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Katepsin L sodi med cisteinske katepsine in se v normalnih fizioloskih razmerah
nahaja v lizosomih in/ali endosomih, kjer je odgovoren za razgradnjo proteinov na
manjSe enote. Poleg tega njegovo vlogo povezujemo s homeostazo koze in srénih
celic, ter zorenjem nevropeptidov in limfocitov B. PoviSano izraZanje katepsina L v
celicah in njegova prisotnost v zunajcelicnem prostoru sovpadata s pojavom
nekaterih koZnih bolezni, raka in revmatoidnega artritisa. DolocCanje biokemijskih
lastnosti proteinov nam pomaga pri boljSem razumevanju funkcij posameznih
proteinov v fizioloSkih in patofizioloSkih pogojih. Mednje sodi tudi doloCanje
substratne specificnosti, na podlagi katere lahko nacrtujemo razvoj ustreznih
inhibitorjev, ki bi lahko pripomogli k izboljSanju Stevilnih bolezenskih stanj,
katerih razvoj sovpada s spremenjenim izraZzanjem in aktivnostjo encimov. Cilj
magistrske naloge je bila priprava rekombinantnega Cloveskega katepsina L. Za
izrazanje rekombinantnega ¢loveskega katepsina L smo uporabili kvasovko Pichia
pastoris, v katero smo vstavili vektor pPIC9-prokatepsin L. Oc¢is¢enemu encimu
smo s pomocjo inhibitorja E-64 dolocili aktivno koncentracijo. Za dolo¢anje in
primerjavo substratnih specificnosti rekombinantnega c¢loveskega in miSjega
katepsina L na pozicijah P4, P3 in P2 smo uporabili kombinatorno fluorogeno
tetrapeptidno substrato knjiznico. Oba encima na mestu P2 preferirata aromatske
aminokisline. Cloveski katepsin L na poziciji P3 preferira norlevcin, na poziciji P4
pa histidin. Za razliko od cloveSkega katepsina L pa misji katepsin najbolje cepi
peptide, ki imajo na poziciji P3 levcin in na poziciji P4 alanin.
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Cathepsin L belongs to the group of cysteine cathepsins. Normally it can be found
in lysosomes and endosomes, where it is responsible for the breakdown of proteins
to peptides and amino acids. The role of cathepsin L is also related to homeostasis
in skin and heart cells, processing of neuropeptides and maturation of B-
lymphocytes. Additionally, elevated level of cathepsin L and its presence in
extracellular matrix correlate with the development of certain skin diseases, cancer
and rheumatoid arthritis. Determination of the biochemical properties of the
enzyme, including substrate specificity, is therefore of great importance for
understanding the function of the enzyme in physiological and pathophysiological
conditions. This knowledge may lead to design of new specific inhibitors and
consequently to improvement of life quality of the patients with cathepsin L related
diseases. The main goal of this master thesis was preparation of recombinant
human cathepsin L. For expression of recombinant human cathepsin L we used
yeast Pichia pastoris with inserted pPIC9-procathepsin L vector. The active
enzyme concentration was determined using the inhibitor E-64. Substrate
specificities of the recombinant human and mouse cathepsin L in the P2, P3, and
P4 positions were determined using a combinatorial fluorogenic tetrapeptide
substrate library. Both enzymes showed slight preference for aromatic amino acids
in the P2 position. Human cathepsin L prefers norleucine in the P3 position and
histidine in the P4 position, whereas mouse cathepsin L preferes peptides with
leucine in the P3 position and alanine in the P4 position.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

53BP1 vezavni protein 1 za protein p53 (ang. protein 53-binding protein 1)

Ab protitelo

AGE agarozna gelska elektroforeza

AK aminokislina

AOX alternativna oksidaza (gen)

APC antigen predstavitvene celice (ang. antigen presenting cells)

BMGY sestavljeno gojisce z glicerolom in pufrom (ang. buffered glycerol-complex
medium)

BMMY sestavljeno gojisc¢e z metanolom in pufrom (ang. buffered methanol-
complex medium)

BRCA-1 gen tipa 1 dovzetnosti za raka dojke tipa 1 (ang. breast cancer susceptibility
gene 1)

BSA goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin)

CBB coomassie brilliant blue

CD oznacevalec pripadnosti (ang. cluster of differentiation)

cPCR PCR na osnovi kolonije (ang. colony PCR)

CTSL katepsin L (gen)

Da dalton

dH20 destilirana voda

DNK deoksiribonukleinska kislina

dNTP deoksinukleotid

DTT ditrioteitol

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

EDTA etilendiamintetraocetna kislina

EGF epidermalni rastni faktor (ang. epidermal growth factor)

NaOA natrijev oksalacetat

FPLC tekocCinska kromatografija za hitro lo¢evanje proteinov (ang. fast protein
liquid chromatography)

MD minimalno gojis¢e z dekstrozo (ang. minimal dextrose medium)

MHC poglavitni histokompatibilnostni kompleks (ang. major histocompatibility
complex)

mRNK informacijska RNK (ang. messenger RNA)

MCS polilinkersko mesto (ang. multiple cloning site)

NaDS natrijev dodecilsulfat

PAGE poliakrilamidna  gelska elektroforeza (ang. Polyacrylamide gel
electrophoresis)

PARP poli ADP-riboza polimeraza (ang. poly ADP-ribose polymerase)

PCR verizna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction)
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RFU relativna enota fluorescence (ang. relative fluorescence unit)
RNK ribonukleinska kislina

TAE tris-acetat-EDTA

TBS tris puferna solna raztopina (ang. tris buffered saline)

TCA triklorocetna kislina

TNBC trojno negativni rak dojk (ang. triple-negative breast cancer)
Tris tris hidroksimetil aminometan

Uuv ultravijoli¢na svetloba

WT prenos western (ang. Western transfer)

YNB kvasna duSikova osnova (ang. yeast nitrogen base)

YPD gojisce s kvasnim ekstraktom, peptonom in dekstrozo (ang. yeast extract

peptone dextrose medium)
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OKRAJSAVE AMINOKISLIN
C Cys cistein
D Asp aspartat
E Glu glutamat
F Phe fenilalanin
G Gly glicin
H His histidin
I Ile izolevcin
K Lys lizin
L Leu levein
M Met metionin
N Asn asparagin
P Pro prolin
Q Gln glutamin
R Arg arginin
S Ser serin
T Thr treonin
A% Val valin
w Trp triptofan
Y Tyr tirozin
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1 UVOD

1.1  OPREDELITEV PROBLEMA

Cisteinski katepsini so sprva veljali za encime, ki v lizosomih nespecifi¢no razgrajujejo
proteine, vendar so novejSe raziskave pokazale, da njihova vloga Se zdale¢ ni tako
omejena. Spremenjeno izrazanje endogenih encimov, tudi cisteinskih katepsinov, vpliva na
regulacijo Stevilnih metabolnih poti v celici, katerih rezultat je razvoj bolezenskih stanj,
kot so rak in nevrodegenerativne bolezni. Tako je poznavanje vloge encimov v zdravem
sistemu bistveno za razumevanje razvoja bolezenskih stanj. Za natancnejSo dolocitev vloge
posameznih encimov v normalnih fizioloskih pogojih je potrebna njihova biokemijska
karakterizacija, ki lahko v nadaljnjih raziskavah sluzi kot osnova za morebitne medicinske
aplikacije (Turk, 2006).

Kadar govorimo o patofiziologiji cisteinskih katepsinov, gre v ve€ini primerov za njihovo
prekomerno izrazanje ter tudi usmeritev le-teh v zunajceli¢ni prostor. Njithovo encimsko
aktivnost lahko uravnavamo z uporabo inhibitorjev. Glede na Stevilo obstojecih proteaz je
Stevilo njihovih endogenih inhibitorjev neprimerno manjSe, zaradi Cesar je posledi¢no
manjSa tudi njihova specifi¢nost (Reiser in sod., 2010). Tako je razvoj sinteticnih
inhibitorjev usmerjen v iskanje kemijskih spojin, ki bi specificno inhibirale posamezne
proteaze. Za uspeSen razvoj specifiénih sinteticnih inhibitorjev je zato potreba natancna
karakterizacija aktivnega mesta posameznega encima (Choe in sod., 2006).

Eden izmed biokemijskih parametrov pri karakterizaciji encimov je dolocanje substratne
specifiCnosti. Preferencne aminokisline na posameznih pozicijah lahko dolo€amo s
presejanjem substratov iz peptidnih knjiZnic, katerih ustreznost je potrebno potrditi tudi s
cepitvenimi mesti v naravnih substratih. Ob tem pa se moramo zavedati, da je cepitev
substrata s cisteinskim katepsinom morebiti le eden izmed korakov v kaskadi proteaznih
reakcij. Zato lahko o realnih posledicah delovanja doloenega encima govorimo le, kadar
opazujemo njegovo delovanje v zivem sistemu. Kon¢ni cilj vseh podobnih raziskav je
poznavanje vzrokov in mehanizmov nastanka bolezni, njihovo odpravljanje in posledicno
zviSevanje kvalitete Zivljenja posameznika.
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1.2 CILJI IN NAMEN DELA

Namen dela je bila priprava rekombinantnega cloveskega katepsina L in dolocitev
substratne specificnosti o€iS€enega encima. Za izrazanje katepsina L smo uporabili sistem
za izraZanje, kvasovko Pichia pastoris.

Cilj magistrske naloge je bila primerjava substratnih specificnosti ¢loveSkega in mis§jega
katepsina L. Za dolocanje substratne specifi¢nosti smo uporabili fluorogeno kombinatorno
tetrapeptidno knjiznico. Na podlagi dobljenih rezultatov smo dolocili razlike med
substratnima specificnostima obeh homologov.

1.3 HIPOTEZE

Predvidevali smo, da je s sistemom za izraZanje P. pastoris mozno izraziti zadostne
koli¢ine pravilno zvitega prokatepsina L, ki po aktivaciji tvori kataliti¢no aktiven katepsin
L.

Nadalje smo predvidevali, da se substratni specifi¢nosti cloveskega in miSjega katepsina L
razlikujeta.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 PROTEAZE

Proteaze sodijo v skupino encimov, ki cepijo peptidno vez ter proteine razgrajujejo na
manjSe enote. Nahajajo se prav v vseh zivih organizmih, od virusov do sesalcev. Sprva je
veljalo, da je vloga proteaz povezana z razgradnjo proteinov v metabolizmu, kasneje pa je
postalo jasno, da imajo pomembno vlogo tudi pri uravnavanju fizioloskih procesov ter
generiranju in prenosu celi¢nih signalov. Ob tem je pomembno poudariti tudi dejstvo, da
so cepitve substratnih molekul s proteazami ireverzibilne modifikacije (Turk, 2006).
Cloveski genom nosi zapis za ve¢ kot 500 proteaz in ve¢ kot 220 njihovih endogenih
inhibitorjev (Reiser in sod., 2010).

Kadar proteaza cepi peptidno verigo na enem izmed njenih koncev jo uvrS€amo med
eksopeptidaze. V kolikor cepitev poteCe na N-terminalnem delu verige lahko tako
ekspopetidazo poimenujemo tudi aminopeptidaza, v primeru C-terminalnega dela verige
pa karboksipeptidaza. Proteaze, ki cepijo substrat sredi peptidne verige spadajo med
endopeptidaze. Posamezena proteaza se glede na mesto cepitve lahko uvrsc¢a v enega ali
ve¢ omenjenih razredov (Turk, 2006). Glede na osnovni katalitski mehanizem v aktivnem
mestu encima proteaze razvrSCamo v pet razredov: serinske, cisteinske, aspartatne,
treoninske in metalo proteaze ter endopeptidaze neznanega katalitskega mehanizma
(Enzyme..., 2013; Rawlings in sod., 2014).

2.1.1 Cisteinske proteaze

Skupna znacilnost vseh cisteinskih proteaz je kataliticna diada cistein — histidin, ki se
nahaja v aktivnem mestu encima. Cisteinski aminokislinski preostanek ima vlogo
nukleofila, histidinski aminokislinski preostanek pa predstavlja sploSno bazo za ciljanje
protonov (Stoka in sod., 2005). Glede na homologijo in podobnost tridimenzionalne
zgradbe so cisteinske proteaze razdeljene v 9 klanov, vsak klan pa se deli v druzine
encimov (Rawlings in sod., 2014).

2.2  KATEPSINI

Katepsin je skovanka starogrSskih besed kata (gr. prebaviti) ter hepsein (gr. vreti), in
pomeni razgraditi, oziroma razkuhati. Uporablja se za poimenovanje proteaz aktivnih v
kislem okolju (Turk in sod., 2003). V normalnih fizioloskih pogojih se katepsini nahajajo v
endosomih in lizosomih. Glede na tip katalize katepsine delimo na serinske, aspartatne in
cisteinske (Reiser in sod., 2010). Med serinske katepsine sodita katepsina A in G, med
aspartatne pa katepsina D in E (Reiser in sod., 2010). Najve¢ predstavnikov, kar 11, sodi v
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skupino cisteinskih katepsinov (Turk in sod., 2012). Glede na terciarno stukturo katepsini
spadajo v klan CA in v druzino Cla, kjer se nahajajo papainu podobni encimi. Zreli
katepsini so, z izjemo tetramernega katepsina C, majhni monomeri (Turk in sod., 2012).
Stevilo katepsinov je verjetno dokonéno, saj analize &loveskega genoma niso razkrile
nobenih dodatnih katepsinom podobnih nukleotidnih zaporedij (Rossi in sod., 2004).
Osnovna funkcija katepsinov je znotrajceli¢na razgradnja proteinov. Poskusi na podlagi
tehnologije izbijanja genov so pokazali, da le-ta ni odvisna od delovanja posameznega
katepsina teme¢ vzajemnega delovanja encimov. Poleg tega pa nepravilnosti v izraZzanju in
Stevilne mutacije v genskih zapisih za nekatere katepsine korelirajo z nastankom Stevilnih
humanih bolezni (Vasiljeva in sod., 2007).

2.2.1 Cisteinski katepsini

Cisteinski katepsini so najbolj poznana skupina cisteinskih proteaz, kamor se uvrSc¢ajo
katepsini B, C, F, H, K, L, O, S, V, X, in W (Turk in sod., 2012). Katepsini B, H in L se
nahajajo v skoraj vseh sesalskih tkivih (Stoka in sod., 2005), kar nakazuje na nespecificno
vlogo pri razgradnji proteinov. Funkcija nekaterih drugih cisteinskih katepsinov pa je
veliko bolj specificna in omejena le na dolocena tkiva. Katepsin S je tako vkljucen v
metabolno pot predstavitve antigenov na poglavitnem histokompatibilnostnem kompleksu
(MHC) razreda II, ki se nahaja na antigen predstavitvenih celicah (APC), ki izhajajo iz
kostnega tkiva (Honey in sod., 2003). Katepsin K pa se prevladujoce izraza v osteoklastih,
kjer je vkljucen v respiracijo kosti (Lecaille, 2008). Katepsin V se specificno izraza v
timusu, testisih in kornei, katepsin W pa v limfocitih T, tipa CD8+ (Bromme in sod., 1999;
Linnevers in sod., 1997).

Katepsini F, L, K, O, S in V se glede na mesto cepitve peptidne verige uvrs¢ajo med
endopeptidaze. Katepsini B, C, H in X pa so eksopeptidaze. Katepsin C je
aminodipeptidaza, katepsin H aminopeptidaza. Na karboksilnem koncu verige cepi
katepsin X po en aminokislinski preostanek in katepsin B dva (Stoka in sod., 2005).

Katepsini za svoje optimalno delovanje potrebujejo reducirajo¢e in rahlo kislo okolje,
katerega najdemo v lizosomih. V nevtralnem pH se katepsini ireverzibilno inaktivirajo.
Katespin S je izjema in v nevtralnem do rahlo baziénem pH ohrani svojo encimsko
aktivnost. Pri poveCanem izrazanju lahko cisteinske katepsine najdemo tudi v
zunajceliénem prostoru, kar nakazuje, da pH ni edini faktor, ki vpliva na njihovo aktivnost
(Turk in sod., 2012). Ena od znacilnosti cisteinskih katepsinov, ki jih louje od serinskih
ali aspartatnih proteaz je majhno Stevilo visoko definiranih vezavnih mest za substrat v
aktivnem mestu (Turk in sod., 2003).
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2.3 KATEPSINL

Kirschke in sodelavci so katepsin L prvic€ izolirali iz tkivnih homogenatov podganjih jeter
v sedemdesetih letih 20. stoletja (Kirschke in sod., 1972; Kirschke in sod., 1977).

CTSL, gen za €loveski katepsin L, se nahaja na 9. kromosomu, natan¢neje, v regiji 9q921-
22. Sestavlja ga 8 eksonov in 7 intronov. Po prepisu mRNA lahko nastane vec spojitvenih
variant. Katepsin L se sintetizira v obliki preproencima s 333 aminokislinami. Molekulska
masa preproencima je 37564 Da. Po cepitvi signalnega zaporedja nastane enoverizen
prokatepsin L z maso 38-41 kDa. Ob aktivaciji katepsina L se najprej odcepi propeptid.
Enoverizen katepsin L z maso 28 kDa se dokoncno procesira v dvoverizno obliko,
sestavljeno iz tezke in lahke veriga, z masama 24 kDa in 4 kDa (Kirschke, 2013).

=

MNPTLILAAFCLGIASATLTFDHSLEAQWTKWKAMENRLYGMNEEGWRRAVWEKNMKMIE 60 P07711 CATL1_HUMAN
1 MNLLLLLAVLCLGTALATPKFDQTFSAEWHQWKSTHRRLYGTNEEEWRRAIWEKNMRMIQ 60 P06797 CATL1_MOUSE

dedk degkdk sk k kk _ kkgaa dkask shkkg ok dkdkkk dkkk kkdkdkgkdkdkkdkgokokg

61 LHNQEYREGKHSFTMAMNAFGDMTSEEFRQVMNGFQONRKPRKGKVFQEPLFYEAPRSVDW 120 P07711 CATL1_HUMAN
61 LHNGEYSNGQHGF SMEMNAFGDMTNEEFRQVVNGYRHQKHKKGRLFQEPLMLKIPKSVDW 120 P06797 CATL1_MOUSE

Jedkdk ok gdkadk gk dkkdkdkodkdkdkok dkdkokkdkdkgkdga gk ghkgakokkdoky 3 kgkokkk

121 REKGYVTPVKNQGQCGSCWAFSATGALEGQMFRKTGRLISLSEQNLVDCSGPQGNEGCNG 180 P07711 CATL1_HUMAN
121 REKGCVTPVKNQGQCGSCWAFSASGCLEGQMFLKTGKLISLSEQNLVDCSHAQGNQGCNG 180 P06797 CATL1_MOUSE

dededede ek ko dodk ko dkodk ok gk ke ok ke g ok ke ok ok ok ok ok ok ok ke ke ke ok deodede g ok ok ok

181 GLMDYAFQYVQDNGGLDSEESYPYEATEESCKYNPKYSVANDTGFVDIPKQEKALMKAVA 240 P07711 CATL1_HUMAN
181 GLMDFAFQYIKENGGLDSEESYPYEAKDGSCKYRAEFAVANDTGFVDIPQQEKALMKAVA 240 P06797 CATL1_MOUSE

ddedkdk gdkddk g g skdkkdkdkdkokdkokdokdodkdh o koo | 2 os g ok ook ok ok ok ke ok ke g ok ok ok ke ok ke ok ke ke ke

241 TVGPISVAIDAGHESFLFYKEGIYFEPDCSSEDMDHGVLVVGYGFESTESDNNKYWLVKN 300 P07711 CATL1_HUMAN
241 TVGPISVAMDASHPSLQFYSSGIYYEPNCSSKNLDHGVLLVGYGYEGTDSNKNKYWLVKN 300 P06797 CATL1_MOUSE

dededededkddkde gdk ok kg ok, kkdk gk gk s g sk gk gk kgokg s kokkkokkokok

301 SWGEEWGMGGYVKMAKDRRNHCGIASAASYPTV- 333 P07711 CATL1_HUMAN
301 SWGSEWGMEGYIKIAKDRDNHCGLATAASYPVVN 334 P06797 CATL1_MOUSE

Jedodk  deddkdk dkdkgd gk ok gk g dokkkk Kk

Slika 1: Primarjava aminokislinskih zaporedij ¢loveskega in misjega preprokatepsina L (Cathepsin ..., 2013)

Aminokislinsko zaporedje miSjega preprokatepsina L (spodaj) je poravnano glede na zaporedje Cloveskega
preprokatepsina L (zgoraj). Na levi strani so oStevilcena prva mesta vsake vrstice, na desni strani pa zadnja
mesta, sledi akcesijska Stevilka sekvence in ime proteina. Ujemanje posameznih mest v sekvenci je oznac¢eno
s simboli “*”, “:” in “.”, pri Cemer so povsem ohranjena mesta zaznamovana z “*”, mesta z aminokislinskimi

ostnaki z zelo podobnimi lastnostmi z “:” in mesta s §ibko podobnimi lastnostmi z “.”. Modra barva oznacuje
signalno sekvenco, rdeca pa propeptid.

[73E2] Ceskd

Na sliki 1 je prikazana primerjava aminokislinskih zaporedij ¢loveskega in miSjega
katepsina L. Zaporedji se po dolzini razlikujeta le za en aminokislinski preostanek,
identi¢nost verig pa znasa 71,9 %. 240 aminokislinskih preostankov na posameznih
pozicijah je povsem ohranjenih, nadaljnjih 68 aminokislinskih preostankov pa je podobnih.
V celotni verigi se najvecje razlike med zaporedjema pojavljajo v sestavi propeptida. Tudi
tu pa so povsem ohranjeni aminokislinski preostanki, ki so pomembni za vzdrzevanje
globluarne oblike N-terminalnega dela propeptida. Mednje spadajo hidrofobni
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aminokislinski preostanki, ve¢inoma aromati¢nega znacaja, ki predstavljajo hidrofobno
jedro med obema vijaCnicama, ter nabite, hidrofilne aminokisline, ki tvorijo solne
mosticke. Med 96 aminokislinskimi preostanki v propeptidu pride v 10 primerih do
zamenjave aminokislin, ki nimajo podobnih lastnosti. Zamenjava med aminokislinami s
hidrofilnim in hidrofobnim znacajem se pojavi le dvakrat, najbolj pogoste pa so zamenjave
med aminokislinami z nevtralno in hidrofilno stransko verigo (Cathepsin ..., 2013).

V delu sekvence, iz katere nastane zrela oblika katepsina L, so pri misih in ¢loveku
ohranjena vsa mesta, pomembna za nastanek disulfidnih vezi, glikozilacijo in
aminokisline, ki so sestavni del aktivnega mesta (Cathepsin ..., 2013).

Sinteza preprokatepsina poteka v zrnatem endolpazemskem retikulumu. Z vstopom v
lumen endoplazemskega retikuluma se signalno zaporedje odstrani, med potjo skozi
Golgijev aparat pa se proencim Se dodatno modificira, saj potecCeta glikozilacija in
manozna fosforilacija, vzpostavijo pa se tudi disulfidne vezi. Encim opremljen z manoza-
6-fosfatom nadaljuje pot preko Golgijevega omrezja do njegovega trans dela, kjer se
vkljuc¢i v transportne vezikle in nadaljnjo v lizosome, kjer katepsin L dozori v aktivno
obliko (Brix in sod., 2008, Kirschke, 2013).

Cepitev enoveriznega katepsina L na tezko in lahko verigo poteCe za aminokislino na
poziciji 291. Pri misih in podganah je to asparagin, pri ¢loveSkem katepsinu L pa je na tem
mestu asparaginska kislina (Kirschke, 2013).

Katepsin L lahko razgrajuje Sirok spekter proteinskih substratov, vklju¢no z encimi,
receptorji in transkripcijskimi faktorji. Najraje cepi substrate, ki imajo na poziciji P2
aromatski aminokislinski preostanek in na poziciji P3 hidrofilni aminokislinski preostanek.
Encimsko aktivnost katepsina L lahko zaznamo pri pH med 3,0 in 6,5, z optimumom pri
pH 5.5 (Kirschke, 2013).
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Slika 2: Tridimenzionalna struktura prokatepsina L (PDB koda: 1CS8) (Coulombe in sod.,
1996)

Z rumenimi pu§¢icami so oznacene B-verige, roza barva predstavlja a-vijacnico, vijoli¢na pa
zavoje v verigi.

vvvvv

aktivnega mesta s katalitiéno diado. Prva domena se nahaja na N- koncu polipeptidne
verige in je sestavljena pretezno iz a-vijacnic in Kkataliticnega cisteina na poziciji 25
(Cys25). Drugo domeno, ki se nahaja na C-koncu, sestavljajo pretezno B-ploskve s
katali¢nim histidinom na poziciji 163 (His163). Cisteinski katepsini imajo dokaj podobno
zgradbo aktivnega mesta. Razlike v specifi¢nosti med posameznimi katepsini izhajajo iz
stranskih verig, ki obkrozajo rezo aktivnega mesta in tako doloCajo optimalna
aminokislinska zaporedja substratov (Coulombe in sod., 1996).

2.3.1 Propeptid

Vsi katepsini, vkljuéno s katepsinom L, se sintetizirajo v obliki neaktivnega proencima,
kjer je propeptid zasidran v rezo aktivnega mesta in preprecuje njihovo aktivacijo. Tako so
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celice zascCitene pred nekontrolirano proteolizo. Poleg prepre¢evanja encimske aktivnosti je
klju¢en tudi pri pravilnem zvijanju katepsinov ter stabilizaciji v denaturirajo¢em,
nevtralnem oziroma bazi¢nem okolju (Tao in sod., 1994). Specificna regija prosegmenta
tvori del prepoznavnega mesta, ki je potreben za modifikacijo z manoza-6-fosfatom
(Coulombe in sod., 1996) ter sodeluje pri vezavi na membrano mikrosomov (Mclntyre in
sod., 1994).

Propeptid je sestavljen iz N-terminalnega globularnega dela, ki ga sestavljajo tri o-
vijacnice (aminokislinski preostanki 1 do 75) in linkerja (aminokislinski preostanki 76 do
95), ki povezuje globularni del propeptida s katepsinom L. Aminokislinski preostanki, ki
so med katepsini dobro ohranjeni, so klju¢nega pomena za ohranjanje tridimenzionalne
strukture globulrnega dela propeptida. Evolucijsko ohranjeni aromatski aminokislinski
preostanki 12p, 15p, 19p, 23p, 35p in alifatski 60p tvorijo hidrofobne interakcije med a-
vijaCnicama olp in o2p. Stabilno strukturo propeptida poleg hidrofobnih interakcij
ohranjajo tudi solni mosticki znotraj propeptida in hidrofobne interakcije a-vija¢nice a3p s
katepsinom L. C-terminalni del propeptida se v iztegnjeni konformaciji razteza preko reze
za vezavo substrata in tako uspesno inhibira encimsko aktivnost katepsina L. Usmerjenosti
prosegmenta in substrata v rezi za vezavo substrata sta si nasprotni (Coulombe in sod.,
1996). Vezavo propeptida v rezo aktivnega mesta encima posnema tudi Siroko uporabljeni
inhibitor E-64.

Po avtokatalitski cepitvi in locitvi proregije, ki poteCe v kislem okolju, se encim aktivira
(Mason in sod., 1985). Prisotnost polianionov, kot je dekstran sulfat, mo¢no pospesijo
procesiranje katepsina L in bi lahko pri aktivaciji katepsina L in vivo nakazovali na
pomembnost interakcij med katepsinom L in komponentami membrane (Coulombe, 1996).

2.3.2 Fizioloske funkcije katepsina L

Poleg razgradnje proteinov znotraj lizosomov ima katepsin L tudi bolj specifi¢ne funkcije,
ki so pomembne za ohranjaje homeostaze organizmov.

Spira in sodelavci so pokazali, da je kljuCen pri ohranjanju homeostaze v sr¢nih celicah
(Spira in sod., 2007). Pomembno vlogo ima tudi pri ohranjanju normalne funkcije koZe in
lasnih mesSickov (Tobin in sod., 2002). Mis$ji modeli z izbitim genom za katepsin L so
kazali znake epidermalne hiperplazije, ki se je razvila kot posledica hiperproliferacije
bazalnih keranocitov. V odsotnosti epidermalnega rastnega faktorja (EGF) so keranociti
divjega tipa (ctsl+/+) in keranociti z izbitim genom za katepsin L (ctsl-/- ) mnoZili podobno
hitro. V prisotnosti EGF so keranociti ctsl-/- proliferirali hitreje. Internalizacija in
razgradnja radioaktivno oznacenega EGF je bila v obeh primerih podobna. Vzrok za
hitrejSo proliferacijo keranocitov ctsl-/- je povecano recikliranje EGF in njegovega
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receptorja na povrsino celic, ter aktivacija signalne kaskade, ki sproza proliferacijo celic
(Reinheckel, 2005).

Nevropeptidi so klju¢ni prenasalci informacij v zivénem sistemu. Poznavanje njihove
sinteze je zelo pomembno za razumevanje interakcij med nevronskimi celicami in
peptidnimi hormoni ter nac¢inom delovanja slednjih. Proteoliticna aktivnost Stevilnih
encimov je nepogreSljiva pri biosintezi esencialnih peptidnih nevrotransmitorjev in
hormonov. Za pretvorbo pronevropeptidov v nevropetide v sekretornih veziklih je
odgovoren tudi katepsin L. Razumevanje funkcije katepsina L v metabolni poti sinteze in
zorenja nevropeptidov bi v prihodnosti lahko vplivalo na razvoj novih analgetikov in
izboljSanega nadzora nad debelostjo in metabolizmom (Funkelstein, 2010).

Progeni¢ni limfociti B nastajajo v kostnem mozgu, kjer dozorijo do stopnje nezrelih
limfocitov B. Nezreli limfociti B zapustijo kostni mozeg in potujejo v vranico, kjer se
razvijejo v zrele naivne limfocite B. Ob stiku z antigenom, ki se nahaja na antigen
predstavitvenih celicah (APC), se naivna celica B aktivira in diferencira v plazmatke ali
spominske limfocite B. V proces predstavljanja antigenov na molekulah MHC razreda II
na povrSini APC so vkljuceni tudi katepsini. Misji katepsin L ima pomembno vlogo pri
predstavitvi antigenov na molekulah MHC razreda II v timusnih celicah. Sodeluje pri
razgradnji invariantne verige p4l ter pri procesiranju peptidnih ligandov, ki se v
kompleksu z molekulo MHC razreda II predstavijo na povrsini perifernih timusnih celic.
Poskusi na miSih z izbitim genom za CTSL so v vranici in timusu pokazali opazno
zmanjSan odstotek celic CD4+, ki je posledica okvare v procesu zgodnje pozitivne
selekcije timocit CD4+, ter povecan odstotek celic CD8+ tako v timusu kot tudi v limfnih
vozlih. V ¢loveskem telesu isto vlogo opravlja katepsin V (Badano in sod., 2013).

2.3.3 Inhibitorji cisteinskih katepsinov

Glavni regulatorji aktivnosti cisteinskih katepsinov so endogeni proteinski inhibitorji. So
kompetitivni in reverzibilni inhibitorji in s svojim delovanjem preprecujejo vezavo
substrata v rezo aktivnega mesta. Delimo jih na cistatine, tiropine in serpine. Cistatini se
glede na podobnost aminokislinskega zaporedja delijo na znotrajcelicne stefine in
zunajceli¢ne cistatine in kininogene (Turk in sod., 2002). V primeru spros¢anja proteaz iz
lizosomov in ob vdorih patogenov v telo, kadar le-ti vstopajo s pomocjo cisteinskih
proteaz, endogeni inhibitorji preprecujejo nekontrolirano protelizo (Stoka in sod., 2005).
Poleg cistatinov so med pomembnejSimi inhibitorji katepsinov Se tiropini (Turk in sod.,
2002). Med tiropine vklju¢ujemo p41 fragment invariantne verige molekul MHC razreda
I, ki je v primerjavi s cistatini selektivni inhibitor in inhibira katepsina L (Guncar in sod.,
1999). Serpini so inhibitorji serinskih proteaz, vendar je znano tudi njihovo inhibitorno
delovanje na nekatere cisteinske katepsine (Turk in sod., 2002).
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Odkritje inhibitorja E-64, (L-trans-epoksisukcinil-levcilamido(4-gvanidino)butana, je bilo
zelo pomembno za preuCevanje vloge cisteinskih katepsinov. Prvi¢ so ga izolirali iz
ekstrakta glive Aspergillus japonicus TPR-64 (Hanada in sod., 1978). Molekula selektivno
alkilira kataliti¢ne cisteine v papainu podobnih proteazah v stehiometriénem razmerju 1:1.
Edini predstavnik katepsinske druzine, ¢igar aktivnost se ob prisotnosti E-64 ne zmanjSa
znatno je katepsin C. E-64, kot tudi njegova razli¢ica, ki lahko prehaja skozi celicno
membrano, E-64d, sta izrednega pomena za razumevanje funkcije in lastnosti cisteinskih
katepsinov in se uporabljata za merjenje aktivnosti cisteinskih katepsinov v celi¢nih lizatih,
celi¢nih kulturah, kot tudi modelnih laboratorijskih organizmih (Turk in sod., 2012).

2.3.4 Sestava aktivnega mesta

Substrat se veZe na vezavna mesta v rezi aktivnega mesta encima. Hidroliza peptidne vezi
v substratu poteCe med aminokislinskima preostankoma, ki ju oznacujemo s P1 in P1’.
Mestu P1 v smeri N-terminalnega dela sledijo mesta P2, P3 in P4, v smeri C-terminalnega
dela verige pa mesti P2’ in P3’. PripadajoCa vezavna mesta v aktivnemu mestu encima, ki
so v stiku s substratom pa oznacujemo s simboli S4, S3, S2, S1, S1°, S2” in S3’. Shema
Schechter-Bergerjeve nomenklature je povzeta na sliki 3. Za doloCanje substratne
specificnosti encimov so v substratu najbolj pomembna mesta P2, P1 in P1°, ki z encimom
tvorijo interakcije preko peptidne ter stranskih verig aminokislin, medtem, ko so mesta S4,
S3 in S3’ z encimom povezana le s stranskimi verigami, ki ne omogocajo tako mocne
povezave (Choe in sod., 2006).

N-terminalni MESTO CEPITVE C-termir_\alni
del verige del verige

S3 S2 S1 ST S2r S3

AKTIVNO MESTO ENCIMA

Slika 3: Interkacija substrata in encima v aktivnem mestu (Schechter in sod., 1967)
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24 RAK

Rak je bolezen, ki nastane kot posledica dednih ali pridobljenih sprememb dednine v
telesnih ali spolnih celicah posameznika. Gre za kopicenje genetskih in epigenetskih
sprememb v celicah, ki vplivajo na povecano izrazanje onkongenov in zmanjSano izraZanje
tumor supresorskih genov. Vsem spremembam je skupno, da se zmanjSa zmoznost
popravljanja poskodb molekule DNK, zniZza nivo apoptoze, ter poveca nenadzorovano
deljenje celic. Kot posledici nepovratnih sprememb se pojavljata tudi vrasSCanje
spremenjenega tkiva v sosednja ali celo metastaziranje rakavih celic v druge organe
bolnikovega telesa (Lankelma in sod., 2010). Od nastanka prvih spremenjenih celic, pa do
vecjih sprememb, npr. tumorjev, ki jih je mo¢ zaznati, lahko mine tudi ve¢ let. Od
razvojnega ¢asa pa so odvisne tudi moZnosti za okrevanje po bolezni. V rakavo celico se
lahko spremeni katerakoli celica v telesu, glede na tip tkiva, v katerem se bolezen pojavi pa
jih delimo na karcinome, sarkome, levkemije ter limfome (Zadnik in sod., 2013).

Po podatkih Registra raka Republike Slovenije je bilo konec leta 2009 v Sloveniji za
rakom obolelih nekaj vec kot 32 tiso¢ moskih in skoraj 45 tiso¢ Zensk. Tako kot v ostalih
drzavah razvitega sveta, kjer je smrt za posledicami raka na 2. mestu, se bolezen tudi pri
nas najpogosteje razvije na kozi, prsih, prostati ter ¢revesju (Health..., 2012; Hoyert in
sod., 2012; Zadnik in sod., 2013).

2.4.1 Razvoj raka in vloga katepsina L

Za zdravo tkivo je znacilno uravnoteZeno razmerje med nivojem celi€nih delitev in
programirano celi€no smrtjo, apoptozo. V rakastih tkivih, kjer je Stevilo delitev povecano,
apoptoza pa odsotna, je omenjeno ravnotezje poruSeno. Ko tumor doseze doloceno
velikost, za prezivetje potrebuje povecan dotok hranil, za kar je potreben nastanek novih
zil. V primeru niZjega izrazanja signalnih molekul za pritrditev na celice ali matriks se
poveca verjetnost invazije ali migracije celic v druga tkiva, saj celice izgubijo stik s svojim
mikrookoljem. Posledica omenjenih procesov je lahko nastanek metastaz, ki so poglavitni
vzrok za smrt pri bolnikih z rakom (Lankelma in sod., 2010).

Vec raziskav je pokazalo, da je nivo izraZzanja katepsina L poviSan pri raku prsi, pljuénem
raku, raku Zelodca in Crevesja, ter pri karcinomih glave in vratu, melanomih in gliomih.
Obstaja povezava med poviSano vrednostjo katepsina L v celicah in stopnjo malignosti le-
teh. Ker izrazanje katepsina L v zdravih celicah ostaja nespremenjeno, bi tar¢no ciljanje
katepsina L lahko predstavljalo priloZnost za ciljano zdravljenje malignih celic (Lankelma
in sod., 2010).

V razvoj malignih tumorjev so vkljuCeni vsaj Stirje procesi: prekomerno namnozevanje
celic zaradi zmanjSanega nivoja apoptoze, angiogeneza, invazija in migracija celic.
Povezava med vlogo katepsina L pri procesu apoptoze in angiogeneze $e ni povsem
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razjasnjena. Vpogled v vlogo katepsina L je otezen tudi zaradi Stevilnih nasprotujocih si
Studij. Potrebne bodo Stevilne nadaljnje raziskave, ki bodo razkrile povezavo med
katepsinom L in apoptozo ter vlogo katepsina L pri procesu angiogeneze. Vloga katepsina
L pri invaziji in migraciji celic je bolje razjasnjena (Lankelma in sod., 2010).

E-kadherin je adhezijski protein zunajcelicnega matriksa, ki celice povezuje med saboj.
Koncentracija katepsina L v okolici rakastih celic je povecCana, struktura zunajcelicnega
matriksa pa uniCena, za kar lahko del odgovornosti pripiSemo ravno cepitvi E-kadherina s
pomocjo katepsina L. Teoreti¢no bi lahko inhibicija katepsina L v tumorskem mikrookolju
pozitivno vplivala na zmanjSanje nastajanja tumorskih metastaz, saj bi se zaradi zmanjSane
razgradnje zunajcelicnega matriksa mo€no zmanjSal migracijski potencial tumorskih celic
v okoliska tkiva (Goncheva in sod., 2006).

2.5 SISTEM ZA IZRAZANJE PROTEINOV

Kvasovka Pichia pastoris je eden izmed uveljavljenih sistemov za izrazanje heterolognih
proteinov (Cregg in sod., 1985). Rokovanje s kvasovkami je enako preprosto kot delo z
bakterijskimi kulturami, hkrati pa kvasovke opravljajo tudi kompleksne posttranslacijske
modifikacije, ki so znadilne za vi§je evkarionte. Heterologne proteine lahko izraZamo tudi
s celitnimi kulturami vi§jih sesalcev ali insektov, vendar je delo s kvasovkami cenejse,
preprostejSe in hitrejSe. S kvasovko Pichia pastoris lahko proteine izrazamo v celici ali
izven nje. Kvasovka med gojenjem v gojis€e izlo¢a zelo majhne koli¢ine endogenih
proteinov in je zato primerna za izrazanje heterolognih proteinov, ki ob izlo€anju v gojisce
ohranijo svojo nativno obliko. Moznost izlo¢anja proteinov v gojis€e poenostavi nadaljnje
¢iS¢enje rekombinantnih proteinov in je zaradi prihranka casa in denarja zelo zazelena
oblika izrazanja rekombinantnih proteinov (Higgins in sod., 1998). Dodatno prednost
predstavlja tudi velika sorodnost z modelnim organizmom Saccharomyces cerevisiae za
katerega je bilo razvitih mnogo orodij za genetske modifikacije in se prav tako lahko
uporabljajo pri delu s Pichia pastoris (Cregg in sod., 2000).

2.5.1 Sistem za izraZanje proteinov Pichia pastoris

Pichia pastoris je metilotrofna kvasovka, ki lahko kot edini vir ogljika uporablja metanol.
Prvi korak v metabolizmu metanola je njegova oksidacija v formaldehid in vodikov
peroksid, pri ¢emer sodeluje encim alkoholna oksidaza. Slabost alkoholne oksidaze je, da
ima slabo afiniteto do elementarnega kisika, ki je potreben za potek reakcije. Na slabo
ucinkovitost encima so se metilotrofne kvasovke prilagodile s sintezo velikih koli¢in
alkoholne oksidaze, za kar je odgovoren moc¢an promotor AOX, ki se nahaja pred genskim
zapisom za alkoholno oksidazo (Cregg in sod., 2000). Alkoholna oksidaza nastaja s
prepisom dveh visoko homolognih genov, AOX1 in AOX2. Za izrazanje veCine alkoholne
oksidaze v celici je odgovoren gen AOXI. Izrazanje gena AOXI1 je na nivoju prepisa
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regulirano z dvostopenjskim procesom. Glukoza je represor in kljub prisotnosti induktorja,
metanola zavira prepis. Zato je za optimalno metanolno indukcijo zaZelena predhodna rast
kvasovk v gojiscu, ki vsebuje glicerol, ki ima vlogo depresorja, vendar sam, v odsotnosti
metanola, ne zadoS¢a za indukcijo genov aox/ (Cregg in sod., 2000).

Vektorji za izrazanje heterolognih proteinov v P. pastoris so si med seboj zelo podobni in
vsebujejo regulatorne elemente, ki izhajajo iz P. pastoris. Kaseta za izrazanje tujega gena v
vektorju pPIC9 (slika 4) je sestavljena iz promotorja gena AOX1, ki mu sledi polilinkersko
mesto (MCS), ki vsebuje specifi¢na prepoznavna zaporedja za restrikcijske endonukleaze
Xho I, SnaB I, EcoR I, Avr Il in Not I, preko katerih lahko v vektor vstavimo Zeleni insert.
Polilinkerju sledi terminator transkripcije in je odgovoren za ucinkovito procesiranje 3'
konca in poliadenilacijo mRNA. Selekcijski marker, ki omogoca selekcijo kvasovk P.
pastoris, ki so sprejele vektor za izrazanje z zelenim insertom, je gen HIS4, ki nosi zapis za
histidinolno dehidrogenazo. Histidinolna dehidrogenaza je klju¢ni encim biosintezne poti
histidina. Kvasovke brez histidinolne dehidrogenaze lahko rastejo na kompleksnem
gojiscu, za rast na minimalnem gojiS¢u pa je potreben dodatek histidina. Pogoj za
delovanje selekcijskega sistema je gostitelj z okvarjenim genom za histidinolno
dehidrogenazo. Uspesna integracija genov s plazmida omogoca prepis gena HIS4, s cemer
je premagana pomanjkljivost gostitelja. Da pridejo lastnosti selekcijskega sistema do
izraza, se kvasovke po transformaciji nacepi na minimalno gojis¢e. AOX1 3' robna
zaporedja usmerjajo integracijo plazmida. Kloniranje, amplifikacija in vzdrzevanje
plazmida potekajo v bakteriji E.coli, zato se na plazmidu nahajata tudi gen za ampicilinsko
rezistenco in mesto zacetka podvojevanja pBR32 (Cregg, 1985).
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Bal Il

Slika 4: Struktura vektorja pPIC9 (Pichia..., 2002)

Xho I, SnaB I, EcoR I, Avr II, Not I, Sal I, Stu I, Bgl IIT — specifi¢na prepoznavna
zaporedja za cepitev z restikcijskimi endonukleazami; Ampicillin — gen za rezistenco
na ampicilin; 5’A0X1, 3A0X1 — robna zaporedja gena AOX1; TT — terminator
transkripcije; HIS4 — gen, ki nosi zapis za alkoholno dehidrogenazo; pBR32 — mesto
zacetka podvojevanja za rast v bakterijski celici.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

3.1.1 Laboratorijska oprema

3.1.1.1 Potro$ni material

Za izvedbo poskusa smo uporabili potro$ni material (preglednica 1) in laboratorijsko

steklovino (preglednica 2).

Preglednica 1: Seznam potros$nih pripomockov

Pripomocek Proizvajalec
Aluminijasta folija
Avtomatske pipete Eppendorf, Nemcija

Centrifugalni filter Amicon® Ultra-4
Crna mikrotiterska plo$¢a s 96 luknjami
Dializno ¢revo

Elektroporacijska kiveta

Film

Filtrni papir

Glavnicek za pripravo AGE gelov
Kadic¢ka za agaraozno gelsko elektroforezo
Kadicka za NaDS-PAGE elektroforezo
Mikrocentrifugirke 1,5 ml
Mikrocentrifugirke 2,0 ml

Nastavki za pipete

Nitrocelulozna membrana

Papirnate brisace

Plasti¢na komora za oznacevanje z Ab
Polistirenske petrijevke, 10 cm

Stojalo za vlivanje NaDS gelov
Svetlobna kaseta Hypercassette

Milipore, ZDA
Costar, ZDA
Serva, Nemcija

Kodak, ZDA

Bio-Rad, ZDA

Owl Scientific INC., ZDA
Bio-Rad, ZDA

Costar, ZDA

Costar, ZDA

Eppendorf, Nemcija
Serva, Nemcija

TRP, Svica
Bio-Rad, ZDA
Amersham Biosciences, Velika

Britanija
Preglednica 2: Seznam laboratorijske steklovine
Steklovina Volumen
Epruvete 10 ml, 20 ml
CasSe 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 100 ml
Steklene petrijevke 150 x 25 mm
Stekleni nastavki za pipete Sml, 10 ml
Steklenice 1000 ml

Stresalne erlenmajerice
Erlenmajerice

300 ml, 2000 ml
100 ml, 300 ml, 500 ml, 1000 ml
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3.1.1.2 Naprave

Dolocene dele poizkusov smo izvedli s pomoc¢jo avtomatiziranih laboratorijskih naprav

(preglednica 3).

Preglednica 3: Seznam laboratorijskih naprav

Naprava

Proizvajalec

Centrifuga 5804 R

Centrifuga Centric 200 R
Centrifuga Sorvall™ RC 6 Plus
Centrifugalni evaporator Concentrator 5301
Elektroporator Gene Pulser I1
Flourimeter Safire

FPLC naprava

Hladilnik

Inkubator

Izvor elektri¢ne napetosti PowerPac' ™ Basic
Laboratorijska tehtnica PC 2000
Magnetno meSalo Rotamix S 10
Mikrovalovna pecica

Mini centrifuga MC6

Orbitalni stresalnik Vibromix 40
PCR naprava

Peristalti¢na crpalka

pH meter SevenEasy

Razvijalec fotografskih filmov
Spektrometer NanoDrop ND-1000
Stresalnik

UV lué, UV Transilluminator
Vrtin¢énik Labdancer

WT aparatura

Zmrzovalna omara — 20 °C
Zmrzovalna skrinja — 80 °C

Eppendorf, Nemcija
Tehtnica Zelezniki, Slovenija
Thermo Scientific, ZDA
Eppendorf, Nemcija
Bio-Rad, ZDA

Tecan, Svica

Electrolux

WTB Binder, Nemcija
Bio-Rad, ZDA

Mettler Toledo, ZDA
Tehtnica Zelezniki, Slovenija
Sharp, Japonska

Sarstedt, Nemcija

Tehtnica Zelezniki, Slovenija
Perkin Elmer, ZDA

Mettler Toledo, ZDA
Konica-Minolta, Japonska
Thermo Scientific, ZDA
Tehtnica Zelezniki, Slovenija
UVP, ZDA

IKA, Nemcija

Biometra, Nemcija

JKS Refrigeration, Italija
JKS Refrigeration, Italija

3.1.2 Organizmi

Za izrazanje rekombinantnega humanega katepsina L smo uporabili organizem Pichia

pastroris, sev GS115.

3.1.3 Encimi, plazmidi in protitelesa

Linearizacijo vektorja smo opravili s pomocjo restrikcijske endonukleaze Sac 1.

Genski zapis za heterologno izraZzanje humanega proteina smo v kvasovko Pichia pastoris
vnesli s pomoc¢ju plazmida pPIC9 z insertom za prokatepsin L.
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Za imunolosko detekcijo s tehniko prenosa Western smo potrebovali zaj¢ja protitelesa
proti katepsinu L (primarno protitelo) in kozja anti-zaj¢ja protitelesa IgG (sekundarno
protitelo).

3.1.4 Delo s kvasovkami Pichia pastoris

3.1.4.1 Zalozne raztopine za pripravo gojis¢

Amonijev sulfat in YNB (preglednica 4) smo s pomoc¢jo magnetnega meSala raztopili v
vodi in avtoklavirali. Raztopino smo shranili na 4 °C.

Preglednica 4: 10X YNB (13,4 % Kvasna duSikova osnova brez amonijevega sulfata in aminokislin)

Sestavina Koli¢ina Proizvajalec
YNB (brez AK in amonijevega sulfata) 34 g Merck, Nem¢ja
Amonijev sulfat 100 g Merck, Nemcija
dH,O 1000 ml

Biotin (preglednica 5) smo s pomo¢jo magnetnega mesala raztopili v vodi in sterilno
filtrirali in raztopino shranili na 4 °C.

Preglednica 5: 500X Biotin (0,02 % Biotin)

Sestavina Kolicina Proizvajalec
Biotin 20 mg Sigma, ZDA
dH,O 100 ml

Glukozo (preglednica 6) smo s pomoc¢jo magnetnega meSala raztopili v vodi in sterilno
filtrirali. Pred nadaljnjo uporabo smo raztopino shranili na sobni temperaturi.

Preglednica 6: 10X Dekstroza (20 % Dekstroza)

Sestavina Kolicina Proizvajalec
Dekstroza 200 g Sigma, ZDA
dH,O 1000 ml

Metanol (preglednica 7) smo raztopili v vodi in raztopino shranili na 4 °C.

Preglednica 7: 10X Metanol (5 % Metanol)

Sestavina Kolicina Proizvajalec
Metanol 5ml Sigma, ZDA
dH,O 95 ml

Glicerol (preglednica 8) smo s pomocjo magnetnega meSala raztopili v vodi in
akvtoklavirali. Pred nadaljnjo uporabo smo raztopino shranili na sobni temperaturi.
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Preglednica 8: 10X Glicerol (10 % Glicerol)

Sestavina Kolicina Proizvajalec
Glicerol 100 ml Carlo Erba, Italija
dH,O 900 ml

K,HPO,in H,PO4 (preglednica 9) smo raztopili v vodi in umerili pH na 6,0. Raztopino smo
avtoklavirali in shranili na sobni temperaturi.

Preglednica 9: 1M Kalijev fosfat pufer, pH 6,0

Sestavina Kolicina Proizvajalec
IM K;HPO4 23 ¢ Serva, Nemcija
IM KH,PO4 118 g Serva, Nemcija
dH,O 1000 ml

3.1.4.2 Gojisca

pomocjo magnetnega meSala v vodi raztopili kvasni ekstrakt in pepton ter raztopini
avtoklavirali. V ohlajeni raztopini smo dodali preostale sestavine in ju do uporabe shranili
na 4°C.

Preglednica 10: BMGY

Sestavina Koli¢ina Proizvajalec
Kvasni ekstrakt 10g Merck, Nemcija
Pepton 20¢g Merck, Nemcija

1 M Kalijjev fosfat, pH 6,0 100 ml Merck, Nemcija
YNB 100 ml Formedium, VB
500X Biotin 2 ml Sigma, ZDA

10X Glicerol 100 ml Carlo Erba, Italija
dH,O 700 ml

Preglednica 11: BMMY

Sestavina Kolicina Proizvajalec
Kvasni ekstrakt 10g Merck, Nemcija
Pepton 20g Merck, Nemcija
IM kalijjev fosfat, pH 6,0 100 ml Merck, Nemcija
10X YNB 100 ml Formedium, VB
500 x Biotin 2 ml Sigma, ZDA

10 X Metanol 100 ml Sigma, ZDA
dH,O 700 ml

Za pripravo plos¢ MD smo, s pomoc¢jo magnetnega meSala, YNB in agar (preglednica 12)
najprej zmeSali z vodo, nato pa raztopino avtoklavirali. V raztopino, ohlajeno na priblizno
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40 °C, smo dodali ostale sestavine, zmesali in vlili plos¢e. Do uporabe smo jih shranili na
4 °C.

Preglednica 12: Plos¢e MD

Sestavina Kolicina Proizvajalec
10X YNB 100 ml Formedium, VB
500X Biotin 2 ml Sigma, ZDA
10X Dekstroza 100 ml Sigma, ZDA
dH,O 800 ml

Agaroza 15g Sigma, ZDA

Kvasni ekstrakt in pepton (preglednica 13) smo s pomoc¢jo magnetnega mesala raztopili v
vodi in raztopino avtoklavirali. V ohlajeno raztopino smo dodali dekstrozo. Gojis¢e smo
do uporabe hranili na 4 °C.

Preglednica 13: YPD plosce

Sestavina Kolicina Proizvajalec
Kvasni ekstrakt 10g Merck, Nemcija
Pepton 20g Merck, Nemcija
10X Dekstroza 100 ml Sigma, ZDA

dH,O 900 ml
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3.1.5 Pufriin raztopine

Preglednica 14 prikazuje pufre in raztopine, ki smo jih uporabili pri rokovanju s

heterolognimi proteini.

Preglednica 14: Seznam pufrov in raztopin

Ime

Sestava

AGE nanasalni pufer

Aktivacijski pufer

Blokirna raztopina
Elucijski pufer

NaDS-PAGE elektroforetski pufer
NaDS-PAGE koncentracijski gel 4 %
NaDS-PAGE locevalni gel 12,5 %

NaDS-PAGE nanasalni pufer

Pufer za prenos western (WT)

Pufer za razbarvanje gelov
Raztopina barvila Coomassie brilliant blue

Reakcijski pufer
TAE pufer

TBS pufer
Vezavni pufer

0,09 % (m/v) bromfenol modro, 60 % (m/v)
glicerol, 60 mM EDTA, 0,09 % (m/v) ksilen
cianol FF

20 mM NaOAc, 3 mM EDTA; pH 5,5; 5 mM
DTT

5 % (m/v) mleko v prahu, TBS

30 mM Tris, pH 7,5; 0,4 M NaOH, 0,3 M
imidazol

1 % NaDS, 192 mM glicin, 2 mM Tris

1,8 ml akrilamid, 2,5 ml 0,5 M Tris/HCI, 3,65
ml dH,0, 100 pul 10 % NaDS, 15 ul TEMED,
30 ul APS

0,6 ml akrilamid, 1,2 ml 1,5 M Tris/HCI,
3,075 ml dH,0, 50 ul 10 % NaDS, 7,5 ul
TEMED, 15 ul APS

NaDS, 125 mM Tris, 1% (m/v) bromfenol
modro, 40 % (m/v) glicerol, 2 % (m/v), 200
mM DTT

8§ mM glicin, 20 % (v/v) metanol,
0,037 % (m/v) NaDS, 25 mM Tris

7 % (v/v) AcOH, 30 % (v/v) EtOH

7 % (v/v) AcOH, 30 % (v/v) EtOH,

0,025 % (m/v) CBB R250;

0,1 M NaOAc, | mM EDTA, pH 5,5; 5 mM
DTT

40 mM Tris acetat, pH 8,0; 1 mM EDTA

50 mM Tris, pH 7,6; 150 mM NaCl

30 mM Tris, pH 7,5; 0,4 M NaOH, 10 mM
imidazol
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3.1.6 Ostale kemikalije

V preglednici 15 so prikazane ostale kemikalije, ki smo jih uporabili v naSem poskusu.

Preglednica 15: Seznam ostalih kemikalij

Kemikalija Proizvajalec

Aceton Carlo Erba, Italija
Agaroza Serva, ZDA

APS Serva, Nemcija

BSA

Butanol Carlo Erba, Italija
DMSO Merck, Nemcija

dNTP Thermoscienticif, ZDA
DTT Sigma, ZDA

E-64 Peptide Research Institue, Japonska
MgCl, Serva, Nemcija

MSDS

Ocetna kislina Sigma, Nemcija
Sorbitol Carlo Erba, Italija
TCA Serva, Nemcija
Tris/HCI1 Serva, Nemcija

Z-Phe-Arg-AMC

3.1.7 Komercialni kiti in reagenti

V preglednici 16 so prikazani komercialno dostopni kiti in reagenti, ki smo jih uporabili
tekom poskusa.

Preglednica 16: Seznam komercialnih reagentov in kitov

Komercialni reagenti Proizvajalec

DNA velikostni standard MBI Fermentas, Latvija
Taq DNA polimeraza in pufer Promega, ZDA
Proteinski velikostni standard MBI Fermentas, Latvija

Kemoluminiscentni reagent
Peptidne knjiznice

3.1.8 Racunalniski programi

Za analizo podatkov iz poskusov in prikaz rezultatov smo uporabili racunalniske programe
iz preglednice 17.
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Preglednica 17: Seznam racunalniskih programov

Program Proizvajalec

Paket Microsoft Office Microsoft Office
Prism Graph Pad
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3.2 METODE

3.2.1 Linearizacija plazmidne DNA

Pomemben pristop k uspesni transformaciji je linearizacija vektorja. Za linearizacijo
vektorja pPIC9-prokatepsin L in uspesno homologno rekombinacijo na mesto AOX1 v
genom kvasovke P. pastoris smo uporabili restrikcijsko endonukleazo Sac I. Linearna
oblika DNA stimulira rekombinacijo in omogoca stabilno vkljucitev zelenih genov v
genom kvasovke. Nastanejo His+Mut+ mutanti.

Za restrikcijo plazmida smo pripravili meSanico, prikazano v preglednici 18.

Preglednica 18: Sestava meSanice za restrikcijo vektorja pPIC9-prokatepsin L

Komponenta Volumen [pl]
Vektor pPIC9 100
Reakecijski pufer za Sac | 14

BSA (100 mg/ml) 1,4

dH,0 14,6

Sac | 10

Skupni volumen 140

Za potek restrikcije smo meSanico pustili ¢ez no¢ na 37 °C, nato smo linearizirano
plazmidno DNA koncentrirali s centrifugalnim evaporatorjem. Uspesnost linearizacije smo
preverjali z agarozno gelsko elektroforezo.

3.2.2 Elektroporacija P. pastoris

Elektroporacija je metoda, ki z uporabo napetostnih elektricnih pulzov omogoca vnos
tujega materiala v celice. Za izvedbo elektroporacije smo sledili protokolu proizvajalca
kompleta za transformacijo kvasovk (Pichia..., 2002):

1. Kvasovke Pichia Pastoris smo inokulirali v 5 ml gojis¢a YPD in jih preko noci stresali
na 220 obr./min in 30 °C.

2. 0,5 ml prekonocne kulture iz koraka 1 smo inokulirali v stresalno erlenmajerico s 500
ml svezega gojis¢a YPD in jih gojili ¢ez noc, da je kultura dosegla
OD600=1,3 - 1,6.

3. Vsebino stresalne erlenmajerice smo centrifugirali pri 1500 x g in temperaturi 4 °C.
Pelet smo resuspendirali v 500 ml sterilne hladne vode.

4. Ponovili smo centrifugiranje iz koraka 3 in pelet resuspendirali v 150 ml sterilne
hladne vode.
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10.

1.
12.
13.

Kvasovke smo centrifugirali pri 1500 % g in temperaturi 4 °C. Ponovili smo
centrifugiranje iz koraka 3 in pelet resuspendirali v 20 ml ledeno hladnega 1 M
sorbitola.

Ponovili smo centrifugiranje iz koraka 3 in pelet resuspendirali v 1 ml ledeno hladnega
1 M sorbitola, do kon¢nega volumna priblizno 1,5 ml.

Pripravili smo 2 alikvota po 200 upl celic in jima dodali 20 pl predpripravljene
linearizirane DNA. MeSanici smo prenesli v ledeno hladni 0,2 cm elektroporacijski
kiveti.

Elektroporacijski kiveti smo 5 min inkubirali na ledu.

Za elektroporacijo smo uporabili napravo Invitrogen Electroporator II in parametre
prikazane v preglednici 19.

Takoj po poteku elektroporacije smo v kiveto dodali 1 ml ledeno hladnega 1 M
sorbitola. Vsebino kivete smo prenesli v sterilno mikrocentrifugirko.

Alikvote po 50 ul, 150 pl in 300 pl smo nanesli na MD plosce.

Plosce smo inkubirali pri 30 °C dokler se na ploS¢ah niso pojavile kolonije kvasovk.
Izbrali smo 10 lepo raslih kolonij in jih analizirali z verizno reakcijo s polimerazo
(PCR).

Preglednica 19: Parametri elektroporacije

Parameter Koli¢ina
Napetost nabijanja 1500 V
Kapacitanca 50 uF
Upornost 200 Q

3.2.3 Verizna reakcija s polimerazo na osnovi kolonije

Z analizo z verizno reakcijo s polimerazo na osnovi kolonije (cPCR) smo preverili

uspesnost integracije Zelenega inserta v kvasni genom.

Naredili smo reakcijo PCR, pri kateri smo iz plos¢e MD prenesli nekaj kvasnih celic iz
posamic¢nih kolonij direktno v reakcijsko meSanico za PCR. Za potrebe reakcije smo
pripravili meSanico, prikazano v preglednici 20.
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Preglednica 20: Sestava meSanice za analizo PCR na osnovi kolonije

Komponenta Volumen [pl]
dNTP (2,5 nM) 1,25

Zacetni oligonukleotid AOXS’ 0,25

Zacetni oligonukleotid AOX3’ 0,25

PCR pufer 2,5

MgCl, 1,5

dH,O 16,6

Taq polimeraza 0,15

Skupni volumen reakcijske meSanice 22,5

Sekvenci uporabljenih zacetnih oligonukleotidov sta bili sledeci:
AOXS’: 5’-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3°
AOX3’: 5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’

Vzorce smo vstavili v PCR napravo in nastavili na program, prikazan v preglednici 21.

Preglednica 21: Pogoji PCR reakcije

Temperatura [°C | Cas [min| St. ciklov
94 3 1

94 0,5

5 0,5 30

72 1

72 7 1

3.2.4 Agarozna gelska elektroforeza

Po konc¢ani PCR reakciji smo vzorce analizirali z agarozno gelsko elektroforezo (AGE).
Na podlagi rezultatov smo izbrali kolonije za nadaljnje delo.

1.) Priprava 0,8 % agaroznega gela
V erlenmajerico smo zatehtali 1 g agaroze in nato dolili ¢ 120 ml 1 x TAE pufra z
barvilom SYBR Safe. Erlenmajerico smo v mikrovalovni pecici segrevali, dokler se
agaroza ni povsem raztopila. Pripravili smo kadicko za agarozno gelsko elektroforezo in
vanjo vlili nekoliko ohlajen gel. V gel smo vstavili glavnicek z 20 Zepki in pocakali, da
se je gel ohladil in polimeriziral.
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2.) Izvedba AGE
Iz gela smo odstranili glavnicek in v kadicko do oznake nalili 1 x TAE pufer. V
luknjice smo nanesli DNA standard in vzorce. AGE je potekala pri konstantni
elektri¢ni napetosti 100 V, okoli 45 min.

3.) Analiza
Gel smo analizirali pod UV lu¢jo. SYBR Safe barvilo se vgrajuje med bazne pare. Po
obsevanju z ultravijoli¢no svetlobo (UV) SYBR Safe oddaja zeleno svetlobo z valovno
dolzino 525 nm in nam omogoca detekcijo DNA.

3.2.5 Poskusno izrazanje katepsina L

S poskusnim izrazanjem v majhnem obsegu analiziramo ve¢ kvasnih kolonij hkrati. Po
kon¢anem postopku izrazanja rekombinantih proteinov je sledila analiza vzorcev in izbira
kvasnega klona z najvi§jo koli¢ino izrazenega cloveskega katepsina L.

Postopek:

1.) Posamezne kolonije smo inokulirali v 5 ml tekoCega gojis¢a BMGY. Epruvete smo
stresali preko noci v stresalniku pri 30 °C in 220 obr./min, da so kvasovke dosegle
OD600 =2-6.

2.) Epruvete smo centrifugirali 5 min, na 3000 % g in celice resuspendirali ter jih prenesli v
stresalne erlenmajerice z 20 ml sveZega medija BMMY.

3.) Dodali smo 100 % metanol do kon¢ne koncentracije 1 %.

4.) Stresalne erlenmajerice smo ob stalnem meSanju inkubirali pri temperaturi 30 °C.

5.) V naslednjih dneh smo vsakih 24 ur dodali 100 % metanol do kon¢ne koncentracije 1
%.

6.) Casovni profil izraZanja rekombinantnega katepsina L smo spremljali ob ¢asih 24 h, 48
h, 72 h in 96 h tako, da smo iz stresalne erlenmajerice v 1,5 ml centrifugirko sterilno
odpipetirali 1 ml gojis¢a s celicami. Centrifugirko z vzorcem smo centrifugirali in
supernatant prenesli v novo 1,5 ml centrifugirko ter jo do analize shranili pri -20 °C.

7.) Najprimernejsi klon smo dolo€ili s pomoc¢jo poliakrilamidne gelske elektroforeze v
prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS PAGE).

3.2.6 Poliakrilna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata

1.) Priprava vzorcev pred nanosom na gel
Pred nanosom vzorcev na poliakrilno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega
dodecil sulfata (NaDS PAGE) smo proteine v supernatantu oborili s triklorocetno
kislino (TCA). 900 pul supernatanta iz poskusnega izrazanja smo dodali 99 ul 100 %
TCA in na ledu inkubirali 30 min. Vzorce smo nato 10 min centrifugirali pri 4 °C in
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10000 x g. Supernatant smo previdno odstranili, pelet pa sprali s 500 pl ledeno
hladnega acetona. Sledilo je centrifugiranje vzorcev 3 min, na 10000 x g in 4 °C.
Spiranje z acetonom in centrifugiranje vzorcev smo ponovili Se enkrat. Odlili smo
supernatant in pelete posusili na zraku. Posusenim vzorcem smo dodali 25 pl 1 x NaDS
PAGE nanaSalnega pufra in pelete na vrtinéniku popolnoma raztopili. Vzorce smo 3
min kuhali v vodni kopeli pri 100 °C.

2.) Priprava gela

Na stojalu smo sestavili stekleni ploscici, loceni z distanénikom in med njiju vlili 12,5
% locevalni poliakrilamidni gel. Gel smo prelili z butanolom, da se je gladina gela
popolnoma poravnala. Ko se je gel strdil, smo butanol odlili, na osnovni gel pa nanesli
Se 4,0 % koncentracijski gel ter vanj vstavili glavnicke. Stekelce s polimeriziranim
gelom smo prenesli v elektroforezno kadicko v katero smo dodali ustrezno koli¢ino
elektroforeznega pufra, odstranili glavni¢ke in v luknjice nanesli proteinske vzorce in
velikostni standard.

3.) Izvedba NaDS-PAGE
Elektroforezno kadi¢ko smo izpostavili elektritnemu toku 35 mA/gel. Cas loéevanja
proteinov v elektricnem polju smo prilagodili glede na potovanje barvila skozi gel. Ko
je le-to doseglo spodnji rob stekelca smo elektri¢ni tok izklopili in gel barvali v barvalni
raztopini Coomassie modro.

4.) Barvanje lis z barvilom Comassie Brilliant Blue
V stekleni petrijevki smo zmesali 30 ml predpripravljenega barvila Comassie Brilliant
Blue in 30 ml 20 % ocetne kisline. Vzorce smo barvali 20 minut. Nato smo gele zaceli
spirati s pufrom za razbarvanje. Med razbarvanjem smo razbarvalni pufer veckrat
zamenjali. Postopek je potekal toliko Casa, dokler niso proteinske lise postale jasno
vidne.

3.2.7 Imunoloska detekcija s tehniko prenosa Western

Prisotnost katepsina L v vzorcu smo zeleli potrditi tudi z imunolosko detekcijo. Ker je
struktura gela neprimerna za oznacevanje proteinov s protitelesi, smo loene proteine s
pomocjo elektriénega toka najprej prenesli na nitrocelulozno membrano. Metodo prenosa
proteinov iz elektroforetskega gela na membrano imenujemo tehnika prenosa Western.

Pripravili smo nitrocelulozno membrano in 6 filter papirjev v velikosti NaDS-PAGE gelov.
Vse komponente smo pred zlaganjem namocili v pufer za prenos Western ter jih nato
zlozili po sistemu sendvica - trije filter papirji, gel, nitrocelulozna membrana, trije filter
papirji. Zlozene komponente smo prenesli v aparaturo za prenos Western s pufrom za
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prenos Western. Na aparaturo smo pritrdili pokrov in jo priklopili na vir elektricne
napetosti, kjer je potekal prenos proteinov iz NaDS PAGE gela na nitrocelulozno
membrano pri konstantnem elektriénem toku. Parametri prenosa so prikazani v preglednici
22.

Preglednica 22: Karakteristike prenosa Western

Parameter Koli¢ina
Cas 1,5h
Elektri¢ni tok 250 mA

Po koncanem prenosu smo aparaturo razdrli in membrano prenesli v blokirno raztopino in
jo inkubirali 1 uro na sobni temperaturi, s ¢emer smo se izognili nespecificni vezavi
protiteles na membrano. Po konc¢ani inkubaciji v blokirni raztopini smo membrano prenesli
v raztopino s primarnimi zaj¢jimi protitelesi proti katepsinu L, red¢enimi v 1 X pufru TBS
v razmerju 1:2000. Membrano smo inkubirali ¢ez no¢ na 4 °C. Nato smo membrano spirali
trikrat po 15 min v 1 x pufru TBS. Sledila je enourna inkubacija membrane na 37 °C v
raztopini sekundarnih kozjih anti-zaj¢jih protiteles 1gG, red€enih v 1 % pufru TBS v
razmerju 1:5000. Po koncani inkubaciji smo membrano ponovno sprali dvakrat po 15 min,
z 1 x pufrom TBS.

Pripravili smo kemoluminiscenéni reagent ECL tako, da smo zmeSali 1 ml ECL reagenta 1
in 1 ml ECL reagenta 2 ter ga enakomerno razporedili po odcejeni membrani. Po eni
minuti smo reagent z membrane odcedili ter jo prestavili v svetlobno kaseto. Delo smo
nadaljevali v temnici, kjer smo ¢ez membrano poloZzili na svetlobo obcutljiv film. Film
smo pustili v kaseti 1-2 min in ga nato razvili.

3.2.8 Preverjanje encimske aktivnosti katepsina L v vzorcih supernatantov

Spremljanje encimske aktivnosti temelji na spreminjanju fluorescence fluorogenih
substratov po Casu pri konstantni temperaturi in koncentraciji encima: (dF/dt)E,T.
Emisijski spektri necepljenih in cepljenih sinteti¢nih substratov se med seboj razlikujejo, in
sicer tako, da se po cepitvi emisijski spektri fluoroforov prestavijo k daljSim valovnim
dolzinam. Narasc¢ajo¢ fluorescencni signal pri spremenjenih valovnih dolZinah je
sorazmeren s koli¢ino cepljenega substrata in se uporablja za preuCevanje encimske
aktivnosti.

Z-Phe-Arg-AMC je fluorogeni substrat, ki se uporablja za dolo¢anje kataliticne aktivnosti
katepsinov B, K in L ter papaina. Po cepitvi substrata z omenjenimi encimi ima sproscen
AMC fluorofor vzbujevalni in emisijski maksimum pri valovnih dolzinah 370 nm in 460
nm.
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Supernatante, ki smo jih uporabili za analizo z NaDS PAGE smo uporabili tudi za
preverjanje encimske aktivnosti katepsina L. V reakcijski pufer (0,1 M NaOAc, 1 mM
EDTA, pH 5,5), smo dodali 1 M reducent DTT do kon¢ne 5 mM koncentracije in
kon¢nega volumna 90 pL. Mikrotitersko plos€o smo inkubirali 10 min pri 37 °C. Nato smo
k reakcijski meSanici dodali po 10 pL substrata Z-Phe-Arg-AMC in zaceli meriti encimsko
aktivnost v fluorimetru za mikrotiterske plos¢e Safire, Tecan (Svica). Reakcijo smo
spremljali 10-15 min pri temeperaturi 37 °C. Za izraZanje katepsina L v ve¢jem obsegu
smo izbrali klon pri katerem smo v supernatantu zaznali najvecjo encimsko aktivnost
rekombinantnega katepsina L.

3.2.9 Izrazanje proteina v ve¢jem obsegu

Z izrazanje katepsina L v ve¢jem obsegu smo izbrali klon P. pastrois, ki je med poskusnim
izrazanjem rekombinantnega proteina, pokazala najboljSe rezultate. Najprej smo pripravili
prekonoc¢no kulturo. Izbrano kolonijo smo nacepili v 25 ml tekofega medija BMGY in jo
preko noci stresali pri 30 °C. Kultura je po 16-18 urah dosegla ODgyo = 2 - 6.

V 2 1 stresalno erlenmajerico s 500 ml tekocega medija BMMY smo inokulirali
prekonoc¢no kulturo in jo gojili preko noci pri 30 °C, dokler ni dosegla ODgpo =2 - 6.
Celice iz druge prekonoc¢ne kulture smo 5 minut centrifugirali pri 300 x g. Celi¢ni pelet
smo resuspendirali v 60 ml medija BMMY. Le-tega smo razdelili v Sest 2-litrskih
erlenmajeric, po 10 ml v vsako. V vsako erlenmajerico smo dodali Se 300 ml tekocega
medija BMMY in priceli s stresanjem pri 30 °C.

Tri dni smo v razmiku 24 ur dodajali 100 % metanol do kon¢ne koncentracije 1 % (w/v).

Po treh dneh indukcije smo vsebino erlenmajeric zdruzili in jo 10 min centrifugirali na
6000 x g. Supernatante smo prelili v 1 1 steklenice in jih shranili na -20 °C. Celi¢ne pelete
smo zavrgli.

3.2.10 Cis€enje in aktivacija katepsina L

Supernatant smo ocistili s pomoc¢jo nikelj kelatne kromatografije za kar smo uporabili
napravo za FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography). Princip lo¢evanja pri nikelj
kelatni kromatografiji je afiniteta molekul, bogatih z elektroni, do niklja. Rekombinantni
proteini oznaceni s histidinom, ki ima visoko afiniteto do niklja, so zato idealne tarCe za
izlo&anje iz vzorca z nikelj kelatno kromatografijo, saj se veZejo na Ni*" ione v matriksu.
Elucijo s histidinskimi repi oznacenih molekul dosezemo s spiranjem s pufrom s poviSano
vsebnostjo imidazola. Imidazol tekmuje za vezavna mesta na Ni*" koloni in iz njih
izpodrine oznacene molekule.
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Afinitno kromatografijo smo zaceli s spiranjem kolone z vezavnim pufrom (30 mM Tris,
pH 7,5, 04 M NaOH, 10 mM imidazol). Sledilo je nanaSanje supernatanta z
rekombinantim proteinom, za kar smo uporabili peristalticno ¢rpalko. Nadaljevali smo s
spiranjem z vezavnim pufrom, s ¢imer smo se znebili vseh neveznih proteinov. Eluat smo
zbirali v frakcijah z volumnom ~ 5 ml in sledili meritvam absorbance, dokler se ni ustalila
v blizini izhodi§¢na in kazala konstantno vrednost. Nato smo zaceli s spiranjem z
elucijskim pufrom, bogatim z imidazolom (30 mM Tris, pH 7,5; 0,4 M NaOH, 0,3 M
imidazol). Frakcije z najvi§jo vrednostjo absorbance po spiranju z elucijskim pufrom smo
preverili z NaDS PAGE.

Po zakljucku kromatografije smo aktivne frakcije zdruzili in jih skoncentrirali na amicon
filtru cut off 10. Obenem smo menjali tudi pufer. Rekombinantnim proteinom v novem
pufru (20 mM NaOAc, 3 mM EDTA, pH 5,5) smo dodali DTT do kon¢ne koncentracije 5
mM in ga 2 uri pustili na sobni temperaturi. Z dodatkom DTT smo dosegli aktivacijo
encima, ¢emur smo sledili z odvzemanjem vzorcev v dolocenih Casovnih intervalih.
Vzorce smo nanesli na NaDS-PAGE in preverili potek aktivacije.

Dodali smo inhibitor MSDS.

S spektrometrom Nanodrop smo preverili Cistost rekombinantnega encima in izmerili
absorbanco pri valovni dolzini 280 nm. Alikvote po 500 pl smo shranili v zamrzovalniku
na -80 °C.

3.2.11 Titracija aktivnih mest

E-64 je inhibitor cisteinskih katepsinov, za katerega je znalilna sposobnost hitre
inaktivacije encimov. Stehiometricno razmerje med katepsinom L in inhibitorjem E-64 je
1:1.

Za doloCanje aktivne koncentracije katepsina L smo pripravili razlicne razredCitve
inhibitorja E-64 v razmerjih od 0,1:1 do 2:1 v primerjavi s stalno koncentracijo encima.
Kon¢na koncentracija encima v reakcijskem pufru (0,1 M NaOAc, 1 mM EDTA, pH 5,5; 5
mM DTT) je bila 50 nM. Reakcijski pufer smo uporabili tudi za razred¢itve inhibitorja E-
64. V ¢rne mikrotiterske plosce z 96 luknjicami smo dodali 1 pl substrata Z-Phe-Arg-
AMC, katerega kon¢na koncentracija je bila 5 uM. V posebnih luknjicah smo v razli¢nih
stehiometricnih razmerjith zmeSali encim in inhibitor s konénim volumnom 99 pl.
Mikrotitersko plos€o smo inkubirali 10 min na 37 °C, nato smo k substratu dodali zmes
encima in inhibitorja in na napravi Safire (Tecan) kontinuirano merili encimsko aktivnost
katepsina L. Meritev je potekala 10-15 min pri temperature 37 °C. Podatke smo
racunalniSko obdelali in na diagramu prikazali odvisnosti povprec¢nih hitrosti cepitve
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substrata od mnozinskih koncentracij encima in inhibitorja, iz katerih smo dolo¢ili
odstotek aktivnosti encima in njegovo aktivno koncentracijo.

3.2.12 Primerjava substratnih specifi¢nosti cloveskega in miSjega katepsina L na
pozicijah P4, P3 in P2 s pomoc¢jo kombinatorne tetrapeptidne knjiZnice

Substratni specificnosti ¢loveskega in misjega katepsina L smo preverili na 101 substratu
iz kombinatorne tetrapeptidne fluorogene knjiznice. Celotna knjiznica sestoji iz petih
razli¢nih podknjiznic; treh podknjiZnic za dolo€anje encimske specifi¢nosti na poziciji P2,
ene podknjiznice za dolo€anje encimske specifi¢nosti na poziciji P3 in ene podknjiznice za
dolocanje encimske specifi€nosti na poziciji P4.

Rekombinantni misji katepsin L smo dobili od dr. Marka Miheli¢a. Oba ortologa katepsina
L smo aktivirali v reakcijskem pufru (0,1 M NaOAc, 1 mM EDTA, pH 5,5; 5 mM DTT)
10 min na 37 °C. V ¢rne mikrotiterske plosce s 96 luknjicami smo nanesli po 1 pl
posameznega peptidnega susbtrata, s kon¢no koncentracijo 200 nM. V luknjice s substrati
smo nato dodali Se reakcijski pufer z encimom ter zaceli z merjenjem encimske aktivnost
v fluorimetru za mikrotiterske plos¢e Safire (Tecan). Sinteti¢ni substrati v kombinatorni
knjiZnici vsebujejo ACC (7-amino-4-karbamoilmetilkumarin) fluorofor, ki po cepitvi pri
vzbujanju pri valovni dolZini 355 nm emitirajo fluorescencni signal pri 460 nm. Meritev je
potekala 10-15 min pri temperaturi 37 °C. Vse meritve smo ponovili trikrat.

3.2.12.1 Dolo¢anje kineti¢nih parametrov ¢loveskega katepsina L za izbrane substrate
Iz vsake podknjiznice smo izbrali peptid, ki ga je katepsin L cepil najhitreje.

Za doloCanje Michaelis-Mentenove konstante smo pripravili redCitveno vrsto za vsak
posamezen substrat. Faktor red¢itve je bil 1,5, od koncentracije substrata 832 uM do 48,7
pM. Substrat smo red¢ili v DMSO. Vzorce katepsina L smo pripravili po postopku
opisanem v poglavju 3.2.12. Po enakem postopku smo izvedli tudi meritve. Rezultate
meritev smo obdelali v racunalniskih programih Microsoft Excel in Prism Graph Pad, s
pomocjo katerih smo dolocili nekatere statisticne vrednosti, ki opisujejo afiniteto katepsina
L do preizkuSenih substratov.

Statisti¢ne vrednosti, ki so nas zanimale so bile Ky, Vmax 1n kea/Kp. Pri dve nam je na
podlagi vnesenih podatkov podal program Prism Graph Pad, konstanto specifi¢nosti,
Keat/Km, pa smo izracunali po formuli:

keo/ Ky = naklon / E, .. (1)



Oresnik M. Izrazanje rekombinantnega ¢loveskega katepsina L ... primerjava ... mi§jim katepsinom L. 32
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

pri ¢emer je E koncentracija encima, naklon pa naklon premice, ki je bil izraCunan na
podlagi nelinearne regresije razmerja med hitrostjo encimske reakcije in koncentracijo
substrata.
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4 REZULTATI

4.1 LINEARIZACIJA VEKTORJA

Vektor z insertom pPIC9-prokatepsin L smo linearizirali z restrikcijsko endonukleazo Sac
I. Za preverjanje uspesnosti postopka smo na 0,8 % agarozni gel nanesli oba linearizirana
vzorca. Sac I cepi vektor pPIC9-prokatepsin L le enkrat, zato smo pri¢akovali eno liso, ki
ustreza velikosti cca. 10 kb, kar ustreza velikosti vektorja pPIC9 z zapisom za prokatepsin
L na sliki 5.

10 kb

Slika 5: Linearizacija vektorja pPIC9

M: fragmenti standardne velikosti DNA za AGE; 1 —
2: Linearizirana vzorca vektorja pPIC9-prokatepsin L,
oba velikosti cca. 10 kb
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4.2 PCR NA OSNOVI KOLONIJE

Lineariziran vektor z zapisom za prokatepsin L smo z elektroporatcijo vstavili v celice
kvasovk in jih nacepili na plos€¢e MD. Po inkubaciji na 30 °C smo s plos¢ izbrali 10 dobro
raslih kolonij, pri katerih smo z metodo PCR na osnovi kolonije preverjali prisotnost
vstavljenega gena. Vzorec smo po koncani PCR reakciji nanesli na 0,8 % agarozni gel.

Na sliki 6 lahko vidimo, da je z izjemo vzorca Stevilka 3 prislo do namnoZitve fragmenta
pricakovane velikosti ~1500 bp, kar nakazuje na uspeSnost integracije genskega zapisa za
prokatepsin L v kvasni genom. Pri detektiranju pri¢akovanega fragmenta smo upostevali,

da se poleg vstavljenega gena prepise tudi del sekvence vektorja, ki pri izbranih zacetnih
oligonuklotidih znaSa 492 bp.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1500 bp,

1000 bp

Slika 6: PCR na osnovi kolonije

M: fragmenti standardne velikosti DNA za AGE

1 — 10: Vzorci iz posamezne reakcije. Razen pri vzorcu 3, kjer ni prisotne nobene lise,
se je pri vseh ostalih vzorcih pojavila ena lisa, velikosti cca. 1500 bp, ki ustreza
velikosti prokatepsina L, skupaj z delom vektorja, ki se prevede skupaj z insertom.

4.3 POSKUSNO IZRAZANJE KATEPSINA L

Na podlagi rezultatov cPCR smo izbrali 6 kvasnih kolonij, v katerih smo poskusno izrazili
katepsin L. Kolonijo 3, pri kateri po cPCR nismo dobili DNA fragmenta pri ~1500 bp, smo
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uporabili kot negativno kontrolo. Po konc¢anem eksperimentu smo s TCA oborjene
proteinske vzorce nanesli na NaDS-PAGE, rezultati pa so prikazani na slikah 7, 8 in 9. Na
podlagi poskusnega izrazanja (koli¢ina izrazenega katepsina L in encimska aktivnost
supernatanta na sinteticni substrat z-Phe-Arg-AMC) smo se odlocili, da za izrazanje
katepsina L v ve¢jem obsegu izberemo kolonijo $t. 7. Katepsin L izrazamo tri dni, saj se po
tem casu katepsin L Ze lepo izrazi, njegova koli¢ina pa se do naslednjega dne ne spremeni
bistveno.

43 kDa

Slika 7: Rezultati poskusnega izrazanja katepsina L na NaDS-PAGE elektroforetskem gelu (1.gel)

1: Vzorec 1, 1. dan 4: Vzorec 1, 4. dan 7: Vzorec 2, 3. dan
2: Vzorec 1, 2. dan 5: Vzorec 2, 1. dan 8: Vzorec 2, 4. dan
3: Vzorec 1, 3. dan 6: Vzorec 2, 2. dan 9: Proteinski velikostni standard

Prokatepsin L ima maso 38-41 kDa, najmocnejSe izraZeni proteini pa so glede na polozaj lis na gelu,
v primerjavi s proteinskim velikostnim standardom nekoliko vecji. Pri¢akujemo, da te lise vendarle
prikazujejo prokatepsin L, ki je po gelu potoval pocasneje zaradi posttranslacijskih modifikacij. Pri
primerjavi poteka izrazanja za vzorca 1 in 2 je mocnejSe izrazanje razvidno pri slednjem, saj se
prokatepsin L jasneje izrazi ze drugi dan. V obeh primerih pa je prisotnost encima zaznavna skozi
vse dni izrazanja in se s Casom visa.
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43 kDa

Slika 8: Rezultati poiskusnega izrazanja katepsina L na NaDS-PAGE elektroforetskem gelu (2. gel)

1: Vzorec 7, 1. dan 4: Vzorec 7, 4. dan 7: Vzorec 3, 3. dan
2: Vzorec 7, 2. dan 5: Vzorec 3, 1. dan 8: Proteinski velikostni standard
3: Vzorec 7, 3. dan 6: Vzorec 3, 2. dan 9: Vzorec 3, 4. dan

Vzorec 3 je bil edini, pri katerem na AGE gelu po cPCR, nismo zaznali fragmenta in smo ga
uporabili kot negativnho kontrolo. Na NaDS-PAGE gelu je vidna Sibka lisa na mestu, kjer
pri¢akujemo prokatepsin L, le prvi dan izrazanja, ostale dni pa je nismo zaznali. Pri vzorcu 7 vidimo
na pricakovanem mestu jacanje lise sorazmerno s ¢asom izraZanja. Dobro izrazene karakteristike
prokatepsina L na AGE in NaDS-PAGE gelih so bile povod za izbiro klona 7 za izrazanje v ve¢jem
obsegu.
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44 PREVERJANJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI KATEPSINA L V VZORCIH
SUPERNATANTOV

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Slika 9: Rezultati poiskusnega izrazanja katepsina L na NaDS-PAGE elektroforetskem gelu (3. gel)

1: Vzorec 9, 1. dan 4: Vzorec 9, 4. dan 7: Proteinski velikostni standard
2: Vzorec 9, 2. dan 5: Vzorec 10, 1. dan 8: Vzorec 10, 3. dan
3: Vzorec 9, 3. dan 6: Vzorec 10, 2. dan 9: Vzorec 10, 4. dan

Pri vzorcu 9 vidimo narascanje koli¢ine prokatepsina L z dobrim izkoristkom tretjega in Cetrtega
dne. Vzorec 10 je izjema med vsemi vzorci poskusnega izrazanja, ki smo jih preverjali na NaDS-
PAGE elektroforetskem gelu, saj je lisa na mestu prokatepsina L dobro zaznavna Sele cetrti dan

izrazanja.

S preverjanjem aktivnosti supernatantov nas je zanimalo ali je rekombinantni katepsin L
pravilno zvit in kataliticno aktiven ter po kolikSnem c¢asu izrazanja (v dnevih)
rekombinantega encima zaznamo najvis$jo encimsko aktivnost v vzorcu. Aktivnost smo
preverjali s cepitvijo substrata Z-Phe-Arg-AMC.
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Slika 10: Encimske aktivnosti supernatantov odvzetih v posameznih dneh

4.5 CISCENJE IN AKTIVACIJA KATEPSINA L

Cis¢enje katepsina L v supernatantu je potekalo s pomo&jo Ni*'kelatne kromatografije, ki
smo jo opravili na FPLC napravi. Med procesom cis¢enja katepsina L smo shranjevali vse
frakcije, ki smo jih po kon¢anem ¢iS€enju analizirali z NaDS PAGE. Rezultati kaZejo, da
se je s histidinskim repkom oznacen katepsin L eluiral iz kolone ob spiranju z elucijskim
pufrom, bogatim z imidazolom (slika 11: 3-5). ManjSo koli¢ino proteina je mo¢ zaznati
tudi pri spiranju kolone, kar pomeni, da se je del proteinov na kolono vezal Sibkeje in se
zato tudi hitreje eluiral. Sibkej$a vezava bi lahko bila posledica zasi¢ene ali preseZene
vezavne kapacitete kolone.
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43 kDa
Bl

Slika 11: NaDS-PAGE po ¢iscenju

1: Proteinski velikostni standard
2: “Flow-through”
3-5: Zbirane frakcije 2,3 in 4

V vsakem stolpcu lahko vidimo lise na treh razlicnih pozicijah, ki
predstavljajo katepsin L v pro obliki, v zreli obliki in odcepljeni pro del. Iz
stolpca 2 je razvidno, da se je manjsa koli¢ina katepsina L s kolone sprala ze
pri spiranju le-te z vezavnim pufrom (30 mM Tris, pH 7,5; 0,4 M NaOH, 10
mM imidazol), kar nakazuje na SibkejSo vezavo dela proteinov. V stolpcih 3,
4 in 5 so frakcije, ki smo jih zbrali, ko smo ob spiranju kolone z elucijskim
pufrom (30 mM Tris, pH 7,5; 0,4 M NaOH, 0,3 M imidazol) zaznali
povisano absorbanco in smo sklepali na prisotnost katepsina L.
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4.6 IMUNOLOSKA DETEKCIJA KATEPSINA L S TEHNIKO PRENOSA
WESTERN

Glede na velikost fragmentov, ki smo jih zasledili na NaDS PAGE gelu, smo Ze lahko
predvidevali, da je lisa, ki se s daljSanjem Casa izrazanja debeli, izrazeni protein katepsin
L, kar smo potrdili Se z imunolosko detekcijo po prenosu Western. Nitrocelulozno
membrano s prenesenimi proteini smo tretirali s specificnimi protitelesi proti katepsinu L.
Na sliki 13 je razvidna le ena lisa, katere pozicija glede na velikostni standard ustreza
katepsinu L brez pro regije. Glede na to, da smo membrano tretirali s protitelesi
specificnimi za katepsin L, lahko sklepamo, da je bilo naSe izraZzanje rekombinantnega
katepsina L uspesno.

70 kDa

35 kDa

Slika 13: Imunoloska detekcija proteina po prenosu Western

1: Proteinski velikostni standard

2: Vzorec katepsina L

Nitrocelulozno membrano, na katero smo s pomocja elektricnega toka
prenesli proteine iz NaDS-PAGE, smo najprej inkubirali s primarnimi
zaj¢jimi protitelesi proti katepsinu L (¢ez no¢, 4 °C), nato pa s
sekundarnimi kozjimi anti-zaj¢jimi protitelesi IgG (1h, 37 °C). Film smo
po tretiranju s kemoluminiscen¢nim reagentom postavili na membrano
za 1-2 min. V vzorcu smo zaznali zrelo obliko katepsina L.
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4.7 DOLOCANIJE OPTIMALNE KONCENTRACIJE KATEPSINA L

Za nadaljnje poskuse smo najprej dolocili optimalno koncentracijo katepsina L za potek
encimskih reakcij. Na podlagi podatkov iz slike 14, smo se odlo¢ili, da bomo uporabljali
50 nM koncentracijo katepsina L, saj je v preostalih dveh primerih koncentracija encima
previsoka, zato se substrat v trenutku popolnoma razgradi in na grafu ne vidimo linearnega
dela z maksimalno hitrostjo, potrebnega za dolo¢anje kineti¢nih parametrov.

10000
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>
g 6000 50 nM
‘*_E 5000
100 nM
§ 4000
wn
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= 2000
1000
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400
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Slika 14: Dolocanje optimalne koncentracije encima

Optimalno koncentracijo katepsina L smo dolocali s pomocjo fluorimetra za mikrotiterske plosce in substrata
Z-Phe-Arg-AMC, ki ima vzbujevalni in emisijski maksimum pri valovnih dolzinah 370 nm in 460 nm.

4.8 TITRACIJA AKTIVNIH MEST

Pri doloCanju aktivne koncentracije katepsina L smo si pomagali z ireverzibilnim
inhibitorjem E-64 in ugotovili, da je bil encim prakti¢no v celoti aktiven.
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4.9 PRIMERJAVA SUBSTRATNIH SPECIFICNOSTI CLOVESKEGA IN MISJEGA
KATEPSINA L NA POZICIJAH SUBSTRATA P4, P3 IN P2 S POMOCJO
KOMBINATORNE TETRAPEPTIDNE KNJIZNICE

Slike 15, 16 in 17 prikazujejo primerjavo substratnih specifi¢nosti ¢loveskega in miSjega
katepsina L na pozicijah substrata P4, P3 in P2. Za doloCanje encimske specificnosti smo
uporabili kombinatorno fluorogeno tetrapeptidno knjiznico. Celotna knjiznica sestoji iz
petih razlicnih podknjiZnic; treh podknjiznic za doloCanje encimske specifi¢nosti na
poziciji P2, ene podknjiZznice za dolocanje encimske specificnosti na poziciji P3 in ene
podknjiznice za doloCanje encimske specificnosti na poziciji P4. Prikazane vrednosti
signal, smo normalizirali na 100 %. Ostali substrati so izrazeni v relativnih vrednostih
glede na substrat, ki ga je encim cepil najbolje.

V primeru podknjiznic, kjer smo dolocali encimsko specifi¢nost na poziciji P2, smo
preverili aktivnost encima na treh razliénih tetrapeptidnih podknjiznicah s sledecimi
aminokislinskimi  zaporedji: Ac-LRyG-ACC, Ac-QTyG-ACC in Ac-SEyG-ACC.
Relativne distribucije aminokislinskih preferenc glede na najbolj$i substrat so bile v vseh
treh primerih podobne. Na sliki 17 so tako prikazani le rezultati podknjiznice Ac-LRyG-
ACC, saj je bila aktivnost katepsina L na substrate iz te podknjiZnice visja v primerjavi s
substrati iz preostalih dveh podknjiznic.

Oznaka X v tetrapeptidnem zaporedju pomeni izokineticno meSanico vseh naravnih
aminokislin na poziciji, na kateri se nahaja. Oznaka y v imenu vsake od podknjiznic
nadomesc¢a oznako za aminokislino, ki je v posamezni knjiZnici variabilna. V kombinatorni
knjiZnici so uporabljene tudi nenaravne amino kisline s sledeCimi oznakami: O —
norlevcin; hC — homocikloheksilalanin; hF — homofenilalanin, BA — beta alanin.
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Slika 15: Primerjava substratnih specifi¢nosti ¢loveskega in mi§jega katepsina L na poziciji P4




Oresnik M. Izrazanje rekombinantnega ¢loveskega katepsina L ... primerjava ... mi§jim katepsinom L. 45
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

B Mis;ji katepsin L
= Cloveski katepsin L

Ac-XyFG-ACC

Zamenjana aminokislina

(=}

o=

S

>

5%

p—

—

. s

1

=) = =) =) =) =) =) = =) =) =) S o
= S X & = 3 A ¥ A Q =

[94] BWIDUD JSOUA R BUADE[Y

Slika 16: Primerjava substratnih specifi¢nosti ¢loveskega in mi§jega katepsina L na poziciji P3
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Slika 17: Primerjava substratnih specifi¢nosti ¢loveskega in miSjega katepsina L na poziciji P2
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4.10 DOLOCANJE KINETICNIH PARAMETROV CLOVESKEGA KATEPSINA L S
HIDROLIZO IZBRANIH SUBSTRATOV

Iz vsake tetrapeptidne knjiznice smo izbrali substrat, ki ga je cloveski katepsin L cepil
najbolje. Z dodatnimi meritvami so dolo¢ili kineti¢na parametra K, in kea/Ki,.

Ky - Michaelisova konstanta, ki je merilo za afiniteto encima do substrata. Visje vrednosti
konstante pomenijo niZjo afiniteto encima do substrata. Obratno, nizje vrednosti konstante
pomenijo, da encim in substrat tvorita mo¢an kompleks.

Vmax - najvecja mozna hitrost encimsko katalizirane reakcije pri doloceni koncentraciji
encima.

keat — kataliticna konstanta, oziroma pretvorbeno Stevilo, je Stevilo molekul substrata, ki jih
molekula encima pretvori v neki cCasovni enoti, ko je encim popolnoma nasiCen s
substratom.

keat/Km — konstanta specifi¢nosti za primerjavo hitrosti reakcij posameznih parov encimov
in substratov.

4.10.1 Najboljsi substrat iz peptidne podknjiznice P4 Ac-HXFG-ACC

0 200 400 600 800 1000

Koncentracija substrata [pM]

Slika 18: Michaelis-Mentenov diagram cepitve substrata Ac-HXFG-ACC, iz peptidne
podknjiznice P4

S pomocjo programov Graph Pad Prism in Microsoft Excel smo dolocili tudi parametere
encimske aktivnosti, ki so prikazani v preglednici 23.
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Preglednica 23: Kineti¢ni parametri encimske aktivnosti na substrat Ac-HXFG-ACC

Parameter Vrednost St. deviacija
Ko 0,447 mM 0,107 mM
Vinax 0,888 uM s™! 0,108 uM s™!
Keat/Kom 2620 s M 895s' M

4.10.2 Najboljsi substrat iz peptidne podknjiZnice P3 Ac-XLFG-ACC
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Slika 19: Michaelis-Mentenov diagram hitrosti cepitve substrata Ac-XLFG-ACC, iz peptidne
podknjiznice P3

S pomocjo programov Graph Pad Prism in Microsoft Excel smo dolocili tudi parametere
encimske aktivnosti, ki so prikazani v preglednici 24.

Preglednica 24: Kineti¢ni parametri encimske aktivnosti za substrat Ac-XLFG-ACC

Parameter Vrednost St. deviacija
K 0,182 mM 0,057 mM
A 0,557 uM 5™ 0,065 uM s™!

Keat/ Ko 3190 s ' Mm™! 414 s'M!
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4.10.3 Najboljsi substrat iz peptidne podknjiZnice P2 Ac-LRWG-ACC
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Slika 20: Michaelis-Mentenov diagram cepitve substrata Ac-LRWG-ACC, iz peptidne
podknjiznice P2

S pomocjo programov Graph Pad Prism in Microsoft Excel smo dolocili tudi parametere
encimske aktivnosti, ki so prikazani v preglednici 25.

Preglednica 25: Kineti¢ni parametri encimske aktivnosti na substrat Ac-LRWG-ACC

Parameter Vrednost St. deviacija
Kn 0,967 mM 0,542 mM
Vinax 0,120 yM 5™ 0,044 uM s™!

Keat/Km 247 M 452 s M
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5 RAZPRAVA

Katepsin L je cisteinska proteaza, ki se nahaja v skoraj vseh tipih celic. V normalnih
fizioloSkih pogojih je prisoten v lizosomih in je vkljuen v procesiranje in predstavitev
antigenov ter v regulacijo celi¢nega cikla v jedru. V patofizioloSkih pogojih, kot sta rak in
revmatoidni artritis, se njegovo izrazanje poveca in ga najdemo tako v citosolu, kot tudi v
medcelicnem prostoru. Za katepsine je znacilna velika sposobnost razgradnje
zunajcelicnega matriksa (ECM), kar se odzraza tudi pri omenjenih boleznih. S
pospeSevanjem migracije in invazivnosti tumorskih celic, ki so posledica razgradnje
zunajceliénega matriksa in z remodeliranjem tumorskega mikrookolja, je katepsin L
vklju¢en v nastanek raka. Do razgradnje kolagena, pomembne komponente ECM, pride
tudi znotraj tumorskih celic. Predvideva se, da je katepsin L tudi eden od mediatorjev
apopotoze in vpliva na znizanje njene pojavnosti pri raku. Vecanje koli¢ine katepsina L
sovpada z napredkom raka, zato ima sledenje koli¢ini katepsina L tudi potencialno
biomarkersko uporabnost (Turk in sod., 2012).

Revmatoidni artritis pa je kroni¢no vnetje sklepne maze z infiltriranimi celicami T CD 4+
in antigen predstavitvenimi celicami (APC). Posledica je napredno unicenje sklepnega
hrustanca, ki v huj$i obliki vodi do izgube funkcije sklepa. Poleg metaloproteinaz,
znacilnih za nastanek bolezni, sta v sklepni tekocini bolnikov z revmatoidnim artritisom
prisotna tudi katepsina B in L (Turk in sod., 2012).

Za dolocanje biokemijskih lastnosti proteinov, tudi katepsina L, je pomembno, da imamo
na voljo zadostno koli¢ino proteina. Omejitve pri izolaciji proteinov iz tkiv, kot sta na
primer nezelena proteoliza in majhna koli¢ina izoliranih tarénih proteinov, so se z
razvojem tehnologije rekombinantne DNK in proteinskega inZenirstva premostile. Tako so
danes na voljo sledeci sistemi za izrazanje heterolognih proteinov: grampozitivne bakterije
(npr. Bacillus subtilis), gramnegativne bakterije (npr. Escherichia coli), kvasovke (npr.
Saccharomyces cerevisiae in Pichia pastoris), bakulovirusni sistemi (npr. Sf9) in sesalski
sistemi (npr. CHO, HEK, COS celice) (Strukelj in sod., 2007).

5.1 I1ZRAZANJE REKOMBINANTNEGA CLOVESKEGA KATEPSINA L

Za izraZanje CloveSkega prokatepsina L smo izbrali na tem podro€ju ze uveljavljen
organizem kvasovko Pichia pastoris. Kvasni sistem za izraZzanje heterolognih proteinov
Pichia pastoris omogoca izrazanje velikih koli¢in proteinov v kratkem casu in z nizkimi
stroski. Prav tako rekombinantne proteine posttranslacijsko modificira (glikozilira) in tako
poveca njihovo stabilnost in kon¢ni izkoristek. Predpripravljen plazmid pPIC9-prokatepsin
L smo linearizirali in ga uspe$no integrirali v genom kvasovke. Nato smo izbrali 6 klonov
P. pastoris in s poskusnim izraZzanjem katepsina L v majhni koli¢ini izbrali najprimernejsi
klon, katerega smo uporabili za nadaljnje poskuse. Vzor€enje izrazanja prokatepsina L, ki
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se je izlocal v gojis€e, smo opravili v ¢asovnih intervalih 24 h, 48 h, 72 h in 96 h. Vzorce
smo razdelili na dve paralelki. Prvo smo analizirali z NaDS-PAGE (slike 7 - 9). Na teh
slikah vidimo, da koli¢ina izraZenega proteina po dnevih naras¢a pri vseh vzorcih, razen
pri vzorcu 3, kjer se prokatepsin L sploh ni izrazal. Drugemu delu alikovota pa smo z
uporabo sinteticnega substrata z-Phe-Arg-AMC merili kataliticno aktivnost, kar prikazuje
slika 10. Razvidno je, da se je v veCini primerov encimska aktivnost po treh dneh
izrazanja ustalila in se tudi do naslednjega dne ni bistveno spremenila. Izjema je bil vzorec
Stevilka 7, ki smo ga izbrali za izrazanje prokatepsina L v ve¢jem obsegu. Testi stabilnosti
katepsina L so pokazali, da aktivna oblika encima pri 37 °C in pH 7,0 izgubi 85 %
stabilnosti Ze v 15 minutah, nasploh pa se aktivnost encima nad pH 6,0 hitro zniZuje (Turk
in sod., 1993). Da bi katepsin L zavarovali pred razgradnjo med izraZzanjem v gojis¢e, smo
ga pripravili v obliki prokatepsina L. V cimogenski obliki katepsina L propeptid stabilizira
terciarno strukturo, ter inhibira njegovo kataliticno aktivnost. Pro regija encima se odcepi v
primeru zmanjSanih elektrostatskih interakcij med encimom in propeptidom, kar se zgodi
ob znizanju pH vrednosti medija v katerem se nahaja (Coulombe in sod., 1996). Kalijev
fosfat regulira pH gojis¢a BMMY, v katerem smo izrazali prokatepsin L, na 6,0. Pri taki
pH vrednosti ni pri¢akovati, da bi se prokatepsin L avtoaktiviral ali se nadalje cepil.
Katepsin L smo aktivirali Sele po ¢iS€enju in ga nato shranili v pufru, ki ohranja njegovo
aktivnost.

Izrazanje heterolognih proteinov v stresalnih erlenamjericah je s tehnoloSkega vidika zelo
nenadzorovan proces. Z izjemo nastavljene temperature in frekvence stresanja nismo
tekom izrazanja preverjali nobenega od procesnih parametrov, tako da tezko sklepamo o
razmerah v gojiS¢u in njihovi ustreznosti. V primeru, da bi med pripravo gojis¢ prislo do
napak, bi to kasneje lahko vplivalo na potek celotnega procesa. Enako velja za dodajanje
metanola, ki je kljuCnega pomena za uspeSno izrazanje heterolgnih proteinov z
metilotrofnimi kvasovkami. Metanol smo v poskusni kulturi dodajali v 24-urnih intervalih,
nismo pa vedeli v kolikSni meri se je resnicno porabil in ali je njegova koncentracija
optimalna za izraZzanje heterlognih proteinov. Iz tega sledi, da je premajhna kontrola
procesa morda razlog, da se koncentracija encima iz dneva v dan ne zviSuje skladno. V
primeru, da bi se odlocili za spremljanje vecjega Stevila procesnih parametrov, bi lahko
med izrazanjem proteinov kontrolirali tudi pH vrednost gojisca, sestavo gojisca in plinov,
ki se izlocajo, ter opticno gostoto gojisca.
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52 SUBSTRATNA SPECIFICNOST REKOMBINANTNEGA CLOVESKEGA IN
MISJEGA KATEPSINA L

V naravi najdemo 20 osnovnih aminokislin, na katerih so mozne dodatne posttranslacijske
modifikacije, bodisi v obliki pripetja funkcionalnih skupin, npr. fosforilizacije, acetilacije,
metilacije, acilacije, glikolizacije; ali v obliki drugih proteoliticnih cepitev in povezav, npr.
tvorbe disulfidnith mostickov (Mann in sod., 2003). V kompleksni tridimenzionalni
strukturi proteinskih substratov so na cepitev najbolj obcutljive aminokisline, ki se
nahajajo na povrSini molekul, kjer se cepitev najveckrat zgodi za izpostavljenimi
preferenénimi aminokislinskimi preostanki. Cisteinski katepsini kazejo Siroko substratno
specificnost. Kljub temu pa substrate preferen¢no cepijo za hidrofobnimi in bazi¢nimi
aminokislinskimi preostanki. Ta zakonitost velja tako za naravne kot tudi za sinteti¢ne
substrate. Z naraS¢ajoCim Stevilom reSenih kristalnih struktur cisteinskih katepsinov v
kompleksih s substrati oziroma inhibitorji ter z uporabo sinteti¢nih peptidnih knjiznic, je
razumevanje specificnosti cisteinskih katepsinov izjemno napredovalo. Informacije o
substratni specifi¢nosti nam omogocajo lazje razumevanje bioloSke funkcije proteaz, kot
tudi lazji razvoj primernih substratov in selektivnih inhibitorjev.

Z uporabo kombinatorne fluorogene tetrapeptidne knjiznice smo preverili substratni
specifi¢nosti rekombinantnega ¢loveskega in misjega katepsina L na mestih P2, P3 in P4.
Kombinatorna fluorogena tetrapeptidna knjiZnica je imela na mestu P1 vedno glicin, ki
glede na Studije doloCanja substratne specificnosti katepsina L z uporabo sinteti¢nih
peptidnih knjiZznic, ni optimalna aminokislina. Cloveski katepsin L na tej poziciji preferira
pozitivno nabita aminokislinska preostanka arginin in lizin. Strukturne Studije so pokazale,
da je vecji del povrsine katepsina L, vklju¢no z blizino reze aktivnega mesta, negativno
nabit. Zato afiniteta do aminokislin z bazi¢nimi stranskimi verigami ne preseneca (Turk in
sod., 1998). Analiza substratov iz tripsinske knjiZnice, ki zaradi narave cepitve s tripsinom
ne podaja relevantnih rezultatov ravno o bazi¢nih aminokislinah, ki jih rezultati ostalih
raziskav izpostavljajo, kaze da se na mestu P1 pojavljata tudi glicin in glutamin (Biniossek
in sod., 2011). Glutamin, kot optimalno aminokislino na mestu P1, pogosto najdemo tudi
pri ostalih cisteinskih proteazah (Choe in sod., 2006). V propeptidu cimogena na mestu 77,
ki blokira rezo aktivnega mesta, se prav tako nahaja glicin, (Coulombe in sod., 1996), ki je
bil fiksiran na poziciji P1 v vseh substratih, ki smo jih uporabili pri doloCanju substratne
specifi¢nosti katepsina L na mestih P2, P3 in P4. Ker je v naravi v propeptidu na mestu P1
glicin najbolj pogosta aminokislina, glicin na tej poziciji v sintetiénih peptidih
najverjetneje nima negativnega vpliva na afiniteto katepsina L do omenjenih substratov.

Rezultati dolocanja substratne specifi¢nosti cloveskega in mi§jega katepsina L so pokazali,
da je v obeh primerih aktivnost encimov najve¢ja, kadar mesto P2 zaseda aromatska
aminokislina (slika 17). Oba homologa katepsina L najbolje cepita substrate, ki imajo na
tem mestu triptofan, tesno pa mu sledita fenilalanin in tirozin. Encimsko aktivnost smo
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zaznali tudi kadar so bile na mestu P2 alifatske aminokisline, levcin, izolevcin, norlevcin,
valin in metionin. Nasi eksperimenti potrjujejo predhodne raziskave, ki se brez izjeme
strinjajo, da katepsin L na poziciji P2 najbolje tolerira aromatske aminokisline, ki jim
sledijo aminokisline s hidrofobnimi alifatskimi stranskimi verigami (Biniossek in sod.,
2011; Choe in sod., 2006; Puzer in sod., 2004). Unikatna znacilnost katepsina L in njemu
podobnih encimov je preferenca do aromatskih aminokislin na mestu P2 in jih lo¢i od
drugih cisteinskih katepsinov (Choe in sod., 2006). Tudi Stevilne analize PICS (proteomic
identification of protease cleavage site) potrjujejo, da so aromatki aminokislinski
preostanki na mestu P2 kljuéni pri cepitvi substratov s katepsinom L (Biniossek in sod.,
2011). Fenilalanin na mestu P2 je mo¢no zazelen tudi pri inhibitorjih ali v propeptidu
prokatepsina L, saj se v obeh primerih omenjena aminokislina usede na mesto S2 v rezi
aktivnega mesta (Coulombe in sod., 1996).

Substratna specifi¢nost obeh homologov katepsina L na mestu P3 ni tako izrazita. Cloveski
katepsin L ima na tem mestu najvi§jo afiniteto do levcina, misji pa do njegovega
sinteticnega sorodnika, norlevcina (slika 16). Poleg njiju nasi rezultati kaZejo nekoliko
vecjo preferenco Cloveskega katepsina L do aminokislin s pozitivno nabitimi stranskimi
verigami, arginina, histidina in lizina. Mi§ji katepsin L pa poleg najbolj optimalnega lizina
sprejema Se hidrofobne aminokisline, alanin, valin in izolevcin, ter polarne nenabite
aminokisline. Tudi ostale raziskovalne skupine so priSle do enakih zakljuckov, da katepsin
L na mestu P3 nima izrazite substratne specifi¢nosit. Chloe in sodelavci so s profiliranjem
z uporabo kombinatornih peptidnih knjiznic ugotovili, da so razlike med skupinami
aminokislin s podobnimi lastnostmi majhne. Tako je katepsin L v podobni meri cepil
peptidne substrate, ki imajo na mestu P3 bazi¢ni aminokislini, lizin ter arginin, kot tudi
hidrofobne alifatske aminokisline, levcin, izolevcin, norlevcin in metionin. V strukturi
Cloveskega katepsina L se v vezavnem Zepu S3 nahaja glutamat, aminokislina z negativno
nabito stransko verigo, ki je v kontaktu s substratom le preko stranske verige, zato so njene
lastnosti tukaj dokaj pomembne. Privlak med nasprotno nabitima koncema aminokislinskih
preostankov zato lahko razlozi razmeroma visoko encimsko aktivnost, kadar se v substratu
na mestu P3 nahajajo bazi¢ne aminoksline.

Siroka substratna specifi¢nost cisteinskih katepsinov je, tako kot za mesto P3, znaéilna tudi
za mesto P4. Edina aminokislina, ki na mestu P4 v naSih poskusih ni bila primerna je
aspartat. Zanimivo je, da oba homologa katepsina L dobro cepita aminokisline, ki imajo
polarne stranske verige, tako nenabite kot nabite, pozitivne ali negativne (slika 15). Oba
homologa dobro cepita tudi alifatski aminokislini alanin in glicin, ki imata majhni stranski
verigi. Do aromatksih aminokislin pa imata oba homologa nizko substratno specifi¢nost.
Tudi ti rezultati se ujemajo z Ze objavljenimi (Cloe in sod., 2006).

Iz vsake izmed treh podknjiZznic smo izbrali najboljsi substrat in mu dolocili kineti¢ne
parametre. S pomocjo programa Graph Pad Prism smo na podlagi meritev izrisali
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Michaelis-Mentenov diagram cepitve substrata Ac-LRWG-ACC s ¢loveskim katepsinom
L (slika 20) in izracunali kintetiéne parametre. Visoka vrednost K, nizka maksimalna
hitrost in nizka konstanta specificnosti ke./Kp, kazejo na to, da Ac-LRWG-ACC ni najbolj
primeren substrat za katepsin L. Iz diagrama na sliki 20 vidimo, da se pri visjih
koncentracijah substrata vrednosti na grafu ne ustalijo, kar kaze na pocasno kinetiko
cepitve substrata, izredno visoka pa so tudi odstopanja pri izmerjenih K,, vrednostih.

Med substrati, pri katerih smo dolocali kineti¢éne parametre encimske aktivnosti ima
katepsin L pri Ac-HXFG-ACC iz peptidne podknjiZznice P4 najvi§jo maksimalno hitrost,
vendar lahko na podlagi vrednosti ostalih parametrov sklepamo, da tudi ta substrat ne
predstavlja najboljSega substrata za katepsin L. Enako potrjuje tudi Michaleis-Mentenov
diagram, ki pri vi§jih koncentracijah substrata Se vedno ne dosega konstantnih vrednosti.
Najboljse vrednosti kineticnih parametrov aktivnosti je katepsin L pokazal pri substratu
Ac-XLFG-ACC iz peptidne podknjiznice P3. Omenjeni substrat kaze najnizZjo vrednost
Ky, ter najvi§jo vrednost ke./Kpn, izmed vseh treh izbranih substratov, kar je znacilnost
dobre specificnosti substrata.

Ne glede na to, da so izbrani substrati v primerjavi z ostalimi predstavniki v peptidnih
podknjiznicah kazali zelo visoke encimske aktivnosti, pa se na koncu niso izkazali kot
najprimernej$i  substrati  za  preverjanje  aktivnosti CloveSkega katepsina L.
Glede na majhno Stevilo ponovitev (N=3) pri doloCanju kineti¢nih parametrov za vse tri
najboljSe substrate so tudi odstopanja pri statisti¢nih vrednostih pricakovana.

Eden izmed dejavnikov, ki ga pri obdelavi podatkov pri dolocanju substratne specifi¢nosti
z uporabo sinteticnih substratov ne smemo zanemariti, so fiksirane aminokisline. V vseh
treh podknjiZnicah je bil na mestu P1 glicin. PodknjiZnici P3 in P4 pa sta poleg glicina
imeli fiksiran Se fenilalanin na mestu P2. Ob primerjavi vrednosti kineticnih parametrov,
ki smo jih dolocili za najboljSe substrate v vsaki podknjiznici, vidimo, da se kataliti¢ni
parametri med seboj zelo razlikujejo. Sklepamo lahko, da imata za ufinkovito vezavo
substrata in encima pomembno vlogo tudi mesti P3 in P4. Substrat Ac-LRWG-ACC, iz
peptidne podknjiznice P2, ima na mestu P4 levcin, ki pa ne predstavlja preferencne
aminokisline na tej poziciji (slika 15). Tako je za visoko afiniteto encima do doloc¢enega
substrata pomembna ustrezna kombinacija vseh aminokislin, ki pridejo v stik z aktivnim
mestom encima.

Pomen vseh aminokislin v substratni verigi se lepo vidi ob primerjavi
izmerjenih  kinetiénih parametrov cCloveSkega katepsina L na substrate iz naSe
kombinatorne peptidne knjiznice in komercialnega substrata Z-FR-AMC. Choe in
sodelavei so izmerili, da je vrednost Km za komercialni substrat 100-krat manjSa od
vrednosti za substrat Ac-XLFG-ACC, ki se je izkazal kot najbolj specificen substrat v
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naSih testih. Za nadaljne Studije bi, na podlagi rezultatov kombinatorne tetrapeptidne
knjiznice, bil za ¢loveski katepsin L bolj primeren substrat Ac-His-Leu-Trp-Arg-ACC.
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6 SKLEPI

* Izrazanje in namnozitev rekombinantnega katepsina L v kvasovki Pichia pastoris
sta bili uspesni.

e Substratni specifi¢nosti rekombinantnega ¢loveSkega in mi§jega katepsina L sta
dokaj podobni.

* (Oba homologa katepsina L najbolje cepita peptide, ki imajo na mestu P2 triptofan.
Cloveski katepsin L najbolje cepi substrate, ki imajo na mestu P3 levcin in na
mestu P4 histidin, mi$ji katepsin L pa substrate z norlevcinom na mestu P3 in
alaninom na mestu P4.

* V primerjavi s komercialnim substratom z-Phe-Arg-AMC imajo najboljsi
predstavniki iz posameznih peptidnih podknjiZnic slabe rezultate pri doloCanju
kineticnih parametrov, zato sklepamo, da je za dobro aktivnost posameznega
substrata pomembna kombinacija vseh mest na substratu, ki so v stiku z encimom.
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7 POVZETEK (SUMMARY)

7.1 POVZETEK

Proteaze so skupina encimov, ki cepijo peptidno vez in razgrajujejo proteine na manjse
enote. Vrsta proteaz so tudi katepsini, za katere je znacilno, da se nahajajo v kislem okolju
lizosomov in endosomov (Turk, 2006). Katepsin L je eden izmed 11 predstavnikov
cisteinskih katepsinov, ki ima, tako kot vse cisteinske proteaze, v aktivnem mestu
kataliticno diado cistein — histidin (Turk in sod., 2012). Katepsin L se sintetizra v obliki
proencima in se aktivira ob znizanju pH v okolju na 5,5 (Kirschke, 2013). Poleg osnovne
funkcije, razgradnje proteinov v lizosomih, ima katepsin L, tudi nekatere specificne
lastnosti. V normalnih fizioloSkih razmerah je vkljuen v vzdrzevanje homeostaze srénih
celic, koze in lasnih meSi¢kov, metabolizem nevropeptidov in zorjenje imunskih celic
(Spira in sod, 2007; Tobin in sod., 2002; Funkelstein, 2010; Badano in sod., 2013).
PoviSano izrazanje katepsina L pa korelira z razvojem bolezenskih stanj. Pri rakavih
obolenjih se katepsin L izloca v zunajceli¢ni prostor, kjer njegova kataliticna aktivnost
prispeva k povecani invazivnosti in metastaziranju rakavih celic. Za regulacijo endogene
aktivnosti cisteinskih katepsinov so v organizmu odgovorni endogeni inhibitorji, ki se
delijo na cistatine, tiropine in serpine (Turk in sod., 2002). Pri raziskovanju fizioloske
vloge cisteinskih katepsinov je imel izredno pomembno vlogo inhibitor E-64, ki se s
cisteinskimi katepsini veze v stehiometri¢nem razmerju 1:1 (Turk in sod., 2012).

Za izrazanje rekombinantnega Cloveskega katepsina L smo izbrali kvasovko Pichia
pastoris. P. pastoris je metilotrofna kvasovka, ki lahko kot edini vir ogljika uporablja
metanol. Posledi¢no se za izraZanje heterolognih proteinov izkoris§¢a mocan promotor za
alkoholno dehidrogenazo, ki se aktivira v prisotnosti metanola. Prednosti kvasnega sistema
za izrazanje so tudi preprosto rokovanje, kompleksne posttranslacijske modifikacije in
moznost izloCanja proteinov v gojisc¢e (Cregg in sod., 2000). V P. pastoris smo z
elektroporatorjem vstavili lineariziran plazmid pPIC9-prokatepsin L. S PCR reakcijo na
osnovi kolonije smo preverili uspesno integracijo inserta v genom, ter izbrali kolonije za
poskusno izrazanje. Po 96 urah smo s pomoc¢jo NaDS PAGE celektroforeze in testov
aktivnosti dnevno odvzetih vzorcev izbrali klon, ki je pokazal najboljSo aktivnost ter ga
pripravili za izrazanje v ve¢jem obsegu. Ko smo pridobili vecjo koli¢ino katepsina L, smo
ga otistili z Ni*"-kelatno kromatografijo na napravi FPLC, ga aktivirali in z dodatkom
inhibitorja MMTS shranili na -80 °C. S pomo¢jo inhibitorja E-64 smo titrirali aktivna
mesta in katepsinu L dolocili skoraj popolno aktivnost. Na podlagi testov aktivnosti na
peptide iz kombinatornih knjiznic smo rekombinantnemu c¢loveSkemu in mi§jemu
katepsinu L preverili substratno specifi¢nost na mestih P2, P3 in P4. Mesto P2 je pri
katepsinu L klju¢no za dolocanje substratne specifi¢nosti. V obeh primerih so bili najbolje
cepljeni peptidi, kjer je to mesto zasedal triptofan, sledile so mu aromatske ter hidrofobne
aminokisline. Na mestu P3 cloveski katepsin L preferira hidrofoben levcin, nejgov misji
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homolog pa zelo soroden norlevcin. Cloveski katepsin L je poleg levcina kazal $e nekoliko
vi§jo encimsko aktivnost pri pozitivno nabitih stranskih verigah, mi§ji pa pri polarnih
nenabitih aminokislinah. S podknjiZnico z variabilnim mestom P4 smo ugotovili, da oba
encima tolerirata Sirok specter aminokislin. Oba homologa najbolje cepita substrate z
aromatskimi aminokislinami, ter aspartat, valin, levcin in izolevcin. Dolocanje kineti¢nih
parametrov za najboljSe substrate iz posamezne podknjiznice je pokazalo, da ti substrati
niso optimalni za doloCanje aktivnosti katepsina L. Tudi v primerjavi z komercialnim
substratom so pokazali precej slabSe rezultate. Ker so za optimalno cepitev tetrapeptidnega
substrata pomembna vsa mesta v substratu smo sklenili, da bi glede na naSe rezultate,
optimalen sintetini substrat imel aminokislinsko zaporedje His-Leu-Trp-Arg.

7.2  SUMMARY

Proteases are a group of enzymes that cleave peptide bond in protein substrates. One of the
subgroups of proteases are cysteine cathepsins, which can be normally found in the acidic
environment of lysosomes and endosomes (Turk, 2006). Cathepsin L, together with 10
other enzymes, belongs to cysteine cathepins. For all 11 representatives of cysteine
cathepsins, as for cysteine proteases in general, it is typical to include a catalytic diade of
cysteine and histidine in the core of the active site (Turk et al., 2012). Cathepsin L is
synthetized as preproenzyme and is activated in the environment with pH of 5,5 or lower
(Kirschke, 2013). The role of cathepsin L is not limited only to protein breakdown in
lysosomes, and the enzyme exerts also more specific functions. It is involved in the
homeostasis of heart cells, skin and hair follicles, neuropeptide metabolism and immune
cells maturation (Spira et al., 2007; Tobin et al., 2002; Funkelstein, 2010; Badano et al.,
2013). Elevated levels of cathepsin L expression was often found to correlate with disease
development. For example, due to its activity in the extracellular matrix, cancer cells are
more invasive and prone to metastasis formation. The catalytic activity of cysteine
cathepsins is physiologically regulated by endogenous inhibitors, which are divided into
cystatins, thyropins and serpins, and synthetic inhibitors like E-64, which was widely used
for determination of physiological role of cysteine cathepsins and is capable of binding to
its targets with 1:1 stoichiometry (Turk et al., 2002; Turk et al., 2012).

We choose yeast Pichia pastoris to express recombinant human cathepsin L. P. pastoris is
methylothropic yeast, known for its ability to use methanol as the only carbon source.
When using yeast for heterologic protein expression, we take advantage of the strong
promoter for the alcohol dehydrogenase gene, which is activated when methanol is present.
Yeast expression system has many advantages, including easy handling, complex
posttranslational modifications and the ability to secrete recombinant proteins into the
medium (Cregg in sod., 2000. The plasmid pPIC9-procathepsinL was inserted into P.
pastoris using electroporation. The success of the integration was confirmed with colony
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PCR. The best colonies were then selected for trial expression. After 96 hours SDS PAGE
electrophoresis and enzyme activity tests were done in order to determine, which clone has
the best properties for the large scale expression. When larger quantities of cathepsin L
were obtained, the enzyme was purified by Ni*"-chelate chromatography. With the change
of buffer the enzyme was activated. After activation MMTS inhibitor was added. Samples
were stored at -80 °C. Activity of the enzyme was determined by titration of the active site
with inhibitor E-64. Finally we determined substrate specificity of mouse and human
cathepsin L in the P2, P3 and P4 positions using peptides from combinatory libraries. The
key to the cathepsin L specificity is the P2 position. In both cases peptides with tryptophan
at the P2 position were cleaved best. Peptides with other aromatic and hydrophobic amino
acids at this subside also showed high enzyme activity. Human cathepsin L prefers, at the
P3 position, leucine, while mouse cathepsin L preferes leucine’s synthetic variant,
norleucine. Additionally human cathepsin L showed higher enzyme activities when
peptides in the P3 position contained amino acids with positively charged side chains,
while mouse cathepsin L prefered more amino acids with polar uncharged side chains. The
library with variable P4 position showed broad specificity in both enzymes In both cases
substrates with aromatic amino acids, aspartate, valine, leucine and isoleucine were
preferred. For the best substrates of each sub-library kinetic parameters were determined.
In comparison to commercially available substrates for cathepsin L and their known
characteristics, our best substrates have shown poor results. For optimal cleavage of the
tetrapeptide substrate all four positions are important and according to our results the most
suitable synthetic substrate for cathepsin L would include the His-Leu-Trp-Arg sequence.
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