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Lizosomske peptidaze oz proteaze (katepsini) imajo pomembno vlogo pri razgradnji celi¢nih
proteinov v lizosomih, lahko pa delujejo pri razgradnji proteinov tudi v drugih celi¢nih predelih.
Poleg tega so vpleteni v proteolizno procesiranje specificnih substratov, kar je pomembno v
fizioloskih procesih. Spremembe v aktivnosti teh proteaz vodijo do razli¢nih bolezenskih stanj, med
drugim tudi raka, zaradi Cesar je raziskovanje katepsinov in njihovih inhibitorjev zelo pomembno. Z
napredovanjem tumorjev najpogosteje povezujemo cisteinska katepsina B in L, ki se povecano
izrazata tudi pri glioblastomu (GBM), najbolj malignem astrocitomu. Katepsin B ima pomembno
vlogo pri invaziji tumorja, uporablja pa se tudi kot kazalec napovedi prezivetja bolnikov z GBM. V
nasprotju s katepsinom B je vloga katepsina L pri napredovanju GBM manj jasna. Nasprotujoce si
raziskave kazejo na njegovo vlogo pri invaziji, senescenci in apoptozi celic GBM. Nekatere Studije
celo nakazujejo na verjetno vpletenost katepsina L v odpornost celic na kemoterapevtike. Znano je,
da se katepsin L nahaja v celiénem jedru GBM in tam posredno vpliva na izrazanje kaspaz 3 in 7, ki
imata pomembno vlogo pri cepitvi specifi¢nih substratov, le ti pa povzrocijo fenotipske celi¢ne
spremembe, znacilne za apoptozo. V tej nalogi smo zeleli dokazati proapoptotsko vlogo inhibicije
katepsina L s triazolnim aciloksimetilketonskim (AOMK) inhibitorjem AT094 v celi¢ni liniji GBM
U87-MG. Inhibitor AT094 smo izbrali kot bolj selektivni inhibitor katepsina L v primerjavi s
katepsinom B. V celicah U87-MG z inhibiranim katepsinom L smo sprozili apoptozo po notranji
poti s stavrosporinom (STS) ali zunanji poti z dejavnikom tumorske nekroze o (TNFa) in
aktinomicinom D (AktD). Vendar z razli¢nimi testi apoptoze, kot so oznacenje celic z aneksinom V-
FITC in propidijevim jodidom, prepustnost mitohondrijske membrane ter dolocanjem aktivnosti
kaspaz 3 in 7, nismo zaznali dodatnega vpliva inhibicije aktivnega katepsina L na apoptozo celic
U87-MG. V celicah U87-MG z inhibiranim katepsinom L smo povecali apoptozo le v kombinaciji s
kemoterapevtikom arzenovim trioksidom (As,03), ki se sicer uporablja za zdravljenje akutne
promielocitne levkemije. To opazanje je vzpodbudno za prihodnje raziskave in razvoj pri
zdravljenju raka s tem zdravilom.
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Lysosomal peptidases or proteases (cathepsins) play an important role in degradation of proteins in
cell lysosomes or other cell compartments. Moreover, they are involved in the proteolytic processing
of specific substrates, which plays an important role in the physiological processes. Studying of
cathepsins and their inhibitors is very important since the changes of their activity lead to a variety
of diseases including cancer. Cysteine cathepsins which are most commonly associated with the
tumour progression are cathepsins B and L. Both mentioned cathepsins are highly expressed also in
glioblastoma (GBM), the most malignant astrocytoma. Cathepsin B plays an important role in tumor
invasion, but is also used as an indicator for survival of patients with GBM. In contrast, the role of
cathepsin L in GBM progression is less clear. Many studies suggest its role in invasion, senescence
and apoptosis of GBM cells. Some studies even indicate possible involvement of cathepsin L in
resistance of GBM cells to chemotherapeutic agents. It is known that cathepsin L is located in the
cell nucleus where indirectly affects the expression of caspases 3 and 7 which both have an
important role in the cleavage of specific substrates that could result in phenotypic apoptotic
changes. The aim of our study was to show proapoptotic role of cathepsin L inhibition with triazole
acyloxymetyl ketone (AOMK) inhibitor AT094 in GBM cell line U87-MG. Inhibitor AT094 was
chosen as a more selective inhibitor of cathepsin L in comparison to cathepsin B. The intrinsic
apoptosis pathway in the U87-MG cells with inhibited cathepsin L was triggered with staurosporin
(STS), whereas the external apoptosis pathway was triggered with tumor necrosis factor o (TNFa)
and aktinomicin D (AktD). However, the apoptotic assays used in our study, such as the labeling of
cells with Annexin V-FITC and propidium iodide, the permeability of mitochondrial membrane, and
measuring the activity of caspases 3 and 7, did not show increased inhibitory effect of the active
cathepsin L. In the U87-MG cells with inhibited cathepsin L apoptosis was increased only in
addition of chemotherapeutic agent arsenic trioxide (As,03) which is used for the treatment of acute
promyelocytic leukemia. This observation is encouraging for future research of novel treatment
approaches in cancer with this chemotheraupeutic agent.
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SEZNAM KRATIC IN OKRAJSAV

AlF inducirajo¢ dejavnik apoptoze (ang. apoptosis inducing factor)

AktD aktinomicin D (ang. actynomycin D)

AOMK aciloksimetilketon (ang. acyloxymethyl ketone)

Apafl faktor aktivacije apoptotskih proteaz (ang. apoptotic protease activacting
factor 1)

As,03 arzenov trioksid (ang. arsenic trioxide)

ATCC Ameriska zbirka celi¢nih kultur (ang. American type culture collection)

Bak antagonist/ubijalec homologen Bcl-2 (ang. Bcl-2 homologous

antagonist/killer)

Bax z Bcl-2 povezan x protein (ang. Bcl-2-associated X protein)

Bcl-2 limfom 2 B-celic (ang. B-cell lymphoma-2)

Bel-X, B-celi¢na levkemija/limfom XL (ang. Bcl2-like L protein)

Bid protein z domeno BH3 (anf. BH3-interacting domain death agonist)
BSA goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin)

Cat katepsin (ang. cathepsin)

DIABLO protein z direktno vezavo na IAP z nizko pl (ang. direct IAP-binding
protein with low pl)
DMEM Eaglov medij z Dulbeccovimi modifikacijami (ang. Dulbecco's

modified Eagles medium)

DMSO dimetilsulfoksid (ang. dimethylsulfoxide)

DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleinic acis)

DTT ditiotreitol (ang. dithiothreitol)

EDTA etilendiamin tetraocetna kislina (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

FADD S Fas-proteinom-povezana domena smrti (ang. Fas associated death
domain)

FBS serum govejih zarodkov (ang. foetal bovine serum)
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GAPDH

GDP
GTP
HSP27
HTRA

gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (ang. glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase)

gvanozin-difosfat (guanosine diphosphate)
gvanozin-trifosfat (guanosine triphosphate)

protein toplotnega Soka 27 (ang. heat shock protein 27)

serinska proteaza, ki se inducira s toplotnim Sokom (ang. heat shock induced

serine protease)

IAP
MHC-II

MRNA

MTT
NF-xB

PBS

PDVF

Pl

PMS

PMSF
NaDS-PAGE

SiRNA

Smac

STS
TRAIL

celi¢ni inhibitor apoptoze (ang. cellular inhibitor of apoptosis)

poglavitni  kompleks tkivne skladnosti Il. razreda (ang. major

histocompatibility complex II)

informacijska ribonukleinska kislina (ang. messenger ribonucleinic
acid)

13-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid

jedrni faktor kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells)

fosfatni pufer z NaCl (ang. phosphate buffered saline)

poliviniliden difluorid (ang. polyvinylidene difluoride)

propidijev jodid (ang. propidium iodide)

fenazin metasulfat (ang, phenazine methosulfate)

fenilmetilsulfonil fluorid (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride)

poliakrilamidna gelska elektroforeza z dodatkom natrijevega dodecilsulfata

(ang. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis)

majhna interferenéna ribonukleinska kislina (ang. small interfering

ribonucleinic acid)

sekundarni mitohondrijski aktivator kaspaz (ang. second mitochondrial

activator of caspases)
stavrosporin (ang. staurosporine)

TNF soroden apoptozo inducirajo¢ ligand (ang. TNF-related apoptosis

inducing ligand)
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WHO Svetovna zdravstvena organizacija (ang. World Health Organisation)

XIAP inhibitor apoptoze (ang. X-linked inhibitor of apoptosis)
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1UVvOD

Glioblastom je najbolj pogosta in smrtna oblika mozganskega tumorja pri cloveku,
povpreéna zivljenjska doba bolnikov po diagnozi je 12 mesecev. Zdravljenje se zacne s
kirursko odstranitvijo tkiva, nadaljuje pa se z radio- in kemoterapijo. Za GBM je znacilno
razraSCanje v okolisko tkivo, kar preprecuje moznost popolne kirurSke odstranitve tega
tumorja. Pri proteolizni razgradnji zunajcelicnega matriksa in agresivni invaziji
glioblastomskih celic v okolisko tkivo, imajo zelo pomembno vlogo Stevilne proteaze, tudi
cisteinska katepsina B in L (Levicar in sod., 2003). Katepsin B ima pomembo vlogo pri
invaziji tumorskih celic, medtem ko vloga katepsina L v tem procesu ni tako jasna
(Strojnik in sod., 2005). Z znizanjem izrazanja katepsina L s protismiselno siRNA so
potrdili povecano obcutljivost celic GBM na apoptozo. Nadaljne preucevanje vloge
katepsina L je pokazalo, da se ta nahaja v jedru celic GBM in tam posredno regulira
izrazanj kaspaz 3 in 7 (Kenig in sod., 2013). Pokazano je bilo tudi, da je katepsin L vpleten
pri odpornosti celic na zdravljenje s kemoterapevtiki (Zheng in sod., 2004). Povecan delez
apoptotskih celic so zaznali tudi v primeru, ko so celicam GBM utisali katepsin L in jih
hkrati tretirali z arzenovim trioksidom (Pucer in sod., 2010). Torej omenjene raziskave
nakazujejo, da ima katepsin L v celicah GBM antiapoptotsko vlogo, hkrati pa je znano, da
njegova vsebnost v rakavih celicah naraS¢a s stopnjo malignosti. Torej bi lahko s

selektivno inhibicijo katepsina L v pooperativni terapiji s citostatiki GBM uspesno zdravili.

1.1. NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Namen magistrskega dela je pokazati, da inhibicija katepsina L v celicah GBM deluje

proapoptotsko, kar pomeni, da spodbuja prehod celic v apoptozo.

Katepsin L v celi¢ni liniji GBM U87-MG smo inhibirali z aciloksimetilketonskim
(AOMK) inhibitorjem AT094, ki ima vgrajeno triazolno skupino na mestu P1" v molekuli.
Selektivnost omenjenega inhibitorja smo preverili z uporabo rekombinantnih katepsinov B
in L ter na celicah U87-MG, za katere je znano, da moc¢no izrazajo katepsin L. V obeh
primerih se je opisani inhibitor izkazal kot bolj selektivni inhibitor katepsina L v

primerjavi s katepsinom B (Torkar in sod., 2013).
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V okviru magistrskega dela smo postavili naslednji hipotezi:

1. Predpostavljamo, da bomo s fluorescencno sondo AT071Cy3 oznacili katepsin L, ki se
nahaja v jedru celic GBM in z inhibitorjem AT094 inhibirali njegovo delovanje ter s tem
potrdili njegovo aktivno obliko v jedru. Domnevamo, da katepsin L deluje antiapoptotsko
preko procesiranja dolo¢enih transkripcijskih faktorjev v jedru, zato bi selektivna inhibicija
katepsina L z inhibitorjem AT094 pripomogla k vecji obcutljivosti celic U87-MG na
apoptozo.

2. Selektivna inhibicija katepsina L z inhibitorjem AT094 nam bo omogocila potrditev in
proucevanje vloge katepsina L v GBM. Predpostavljamo tudi, da bi z so€asno uporabo
kemoterapetvtika arzenovega trioksida (As;Os3), ki v tumorskih celicah sprozi apoptozo
preko predhodne avtofagije, in inhibitorja AT094, sinergisti¢no povecali obc¢utljivost celic
GBM na apoptozo in vitro, kar bi lahko bila spodbudna strategija za nadaljne zdravljenje

tega tumorja.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 INCIDENCA RAKA

Raziskava v letu 2012 je pokazala, da v Evropi za rakom zboli priblizno 3-4 milijona ljudi
na leto, od Kkaterih jih kar polovica umre. Najbolj pogost je rak dojke (464,000
pojavov/leto) sledijo mu rak debelega ¢revesja in danke (447,000), prostate (417,000) in
plju¢ (410,000). Najbolj smrtonosen je rak plju¢ (353,000 smrti/leto), sledijo mu rak
debelega Crevesja in danke (215,000), dojke (131,000) in Zelodca (107,000). V Evropski
uniji za rakom zboli letno 1,2 milijona Zensk in 1,4 milijona moskih in letno umre okoli
707,000 moskih in 555,000 Zensk (Ferlay in sod., 2013). Razvoj raka poteka v vecih fazah,
Ki so posledica kopic¢enja genetskih in epigenetskih sprememb v celici. Na genetski ravni v
celici opazimo povecano izrazanje onkogenov in znizano izrazanje tumor zaviralnih genov.
Zaradi teh sprememb celica izgubi moznost popravljanja napak DNA med celi¢no
delitvijo, celice ne gredo v programirano celicno smrt (apoptozo) in nastopi faza
nekontrolirane celi¢ne delitve (Lah in sod., 2006). Celi¢ni cikel normalne celice
uravnavajo proteini, ki jih imenujemo protoonkogeni. Protoonkogeni so geni, ki nosijo
zapis za rastne faktorje (ras, src) in transkripcijske faktorje (myc, fos). Omogocijo prehod
celice skozi kontrolne tocke celi¢nega cikla iz faze G1 v fazo S (sintezo DNA) in iz faze
G2 v mitozo (celi¢no delitev) le, &e tekom podvajanja DNA ni pri§lo do napak. Ce pride do
mutacij v protoonkogenih govorimo nadalje o onkogenih. Produkti onkogenov so v celici
bolj aktivni in omogocijo prehod celice skozi kontrolne tocke celi¢nega cikla kljub
poskodovani DNA, kar vodi celico v nekontrolirano celi¢no delitev in preprecuje

prehajanje v apoptozo.

Duga vrsta mutacij, ki privedejo do nastanka onkogenov so kromosomske translokacije.
Pri tem lahko nastanejo fuzijski proteini, ki vsebujejo na N-terminalnem delu en protein in
na C-terminalnem delu drug protein ali pa mutacija vodi v spremenjeno izrazanje proteina.
Primer kromosomske translokacije je onkogen BCR/ABL, znan tudi kot kromosom

Philadelphia in ga najdemo pri bolnikih s kroni¢no mieloi¢no levkemijo.

Pri tretji vrsti mutacij ne pride direktno do spremembe protoonkogena v onkogen, ampak

Stevilo kopij protoonkogena v celici mo¢no naraste. Tak primer je transkripcijski faktor c-
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MYC, ki zaradi povecanega izrazanja V celici deluje na ve¢ transkripcijskih tar¢, kar je
verjetno vzrok za neprekinjeno celi¢no delitev. Posledica te mutacije je izguba funkcije

proteina in zelo redko spremenjen fenotip (Langauer in sod., 2002)

Razli¢no od protoonkogenov in onkogenov v celici delujejo tumor-zaviralni geni. Ti geni
doloCajo proteine, ki prekinejo celicni cikel in nadaljno delitev celice ali izzovejo
apoptozo. Primer tumor-zaviralnega gena je RB1, ki doloca protein retinoblastoma (pRB)
in prepreci vstop celice skozi S fazo v mitozo in s tem zavre nekontrolirano celi¢no delitev.
Ce pride do mutacij v pRB, ki jih povzro¢ijo spremembe bralnega okvirja ali delecije, se
celi¢na delitev ne more ustaviti in vodi do tvorbe tumorja (Burkhart in sod., 2008). Najbolj
znan tumor-zaviralni gen je p53 in mutacije v tem genu so najpogostejsi vzrok za nastanek
raka. Protein p53 deluje kot transkripcijski faktor, ki pri poskodbah DNA aktivira proteine,
ki zavirajo celicno proliferacijo in spodbujajo apoptozo. Pri celicnem ciklu kontrolira
prehod celice iz G1 v S fazo. Mutacije, ki inhibirajo p53 inhibirajo tudi odziv celice na
poskodbe DNA, zato se celica, kljub poskodbam DNA, deli naprej (Chow in sod.,, 2010).
Posledica celi¢ne delitve kljub genetskim napakam je prenos teh v naslednje generacije in
upad v izrazanju specificnih genov, s tem pa izguba ali pridobitev razlicnih funkcij.
Pridobljene celi¢ne funkcije lahko vplivajo na boljSo prilagoditev celice na okolje, s ¢imer
se celici poveCa moznost prezivetja, lahko pa vodi pridobljena funkcija naprej v

nekontrolirano proliferacijo in nastanek tumorja.

Poznamo ve¢ vrst mutacij, ki vodijo do nastanka rakavega tumorja. To so lahko ze majhne
spremembe v sekvenci nukleotidov (substitucije, delecije ali insercije nukleotidov),
spremembe v Stevilu kromosomov (aneuploidije), kromosomske translokacije (fuzije
dveh/vec razlicnih kromosomov ali premestitve na enem kromosomu) in podvojitve genov
(genske amplifikacije) (Langauer in sod., 1998). Poznamo vsaj 5 vecjih razvojnih faz
tumorja, kot so proliferacija, apoptoza, nastanek novega Zilja (angiogeneza), invazija in
migracija celic. Razlika med zdravimi in rakavimi celicami je v tem, da v zdravih celicah
obstaja ravnovesje med celi¢no delitvijo in celicno smrtjo (apoptozo), medtem ko je v
rakavih celicah to ravnovesje poruseno v prid celi¢ni delitvi (Eichhorst in sod., 2002).
Nekontrolirana proliferacija je znacilna za vse vrste tumorskuh celic in ni odvisna od
signalov mikrookolja, ki nadzirajo celi¢no delitev v normalnih celicah (Evan in sod.,

2001). Ko tumor doseze doloc¢eno velikost, postane odvisen od oskrbe s kisikom in
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nutrienti, kar zagotavlja angiogeneza. Posledica invazije in metastaziranja rakavih celic je
v 90% smrt bolnika. Za metastaziranje je znacilno ve¢ zaporednih stopenj. Prva stopnja
metastaziranja nastopi, ko se rakave celice odcepijo od primarnega tumorja, sledi ji
invazija v okolisko tkivo (ekstracelularni matriks) in invazija skozi bazalne membrane zil
in limfnih kanalov. 1z njih se celice sprostijo v limfni ali krvni obtok. V' limfnem ali
krvnem obtoku tumorske celice pridejo v stik z drugimi celicami (trombociti, limfociti in
endotelijskimi celicami sekundarnih organov) in lahko tvorijo skupke ob stenah zil v
primeru, da pride do interakcije s trombociti. Sledi izstop tumorskih celic iz krvnega
obtoka in invazija v sekundarno tkivo ter celicna kolonizacija. V zadnji stopnji

metastaziranja pride do angiogeneze (Cairns in sod., 2003).

2.2 GLIOBLASTOM

Glioblastom (GBM) uvrs¢amo med najbolj pogosto in smrtno obliko mozganskega
tumorja, ki na leto prizadane od 3 do 5 ljudi na 100000 prebivalcev. Mozganske tumorje
delimo glede na vrsto celic, iz katere se razvije tumor. Poznamo meningiome, astrocitome,
oligodendrogliome in tumorje ependimskih ter nevronskih celic (Rodriguez-Mora in sod.,
2003). Po Klasifikaciji Svetovne zdravstvene organizacija (ang. World Health
Organization, WHO) astrocitne tumorje delimo v 4 razrede, glede na stopnjo malignosti:
pilocitni astrocitom (1. razred), difuzni astrocitom (2. razred), anaplasti¢ni astrocitom (3.
razred) in glioblastom (4. razred), ki je med vsemi tudi najbolj maligen. Za 1. razred je
znacilen nizek proliferacijski potencial, tumorji so biolosko benigni in kirur§ko popolnoma
odstranljivi in ozdravljivi. Nizek proliferacijski potencial je znacilen tudi za 2. razred,
vendar so ti astrocitomi infiltrativni in se lahko razvijejo v visje stopnje malignosti. Za
tumorje 3. razreda so znacilne anaplasti¢ne spremembe (atipi¢na jedra) in visoka mitotska
aktivnost, medtem ko tumorji 4. razreda kazejo visoko mikrovaskularno proliferacijo, so
najbolj invazivni in neozdravljivi (Louis in sod., 2007). GBM delimo na primarne in
sekundarne. Primarni GBM nastanejo de novo, sekundarni GBM pa se razvijejo iz
tumorjev nizje stopnje malignosti, obi¢ajno 5-10 let po dolo¢itvi osnovne diagnoze, ne
glede na zdravljenje (Maher in sod., 2001). Sekundarni GBM so redkej$i in se pogosteje
pojavljajo pri Zenskah ter mlaj$ih bolnikih (Ohgaki in sod., 2012). Zanje so predvsem

znaCilne mutacije v genu p53 in genu za retinoblastom (Rb) ter kasneje v razvoju pride do
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izgube heterozigotnosti na kromosomih 17p, 19q in 10q. Za agresivnejsi primarni GBM je
znaCilna pomnozitev EGFR, mutacija PTEN in delecija pl6 INK4a (Tso in sod., 2006).
Zivljenjska doba bolnikov z GBM po operaciji je obi¢ajno od 10 do 14 mesecev. Popolna
kirur§ka odstranitev GBM je zaradi invazivnosti in infiltracije tumorskih celic v druge dele
mozganov nemogoca (Westermark in sod., 2012). Zdravljenje GBM se zacne s kirursko
odstranitvijo tumorja, nadaljuje pa se s kombinacijo obsevanja in kemoterapije z
alkilirajo¢im agensom temozolomidom. Poleg klasi¢ne kemo- in radioterapije, ki v
tumorjih lahko izzoveta apoptozo, so v teku testiranja razli¢nih proapoptoti¢nih agensov, ki
so najbolj usmerjena proti dejavniku tumorske nekroze (TNF) (Bellail in sod., 2009). K
neuspesnemu zdravljenju GBM prispeva tudi heterogenost te skupine tumorjev in njihova

odpornost na zdravljenje (Lima in sod., 2012).

2.3 PROTEAZE

Proteaze (imenovane tudi peptidaze, proteinaze ali proteolizni encimi) so skupina encimov,
ki katalizirajo cepitev peptidne vezi v procesu imenovanem proteoliza. Najnovej$o
razvrstitev  proteaz predstavlja klasifikacijski sistem MEROPS (dostopen na
http://merops.sanger.ac.uk/) (Rawlings in sod., 2006). Ta sistem razvrs¢a proteaze v klane
na osnovi katalitskega mehanizma in v druzine, na osnovi njihove evolucijske sorodnosti.
Proteaze tako delimo na aspartatne, cisteinske, glutaminske, metalo-proteaze,
asparaginske, proteaze mesanega katalitskega tipa, serinske, treoninske in proteaze z
neznanim katalitskim mehanizmom (Rawlings in sod. 1993). Proteaze igrajo klju¢no vlogo
v mnogih fizioloSkih procesih, kot so razvoj celi¢nega cikla, diferenciacija in migracija,
morfogeneza in preoblikovanje tkiv, razvoj zivénih celic, ustavitev krvavitev in celjenje
ran, predstavitev antigenov, migraciji monocitov, imunskem odzivu, angiogenezi in
apoptozi (Lopez-Otin in sod.,, 2008). Proteaze so regulirane na nivoju transkripcije,
translacije in s posttranslacijskimi spremembami. Obicajno se proteaze sintetizirajo v
neaktivni obliki, aktivirajo pa se avtokatalitsko v primernem pH-okolju ali preko
proteolizne cepitve z drugimi proteazami (Turk in sod., 2000). Spremembe v aktivnosti
proteaz vodijo do razli¢nih bolezenskih stanj, kot so rast tumorjev in metastaziranje,
vnetne, nevrodegenerativne in kardiovaskularne bolezni (Lopez-Otin in sod., 2008; Barret

in sod., 2004). Delovanje proteaz uravnavajo tudi njihovi endogeni inhibitorji, pri Cemer je
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najbolj pomembno razmerje koncentracij proteaze in inhibitorja (Turk in sod., 2000).
Proteaze zaradi svoje regulacijske vloge in udeleZenosti pri bolezenskih procesih v
medicini predstavljajo potencialne tare za zdravljenje (Turk in sod., 2000; Willstdtter in
sod., 1929).

2.3.1 Cisteinske proteaze
2.3.1.1 Zgradba in delovanje

V naSem delu smo se podrobno osredotocili na cisteinske proteaze, ki jih imenujemo tudi
katepsini, kar v gr§¢ini pomeni »prebaviti«. Katepsini so aktivni v rahlo kislem okolju
(Willstatter in sod., 1929). Glede na njihovo zgradbo in katalitsko aktivnost jih delimo na
serinske (katepsin A in G), aspartatne (katepsin D in E) in cisteinske katepsine iz
poddruzine papainu podobnih proteaz. Cisteinski katepsini predstavljajo najvecjo
katepsinsko druzino C1A (klan CA), kjer pri ¢loveku najdemo 11 proteaz (katepsin B, C,
F,H, K, L O,S,V,Win X) (Rawlings in sod., 2008). V splosnem so cisteinski katepsini
stabilni v kislih celi¢nih predelkih, kot so lizosomi in endosomi. V zadnjem desetletju pa
so raziskave pokazale, da imajo katepsini pomembno vlogo tudi zunaj celice in v drugih
organelih v celici, kot so izlocalni (sekrecijski) vezikli (Wartmann in sod., 2010; Puri in
sod., 2008), citosol (Sever in sod., 2007) in jedro (Goulet in sod., 2004).

Slika 1 prikazuje biosintezo cisteinskih katepsinov, ki se sintetizirajo kot preproencimi z
N-terminalnim signalnim peptidom. Ta jih usmeri v lumen endoplazemskega retikuluma,
kjer pride do odcepitve N-terminalnega signalnega peptida in N-glikozilacije. Propeptid
zaradi domene na N-terminalnem koncu ni aktiven, ker se domena nekovelentno (razen pri
katepsinu X) veze v aktivno mesto encima in deluje avtoinhibicijsko. Znotraj Golgijevega
aparata se manozni ostanek fosforilira v manozo-6-fosfat. Katepsini se vezejo na manoza-
6-fosfatne receptorje, ki jih iz Golgijevega aparata usmerijo v endosom/lizosom. Katepsini
se sintetizirajo kot neaktivni prekurzorji in se aktivirajo s proteoliticno odstranitvijo N-
terminalnega propeptida v kislem okolju endosoma/lizosoma. Majhen delez (5%)
katepsinov ne potuje do lizosomov, ampak se iz celice izlo¢i v obliki proencima (sl. 1)

(Carmona in sod., 1996; Reiser in sod., 2010).
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Slika 1: Biosinteza katepsinov v celici

(prirejeno po Reiser in sod., 2010; 3426)
Katepsini imajo zelo podobno zaporedje aminokislin in terciarno strukturo. Strukturno se
med seboj nekoliko razlikujejo, zato so specifi¢ni za razlicne substrate in inhibirani z
razli¢nimi inhibitorji. So razmeroma majhni proteini, z molekulsko maso okoli 30 kDa in
imajo aktivno mesto v obliki ¢rke V, ki je sestavljeno iz dveh domen. Leva domena (L) je
sestavljena iz treh o vija¢nic, desna domena (R) pa iz sodckov (McGrath in sod., 1999).
Kataliticna diada aktivnega mesta je sestavljena iz cisteina na L domeni in histidina na D
domeni (Brocklehurst in sod., 1994). Vecina cisteinskih katepsinov so endopeptidaze.
Izjeme so eksopeptidazi katepsina C in X (Klemencic¢ in sod., 2000) ter katepsina H in B,

ki imata tako ekso- kot endopeptidazno aktivnost (Shi in sod., 1999).

Glavna naloga katepsinov je celi¢na razgradnja proteinov v lizosomih. V zadnjem casu
raziskave kazejo, da se nekatere proteaze nahajajo le v dolocenih tkivih (npr. katepsin S, V
in K) in v razli¢cnih organelih v celici, ne le v lizosomih, kar pomeni, da imajo bolj

specifi¢ne naloge pri patoloskih in fizioloskih procesih (Vasiljeva in sod., 2008). Cisteinski
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katepsini sodelujejo pri razgradnji invariantne verige poglavitnega kompleksa tkivne
skladnosti Il. razreda (MHC-II), kar jim daje pomembno vlogo pri imunskem odzivu.
Sodelujejo tudi pri razvoju sréne miSice (Stypmann in sod., 2002), razgradnji kosti
(Kakegawa in sod., 1993), procesiranju hormonov (Dunn in sod., 1991), aktivaciji
proteinskih prekurzorjev (prohormonov) in diferenciaciji keratinocitov v procesu celjenja

ran (zbrano v Vasiljeva in sod., 2007).
2.3.1.2 Endogeni inhibitorji katepsinov

Aktivirani katepsini so v celici lahko zelo $kodljivi, zato so nujno potrebni tudi endogeni
inhibitorji lizosomskih cisteinskih proteaz, ki kontrolirajo njihovo prekomerno delovanje.
Ti inhibitorji se imenujejo cistatini in s proteinazami tvorijo tesne nekovalentne vezi (Turk
in sod., 1993). V naddruzino cistatinov uvr§¢amo stefine (stefin A, B), cistatine (cistatin C,
S, D, E/M, F), kininogene in tiropine. Stefini (poddruzina 125A) so enoverizni proteini
(priblizno 100 aminokislinskih ostankov) ter se sintetizirajo brez signalnega peptida. Poleg
tega ne vsebujejo ogljikovih hidratov in disulfidnih vezi. Obi¢ajno se nahajajo znotraj
celice in manj v telesnih tekoCinah. Cistatini (poddruzina 125B) so enako kot stefini
enoverizni proteini (priblizno 115 aminokislinskih ostankov) z ohranjenimi disulfidnimi
vezmi, ki vsebujejo signalni peptid in se nahajajo zunaj celice. Pri sesalcih poznamo tudi
dve skupini kininogenov, in sicer kininogene z visoko molekulsko maso (HK) in
kininogene z nizko molekulsko maso (LK). So glikozilirane molekule, ki vsebujejo tri
cistatinske domene na tezkih verigah HK in LK, vendar sta le dve od njih inhibitorni za
cisteinske katepsine. Najdemo jih v krvi, sklepni tekocCini in drugih telesnih tekocinah.
Cisteinske proteinaze inhibirajo tudi tiropini (druzina 131); to so razli¢ni proteini (IGFBP,
nidegen, testikan, p41 invariantna veriga MHC-I11), ki vsebujejo tiroglobulinske domene

tipa 1 in so bolj selektivni od cistatinov (zbrano v Turk in sod., 2012).
2.3.1.3 Katepsin L

Vloga katepsina L v celicah kljub temeljitemu preucevanju $e ni v celoti pojasnjena
(Katunuma in sod., 1989). Znotrajceli¢no proteolitsko delovanje katepsina L pomembno
vpliva na Stevilne celi¢ne procese. Domnevajo, da katepsin L vpliva na regulacijo

celi¢nega cikla preko razgradnje jedrnih transkripcijskih faktorjev (Goulet in sod., 2004).
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Sodeluje pri razgradnji invariantne verige na MHC-11 kompleksu, kar mu daje pomembno
vlogo pri imunskem odzivu (Nakagava in sod., 1998). Vpleta se tudi v razgradnjo
komponent zunaj celicnega matriksa (ECM), kot so kolagen tipa I in IV, fibronektin in
laminin, zato ima pomembno vlogo pri invaziji (Skrzydlewska in sod., 2005). Izrazanje
katepsina L v Zlezah, kot je prizeljc, se je izkazalo kot nujno potrebno za razvoj naravnih
celic ubijalk (Nakagava in sod., 1998; Bylaite in sod., 2006). Pomembno vlogo ima tudi pri
razvoju postnatalnega centralnega Zivénega sistema, kjer sodeluje v verigi procesov, ki so
kljuéni za nastanek in obnavljanje aksonov in sinaps (Stahl in sod., 2007). Katepsin L ima
nezamenljivo vlogo pri epidermalni homeostazi in obnavljanju dla¢nih mesickov, kot so
pokazali poskusi na misih z utiSanim genom katepsina L. Poskusne misi so trpele za
izgubo dlake, epidermalno hiperplazijo, akantozo, hiperkeratozo in nenormalno
spermatogenezo, dodatno se je pri starejSih misih razvila $e kardiomiopatija (Roth in sod.,
2000; Stypmann in sod., 2002). Pri misih z izrazeno neaktivno obliko katepsina L, se je
pojavil nenormalen razvoj spermijev (Wright in sod., 2003).

2.3.1.4 Katepsin L pri raku in njegova vloga v apoptozi

Povisano izrazanje katepsina L je bilo dokazano pri raku dojke, pljuc, zelodca, Crevesja,
karcinomu vratu, melanomu in gliomu (Gocheva in sod., 2007). Katepsin L pri raku nima
napovedne vrednosti za dolzino prezivetja bolnikov, vendar je njegovo izrazanje povisano
v najbolj malignih oblikah tumorjev, zato nekateri znanstveniki menijo, da naj bi bil
katepsin L bolj kot ostale cisteinske proteaze dobra taréa v boju zoper raka (Skrzydlewska
in sod., 2005). Ucinek izrazanja katepsina L na posamezne stopnje v razvoju malignega
tumorja, preucujemo z genetskimi modifikacijami (npr. izbitje gena za katepsin L) in z
uporabo inhibitorjev katepsina L. Pri inhibiciji je pomanjkanje katepsina L le delno in
zacasno, medtem ko je pri izbitju gena, izguba katepsina L popolna, stalna in neobnovljiva

(Lankelma in sod., 2010).
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Katepsin L pri raku
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Proliferacija in Angiogeneza Invazija in metastaziranje
apoptoza
- cepitev Bid proteina, - tvorba/razgradnja - cepitev E-kadherin
sprostitev citokroma C iz endostatina
mitohondrija
- IFG-1 receptor

N J U\ J
_ )

Y Y Y
Poveé&anje ali zmanjSanje Inhibicija ali zmanj$anje Inhibicija ali zmanj$anje
regulacije: regulacije: regulacije:
Porast apoptoze Ni uginka na angiogenezo Pretezno zmanjsano

metasteziranje

Slika 2: Shematski prikaz vloge katepsina L pri raku
(prirejeno po Lankelma in sod., 2010; 227 )
V razvoju raka ima katepsin L pomembno vlogo pri invaziji in metastaziranju tumorskih
celic. V kislem okolju naraste njegova zunajceli¢na aktivnost, posledi¢no pa se zmanj$a
tudi celicna adhezija (Gocheva in sod., 2007). Celicna adhezija se delno zmanjsa ker
katepsin L cepi adherentne molekule, kot je npr. E-kadherin (Gocheva in sod., 2006).
Zaradi upada celi¢ne adhezije namre¢ naraste razgradnja zunajceli¢nega matriksa, pri
¢emer katepsin L cepi kolagen tipa I in IV, fibronektin in laminin (Gocheva in sod., 2007).
Razgradnja zunajceli¢nega matriksa povzro¢i spros¢anje rastnih dejavnikov na metastatska
mesta, kar nakazuje, da z inhibicijo katepsina L lahko zmanjSamo nastanek metastaz (Lah
in sod., 2006). Katepsin L sodeluje v procesu angiogenze, tako da cepi kolagen tipa XVIII
v endostatin. Endostatin pa je znan kot zaviralec angiogeneze in vitro ter in vivo (Dass in
sod., 2007; Joyce in sod., 2004). Vpliv katepsina L na apoptozo je znan, vendar njegov
mehanizem delovanja v procesu apoptoze ni pojasnjen. Poskodbe lizosomov, ki jih
povzrocijo razna zdravila, agensi in oksidativni stres, povzro€ijo spro$€anje katepsinov iz
lizosomov v citosol in to postopoma privede do apoptoze (Zhao in sod., 2001; Van Nierop

in sod., 2006). Predlagan proapoptotski mehanizem, pri katerem sodeluje poleg drugih
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cisteinskih proteaz tudi katepsin L, je cepitev proteina Bid (iz druzine Bcl-2 proteinov), kar
povzroci sprostitev citokroma ¢ iz mitohondrijev in posledi¢no apoptozo (Stoka in sod.,
2001). Proapoptotsko vlogo katepsina L so potrdili tudi po okuzbi ¢loveskih celic GBM s
parvovirusom H-1, kjer so izmerili porast apoptoze. Ugotovili so, da porast celi¢ne smrti v
celicah GBM sovpada s kopienjem katepsinov B in L v citosolu in upadom ravni
cistatinov B in C, ki sta njuna endogena inhibitorja (Di Piazza in sod., 2007). Nasprotno
nekatere raziskave potrjujejo antiapoptotsko vlogo katepsina L. Poskusi na transgenih
miSih RIP1-Tag2 z utiSanim genom za katepsin L, so namre¢ pokazali povecano stopnjo
apoptoze, kar bi lahko bila posledica vpliva katepsina L v celicah na zmanj$anje receptorja
za inzulinu-podoben rastni dejavnik 1 (IGF-1) in s tem pospeSitev apoptoze in Vivo
(Gocheva in sod., 2007; Gocheva in sod., 2006; Navab in sod., 2008). Dokazano je bilo
tudi, da zmanjSano izrazanje katepsina L povefa odziv tumorskih celic in vitro na
apoptozo, sprozeno po notranji ali zunanji poti (Zajc in sod., 2006; Levicar in sod., 2003;
Pucer in sod., 2010; Kenig in sod., 2011). Celice GBM z zmanj$anim izrazanjem katepsina
L so bile bolj ob¢utljive na apoptozo, sprozeno po notranji ali zunanji poti, kar kaze na to,
da je antiapoptozno delovanje katepsina L zgodnji dogodek v apoptoznih kaskadah (Zajc in
sod., 2006; Kenig in sod., 2011). Pri nadaljnjem proucevanju lokacije katepsina L so
ugotovili, da se ta nahaja v jedru, kjer posredno regulira izrazanje kaspaz 3 in 7 (Kenig in
sod., 2011). Prav tako so Studije pokazale, da je zmanjSanje aktivnosti katepsina L v
celicah U87-MG znacilno povecalo aktivnost kaspaz 3 in 7 ter celicno smrt, ki jo sprozi
arzenov trioksid (As;O3). Za zmanjSanje aktivnosti katepsina L so uporabili specifi¢no
utiSanje na genskem nivoju s protismiselno siRNA ali inhibicijo s sinteticnim inhibitorjem
(Clik 148), ki je specifi¢en za katepsin L. ZviSana raven Katepsina L v tumorskih celicah je

povecala odpornost malignih celic na apoptozo (Pucer in sod., 2010).
2.3.1.5 Sinteti¢ni inhibitorji katepsina L

Selektivni inhibitor katepsina L, imenovan AT094, spada med aciloksimetilketonske
(AOMK) ireverzibilne inhibitorje in je bil sintetiziran po protokolu (Kato in sod., 2005) z
manj$imi spremembami. Pri nacrtovanju ireverzibilnega inhibitorja za katepsin L so se
osredotocili na mesto P1° v tej izhodni molekuli, kamor so vgradili triazolno substituento.

P1" mesto je substrat-vezavno mesto, s katerim se inhibitor AT094 specifi¢no veze v Sl
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mesto na katepsinu L in ga inhibira (sl. 3). Selektivnost inhibitorja AT094 za katepsin L so
preverili najprej na rekombinantnih katepsinih, kjer je inhibiral katepsin L v enem koraku

in pri 10-krat nizji koncentraciji, kot je bila potrebna za inaktivacijo katepsina B (Torkar in

sod., 2013).

IZHODNA SPOJINA P1° MESTO INHIBITORJA AT094
NH, \
N/
0 o)

0] —
N
0

Slika 3: Inhibitor AT094 s spremenjenim mestom P1
(prirejeno po Torkar in sod., 2013)

Poleg inhibitorja AT094 poznamo tudi druge sintetine katepsinske inhibitorje, ki so
pomembni za preucevanje vloge katepsina L pri razli¢nih celi¢nih procesih. Izmed teh so

pomembni naslednji:

1) E-64, ki je prvi naravni irreverzibilni epoksidni neselektivni katepsinski inhibitor,
izoliran leta 1978 iz glive Aspergillus japonicus (Hanada in sod., 1978). Ta inhibitor je bil
preuc¢evan na ve¢ razli¢nih celi¢nih linijjah melanoma. Po tretiranju z E64 se je celicam
zmanj$ala invazivnost in vitro in metastaze in vivo (Rofstad in sod., 2006). Gre za
mikrobni inhibitor, ki sluzi kot diagnosti¢no sredstvo za identifikacijo vecine cisteinskih

proteaz, razen npr. cisteinske peptidaze legumaina in kaspaz (Buttle in sod., 1992).

2) Na podlagi strukture E64 so raziskovalci razvili Stevilne inhibitorne spojine, specificne
za katepsina B in L, npr. CA074 in Clik148 (Katunuma in sod., 2002). Clik-148 je
selektivni ireverzibilni epoksidni inhibitor katepsina L. Uporaba Clik-148 je pokazala in
vivo uéinke na zmanj$anje absorbcije kalcija iz kosti in zmanjSanje nastanka metastaz pri

kostnem raku (Katunuma in sod., 2002). Vpliv Clik-148 na celicah U87-MG s povecanim,
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zmanjSanim ali obi¢ajnim izrazanjem katepsina L, je pokazala le minimalno, Ceprav

statisti¢no znacilno zniZanje invazije tumorskih celic (Zajc in sod., 2006).

3) Z-FF-FMK (Z-Phe-Phe-fluorometilketon) je ireverzibilni selektivni inhibitor katepsina
L, ki v visokih koncentracija inhibira tudi katepsin B. lzolirane celice iz primarnega
Cloveskega ustnega karcinoma (686Tu in 101A) so tretirali s spojino, izolirano iz
cigaretnega dima, ki sprozi invazijo celic ¢loveskega ustnega karcinoma, preko povecanja
ekspresije in aktivacije cisteinskih proteaz. Za tem so celice tretirali z Z-FF-FMK in
izmerili znizano stopnjo celiéne invazije v primerjavi s celicami, kjer Z-FF-FMK niso

uporabili (Nagaraj in sod., 2007).

4) RKLLW-NH; (peptidni inhibitor) spada med nekovalentne reverzibilne in selektivne
inhibitorje za katepsin L z visoko afiniteto do aktivnega mesta. Izbran je bil z reSetanjem
knjiznice pentapeptidov s proteinogenimi in neproteinogenimi aminokislinami, ki se vezejo
v S1-Sn-vezavna mesta za substrat. Pri 0,9 pM zmanjSa aktivnost katepsina L za 34 %

(Brinker in sod., 2000).

5) Med inhibitorje katepsina L uvr$§¢amo tudi kovalentne reverzibilne inhibitorje z
tiosemikarbazonsko strukturo; ti so priljubljeni v zadnjih letih. Kot najbolj selektiven
inhibitor katepsina L se je izkazal tiosemikarbazonski derivat z bromom na tretjem mestu
prvega arilnega obroca in fluorom na drugem mestu drugega arilnega obroca (ICsy CatL =
30,5 nM). Izkazal se je tudi kot ucinkovit inhibitor invazije in metastaziranja na celi¢ni

liniji DU-145 (Kishore Kumar in sod., 2010).

2.4. APOPTOZA

Programirana celi¢na smrt ali apoptoza je normalen fizioloSki proces, ki igra kljucno vlogo
v embrionalnem razvoju in vzdrZzevanju odraslega tkiva. Pri odraslem osebku je
programirana celi¢na smrt odgovorna za vzdrZevanje razmerja med celi¢no delitvijo in
konstantnim S$tevilom celic v dolo¢enem tkivu. Celicna smrt je tudi klju€na naravna
obramba organizma v primeru poskodb DNA. Za razliko od nakljuéne celi¢ne smrti, Ki
obicajno povzro¢i akutno vnetje, je apoptoza kontroliran celi¢ni proces z znacilnimi

morfoloskimi spremembami. Med apoptozo se kromosomska DNA fragmentira. Nadalje se
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kondenzira kromatin, razpada jedro, brsti citoplazma in celica razpade na majhne zaprte
fragmente, imenovane apoptotska telesca. Ta telesca nato fagocitirajo makrofagi in
okoliske celice ter jih popolnoma odstranijo iz tkiva, kar preprec¢i vnetni proces (Cooper in
sod., 2004). Genetske nepravilnosti, kot so mutacije in delecije obi¢ajno vodijo celice v
apoptozo in jih tako zas¢itijo pred genetskimi poskodbami. Nepravilna regulacija apoptoze
je povezana s Stevilnimi bolezenskimi stanji, kot so avtoimunske in degenerativne bolezni

ter rak. Sposobnost izognitve apoptozi je ena izmed glavnih znacilnosti rakavih celic
(Hanahan in sod., 2000).

Poznamo dve poti apoptoze. Apoptozo v sesalskih celicah lahko sprozi vec razlicnih
signalov. Pri notranji poti so sprozitveni signali lahko sevanje, prosti radikali, virusne
infekcije, stavrosporin (STS) in drugi, ki vodijo do izgube mitohondrijskega
transmembranskega potenciala. Posledica je sprostitev citokroma ¢ iz mitohondrija ali
drugih proapoptotskih molekul, kot so Smac/Diablo, iz intermembranskega prostora.
Proteini iz druzine Bcl-2 se nahajajo na notranji mitohondrijski membrani in regulirajo
njeno celovitost. Sprostitev citokroma c¢ iz mitohondrija povzro¢i nastanek apoptosoma
Apafl/kaspaza, v katerem se kaspaza 9 aktivira. S proteoliznim cepljenjem nato kaspaza 9
aktivira nadaljnjo kaskado, kjer sodeluje tudi kaspaza 3 in povzro¢i fragmentacijo jedra in
apoptozo. Smac/DIABLO se nato veze na proteine IAP (ang. Inhibitor of apoptosis
proteins) in jih inaktivira, kar omogo¢i napredovanje apoptoze (Cooper in sod., 2004).
Med proapoptotske faktorje spada Se AIF (ang. apoptosis inducing factor) in endonukleaza
G, ki delujeta neodvisno od kaspaz in se spros$€ata v poznejsi fazi apoptoze, tik preden
celica umre. AIF se translocira v jedro, kjer pospesi fragmentacijo jedra (Susin in sod.,

1999).

Pri aktivaciji zunanje poti apoptoze sodelujejo membranski ligand Fas, s kompleksom
Fas—povezana smrtna domena s kaspazami 8 in 10, ki sprozita kaspazno kaskado, kar
privede do celi¢ne smrti. Aktivacija zunanje poti se zacne z aktivacijo t.i. receptorjev smrti.
Fas (tudi CD95) je predstavnik superdruzine receptorjev za tumor-nekroti¢ne faktorje
(TNFR), kamor spadajo Se proteini TNF R1, DR3 (Apo 2), DR4 (TRAIL R1), DR5
(TRAIL R2) in DR6 (Cooper in sod., 2004; Zapata in sod., 2001). Signaliziranje s pomo¢jo
proteinov Fas ima pomembno vlogo pri imunskem odzivu na transformacije ali virusne

infekcije celice, zato se motnje v tej poti izrazajo tako pri malignih tvorbah kot pri
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avtoimunskih obolenjih (Landowski in sod., 2001). Apoptotski signal se sprozi, ko Fas-
ligand reagira z Fas-kompleksom in aktivira signalni kompleks, ki vsebuje adaptorski
protein, ki je povezan s Fas in kaspazama 8 in 10, kar vodi v aktivacijo kaspaze 8, ki je
glavni sprozilec aktivacije kaskade izvrSilnih kaspaz 3 in 7 in posledi¢no sprozitev

apoptoze (Wajant in sod., 2002).

2.4.1 Regulacija apoptoze

2.4.1.1 Proteini Bcl-2

Pomembni regulatorji apoptoze so proteini iz druzine Bcl-2. Pove€ano izrazanje proteinov
Bcl-2 je mozno zaznati pri ve€ini malignih tvorb. Posledica pove¢anega izrazanja Bcl-2, je
odpornost celic na kemoterapevtike in obsevanje, zaradi akumulacije celic v GO fazi,
medtem ko zmanj$ana stopnja izrazanja Bcl-2 lahko poveca dovzetnost celic na apoptozo,
po tretiranju s kemoterapevtiki (Tsujimoto in sod., 1984). Druzino Bcl-2 delimo na dve
funkcionalno razli¢ni skupini proteinov. V prvi so proapoptotski proteini Bax, Bak, Bad,
Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim in Hrk, medtem ko druga skupina vkljucuje antiapoptotske proteine
Bcl-2, Bel-XL, Bel-W, Bfl-1 in Mcl-1 (Reed in sod., 1997). Antiapoptotski Bcl-2 zavirajo
prepustnost mitohondrijske membrane za citokrom c in apoptotski iniciacijski faktor,
medtem ko jo proapoptotski proteini, kot sta Bax in Bak, povecajo (Tsujimoto in sod.,
1984).

2.4.1.2 Inhibitorji apoptotskih proteinov (I1AP)

IAP proteini (ang. inhibitor of apoptosis proteins) zavirajo apoptozo preko inhibicije
efektorskih kaspaz in regulacije celicnega cikla. V IAP druzino spadajo proteini cIAP1 in
2, ILP2 in MLIAP, NAIP ter survivin. Natan¢na vloga survivina, ki se izraza v
astrocitomih tudi pri GBM, Se ni pojasnjena, vendar naj bi prepreCeval apoptozo preko
inhibicije kaspaz, na katere se veze direktno ali indirektno. X-1AP je najbolj povezan s
kaspazami, saj se je edini zmozen direktno vezati na kaspazo-9 (iniciacijska kaspaza) in
kaspazi 3 in 7 (efektorski kaspazi) (Cooper in sod., 2004; Altieri in sod, 2003).
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2.4.1.3 Kaspaze

Kaspaze so kljuéne v zadnji stopnji apoptotskih signalov celicne smrti. Pri apoptozi
sodelujejo kaspaze-3, 6, 7, 8 in 9. Kaspaza 3 zakljuéi notranjo in zunanjo pot apoptoze
preko kaspaz 9 in 8, ko cepi inhibitor deoksiribonukleaze, s ¢imer povzro€i apoptozo.
Kaspaza 3 zdruzi notranjo in zunanjo pot. Kaspaze povzrocijo tudi cepitev proteinskih
kinaz, citoskeletnih proteinov, DNA popravljalnih proteinov, inhibitornih podenot
endonukleaz (CIDE druzina) in na koncu porusijo varovalno ( ang. housekeeping) funkcijo
celice. Kaspaze vplivajo tudi na citoskeletne elemente, regulacijo celicnega cikla in
signalne poti, kar vodi v morfoloske spremembe celice, ki so znacilne za apoptozo
(kondenzacija in fragmentacija DNA ter kréenje membrane) (Thornberry in sod., 1998;
Mancini in sod., 1998).

2.4.1.4 Tumor-zaviralni gen p53

Protein p53 deluje kot transkripcijski faktor in regulira gene, ki so pomembni pri ustavitvi
celicnega cikla, DNA poskodbah in apoptozi. Osnovna funkcija p53 je varovanje genoma
in ustavitev celi¢nega cikla, ¢e pride do poskodbe DNA, dokler poskodba ni popravljena.
Izguba ali mutacija p53 vodi v genomsko nestabilnost, nepravilno regulacijo celicnega
cikla, inhibicijo apoptoze in posledi¢no nastanek Stevilnih rakavih tvorb. Od transkripcije
neodvisni mehanizem, ki je odgovoren za poviSanje apoptoze preko p53 Se vedno ni
pojasnen; verjetno pride do direktne interakcije p53 s proteini iz druzine Bcl-2, ki se

nahajajo v citosolu mitohondrija (Haupt in sod., 2003).

2.4.2 Arzenov trioksid in apoptoza v celicah GBM

Arzenov trioksid (As;O3) se Zze dolgo Casa uporablja kot kemoterapevtik pri nekaterih
rakavih obolenjih, kot je npr. akutna promielocitna levkemija (Emadi in sod., 2010).
Navadno so As,O3 povezovali z vlogo prozilca avtofagije, vendar vemo, da v rakavih
celicah v kombinaciji z inhibiranim ali utiSanim katepsinom L, poleg avtofagije sproZi tudi
apoptozo in inhibira celicno proliferacijo ter angiogenezo (Ghaffari in sod., 2012).
Toksi¢ni ucinek As;O3; je bil na GBM veckrat dokazan pri razli¢nih celi¢nih linijah
(Ghaffari in sod., 2012; Haga in sod., 2005). Ko so celicam U87-MG v monosloju utisali
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katepsin L in jih tretirali z As,O3, se je celicam delez apoptoze celic U87-MG statisti¢no
znaCilno povecal (Ghaffari in sod., 2012; Pucer in sod., 2010; Primon in sod., 2013).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije

Vse kemikalije in njihovi proizvajalci, raztopine ter topila so navedeni v pregl. 1 ali sproti
v besedilu opisa metod. V primerih, ko topilo ni posebej navedeno, smo uporabili

destilirano vodo.

Preglednica 1: Uporabljeni reagenti in njihovi proizvajalci

Kemikalija Proizvajalec

Akrilamid:bisakrilamid, 40% Bio-Rad Labs, Nemc¢ija

AT094 Sintetizirali Torkar in sodelavci (Torkar in sod.,
2013)

CA074 Peptide Institute, Japonska

Alexa Fluor 488 kozja anti-misja IgG protitelesa

Molecular ~ Probes, Invitrogen, ZdruZeno

kraljestvo

Alexa Fluor 488 kozja anti-zaj¢ja IgG protitelesa

Molecular Probes, Invitrogen, Zdrzeno kraljstvo

ApoONE Homogeneous Caspase 3/7 Assay

Promega

APS (amonijev persulfat)

Sigma-Aldrich, Nemcija

Aktinomicin D (Act D)

Sigma-Aldrich, ZDA

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit 11

BD Pharmingen, ZDA

Benziloksikarbonil-fenilalanil-arginil-7-amino-4-
metilkumarin (Z-FR-AMC)

Bachem, Svica

Bradford reagent (Protein Assay Dye Reagent

Concentrate)

Bio-Rad Labs, Nemc¢ija

Brij 35

Sigma-Aldrich, Nem¢ija

BSA (goveji serumski albumin)

Sigma-Aldrich, Nem¢ija

Clik 148

darilo prof. dr. N. Katunuma, Tokushima Bunri
University, Japonska
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Nadaljevanje Preglednica 1: Uporabljeni reagenti in njihovi proizvajalci.

Kemikalija

Proizvajalec

DTT (ditiotreitol)

Fermentas, Kanada®

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium -
high glucose )

Sigma-Aldrich, Nem¢ija

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Mediu )

Sigma-Aldrich, Nem¢ija

DMSO (dimetilsulfoksid)

Sigma-Aldrich, Nem¢ija

EDTA (Ethylenediamine tetracetic acid disodium salt
dihydrate 99%)

Sigma-Aldrich, Nem¢ija

FBS (serum govejega zarodka)

Sigma-Aldrich, Nem¢ija

GAPDH zacetni oligonukleotid

Applied Biosystems, ZDA

Glicin

Sigma-Aldrich, Nemcija

HEPES >99°5%

Sigma-Aldrich, Nemcija

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems, ZDA

HRP konjugirana proti-misja IgG protitelesa

Promega, ZDA

HRP konjugirana proti-zaj¢ja IgG protitelesa

Promega, ZDA

L-glutamin

PAA, Avstrija

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolijev bromid)

Sigma-Aldrich, Nem¢ija

MTS (5-(karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetiltiazol)-

3-(4-sulfenil) tetrazolijeva sol)

Promega, ZDA

PMS (fenazin metosulfat)

Promega, ZDA

MB (kolorimetri¢ni reagent)

Biolog, ZDA

Nuclear/Cytosol Fractionation Kit

Biovision, ZDA

Nanasalni pufer (Loading buffer)

Fermentas, Kanada

PBS (Dulbecco's Phosphate buffered saline 10x)

PAA, Avstrija

PCR- TagMan Universal PCR Master Mix

Applied Biosystems, ZDA

Penicilin/streptomicin

PAA, Avstrija

Pepstatin A Sigma-Aldrich, Nemcija
PMSF (fenilmetilsulfonil fluorid) Sigma-Aldrich, Nemcija
NaDS Promega, ZDA

Stavrosporin (STS)

Sigma-Aldrich, ZDA

TCA (trikloroocetna kislina)

Merck, ZDA

Temed

Sigma-Aldrich, Nemdija
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Nadaljevanje Preglednica 1: Uporabljeni reagenti in njihovi proizvajalci.

Kemikalija Proizvajalec

Tripsin 0.25% -EDTA (1x), fenol rdece Gibco, Invitrogen, ZDA

Tris Merck, Nem¢ija

Triton X-100 Fluka, Svica®

TRIzol® Gibco, Invitrogen, ZDA

Tween 20 Merck, ZDA

Tumor nekroti¢ni faktor a (TNF o) darilo dr. Viktorja Menarta, Kemijski inStitut,
Ljubljana

3.1.2 Celi¢ne kulture

V magistrskem delu smo uporabili dve humani celi¢ni liniji, ki smo jih pridobili iz banke

American Type Culture Collection (ATTC, Manassas, Virginija, ZDA).

3.1.2.1 Celice humanega glioblastoma U87-MG

Celi¢na linija humanega glioblastoma U87-MG je bila vzpostavljena leta 1968 iz kirursko

odstranjenega malignega tumorja 44-letne bolnice (Ponten in sod., 1986), ki je po WHO

klasificiran kot GBM 4. razreda (sl. 4, B).

3.1.2.2 Celice humanih astrocitov NHA

Celi¢na linija normalnih humanih astrocitov (NHA) raste v mono sloju, je podolgovate

oblike in se mnozi pocasneje kot humane celice U87-MG (sl. 4, A).
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Slika 4: Celi¢ni liniji NHA (A) in U87-MG (B)
Sliki prikazujeta celi¢ni liniji, uporabljeni v raziskovalni nalogi. Levo podolgovate in vretenaste celice NHA
in desno celice U87-MG, posnete s svetlobnim mikroskopom (40x povecava) (foto: Anja Bubik).

3.2 METODE

3.2.1 Gojenje celi¢nih linij

Celice U87-MG in NHA smo gojili v monosloju v mediju DMEM z visoko vsebnostjo
glukoze, ki je vseboval 10% FBS, 2,5 mM L-glutamin in z 1% antibiotikom
penicilin/streptomicin (pregl. 2). Celice smo gojili v inkubatotju v razmerah 37 °C, 5 %
CO2 in 95% relativni vlaznosti. Celicam smo menjali medij na 2-3 dni in jih presajali pri
70 — 80 % gostoti. Pri presajanju celic U87-MG in NHA, smo celi¢no kulturo najprej sprali
z 1x fosfatnim pufrom (PBS). Sprane celice smo odlepili s podlage z 0,25% Tripsin/2 mM
EDTA. Tripsin smo nato inaktivirali s svezim gojis¢em in ga odstranili s centrifugiranjem
ter dobljeno celiéno usedlino ponovno resuspendirali v svezem gojiséu. Stevilo prezivelih
celic smo dolo¢ili z Biirker - Tiirkovo Stevno komoro, tako da smo celice predhodno
obarvali s Tripan modrim v razmerju 1:5. Tripan modro je barvilo, ki prosto prehaja skozi
membrane celic in modro obarva poskodovane celice, medtem ko ga neposkodovane celice
aktivno izlocijo. Prestete celice smo na novo gojitveno plos¢o nasadili z gostoto 10000 -
15000 celic na cm? Celi¢ni liniji U87-MG in NHA smo hranili za krajsi ¢as v 10%
dimetilsulfoksidu (DMSO) pri -80 °C, v primeru dalj$e hrambe pa v teko¢em dusiku.
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Preglednica 2: Sestava rastnih medijev za humani celi¢ni liniji

Celic¢na linija U87

Celi¢na linija NHA

Sestavina

Koncentracija

Sestavina

Koncentracija

DMEM - visoka vsebnost glukoze:

DMEM - visoka vsebnost glukoze:

FBS 10 % (V/IV) FBS 10 % (V/IV)

Penicilin/streptomicin | 1 % (V/V) Penicilin/streptomicin | 1% (V/V)

L — glutamin 2mM L - glutamin 2mM
Hepes 20 mM

3.2.2 Citotoksi¢nost inhibitorja AT094
3221 Test MTT

Z reagentom MTT (13-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) smo merili
vpliv inhibitorja AT094 na celicno metabolno aktivnost. Reagent MTT je rumena
vodotopna snov, ki jo mitohondrijska sukcinat-dehidrogenaza (SDH; E.C. 1.3.99.1.)
metabolno aktivnih celic reducira v vijolicaste kristale formazana, ki so netopni v vodi.
SDH je encim, ki se nahaja na notranji mitohondrijski membrani in sodeluje v Krebsovem
ciklu, kjer katalizira oksidacijo sukcinata do fumarata, pri cemer FAD (ang. Flavin adenin
dinucleotide) odcepi dva vodikova atoma, ki se preneseta na SDH. Pri tem se dva elektrona
preneseta na koencim Q (ang. UbiQuinone), ki je del elektronskega prenasalnega sistema v
mitohondriju, imenovanega tudi Kompleks IlI. Ker je SDH pritrjen na notranjo
mitohondrijsko membrano, se ob poSkodbi mitohondrija najlazje izlo¢i iz mitohondrija v
citosol (Huang in sod., 2013). Nastali kristali formazana so topni v organskih topilih, kot
sta npr. DMSO ali izopropanol. Koli¢ina nastalega formazana je premosorazmerna s

Stevilom zivih celic.

S testom MTT smo dolocali citotoksi¢nost selektivnega inhibitorja katepsina L AT094.
Celice NHA smo nasadili na mikrotitrske plos¢e s 96-jamicami (3500 celic/jamico) in jih
inkubirali ¢ez no¢ pri 37 °C, da so se pritrdile na podlago. Naslednji dan smo jih za 24 h
izpostavili inhibitorju. Po 21 h od izpostavitve celic smo dodali reagent MTT v kon¢ni

koncentraciji 0,5 mg/ml ter inkubirali $e¢ dodatne 3 h. Celicam smo odstranili gojisce z
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inhibitorjem in nastale kristale formazana raztopili v DMSO ter na spektrofotometru
izmerili absorbanco pri valovni dolzini 570 nm (z referenéno valovno dolzino 690 nm).
Relativno prezivelost celic smo dolocili tako, da smo primerjali absorbanco med
tretiranimi celicami in kontrolo (netretirane celice). Vsak poskus smo izvedli v petih
paralelkah in ga ponovili 3-krat.

3.2.2.2 Test MTS

Citotoksi¢nost inhibitorja AT094 na celicah U87-MG smo merili tudi s kolorimetri¢nim
preizkusom MTS ((4,5-dimetiltiazol)-3-(4-sulfenil) tetrazolijeva sol). Podobno kot pri
MTT, ta test temelji na prevzemu tetrazolijeve soli iz celicnega medija in nato analizira
zreduciran produkt, ki se je tekom poskusa akumuliral znotraj celic. Znotrajceli¢na

redukcija je posledica delovanja mitohondrijske dehidrogenaze (Liu in sod., 1997).

Celice U87-MG smo nasadili na mikrotitrske plosce s 96-jamicami (7000 celic/jamico) in
jih pustili ¢ez no¢ v inkubatorju pri 37°C, da so se pritrdile na podlago. Naslednji dan smo
celice 24 h inkubirali z 0,5 in 5 uM AT094. Kontrolni vzorci so vsebovali le osnovni medij
brez inhibitorja. Po 21 h od zacetka inkubacije celic smo celicam dodali meSanico
MTS/PMS (v razmerju 1:20) in celice inkubirali nadaljne 3 h v inkubatorju. Absorbanco
smo izmerili pri valovni dolZzini 490 nm. Relativno preZivelost celic smo dolocili s
primerjanjem absorbance tretiranih celic in kontrole. Vsak poskus smo izvedliv petih
paralelkah in ga ponovili 3-krat.

3.2.3 Ekstrakcija proteinov
3.2.3.1 Ekstrakcija celokupnih celi¢nih proteinov

Celice U87-MG smo neposredno postrgali v homogenizacijski pufer (pregl. 3) z raztopino
za homogenizacijo celic (pregl. 4). Membrane celic smo lizirali z 2-min sonificiranjem in
odstranili s 30-min centrifugiranjem pri 12000 g in 4 °C. Supernatant s proteini smo

razdelili in shranili pri -20°C.
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Preglednica 3: Sestava homogenizacijskega pufra

Sestavina Koncentracija
Tris 50 mM pH 6,9
Brij 35 0.05 %

DTE 0.5 mM

EDTA 5mM

Preglednica 4: Sestava raztopine za homogenizacijo celic

Sestavina Koncentracija

homogenizacijski pufer z

Inhibitor PMSF 0.5 mM

Inhibitor Pepstatin A 10 uM

3.2.3.2 Ekstrakcija jedrnih in citosolnih proteinov

Celice U87-MG smo nasadili na T25-plosco (2x10° celic/ploico), jih sprali in postrgali v
1x-ledeno hladnem PBS. Za izolacijo celic smo uporabili komplet Nuclear/Cytosol
Fractionation Kit, ki vsebuje popoln sistem za lo¢evanje jedrne in citoplazemske frakcije
proteinov. Postrgane celice v 1x PBS-u smo centrifugirali (600 x g, 4°C, 5 min) in nato
odstranili supernatant ter jih resuspendirali v citosolnem ekstrakcijskem pufru A (ang.
cytosol extraction buffer A, CEB-A), ki smo mu predhodno dodali IM DTT in meSanico
proteaznih inhibitorjev. Celi¢ne usedline smo razbili s 15-s kroZznim meSanjem in jih
inkubirali 10 min na ledu. Nato smo jim dodali citosolni ekstrakcijski pufer B (ang.
Cytosol extraction buffer B, CEB-B), krozno mesali in ponovno inkubirali 1 min na ledu.
Po koncu inkubacije smo celi¢ne usedline 5 s krozno mesali in ponovno centrifugirali (16,
000 x g, 4°C, 5 min). Po centrifugiranju smo odstranili supernatant, ki je predstavljal
citosolno frakcijo proteinov. Supernatant smo do uporabe hranili pri -20 °C. Ostale
usedline z jedri smo resuspendirali v jedrnem ekstrakcijskem pufru (ang nuclear extraction
buffer, NEB), ki smo mu predhodno dodali IM DTT in meSanico proteaznih inhibitorjev.
Vsebino smo krozno mesali 15 s in jo vrnili za 10 min na led (zadnji korak smo ponovili 4-

krat). Po konéani inkubaciji na ledu smo vsebino ponovno centrifugirali (16000 x g, 4 °C,
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10 min) in ji odstranili supernatant, ki je predstavljal jedrno frakcijo proteinov, ki smo jo

do uporabe hranili pri -20 °C.
3.2.3.3 Merjenje koncentracije proteinov

Koncentracijo proteinov smo izmerili s testom Bradford, tako da smo ustrezno red¢enemu
vzorcu dodali reagent Bio-Rad protein assay, ki se ob vezavi proteina obarva modro.
Intenziteta modre barve je sorazmerna s koncentracijo proteinov. lzmerili smo absorbanco
vzorcev pri valovni dolzini 595 nm na spektrofotometru in koncentracije proteinov v
vzorcih izracunali iz umeritvene krivulje. Umeritveno krivuljo smo dobili iz red¢in

govejega serumskega albumina (BSA) znanih koncentracij, in sicer med 50 in 900 pg/ml.

3.2.4 Merjenje aktivnosti katepsinov

Aktivnost katepsinov B in L smo merili po metodi, kot so jo opisali Zajc in sod. (2006) z
manjsimi spremembami. Pri tem smo uporabili optimalne pufre za katepsin B (aktivacijski
pufer in pufer za merjenje aktivnosti: 0,4 M fosfatni pufer pH 6,0; sveze dodan 2,5 mM
DTE) in katepsin L (aktivacijski pufer: 0,34 M acetatni pufer, pH 4,2; sveze dodan 2,0 mM
DTE in pufer za merjenje aktivnosti: 0,34 M acetatni pufer pH 5,5; sveze dodan 2,5 mM
DTE) in selektivni sinteti¢ni inhibitor ter substrat. Izolirane celi¢ne proteine smo primerno
redcili. Spremljali smo potek hidrolize sinteti¢nega dipeptida z vezanim AMC (7-amino-4-
metilkumarinom). Za vsak vzorec smo izvedli po dve meritvi, eno z inhibitorjem in eno
brez specificnega inhibitorja (za katepsin B: CA074; za katepsin L: Clik 148). Po 10 uL
vzorca smo nanesli na mikrotitrske plosée v dveh paralelkah ter jih 30 min inkubirali pri
37°C v aktivacijskem pufru, da smo omogocili polno aktivacijo tega encima. Nato smo eni
od paralel dodali destilirano vodo, drugi pa specificen inhibitor — 60 uM CAO074 za
katepsin B ter 2 uM Clik 148 za katepsin L. Obema smo nato dodali pufer za merjenje
aktivnosti in sprozili reakcijo z dodatkom specificnega substrata, 100 uM ZRRAMC za
katepsin B ter ZFRAMC za katepsin L. Reakcijo smo pustili te¢i 90 min pri 37 °C, nato pa
smo jo ustavili z dodatkom 1 mM jodocetne kisline. Na spektrofotometru smo izmerili
koli¢ino sprosc¢enega fluorescentnega 7-AMC ter izracunali aktivnost katepsinov B in L po

enacbah (1), (2) in (3).
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Specificne aktivnosti katepsinov smo izmerili v encimskih enotah (E.U.) na koli¢ino

vzorca, pri cemer pomeni ena E.U. koli¢ino encima, ki iz dolo¢enega substrata sprosti InM

7-AMC/min.

Fcat B = Fvzorca brez inhibitorja — Frzorcascao74 ...(1)

Fcat 1 = Fvzorca brez inhibitorja — Frzorca s clik 148 ...(2)
(r x AF % V)

AS _= oo (3)

(txecx kxVy)

r: redCitev osnovnega vzorca

e A, specificna aktivnost katepsina

e AF: izracun koli¢ine spros¢enega 7-AMC
e V| prostornina reakcijske mesanice

e t: Cas poteka reakcije

e C: koncentracija proteinov v vzorcu

¢ k: naklon obratne umeritvene krivulje

e V. prostornina dodanega red¢enega vzorca

3.2.5 Prenos western

Prenos western je metoda za detekcijo proteinov v bioloskih vzorcih z zelo visoko
obcutljivostjo in temelji na locevanju proteinov po velikosti na poliakrilamidnem gelu z
dodatkom natrijevega dodecilsulfata (NaDS-PAGE) in prenosu na poliviniliden difluoridno
(PVDF) membrano. Na izbrani protein nato vezemo primarna protitelesa, usmerjena proti
specifiénemu proteinu, v nadaljevanju pa na primarno protitelo vezemo sekundarna
protitelesa, s katerimi Zeljeni protein ozna¢imo. Ker primarno protitelo specifi¢éno prepozna
protein glede na znacilnost membrane, nespecificna vezavna mesta na membrani
zapolnimo z BSA (goveji serumski albumin) ali suhim mlekom brez mas¢ob. Sekundarna
protitelesa prepoznajo primarno protitelo in so obi¢ajno konjugirana z encimom, Ki

katalizira reakcijo in razgradi dani substrat (Dennis-Sykes in sod., 1985).

Na 12% gel za NaDS-PAGE (pregl. 5) smo nanasali priblizno 20 pg celokupnih proteinov
iz celicnega ekstrakta U87-MG, ki smo jim dodali 5 ul nanaSalnega pufra z DTT in

dopolnili do kon¢nega volumna 20 pL z destilirano vodo. Tako pripravljene vzorce smo
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inkubirali 5 min pri 100 °C in jih do nanosa na gel hranili na ledu. Na poliakrilamidni gel
smo nanesli 5 pl proteinskega standarda z znanimi molekulskimi masami in 15 pul
denaturiranega vzorca. Elektroforeza je potekala 1,5 h v pufru za elektroforezo (Tris-glicin,
1 % NaDS, pH 8,3) pri napetosti 15 mA. Ko so proteinski vzorci in standard prepotovali
koncentracijski gel smo elektri¢ni tok pojacali na 30 mA za nadaljne 2-3 h. Locene
proteine in proteinski standard smo prenesli iz gela na PYDF membrano s pomocjo sistema
BioRad za moker prenos v pufru za prenos (Tris-glicin, 10% metanol, pH 8,3) pri napetosti
18 V in temperaturi 4 °C ¢ez no¢. Naslednji dan smo membrano prenesli v raztopino z
mlecnimi proteini (5% blocking reagent; 0,1 Tween 20 in 1xXPBS) na stresalnik za 90 min
na sobni T. Z membrane smo odstranili mle¢no raztopino in jo prenesli v raztopino s
primarnimi protitelesi. Primarna protitelesa proti katepsinoma B in L smo red¢ili v mle¢ni
raztopini v razmerju 1:200 ter 1:5000 za protitelesa proti GAPDH. Po celono¢ni inkubaciji
primarnih protiteles na stresalniku pri 4 °C, smo membrano sprali 5-krat po 5 min v
raztopini za spiranje (1x PBS, 0.1 % Tween20) in membrano ponovno inkubirali v mle¢ni
raztopini s sekundarimi protitelesi. Uporabili smo 2000-krat red¢ena sekundarna proti-
misja protitelesa za detekcijo katepsina L in katepsina B ter 2000-krat red¢ena sekundarna
proti-zaj¢ja protitelesa za detekcijo GAPDH. GAPDH nam sluzi kot kontrola nanaSanja in
primerjava izrazenega katepsina L in katepsina B. S sekundarnimi protitelesi smo
membrano 2 h inkubirali na stresalniku pri sobni temperaturi. Spiranje sekundarnih
protiteles z raztopino za spiranje je potekalo 4-krat po 10 min. Po konanem spiranju, smo
prestavili membrano v destilirano vodo. Za zaznavanje oznacenih proteinov smo uporabili
komplet reagentov za kemiluminiscenco (ECL) in avtoradiografski film. Reakcija na
membrani je potekala 5 min v temi, nato smo filme izpostavljali reakciji od 30 s do 3 min.
Cas smo dolo¢ili glede na Zeljeno intenziteto oznacenih proteinov. Film smo razvili v
temnici v razvijalcu, nato smo ga fiksirali v fiksirni raztopini, sprali z vodo in posusili na
zraku. Zaznavanje oznaCenih proteinov smo izvedli po navodilih proizvajalca kompleta za

kemiluminiscenco.
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Preglednica 5: Sestava gela NaDS PAGE za lo¢evanje proteinov

Sestavina Koncentracija

Separacijski gel

Tris (Merck, Nem¢ija) 1.5M pH 8.8
Akrilamid:bisakrilamid (BioRad, Nemc¢ija) (29:1) 40 %
NaDS (Pomega, ZDA) 10 %
Temed (Sigma-Aldrich, Nemdéija) 1%

APS (amonijev persulfat) (Sigma-Aldrich, Neméija) | 10 %

Koncentracijski gel

Tris 0.5MpH6.8
Akrilmid:bisakrilamid (29:1) 40%
NaDS 10 %

Temed 1%

APS 10%

3.2.6 Analiza izraZanja genov na ravni mRNA
3.2.6.1 Izolacija mRNA iz celic s TRIzol® reagentom

MRNA smo izolirali iz celi¢nih vzorcev s pomocjo TRIzol® reagenta. To je monofazna
raztopina fenola in gvanidin izotiocianata, ki med homogenizacijo razbije celice in razgradi
celicne komponente, pri tem pa MRNA ostane nepoSkodovna. Z dodatkom kloroforma
dosezemo, da se locita organska in vodna faza. V organski fazi so proteini in ostale celi¢ne
komponente, mMRNA pa se nahaja v vodni fazi, iz katere jo precipitiramo z dodatkom

izopropanola. MRNA nazadnje oCistimo necisto¢ s spiranjem v 75% etanolu.

Za izvedbo poskusa smo celice nasadili na plos¢e z 12-jamicami (250,000 celic/jamico) in
jih pustili ¢ez no¢, da so se pritrdile na podlago. Nato smo celicam dodali medij z 1 uM
AT094 in jih inkubirali 5 h v inkubatorju pri obi¢ajnih pogojih. Po 5 h smo celice za 3 h
izpostavili mediju z 2 uM STS ali za 12 h 5 ng/ml TNFa in 1 uM AktD. Po izteku
inkubacije smo plavajoce celice v mediju zdruzili s pritrjenimi celicami na jamici in jih
resuspendirali v ustrezni koli¢ini TRIzol® reagenta. Izolacijo mMRNA smo nadaljevali po
navodilih proizvajalca Vzorcem smo dodali se glikogen in kloroform, s ¢imer smo lo¢ili

organsko in vodno fazo. S precipitacijo mMRNA v izoprapanolu in spiranjem v 75% etanolu,
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smo ocistili MRNA necisto¢. MRNA smo po ¢is¢enju posusili na zraku v laminariju in

raztopili v DEPC - vodi (brez RNaz in DNaz). VVzorce smo do uporabe hranili na -80°C.
3.2.6.2 Merjenje koncentracije mRNA

Koncentracijo mRNA smo merili na spektrofotometru NanoDrop NT-1000. Pri tej metodi
porabimo zelo majhno koli¢ino vzorca (1 pL). Spektrofotometer NanoDrop NT-1000
izraCuna vsebnost MRNA iz absorbance pri valovni dolzini 260 nm, iz podanega razmerja
absorbanc pri valovnih dolzinah 260 nm in 280 nm pa lahko ocenimo cistost MRNA v

vzorcu, pri ¢emer mora biti omenjeno razmerje med 1,8 in 2,0.
3.2.6.3 Reverzna transkripcija — prepis mRNA v cDNA

Za prepis mRNA v cDNA smo uporabili komplet High Capacity cDNA Archive in izvedli
poskus po navodilih proizvajalca. Komplet vsebuje nakljucne zacetne oligonukleotide, ki
se najprej povezejo z MRNA (10 min, 25 °C), v nadaljevanju rekacije pa ob matri¢ni
mRNA z encimom reverzna transkriptaza (2 h, 37 °C), pote¢e reverzna transkripcija. Za
prepis smo uporabili aparat Gene AMP PCR System 9700. Prepisali smo 1 pg
posameznega vzorca, ki smo ga kasneje uporabili za analizo s kvantitativnim PCR (qPCR).
Vzorce cDNA smo hranili pri -20 °C.

3.2.6.4 Kvantitativna verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu (QRT-PCR)

Za analizo izrazanja genov uporabljamo kvantitativno reakcijo s polimerazo v realnem
casu (QRT-PCR), pri kateri je kljutnega pomena uporaba nerazgrajene in oCisS¢ene RNA
(Schroeder in sod., 1995).

Metoda je zelo natan¢na in obcutljiva ter nam omogoca doloc¢anje relativne koli¢ine tar¢ne
mRNA v vzorcu. S tem nafinom merimo izrazanje posameznega gena na transkripcijski
ravni. Pri qRT-PCR poteka hkrati s pomnoZevanjem tudi merjenje koli¢ine nastalega
produkta PCR. Po vsakem ciklu pomnoZevanja aparat zazna fluorescentni signal,
intenziteta fluorescence pa je sorazmerna koli¢ini nastalega produkta v vsakem ciklu.
Uporabili smo sondo TagMan Real Time PCR, ki je na svojem 5’ koncu oznacena z
barvilom 6-karboksi-fluorescinom (FAM), ki fluorescira, na 3’ koncu pa z 6-karboksi-

tetrametil-rodamin (TAMRA), ki je zaviralec signala. Slednji polovi vso izsevano svetlobo
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iz fluorescentnega barvila dokler sta obe molekuli vezani na sondo. Reakcija poteka tako,
da encim polimeraza Taq pri prepisovanju cDNA spozna in cepi sporo¢ilno molekulo
TagMan (FAM za tar¢ni gen in VIC za notranjo kontrolo), ki se odcepi in detektor zazna

signal, pri dolo¢eni valovni dolzini (Schroeder in sod., 2005).

Moc fluorescentnega signala je odvisna od zacetne koliCine tar¢ne molekule in Stevila
ciklov reakcije PCR. Zaporedna Stevilka cikla podvajanja, pri katerem moc preseze
doloceni prag detekcije (Ct), je sorazmerna s koli¢ino taréne cDNA v vzorcu in tako merilo
za relativno koli¢ino mRNA posameznega gena, oziroma za stopnjo njegovega izrazanja.
Koli¢ino mRNA za dolocen gen vedno izrazamo relativno glede na notranjo kontrolo (v
naSem primeru GAPDH). Notranja kontrola je oznacena s fluorescenénim barvilom, ki

seva pri drugi valovni dolzini kot sporocilna molekula na sondi za tar¢ni gen.

Vse reakcije gqPCR smo izvajali v aparatu ABI Prism 7900 HT Sequence Detection
System. Za izvedbo poskusa smo poleg vzoréne cDNA v reakcijah uporabili Se
univerzalno meSanico za PCR - TagMan Universal PCR Master Mix, zaletna
oligonukleotida in sondo za preiskovani gen. Reakcijska meSanica vsebuje polimerazo Taq
in kofaktorje ter 0,2x 5°- FAM, 3-TAMRA oznaceno sondo TagMan za preiskovani gen
(Bax, Bcl-2 in p53). Poskus smo izvajali v plos¢icah s 384-jamicami. V vsako jamico smo
dali ustrezno koli¢ino reakcijske mesanice in 1pg cDNA naSega vzorca ter do konénega
volumna dopolnili z vodo DEPC Za normalizacijo in endogeno kontolo izrazanja genov

smo v vzorcih preverili izrazanje GAPDH.

Temperaturna shema reakcije za gRT-PCR:

2 min, 50 °C (encim UNG-AmpERase razgradi kontaminacijske produkte reakcije PCR)
10 min, 95 °C (aktivacija DNA polimeraze)
15s, 95 °C (denaturacija DNA enojnih verig)

1 min, 60 °C (pripenjanje zacetnih oligonukleotidov in sinteza nove verige ob matri¢ni

verigi)

Zadnji dve stopnji imenujemo cikel podvajanja in smo ga pri poskusu ponovili 45-krat.
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3.2.6.5 Analiza rezultatov qRT-PCR

Za vsak vzorec in notranjo kontrolo smo najprej izracunali povpreéen prag detekcije (4).
Relativno izrazanje gena smo dolocili tako, da smo od povprecnega praga detekcije za
posamezen gen odsteli povprecen prag detekcije kontrolnega gena (5) in kon¢no vrednost

izrazanja gena dolo¢ili po pravilu navedenem v enacbi (6).

ACt=Ct tar¢ni gen ~ Ct GPD (4)
AACt = ACt(vzorec) - ACt (kontrolni vzorec) .. (5)
F =2 ...(6)

Kontrolnemu vzorcu pripada vrednost okoli 1, rezultat za ostale vzorce pa je relativno vec
ali manj glede na kontrolo. Vsak vzorec smo nanesli v dveh paralelkah in poskus ponovili
trikrat na neodvisnih vzorcih. Za doloc¢anje razlik med celicami tretiranimi z inhibitorjem

AT094 in kontrolnimi celicami smo izvedli Studentov t-test (p < 0,05).

3.3 APOPTOZA

3.3.1 Merjenje aktivnosti kaspaz 3 in 7

Aktivnost kaspaz 3 in 7 smo merili s kompletom ApoONE Homogeneous Caspase 3/7
Assay, ki vsebuje fluorogen substrat Z-DEVD-R110 in pufer za lizo celic. Poskus smo
izvedli tako, da smo celice U87-MG z inhibiranim katepsinom L in kontrole (celice U87-
MG) nasadili na plos¢i s 384-jamicami (2000 celic/jamico). Celice smo inkubirali v
inkubatorju ¢ez no¢, da so se pritrdile na podlago. Naslednji dan smo celice najprej za 5 h
izpostavili mediju z 1 uM inhibitorjem AT094, nato pa Se za 12 h mediju s 5 ng/ml TNFa
in 1 uM ActD ali za 3 h mediju z 1 uM STS. Po izteku inkubacije smo v jamice prve
plosée dodali reagent Apo-ONE po navodilih proizvajalca, v jamice druge plosce pa
reagent MTT. 2 h po dodatku reagenta MTT smo dolo¢ili viabilnost celic, kot je opisano v
tocki 3.2.2.1. Fluorescenco na prvi plos¢i smo izmerili 2 h po dodatku reagenta Apo-ONE

pri valovni dolzini 485 nm (ekscitacija) in 535 nm (emisija). Fluorescenco smo
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normalizirali glede na prezivetje celic, dolo¢eno z vzporednim testom MTT. Rezultate smo
dolo¢ili kot aktivnost kaspaz 3 in 7 na zivo celico. Poskus smo izvedli v petih paralelnih in

treh neodvisnih bioloskih poskusih.

3.3.2 Prepustnost mitohondrijske membrane

Za apoptozo je znacilno povecanje prepustnosti mitohondrijske membrane. Spremembo
mitohondrijskega membranskega potenciala v zivih celicah smo dolocali s pomocjo
fluorescenénega kationskega barvila 5,5,6,6 -tetrakloro-1,1",3,3 -
tetraetilbenzimidazolkarbocianin jodid (JC-1). JC-1 je kationsko barvilo, ki v celicah
selektivno prehaja v mitohondrije in se tam kopi¢i v visokih koncentracijah. Pri takih
koncentracijah barvilo v mitohondrijih tvori rdece fluorescentne J-agregate, pri nizkem
membranskem potencialu oziroma nizkih koncentracijah pa je barvilo v obliki zelenega
fluorescenénega monomera. Pri sprozitvi apoptoze postane mitohondrijska membrana
prepustnejSa, zato se JC-1 sprosa iz mitohondrijev v citosol, pri ¢emer se rdeca

fluorescenca zmanjsuje, povecuje pa se zelena.

Na mikrotitrske plosce s 96-jamicami smo nasadili 25000 celic/jamico. Celice smo ¢ez no¢
inkubirali, da so se pritrdile na podlago. Naslednji dan smo celice 5 h inkubirali v mediju z
1 uM AT094. Po izteku inkubacije z inhibtorjem, smo celice inkubirali 2 h v mediju z 2
uM STS ali 12 h v mediju z 5 ng/ml TNFa in 1 uM ActD. Po kon¢ani prvi inkubaciji smo
celice nato inkubirali S¢ 15 min v prisotnosti sonde JC-1 resuspendirane v 1x PBS do
kon¢ne koncentracije 10 uM. Na spektrofotometru smo pomerili zeleno fluorscenco pri
valovni dolzini vzbujanja 485 nm in sevanja 535 nm ter rdeco fluorescenco pri valovni
dolzini vzbujanja 540 nm in sevanja 570 nm. Vse poskuse smo naredili v petih paralelnih
in treh neodvisnih poskusih.

3.3.3 Preto¢na citometrija

Izguba asimetrije plazmaleme je ena od zgodnjih morfoloskih sprememb apoptotskih celic.
Pri tem se membranski fosfolipid fosfatidilserin prenese iz notranjega sloja v zunaniji sloj
plazemske membrane in se tu izpostavi zunajcelicnemu okolju. Aneksin V je protein, ki se

z visoko afiniteto veze na fosfatidilserin, in sicer na tistih celicah, kjer je fosfatidilserin
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izpostavljen na povrSini celice. To nam omogoca, da z fluorescentno oznacenim
aneksinom V (v naSem primeru Aneksin V-FITC) dolo¢imo delez zgodnje apoptotskih
celic. Propidijev jodid (PI) je fluorescentno barvilo, ki ozna¢i DNA in ne more prehajati
neposSkodovanih membran, zato vstopa le v mrtve celice ter celice v pozni apoptozi, ki
imajo moc¢no poskodovano plazemsko membrano, ki je posledi¢no prepustnejsa za
prehajanje tega barvila. Pl tako omogoca lo¢evanje med zgodnje in pozno apoptotskimi
celicami ter med nekroti¢nimi celicami. Pozno apoptotske celice so dvojno oznacéene (S Pl

in Aneksinom V-FITC), nekroti¢ne pa le s PI.

Delez apoptotskih celic U87-MG smo dolocali z reagentoma Annexin V-FITC in Pl. Na
plosc¢e s 6-jamicami, smo nasadili po 400,000 celic/jamico in inkubirali ¢ez no¢ v
inkubatorju v obicajnih razmerah, da so se celice pritrdile na podlago. Nato smo celice 5 h
tretirali z inhibitorjem AT094 v kon¢ni koncentraciji 1 uM. Apoptozo smo nato sprozili s 3
h inkubacijo celic z 2 uM STS ali 12 h inkubacijo s 5 ng/ml TNFa in 1 uM ActD. Po
izteku inkubacijskega Casa smo pritrjene in plavajoce (mrtve) celice sprali z ledeno
hladnim 1x PBS ter centrifugirali. Celi¢ne usedline smo resuspendirali v 1x vezavnem
pufru (pripravili smo ga iz 10x vezavnega pufra: 1,4 M NaCl; 25 mM CaCl,; 0,1 M Hepes,
pH 7,4) in oznadili z Aneksinom V-FITC ter Pl po navodilih proizvajalca. Oznaéeno
celiéno suspenzijo smo inkubirali 15 min v temi pri sobni temperaturi. Po izteku
inkubacije, smo v vsak vzorec dodali 1x-vezavni pufer in analizirali vzorce s pomocjo
preto¢nega citometra. Absorbcijski spekter barvila FITC ima vrh pri valovni dolzini 495
nm, emitira pa pri valovni dolZini 520 nm. Barvilo PI ima absorpcijski spekter pri vrhovih
287 in 488 nm, emitirana svetloba ima valovno dolzino 630 nm. Fluorescentni signal Pl
merimo na FL2 kanalu in je sorazmeren vsebnosti DNA. Merili smo Stevilo celic, ki so
oddajale fluorescenco na kanalih FL1-H (AneksinV-FITC) in FL2-H (PI). Nastavitev
napetosti FL1-H in FL2-H ter kompenzacijo FL1-FL2 ter FL2-FL2 smo optimizirali z
uporabo pozitivne in negativne kontrole, kot je navedeno spodaj:

e Negativna kontrola (NK) je vsebovala netretirane in neoznacene celice

e Pozitivna kontrola 1 (PK1) je vsebovala celice tretirane le s STS ali TNFa + 1 uM
AktD in oznacene samo s Aneksinom V-FITC

e Pozitivna kontrola 2 (PK2) je vsebovala celice tretirane s STS ali TNFa + 1 uM
AKktD in oznacene le s Pl
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e Pozitivna kontrola 3 (PK3) je vsebovala celice tretirane s STS ali TNFa + 1 uM
AktD in oznacene z Aneksinom V-FITC ter Pl
PK1 je omogocila optimizacijo kompenzacije FL2-FL1, PK2 pa optimizacijo kompenzacje
FL1-FL2. Z negativno kontrolo smo dolo¢ili osnovni nivo apoptotskih in mrtvih celic
(Vermes in sod., 1995). Rezultate smo analizirali s programom CellQuest Pro, verzija 6.0
(BD Biosciences, ZDA).

3.3.4 Vpliv inhibitorja AT094 in arzenovega trioksida
3.3.4.1 Proliferacija celic U87-MG

S testom MTT smo dolo¢ili vpliv As,O3 v kombinaciji z inhibitorjem AT094 na celi¢no
proliferacijo oz. metabolno aktivnost celic U87-MG. Celice U87-MG smo nasadili na
plosce s 96-jamicami (4000 celic/jamico) in jih inkubirali cez no¢ pri 37 °C, da so se
pritrdile na podlago. Naslednji dan smo celice za 24 ali 72 h izpostavili mediju z
inhibitorjem AT094 (1 uM in 3 pM) ter As;O3 (2 uM in 20 uM). Inkubiranim celicam smo
v medij z As;03 in AT094 po 3 h pred iztekom inkubacije dodali MTT reagent v kon¢ni
koncentraciji 0,5 mg/ml. Nastale kristale formazana smo nato raztopili v DMSO ter s
spektrofotometrom izmerili absorbanco pri valovni dolzini 570 nm (z referen¢no valovno
dolzino 690 nm). Celi¢no viabilnost smo dolo¢ili tako, da smo primerjali absorbanco med

tretiranimi celicami in kontrolo (netretiranimi celicamiy).
3.3.4.2 Delez apoptotskih celic U87-MG

Delez apoptotskih celic U87-MG smo dolocali z reagentoma Annexin V-FITC in PI.
Uporabili smo plos¢ice s 6-jamicami in nanje nasadili po 400,000 celic/jamico ter jih
inkubirali ¢ez no¢ pri 37 °C, da so se pritrdile na podlago. Celice smo nato 5 h inkubirali v
mediju z inhibitorjem AT094 (1uM). Po koncani prvi inkubaciji smo celice za 24 h
izpostavili e mediju, ki je vseboval As,O3 (2 uM ali 20 uM). Poskus smo izvedli na enak

nacin, kot je oopisano v tocki 3.3.3.
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV INHIBITORJA AT094 NA PREZIVELOST CELIC U87-MG IN NHA

Za dolocitev vpliva inhibitorja katepsina L, AT094, na apoptozo celic U87-MG, smo s
testom MTT oz. MTS preverili v koliksni koncentraciji inhibitor vpliva na prezivelost celic
GBM (U87-MG) in normalnih ¢loveskih astrocitov (NHA) (sl. 5).

US7-MG NHA
150 = 150 =

100+ -I- -

100 T I
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Slika 5: Citotoksi¢nost inhibitorja AT094 za celice U87-MG (levo) in NHA (desno).
Vpliv inhibitorja AT094 na viabilnost celi¢nih linij smo doloéili s kolorimetriénima testoma MTT/MTS po
24 h tretiranju celic. Inhibitor je znaéilno zmanj$al viabilnost obeh celi¢nih linij $ele pri koncentraciji 5 uM,

(*p<0,05)

Inhibitor v koncentracijah manjs$ih od 1 uM ni imel statisti¢no znacilno toksi¢nega vpliva
na nobeno od obeh humanih celi¢nih linij, saj preZivelost celic ni bila znacilno manjSa od
100 %. Statisti¢no znac¢ilno manj$o prezivelost celic NHA in U87-MG smo izmerili le pri
koncentraciji 5 uM. Pri celicah U87-MG je prezivelost celic pri tej koncentraciji 76 %, pri
celicah NHA pa le se 56 %. To pomeni, da smo pri NHA izmerili 18% manj zivih celic kot
pri U87-MG, kar nakazuje, da inhibitor AT094 bolj toksi¢no deluje na normalne astrocite
kot na tumorske celice. Glede na te rezultate smo za nadaljne poskuse izbrali inhibitor v

koncentraciji 1uM, saj tako ni vplival na viabilnost samih celic.
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4.2 VPLIV INHIBITORJA AT094 NA SPECIFICNO AKTIVNOST KATEPSINOV B IN
L

Z merjenjem aktivnosti katepsinov B in L v celiénem ekstraktu smo preverjali, ¢e je
inhibitor AT094 selektiven za katepsin L v primerjavi s katepsinom B. Aktivnost
katepsinov smo merili v ekstraktu celic, ki smo jih predhodno inkubirali z inhibitorjem
AT094 (0,5 uM in 1 uM, 5 h). Pri tem smo uporabili specifi¢na fluorescencna substrata za
katepsina B in L. Zaradi predhodno dokazane vecje selektivnosti inhibitorja za katepsin L s
fluorescenéno sondo ATO071Cy3 (Torkar in sod., 2013), smo pri¢akovali statisticno
znacilno znizanje aktivnosti katepsina L v primerjavi s katepsinom B v celicah, ki smo jih
predhodno tretirali z inhibitorjem AT094 (sl. 6).

0,008-
EZ3 kontrola
&3 0,5 uM AT094
0,006+
' & 1uM AT094
0,004+

0,002+

(um()l/ugpmleinovx mln)

Slika 6: Vpliv inhibitorja AT094 na specifi¢ne aktivnosti katepsinov B in L
Celice smo 5h inhibirali z 0,5 uM in 1 pM AT094. Aktivnost katepsina L v primerjavi s katepsinom B se v
celicah U87-MG z inhibiranim katepsinom L ni statisti¢no zna¢ilno zmanjsala. Podano je povprecje treh
neodvisnih bioloskih poskusov + SD.

Pri celicah tretiranih z AT094 je priSlo do manjSega zmanjSanja aktivnosti katepsina L v

primerjavi s kontrolo in katepsinom B, vendar razlike niso bile statisti¢no znacilne.

4.3 LOKALIZACIJA KATEPSINOV B IN L V CELICI IN DETEKCIJA AKTIVNEGA
KATEPSINA L V JEDRU

S prenosom western smo dolocili izrazanje katepsinov B in L v celicnem ekstraktu ter

prisotnost aktivne oblike katepsina L v jedrni in citosolni frakciji celic U87-MG. Kot
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kontrolo enakega nanosa vseh proteinskih vzorcev smo preverili tudi izrazanje GAPDH (sl.
7).

kDa kDa

40 == GAPDH

40 GAPDH
35 CatLev
25 Cat L tv

35 @ CatB

Slika 7: Dolocitev prisotnosti izrazanja razli¢nih oblik A) katepsina B in B) katepsina L v celicah U87-
MG
A) S prenosom western smo potrdili izrazanje oblike katepsina B v velikosti 35 kDa (£2000 kDa)
B) V celicah U87-MG je katepsin L prisoten v enoverizni obliki (ev) pri 25 kDa (£2000 kDa), zaznali pa smo
tudi njegovo tezko verigo (tv) pri 35 kDa (£2000 kDa)

S prenosom western smo dolo¢ili molekulsko maso za enoverizni katepsin L pri 35 kDa
(£2000 kDa) in njegovo tezko verigo pri 25 kDa (2000 kDa). IzraZanje katepsina B pa
smo dolocili pri molekulski masi 35 kDa (£2000 kDa).

Za ucinkovito inhibicijo katepsina L mora inhibitor AT094 le-tega inhibirati v jedru celic
U87-MG. Zato so najprej preverili ali je v jedru celic U87-MG prisotna aktivna oblika
katepsina L, nato pa analizirali ali inhibitor lahko prehaja v jedro celic, pri ¢emer so
uporabili frakcije citosolnih (C) in jedrnih (J) proteinov. Pri tem se je sonda AT071Cy3
vezala v nezasedena vezavna mesta na katepsinih B in L, kamor se inhibitor ni vezal (sl. 8)
(Torkar in sod. 2013).
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Slika 8: Izrazanje aktivne oblike katepsina B in L oznacene s fluorescen¢no sondo AT071Cy3
Celice U87-MG so hile izpostavljene 0,5 uM inhibitorju AT094 za 22 h in nato inkubirane z neselektivno
sondo AT071Cy3 za 20 h. Prva kolona prikazuje s sondo oznacen aktiven katepsin L v jedru (J), katerega lisa
izgine (stolpec 1), ¢e celice predhodno izpostavimo inhibitorju AT094 (stolpec 3). Selektivnost AT094 za
katepsin L smo izrac¢unali iz razlik intenzitete lis v citosolni frakciji (C) z (stolpec 4) in brez (stolpec 2)
predhodne inkubacije z inhibitorjem.

Proteine so z uporabo kompleta Nuclear/Cytosol Fractionation Kit (metoda opisana v tocki
3.2.3.2) lo¢ili na jedrno (J) in citosolno (C) frakcijo. Delez vezave inhibitorja v aktivno
mesto katepsinov B in L so dolo¢ili iz intenzitete lis na gelu NaDS PAGE (sl. 8) s

programom Image J.

Prvi in drugi stolpec prikazujeta neinhibiran ter s fluorescen¢no sondo AT071Cy3 oznacen
aktiven katepsin L v jedru (stolpec 1) in citosolu (stolpec 2) celic U87-MG. Tako v
citosolni kot jedrni frakciji, smo zaznali aktivno obliko katepsina L, kar pomeni, da je
aktiven katepsin L prisoten tudi v jedru. V jedrni frakciji smo opazili SibkejSe izrazanje
tezke verige (tv) katepsina L (stolpec 1), v citosolni pa moc¢nejse izrazanje tezke in lahke
verige (Iv) katepsina L ter mo¢no izraZzen katepsin B (stolpec 2). Ko smo celice predhodno
izpostavili inhibitorju AT094, v jedrni frakciji katepsina L nismo ve¢ zaznali (stolpec 3),
medtem ko je bilo izrazanje aktivnega katepsina L v citosolu zelo Sibko. Izrazanje
katepsina B se je sicer nekoliko zmanjsalo (stolpec 4), vendar rezultati kazejo na veéjo
selektivnost inhibitorja AT094 za katepsin L kot za katepsin B. V primeru skoraj popolne
inhibicije katepsina L (87 — 100 %) smo opazili mo¢no pove€ano izrazanje aktivnega
katepsina B v citosolu. S fluorescenéno sondo AT071Cy3 smo torej dokazali, da je
katepsin L prisoten v jedru v aktivni obliki. Dokazali smo tudi, da fluorescen¢na sonda z
AOMK ogrodjem in inhibitor AT094 prehajata v jedro celice (Torkar in sod., 2013).
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4.4 VPLIV INHIBITORJA AT094 NA APOPTOZO

Glavni cilj raziskave je bil ugotoviti, kako inhibicija katepsina L z inhibitorjem AT094
vpliva na apoptozo celic U87-MG in s tem povezan mehanizem delovanja katepsina L v
apoptozi. Vpliv utiSanja katepsina L s protismiselno siRNA na povecan delez apoptoze
celic U87-MG so ze pokazali (Zajc in sod. 2006; Pucer in sod., 2010; Kenig in sod., 2011;
Primon in sod., 2013). S testi apoptoze smo Zeleli preveriti ali tudi inhibiran katepsin L
vpliva na povecanje apoptoze v celicah U87-MG. Slednje smo preverili na razli¢ne nacine:
dolo¢anje deleza apoptotskih in nekrotskih celic s pomocjo Aneksina V-FITC in PI,
dolocanje prepustnosti mitohondrijske membrane in merjenje aktivnosti kaspaz 3 in 7 ter
analiza izrazanja apoptotskih proteinov na ravni mRNA. Notranjo pot apotoze smo sprozili

z STS, zunanjo pa s TNFo/AktD.

4.4.1 Dolocanje deleza apoptotskih celic

Po tretiranju celic z inibitorjem AT094 smo na pretonem citometru preverili delez
apoptotskih celic. Celice smo oznacili z Aneksinom V-FITC in PI. Celice oznafene z
Aneksinom V-FITC so zgodnje apoptotske. Pozno apoptotske celice so oznaene z
Aneksinom V-FITC in PI, nekroti¢ne le s PI, Zive celice pa so neoznaéene. Celice smo po
tretiranju z AT094 razli¢nih koncentracij izpostavili STS, ki sprozi notranjo pot apoptoze

ter TNFa in AktD, ki sproZita zunanjo apoptotsko pot.
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Slika 9: Delez apoptotskih celic U87-MG po inhibiciji katepsina L z inhibitorjem AT094
Slika prikazuje celice U87-MG, v katerih smo inhibirali katepsin L z 1 in 3 uM AT094. (A) Pri sproZitvi
notranje poti apoptoze z 2 uM STS ni bilo znacilnih razlik med celicami, kjer katepsin L ni bil inhibiran
(kontrola) ter celicami, ki so bile izpostavljene inhibitorju (B) Pri sprozitvi zunanje poti apoptoze s 5 ng/mL
TNFa in 1 pM AktD prav tako ni bilo znaéilnih razlik med celicami, kjer katepsin L ni bil inhibiran
(kontrola) ter celicami, ki so bile izpostavljene inhibitorju. Prikazana so povprecja treh neodvisnih poskusov
+ SD.

Nobena izmed uporabljenih koncentracij inhibitorja AT094 ni sprozila povecanja
umrljivosti (razlike niso statisti¢no znacilne) celic U87-MG, niti ne po notranji (sl. 9, A)
niti ne po zunanji apoptoski poti (sl. 9, B), v primerjavi s celicami, kjer katepsina L nismo

inhibirali, ampak smo jih tretirali le s STS ali TNFo/AktD (kontrola).

4.4.2 Prepustnost mitohondrijske membrane

Celice, ki se nahajajo v apoptozi imajo zmanj$an mitohondrijski membranski potencial,
poveca pa se tudi prepustnost mitohondrijske membrane. Pri tem se povecuje zelena

fluorescenca, medtem ko se rdeca fluorescenca zmanjsuje.
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Slika 10: Vpliv inhibitorja katepsina L AT094 na prepustnost mitohondrijske membrane celic U87-
MG
Prikazano je razmerje med rdeco in zeleno fluorescenco, po dodatku sonde JC-1 celicam U87-MG, ki smo jih
predhodno tretirali s STS (2 uM STS, 3 h) ali TNFa+AKkD (5 ng/ml TNFa in 1 uM AktD, 12h) in AT094 (1
uM AT094, 5 h). Med celicami, kjer smo inhibirali katepsin L in celicami, ki niso bile izpostavljene inhbiciji
katepsina L (kontrolo) nismo zaznali znacilnih razlik. Podana so povprecja treh neodvisnih bioloskih
poskusov + SD.

Med celicami U87-MG, ki smo jim inhibirali katepsin L z AT094 in kontrolnimi celicami
(celice tretirane s STS ali TNFa/AktD) nismo opazili statisti¢no znacilnih razlik (sl. 10) Po
tretiranju celic z STS se je prepustnost mitohondrijske membrane zmanjsala, kar je
presenetljivo, saj STS preko notranje poti apoptoze poveca prepustnost mitohondrijske

membrane.

4.4.3 Aktivnost kaspaz 3in 7

Aktivnosti kaspaz 3 in 7 v celicah U87-MG smo izmerili s pomo¢jo fluorogenega substrata
Z-DEVD-R110 in z vzporednim testom MTT, s katerim smo dolocili tudi proliferacijo
celic U87-MG. Rezultate smo izrazili kot aktivnost kaspaz 3 in 7 na zivo celico, dolo¢eno

z vzporednim testom MTT.
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Slika 11: Vpliv inhibitorja katepsina L, ATO94, na aktivnost kaspaz 3 in 7 v celicah U87-MG
Po tretiranju celic U87-MG z 1 uM AT094 smo sprozili apoptozo z dodatkom STS (2 pM, 2h) ali TNF o/Akt
D (5 ng/ml, 1 uM, 12 h). Aktivnost obeh kaspaz se ni statisti¢no znacilno povecala ne glede na pot sprozene
apoptoze v celicah U87-MG, kjer smo inhibirali katepsin L v primerjavi s celicami, kjer katepsina L nismo
inhibirali (kontrola). Podani so rezulatati povpecij treh biolosko neodvisnih poskusov + SD.

Dodatna inhibicija katepsina L ni vplivala na povecanje aktivnosti obeh kaspaz v vzorcih,
kjer smo sprozili apoptozo po notranji ali zunanji poti v primerjavi s celicami, kjer
katepsina L nismo inhibirali, smo pa sprozili apoptozo celic s STS ali TNFa/AktD
(kontrola) (sl. 11).

4.4.4 Tzrazanje proapoptotskih in antiapoptotskih genov

Zgoraj opisani testi apoptoze niso kazali vpliva inhibitorja katepsina L na apoptozo celic
U87-MG. S gRT-PCR pa smo poskusali e podrobneje prouciti delovanje inhibitorja
ATO094, in sicer na ravni izrazanja apoptotskih genov.

43



Vidergar R. Studija vloge katepsina L pri apoptozi celic GBM z uporabo ireverzibilnih inh. katepsina L.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

A B.
: TNFa STS TNEa STS
44 2,01
o 2
5 S 1,51
>§ ’g
N N 1.0dem
o e |E=
s 5 05
® e %
%
0,0_ 299!
bcl-2
C.
TNFo STS

2,01 .
B netretirane

&% 1 uM AT094

I 5 ng/ml TNFa+1 pM AktD
1 uM AT094+TNF a.,AktD
2 uM STS

1 pM AT094+STS

N

relativno izrazanje
[
R

5 ng/ml TNF o+1 pM AktD
1 uM ATO94+TNF o, AKtD
2 uM STS

1 uM AT094+STS

1 uM AT094

razmerje bax/bcl-2

Slika 12: Izrazanje apoptotskih genov Bax (A.), Bcl-2 (B.) in p53 (C.) ter razmerje genov Bax/Bcl-2 (D.)
v celicah U87-MG
Preucevali smo vpliv inhibitorja AT094, tako da smo po 5 h delovanja inhibitorja AT094 na celicah U87-
MG sprozili apoptozo po notranji poti z 2uM STS po 3 h ali zunanji poti s 5 ng/mL TNFa in 1 pM AktD po
12 h. Ne glede na pot sproZene apoptoze in na¢ina tretiranja celic U87-MG nismo zaznali statisti¢no
razlinega izrazanja genov Bax, Bcl-2 ali p53. Podana so povpreéja rezultatov treh biolosko neodvisnih
poskusov + SD.
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Statisti¢no razli¢nega povisanja v izrazanju genov za Bax, Bcl-2 in p53 nismo izmerili ne
glede na pot sprozene apoptoze. lzmerili smo sicer nekoliko povecano izrazanje
proapoptotskega gena Bax v vzorcih, kjer smo celicam U87-MG inhibirali katepsin L in
sprozili apoptozo celic po notranji poti oziroma ko smo celice tretirali samo z inhibitorjem
AT094 (sl. 11, A). Presenetljivo pa je pri celicah, kjer smo sprozili apoptozo po notranji
poti, vi§je tudi izrazanje antiapoptotskega gena Bcl-2 (sl. 11, B) Nekoliko se je povecalo
tudi izazanje gena p53 v vzorcih, kjer smo sprozili apoptozo celic po notranji poti (sl. 11,
C).

4.5 SINERGISTICNI VPLIV INHIBITORJA AT094 IN ARZENOVEGA TRIOKSIDA

Vpliv As;O3 na apoptozo in proliferacijo celic GBM preko nastanka reaktivnih kisikovih
spojin je bil veckrat potrjen (Ghaffari in sod., 2012; Haga in sod., 2005; Pucer in sod.,
2010;). Predhodne raziskave so pokazale toksi¢nost As,O3 na celicah U87-MG, v katerih
so prehodno ali trajno utiSali izrazanje gena za katepsin L (Pucer in sod., 2010; Primon in
sod., 2013). Vpliv potencialnega sinergisti¢nega delovanja inhibitorja AT094 z As,O3; na
proliferacijo in apoptozo celic GBM smo preverili s testom MTT in oznacbo celic z
Aneksinom V-FITC in PI.

4.5.1 Proliferacija celic U87-MG

Z reagentom MTT smo izmerili vpliv sinergisticnega delovanja As,Ogz in inhibitorja AT094
na proliferacijo celic U87-MG. Po 24 h smo izmerili za 54 % (1 uM AT094) in 58 % (3
UM ATO094) manj prezivelih celic tretiranih z inhibitorjem AT094 in 20 uM As;03 v
primerjavi s celicami, ki niso bile tretirane z inhibitorjem AT094, ampak samo z 20 uM
As,03. Pri celicah tretiranih z inhibitorjem AT094 in 2 uM As,Oj3 statisti¢éno znacilnih
razlik po 24 h nismo izmerili. Po 72 h pa je pri kombinaciji 2 uM As,O3 in AT094 (1 uM
in 3 uM) njuno sinergisti¢no delovanje vplivalo na zmanjSano viabilnost celic za okoli 60
%. Tako velike razlike nismo zaznali pri 20 pM As,Og, saj je As;Os pri visji koncentraciji

ze sam zmanjsal viabilnost celic za 80 % (sl. 13)
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Slika 13: Vpliv inhibitorja katepsina L, AT094, in As,O3 nha viabilnost celic U87-MG
Celice smo izpostavili mediju z 1 uM in 3 pM inhibitorjem AT094 skupaj z 2 in 20 uM As,O3 po 24 in 72 h.
Po 24 h tretiranja celic smo izmerili statisti¢no manjSo preZivelost celic U87-MG, tretiranih z 1 in 3 uM
AT094 in 20 uM As,03, v primerjavi s celicami, kjer katepsina L nismo inhibirali. Po 72 h smo izmerili
statisti¢no manjse prezivetje celic U87-MG tretiranih z 1 in 3 uM AT094 in 2 uM As,O3, V primerjavi s
celicami, kjer katepsina L nismo inhibirali. Podana so povprecja rezultatov treh biolo§ko neodvisnih
poskusov £ SD. (*p<0,05)

4.5.2 Apoptoza celic U87-MG

Vpliv sinergisti¢nega delovanja inhibitorja AT094 in As;O3 na apoptozo celic U87-MG
smo preverili z ozna¢enjem z Aneksinom V-FITC in PI. Merili smo vpliv inhibitorja

katepsina L, AT094 (1uM, 5 h) v kombinaciji z As,O3 (2 in 20 uM, 24 h) na delez
apoptotskih celic (sl. 14).
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Slika 14: Vpliv inhibitorja AT094 in As,O3; na deleZ apoptotskih celic U87-MG
Merili smo vpliv inhibitorja katepsina L, AT094 (1uM, 5 h), v kombinaciji z As,0; (2 in 20 uM, 24 h) na
delez apoptotskih celic. Statisti¢nih razlik v celicah, kjer smo inhibirali katepsin L, v primerjavi s celicami, ki
smo jih tretirali le z As,03, nismo izmerili pri nobenem naéinu tretiranja celic. Podana so povpreéja
rezultatov treh biolosko neodvisnih poskusov + SD.

Izmerili smo nekoliko povecan delez pozno apoptotskih celic, tretiranih z inhibitorjem
AT094 in visjo koncentracijo As,O3Vv primerjavi s celicami, tretiranih le z As,;O3, vendar

razlike niso bile statisti¢no znacilne.
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5 RAZPRAVA IN ZAKLJUCKI

5.1 PRISOTNOST IN LOKALIZACIJA KATEPSINOV B IN L V CELICAH U87-MG

Glioblastom (GBM) je najbolj maligen tumor centralnega zivénega sistema pri ¢loveku.
Njegove glavne znacilnosti so hitra rast, mo¢na invazivnost in oziljenost (Louis in sod.,
2007). Za tumorje GBM je znacilno povecano izrazanje katepsinov B in L v primerjavi z
benignimi tumorji (Strojnik in sod., 2005). Izrazanje katepsina B povezujejo z invazijo
tumorskih celic, apoptozo in angiogenezo ter velja za prognosti¢ni faktor prezivetja
(Gocheva in sod., 2007; Levicar in sod., 2003; Malla in sod, 2005). Vloga katepsina L pri
raku ni povsem jasna, najverjetneje pa je vpleten v celicno invazijo tumorskih celic,
apoptozo in odpornost tumorskih celic na zdravljenje. Detekcija in inhibicija aktivnega
katepsina L bi lahko pomagala pojasniti viogo katepsina L pri razvoju rakavih obolenj in
tudi drugih bolezni, ki so povezane s prekomernim izrazanjem katepsina L (Colin in sod.,
2009). Kljub temu, da je bil pomen katepsina L pri invaziji rakavih celic pokazan pri
nekaterih vrstah raka, pri GBM njegovo poviSano izraZzanje ni povezano s povecano
invazivnostjo tumorskih celic, kar so ugotovili preko zmanjSanega izrazanja katepsina L z
siRNA (Zajc in sod., 2005; Kenig in sod., 2011; Yang in sod., 2007). Tudi vloga katepsina
L v angiogenezi Se ni povsem jasna. Opazili so zmanjSanje angiogeneze ob inhibiciji
katepsina L z enoveriznim variabilnim fragmentom protitelesa proti katepsinu L, medtem
ko pri miSkah z izbitim katepsinom L ni bilo razlik pri angiogenezi, tudi inhibicija
katepsina L s selektivnimi inhibitorji cisteinskih proteinaz ni vplivala na razrast kapilar
(Rousselet in sod., 2004; Gocheva in sod., 2006; Caserman in sod., 2004). Antiapoptotska
vloga katepsina L v apoptozi je bila veckrat potrjena, in sicer preko zmanjSanega izrazanja
katepsina L z siRNA, pri ¢emer se je povecala obcutljivost celic GBM na apoptozo (Kenig
in sod., 2011; Zajc in sod., 2006). Avtorji so pokazali vecji delez apoptotskih celic GBM z
utiSanim katepsinom L, ki so bile tretirane z As;Os3, zato so predvidevali, da povecano
izrazanje katepsina L varuje celice GBM pred apoptozo (Primon in sod., 2013; Pucer in
sod., 2010). V tem delu smo zeleli dokazati, da tudi nov sinteti¢ni inhibitor katepsina L
ATO094 lahko zniza prag umrljivosti celic, ¢e ga uporabimo v kombinaciji z znanima
apoptotskima dejavnikoma, kot sta STS in TNFa/AktD, ki sprozita notranjo oziroma

zunanjo pot apoptoze. Selektivnost inhibitorja v neposkodovanih celicah so dolocili s
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fluorescen¢no sondo AT071Cy3, ki z inhibitorjem tekmuje za vezavo v aktivnho mesto na
proteinu (Torkar in sod., 2013) in merjenjem specifi¢ne aktivnosti katepsinov v celi¢nem
ekstraktu, ki pa ni nujno pravi odraz aktivnosti katepsinov v celici, in sicer zaradi mozZnosti
poskodb celi¢nih organelov med pripravo proteinskega ekstrakta. Zato menimo, da je za

merjenje aktivnosti katepsinov uporaba sond boljsi nacin.

S pomocjo uporabe neselektivne fluorescencne sonde ATO71Cy3 smo potrdili aktivno
obliko katepsina L v citosolni in jedrni frakciji in hkrati tudi prehod inhibitorja AT094 v
jedro celic U87-MG, kjer je u¢inkovito inhibiral aktivni katepsin L (Torkar in sod., 2013).
Obstoj katepsina L v jedru je sicer ze bil dokazan, vendar je bila tokrat prvi¢ dokazana
aktivna oblika katepsina L v jedru (Goulet in sod., 2004; Kenig in sod., 2011; Torkar in
sod., 2013). Ti rezultati so bili za nas pomembni, ker je treba za preucevanje vloge
katepsina L v celicah GBM U87-MG katepsin L u¢inkovito inhibirati, to pomeni, da mora

inhibitor prehajati v jedro celic.

Pokazali so, da je v citosolni frakciji celic U87-MG prisotnega ve¢ aktivnega katepsina B
kot L. V jerdni frakciji so zaznali Sibkejsi signal za katepsin L v primerjavi s citosolno
frakcijo, medtem, ko signala za katepsin B v jedrni frakciji niso zaznali (Kenig in sod.,
2011; Torkar in sod., 2013). Mi smo prisotnost aktivnih oblik katepsinov B in L v celicah
U87-MG preverili $e s prenosom western. Potrdili smo izrazanje aktivne oblike katepsina
B v celicah U87-MG pri molekulski masi okoli 35 kDa, kar je ze bilo dokazano v celicah
GBM v predhodnih studijah (Konduri in sod; 2001). Enoverizni katepsin L v celicah U87-
MG smo zaznali pri molekulski masi okoli 25 kDa in tezko verigo katepsina L pri
molekulski masi okoli 35 kDa, kar se ujema z rezultati predhodnih raziskav (Goulet in
sod., 2004; Kenig in sod., 2011). Ugotovili so tudi, da katepsin L deluje antiapoptotsko,
tako da posredno zavira izrazanje kaspaz 3 in 7 na ravni mRNA. Po utiSaju katepsina L z
siRNA so zaznali povisano izrazanje proapoptotskih faktorjev, kot so kaspaze 3 in 7,
CRADD in proteinov iz druzine receptorjev TNF (TNFRSF11B in TNFRSF21, CD27 in
CD70), posledi¢no so v teh celicah zaznali tudi vecji delez apoptoze. Nadaljne raziskave so
pokazale, da se v celicah z utiSanim katepsinom L najbolj poveca izrazanje efektorskih
kaspaz 3 in 7. Ko so v celicah U87-MG z utiSanim katepsinom L sprozili apoptozo po
notranji ali zunanji poti, je bilo v celici na voljo ve¢ aktiviranih kaspaz, zato so izmerili

vi§jo raven apoptoze in tudi mo¢no povecano izrazanje kaspaze 7, v primerjavi s celicami,
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kjer izrazanje katepsina L ni bilo utiSano. Rezultati so pokazali, da je kaspaza 7 ena izmed
najpomembne;jsih tar¢ katepsina L in da katepsin L lahko regulira izrazanje kaspaze 7
preko p53 in prohibitina, ki sta se po utiSanju katepsina L nakopicila v jedrni frakciji

(Kenig in sod., 2011).

5.2 CITOTOKSICNOST INHIBITORJA AT094 NA HUMANIH CELICNIH LINIJAH
U87-MG IN NHA

Na celicah U87-MG smo uporabili aciloksimetilketonski (AOMK) ireverzibilni inhibitor
ATO094. Ta se je izkazal kot najbolj selektiven inhibitor katepsina L. S spremenjenim
mestom P1°, kamor so vgradili triazolno skupino, se je izmed vseh sintetiziranih
inhibitorjev najbolj specificno vezal v mesto S1°, ki je substrat vezavno mesto na katepsinu
L in ga inhibiral. Selektivnost inhibitorja AT094 za katepsin L so preverili najprej na
rekombinantnih katepsinih, kjer je inhibiral katepsin L v enem koraku in pri 10-krat nizji

koncentraciji, kot je bila potrebna za inaktivacijo katepsina B (Torkar in sod., 2013).

Preden smo inhibitor AT094 uporabili na celicah U87-MG smo testirali njegov vpliv na
prezivelost dveh vrst humanih celiénih linij, in sicer celi¢ne linijje GBM U87-MG in
normalnih humanih astrocitov NHA. Tako smo lahko v nadaljevanju uporabili
necitotoksi¢ne, vendar inhibitorne koncentracije inhibitorja AT094. Inhibitor se je izkazal
kot bolj toksi¢en za celice NHA, kar je verjetno posledica ve¢je dovzetnosti nerakavih
celic na sprozitev apoptoze, medtem ko imajo rakave celice mocnejSe antiapoptotske
mehanizme in so se apoptozi v veliki meri sposobne izogniti. V rakavih celicah zaradi
mutacij pride do poveCanega izrazanja antiapoptotskih proteinov (npr. IAP, Bcl-2 ) in
zmanjSanega izrazanja proapoptotskih proteinov (npr. mutacija v p53), pri ¢emer pride do
motenj v celiénem ciklu in celice se nemoteno delijo kljub poskodovani DNA. Posledici
sta nekontrolirana celi¢na delitev in ustavitev apoptoze. K odpornosti celic na kontrolirano
celi¢no smrt vpliva tudi katepsin L, ki se pove€ano izraza pri raku dojke, pljuc¢, Zelodca,
Crevesja, karcinomu vratu, melanomu in predvsem GBM (Gocheva in sod., 2007).
Katepsin L najverjetneje vpliva na celi¢ni cikel preko razgradnje jedrnih transkripcijskih

faktorjev (Goulet in sod., 2004).
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5.3 SELEKTIVNOST INHIBITORJA AT094

Selektivnost inhibitorja AT094 za katepsin L so preverili in vitro na celicah U87-MG s
sondo AT071Cy3. Medtem ko je inhibitor AT094 skoraj popolnoma inhibiral katepsin L,
je bilo v celici aktivnega Se veliko katepsina B. Inhibitor AT094 se je izkazal kot bolj
selektiven inhibitor katepsina L, vendar zaradi velike podobnosti aktivhega mesta med
cisteinskimi katepsini ni popolnoma selektiven za katepsin L, ampak delno inhibira tudi
druge katepsine, vklju¢no s katepsinom B (Torkar in sod., 2013). Rezultate selektivnosti
inhibitorja AT094 za katepsin L smo preverili z merjenjem aktivnosti katepsinov B in L v
celicnem ekstraktu celic GBM. Aktivnost katepsina L se je v primerjavi z aktivnostjo
katepsina B pri celicah tretiranih z AT094 nekoliko zmanjsala, vendar statisticno znacilnih
razlik nismo zaznali. To je verjetno posledica tega, da smo merili aktivnost katepsinov B in
L v celicnem ekstraktu, ki je homogenat znotrajceli¢nih proteinov, v katerem je lahko
prislo zaradi sprememb v pH do inaktivacije katepsinov ali celo do njihove hidrolize. V
pufru za homogenizacijo celic sta bila namre¢ prisotna tudi proteazna inhibitorja (pepstatin
A in fenilmetilsulfonil fluorid - PMSF), ki bi lahko zaradi podobnosti aktivnih mest med
proteazami delno inaktivirala tudi katepsin B. Posledi¢no tako verjetno nismo uspeli
statisticno potrditi vecje selektivnosti inhibitorja AT094 za katepsin L v primerjavi s

katepsinom B.

5.4 DELOVANJE INHIBITORJA AT094 NA APOPTOZO

Mnenja o vlogi katepsina L na apoptozo v tumorskih celicah so deljena. Predhodne
raziskave so kazale na antiapoptotsko vlogo katepsina L, tako pri notranji kot zunanji poti
sprozitvi apoptoze (Zajc in sod., 2006; Pucer in sod., 2010; Kenig in sod., 2011), zato smo
zeleli preveriti, kako inhibicija katepsina L s selektivnim inhibitorjem katepsina L AT094
vpliva na apoptozo celic U87-MG. V teh celicah smo v kombinaciji z inhibitorjem AT094
sprozili apoptozo z znanima induktorjema apoptoze, kot sta STS in TNFa/AktD, ki
sprozita notranjo oziroma zunanjo pot apoptoze. Glede na rezultate utiSanja katepsina L s
siRNA, ko je bilo ob zniZanju izraZanja katepsina L ve¢ apoptotskih celic (Kenig in sod.,
2013), smo pricakovali ve€jo obcutljivost celic na apoptozo v primeru inhibicije katepsina

L, vendar v tej nalogi tega nismo uspeli dokazati. Netoksi¢ne koncentracije AT094 niso
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vplivale na povecanje deleza apoptotskih celic, poviSanje izrazanja efektorskih kaspaz 3 in
7, povecanje mitohondrijske prepustnosti ali na izrazanje apoptotskih genov za Bax, Bcl-2
in p53. Izmerili smo sicer manjSe poveCanje izrazanja gena za Bax v primeru inhibicije
katepsina L in sprozitve notranje poti apoptoze, vendar znacilnih razlik nismo opazili. Prav
tako smo manjSe poveCanje izrazanja gena za Bax izmerili tudi takrat, ko smo sprozili le
inhibicijo katepsina L. Protein Bax deluje proapoptotsko tako, da se veze na membrano
mitohondrija in poveca njeno prepustnost. Poleg gena za Bax se je v celicah v enakih
razmerah povecalo tudi izraZanje gena za p53. Vpletenost p53 v mehanizem delovanja
katepsina L je Ze bil opisan, saj se je ob njegovem utiSanju povisalo v celicah GBM
izrazanje genov za Bax, Bid, Fas in APAF-1, torej genov, ki jih regulira p53 (Kenig in
sod., 2013; Haupt in sod., 2003). Ugotovljeno je bilo, da inhibitor AT094 v celicah U87-
MG verjetno sprozi celi¢ni stres, saj vpliva na povecanje izrazanja HSP27 (ang. heat shock
protein 27) in proteinov HTRA (ang. heat shock induced serine protease), vendar
podroben mehanizem delovanja inhibitorja ni znan (Torkar in sod., 2013). Verjeten razlog,
da ni prislo do proapoptotskega delovanja inhibitorja, je tudi postopek tretiranja celic.
Zaradi odstranitve inhibitorja z gojiS¢a po 5 h pred dodatkom induktorjev apoptoze, s
katerimi so bile celice tretirane 3 ali 12 h, je lahko prislo do obnovitve encimske aktivnosti
katepsina L, medtem ko pri trajnem in povsem specifi¢cnem utiSanju katepsina L z siRNA
do tega ne pride. Omenili smo Se nepopolno selektivnost inhibitorja za katepsin L v
primerjavi z drugimi katepsini v celici, mogoca pa je tudi (kljub potrditvam na gelu NaDS-
PAGE s sondo AT071Cy3) nepopoplna inhibicija katepsina L v celici. Ker ima inhibitor
AOMK elektrofilno skupino je mozno, da AT094 poleg drugih cisteinskih katepsinov v
celici inhibira tudi druge proteaze oz. encime, kar vpliva na celicno apoptozo. Nase
hipoteze, da se celicam U87-MG zniza prag apoptoze po tretiranju s selektivnim
inhibitorjem katepsina L, AT094, torej nismo uspeli potrditi. Smiselno pa bi bilo poskuse
ponoviti tako, da bi bil inhibitor tekom celotnega poskusa prisoten v mediju celic, torej tudi
po sprozitvi notranje ali zunanje poti apoptoze, s ¢imer bi se obnovi encimske aktivnosti
katepsina L lahko izognili. V primeru, da bi podaljSali ¢as tretiranja, je mozno, da bi
zaznali pozitivne uéinke na sprozitev apoptoze sprozene preko inhibicije Katepsina L z
ATO094, ker je mozno, da smo sedaj opazovali le zacetno fazo apoptoze. To bi sicer vseeno
morali zaznati na ravni mRNA, kjer nismo zaznali znalilnih razlik v poviSanju

proapoptotskih genov. V nasem delu smo torej uporabili enake razmere tretiranja celic, kot
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so pri svojem delu uporabili Kenig in sod. (2011), vendar njihovih rezultatev nismo

potrdili, vzrok temu pa je najverjetneje prekratek Cas izpostavljanja celic U87-MG
inhibitorju AT094.

5.5 SINERGISTICNO DELOVANJE ARZENOVEGA TRIOKSIDA IN INHIBITORJA
AT094 — PRIHODNOST V PROTIRAKAVI TERAPIJI

Arzenov trioksid (As,O3) je znani kemoterapevtik in se danes uporablja v zdravstvene
namene pri razlicnih oblikah raka, vkljucno z GBM. As,O3 sprozi avtofagijo v rakavih
celicah, vendar je delovanje As,Os; povezano tudi z apoptozo, ker so v mehanizem
delovanja As;O3 vkljucene tudi efektorske kaspaze. Predlagani mehanizem delovanja
As,03 torej vkljuCuje avtofagosom in posledi¢no povecano prepustnost mitohondrijske
membrane ter sprozitev apoptoze preko kaspaz 3 in 7. Pucer in sod. (2010) so pokazali, da
As,03 statisti€no znacilno zmanjsa raven katepsina B v celici na nivoju mRNA in proteina
ter inhibira njegovo aktivnost kot u¢inkovit ireverzibilni inhibitor. Tudi v celicah U87-MG
z zmanjSanim izrazanjem katepsina L je As;Os3 deloval bolj toksi¢no (Primon in sod.,
2013). Sinergisti¢no delovanje As,Os3 in inhibicije katepsina L smo uspeli le delno potrditi
s testom MTT in uporabo selektivnega inhibitorja katepsina L, saj smo pri socasni
inhibiciji katepsina L z inhibitorjem AT094 in tretiranju celic z As;O3 izmerili zmanj$an
delez prezivelih celic U87-MG. V tem primeru smo celice socasno tretirali z inhibitorjem
ter As;O3. As,O3 smo uporabili v dveh razliénih koncentracijah, in sicer 2 uM saj se ta
koncentracija uporablja v klini¢nih testiranjih (Haga in sod., 2005) ter 20 uM, ker smo
zeleli preveriti najvecji mozen ucéinek As,Os v danih razmerah. Sinergisticen vpliv
inhibitorja AT094 in As,O3; smo zaznali le pri nizji koncentraciji As,Osz. Nasprotno,
povecanega deleza apoptotskih celic ni bilo, vendar je bil delez apoptotskih celic v primeru
soCasne inhibicije katepsina L in tretiranja celic U87-MG z As,O3 vecji. Razlog je verjetno
ta, da celice tudi tu niso bile izpostavljene inhibitorju ves ¢as poskusa in je lahko prislo do

obnove encimske aktivnosti katepsina L.

Povzamemo lahko, da oba preliminarna testa kazeta, da je sinergisticno delovanje

inhibitorja AT094 in As,O3 mogoce, vendar smo statisticno znacilne razlike izmerili le pri
testu MTT.
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6 SKLEPI

V tej nalogi smo ovrednotili selektivnost in citotoksi¢nost novega aciloksimetilnega
inhibitorja AT094 za katepsin L v celicah GBM. Z uporabo tega inhibitorja smo zeleli
potrditi hipotezo o antiapoptotskem delovanju katepsina L v GBM. Na podlagi rezultatov

te naloge lahko zaklju¢imo:
1. Inhibitor AT094 lahko prehaja v jedro celic GBM kjer se nahaja aktivni katepsin L.

2. Inhibitor AT094 bolj selektivno inhibira katepsin L kot katepsin B v celicah GBM, pri
¢emer pa ni popolnoma selektiven le za katepsin L. Zaradi podobnosti v aktivnih mestih

cisteinskih proteaz verjeteno do dolo¢ene mere inhibira tudi druge katepsine.

3. Inhibitor AT094 je v koncentraciji nad 1 uM bolj citotoksi¢en za normalne astrocite ,

kot za celice GBM.

4. Inhibitor katepsina L pri necitotoksi¢ni koncentraciji ni vplival na zniZanje apoptotskega
praga v celicah U87-MG kjer smo po inhibiciji katepsina L $e dodatno sprozili apoptozo
po notranji (s STS) ali zunanji poti (s TNFa/AktD).

5. Razlog za nepotrjen vpliv inhibitorja AT094 na apoptozo v celicah U87-MG je lahko ta,
da je inaktivacija katepsina L lahko spodbudila "homeostazni" odziv in nastanek novih
aktivnih oblik encima iz prokatepsinov. Mozno pa je, da je u¢inek inhibicije katepsina L na

apoptozo mozno potrditi Sele po daljSem Casu tretiranja celic z inhibitorjem

6. Inhibicija katepsina L z AT094 ob soCasni prisotnosti arzenovega trioksida vpliva na
povecano umrljivost celic U87-MG, izpostaviti pa moramo dejstvo, da gre tu za nekoliko

drugacen mehanizem sproZanja celi¢ne smrti.

Zaklju¢imo lahko, da sta inhibitor in sonda s podobno strukturo primerna za Studij vloge
katepsina L v razliénih procesih v celicah GBM. Preliminarni testi sinergisti¢nega pro-
apoptotskega delovanja AT094 z arzenovim trioksidom kaZejo na antiapoptotsko vlogo
katepsina L pri GBM in pomembno prispevajo k nadaljnjim Studijam za uporabo

inhibitorja pri zdravljenju GBM ali drugih vrst raka.
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