem polju vse
molekule potujejo proti pozitivno nabiti anodi. Hitrost potovanja je obratnosorazmerna z
velikostjo proteinov. Pri nativni poliakrilamidni gelski elektroforezi pa se molekule proteinov
loCujejo na osnovi naboja in velikosti. Struktura molekul se ohrani, ostane nativna, proteini
torej ne izgubijo svoje bioloske funkcije (70,67).

Postopek izvajanja SDS-PAGE:

1. Najprej smo sestavili aparaturo za vlivanje gela. Med debelejse stekelce z 0,75 mm
distan¢nikom in tanjSe stekelce smo vlili priblizno 3,3 mL 12% separacijskega gela, ki
smo ga pripravili po prej omenjeni recepturi. Gladino gela smo zravnali s priblizno 1
mL izobutanola, nasi¢enega z vodo.

2. Po pol ure smo izobutanol odlili in pripravili 5% koncentracijski gel, ki smo ga vlili
nad strjen separacijski gel. Preden se je gel strdil, smo vanj vstavili »glavnicek«, ki
nam oblikuje Zepke za nanasanja vzorca. Tako pripravljen gel pustimo vsaj pol ure, da
se strdi.

3. Sledila je priprava vzorcev; za en zepek smo katepsin X oziroma prokatepsin X
ustrezno red¢ili z dH,O do skupnega volumna 10 pL, dodali 2,7 uL 1 M DTT in 5,5 pL
nana$alnega pufra. Vzorec smo 5 min inkubirali na 100°C, da je prislo do denaturacije

proteinov in cepitve disulfidnih vezi.
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4. Strjen gel med stekelci smo prenesli v aparaturo za elektroforezo ter notranji in
zunanji rezervoar napolnili z elektroforeznim pufrom. V zepke smo nanesli vzorce (v
vsak zepek po 18 puL vzorca). V en zepek smo nanesli tudi 3 pL. oznacevalca velikosti
proteinov, da smo lahko odcitali velikost dobljenih lis. Elektroforezo smo izvajali pri
elektri¢ni napetosti 100 V 1,5 do 2 h. Cas izvajanja smo podaljsali ko smo Zeleli
doseci dobro locbo med katepsinom X in prokatepsinom X, skrajsali pa takrat, ko smo

hoteli detektirati tudi proregijo prokatepsina X.

VIZUALIZACIJA PROTEINOYV PO PAGE
Detekcijo proteinov po locitvi na poliakrilamidnem gelu lahko izvajamo z barvanjem s

coomasie brilliant blue ali s srebrovimi ioni. Slednjega smo uporabili tudi v naSih poskusih.
Najpomembnejsa razlika med obema nacinoma je v obcutljivosti detekcije — pri barvanju s
srebrovimi ioni je ta sto- do tisockrat vi§ja. Barvanje s srebrom temelji na redukciji srebrovih
ionov, ki so vezani na stranske skupine aminokislin, do elementarnega srebra. S to metodo
lahko detektiramo zelo majhne koli¢ine peptidov in proteinov, kot so 0,1 do 1,0 ng. Postopek
je daljsi in zahtevnejsi kot pri barvanju s coomasie briliant blue (70).

Gele smo barvali po sledeCem postopku ob stresanju pri 50 obr/min:

fiksiranje (30 min)
predtretiranje (30 min)
spiranje z dH,0 (3-krat 5 min)
barvanje (20 min)

razvijanje (2-5 min)

A e

spiranje z dH,0O (3-krat 5 min)

3.2.7 Detekcija proteinov s prenosom po Westernu

Proteine, lo¢ene s PAGE prenesemo na nitrocelulozno ali najlonsko membrano, ki jo potem
specifiéno oznadimo s protitelesi. Ta prenos je bodisi kapilaren, bodisi elektroforezen. Po
prenosu membrano najprej inkubiramo v raztopini, ki prekrije prosta mesta na mebrani in s
tem preprecimo vezavo protiteles na nezasedena mesta na membrani. Membrano inkubiramo
najprej v raztopini primarnih protiteles, nato pa sekundarnih protiteles, ki so lahko oznacena
na ve¢ nacinov (radioaktivni izotop, koloidno zlato, encim). Najpogosteje so konjugirana z
encimom (v nasem primeru peroksidazo), ki ob inkubaciji v raztopini substrata tvori viden
produkt (71).

Metodo smo uporabili, da bi preverili, ali izolirana protitelesa specifi¢no prepoznavajo samo

prokatepsin X, kot kontrolo pa smo uporabili Se protitelesa 3B10, ki prepoznavajo tako
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prokatespin X kot katepsin X. Kot primarna protitelesa smo uporabili izolirana protitelesa
proti posameznemu peptidu, oziroma 3B10, kot sekundarna pa s peroksidazo oznacena kozja
protimisija protitelesa.

Izvedba:

Prenos Western smo izvajali na posebni aparaturi med dvema elektrodama. Najprej smo
izrezali filtrirne papirje in membrano PVDF enakih dimenzij, kot je elektroforezni gel (5,3 x
8,3). Filter papirje, membrano in elektrode smo najprej dobro namocili v pufer za prenos. Na
katodo smo nato postavili 2 lista filtrirnega papirja. Gel smo previdno lo¢ili od stekelc, ter ga
z rokavicami, navlazenimi s pufrom za prenos, previdno, z drzanjem za rob, prenesli na
omocen papir. Na gel smo previdno postavili PVDF membrano, nad njo pa Se 2 lista
filtrirnega papirja. Nazadnje smo nad zloZene plasti postavili ze navlazeno katodo in aparaturo
prilkjucili na napetost. Prenos je potekal 90 min pri napetosti 100 V. Po prenosu smo
membrano inkubirali v pufru za blokado (5% mleko v PBS) in rahlo stresali pri sobni
temperaturi. Sledilo je spiranje z 0,05 % Tweenom v PBS (3-krat 10 min). Nato smo nanesli
primarna protitelesa z ustrezno koncentracijo, red¢ena v 0,05 % Tweenu v PBS in membrano
inkubirali preko noci. Sledilo je ponovno spiranje z 0,05% Tweenom v PBS (3-krat 10 min).
Sledila je inkubacija (45 min) s sekundarnimi protitelesi, ki smo jih ustrezno red¢ili v 0,05%
Tweenu. Po ponovnem spiranju z 0,05% Tweenom smo na membrano nanesli substrat za
peroksidazo (Super Signal® West Dura Extended Duration Substrate). Po 5-minutni inkubaciji

v temi, smo signal detektirali na napravi G-BOX in sicer z merjenjem kemiluminiscence.

3.2.8 Test ELISA

Encimskoimunski test na trdnem nosilcu ali test ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) je obcutljiva imunoloSka metoda, ki se uporablja za detekcijo antigenov ali protiteles v
vzorcu (72). Jo visoko specificna in obcutljiva in omogocata merjenje izredno majhnih
koncentracij analitov v kompleksnih meSanicah snovi, ki bi jih drugace le tezko identificirali,
Se tezje pa kvantificirali.

Test temelji na specificni povezavi paratopa na Fab regiji protitelesa s komplementarnim
epitopom na antigenu z nekovalentimi vezmi. Detekcijo omogoca encimska reakcija, ki jo
katalizira encim, konjugiran z Fc regijo primarnega ali na sekundarnega protitelesa, kateri
pretvori substrat v obarvan produkt. MnoZina nastalega produkta in s tem intenziteta
obarvanja je sorazmerna mnozini imunskih kompleksov in s tem analita v vzorcu (73,74).
Razvili so Stevilne kombinacije ELISA testov, pri katerih lahko kvalitativno in

semikvantitativno dolo¢amo tako antigene, kot protitelesa (72).
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Za dolocanje antigenov v vzorcu se uporablja direktni test ELISA. Indirektni test ELISA pa je
prirejen za doloCanje protiteles. Pri obeh izvedbah za detekcijo dodamo sekundarna
protitelesa s konjugiranim encimom, v nasem primeru hrenovo peroksidazo (HRP), ki
razgradi substrat (H,O, + tetrametil benzidin). Encimsko reakcijo HRP prekinemo z
dodatkom H,SO,, nastali produkt pa kvantificiramo spektrofotometricno z merjenjem

absorbance pri 450 nm.

SUBSTRAT
SUBSTRAT

3 -8
Csmasmu o ‘ )
) c U i sekundarno
]"'“:1:"1‘1”' protitelo;
otitelo; -
Emj ugat primarno gt
protitel primarno \(

protitelo

direkini test ELISA indirektni test ELISA direkini test ELISA

Slika 4: Razli¢ne vrste testa ELISA (75).

INDIREKTNI TEST ELISA
Test smo uporabili za selekcijo hibridomskih klonov, ki izlo¢ajo Zelena protitelesa. Na

mikrotitrske plos¢ice smo nanesli peptide #1, #2 in #3, raztopljene v pufru A. Sledil je nanos
gojisca s protitelesi razli¢nih klonov, po spiranju pa smo nanesli oznacena protitelesa, ki
prepoznavajo misja protitelesa. Po dodatku substrata je sledilo merjenje absorbance.

Isti test smo uporabili tudi pri kvantifikaciji jakosti vezave protiteles proti proregiji
prokatepsina X na prokatepsin X in katepsin X ter pri kvantifikaciji jakosti vezave protiteles
3B10 na prokatepsin X in katepsin X.

Postopek izvajanja indirektnega testa ELISA:

1. Prekrivanje mikrotitrske ploSc€e; antigen ustrezno razred¢imo v pufru A in v vsako

vdolbinico mikrotitrske plos¢ice odpipetiramo po 100 pL raztopine antigena ter ploSco
prekrijemo s folijo.
2. Inkubacija; poteka ¢ez no€ pri +4°C.

3. Spiranje ter osuSitev plosce; s pomocjo avtomatskega spiralca plosco 3-krat speremo s

pufrom B in osusimo.

4. Nanos blokade; v vsako vdolbinico odpipetiramo po 150 pL pufra C in pokrijemo s

folijo.
5. Inkubacija; poteka od 30 minut do 2 uri na sobni temperaturi.
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6. Odstranitev blokade; pufer C odlijemo in plo§¢no osusimo

7. Vezava protiteles v vzorcu; v vsako vdolbinico nanesemo 100 pL raztopine, kot

kontrolo nanesemo le pufer C (po 100 pL).
8. Inkubacija; poteka 2 uri na 37°C.

9. Spiranje ter osuSitev plos€e; s pomocjo avtomatskega spiralca plosco 3-krat speremo s

pufrom B in osusimo.

10. Vezava oznacdenih protiteles; oznacena protitelesa ustrezno razred¢imo s pufrom C in

v vsako vdolbinico odpipetiramo po 100 pL.
11. Inkubacija; poteka 2 uri na 37°C.

12. Spiranje ter osusitev plosce; s pomocjo avtomatskega spiralca plos¢o 3-krat speremo s

pufrom B in osusimo.

13. Reakcija s substratom; substrat TMB-Sigma red¢imo s pufrom D in odpipetiramo po

200 uL v vsako vdolbinico. Pokrijemo s folijo in pustimo na sobni temperaturi 15

minut.

14. Prekinitev reakcije; v vsako vdolbinico dodamo po 50 pL raztopine za prekinitev

reakcije.

15. Meritev aborbance; na ¢italcu izmerimo absorbanco pri 450 nm.

DIREKTNI TEST ELISA

Direktni test ELISA se uporablja za doloCanje antigena v vzorcu. Za detekcijo potrebujemo

dve vrsti protiteles, ki prepoznavata razli¢na epitopa na antigenu.

Postopek izvajanja direktnega testa ELISA:

1. Prekrivanje mikrotitrske plos€e; primarna (neoznacena) protitelesa ustrezno

razred¢imo v pufru A in v vsako vdolbinico mikrotitrske plos¢ice odpipetiramo po 100

uL te raztopine ter plosco prekrijemo s folijo.

Koraki od 2. do 6. so enaki kot pri indirektnem testu ELISA

7. Vezava antigena; za standardno krivuljo pripravimo ustrezno razredcitveno vrsto v

pufru C in v vsako vdolbinico odpipetiramo 100 pL standarda; vzorce ustrezno

red¢imo s pufrom C in odpipetiramo po 100 pL v vsako vdolbinico; kot kontrolo

nanesemo le pufer C (po 100 pL).
8. Inkubacija; poteka 2 uri na 37°C.

9. Spiranje ter osusitev plosée; s pomocjo avtomatskega spiralca plosco 3-krat speremo s

pufrom B in osusimo.
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10. Vezava oznacenih protiteles; oznacena protitelesa ustrezno razred¢imo s pufrom C in

v vsako vdolbinico odpipetiramo po 100 pL.
11. Inkubacija; poteka 2 uri na 37°C.

12. Spiranje ter osusitev plosce; s pomocjo avtomatskega spiralca plo§¢o 3-krat speremo s

pufrom B in osusimo.

13. Reakcija s substratom; substrat TMB-Sigma red¢imo s pufrom D in odpipetiramo po

200 uL v vsako vdolbinico. Pokrijemo s folijo in pustimo na sobni temperaturi 15
minut.

14. Prekinitev reakcije; v vsako vdolbinico dodamo po 50 pL raztopine za prekinitev

reakcije.

15. Meritev aborbance; na ¢italcu izmerimo absorbanco pri 450 nm.

Direktni test ELISA smo uporabili za merjenje koncentracij katepsinov B, L, H, X in cistatina
C v vzorcih tekocine ovarijskih cist ter katepsinov S, H in X v vzorcih seruma bolnikov s
kolorektalnim rakom in kontrolnih skupin. Uporabili smo protitelesa in standarde antigenov,
ki so jih predhodno razvili v skupini, z ustreznimi red¢itvami pa smo test optimizirali, da smo
dosegli ¢imsSirSe delovno obmocdje testa, pa tudi ¢im nizjo mejo detekcije (76,77).
Koncentracijo katepsinov in cistatina C smo dolocili na podlagi umeritvenih krivulj, ki smo
jih izdelali s pomocjo razred¢itvenih vrst standardov antigenov (predstavljeni v poglavju
3.1.1). Absorbance, izmerjene pri 450 nm smo nanaSali v odvisnosti od koncentracije
standardnih raztopin katepsinov oziroma cistatina C. Pri tem smo upostevali tudi meritve
kontrol in povpre¢je njihovih absorbanc odsteli od izmerjenih absorbanc standardov in
vzorcev. Nekaj nakljuénih vzorcev smo serijsko red¢ili, da smo dolocili linearnost metode in
pa optimalne redCitve vzorcev za posamezne teste. Koncentracije vzorcev smo dolocali v
dveh paralelnih poskusih. Uporabljene koncentracije, umeritvene krivulje in rezultati so

predstavljeni v poglavju 4.1.

3.2.9 Statisti¢no vrednotenje rezultatov

Rezultati dolocanja koncentracij katepsinov B, H, L in X ter cistatina C v vzorcih tekoCine
cist ovarijskega karcinoma, so statisticno vrednotili s programom SPSS 16.0.2 (SPSS Benelux
BV, Gorinchem) na Nizozemskem.

Vrednosti so predstavljene kot mediana v ng/mL (25.-75. percentil). Normalnost distribucije
so za vse spremenljivke, razen katepsina X in cistatina C, dolocali s Kolmogorov-Smirnovim
testom, za omenjena analita pa z Ln transformacijo. Razlike med dvema skupinama so

testirali s Studentovim ¢-testom, za razlike med ve¢ kot dvema skupinama pa so uporabili test

34



Vizin T: Dolo¢anje prognosti¢ne in diagnosti¢ne vrednosti katepsina X pri ovarijskem in
kolorektalnem raku. Diplomsko delo

ANOVA, s slede¢imi Tukey’s HSD testi. Razmerja med cistatinom C in razli¢nimi katepsini
so testirali neparametri¢no ter uporabili Mann-Whitneyev in Kruskal-Wallisov test. Za
statisticno analizo klini¢nopatoloskih spremenljivk so stadije FIGO razvrstili v dve skupini:
stadij I (tumorji, lokalizirani v ovarijih) ter stadiji II, III in IV (tumorji, ki so metastazirali).
Histoloske podtipe so razdelili v tri skupine in sicer serozne, mucinske in endometroidne.
Glede na diferenciacijo so podatke razdelili v dve skupini: dobro diferencirane tumorje (nizji
razred) ter srednje in slabo diferencirane tumorje (visji razred), glede na velikost rezidualnega
tumorja po operaciji so bolnice razdelili v skupino z velikostjo rezidualnega tumorja < lcm in
skupino z velikostjo > 1 cm. Za analizo preZivetja so uporabili mediane koncentracij
katepsinov in cistatina C ter mediane njihovih razmerij. Kot prezivetje v odsotnosti bolezni so
dolocili ¢asovni interval od operacije in do ponovnega pojava bolezni ali smrti bolnice.
Enakost distribucije preZivetja so testirali z Cox-ovo univariatno regresijsko analizo (61).

Rezultate koncentracij katepsinov H, S in X v serumih bolnikov s kolorektalnim rakom so
statisticno vrednotili s programom SAS (V9.2, SAS Institute, Cary, N.C., USA) na Danskem.
Za statisticno analizo so vrednosti koncentracij pretvorili v logaritemske vrednosti. Tako je
bila izpolnjena normalnost porazdelitve in homogenost variance podatkov, razlike med
razredi pa so lahko predstavili kot razmerja. Izracunali so geometri¢ne sredine posameznih
skupin ter jih primerjali s skupino zdravih osebkov. Pri 77 bolnikih s kolorektalnim
karcinomom so analizirali tudi prognosticno vrednost katepsinov H, S in X. Uporabili so

Kaplan-Meierjevo metodo, ki vrednoti porazdelitev vrednosti glede na mediano.

V obeh primerih so bile razlike statisticno znacilne, ¢e je bila vrednost p<0,05.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 PRIPRAVA MONOKLONSKIH PROTITELES IN TESTA ELISA ZA
DOLOCANJE PROKATEPSINA X

4.1.1 PROTITELESNI ODZIV PRI IMUNIZACIJI MISI S PEPTIDI PROREGIJE
PROKATEPSINA X
Po imunizaciji miSk s konjugiranimi peptidi proregije smo z indirektnim testom ELISA

preverili titer protiteles, ki je nastal kot odziv na vbrizgan antigen. Mikrotitersko plos¢o smo
¢ez no¢ prekrili z ustreznimi peptidi s koncentracijo Spug/mL. Sledil je nanos miSjega seruma
v red¢itvah od 1/800 do 1/200.000. Kon¢no smo nanesli Se sekundarna protitelesa; kozja

protimisja Ab-HRP, red¢ena 1/3.000.

3
2,5 m 1/800
E m1/1600
< 2
2 m 1/3200
s
S 15 M 1/6400
c -
2 1 m1/12800
g 1 —
o @ 1/25600
< _ i i
0,5 - @1/51200
i, ML I LT O e
0- [0 1/204800
1. peptid 1. peptid 2. peptid 2. peptid 3. peptid 3. peptid
miska A miska B miska A miska B miska A miska B

Slika 5: Izmerjene absorbance pri indirektnem testu ELISA, s katerim smo preverjali
protitelesni odziv misi po imunizaciji s posameznimi peptidi proregije.

Odziv pri mi$ih, imuniziranih s prvim peptidom je veliko slabsi kot pri tistih, ki so bile
imunizirane z drugim in tretjim peptidom. Razlog je lahko slabsa konjugacija z nosilcem, kar
vodi v manj$o imunogenost in s tem manjsi odziv. Zelo verjetno je tudi to, da do konjugacije
pri prvem peptidu ni prislo na terminalnem cisteinu, ki smo ga dodali, pa¢ pa na cisteinu, ki je
ze prisoten v prvem peptidu (Slika 2). Konformacija vbrizganega peptida se je tako

najverjetneje razlikovala in proizvedena protitelesa niso prepoznavala peptida v raztopini.

4.1.2 TESTIRANJE HIBRIDOMOV
Z indirektnim testom ELISA smo dolocili, kateri kloni hibridomov proizvajajo protitelesa z
najboljSo afiniteto. Nanesli smo posamezne peptide s koncentracijo 1 pg/mL, nato po 100 uL
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20ji8¢ s hibridomi ter kon¢no Se sekundarna protimis§ja protitelesa Ab-HRP, red€ena 1/3.000.
Za vsak peptid smo dolocili po osem najboljsih klonov.
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Slika 6: Izmerjene absorbance pri indirektnem testu ELISA, s katerim smo dolo¢ili
hibridome, ki proizvajajo protitelesa z najboljSo afiniteto na posamezne peptide.

Tudi protitelesa, ki jih proizvajajo hibridomske celice, slabSe prepoznavajo prvi peptid.
Razlogi so najverjetneje enaki, kot pri testiranju koncentracije protiteles v misjih serumih.
Glede na odzive ter Stevilo hibridoma celic in njihovo stanje, smo za vsak peptid izolirali
protitelesa iz dveh klonov. Tako smo izolirali protitelesa 1/1 in 1/2 proti p#1, protitelesa 2/1 in

2/3 proti p#2, ter protitelesa 3/1 in 3/2 za p#3.

4.1.3 DOLOCANJE AFINITETE VEZAVE IN SPECIFICNOSTI IZOLIRANIH
PROTITELES PROTI PROKATEPSINU X

Doloc¢anje jakosti vezave izoliranih protiteles na ustrezni peptid z indirektnim testom ELISA
Z indirektnim testom ELISA smo preverili vezavo izoliranih protiteles na ustrezajoce peptide

proregije. Cez no¢ smo mikrotitersko plos¢o prekrili z raztopinami ustrezajo¢ih peptidov
proregije z masno koncentracijo 5 pg/mL. Izolirana protitelesa smo nanesli v koncentracijah
od 20 pg/mL do 1,25 pg/mL. Sekundarna, protimiSja protitelesa Ab-HRP, smo red¢ili
1/3.000.
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Slika 7: Izmerjene absorbance pri indirektnem testu ELISA, s katerim smo dolocali jakost
vezave izoliranih protiteles na posamezni peptid.

Protitelesa 3/1 in 3/2 proti p#3 najmocneje prepoznavajo ustrezni peptid.

Dolocanje jakosti vezave protiteles na prokatepsin X in njihove specifi¢nosti z indirektnim
testom ELISA ter primerjava s protitelesi 3B10
Protitelesa 1/1, 2/3 in 3/1, ki so bolje prepoznavala ustrezajo¢e peptide, smo nato z

indirektnim testom ELISA testirali Se na prokatepsin X, kot kontrolo specifi¢nosti pa smo
poleg nanesli Se aktivni katepsin X v enaki molarni koncentraciji. Koncentracija prokatepsina
X je bila 5 pg/mL, koncentracija katepsina X pa 4,60 pg/mL. Koncentracije naneSenih
protiteles so bile od 20 pg/mL do 1,25 pg/mL, sekundarna protimisja protitelesa, Ab-HRP,
smo red¢ili 1/3.000.

Vzporedno smo na enak nacin izvedli indirektni test ELISA Se s protitelesi 3B10, ki
prepoznavajo celokupni katepsin X, to je tako prokatepsin X, kot aktivni katepsin X.
Koncentraciji prokatepsina X in katepsina X sta bili enaki (5 oz 4,60 ng/mL), po optimizaciji
smo protitelesa 3B10 nanesli v koncentraciji od 20 ng/mL do 1,0625 ng/mL, kar je 1000-krat
manj kot 3/1, saj imajo precej vecjo afiniteto vezave na pro- oziroma aktivni katepsin X; s tem
smo dosegli linearno obmocje krivulje. Kot sekundarna smo nanesli protimisja protitelesa Ab-

HRP, red¢ena 1/3000.
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Slika 8: Izmerjene absorbance pri indirektnem testu ELISA, s katerim smo dolocali jakost
vezave izoliranih protiteles 1/1, 2/3 in 3/1 ter protiteles 3B10 na prokatepsin X in katepsin X.

Protitelesa 1/1, 2/3 in 3/1 so prepoznavala obe obliki katepsina X, s tem da so aktivno obliko
prepoznavala celo bolje kot proobliko, kar nas je presentilo, saj v strukturi aktivne oblike naj
ne bi bilo proregije. Mozno je, da je v raztopini aktivnega katepsina X vendarle prisotna tudi
proregija, ki je ostala v raztopini po aktivaciji in je najverjetneje Se bila vezana na aktivni
encim preko disulfidne vezi. V tem primeru je konformacija proregije lahko bolj iztegnjena in
s tem bolj podobna peptidom, proti katerim so proizvedena protitelesa, pa tudi verjetno lazje
dostopna protitelesom, saj je na aktivni del encima vezana samo na enem delu.

Protitelesa 3B10, kot pricakovano, enako mocno prepoznavajo obe obliki katepsina X in
imajo vecjo afiniteto. V nadaljnih poskusih smo se odlocili, da bomo izmed izoliranih
monoklonskih protiteles uporabili le protitelesa 3/1, ki so kazala najmocnejSo afiniteto, saj

smo sklepali, da bi bili poskusi z veliko slabsimi protitelesi 1/1 in 2/3 manj zanesljivi.

Dolocanje razlik v vezavi protiteles 3/1 pri enaki molarni koncentraciji prokatepsina X,
katepsina X in p#3
Za primerjavo smo izvedli Se indirektni test ELISA tako, da smo plos¢o prekrili s p#3 v enaki

molarni koncentraciji kot prokatepsin X in katepsin X. Koncentracije so bile: proX=5 pg/mL;
KatX-c= 4,6 pg/mL; p#3= 0,23 pg/mL. Protitelesa 3/1 smo nanesli v koncentraciji od 20 do
2,5 pg/mL, sekundarna protimisja Ab-HRP pa smo redcili 1/3000.
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Slika 9: Izmerjene absorbance pri indirektnem testu ELISA, s katerim smo primerjali jakost
vezave protiteles 3/1 na enake molarne koncentracije prokatepsina X, katepsina X in 3.
peptida.

Protitelesa 3/1 so veliko bolje prepoznavala p#3 kot prokatepsin in aktivni katepsin X.
Najverjetneje rahlo spremenjena konformacija proregije zelo vpliva na vezavo protiteles, ki so
bila proizvedena proti peptidu p#3. Vzrok za ve¢jo vezavo na peptid je tudi ta, da se priblizno
18-krat manj$i peptidi v primerjavi s prokatepsinom in 15-krat manjSi glede na aktivni

katepsin X v vecjem Stevilu vezejo na mikrotitrsko plosco.

Prekloniranje hibridomov za protitelesa 3/1 in primerjava afinitet na p#3 in proX
V nadaljnem delu smo s prekloniranjem z metodo omejenega redcenja celic za protitelo 3/1

poskusili pridobiti celicne klone, ki bi bolje prepoznavali prokatepsin X. S prekloniranjem
smo sicer dobili malenkost boljSe klone, a Se vedno nismo dosegli dovolj dobrih protiteles za
merjenje koncentracij prokatepsina X v nanomolarnem obmocju. Ob naslednji morebitni
selekciji klonov, bi bilo za selekcijo smiselno uporabiti izkljuéno proX, kar pa si zaradi
pomanjkanja le-tega v nasi Studiji nismo mogli privosciti.

Vpliv dodatka DTT na prepoznavanje prokatepsina X in aktivnega katepsina X s protitelesi 3/1
Z namenom, da bi ugotovili, ali protitelesa 3/1 res prepoznavajo bolje aktivno obliko encima
kot proobliko zaradi ugodnejSe konformacije proregije, smo proX in KatX-c, za primerjavo pa
Se p#3 (v enakih koncentracijah kot pri prejSnjem testu ELISA), nanesli na mikrotiterske
ploscice skupaj z razli€nimi koncentracijami DTT (brez DTT, 2 mM, 20 mM, 200 Mm). Pri
prej$njih Studijah (78) se je pokazalo, da ob dodatku DTT (kot idealna se je izkazala

koncentracija 20 mM), pride do cepitve disulfidne vezi med proregijo in Cys31 v aktivhem
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mestu in do aktivacije prokatepsina X brez odcepitve proregije, katera se le »umakne«.
Sklepali smo namre¢, da bi cepitev disulfidne vezi pro proX najverjetneje povzrocila boljse
prepoznavanje s strani protiteles 3/1 zaradi bolj iztegnjene konformacije in s tem vecje
dostopnosti in podobnosti s p#3. Pri KatX-c pa smo pri¢akovali slabsi odziv zaradi steri¢nih
ovir, ki jih povzroca aktivni katepsin X, saj preprecuje dostop protiteles do prostih proregij
(¢e so te res prisotne), ki se ob dodatku DTT odcepijo in samostojno adsorbirajo na plos¢ico
med njimi. Protitelesa 3/1 smo nanesli v koncentracijah od 40 pg/mL do 5 pg/mL, sekundarna

protimis$ja Ab-HRP smo red¢ili 1/3000.
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Slika 10: Absorbance pri indirektnem testu ELISA, s katerim smo preucevali vpliv DTT na
prepoznavanje prokatepsina X in katepsina X s protitelesi 3/1.

Glede na rezultate so bila nasa sklepanja pravilna. Pri proX je dodatek DTT za priblizno
100% povecal absorbanco, najmocneje pri minimalnem dodatku DTT. Pri KatX-c je dodatek
DTT komaj opazno zmanjSal absorbanco (za priblizno 15%), vendar razlike niso tako izrazite
kot pri proX. Cepitev disulfidne vezi med proregijo in aktivnim katepsinom X najverjetneje
povzro¢i manjSo dostopnost protiteles do proregije, saj se na miktotitersko plos€ico poleg
odcepljene proregije veze tudi aktivni katepsin X, ki ovira dostop protitelesom do proregije.
Zelo majhne razlike v absorbanci pri KatX-c pa so najverjetneje posledica tega, da je
konformacija proregije, vezane na katepsin X, podobna konformaciji proste proregije, vsaj v
tistem delu, ki je podoben p#3.

Dodatek DTT k raztopini p#3, kot pricakovano, ni povzrocil sprememb v absorbanci. Sklepali
smo namre¢, da v raztopini p#3 pride do tvorbe medmolekulskih disulfidnih vezi med

terminalnimi cisteini, kar pa na prepoznavanje s strani protiteles 3/1 najverjetneje ne vpliva.
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Vpliv dodatka DTT na prepoznavanje prokatepsina X in aktivnega katepsina X s protitelesi
3B10
Podobno smo za primerjavo izvedli indirektni test ELISA za protitelesa 3B10. Koncentracija

protiteles je bila od 10 ng/mL do 1,25 ng/mL, ostale vrednosti in razredCitve so bile enake.
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Slika 11: Absorbance pri indirektnem testu ELISA, s katerim smo preucevali vpliv DTT na
prepoznavanje prokatepsina X in katepsina X s protitelesi 3B10.

Pri 3B10 se je absorbanca pri pro X ob dodatku DTT minimalno povecala, vendar le pri
koncentraciji DTT 2mM in sicer za priblizno 15%, pri visjih koncentracijah pa je bil rezultat
enak. Tu cepitev disulfidne vezi med proregijo in aktivnim encimom najverjetneje nima
pretiranega vpliva in zaetni del proregije najverjetneje ni udeleZzen v strukturnem epitopu

protiteles 3B10, saj bi v nasprotnem primeru signal najverjetneje padel.

Doloc¢anje specificnosti vezave protiteles 3/1 na prokatepsin X z SDS-PAGE in prenosom
Western
Specifi¢nost vezave 3/1 protiteles smo preverjali tudi s SDS-PAGE in prenosom Western. Za

primerjavo smo analizirali Se protitelesa 3B10.
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Slika 12: Dolocanje specifi¢nosti vezave protiteles 3/1 in 3B10 na prokatepsin X in katepsin
X po SDS-PAGE in prenosu Western; vizualizacija na G-BOXU.

Po redukeiji z DTT pri SDS-PAGE ter prenosom na membrano, smo ugotovili, da protitelesa
3/1, sicer precej slabo, prepoznavajo proX in KatX-a, komaj opazno tudi KatX-b. Protitelesa
3B10 so, kot pri¢akovano, prepoznala vse naneSene oblike, razvidno pa je, da je KatX-a na
isti visini (37 kDa), kot proX. Zelo verjetno je, da se med aktivacijo s katepsinom L ni
procesiral v aktivno obliko in je najverjetneje Se vedno v proobliki. Zaradi tega protitelesa 3/1
najverjetneje prepoznajo tudi KatX-a.

Poleg tega je SDS-PAGE in prenos Western po inkubaciji s protitelesi 3B10 pokazal, da
KatX-b ni v celoti v aktivni obliki, pa¢ pa, da je v raztopini prisotna tudi prooblika katepsina
X, ki so jo protitelesa 3/1 komaj opazno prepoznala. KatX-c in KatX-d sta aktivni obliki
katepsina X, ki ju protitelesa 3/1 ne prepoznavajo. Lise med 50 in 64 kDa so posledica
nespecifi¢ne vezave protimisjih Ab-HRP, saj smo jih pri protitelesih 3/1 precej manj redc¢ili,
kar smo preverili z inkubacijo membrane samo v sekundarnimi protitelesi.

Zaklju¢imo lahko, da naSa protitelesa 3/1 specificno prepoznavajo proX, aktivne oblike
encima pa ne. Glede na literaturo je to prvi primer izolacije monoklonskih protiteles, ki
prepoznavajo izklju¢no prokatepsin X (54).

Pric¢akovali bi, da bodo protitelesa 3/1 prepoznala tudi proregijo z molekulsko maso priblizno
4kDa, katera se po prekinitvi disulfidnih vezi ob dodatku DTT pri SDS-PAGE odcepi od
aktivne oblike katepsina X in potuje hitreje, vendar tega pri nobeni obliki aktivnega katepsina

X nismo opazili, niti po nanosu vecjih koli¢in proteinov na gel in ob inkubaciji pri visji
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koncentraciji protiteles 3/1, niti pri pove€anju intenzitete osvetlitve (elektroforeza je pri tem
potekala le 1h, da odcepljena proregija ne bi oddifundirala iz gela).

Pri predhodnih raziskavah (78) so ugotovili, da protitelesa 3B10 v indirektnem testu ELISA
prepoznavajo p#l in predpostavili, da je 1. del proregije del epitopa, ki ga prepoznavajo
protitelesa 3B10. Potemtakem bi morala protitelesa 3B10 (ki imajo 1000-krat vecjo afiniteto
do katepsina X) prepoznati odcepljeno proregijo, vendar tega, niti ob vecjem nanosu
proteinov, niti ob povecani intenziteti osvetlitve, nismo zaznali. Zaznali smo sicer dve komaj
opazni lisi pri KatX-b in KatX-d, vendar sta bili pri viSini priblizno 5 kDa, pri KatX-c pa lise
nismo opazili.

Doloc¢anje prisotnosti proregije v raztopini aktivnega katepsina X z SDS-PAGE in barvanjem s

srebrom
Da bi ugotovili ali je proregija v raztopini aktivne oblike katepsina X res prisotna in ker tega s

prenosom Western ter uporabo protiteles nismo ugotovili, smo membrano po SDS-PAGE
barvali s srebrom. Pri tej metodi se nespecificno pobarvajo vsi proteini na membrani. Na gel
smo nanesli po 0,5 pg proteinov v enakem zaporedju kot prej, nanesli pa smo tudi 0,5 pg p#3

kot kontrolo ali je detekcija molekul z nizjo molekulsko maso sploh mogoca.

Slika 13: Gel po SDS-PAGE, obarvan s srebrom; dolo€anje prisotnost proregije v raztopini
aktivnega katepsina X.

Ker je elektroforeza potekala manj Casa, se prooblike in aktivne oblike katepsina X med sabo
niso dobro locile. Mocnejsi lisi med 6 in 36 kDa pri KatX-b in KatX-d sta zelo verjetno

ostanka lahke verige katepsina L (15 kDa), ki je potreben za aktivacijo katepsina X in ne
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proregiji. Nizje pa je mogoce zaznati dve lisi, ki ustrezata proregiji, ni pa lise na isti vi$ini pri
KatX-c. Pri p#3 sploh ni mogoce opaziti lise. Mozna razlaga bi bila razgradnja proregije oz.
peptida zaradi vecje obcutljivosti na reducent ali interferenca, ki jo povzroca fronta, oziroma
»loading buffer«, ki ga dodamo vzorcem, saj je marker za 4 kDa lepo opazen pod fronto, pri
vzorcih pa pod fronto ni ni¢esar. Mozno je tudi, da so zelo majhne molekule proregije in Se
manjsi peptidi Zze takoj po nanosu na gel oddifundirali v elektroforezni pufer. Ali je v
raztopini KatX-c res prisotna proregija, ki se preko disulfine vezi drzi aktivnega katepsina X,

nam torej ni uspelo dokazati.

Dolocanje uporabnosti protiteles 3/1 v direktnem testu ELISA
Primarni namen izdelave protiteles je bil pridobiti protitelesa, ki bi specificno prepoznavala

prokatepsin X, s katerimi bi lahko izvedli meritve v vzorcih z direktnim testom ELISA. Kot
Ze omenjeno, ima prokatepsin najverjetneje vecji pomen pri malignih in vnetnih procesih kot
aktivna oblika katepsina X. Izvedli smo direktni test ELISA s protitelesi 3/1, kot primerjavo
smo enak test izvedli Se s protitelesi R&D, ki prepoznavajo vse oblike katepsina X, tudi
preproobliko. Protitelesa 3/1 smo na mikrotitersko plos¢o, zaradi slabe afinitete na
mikrotitersko ploS¢o nanesli v zelo visoki koncentraciji, in sicer 40 pg/mL, standarde
prokatepsina X in katepsina X smo, po Stevilnih optimizacijah, nanesli v zelo visokem
prebitku - kar 100 pg/mL, saj smo dobili zelo nizke odzive. R&D protitelesa smo nanesli na
plos¢o v koncentraciji 2 pg/mL, prokatepsin X in katepsin X pa v koncentracijah od 100
ng/mL do 1,0256 ng/mL (1000-krat niZje koncentracije kot pri protitelesth 3/1. V obeh

primerih smo kot sekundarna protitelesa nanesli protitelesa 3B10-HRP, redcena 1/1000.
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Slika 14: Izmerjene absorbance pri direktnem testu ELISA, s katerim smo dolocali
uporabnost protiteles 3/1 za merjenje prokatepsina X v bioloskih vzorcih in vrednosti
primerjali z rezultati, dobljenimi z direktnim testom ELISA z R&D protitelesi.
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S protitelesi 3/1 smo dosegli zelo nizko obcutljivost, kljub zelo visoki naneSeni koncentraciji
tako protiteles, kot antigena. Razlog za to je lahko, poleg slabe afinitete protiteles do antigena,
stericno oviranje med protitelesi 3/1 in 3B10, ki mogoce prepoznavajo dva sosednja epitopa
na katepsinu oziroma prokatepsinu X in se medsebojno ovirata. S to metodo in protitelesi ne
bi detektirali fizioloskih in patoloskih koncentracij katepsina X v bioloSkih vzorcih. Direktni
test ELISA s primarnimi protitelesi R&D ter 3B10 kot sekundarnimi, pa se je izkazal za
dovolj obcutljivega.

Zaklju¢imo lahko, da nam ni uspelo proizvesti novih monoklonskih protiteles za test ELISA,
ki bi dovolj dobro prepoznal prokatepsin X in ga detektiral in kvantificiral v bioloSkih
vzorcih, kjer se nahaja v zelo majhnih koncentracijah. Za testiranje bioloSkih vzorcev cisticne
tekoCine smo uporabili direktni test ELISA s kombinacijo protiteles 2F12 ter 3B10 protiteles,
ki meri aktivni katepsin X. Za testiranje bioloSkih vzorcev seruma pa smo uporabili direktni
test ELISA s kombinacijo protiteles R&D ter 3B10 protiteles, ki meri celokupni katepsin X,
to je prokatepsin X in aktivni katepsin X. Bolje bi bilo, ¢e bi vse vzorce testirali z obemi
omenjenimi testi, vendar pa si tega, zaradi pomanjkanja protiteles, v nasi $tudiji nismo mogli
privosciti.

42 DOLOCANJE KONCENTRACIJ KATEPSINA X IN OSTALIH

KATEPSINOV TER CISTATINA C V CISTICNI TEKOCINI RAKA
JAJCNIKOV

Z direktnim testom ELISA (poglavje 3.2.8) smo dolocali koncentracijo katepsinov in cistatina
C v vzorcih. Uporabili smo optimizirane teste ELISA, ki jih je razvila skupina prof. dr. Janka
Kosa. Za vsak analit smo z optimizacijo metode dolocili optimalne razredCitve reagentov
(poglavje 3.1.1) in pripravili umeritveno krivuljo, s pomoc¢jo katere smo dolocili
koncentracijo katepsinov in cistatina C v vzorcih. Dolo¢ili smo tudi optimalno redcitev
vzorcev; to je tista redcCitev, pri kateri ve€ina meritev absorbanc serumskih vzorcev zavzema

vrednosti znotraj merilnega obmocja, dolo¢enega na podlagi razred¢itvene vrste standardov.

KATEPSIN B
Test smo izvedli z naslednjimi koncentracijami oz. razred¢itvami reagentov: primarna

protitelesa antiKatB: ¢ = 5 pg/mL; standard antigena KatB - red¢itvena vrsta ¢ = 67,2 ng/mL,
33,6 ng/mL, 16,8 ng/mL, 8,4 ng/mL, 4,2 ng/mL, 2,1 ng/mL, 1,05 ng/mL; sekundarna

protitelesa, konjugirana z encimom antiKatB-HRP, razred¢ena s pufrom C 1:2500.
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Redcitveno vrsto in vzorce smo na mikrotitersko plos¢ico nanesli v paralelnih meritvah.
Vzorce smo red¢ili s pufrom C v razmerju 1/16 (en del vzorca in petnajst delov pufra C).

Meja detekcije je bila 0,9 ng/mL.

absorbanca (450 nm)

o 10 20 30 40 50 &0 7o

koncentracija (ng/mL)

Slika 15: Standardna krivulja, ki smo jo uporabili pri dolo¢anju koncentracije katepsina B v
vzorcih.

KATEPSIN H
Test smo izvedli z naslednjimi koncentracijami oz. razredCitvami reagentov: primarna

protitelesa antiKatH: ¢ = 5 pg/mL; standard antigena KatH - red¢itvena vrsta: ¢ = 61,6 ng/mL,
30,8 ng/mL, 14 ng/mL, 5,6 ng/mL, 1,96 ng/mL; sekundarna protitelesa, konjugirana z
encimom antiKatH-HRP-a, razred¢ena s pufrom C 1:3000.

Redcitveno vrsto in vzorce smo na mikrotitersko plos¢ico nanesli v paralelnih meritvah.
Vzorce smo redc¢ili s pufrom C v razmerju 1/8 (en del vzorca in sedem delov pufra C); meja

detekcije je bila 2 ng/mL.
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Slika 16: Standardna krivulja, ki smo jo uporabili pri dolo¢anju koncentracije katepsina H v
vzorcih.
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KATEPSIN L
Test smo izvedli z naslednjimi koncentracijami oz. razredCitvami reagentov; primarna

protitelesa antiKatL: ¢ = 5 pg/mL; standard antigena proKatL - red¢itvena vrsta: ¢ = 124,8
ng/mL, 62,4 ng/mL, 31,2 ng/mL, 15,6 ng/mL, 7,8 ng/mL, 3,9 ng/mL; sekundarna protitelesa,
konjugirana z encimom antiKatL-HRP, razred¢ena s pufrom C 1:1500.

Redcitveno vrsto in vzorce smo na mikrotitersko plos¢ico nanesli v paralelnih meritvah.
Vzorce smo redc¢ili s pufrom C v razmerju 1/4 (en del vzorca in trije deli pufra C); meja

detekcije je bila 1,7 ng/mL.

E=1

ahsorbanca (450 nm)
1

o 50 100 150

koncentracija ng/mL

Slika 17: Standardna krivulja, ki smo jo uporabili pri dolo¢anju koncentracije katepsina L v
vzorcih.

AKTIVNI KATEPSIN X
Test smo izvedli z naslednjimi koncentracijami oz. razred¢itvami reagentov: primarna

(nevtralizacijska) protitelesa 2F12: ¢ = 5 pg/mL; standard antigena KatX-b - red¢itvena vrsta:
¢ = 65,0 ng/mL, 32,5 ng/mL, 16,25 ng/mL, 8,125 ng/mL, 4,06 ng/mL, 2,03 ng/mL, 1,016
ng/mL; protitelesa, konjugirana z encimom RB10-HRP, razred¢ena s pufrom C 1:1000.

Redcitveno vrsto in vzorce smo na mikrotitersko plos¢ico nanesli v paralelnih
meritvah. Vzorce smo red¢ili s pufrom C v razmerju 1/2 (en del vzorca in en del pufra C);

meja detekcije je bila 2 ng/mL.
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Slika 18: Standardna krivulja, ki smo jo uporabili pri dolo¢anju koncentracije katepsina X v
vzorcih.

CISTATIN C
Test smo izvedli z naslednjimi koncentracijami oz. razredCitvami reagentov: primarna

protitelesa antiCysC: ¢ = 5 pg/mL; standard antigena CysC - red¢itvena vrsta: ¢ = 9,6 ng/mL,
4,8 ng/mL, 2,4 ng/mL, 1,2 ng/mL, 0,6 ng/mL, 0,3 ng/mL, 0,15, ng/mL, 0,075 ng/mL;
sekundarna protitelesa, konjugirana z encimom antiCysC-HRP, razred¢ena s pufrom C 1:500.
Redcitveno vrsto in vzorce smo na mikrotitersko plos¢ico nanesli v paralelkah. Vzorce smo
red¢ili s pufrom C v razmerju 1/100 (en del vzorca in 99 delov pufra C); meja detekcije je bila

0,6 ng/mL.
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Slika 19: Standardna krivulja, ki smo jo uporabili pri dolo¢anju koncentracije cistatina C v
vzorcih.
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4.2.1 STATISTICNA ANALIZA MERITEV
Kot omenjeno v poglavju 3.2.8, smo koncentracije vzorcev doloc€ili s pomocjo standardov

znanih koncentracij, ki smo jih nanasali v paralelkah. Izmerjene koncentracije so znasale od
85 do 104% vrednosti pricakovanih koncentracij. Koeficient variance znotraj posamezne
plosce je bil med 5,6 in 11,6%, med plos¢ami pa med 8,5% in 14,5% (81). Vse izmerjene
vrednosti se nahajajo v PRILOGI 1.

Vrednosti katepsinov B, H, L, X in cistatina C ter njihova povezanost s klini¢no-patoloskimi
spremenljivkami
Mediane (25. - 75. percentil) koncentracij katepsinov B, H, L, X in cistatina C so bile 97 (42-

203), 18 (12-32), 61 (37-108), 20 (13-47), 657 (501-805).

Tabela XIV: Povezava med medianami (25.-75. percentil) koncentracij katepsinov H, B, L
in X ter cistatina C (ng/mL) v cisti¢ni tekocini in klini¢no-patolos§kimi znacilnostmi bolnic;
statisticna znacilnost je za katepsine B, H in L definirana glede na test ANOVA in Studentov
t-test, za katepsin X in cistatin C pa so bile vrednosti Se dodatno normalizirane z Ln
transformacijo.

znacdilnost katepsin B katepsin H katepsin L. | katepsin X cistatin C
starost p = 0,049 p=0,931 p = 0,950 p = 0403 p=0,673
< mediana 64 (32-159) |19 (11-32) 67 (16-110) |21 (13-40) | 640 (501-805)
> mediana 126 (60-251) | 18 (12-29) 54 (40-104) |19 (11-49) |663 (491-805)
histologija p=0,791 p = 0,055 p = 0,485 p = 0,329 p = 0,037
serozni 86 (48-234) |18 (12-24) 66 (45-116) |19 (6-46) 640 (561-804)
mucinski 55(23-196) |30 (12-62) 85 (1-108) 20 (16-45) |531 (296-805)
endometroidni | 80 (25-162) | 16 (1-36) 46 (1-89) 20 (10-58) | 811 (594-1079)
stadij FIGO p = 0,087 p = 0,654 p = 0,502 p=0913 p =0,415
I 53 (21-164) |15 (9-51) 61 (1-109) 19 (14-39) | 728 (350-822)
>1I 115 (61-246) | 18 (15-28) 61 (40-108) |20 (11-50) |645 (516-762)
diferenciacija p = 0,545 p = 0,059 p=0,678 p =0,266 p=0,071
dobra (1) 45 (22-203) | 25(11-59) 67 (1-115) 21 (17-43) |501 (287-805)
srednja (2)
slaba (3) 99 (45-212) |18 (12-26) 57 (36-93) 19 (10-49) | 665 (541-806)
velikost
tumorja po
operaciji p = 0,802 p=0,373 p = 0,554 p = 0,484 p = 0,591
<1cm 94 (38-214) |18 (11-30) 64 (40-111) |20 (12-48) | 650 (491-805)
>1cm 98 (54-236) |21 (18-46) 62 (27-80) 20 (17-42) | 652 (540-798)

Katepsin B je bil znacilno povisan pri bolnicah, starejSih od 57 let (p = 0,049). Koncentracije
cistatina C so se med razli¢nimi histoloskimi podtipi znacilno razlikovale in so bile najvi§je
pri endometroidnem podtipu (p = 0,037). Koncentracija katepsina H je bila rahlo visja pri
bolnicah z mucinskim histoloskim podtipom (p = 0,055) ter pri bolj diferenciranih tumorjih (p

=0,059), vendar ne statisticno znacilno.
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Razmerja med cistatinom C in katepsini ter njihova povezanost s klini¢no-patoloSkimi
spremenljivkami

Mediane (25.-75. percentil) razmerij med cistatinom C in katepsini B, H, L in X so 7 (3-13),
28 (17-56), 10 (7-21) in 30 (13-54).

Tabela XV: Povezave med medianami (25.-75. percentil) razmerij cistatina C (cisC) in
katepsinov (kat) cisti¢ni tekocini ter klini¢no-patoloskimi spremenljivkami.

znacCilnost cisC/katB cisC/katH cisC/katL cisC/katX

starost p =0,07 p = 0,691 p = 0,635 p =0,517
< mediana 10 (4-17) 26 (17-61) 11 (7-63) 30 (13-54)
> mediana 6 (3-11) 36 (18-55) 10 (7-21) 32 (13-56)

histologija p=0,717 p=0,012 p=0,216 p = 0,035
serozni 9 (3-16) 38 (14-90) 10 (7-17) 40 (24-138)
mucinski 6 (3-13) 17 (13-27) 17 (5-150) 19 (10-30)
endometroidni 10 (4-261) 70 (16-9433) |15 (9-993) 47 (12-122)

stadij FIGO p = 0,025 p = 0,890 p= 0,579 p = 0,867
1 9 (4-26) 28 (14-90) 12 (7-238) 25 (12-50)
>1I 7 (3-12) 30 (21-52) 10 (7-20) 32 (13-56)

stopnja

diferenciacije p = 0,742 p = 0,031 p=0,414 p = 0,039
dobra (1) 7 (3-13) 18 (12-33) 8 (5-194) 20 (10-30)
srednja (2) +slaba (3) | 8 (3-15) 36 (21-62) 10 (8-21) 37 (13-70)

velikost tumorja

po operaciji p=0,871 p = 0,482 p = 0,465 p = 0,808
<1cm 8 (3-13) 27 (17-61) 10 (7-20) 30 (13-54)
>1cm 6 (3-16) 29 (18-36) 11 (9-25) 82 (17-40)

Razmerje cisC/katB je bilo znacilno nizje (p = 0,025) pri bolnicah v vi§jih stadijih FIGO (>
II), kar pomeni, da je razmerje vecje pri nemetastatskem epitelijskem ovarijskem karcinomu
kot pri metastatskem. Razmerji cisC/katH in cisC/katX se statisti¢no znacilno razlikujeta (p =

ey

Znacilno visji sta pri slabo diferenciranih tumorjih (p = 0,031 in p = 0,039).
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Slika 20: A: razlika v razmerjih CisC/KatB med bolnicami z metastatskim tipom (n=20) in
nemetastatskim (n=30) EOK; p= 0,025. B: razlika v razmerjih CisC/KatH med bolnicami s
seroznim (n=23), mucinoznim (n=14) in endometroidnim (n=6) tipom EOK; p=0,012.
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Slika  21:

Katepsini in cistatin C kot napovedni dejavniki preZivetja bolnic z ovarijskim rakom

C: razlika v
CisC/KatX pri bolnicah s seroznim (n=23),
mucinoznim (n=14) in endometroidnim
(n=6) tipom EOK; p=0,035.

razmerjih

Tabela XVI: Univariantna analiza katepsinov B, H, L, X, cistatina C in drugih potencialnih
pokazateljev prezivetja do ponovnega pojava bolezni pri ovarijskem raku.

mediana relativna rizi€nost | 95% interval zaupanja | vrednost p
starost 57 let 1,51(0,65-3,42) 0,345
histologija serozni 5,36 | (1,20-23,89) 0,028

mucinski 1

endometroidni 1,31](0,12-14,34) 0,827
FIGO stadij [ 1

stadij > 11 851(2,44-2961) 0,014
diferenciacija dobra (1) 1

slaba (2+3) 59,9 (1,13-3162) 0,043
velikost tumorja po operaciji <lcm 1

>1cm 5,631(2,15-14,76) < 0,001
CA125 v serumu pred operacijo 126 U/mL 2,66 | (1,04-6,85) 0,042
KatB (CT) 97 ng/mL 1,29 | (0,56-2,95) 0,551
KatH (CT) 18 ng/mL 1,17(0,51-2,67) 0,707
KatL (CT) 61 ng/mL 1,03 | (0,45-2,33) 0,952
KatX (CT) 20 ng/mL 1,16 | (0,51-2,64) 0,722
CisC (CT) 657 ng/mL 1,38 |(0,59-3,21) 0,448
CisC/KatB (CT) 7 1,13 |(0,49-2,60) 0,771
CisC/KatH (CT) 28 1,19 |(0,52-2,73) 0,68
CisC/KatL (CT) 10 1,14 0,50-2,59) 0,759
CisC/KatX (CT) 30 1,95 | (0,82-4,66) 0,132

Vrednosti cistatina C in katepsinov ter njihovih razmerij smo porazdelili na vrednosti nizje od

mediane ter vrednosti vi§je od mediane. Z upoStevanjem 95% intervala zaupanja in uporabo

univariantne analize, smo dolo¢ili stopnjo tveganja za ponoven pojav bolezni. Noben izmed

katepsinov ali razmerja med cistatinom C in katepsini, se niso izkazali kot znacilni napovedni

dejavniki prezivetja brez pojava bolezni, kot znacilni pa so se izkazali ostali klini¢ni in

patoloski pokazatelji, med katerimi je najbolj relevantna velikost rezidualnega tumorja po

operaciji.

Nasa Studija je bila enojno slepa in retrospektivna. Sklepali smo, da rakave celice izlo¢ajo v

cisti¢no teko¢ino mnoge presnovke in encime, med katerimi so tudi katepsini. Izmerili smo
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visoke koncentracije katepsinov B, H, L in X ter cistatina C, kar naSo predpostavko tudi
potrjuje. Nasa hipoteza je bila, da je nesorazmerje med katepsini in njihovim endogenim
inhibitorjem cistatinom C odgovorno za progresijo in metastaziranje epitelijskega ovarijskega
karcinoma (EOK), kar potrjujejo tudi Stevilne Studije, kjer so proucevali razmerje med
katepsinom B in cistatinom C pri rakavih bolnikih in nerakavih kontrolah (56,60,76,77).
Razmerje CisC/KatB v cisti¢ni tekocini je bilo znacilno nizje pri visjih stadijih ovarijskega
raka v primerjavi z zafetnimi lokaliziranimi tumorji in je najverjetneje povezano z
metastatskim potencialom tumorja. ZniZana koncentracija cistatina C ne uspe zavirati
povecane aktivnosti cisteinskih katepsinov pri malignih procesih, poleg tega pa je tudi
sposobnost vezave na katepsine najverjetneje slabsa zaradi manjse afinitete, kar prepreci
njihovo inhibicijo. Tudi pri drugih vrstah raka so izmerili nizje razmerje CisC/KatB pri
bolnikih z metastazami v primerjavi z bolniki v zgodnejsih stadijih (60,76,77). V podobno
izvedeni Studiji, kjer so izmerili vi§je vrednosti katepsina B v cisticni teko¢ini malignih
seroznih tumorjih kot v benignih, so opazili tudi visoko povezanost s cistatinom C, ki se je
dodatno zvisal (56), kar najverjetneje kaze njegovo slabSo moznost inhibicije. Tudi razmerje
CisC/KatB bi lahko bilo uporabno za raziskovanje same agresivnosti in napredovanja EOK,
vendar niti koncentracija katepsina B niti razmerje s cistatinom C ni povezano s celokupnim
prezivetjem bolnic do ponovitve bolezni.

Razlike v vrednostih katepsina L se niso izkazale kot znacilne, kar nas je presentilo, saj so v
podobno izvedeni Studiji v razli¢nih histoloSkih podtipih izmerili nasprotno (56); slednje le Se
potrjuje, da so potrebne Se dodatne Studije na obseznejSih skupinah bolnic z razli€nimi
vrstami ovarijskega raka.

Razmerji CisC/KatX in CisC/KatH sta bili znac¢ilno nizji pri mucinskem histoloSkem podtipu
EOK ter pri dobro diferenciranih tumorjih v primerjavi z drugimi histoloskimi podtipi in slabo
diferenciranimi tumorji. Za to povezavo je najverjetneje vzrok, da je bilo 92,3% dobro
diferenciranih tumorjev mucinskega tipa, slabo diferencirani pa so bili seroznega ali
endometroidnega podtipa. Katepsin H je bil precej bolj izrazen pri mucinskem tipu EOC, in je
bil mejno znadilno nizji pri slabo diferenciarnih tumorjih. NaSi rezultati se ujemajo z
ugotovitvami, da je katepsin H pri razlicnih vrstah raka bodisi poviSan ali znizan (80).
Koncentracije katepsina H in cistatina C, niti njuno razmerje niso povezani s celokupnim
prezivetjem bolnic do ponovitve bolezni.

Sprva so menili, da je katepsin X vecinoma udelezen v regulaciji imunskega odziva in ne v
razgradnji zunajceli¢nega matriksa. Povecano izrazanje v tumorjih vefinoma povezujejo z

ve€jo invazivnostjo celic, najverjetneje preko mehanizma aktivacije integrinov (24). Sklepajo
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pa, da je najverjetneje udelezen v zgodnejSih fazah napredovanja raka in manj v poznejsih
fazah, kot je metastaziranje (26). V cisti¢ni tekoCini smo izmerili priblizno 10-krat visjo
vrednosti katepsina X, kot so jo izmerili v serumu rakavih bolnikov (52), kar kaze, da se
katepsin X iz rakavih celic spros€a v cisticno tekoc¢ino. Katepsin X, Se bolj kot tumorske
celice, izlo€ajo imunske celice, infiltrirane v tumorskem tkivu, ki ga ob aktivaciji Se bolj
pospeseno izlocajo v aktivni, Se bolj pa v prekurzorski obliki. Vrednosti aktivnega katepsina
X se niso razlikovale med razli¢no starimi bolniki, histoloskimi podtipi, stadiji, stopnjami
diferenciacije ali glede na velikost rezidualnega tumorja.

Razmerje CisC/KatX se ni bistveno razlikovalo glede na starost bolnikov, stadij FIGO ter
velikost rezidualnega tumorja. So pa bile vrednosti, kot Ze prej omenjeno, nizje pri
mucinskem tipu, ter pri bolj diferenciranih tumorjih, kar je, podobno kot pri katepsinu H,
povezano z boljSo prognozo in bi bilo lahko uporabno pri nacrtovanju terapije. Vendar pa je ta
povezava precej vprasljiva, saj cistatin C precej slabse inhibira katepsin X kot ostale katepsine
(33). Katepsin X je udelezen tudi v procesih protitumorskega imunskega odziva (20), zaradi
Cesar ima pri raku lahko protektivno vlogo. Prezivetvena analiza v tej Studiji ni razjasnila
protektivne ali spodbujajoce vloge aktivnega katepsina X pri raku, saj nismo opazili
povezanosti s prezivetjem bolnic do ponovnega pojava bolezni.

Razli¢ne vrednosti katepsinov pri razli¢nih klini¢nopatoloskih parametrih, kot je na primer
histoloski podtip, bi lahko bile v pomo¢ pri razumevanju razvoja in progresije EOK. Potrebno
bi bilo izvesti Studijo na vecji in ¢imbolj heterogeni skupini bolnic, da bi lahko bolje
opredelili vlogo posameznih katepsinov in cistatina C pri ovarijskem raku, najboljSe ob
socasnem merjenju vrednosti tako v cisti¢ni tekocini kot v serumu, s ¢imer bi pridobili veliko
ve¢ informacij o samem poteku bolezni. Poleg tega bi bilo bolj smiselno izmeriti vrednosti
tudi prokatepsina X ali vsaj vrednosti celokupnega katepsina X (to je prokatepsina X in
katepsina X), glede na to, da imunske celice, infiltrirane med tumorsko tkivo najverjetneje

pospeseno izloc¢ajo predvsem prokatepsin X.

43 DOLOCANJE KONCENTRACIJ KATEPSINA X IN OSTALIH
KATEPSINOV V SERUMU BOLNIKOV S KOLOREKTALNIM RAKOM IN
KONTROLNIH SKUPINAH

Tudi vrednosti omenjenih katepsinov v serumih smo dolocali z direktnimi testi ELISA
(poglavje 3.2.8), ki jih je razvila skupina prof. dr. Janka Kosa. Teste smo optimizirali za

doloc¢anje serumskih vrednosti podobno kot pri cisti¢nih tekocinah.
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Vse izmerjene vrednosti se nahajajo v PRILOGI 2.

KATEPSIN H
Test smo izvedli z naslednjimi koncentracijami oz. razred¢itvami reagentov: primarna

protitelesa antiKatH: ¢ = 5 pg/mL; standard antigena KatH - red¢itvena vrsta: ¢ = 30,8 ng/mL,
15,4 ng/mL, 7,7 ng/mL, 3,85 ng/mL, 1,925 ng/mL, 0,9625 ng/mL, 0,4813 ng/mL; protitelesa,
konjugirana z encimom antiKatH-HRP-b, razred¢ena s pufrom C 1:2000.

Vzorce smo red¢ili s pufrom C v razmerju 1/2 (en del vzorca in en del pufra C). Red¢itveno
vrsto standardov smo na mikrotitersko ploscico nanasali v paralelkah; meja detekcije je bila 2

ng/mL.
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Slika 22: Standardna krivulja, ki smo jo uporabili pri dolo¢anju koncentracije katepsina H v
vzorcih.

KATEPSIN S
Test smo izvedli z naslednjimi koncentracijami oz. razredCitvami reagentov: primarna

protitelesa antiKatS: ¢ = 5 pg/mL; standard antigena proKatS - red¢itvena vrsta: ¢ = 30,8
ng/mL, 15,4 ng/mL, 7,7 ng/mL, 3,85 ng/mL, 1,925 ng/mL, 0,9625 ng/mL, 0,4813 ng/mL;
protitelesa, konjugirana z encimom antiKatS-HRP, razred¢ena s pufrom C 1:9000.

Vzorce smo redcili s pufrom C v razmerju 1/2 (en del vzorca in en del pufra C). Red¢itveno
vrsto standardov smo na mikrotitersko plos¢ico nanesli v paralelkah; meja detekcije je bila 4

ng/mL.
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Slika 23: Standardna krivulja, ki smo jo uporabili pri dolo¢anju koncentracije katepsina S v
vzorcih.

CELOKUPNI KATEPSIN X
Test smo izvedli z naslednjimi koncentracijami oz. razredCitvami reagentov: primarna

protitelesa R&D: ¢ = 5 pg/mL, nanos po 50 pL/luknjico; standard antigena proX - redCitvena
vrsta: ¢ = 65,0 ng/mL, 32,5 ng/mL, 16,25 ng/mL, 8,125 ng/mL, 4,06 ng/mL, 2,03 ng/mL,
1,016 ng/mL; sekundarna konjugirana z encimom 3B10-HRP, razred¢ena s pufrom C 1:1000.

Redcitveno vrsto standardov smo na mikrotitersko plos¢ico nanesli v paralelkah. Vzorce smo

redcili s pufrom C v razmerju 1/2 (en del vzorca in en del pufra C); meja detekcije je bila 2

ng/mL.
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Slika 24: Standardna krivulja, ki smo jo uporabili pri dolo¢anju koncentracije celokupnega
katepsina X v vzorcih.
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4.3.1 STATISTICNA ANALIZA MERITEV
Kot omenjeno v poglavju 3.2.8, smo koncentracije vzorcev doloc€ili s pomocjo standardov

znanih koncentracij, ki smo jih nanasali v paralelkah. Izmerjene koncentracije so znasale od

81 do 109% vrednosti pricakovanih koncentracij. Koeficient variance znotraj posamezne

plosce je bil med 1,2 in 18,4% (upostevane so samo vrednosti standardov, saj vzorcev nismo

nanasali v paralelkah), med plo§¢ami pa med 1,2 in 8,8% (81).

Tabela XVII: Primerjava izmerjenih vrednosti katepsinov X, S in H med posameznimi
skupinami vzorcev.

Stevilo povprecna | standardna

skupina opazovanih | analit | Stevilo | mediana | minimum | maksimum | vrednost | deviacija
kolorektalni 77 | katx 77 16,26 5,86 40,37 17,37 6,99
karcinom kats 77 15,78 5,98 40,08 16,56 5,78
kath 77 2,79 1,99 19,64 4,72 4,04

adenom 77 | katx 77 17,12 4,06 39,96 17,78 6,47
kats 77 15,37 7,07 42,99 16,45 5,66

kath 77 4,01 1,45 26,66 5,69 4,92

drugo 77 | katx 77 17,39 2,00 61,49 18,45 8,70
kats 77 14,83 1,53 33,86 15,78 5,52

kath 77 3,67 1,43 52,34 5,72 6,68

zdravi osebki 77 | katx 77 17,12 5,36 99,52 18,69 11,39
kats 77 15,58 2,01 61,60 16,53 7,58

kath 77 2,00 1,24 39,70 5,20 5,91

KATEPSIN H
Tabela XVIII: Mediane in intervali zaupanja za vrednosti katepsina H glede na skupino
zdravih osebkov.

razlika v % glede na 95% interval zaupanja (primerjava z
skupina mediana zdrave osebke zdravimi osebki)

zdravi osebki 3,61 3,05-4,26
kolorektalni karcinom 3,65 1,1% vi§ji 2,43-5,46 (20,2 nizji-28,2% visji)
adenom 4,23 17,1% visji 2,82-6,32 (7,4% nizji-48,4% visji)
drugo 4,05 12,2% visji 2,70-6,07 (11,4% niZji-42,4% visji)
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Slika 25: Prikaz median posameznih skupin ter obmocje vrednosti koncentracij katepsina H v
vzorcih v v intervalu s 95% zaupanjem.
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Vrednost p(tip 1I1)=0,48, kar pomeni, da se vrednosti skupin bolnikov s kolorektalnim
karcinomom, adenomom in drugimi boleznimi statisti¢cno znacilno ne razlikujejo od vrednosti

skupine zdravih osebkov.

Kaplan-Meierjeva ali prezivetvena krivulja prikazuje porazdelitev median in njihov pomen pri

Casu prezivetja bolnikov.
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Slika 26: Kaplan-Meierjeva krivulja prikazuje povezavo med koncentracijami katepsina H in
verjetnostjo prezivetja bolnikov. Rdeca barva pomeni vrednosti katepsina H, ki so visje od
mediane, modra pa vrednosti, ki so nizje od mediane.

Vrednost p=0,12, kar pomeni da vi§je vrednosti katepsina H v serumu bolnikov s
kolorektalnim rakom niso povezane s prognozo bolezni. Relativna rizi¢nost je pri 95%

koeficientu zaupanja (0,87-3,24) 1,68.

KATEPSIN S

Tabela XIX: Mediane in intervali zaupanja za vrednosti katepsina S glede na skupino zdravih
osebkov.

razlika v % glede | 95% interval zaupanja (primerjava z
skupina mediana na zdrave osebke zdravimi osebki)
zdravi osebki 15,06 13,80-16,43
kolorektalni karcinom 15,66 4% visji 12,68-19,32 (8,1% nizji-17,6% visji)
adenom 15,65 3,9% vi§ji 12,68-19,32 (8,1% nizji-17,6% visji)
drugo 14,7 2,4% nizji 11,91-18,14 (13,7% nizji-10,4% visji)
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Slika 27: Prikaz median posameznih skupin ter obmocje vrednosti koncentracij katepsina S v
vzorcih v v intervalu s 95% zaupanjem.

Vrednost p (tip III) je 0,69, kar pomeni, da se vrednosti skupin bolnikov s kolorektalnim
karcinomom, adenomom in drugimi boleznimi ¢revesja statisticno znacilno ne razlikujejo od

vrednosti skupine zdravih osebkov.

Kaplan-Meierjeva ali prezivetvena krivulja prikazuje porazdelitev median in njihov pomen pri

Casu prezivetja bolnikov.
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Slika 28: Kaplan-Meierjeva krivulja prikazuje povezavo med koncentracijami katepsina S in
verjetnostjo prezivetja bolnikov. Rdeca barva pomeni vrednosti katepsina S, ki so vi§je od
mediane, modra pa vrednosti, ki so nizje od mediane.

Vrednost p=0,27, kar pomeni da vrednosti katepsina S v serumu bolnikov s kolorektalnim
rakom niso povezane s prognozo bolezni. Relativna rizi¢nost je pri 95% koeficientu zaupanja

(0,75-2,76) 1,44
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KATEPSIN X

Tabela XX: Mediane in intervali zaupanja za vrednosti katepsina X glede na skupino zdravih
osebkov.

razlika v % glede na | 95% interval zaupanja (primerjava z
skupina mediana zdrave osebke zdravimi osebki)
zdravi osebki 16,92 15,30-18,71
kolorektalni karcinom 16,07 5% nizja 12,61-20,49 (17,6% nizji-9,5% visji)
adenom 16,68 1,4% niZja 13,01-21,25 (15,0% nizji-13,6% visji)
drugo 16,24 4% niZja 12,74-20,71 (16,7% nizji-10,7% visji)
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Slika 29: Prikaz median posameznih skupin ter obmocje vrednosti koncentracij katepsina X v
vzorcih v intervalu s 95% zaupanjem.

Vrednost p(tip I111)=0,89, kar pomeni, da se vrednosti skupin bolnikov s kolorektalnim
karcinomom, adenomom in drugimi boleznimi Crevesja statisticno signifikantno ne razlikujejo

od vrednosti skupine zdravih osebkov.

Kaplan-Meierjeva krivulja prikazuje porazdelitev median in njihov pomen na ¢as prezivetja

bolnikov.
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Slika 30: Kaplan-Meierjeva krivulja prikazuje povezavo med koncentracijami katepsina X in
verjetnostjo prezivetja bolnikov. Rdeca barva pomeni vrednosti katepsina X, ki so visje od
mediane, modra pa vrednosti, ki so nizje od mediane.
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Vrednost p=0,028, kar pomeni da so vi§je vrednosti katepsina X v serumu bolnikov s
kolorektalnim rakom povezane s slabSo prognozo in s tem krajSim prezivetjem. Relativna

rizi¢nost je pri 95% koeficientu zaupanja (1.07-4.05) 2,08.

Tudi v tem primeru smo izvedli enojno slepo retrospektivno Studijo bolnikov s kolorektalnim
rakom. Za dolocitev diagnosti¢nega pomena katepsinov X, H in S smo v $tudijo vkljucili tudi
skupine bolnikov z adenomom, ostalimi, predvsem vnetnimi boleznimi ¢revesja in skupino
zdravih osebkov. Skupine so se ujemale glede spola in starosti. V dosedanjih Studijah so Ze
dolocali serumske koncentracije katepsinov B, L, D in H pri kolorektalnem raku (1,51,59), ne
pa katepsinov X ali S.

1z rezultatov je razvidno, da nobeden izmed katepsinov nima diagnosti¢nega potenciala niti za
odkrivanje bolnikov s kolorektalnim rakom, niti za razlikovanje med benignimi in malignimi
spremembami na ¢revesni sluznici. Pri bolnikih z rakom prostate so bile celokupne vrednosti
katepsina X v serumu precej visje od nasih (54), kar razlagamo z uporabo razli¢nih protiteles
in standardov v testu ELISA. Za primerjavo rezultatov med S$tudijami bi bilo smiselno
poenotiti teste in standardizirati postopek.

Zanimivo je, da celokupni katepsin X ni bil spremenjen v skupini bolnikov z vnetnimi
boleznimi Crevesja, glede na vlogo, ki jo ima katepsin X v teh procesih. Ta rezultat se
razlikuje od prejsnje Studije nase skupine, kjer so bile pri bolnicah z vnetno obliko raka dojke
serumske vrednosti aktivnega katepsina X moc¢no znizane (52), ujema pa se s sklepanjem o
ve¢jem pomenu in izlo¢anju predvsem prokatepsina X, na racun katerega se katepsin X
verjetno zniza. To kaze na heterogenost mehanizmov in vloge katepsinov pri posameznih
vrstah raka.

Sprva je bil namen te Studije dolo¢iti zgolj diagnosti¢no vrednost katepsinov, za dolo¢anje
prognosti¢ne vrednosti pri skupini z rakom pa smo se odlocili Sele naknadno. Zaradi same
narave prvotno nacrtovane Studije zbrani klini¢ni in patoloski podatki za to vrsto analize niso
popolni.

Izkazalo se je, da so viSje vrednosti celokupnega katepsina X v serumu bolnikov s
kolorektalnim rakom statistiéno znacilno povezane s krajSim prezivetjem in s tem slabSo
prognozo bolezni. To nas je precej presenetilo, saj naj bi bil katepsin X udelezen predvsem v
zacetnih fazah malignih bolezni (26). Razlika od Studije na ovarijskem karcinomu je ta, da
smo tu dolocali celokupni katepsin X, torej tudi prokatepsin X. Katepsin X je, najverjetneje
preko imunskih celic infiltriranih v tumorsko tkivo, udelezen pri povecani invazivnosti

tumorja in s tem s krajSim preZivetjem. Aktivirane imunske celice izlocajo namre¢ velike
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koli¢ine predvsem prokatepsina X, ki poveca motiliteto celic zaradi interakcij z integrinskimi
receptorji, pri tem pa spodbuja tudi druge imunske celice, ki imajo tumor promotorsko
delovanje zaradi spros€anja citokinov in drugih vnetnih faktorjev. Aktivirane imunske celice,
kot so makrogafi in limfociti T, namreC razgrajujejo zunajceli¢ni matriks, kar najverjetneje
dodatno vpliva na potek bolezni.

Celokupni in verjetno prokatepsin X v serumu bi lahko bil uporaben prognosti¢ni kazalec za
doloc¢anje rizi¢nosti pacientov s kolorektalnim rakom za ponovitev bolezni in bi lahko sluzil
za izbiro optimalne terapije in oskrbe pacientov. Uporabnost bi bilo potrebno potrditi na
dodatnih klini¢nih $tudijah, ki bi vklju€evale vecje Stevilo pacientov.

Katepsina S in H nista izkazala prognosti¢ne vrednosti za napoved celokupnega prezivetja

bolnikov.

62



Vizin T: Dolo¢anje prognosti¢ne in diagnosti¢ne vrednosti katepsina X pri ovarijskem in
kolorektalnem raku. Diplomsko delo

S SKLEPI

Glede na literaturo smo predvidevali, da ima povecano izrazanje in izloanje prokatepsina
X pomembno vlogo v malignih procesih.

Z imunizacijo mis$i s peptidi, ki predstavljajo proregijo, smo pridobili monoklonska
protitelesa, ki specifi¢no prepoznavajo prokatepsin X. Ugotovili smo, da minimalne razlike
v strukturi epitopa med posameznim peptidom in proregijo prokatepsina X, povzrocijo
precej slabSe prepoznavanje nativnega antigena s strani pridobljenih protiteles. Z dodatkom
reducenta DTT, ki cepi disulfidno vez med proregijo in Cys31 v aktivnem mestu, smo
dosegli 100% boljSo afiniteto protiteles na prokatepsin X, najverjetneje zaradi bolj
iztegnjene konformacije proregije in s tem vecéje podobnosti s peptidom proregije. Pri
indirektnem testu ELISA so pridobljena protitelesa prepoznavala tudi aktivno obliko
katepsina X, za kar je mogoce kriva prisotnost proregije v standardu.

Ker se pri fizioloskih pogojih proregija po odcepitvi in redukciji disulfidne vezi
najverjeteneje odstrani, bi taka protitelesa omogocala detekcijo izkljuéno prokatepsina X v
bioloskih vzorcih. Pridobljena protitelesa so imela premajhno afiniteto do prokatepsina X
za prepoznavanje nanomolarnih koncentracij v bioloSkih vzorcih z direktnim testom
ELISA. To bi bilo mozZno izboljsati z dodatnim prekloniranjem ali ponovno imunizacijo
misi s prokatepsinom X.

Aktivna oblika katepsina X, dolocana v cisti¢ni tekocini ovarijskega raka z testom ELISA,
ni izkazala napovednega potenciala za potek in ponovitev bolezni. Razmerja vrednosti med
cistatinom C in posameznimi katepsini pa so bila povezana s stopnjo bolezni. Nizje
razmerje CisC/KatB pri visji stopnji je pokazatelj slabe prognoze, kar je najverjetneje
povezano s slabSim inhibitornim potencialom cistatina C. Nizje vrednosti razmerij
Cis/KatH in CisC/KatX pri manj agresivnem in bolj diferenciranem ovarijskem raku pa so
pokazatelji boljSe prognoze.

Celokupne vrednosti katepsina X smo z testom ELISA dolocali v serumih bolnikov s
kolorektalnim rakom. V povpre¢ju se te vrednosti niso razlikovale med skupinami
bolnikov s kolorektalnim rakom, adenomom, drugimi (vnetnimi) ¢revesnimi boleznimi in
kontrolno skupino zdravih osebkov. Izkazalo pa se je, da so viSje vrednosti celokupnega
katepsina X, za razliko od katepsina H in S, v serumu bolnikov s kolorektalnim rakom

znacilno povezane s krajSim prezivetiem bolnikov. To kaze na pomembno vlogo
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prokatepsina X v malignih procesih, ki smo ga skupaj z ostalimi oblikami dolocali s tem
testom.

Katepsin X, posebej pa njegova prooblika, bi lahko bil uporaben prognosti¢ni kazalec za
napoved poteka rakavega obolenja in kot pomo¢ pri nacrtovanju ustrezne obravnave
bolnikov. Vendar je za natan¢nejSo opredelitev njegove uporabnosti potrebno razviti teste,
ki bodo specificno dolocali prokatepsin X v serumu, jih standarizirati in preveriti njihovo

delovanje na vecjih in bolj heterogenih skupinah bolnikov z rakom.
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PRILOGE

PRILOGA 1

Tabela i: Izmerjene vrednosti katepsinov in cistatina C v vzorcih cisticne tekocine
ovarijskega raka.

katepsin B | katepsin H | katepsin L | katepsin X | cistatin C

§t. vzorca koncentracija (ng/mL)

1 >268,8 18,504 25,19 47,815 663,18
2 104,12 7,3541 33,57 68,129 734,06
3 244,89 11,416 130,75 | >Max 628,98
4 >268,8 17,879 336,09 | >Max 604,78
5 29,99 10,772 43,94 9,2349 760,22
6 80,30 3,5381 102,39 18,92 828,25
7 104,66 17,366 | < 0,95 26,376 719,11
8 35,20 18,212 107,04 | >Max 467,02
9 19,15 0,1|<0,95 19,278 1204,91
10 85,52 18,132 32,71 21,112 640,08
11 66,85 23,685 30,58 50,212 624,75
12 319,95 30,528 63,21 65,507 693,84
13 -0,45 0,1]<0,95 2,8329 856,04
14 24,62 57,889 54,03 31,175 263,54
15 59,65 18,246 134,69 33,598 1436,98
16 171,90 28,422 122,60 16,618 501,18
17 146,14 12,116 68,44 22,534 764,96
18 0,98 60,904 | < 0,95 35,437 691,52
19 <1,008 9,868 | < 0,95 8,7177 473,80
20 45,36 0,1<0,95 19,34 324,01
21 71,25 50,182 115,78 0,1 1177,22
22 247,42 25,111 48,62 38,145 501,63
23 26,63 42,086 57,30 24,855 820,14
24 48,06 | >Max 66,32 24,886 808,06
25 61,33 18,664 110,31 40,525 1828,11
26 >268,8 17,769 70,66 49,958 482,27
27 110,37 18,853 73,64 18,832 459,14
28 <1,008 4,2194 22,76 0,1 |<1,00
29 102,80 33,91 49,04 16,288 400,29
30 29,67 14,815 134,48 | >Max 318,09
31 129,43 23,554 55,44 35,365 495,29
32 42,15 9,6227 44,83 0,1 561,21
33 168,34 17,015 100,17 14,878 830,12
34 <1,008 7,4804 | < 0,95 12,947 268,66
35 43,97 10,408 43,79 17,196 304,62
36 >268,8 >Max 119,49 | >Max 805,58




37 72,24 33,52 50,65 3,685 681,72
38 70,39 28,598 53,41 13,39105 632,74
39 64,37 | >Max 66,89 39,4035 804,94
40 125,91 12,127 38,41 10,50995 803,93
41 37,08 12,182 | < 0,95 16,033 597,65
42 49,98 23,874 111,20 24,71 582,18
43 25,82 19,582 | < 0,95 7,86855 400,99
44 18,96 12,292 | < 0,95 9,22345 | < 1,00

45 19,74 20,468 71,00 5,67425 718,44
46 126,25 32,235 64,32 11,7705 500,10
47 178,54 14,856 | < 0,95 19,432 665,17
48 >268.,8 35,894 64,80 56,442 621,62
49 234,37 18,222 136,37 46,1145 274591
50 263,77 51,991 110,04 21,3595 827,60
51 >268.,8 22,953 81,51 19,0315 765,97
52 271,03 26,63 47,54 8,4636 344,88
53 175,71 31,667 106,98 | 12,84505 707,24
54 26,56 21,491 |<0,95 4,99625 293,44
55 227,12 48,345 61,90 25,478 939,10
56 >268.,8 48,159 79,11 80,113 765,78
57 169,52 25,436 102,55 18,742 560,44
58 139,01 32,79 57,74 75,4175 520,66
59 13,21 5,5357 40,09 2,9332 404,16
60 64,04 16,837 56,62 3,1384 630,95
61 99,07 14,965 39,72 | >Max 829,50
62 265,39 22,878 53,58 19,184 607,13
63 256,88 | >Max 105,06 62,0655 818,98
64 192,85 12,136 121,50 51,4895 649,92
65 40,70 0,1 73,03 12,772 679,09
66 119,91 18,035 117,05 6,31555 921,98
67 94,00 9,1248 116,99 20,0695 1037,59

PRILOGA 2

Tabela ii: [zmerjene vrednosti katepsinov v serumu bolnikov s kolorektalnim rakom in
kontrolnih skupinah.

katepsin X | katepsin S | katepsin H

§t. vzorca koncentracija v serumu (ng/mL)

01 0007 05 12,05 12,6704 | <2

01 0020 05 23,53 27,344 19,6846
01 0038 05 12,2092 11,9402 | <2

01 0052 05 36,192 10,7742 10,9664
01 0055 05 99,518 9,7458 | <2

01 0072 05 11,6638 9,1176 | <2

01 0083 05 12,4024 7,3676 | <2

01 0089 05 16,9246 18,5924 2,0564
01 0090 05 13,7574 19,2666 7,3306
01 0098 05 24,686 15,8284 2,8098
010105 05 19,633 16,5758 10,8478
010133 05 20,762 17,0548 7,316
01 0140 05 27,258 9,5118 7,0026
010145 05 39,956 31,112 26,66




010148 05 15,8374 16,9106 | <2
010170 05 29,042 8,0642 | <2
01017705 17,8128 9,7216 | <2
010190 05 38,646 33,354 12,6248
010195 05 14,5894 9,9704 3,6076
010196 05 19,1742 18,8228 24178
01 0204 05 23,546 10,48 2,2684
01021705 25,54 17,3104 5,0664
01 0244 05 13,7516 14,9248 52178
01 0255 05 16,5194 15,674 | <2
01 0276 05 16,1728 20,79 5,1354
010316 05 12,5762 23,81 2,49
010361 05 16,2578 23,594 | <2
010370 05 17,1248 16,0016 3411
010394 05 14,853 15,4236 8,8144
01 0395 05 8,5226 15,4998 | <2
010399 05 17,0112 14,85 | <2
01 0404 05 61,492 21,756 7,5152
01 0406 05 14,2408 15,394 9,6548
01 0409 05 20,426 10,4792 5,035
010416 05 32,442 17,8536 8,7614
01 0429 05 8,0582 22,254 7,0544
01 0440 05 25,034 11,1562 12,1614
01 0444 05 16,9198 17,4448 2,6632
01 0447 05 21,342 11,6436 12,1032
01 0459 05 38,75 11,85 | <2
01 0500 05 5,8594 16,0862 5,542
010513 05 21,184 13,4396 8,8412
010522 05 8,7232 13,1692 5,1062
010537 05 7,189 10,5594 4,9404
01 0538 05 9,3726 11,9706 | <2
01 0609 05 21,332 16,6988 | <2
01061105 14,9852 16,6342 | <2
010612 05 13,5514 17,984 3,6892
010724 05 20,188 12,558 | <2
010725 05 20,138 13,9626 | <2
01 0769 05 17,116 14,7584 5,2596
01 0789 05 16,2426 25,982 7,5346
010792 05 12,4438 42474 9,5766
010847 05 21,188 22,388 6,1834
01 0849 05 21,9 21,194 | <2
010917 05 17,3742 17,4836 2,002
01 0947 05 9,5776 19,746 5,4622
010967 05 11,233 17,7458 17,7242
02 0001 05 15,2844 9,4908 | <2
020013 05 16,306 18,6616 14,1198
02 0024 05 17,3074 13,3934 | <2
02 0048 05 27,386 21,984 | <2

02 0056 05 16,2642 10,8876 | <2
02 0057 05 12,9388 18,2822 | <2
02 0059 05 9,441 15,5366 | <2
02 0074 05 32,29 13,8322 3,6286
02 0085 05 4,0624 14,7058 | <2
020091 05 18,4456 18,3442 | <2
02 0100 05 7,9338 9,0916 | <2
020108 05 17,1896 15,5832 | <2
02011205 19,9764 19,4512 12,2764
02 0142 05 15,2514 19,4634 3,7144
02 0147 05 15,0598 15,3744 6,6864
02 0154 05 24,118 33,864 8,7028
02 0165 05 2533 20,742 4,5748
020193 05 17,3486 18,7208 | <2
02 0206 05 6,8784 15,7516 | <2
02 0232 05 24,732 15,776 | <2
02 0249 05 19,9302 12,0258 3,0938
020251 05 21,066 14,5656 | <2
02 0319 05 20,968 20,33 10,071
020328 05 27,224 19,9806 | <2
020338 05 16,7024 8,5854 39,698
02 0334 05 14,3428 9,6836 21,222
02 0353 05 8,8426 15,8482 8,2006
02 0360 05 20,968 16,0806 6,618
02 0379 05 22,088 19,5916 4,5834
020381 05 18,9468 8,8442 | <2
02 0389 05 13,2742 12,4268 | <2
02 0396 05 20,394 18,8758 3,4252
02 0439 05 17,0808 18,0406 5,8268
02 0488 05 14,5844 12,4418 4,0022
02 0498 05 20,256 10,3684 | <2
020513 05 14,6402 14,124 2,9966
020517 05 17,6644 19,1788 3,8152
02 0535 05 18,3402 12,762 2,822
020538 05 21,436 21,88 3,279
02 0555 05 23,404 19,308 7,729
02 0584 05 23,896 10,371 14,909
020591 05 24218 18,6466 1,23794
02 0595 05 19,5896 10,731 | <2
020611 05 13,6196 12,8012 1,42606
02 0612 05 21,61 12,0838 1,45448
02061805 |<2 1,53226 10,9594
02 0635 05 12,2444 11,6994 | <2
02 0639 05 15,8946 13,5714 | <2
02 0655 05 9,0024 10,4898 10,826
02 0674 05 15,5594 10,8044 4,4746
02 0679 05 16,3786 18,4278 | <2
02 0682 05 11,9692 18,5086 4,6512




02 0697 05 22,306 15,946 6,5624
020713 05 16,1992 7,4898 | <2
02 0729 05 18,693 13,131 14,7248
02 0732 05 22,224 13,5624 18,9148
020763 05 8,4692 11,735 | <2
02 0765 05 19,0688 18,398 2,6574
02 0770 05 24,458 25,718 11,6842
02 0784 05 7,9982 25,404 2,787
02 0798 05 6,1112 11,9192 2,725
02 0801 05 11,1414 12,147 | <2
02 0803 05 23,49 15,7264 | <2
02 0829 05 17,9222 16,7202 9,7594
02 0837 05 8,2928 8,9324 6,6516
02 0848 05 7,9188 14,6438 | <2
02 0853 05 26,03 9,9708 10,7996
02 0870 05 10,0744 13,4492 | <2
02 0885 05 22,748 18,7186 6,3716
02 0892 05 17,6638 16,6726 5,7286
02 0905 05 16,3426 94142 | <2
02 0920 05 12,7452 13,9844 | <2
02 0922 05 11,5768 14,379 | <2
02 0933 05 23,832 25,488 3,4586
02 0950 05 30,202 11,3132 4,975
02 0958 05 13,3196 30,19 | <2
02 0963 05 2,0312 12,9994 10,5176
02 0992 05 18,0508 17,8512 | <2
02 1000 05 14,6418 14,865 6,9984
03 0006 05 17,1248 12,8036 | <2
03 0039 05 17,6446 16,6596 3,7516
03 0090 05 16,2896 12,7574 7,4528
03 0128 05 15,232 13,0126 | <2
030137 05 9,7144 12,44 5,8994
03 0151 05 12,8686 11,2982 5,1062
03 0197 05 21,4 13,5754 7,3658
03 0238 05 25,138 2,94 [ <2
03 0242 05 16,282 9,9354 3,4464
03 0263 05 16,3752 19,0794 | <2
03 0266 05 17,1454 8,8366 | <2
03 0298 05 5,356 13,2556 2,8852
03 0301 05 15,395 14,9052 10,0784
04 0006 05 22,504 23,608 6,5752
04 0022 05 19,1276 17,0496 14,7162
04 0038 05 21,716 15,5846 | <2
04 0051 05 12,007 15,2918 | <2
04 0058 05 14,691 17,184 4,2148
04 0090 05 17,4434 13,3404 7,544
04 0102 05 15,6254 11,8862 | <2
04 0105 05 21,374 22,734 52,34

040118 05 13,9424 15,6952 2,676
040137 05 19,6556 24,942 6,6414
04 0147 05 19,9094 20,856 2,819
04 0182 05 21,55 22,376 | <2
04 0204 05 18,2186 16,2114 | <2
04 0208 05 20,432 40,076 2,9524
04 0230 05 13,7132 16,3002 4,9288
04 0241 05 16,0916 29,176 9,2746
04 0283 05 26,492 24,368 2,8954
04 0290 05 9,9596 5,9794 | <2
050012 05 24,04 16,7486 | <2
05 0036 05 28,794 13,7878 2,5184
05 0041 05 27,004 16,9844 | <2
050133 05 17,815 | >61,6 <2
050149 05 18,3566 12,3454 | <2
050153 05 15,7524 23,862 | <2
050169 05 18,0302 21,636 4,8814
05 0248 05 16,9324 17,2296 6,5304
05 0258 05 14,2164 13,2822 | <2
05 0262 05 15,9016 14,2754 | <2
05 0304 05 16,5668 11,6764 | <2
050307 05 15,402 9,2646 | <2
050336 05 29,62 14,1698 | <2
05 0349 05 9,8352 7,066 | <2
05 0384 05 19,9996 11,457 | <2
05 0421 05 6,83 15,5218 | <2
05 0428 05 20,312 15,3126 | <2
05 0452 05 14,1162 17,0004 | <2
05 0455 05 10,6548 8,854 | <2
05 0462 05 14,512 13,5296 2,6818
05 0465 05 12,9286 13,7794 | <2
05 0509 05 13,5852 19,4758 6,1242
05 0535 05 18,6798 17,3618 2,7072
05 0593 05 13,4548 14,8128 | <2
050611 05 20,602 15,3002 | <2
050615 05 21,544 12,3558 | <2
05 0616 05 24,782 18,9312 6,9696
05 0646 05 24,17 17,2624 9,3816
05 0694 05 20,126 15,236 | <2
05 0697 05 4,8404 11,5658 | <2
05 0704 05 14,8108 12,0934 | <2
050728 05 12,9598 14,737 | <2
06 0012 05 16,3686 20,084 2,9674
06 0036 05 18,1062 18,311 | <2
06 0079 05 13,6926 14,7144 | <2
06 0080 05 36,784 11,7012 | <2
06 0095 05 8,6668 10,7576 | <2
06 0100 05 16,0846 9,881 9,1982




06 0102 05 29,012 12,544 | <2
06 0115 05 8,4488 14,5478 | <2
06 0181 05 20,762 19,6256 18,3338
06 0193 05 39,302 21,244 4,9312
06 0200 05 11,3886 13,564 | <2
06 0201 05 23,614 17,857 | <2
06 0208 05 20,03 12,5128 16,3886
06 0222 05 19,4318 8,6876 10,1368
06 0281 05 14,71 28,426 | <2
06 0313 05 17,0494 18,0934 | <2
06 0319 05 14,7052 10,8666 3,7772
06 0367 05 11,3548 13,2022 8,544
06 0405 05 20,564 25,544 13,1292
06 0439 05 14,1324 12,815 2,4756
06 0470 05 18,6764 14,8344 4,6174
06 0485 05 18,1556 13,4854 7,5018
06 0510 05 26,264 21,72 4,9794
06 0548 05 17,386 20,69 2,7562
06 0566 05 26,172 19,9236 | <2
06 0574 05 20,264 21,488 3,6656
06 0578 05 15,3618 18,7718 | <2
06 0605 05 16,9084 13,9098 | <2
06 0638 05 11,1934 18,5362 8,3788
06 0640 05 23,288 25,104 5,8618
06 0644 05 7,3516 12,7574 5,1676
06 0667 05 35,824 18,6492 22,524
06 0748 05 14,932 10,904 | <2
06 0749 05 14,8258 13,5234 | <2
06 0767 05 22,932 16,6834 | <2
06 0775 05 18,3034 20,742 5,519
06 0782 05 12,132 18,8614 5,3524
06 0793 05 14,1064 14,3974 | <2
06 0797 05 19,8686 18,7216 8,6298
06 0809 05 10,003 9,7208 5,693
06 0812 05 25,028 15,4858 5,3226
06 0816 05 15,1106 9,3158 14,334
06 0840 05 13,7734 16,1828 5,7854
06 0870 05 22,696 18,2316 9,586
06 0887 05 14,6858 14,425 | <2
06 0918 05 19,8534 14,9468 4,0084
06 0955 05 17,1602 13,347 1,52458
06 0964 05 20,356 16,6228 | <2
06 0995 05 16,176 26,752 | <2
06 0999 05 20,706 15,362 | <2
07 0009 05 40,372 28,348 19,639
07 0055 05 13,8678 19,004 6,1962
07 0059 05 16,6078 12,1822 4,7484
07 0086 05 13,5228 42,994 | <2

07 0090 05 13,7904 11,8548 | <2
07 0097 05 19,8578 13,297 4,9982
070110 05 10,4472 16,1562 | <2
070151 05 19,108 17,6006 10,7142
070171 05 11,98 22,748 5,397
08 0001 05 18,31 24,822 6,601
08 0014 05 25,658 21,766 6,5956
08 0020 05 15,8248 12,4722 | <2
08 0047 05 14,3042 21,892 10,0874
08 0057 05 21,634 21,764 10,2306
08 0065 05 12,1264 14,4492 1,98584
08 0068 05 13,7476 16,106 3,1428
08 0090 05 15,398 15,3808 4,9658
08 0100 05 13,147 11,3946 | <2
080111 05 11,145 14,178 | <2
080112 05 14,519 2,014 9,4968
08 0122 05 13,4986 21,816 10,9856
080131 05 14,0196 17,6778 8,6314
08 0142 05 10,872 30,86 | <2
08 0149 05 12,0886 11,7856 4,2104
080168 05 | <2 16,643 9,2652
08 0182 05 33,304 24,182 14,4644
08 0187 05 18,1434 14,173 | <2
08 0194 05 17,1588 19,4816 | <2
08 0206 05 13,9666 27,628 | <2
08 0221 05 17,7816 23,694 18,4608
080223 05 14,5652 19,2942 18,062
08 0229 05 17,386 20,354 9,9592
08 0251 05 12,89 19,2032 6,242
080273 05 26,968 15,6936 9,7346
08 0316 05 19,382 18,245 6,396
08 0327 05 16,7972 14,7482 6,555
08 0344 05 6,6784 10,082 10,9196
08 0364 05 24,834 12,1494 1,4825
08 0374 05 17,9078 11,4804 5,9848
08 0382 05 9,793 12,8958 | <2
08 0397 05 18,6652 18,833 | <2
08 0406 05 15,7528 21,092 1,74842
08 0410 05 16,5636 13,7198 | <2
08 0416 05 19,3724 15,6808 | <2
08 0422 05 15,4136 10,2522 10,5202
08 0440 05 51,154 17,646 8,5624
08 0451 05 22,25 25,248 | <2
08 0480 05 11,374 17,6952 2,9302
08 0498 05 23,288 19,1494 11,4052
08 0506 05 24,286 21,432 | <2
09 0816 05 17,3608 8,7566 | <2
09 0825 05 13,4452 10,1114 5,2518




09 0837 05 31,54 20,61 10,7582
09 0859 05 24,324 20,138 | <2
09 0875 05 15,6128 29,822 | <2
09 0893 05 21,748 21,252 4,777
09 0920 05 11,9848 10,016 5,7004
09 0946 05 13,8598 11,6092 5,383







