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Povzetek

Celicna smrt je neizogibna posledica celicnega zivljenja. V zadnjih desetletjih so raziskovalci
opisali Stevilne gensko zapisane mehanizme za ciljno odstranjevanje odvecnih, nepopravljivo
poskodovanih in §kodljivih celic. Oksidativni stres, ki vpliva na $tevilne celicne gradnike, je prav
tako povezan s celi¢no smrtjo. V nasi $tudiji smo pojasnili u¢inek oksidativnega stresa z uporabo
Stirih razli¢nih modelov celi¢ne smrti: nekroza, spro$¢ena z menadionom, notranja/intrinzi¢na
apoptoza, ki jo povzroca staurosporin, ter zunanja/ekstrinzi¢na apoptoza in nekroptoza, ki ju
sprozi TNF (dejavnik tumorske nekroze). V ta namen smo uporabili tudi §tiri razli¢ne lovilce ROS
(reaktivne kisikove zvrsti), N-acetil-L-cistein (NAC), a-tokoferol (¢TOC) in dva mimetika
superoksid dismutaze n(Ill)tetrakis (4-benzojsko kislino) porfirin klorid (MnTBAP) ter 4-
hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin 1-oksil (Tempol; TE). Nasi rezultati kazejo, da je NAC v
celoti preprecil nekrozo, ki jo je sprozil menadion, vendar pa smo ugotovili, da odstranjevanje
ROS z drugimi antioksidanti ni imelo vpliva na ostale oblike celi¢ne smrti. Poleg tega je Tempol
lahko znatno preprecil ekstrinzi¢no apoptozo in delno zmanjsal nekroptozo, ki jo sprozi TNF.
Ostali antioksidanti niso imeli pomembnega vpliva na potek celi¢ne smrti.

Poleg tega smo proucevali permeabilizacijo lizosomske membrane (LMP), ki je odvisna od
delovanja katepsinov in lahko sprozi razli¢ne oblike celicne smrti. Sinteti¢ni lizosomotropicni
detergent L-Leucil-leucin metil ester (LLOMe), ki vpliva na aktivnost katepsina C in naluknjanje
lizosomov, ki vodi v celi¢cno smrt, smo izbrali kot sprozilec za to Studijo. Opazili smo, da
inkubacija celic z LLOMe povzroc¢i zgodnje poviSanje lizosomskega pH, ki mu sledi LMP in
spros¢anje hidrolaz, selektivni zaviralec katepsina C, GlyPheDMK, pa lahko vse te ucinke
prepreci. Nasprotno pa je splosni zaviralec katepsinov E64d ucinkovito preprecil celicno smrt,
vendar le delno ohranil normalen lizosomski pH. Ta mehanizem smo potrdili z uporabo razli¢nih
tipov primarnih celic z izbitim genom za glavni citosolni inhibitor katepsinov, stefin B (PyMT
D.T. in PyMT StfB -/-), in celic, ki so imele izbitje genov za katepsina B in L (MEF D.T. in MEF
DKO). Glede na rezultate sklepamo, da je katepsin C potreben za iztok lizosomskih katepsinov v
citosol, kjer slednji v naslednjem koraku sprozijo od kaspaz odvisno celi¢no smrt.

Doktorska naloga predstavlja nova spoznanja tako na podroc¢ju celicne smrti in vlogi ROS v
celiéni smrti kot na podrocju delovanja lizosomotropi¢nega detergenta LLOMe v celici.
Natancnej$e poznavanje teh mehanizmov je kljuéno pri regulaciji celi¢ne smrti, kar ima lahko
med drugim pomemben vpliv na na¢rtovanje zdravljenja.






Abstract

Cell death is an inevitable consequence of cellular life. In the past decades, researchers
characterized a set of genetically encoded mechanisms for targeted elimination of superfluous,
irreversibly damaged and harmful cells. Oxidative stress is also related to cell death by affecting
a wide variety of cellular components. In our study, we studied the impact of oxidative stress
produced by four different cell death models: menadione-triggered necrosis, staurosporine-
induced intrinsic apoptosis, and TNF (tumour necrosis factor)-stimulated extrinsic apoptosis and
necroptosis. For that purpose, four different ROS (reactive oxygen species) scavengers, N-acetyl-
L-cysteine (NAC), a-tocopherol (¢TOC) and two superoxide dismutase mimetics, n(IIl)tetrakis
(4-benzoic acid) porphyrin chloride (MnTBAP), and 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-
oxyl (Tempol; TE) were used. Our results show that the menadione-triggered necrosis was
completely prevented by NAC, however, the ROS targeting was found to have a marginal effect
on the other cell death modalities. Moreover, Tempol was able to substantially prevent TNF-
induced extrinsic apoptosis and partially decreased TNF-induced necroptosis. Other antioxidants
did not demonstrate any significant cell death prevention.

Furthermore, we investigated the lysosomal membrane permeabilization (LMP) which is
mediated by cathepsins that can trigger a variety of cell death modalities. The synthetic
lysosomotropic detergent L-Leucyl-leucine methyl ester (LLOMe), which causes cathepsin C
activity and lysosomal leaking, leading to cell death, was chosen as a model molecule for this
study. We observed that while the incubation of cell with LLOMe leads to an early increase in
lysosomal pH, followed by LMP and release of hydrolases, the selective inhibitor of cathepsin C,
GlyPheDMK, can prevent all these processes. In contrast, the broad spectrum cathepsin inhibitor
E64d efficiently prevented cell death, but only partially lysosomal pH increase. This mechanism
was confirmed using different types of primary cells deficient for the major cytosolic inhibitor of
cathepsins, stefin B (PyMT W.T. and PyMT StfB -/-), and cells double deficient for cathepsins B
and L (MEF W.T. and MEF DKO). According to the results we propose that cathepsin C is
required for the exit of lysosomal cathepsins into the cytosol, where the latter then trigger caspase-
dependent cell death in the next step.

Doctoral dissertation presents new findings in both in the field of cell death and the role of
ROS in cell death and in the field of the mechanism of action of lysosomotropic detergent LLOMe
in cells. Understanding of these mechanisms is cruical in cell death regulation, since it might
affect for designing treatments.
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celi¢ne smrti. Celice MEF smo tretirali z razli¢nimi sprozilci celi¢ne smrti. Po preteceni
inkubaciji smo pripravili popolne celi¢ne lizate v RIPA pufru. Proteine smo lo€ili z NaDS
PAGE in prenesli na nitrocelulozno membrano ter oznacili s specifi¢nimi protitelesi za
protein LC3 in aktin. A) Sprememba LC3 po Casu po tretiranju s 75 uM MD in 1 pM STS.
B) Sprememba LC3 po ¢asu po tretiranju s TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX) in TCZ
(100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX, 20 UM ZVAD). ...cciiiiiiiiiiiiiireces s 39
Slika 15: Sprememba LC3 na proteinski ravni celic L929 po tretiranju z razlicnimi sprozilci
celicne smrti. Celice L929 smo tretirali z razli¢nimi sprozilci celicne smrti. Po preteceni
inkubaciji smo pripravili popolne celi¢ne lizate v RIPA pufru. Proteine smo lo¢ili z NaDS
PAGE in prenesli na nitrocelulozno membrano ter oznacili s specifi¢nimi protitelesi za
protein LC3 in aktin. Sprememba LC3 v odvisnosti od ¢asa po tretiranju s A) 75 uM MD;
B) 1 uM STS in C) TNF (10 n@/MI)...ccviiiiiiiiiiiiiiciiss e 40
Slika 16: Sprozilci celi¢ne smrti spodbudijo nastajanje znotrajceli¢nih ROS, preden zacne
narascati odstotek mrtvih celic. Celice MEF in L929 smo tretirali z A) 75 uM MD, B) 1
uM STS, C) TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX) in D) TCZ (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml
CHX, 20 uM zVAD) oziroma samo TNF (10 ng/ml) v primeru L929. Pankaspazni
inhibitor zZVAD smo v gojisce dodali 2 h pred tretiranjem s TNF. Po tretiranju smo celicam
dodali $¢ CM-H>DCFDA in vzorce pripravili za analizo s preto¢nim citometrom. Kot
rezultat smo upostevali geometrijsko sredino intenzitete fluorescence za vsak vzorec in
preracunali na arbitrarne enote. Slika prikazuje reprezentativen poskus. Stolpci
predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. .....ccociviiiiiiiiiiieeeee e, 41
Slika 17: Sprozilci celi¢ne smrti lahko spodbudijo nastajanje mitohondrijskih ROS. Celice MEF
in L929 smo tretirali z A) 75 pM MD, B) 1 uM STS, C) TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml
CHX) in D) TCZ (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX, 20 uM zVAD) oziroma samo TNF (10
ng/ml) v primeru L.929. Pankaspazni inhibitor zZVAD smo v gojis¢e dodali 2 h pred
tretiranjem s TNF. Po tretiranju smo celicam dodali §e MitoSOX in vzorce pripravili za
analizo s preto¢nim citometrom. Kot rezultat smo upostevali geometrijsko sredino
intenzitete fluorescence za vsak vzorec in preracunali na arbitrarne enote. Slika prikazuje
reprezentativen poskus. Stolpci predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. ... 42
Slika 18: Vpliv izbranih antioksidantov na nastanek ROS v celicah MEF. Celice MEF smo
tretirali 30 min s 75 pM MD, 1 uM STS ali pa 14 h s TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX)
in TCZ (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX, 20 uM zVAD). Antioksidante A) NAC, B) aTOC,
C) MnTBAP in D) Tempol smo dodali 2 h pred sprozilci celicne smrti. Po koncanih
inkubacijah smo celicam dodali CM-H>DCFDA in pripravili vzorce za analizo s preto¢nim
citometrom. Kot rezultat smo upostevali geometrijsko sredino intenzitete fluorescence za
vsak vzorec in preracunali na arbitrarne enote. Slika prikazuje reprezentativen poskus.
Stolpci predstavljajo povprecje treh tehnicnih ponovitev s SD.........ccovvvviiiiiiiniicinne 43
Slika 19: Vpliv izbranih antioksidantov na nastanek ROS v celicah MEF v odvisnosti od Casa.
Antioksidante 1 mM NAC, 5 mM oTOC, 25 uM MnTBAP in 0,1 0z. 3 mM Tempol smo
dodali 2 h pred sprozilci celi¢ne smrti. Celice smo nato tretirali razlicno dolgo z A, B) MD
(75 uM), C, D) STS (1 uM), E, F) TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX) in G, H) TCZ (100
ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX, 20 uM zVAD). Po kon¢anih inkubacijah smo celicam dodali
CM-H;DCFDA in pripravili vzorce za analizo s preto¢nim citometrom. Kot rezultat smo
upostevali geometrijsko sredino intenzitete fluorescence za vsak vzorec in preracunali na
arbitrarne enote. Slika prikazuje reprezentativen poskus. Stolpci predstavljajo povprecje
treh tehni¢nih ponovitev s SD. Net — Netretiran. .......cooovevvviieeiinece e 44
Slika 20: Vpliv izbranih antioksidantov na nastanek ROS v celicah L.929. Celice L929 smo
tretirali 30 min s 75 pM MD, 1 uM STS ali pa 18 h s TNF (10 ng/ml TNF). Antioksidante
A) NAC, B) aTOC, C) MnTBAP in D) Tempol smo dodali 2 h pred sprozilci celi¢ne smrti.
Po koncanih inkubacijah smo celicam dodali CM-H,DCFDA in pripravili vzorce za
analizo s preto¢nim citometrom. Kot rezultat smo upostevali geometrijsko sredino
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intenzitete fluorescence za vsak vzorec in preracunali na arbitrarne enote. Slika prikazuje
reprezentativen poskus. Stolpci predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. Net
— DEITELITAIL ..iviieie ittt 45
Slika 21: Vpliv izbranih antioksidantov na nastanek ROS v celicah L929 v odvisnosti od casa.
Antioksidante ] mM NAC, 5 mM oTOC, 25 uM MnTBAP in 0,1 oz. 3 mM Tempol smo
dodali 2 h pred sprozilci celi¢ne smrti. Celice smo nato tretirali razlicno dolgo z A, B) MD
(75 uM), C, D) STS (1 uM), E, F) in TNF (10 ng/ml TNF). Po konc¢anih inkubacijah smo
celicam dodali CM-H,DCFDA in pripravili vzorce za analizo s preto¢nim citometrom. Kot
rezultat smo upostevali geometrijsko sredino intenzitete fluorescence za vsak vzorec in
preracunali na arbitrarne enote. Slika prikazuje reprezentativen poskus. Stolpci
predstavljajo povprecje treh tehnicnih ponovitev s SD. Net — netretiran............cccoceveennee. 46
Slika 22: Vpliv antioksidantov na celi¢no smrt v celicah MEF. Izbrane koncentracije
antioksidantov A) NAC, B) aTOC, C) MnTBAP in D) Tempol smo dodali 2 h pred
sprozilci celicne smrti. Celice MEF smo tretirali4 hs 75 uM MD, 24 hz 1 uM STS ali pa
14 h s TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX) in TCZ (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX, 20 uM
zVAD). Po koncani inkubaciji smo celice pobarvali z aneksinomV-PE in propidijevim
jodidom (PI) ter vzorce analizirali s preto¢nim citometrom. Mrtve celice so definirane kot
aneksinV-PE in/ali PI pozitivne. Slika prikazuje en reprezentativen poskus. Stolpci
prikazujejo povprecje treh tehnicnih ponovitev s SD. Net — netretiran. .........cccoccevevevnenee. 47
Slika 23: Vpliv antioksidantov na celi¢no smrt v celicah L929. Izbrane koncentracije
antioksidantov A) NAC, B) aTOC, C) MnTBAP in D) Tempol smo dodali 2 h pred
sprozilci celicne smrti. Celice L929 smo tretirali 4 h s 75 uM MD, 24 h z 1 uM STS ali pa
18 h z 10 ng/ml TNF. Po koncani inkubaciji smo celice pobarvali z aneksinomV-PE in
propidijevim jodidom (PI) ter vzorce analizirali s pretocnim citometrom. Mrtve celice so
definirane kot aneksinV-PE in/ali PI pozitivne. Slika prikazuje en reprezentativen poskus.
Stolpci prikazujejo povprecje treh tehnicnih ponovitev s SD. Net — netretiran. ................. 48
Slika 24: Prisotnost IkBa v celicah MEF po tretiranju z antioksidanti in TNF. Celice MEF smo
najprej tretirali z antioksidanti (100 uM Tempol, 3 mM Tempol, 5 mM Tempol, 1 mM
NAC in 25 pM MnTBAP) in 2 h zatem dodali $e TNF (100 ng/ml). Po ustrezno dolgi
inkubaciji smo pripravili popolne lizate, nato pa smo naredili NaDS PAGE, prenos po
westernu in imunodetekcijo IKBo in aKtiNa. ........eeveiiieeieieeieeeee e 49
Slika 25: Prisotnost IxkBa v celicah L929 po tretiranju z antioksidanti in TNF. Celice L929 smo
najprej tretirali z antioksidanti (100 uM Tempol, 3 mM Tempol, 5 mM Tempol, 1 mM
NAC in 25 puM MnTBAP) in 2 h zatem dodali se¢ TNF (10 ng/ml). Po ustrezno dolgi
inkubaciji smo pripravili popolne lizate, nato pa smo naredili NaDS PAGE, prenos po
westernu in imunodetekcijo IkBa in aktina. .........ccooeeiieiiiiiiiii e 49
Slika 26:Visoke koncentracije Tempola imajo oksidativni u¢inek. Celice A) MEF in B) L.929
smo 2 h predtretirali s Tempolom, nato pa smo dodali $e sprozilce celi¢ne smrti: 75 uM
MD za 30 minut, 1 uM STS za 30 minut, TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX) in TCZ (100
ng/ml TNF, 1 ng/ml CHX, 20 pM zVAD) za 14 h oziroma samo TNF (10 ng/ml) za 18 h v
primeru L929. Pankaspazni inhibitor zZVAD smo v gojis¢e dodali 2 h pred tretiranjem s
TNF. Po inkubaciji smo celicam dodali CM-H2DCFDA ter vzorce analizirali s preto¢nim
citometrom. Rezultati so predstavljeni v arbitrarnih enotah. Slika prikazuje en
reprezentativen poskus. Stolpci prikazujejo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. Net —
10118 =19 11 o NPT PR PP 50
Slika 27: Vpliv MnTBAP in Tempola na nastanek mitohondrijskih ROS. Celice A) MEF in B)
L929 smo tretirali 30 min 75 pM MD. Antioksidanta MnTBAP in Tempol smo dodali 2 h
pred dodatkom MD. Po kon¢ani inkubaciji smo celicam dodali MitoSOX in vzorce
analizirali s pretocnim citometrom. Slika prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci pa
predstavljajo povprecje treh tehnicnih ponovitev s SD. Net — netretiran............cccoceveenee. 50
Slika 28: NAC inhibira vpliv Tempola na nastajanje znotrajceli¢nih ROS in celi¢no smrt. A)
Vpliv NAC na znizZanje nastajanja znotrajcelicnih ROS, ki ga sprozita Tempol (TE) in 75
pM MD (30 min inkubacija) v celicah MEF. B) Vpliv NAC na celi¢no smrt, ki jo sproZzita
Tempol (TE) in 75 pM MD (4 h inkubacija) v celicah MEF. Enak uc¢inek na C) nastajanje
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ROS in D) celi¢no smrt smo opazili pri celicah L929. Antioksidante smo dodali 2 h pred
MD. Za spremljanje nastajanja znotrajcelicnih ROS smo po koncanih inkubacijah celicam
dodali CM-H,DCFDA in pripravili vzorce za analizo s preto¢nim citometrom. Kot rezultat
smo upostevali geometrijsko sredino intenzitete fluorescence za vsak vzorec in preracunali
na arbitrarne enote. Po koncani inkubaciji smo celice pobarvali z aneksinomV-PE in
propidijevim jodidom (PI) ter vzorce analizirali s preto¢nim citometrom. Mrtve celice pa
so definirane kot aneksinV-PE in/ali PI pozitivne. Slika prikazuje en reprezentativen
poskus. Stolpci prikazujejo povprecje treh tehnicnih ponovitev s SD. ......ccooviiiiiiiiiennn. 51
Slika 29: Prenos po westernu in imunodetekcija razli¢nih katepsinov v popolnih celi¢nih lizatih
celic THP-1, U-937, U-87-MG in HeLa. Celice smo gojili na plos¢ah s premerom 10 cm in
nato pripravili popolne celi¢ne lizate v RIPA pufru. Proteine smo locili na NaDS PAGE in
prenesli na nitrocelulozno membrano ter oznacili s specificnimi protitelesi za katepsine B,
C, D, L in S ter GAPDH, aktin in stefin B. ... 52
Slika 30: Celi¢na smrt po inkubaciji z LLOMe. Celice U-937, THP-1 in U-87-MG smo
inkubirali z razli¢nimi koncentracijami LLOMe. A) Po ustrezno dolgi inkubaciji smo
celice pobarvali z aneksinomV-PE in propidijevim jodidom ter vzorce analizirali s
preto¢nim citometrom. Slika prikazuje reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo
povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. B) Celice U-937 (0,5 mM LLOMe), THP-1 (0,25
mM LLOMe) in U-87-MG (1 mM LLOMe) smo inkubirali razli¢no dolgo. Po koncani
inkubaciji smo pripravili popolne celi¢ne lizate. Kaspazno aktivnost smo merili
fluorimetri¢no s hidrolizo substrata Ac-DEVD-AFC (10 uM). Rezultati so bili podani kot
sprememba fluorescence v casovni enoti oz. hitrost reakcije (naklon premice), nato pa
normalizirani na kontrolo (v ¢asu 0 h). Slika prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci
pa predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. C) Celice smo 2 h predtretirali z
10 uM GlyPheDMK, nato pa smo dodali 0,5 mM LLOMe celicam U-937 za 4 h, 0,25 mM
LLOMe celicam THP-1 za 4 h in 1 mM LLOMe celicam U-87-MG za 18 h. Vzorce smo
pripravili Kot na sliki 30A). ...oooiiiiieiiie e 54
Slika 31: Vpliv E64d in zZVAD na celi¢no smrt, sprozeno z LLOMe. Celice smo inkubirali z
E64d (20 uM) ali pa zVAD (10 pM) 2 h. Nato smo dodali ustrezne koli¢ine LLOMe za 4 h
celicam U-937 in THP-1 ter za 18 h celicam U-87-MG. Po koncani inkubaciji smo celice
pobarvali z aneksinomV-PE in propidijevim jodidom ter vzorce analizirali s preto¢nim
citometrom. Slika prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo povprecje
treh tehniCnih ponovitev s SD. ....ooiiiiiii s 55
Slika 32: LLOMe vpliva na lizosome. A) Po 30-minutnem tretiranju celic U-937, THP-1 in U-
87-MG z razli¢nimi koncentracijami LLOMe smo celicam dodali barvilo akridin oranz
(AO). Vzorce smo nato pripravili na analizo s preto¢nim citometrom. Rezultati
predstavljajo geometrijsko sredino intenzitete fluorescence, ki smo jo prerac¢unali na
arbitrarne enote. Slika prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo
povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. B) Celice smo najprej 2 h inkubirali z
GlyPheDMK (10 uM), nato pa Se 30 minut z LLOMe. Po konc¢ani inkubaciji smo vzorce
pripravili kot na sliki 32A). Baf — bafilomicin (uporabljen kot pozitivna kontrola). .......... 56
Slika 33: Vpliv E64d in zZVAD na kopicenje barvila akridin oranz po tretiranju z LLOMe.
Celice smo inkubirali z E64d (20 uM) ali pa zVAD (10 uM) 2 h. Nato smo dodali ustrezne
koli¢ine LLOMe za 30 minut celicam U-937, THP-1 in U-87-MG. Po kon¢ani inkubaciji
smo celice pobarvali z akridin oranZem ter vzorce analizirali s preto¢nim citometrom.
Rezultati predstavljajo geometrijsko sredino intenzitete fluorescence, ki smo jo preracunali
na arbitrarne enote. Slika prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo
povprecje treh tehnicnih ponovitev § SD.......cocoiiiiiiiiiiei e 57
Slika 34: Optimizacija koncentracij digitonina za pripravo citosolnih lizatov na celicah. A)
Celicam smo dodali razli¢ne koncentracije digitonina, da bi sprozili le lizo plazemske
membrane (30, 50 in 75 pg/ml za citosolni lizat) ali pa lizo vseh celi¢nih membran (200,
300 in 400 pg/ml za popolni lizat). Po inkubaciji na ledu in centrifugiranju smo aktivnost
cisteinskih katepsinov v supernatantu lizata izmerili fluorimetri¢no. Hidrolizo substrata Z-
FR-AMC smo merili 30 minut. Iz podatkov smo izracunali spremembo fluorescence v
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casovni enoti oz. hitrost reakcije (naklon premice). Na grafih so predstavljeni podatki v
arbitrarnih enotah. Slika 34A prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo
povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. B) Enak volumen vzorcev smo nanesli na gel in
proteine locili na NaDS PAGE. Po prenosu na nitrocelulozno membrano smo proteine
oznacili s specificnimi protitelesi za aktin in stefin B, ki smo ju nadalje uporabljali za
KONEIOL0. .t 58
Slika 35: Citosolna in celokupna aktivnost cisteinskih katepsinov celic U-937, THP-1 in U-87-
MG po tretiranju z LLOMe. A) Celice smo tretirali z GlyPheDMK 2 h in zatem smo dodali
ustrezno koncentracijo LLOMe za 15 min (0,5 mM za U-937, 0,25 mM za THP-1 in 1 mM
za U-87-MG). Po inkubaciji smo celice centrifugirali in pripravili citosolne (75 pg/ml
digitonin) ter totalne (400 pg/ml digitonin) lizate. Po centrifugiranju smo aktivnost
cisteinskih katepsinov izmerili na podlagi hidrolize substrata zZFR-AMC, merili pa smo 30
minut. Iz podatkov smo izra¢unali spremembo fluorescence v Casovni enoti oz. hitrost
reakcije (naklon premice). Na grafih so predstavljeni podatki v arbitrarnih enotah. Slika
prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo povprecje treh tehni¢nih
ponovitev s SD. B) Enak volumen vzorcev smo nanesli na gel in proteine lo¢ili na NaDS
PAGE. Po prenosu na nitrocelulozno membrano smo proteine oznacili s specificnimi
protitelesi za katepsin C, S, B in L ter aktin in stefin B, ki smo ju uporabljali za kontrolo.
Net — netretiran, Cit — citosolni lizat/citosolna aktivnost, Tot — totalni lizat/celokupna
1Y 8 07110 ] T PSPV PURTUPROPRPN 59
Slika 36: Celokupna aktivnost cisteinskih katepsinov celic U-937, THP-1 in U-87-MG po
tretiranju z LLOMe v kombinaciji z GlyPheDMK. A) Celice smo tretirali z GlyPheDMK
od 0 h do 2 h in zatem dodali ustrezno koncentracijo LLOMe za 15 min (0,5 mM za U-
937, 0,25 mM za THP-1 in 1 mM za U-87-MGQG). Po inkubaciji smo celice centrifugirali in
pripravili totalne lizate (400 pg/ml digitonin). Po centrifugiranju smo aktivnost cisteinskih
katepsinov izmerili na podlagi hidrolize substrata zZFR-AMC, merili pa smo 30 minut. Iz
podatkov smo izracunali spremembo fluorescence v ¢asovni enoti oz. hitrost reakcije
(naklon premice). Na grafih so predstavljeni podatki v arbitrarnih enotah. Slika prikazuje
en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s
SD. B) Enak volumen vzorcev smo nanesli na gel in proteine lo¢ili na NaDS PAGE. Po
prenosu na nitrocelulozno membrano smo proteine oznacili s specificnimi protitelesi za
katepsin C, S, B in L ter aktin in stefin B, ki smo ju uporabljali za kontrolo. Net —
10110 (<11 1o SO TSP PP OP PP 60
Slika 37: Vpliv LLOMe na celice PyMT divjega tipa (D.T.) in celice z izbitim genom za stefin
B (StfB -/-). A) Imunodetekcija stefina B in aktina v celicah PyMT. Celice smo gojili na
ploscah s premerom 10 cm in nato pripravili popolne celi¢ne lizate v pufru RIPA. Proteine
smo lo¢ili na NaDS PAGE in prenesli na nitrocelulozno membrano ter oznacili s
specificnimi protitelesi. B) Celice PyMT smo 2 h predtretirali z 10 pM GlyPheDMK, nato
pa smo dodali 3 mM LLOMe za 18 h. Po koncani inkubaciji smo celice pobarvali z
aneksinomV-PE in propidijevim jodidom ter vzorce analizirali s pretocnim citometrom. C)
Celice PyMT smo 2 h predtretirali z 10 pM GlyPheDMK, nato pa smo dodali 3 mM
LLOMe za 0,5 h. Po konc¢ani inkubacji smo celice pobarvali z akridin oranzem ter vzorce
analizirali s pretocnim citometrom. D) Celice smo tretirali z GlyPheDMK 2 h in zatem
dodali 3 mM LLOMe za 15 min. Po inkubaciji smo celice centrifugirali in pripravili
citosolne (75 pg/ml digitonin) ter totalne (400 pug/ml digitonin) lizate. Po centrifugiranju
smo aktivnost cisteinskih katepsinov izmerili na podlagi hidrolize substrata zZFR-AMC,
merili pa smo 30 minut. Iz podatkov smo izracunali spremembo fluorescence v ¢asovni
enoti oz. hitrost reakcije (naklon premice). E) Enak volumen vzorcev smo nanesli na gel in
proteine locili na NaDS PAGE. Po prenosu na nitrocelulozno membrano smo proteine
oznacili s specifi¢nimi protitelesi za katepsin C, B in L ter aktin in stefin B. Slike B, C in D
prikazujejo en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo povprecje treh tehni¢nih
ponovitev s SD. Net — netretiran, Cit — citosolni lizat/citosolna aktivnost, Tot — totalni
lizat/celokupna aKtiVIIOSt. .......cciviieiriiiie s 62
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Slika 38: Vpliv LLOMe na celice MEF divjega tipa (D.T.) in celice z izbitima genoma za
katepsin B in L (DKO). A) Imunodetekcija katepsina B, katepsin L, stefina B in aktina v
celicah MEF. Celice smo gojili na plos¢ah s premerom 10 cm in nato pripravili popolne
celicne lizate v RIPA pufru. Proteine smo locili na NaDS PAGE in prenesli na
nitrocelulozno membrano ter oznacili s specificnimi protitelesi. B) Celice MEF smo 5 h
tretirali z razliénimi koncentracijami LLOMe. Po koncani inkubaciji smo celice pobarvali z
aneksinomV-PE in propidijevim jodidom ter vzorce analizirali s pretocnim citometrom. C)
Celicam MEF smo dodali 1 mM LLOMe. Po kon¢ani inkubaciji smo pripravili popolne
celi¢ne lizate. Kaspazno aktivnost smo merili fluorimetri¢no s hidrolizo substrata Ac-
DEVD-AFC (10 uM). Rezultati so bili podani kot sprememba fluorescence v ¢asovni enoti
oz. hitrost reakcije (naklon premice), nato pa normalizirani na kontrolo (v ¢asu 0 h). D)
Celicam MEF smo dodali razli¢ne koncentracije LLOMe in 100 nM bafilomicin (Baf) smo
uporabili kot pozitivno kontrolo. Po polurni inkubaciji smo celice pobarvali z akridin
oranzem ter vzorce analizirali s preto¢nim citometrom. Slike B, C in D prikazujejo en
reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD.63

Slika 39: LLOMe vpliva na nastajanje znotrajcelicnih ROS. A) Najprej smo spremljali
nastajanje znotrajceli¢nih ROS v odvisnosti od ¢asa. Celice U-937 smo tretirali z 0,5 mM
LLOMe, THP-1 z 0,25 mM in U-87-MG z 1 mM LLOMe od 0 do 4 h. Po koncani
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Uvod

1.1 Celi¢na smrt

Za pravilen razvoj in vzdrzevanje vecceli¢nih organizmov je klju¢nega pomena ravnotezje med
celi¢no delitvijo in smrtjo. PoruSenje te homeostaze lahko vodi v razvoj razli¢nih patoloskih stanj,
kot so nepravilna embriogeneza, rakava obolenja, nevrodegenerativne bolezni, avtoimunska
obolenja itd. (Galluzzi in sod., 2012; Green in sod., 2016).

Zadnjih nekaj let je prineslo izredno revolucijo v pojmovanju oblik celi¢ne smrti in njihovem
razumevanju. Odbor za nomenklaturo celicne smrti (angl. Nomenclature Committee on Cell
Death, NCCD), ki je prvi€ objavil ¢lanek o klasifikaciji celi¢ne smrti leta 2009, je kot mrtve celice
opredelil tiste celice, ki imajo nepopravljivo poSkodovano in prepustno membrano ter so bile v
celoti razgrajene (Galluzzi in sod., 2018; Kroemer in sod., 2009). Celi¢na smrt pa je bila
razdeljena na nenamerno (angl. accidental cell death) in regulirano (angl. regulated cell death).
Nenamerna celi¢na smrt je obicajno posledica izpostavitve ekstremnim fizikalno-kemijskim ali
mehanskim drazljajem, ki povzrocijo takojsnje strukturne okvare. Regulirana celi¢na smrt pa je
genetsko zapisan mehanizem, na katerega lahko vplivamo bodisi s farmakoloskimi bodisi
genetskimi dejavniki in se sprozi kot del fizioloskih programov ali pa prilagoditev na motnje v
zunajcelicnem ali znotrajcelicnem mikrookolju. Morfoloske in biokemijske znacilnosti, ki
spremljajo razli¢ne oblike celi¢ne smrti, lahko uporabimo za razvr§c¢anje v dolo¢ene podtipe, kot
so: intrinzi¢na apoptoza, ekstrinzi¢na apoptoza, nekroptoza, feroptoza, piroptoza, partanatos,
entoza, NEToza, lizosomska celicna smrt, itd. (Galluzzi, Bravo-San Pedro, in sod., 2016;
Kroemer in sod., 2009).

111 Apoptoza

Apoptoza je oblika programirane celi¢ne smrti, ki je bila prvi¢ opisana leta 1972 (Kerr in sod.,
1972) in ima kot bioloski proces vodilno vlogo pri embrionalnem razvoju, pravilnem delovanju
imunskega sistema in vzdrzevanju tkivne homeostaze (Arya in White, 2015; Fuchs in Steller,
2011).

Apoptozo lahko sproZzijo zunanji (ekstrinzi¢ni) ali pa notranji (intrinzi¢ni) signali. Sam proces
je aktivna oblika celicne smrti, ki jo lahko od ostalih oblik celicne smrti lo¢imo tudi na podlagi
morfoloskih znacilnosti, ki vkljucujejo spremembo oblike celice, zmanjsanje celicnega volumna,
fragmentacijo jedra (karlorek51s) kondenzacijo kromatina (plknoza) spremembe c1toplazemsk1h
organelov, naluknjanje zunanje mitohondrijske membrane (angl. mitochondrial outer membrane
permeabilization, MOMP), brstenje celicne membrane, nastanek apopototskih telesc, izpostavitev
fagocitoznih oznacevalcev (npr. fosfatidilserina in DAMPS, angl. danger—associated molecular
patterns). Med kljucne biokemijske znacilnosti pa spada aktivacija kaspaz in drugih katabolnih
hidroliti¢nih encimov, kot so DNAze (Green in sod., 2016; Kroemer in sod., 2009; Marino in
sod., 2014).

1111  Kaspaze

Neodvisno od sprozilnega dejavnika apoptozo vedno regulirajo proapoptotske kaspaze, ki so
cisteinske proteaze in so v celici vedno prisotne kot neaktivni zimogeni (Green in sod., 2016).
Vloga kaspaz pri celi¢ni smrti je bila najprej dokazana v modelnem organizmu Caenorhabditis
elegans, kjer kaspaza Ced-3 sprozi apoptozo. Nadaljnje raziskave so pokazale, da v bolj
kompleksnih organizmih Stevilo kaspaz naraste, vendar so evolucijsko povezane (Parrish in sod.,
2013). Glede na fiziolosko funkcijo poznamo Se inflamatorne ali provnetne kaspaze, med katere
pristevamo kaspaze 1, 4, 5, 11 in 12 (Fuchs in Steller, 2011; Shalini in sod., 2015). Najnovejse
raziskave pa kazejo, da imajo tudi proapoptotske kaspaze vpliv na vnetni/imunski odziv. Kot
primer lahko vzamemo kaspazo 8, ki naj bi aktivirala kaspazo 1, ko je inhibiran NF-k[3; poleg
tega naj bi spodbujala naravno imunost z vplivanjem na sproscanje interlevkinov IL-1B in IL-18
(Galluzzi, Lopez-Soto, in sod., 2016).

Proapoptotske kaspaze SO razdelJ ene v dve podskupini: sprozitvene ali apikalne (kaspaze 2,
8, 9 in 10) in izvrSitvene ali efektorske kaspaze (kaspaze 3, 6 in 7). Sprozitvene kaspaze imajo
poleg velike in majhne podenote, ki sta na C-koncu, Se domeno ki rekrutira kaspaze (angl.
caspase-recruitment domain, CARD), ali pa efektorsko domeno smiti (angl. death effector
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domain, DED). Domena CARD ali pa domena DED sta na N-koncu in sta kljuéni za aktivacijo
preko dimerizacije (slika 1). Aktivacija kaspaz 8 in 10 potece na signalnem kompleksu, ki sprozi
smrt (angl. death-inducing signalling complex, DISC), kaspaza 9 za aktivacijo izrabi kompleks,
imenovan apoptosom, medtem ko potece aktivacija kaspaze 2 na PIDDosomu (Connolly in sod.,
2014; Parrish in sod., 2013; Shalini in sod., 2015). Po aktivaciji sproZzitvene kaspaze proteolitsko
cepijo neaktivne dimere izvrSitvenih kaspaz in posledi¢no pride do izoblikovanja katalitskega
mesta. Preden postane kaspaza popolnoma aktivna in stabilna, obiajno poteCe Se postopek
zorenja, ki vkljuCuje odstranitev prodomene ali cepitev med domenama. Katalitsko aktivne
kaspaze so obicajno heterotetrameri, sestavljeni iz dveh velikih in dveh majhnih podenot (Green
in Llambi, 2015; Pop in Salvesen, 2009).

Z uporabo proteomskih analiz je bilo dolocenih Ze ve¢ kot 400 specificnih substratov kaspaz.
Najbolje poznani med njimi so citoplazemski proteini (npr. aktin, adherin, keratin), jedrni proteini
(lamin A in B), proteini, potrebni za popravilo DNA (PARP, DNA-PK), prenasalci signalov
(citokini, Bcl-2) in proteini celicnega cikla ter delitve (p21, p27) (Alenzi in sod., 2010).

SPROZITVENA KASPAZA IZVRSITVENA KASPAZA
Prodomena Velika podenota Mala podenota Velika podenota Mala podenota

aktivacija aktivacija
z dimerizacijoj s cepitvijo
}7/.‘ \\ /l
L apoptoza
‘}/ ;/

Slika 1: Organizacija domen in mehanizem aktivacije kaspaz. SproZitvene kaspaze so prisotne v
celici kot neaktivni zimogeni in se aktivirajo z dimerizacijo. Sestavljene so iz prodomene (DED
ali CARD), velike in majhne podenote. IzvrSitvene kaspaze pa se aktivirajo s cepitvijo med
podenotama. Slika je prirejena po (Green in Llambi, 2015).

Nekatere Studije so pokazale, da so proapoptotske kaspaze vkljuCene tudi v drugih oblikah
celicne smrti, npr. nekroza, piroptoza in mitotska katastrofa, in v druge procese, ki niso
neposredno povezani s celicno smrtjo, kot so diferenciacija razli¢nih celic, embriogeneza,
gibljivost, proliferacija T-celic, regulacija celicnega cikla itd. (Fuchs in Steller, 2011 Shalini in
sod., 2015).

Aktivnost kaspaz mora biti natan¢no regulirana. Regulacija lahko poteka:

e na transkripcijski ravni — alternativno izrezovanje ali pa metilacija gena za kaspazo 8,
alternativno izrezovanje gena za kaspazo 9, aktivacija transkripcijskih dejavnikov (p53
in E2F1);
na sintezni ravni — v celici prisotne kot zimogeni;
na posttranslacijski ravni — fosforilacija in nitrozilacija (npr. znizana aktivnost kaspaze
9), ubikvitinacija (kaspazo 9 XIAP oznaci za razgradnjo, poliubikvitinacija kaspaze 8 in
agregacija s proteinom p62 pa poveca njeno aktivnost);

e preko neposredne ali posredne interakcije z drugimi proteini — p53, CrmA, FLIP, IAPs in
proteini druzine Bcl-2 (Fuchs in Steller, 2011; Parrish in sod., 2013; Shalini in sod.,
2015).

Nepravilnosti v regulaciji se odrazajo v razlicnih bolezenskih stanjih. Inhibicija
proapoptotskih kaspaz je povezana z razvojem rakavih obolenj, prekomerna aktivacija pa privede
do nevrodegenerativnih sprememb. Znizana aktivnost vnetnih kaspaz ima pomembno vlogo pri
povisani obcutljivosti na okuzbe, medtem ko povisana aktivnost pospesuje vnetje (Mcllwain in
sod., 2013).
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1112 Intrinzi¢na (mitohondrijska) pot apoptoze

Intrinzi¢na (notranja/mitohondrijska) pot apoptoze je najbolj pogosto sprozena oblika apoptoze
pri vretencarjih. SproZzijo jo lahko razli¢ni dejavniki, kot so poSkodba DNA, pomanjkanje rastnih
dejavnikov, stres endoplazemskega retikuluma itd. (Zamaraev in sod., 2015). Klju¢ni dogodek
intrinzi¢ne poti apoptoze predstavlja permeabilizacija zunanje mitohondrijske membrane (angl.
mitochondrial outer membrane permeablization, MOMP) in je tocka brez povratka (slika 2)
(Green in Llambi, 2015).

Glavni regulatorni proteini MOMP so proteini iz druzine limfomskih-2 celic B (angl. B-cell
lymphoma 2, Bcl-2). Le-te delimo glede na vlogo na proapoptotske (iniciatorji/zacetnik in
efektorji) in antiapoptotske (varuhi) ali glede na Stevilo homolognih Bel-2 (BH1-4) domen (tabela
1). V normalno delujocih celicah so po vecini vezani na mitohondrijsko membrano, le Bax je v
citosolu. Najdemo pa jih tudi na membrani endoplazemskega retikuluma in jedrni lamini. Proteini
iz druzine Bcl-2 nimajo zgolj vloge v apoptozi, ampak sodelujejo tudi pri vzdrzevanju ravnovesja
kalcijevih ionov, avtofagiji, fiziji in fuziji mitohondrijev ter drugih celi¢nih procesih (Czabotar in
sod., 2014; Green in Llambi, 2015; Lopez in Tait, 2015; X. Wang in sod., 2011).

Ob izpostavitvi celicnemu stresu lahko proteini z enojno BH3 domeno delujejo kot aktivatorji,
saj neposredno sprozijo proapoptotske dejavnike ali pa izni€ijo delovanje antiapoptotskih
proteinov (npr. interakcija med Bad ali Bim in Bcl-2), ko posredno prispevajo k apoptozi.
Najverjetneje pa se prepletata oba modela uravnavanja. Proteini tBid, Bad, Bim in Puma so tako
nujno potrebni za aktivacijo Bak in Bax, ki po homo-oligomerizaciji tvorita MOMP. Za tvorbo
por nista nujno potrebna oba. Potek MOMP ni Se popolnoma poznan, vendar naj bi prislo do
povecanja membranske napetosti in ukrivljenosti zunanje membrane, ko naj bi se stranske verige
Bax oligomerov vrinile med lipidne glave. Bak pa naj bi k tvorbi por prispeval zgolj z
oligomerizacijo; Stevilo molekul v oligomeru pa naj bi dolocalo velikost por (Czabotar in sod.,
2014; Galluzzi, Kepp, in sod., 2016; Shamas-Din in sod., 2013).

Proteini iz druzine Bcl-2 imajo pomembno vlogo pri regulaciji celi¢ne smrti, zato je njihovo
pravilno uravnavanje klju¢no. Antiapoptotski proteini imajo kontrolne mehanizme na
transkripcijski in posttranslacijski ravni (npr. Mcll se razgradi v ubikvitin proteosomskem
sistemu ali pa ga fosforilirajo kinaze MAP in apoptoza potece). Prav tako so na transkripcijski in
postranskripcijski ravni regulirani proteini z enojno BH3 domeno (Green in Llambi, 2015).

Tabela 1: Delitev proteinov druzine Bcl-2. Povzeto po (Delbridge in sod., 2016)

Vloga Proteini BH domene

Antiapoptotski proteini Bcl-2, Bel-xL, Mcll, Al, Bcl-W BH1-4

Proapoptotski proteini Bax, Bak, Bok BH1-4
BID, Bad, Bim, Puma, Noxa BH3

Posledica MOMP je sproscanje citokroma c v citoplazmo, kar predstavlja proapoptotski signal
(slika 2). Citokrom c je vezan na notranjo mitohondrijsko membrano preko molekul fosfolipida
kardiolipina in skrbi za prenos elektronov med kompleksoma III in IV v dihalni verigi. Ko se
kardiolipin oksidira (najverjetneje z vodikovim peroksidom), se citokrom c odcepi (Lopez in Tait,
2015; Zamaraev in sod., 2015). Poleg citokroma c se v citoplazmo izlijejo Se dejavnik, ki sprozi
apoptozo (angl. apoptosis inducing factor, AIF), endonukleaza G, SMAC/Diablo in serinska
proteaza HtrA2/Omi (angl. high temperature requirement protein A2), ki pripomoreta k apoptozi
z vezavo ali razgradnji proteinov XIAP (Czabotar in sod., 2014; Green in Llambi, 2015; Lopez
in Tait, 2015). Homodimer SMAC/Diablo se po sprostitvi iz mitohondrija v citosol veZe na IAP,
ki se odstranijo preko UPS, in kaspaze se lahko aktivirajo. Na aktivacijo kaspaz pa vpliva Se
ravnovesje med IAP in SMAC/Diablo. XIAP deluje kot inhibitor kaspaz 9, 7 in 3 ter poleg
cIAP1/2 vpliva na zmanjSanje koncentracije SMAC/Diablo, saj se te regulatorne molekule po
ubikvitinaciji razgradijo v proteasomu (Galluzzi, Kepp, in sod., 2016; Galluzzi in sod., 2018;
Martinez-Ruiz in sod., 2008).

Citokrom c se v citoplazmi veze na domeno WRD (angl. WD40 repeat domain) dejavnika 1
aktivacije apoptozne proteaze (angl. apoptotic protease-activating factor 1, Apaf-1), kar
predstavlja osnovo za nastanek heptamernega kompleksa — apoptosoma (slika 2). Apaf-1 ima Se
domeno NOD, ki je potrebna za vezavo nukleotidov (ADP ali ATP) in oligomerizacijo. Domena
CARD proteina Apaf-1 pa je prosta, da se preko nje veze prokaspaza 9 (Reubold in Eschenburg,
2012). Kaspaza 9 se lahko aktivira preko dveh modelov: v prvem apoptosom sluzi kot mesto za
povecanje koncentracije prokaspaze 9, kar omogoci cepitev kaspaze; v drugem (alostericnem)
modelu pa naj bi apoptosome aktiviral kaspazo 9 preko konformacijskih sprememb (Shakeri in
sod., 2017). Nastala aktivna kaspaza se sprosti z vezavnega mesta, na katerega se ponovno veze
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prokaspaza. V enem ciklu je lahko istoCasno vezanih od pet do sedem prokaspaznih molekul,
vendar sta istocasno aktivni zgolj ena ali dve kaspazi. Ko se kaspaza 9 aktivira, proteolitsko cepi
izvrsitveni kaspazi 3 in 7, ki interagirata z Apaf-1. Kaspaza 3 in kaspaza 9 vplivata na proteolitsko
aktivnost apoptosoma, saj se njuni vezavni mesti prekrivata in pride do nastanka hibridnega
apoptosoma. Poleg tega lahko kaspaza 3 cepi Apaf-1, kar onemogoci vezavo kaspaze 9 (Galluzzi
in sod., 2018; Zamaraev in sod., 2015).

/STRES
Zunajceli¢ni

prostor

prostor X

apoptoza

BAX/BAK MOMP

Seo® kanalcki
citokrom C,

Omi, Smac

e

apoptosom

Slika 2: Shema poteka intrinzicne (mitohondrijske) poti apoptoze. Slika je prirejena po (Marino
in sod., 2014).

Delovanje apoptosoma je regulirano, da ne pride do nehotene celi¢ne smrti. Molekule tRNA,
ATP in kalijevi ioni inhibirajo interakcije med citokromom c in Apaf-1 ter tako preprecijo
nastanek apoptosoma. Na vezavo ATP na Apaf-1 negativno vplivajo kalcijevi ioni, medtem ko
protein PHAP le-to spodbuja. Prav tako oligomerizacijo inhibirajo stresni proteini (angl. heat
shock protein, Hsp) in nekatere kinaze, ki s fosforilacijo inhibirajo nastanek apoptosoma ali pa
njegovo delovanje. Na aktivnost apoptosoma vpliva tudi raven prokaspaze 9, ekspresijo katere
regulira protein PCIDI (Green in Llambi, 2015; Tait in Green, 2013).

Ko v celici pride do nastanka MOMP in so kaspaze inhibirane, lahko celica umre po poti,
neodvisni od kaspaz. To je posledica nepravilno delujoc¢ih mitohondrijev ter pomanjkanja ATP
in spros¢anja citotoksi¢nih dejavnikov (Lartigue in sod., 2009; Yadav in Chandra, 2014).

V nekaterih primerih pa MOMP ne sprozi celi¢ne smrti, npr. ko ni poSkodovanih veliko/dovolj
mitohondrijev, v rakavih in postmitotskih celicah. Celice v ta namen bodisi prepre¢ijo MOMP
bodisi zavrejo delovanje kaspaz (Reubold in Eschenburg, 2012).

1113  Ekstrinzi¢na (receptorska) pot apoptoze

Ekstrinzi¢no (zunan]o/receptorsko) pot apoptoze sproZi vezava ligandov na receptorje smrti, ki
S0 izraZeni na povrsini celice. Receptorjl smrti iz druzine receptorjev TNF (angl. tumour necrosis
factor) so transmembranski proteini, pri katerih je C-konec znotrajceli¢ni del in N-konec
zunajceli¢ni del. Znotrajceli¢ni del ima domeno smrti (angl. death domain, DD), zunajceli¢ni del
pa je bogat s cisteini, ki so potrebni za trimerizacijo receptorja in vezavo liganda (Cabal-Hierro
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in Lazo, 2012; Guicciardi in Gores, 2009). Poznamo razli¢ne receptorje smrti, vendar med najbolj
proucene pristevamo:

e Fas, na katerega se veze ligand FasL/CD95L/CD178;

e TRAILR 1/2 (angl. TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1/2) s pripadajocim

ligandom TRAIL/Apo-2L/TNFSF10; in

e TNFR (angl. tumour necrosis factor receptor), ki se veze s TNF in limfotoksinom o/LT.

Med receptorje uvrs¢amo Se DR3/Apo-3/TRAMP in DR6/TNFRSF21, ki pa sta slabsa
prenaSalca apoptotskega signala. Nekateri receptorji se od ostalih razlikujejo po tem, da nimajo
domene smrti oz. je krajSa kot pri ostalih, zato ti delujejo zaviralno in so oznaceni kot vadbeni
receptorji (angl. decoy receptors). Znana vadbena receptorja sta membranska DcR1/TRAILR 3
in DcR2/TRAILR 4 ter prosta/nevezana DcR3 in osteoproteogerin, ki po vezavi liganda ne
sprozijo nadaljnje proapoptotske kaskade (Guicciardi in Gores, 2009; Merino in sod., 2006; von
Karstedt in sod., 2017).

Za razliko od TNFR1, ki v vec€ini primerov sprozi prezivetveno pot, vezava liganda na Fas in
TRAILRI1 vodi obi¢ajno v celicno smrt (slika 3). Interakcija med ligandom in receptorjem sprozi
vezavo adapterskega proteina FADD (angl. Fas-associated protein with death domain) preko DD.
Adapterski proteini imajo poleg domene DD Se domeno DED, ki je potrebna za vezavo kaspaze
8 ali 10. Receptor, adapterski protein in kaspaza tvorijo tako imenovani kompleks DISC, ki je
potreben za aktivacijo sprozitvenih kaspaz. Temu sledi aktivacija izvrSitvenih kaspaz, kar vodi v
celi¢no smrt (Dickens in sod., 2012; Green in sod., 2016; Guicciardi in Gores, 2009).

cFLIP (angl. cellular FLICE/caspase 8-like inhibitory protein), poznan tudi kot Casper,
iFLICE, FLAME-1, CLARP ali usurpin, ima klju¢no regulatorno vlogo pri poteku ekstrinzi¢ne
poti apoptoze. Poznanih je 13 razli¢nih spojitvenih variant, vendar se sintetizirajo zgolj:

e CcFLIPy, 55 kDa, ki je strukturno podoben prokaspazi 8 (dve domeni DED in kaspazi

podobna domena),
cFLIPs, 26 kDa in
cFLIPg, 24 kDa, ki oba vsebujeta dve domeni DED, vendar imata kraj$i C-terminalni
konec kot cFLIP..

V kolikor se v kompleks DISC veze protein cFLIP, pride do inhibicije sprozitvenih kaspaz in
mogoca je aktivacija prezivetvenih poti ter proliferacija celic. cFLIPy tvori s prokaspazo 8
heterodimere, ki kljub delnemu procesiranju ostanejo vezani na DISC, zato ne pride do prenosa
apoptotskega signala. cFLIPs pa neposredno prepreci dimerizacijo prokaspaze 8 na kompleks, kar
lahko med drugim omogo¢i akumulacijo kaspaze RIP1 in sprozitev nekroptoze (Galluzzi in sod.,
2018; Shirley in Micheau, 2013; Subramaniam in sod., 2013).

FasL/TRAIL () ()
Zunajceli¢ni

Fas/TRAI prostor

FADD

Znotrajceli¢ni
prostor

Kaspaza 8 ¢FLIP

| |

apoptoza prezivetje,
proliferacija

Slika 3: Signaliziranje preko receptorjev Fas in TRAILR. Slika je prirejena po (Green in Llambi,
2015).

Kaspaze se pri ekstrinzi¢ni apoptozi lahko aktivirajo na dva razli¢na nacina. V celicah tipa I
lahko kaspaza 8 neposredno aktivira izvrSitveni kaspazi. V celicah tipa Il pa je potrebna ojacitvena
zanka, ki vkljucuje cepitev proteina Bid in posledi¢no sproscanje citokroma c iz mitohondrijev.
Temu sledi tvorba apoptosoma in aktivacija kaspaze 9, ki lahko nadalje aktivira kaspazi 3 in 7.
Kljucna razlika med celicami tipa I in II naj bi bila v prisotnosti znotrajcelicnega inhibitorja
apoptoze XIAP (Guicciardi in Gores, 2009; Mcllwain in sod., 2013; Mohamed in sod., 2017).
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1.1.2  Signalizacija preko receptorja TNF

Dejavnik tumorske nekroze (TNF) so odkrili leta 1984 in je del druzine TNF, v katero priStevamo
receptorje in ligande. TNF je citokin s Stevilnimi bioloSkimi ucinki. Znano je, da povzroca vnetje
in aktivira levkocite. Poleg tega lahko sprozi endotelijske adhezijske molekule, avtokrino aktivira
in povzroci diferenciacijo makrofagov, sluzi kot obramba pred znotrajceli¢nimi patogeni, deluje
kot ko-mitogen na T- in B-limfocite, regulira hematopoezo, deluje kot rastni dejavnik, ima
protromboticno delovanje in sprozi izlo¢anje drugih citokinov iz celic, ki sodelujejo pri
imunskemu odgovoru. Njegov nastanek in delovanje morata biti natan¢no regulirana, saj bi v
nasprotnem primeru pri§lo do razvoja razli¢nih bolezni, kot so kardiovaskularne, nevroloske,
pljucne, avtoimune in metabolne bolezni ter razlicne vrste raka (Fiers in sod., 1999; Male, 2012;
Walczak, 2011).

TNF v najvecji meri proizvajajo imunske celice kot trimerni transmembranski protein. TACE
(angl. TNF converting enzyme) lahko membransko vezani protein cepi v topno obliko.
Znana sta dva receptorja TNF:

e TNFRI je 55 kDa velik, izraZzen v vecini celic, lahko ga aktivirata membransko vezani
ali pa topni ligand TNF protein in ima domeno smrti na C-terminalnem delu;

e TNFR2 pa je velik 75 kDa in ga najdemo zgolj v hematopoetskih celicah (miociti,
astrociti, T celice, endotelijske celice itd.), veze zgolj topno obliko liganda TNF ter nima
domene smrti.

Na receptorja se poleg TNF vezeta tudi limfotoksin a in rastni dejavnik progranulin (Cabal-

Hierro in Lazo, 2012; Guicciardi in Gores, 2009; Varfolomeev in Vucic, 2018).

Ob vezavi na receptor TNFR1 na celi¢ni membrani se lahko sprozijo tri razlicne molekularne
poti: aktivacija apoptotskih kaspaz in/ali nastajanje amiloidnih tvorb — nekrosoma preko
kompleksa Il ali pa proliferacija oziroma preZivetvena pot preko jedrnega dejavnika k8 (NF-kf3),
ki predstavlja primarni odziv po nastanku kompleksa I (Male, 2012).

1121 PreZivetvena pot

Jedrni dejavnik kf (angl. nucelar factor k3, NF-«kf) predstavlja druzino evolucijsko ohranjenih
transkripcijskih dejavnikov, ki sodelujejo pri aktivaciji imunskega sistema ob prisotnosti razli¢nih
dejavnikov (npr. virusi, bakterije, citokini in drugi vnetni dejavniki). V druzino NF-«kf} spada pet
proteinov: p50 (NF-xB1), p52 (NF-«xB2), p65 (RelA), RelB in RelC. Vsi imajo skupno Rel
homologno domeno (angl. Rel homology domain, RHD), ki je potrebna za vezavo na DNA. Poleg
domene RHD pa imajo proteini Se domene, na katere se vezejo regulatorne molekule. V
normalnem stanju se vsi proteini nahajajo v citoplazmi kot homo- ali heterodimeri, nanje pa je
vezan eden izmed inhibitorjev kP (angl. inhibitor of kf, Ixp), kot so IkPa, kPP, IkPd, IkPL in
drugi. Pomembno regulatorno vlogo imajo tudi kinaze Ixf (angl. Ik kinase, IKK) - IKKa in
IKKp in njuna regulatorna podenota IKKy/NEMO (angl. NF-kf} essential modulator). Aktivacija
NF- kB lahko potece po kanonicni/klasi¢ni ali pa nekanoni¢ni/alternativni poti (Gilmore, 2006;
Hinz in Scheidereit, 2014).

Kanonic¢na pot potece v primeru vnetja in prirojeni imunosti. Eden izmed najbolje raziskanih
sprozilcev je citokin TNF, ki se veze na TNFRI1 (slika 4). Ob vezavi liganda na receptor se preko
DD domene v kompleks veze §¢e TRADD, ki interagira z RIP1 in TRAF2. Nastali trimeri TRAF2
privabijo cIAP1/2 in LUBAC, ki sta ubikvitinski ligazi; RIP1 pa privabi TAKI (angl.
transforming growth factor-P activated kinase) in IKK kompleks preko proteina NEMO. Skupek
proteinov tvori signalni kompleks 1. Kot posledica fosforilacije se IKK kompleks aktivira in
prenese fosfatno skupino na inhibitor Ikfa, ki se po ubikvitinaciji razgradi preko UPS. Procesirani
kompleks NF-«f (p65:p50) se prenese v Jedro, kjer pride do prepisovanja genov za imunski odziv
in preprecevanje celi¢ne smrti, sprozene s TNF. Sprozitev prezivetvene poti je izredno hitra, saj
je ze petminutna izpostavitev TNF zadostna, da se IKK aktivira po 3—5 minutah, inhibitor se
razgradi po desetih minutah, do prenosa NF-kB v jedro pa pride v pol ure. Kljub vsemu pa je
potrebna daljsa izpostavitev TNF, da se zaCnejo prepisovati provnetni tar¢ni geni. Poleg tega
imajo pomemben vpliv tudi zgoraj opisane posttranslacijske spremembe (Dondelinger in sod.,
2016; S. Ghosh in Dass, 2016; Hayden in Ghosh, 2014; Walczak, 2011).

Navsezadnje je pomembna tudi negativna regulacija kompleksa NF-«kf, saj sicer pride do
razlicnih vnetnih stanj in razvoja rakavih obolenj. Pri prepisovanju gena za Ik, ki se pri¢ne
izrazati in kopiciti v citoplazmi, nastane negativna povratna zanka inhibicije NF-kf. Poleg Ixf so
doslej raziskani Se drugi zaviralni mehanizmi, ki vkljucujejo:

e zniZzevanje koncentracije receptorja,

e povisano koncentracijo proteina A20, ki naj bi vplival na ubikvitinacijo,
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e vezavo histonske deacetilaze na aktiven kompleks NF-kf v jedru, kar povzroci

zaustavitev prepisovanja,

e vezavo PIASI in PIASy na p65, ki prepreci nalaganje NF-xf3 na DNA in naj bi imel

pomembno vlogo pri dolocevanju meje zacetka prepisovanja tarénih genov (Hayden in
Ghosh, 2014; Hinz in Scheidereit, 2014).

Nekanoni¢no pot aktivirajo zgolj specificni receptorji iz druzine TNF receptorjev, kot so
LTBR, CD40, BAFFR, RANK, TNFR2 in CD27. Klju¢ni razliki med kanoni¢no in nekanoni¢no
potjo sta v tem, da pride do tvorbe drugega kompleksa NF-kf3 (pri nekanoni¢ni poti nastane
p52:RelB, pri kanomcm poti pa p65 p50) in da pot potece neodvisno od proteinov IKKB in
NEMO. Kl]ucnl korak pri tej poti je procesiranje prekurzorskega proteina p100 v NF-kB2 (p52).
Vlogo glavne signalne molekule pa ima NF-«f} inducibilna kinaza (angl. NF-«f inducible kinase,
NIK), ki skupaj s kinazo IKKa vpliva na ubikvitinacijo in procesiranje p100. Kinaza NIK je vedno
aktivna, zato je potrebna dodatna raven uravnavanja. V normalnih razmerah se TRAF2/3 in
clAP1/2, ki sta ubikvitinski ligazi E3, vezeta na kinazo NIK. TRAF2/3 sluzita kot proteinsko
ogrodje za vezavo clAP1/2, ki oznaci NIK za razgradnjo v UPS.

V kolikor pride do ustreznega signala (npr. CD40L se veze na CD40), se spremeni afiniteta
proteinov TRAF in posledi¢no se kinaza NIK stabilizira, kar vodi v sprozitev nekanoni¢ne
prezivetvene poti. Da pride do stabilizacije kinaze NIK, se mora kompleks TRAF2/3 vezati na
receptor namesto na NIK. K temu dodano prispeva razpad kompleksa TRAF2/3 in vezava TRAF2
s TRAF1/2 in cIAP1/2; pri tem pa se TRAF3 po ubikvitinaciji razgradi v UPS. Ko se NIK
nakopici, se avtofosforilira in nato prenese fosfatno skupino na IKKa. Aktiviran IKKa fosforilira
del p100, vezan na RelB. Na fosforiliran p100 se nato vezejo ubikvitinske verige in p100 z delnim
procesiranjem v UPS dozori v p52. Kompleks p52:RelB se nato veze na DNA. Pri nekanoni¢ni
poti se tudi sprozi negativna povratna zanka, ko IKKa fosforilira NIK na C-terminalnem delu, ki
se nato razgradi v UPS neodvisno od TRAF3 (Cildir in sod., 2016; Hayden in Ghosh, 2014).

Potek poti naj bi bil pocasnejsi kot pri kanoni¢ni poti, saj sta pomembna omejitvena dejavnika
od signala odvisna razgradnja proteina TRAF3 in de novo sinteza ter akumulacija kinaze NIK.
Nekakonin¢na pot je pomembna zlasti pri razvoju T- in B-celic ter njihovem zorenju, limfoidni
organogenezi in diferenciaciji osteoklastov (Cildir in sod., 2016; Gilmore, 2006; Hayden in
Ghosh, 2014; S. C. Sun, 2012).
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Slika 4: Kanoni¢na pot aktivacije NF-«kf. Povzeto po (Hayden in Ghosh, 2014).

1122 S TNF sproZena apoptoza

Po vezavi TNF na receptor TNFR1 pride do konformacijske spremembe in vezave adaptorskega
proteina TRADD (angl. TNFR-associated death domain protein). Sprozitvene kaspaze se ne
vezejo neposredno na adapter TRADD, ampak le-ta interagira Se s proteinsko kinazo 1 (angl.
receptor-interacting protein 1, RIP1), ubikvitinskima ligazama TRAF2 (angl. TNFR-associated
factor) in cIAP1/2 (angl. cellular inhibitor of apoptosis 1/2). Ce pride do destabilizacije kompleksa



1.1. Celi¢na smrt 9

I, se RIP1 in TRADD odcepita in predstavljata osnovo za nastanek kompleksa II (Green in
Llambi, 2015; Nikoletopoulou in sod., 2013).

_Apoptoza lahko potece preko kompleksa Ila 0z. od TRADD odvisnega kompleksa (slika 5).
Ce je encim CYLD kinazo RIP1 deubikvitiniral. se na citosolni TRADD najprej preko domene
DD veze FADD in nato Se pro-kaspaza 8 ter FLIP.. Homodimeri kaspaze 8 ali pa heterodimeri
kaspaze 8 in FLIP lahko cepijo in deaktivirajo RIP1. Aktivna kaspaza 8 nato proteolitsko cepi
nezrele kaspaze 3, 6 in 7 ali pa vpliva na prepustnost mitohondrijske membrane (Green in Llambi,
2015; Nikoletopoulou in sod., 2013; Pop in sod., 2011; Vanden Berghe in sod., 2014).

Ko pa v celici primanjkuje molekul cIAP, nastane kompleks IIb/ripoptosom/od RIP odvisen
kompleks (slika 5). Ripoptosom tvorijo RIP1, RIP3, FADD in heterodimer FLIP. s kaspazo 8.
RIP1 in RIP3 inhibira kaspazni heterodimer in posledi¢no potece apoptoza (Vanden Berghe in
sod., 2014; Varfolomeev in Vucic, 2018).

TNFa

TNFR1
Zunajceli¢ni
prosto.

TRADD

K leks I
Znotrajcelicni  TRAF2 ompleks

prostor clAP1/2

TRADD
Kompleks I1a FADD Kompleks IIb
FLIP
Kaspaza 8
apoptoza apoptoza

Slika 5: Sprozitev apoptoze preko receptorja TNFR1. Po vezavi TNF nastane kompleks 1. V
kolikor je prezivetvena pot inhibirana, lahko nastaneta kompleks Ila ali pa kompleks IIb, ki sta
klju¢na za aktivacijo kaspaze 8. Povzeto po (Vanden Berghe in sod., 2014).

1123 Nekroptoza

Nekroptoza je bila prvi¢ omenjena leta 2005, ¢eprav so Ze pred letom 2000 ugotovili, da lahko
TNF sprozi tako apoptozo kot nekrozo v odvisnosti od tipa celic in da je za celi¢no smrt sprozeno
s FasL v celicah Jurkat potrebna kinaza RIP1. Do leta 2012 pa so odkrili, da sta za njen potek
klju¢ni Se kinaza RIP3 in psevdokinaza MLKL (Degterev in sod., 2005; Galluzzi in sod., 2018;
He in sod., 2009; Holler in sod., 2000).

Nekroptoza je celi¢na smrt, ki ima hkrati lastnosti apoptoze in nekroze. Tako apoptoza kot
nekroptoza sta programirani obliki celicne smrti, ki ju sprozi vezava liganda na receptor smrti,
vendar ostanejo pri nekroptozi kaspaze neaktivne. Morfolosko pa je nekroptoza podobna nekrozi,
saj organeli in celica nabreknejo, jedro se deloma spremeni, vendar ostane DNA nefragmentirana.
V zadnji stopnji pa pride do naluknjanja membran in izlitja celi¢ne vsebine v medceli¢nino. Sama
celi¢na smrt naj ne bi bila energetsko potratna, vzbudi pa imunski odziv (Edinger in Thompson,
2004; Pasparakis in Vandenabeele, 2015; Vandenabeele in sod., 2010).

Doslej so bili identificirani razli¢ni sprozilci nekroptoze. Sem pristevamo TNF, FasL, TRAIL,
TWEAK (angl. TNF-related weak inducer of apoptosis), genotoksi¢ni stres, poliklonalno
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stimulacijo TCR (angl. T-cell receptor), nekatere kemoterapevtike (npr. obatoclax, ki je inhibitor
proteinov iz druzine Bcl-2), LPS in nekatere molekule PAMP (angl. pathogen-associated
molecular patterns). Nekroptoza pa lahko potece tudi neodvisno od vezave liganda na receptor,
kot je v primeru virusne DNA. DAI (angl. DNA-dependent activator of IFN regulatory factors)
prepozna dvoverizno virusno DNA in se nato preko RHIM domene veze na RIP3 ter spodbudi
potek nekroptoze (Sosna in sod., 2016; Upton in sod., 2012; Vanden Berghe in sod., 2014).

Najbolje je opisan model TNF signaliziranja (slika 6). Po vezavi TNF na receptor nastane
kompleks I, ki se internalizira po deubkvitinaciji RIP1 s CYLD (angl. cylindromatosis) ali pa A20
in nastane kompleks II. Aktivna kaspaza 8 cepi RIP1 in RIP3 ter tako prepreci potek nekroptoze.
Ce pa je kaspaza 8 v kompleksu II inhibirana ali pa pride do genske izgube FADD, potece
nekroptoza. Kljuéno vlogo pri tem imata kinazi RIPI, ki je vkljuena tudi v apoptozo in
prezivetveno pot, in RIP3, ki pa ima bolj specifi¢no vlogo. 'Obe kinazi imata domeno RHIM (angl.
RIP homologous interaction motif), preko katere sta povezani v kompleks Ilc oz. nekrosom.
Avtofosforilirana kinaza RIP1 aktivira RIP3, ki nato pripne fosfatne skupine na psevdokinazo
MLKL (angl. mixed lineage kinase- hke) MLKL se oligomerizira, prenese na plazemsko
membrano in tam tvori pore, ki povzroc¢ijo pokanje celic. Natan¢en mehanizem delovanja MLKL
Se ni poznan. Predvidoma pa naj bi se vezal na fosfatidilinozitolne lipide in kardiolipin (de
Almagro in sod., 2017; Degterev in sod., 2008; Degterev in Yuan, 2008; Dondelinger in sod.,
2016; He in sod., 2009; L. Sun in sod., 2012; H. Wang in sod., 2014).

Prav tako niso pojasnjeni tudi ostali nekrozi podobni dogodki. Pri TNF sprozeni nekroptozi
pride do povisanja ROS, ki naj bi nastali kot posledica vpliva kinaze RIP3 na mitohondrije ter
aktivacije glikogen fosforilaze (angl. glycogen phosphorylase, PYLG), glumat-amonijeve ligaze
(angl. glutamate-ammonia ligase, GLUL) in glutamat dehidrogenaze 1 (angl. glutamate
dehydrogenase 1, GLUDLI), ki z oksidativno fosforllacuo prlpomore]o k poviSanju oksidativnega
stresa. Prav tako j Je bilo dokazano, da pride do zviSanja ravni izraZanja oksidaz NAPDH (zlasti
Nox1, ki proizvaja superoksid). Kinaza JNK pa lahko ima dvojno vlogo, saj lahko celicno smrt
inhibira ali pa je vpeta v pozitivnho povratno zanko pri nekrozi (poviSani ROS sprozijo
pronekroti¢no delovanje JNK in dodatno povisanje ROS). Mitohondriji naj bi bili povezani z
nekroptozo tudi preko adenin nukleotidne translokaze (angl. adenine nucleotide translocase,
ANT), ki je inhibirana in ne pride do sinteze ATP. Prav tako naj bi bila pri nastanku mithodrijskih
por vkljucena ciklofilin D (angl. cyclophilin D, CYPD) in napetostno obcutljiv aninoski kanal
(angl. voltage-dependent anion channel, VDAC). V primeru TNF sproZene celi¢ne smrti naj bi
pomembno vlogo imela encima PLA2 in LOX, ki naj bi vplivala na lipidno hidroksiperoksidacijo
in posredno na naluknjanje membran organelov. PGAMS (angl. phosphoglycerate mutase family
member 5) ravno tako interagira s kinazo RIP3. PGAMSL deluje kot adapterski protein med
nekrosomom in PGAMSS, ki je vezan na mitohondrijsko membrano. PGAMS5 defosforilira Drpl,
ki je kljuCen za fisijo/deljenje mitohondrijev, ki potece med nekroptozo, Ceprav so nedavne Studije
nasprotovale tej ideji, saj naj bi PGAMS imel bolj zasc¢itno vlogo, ker naj bi spodbujal mitofagijo
(Linkermann in Green, 2014; Lu in sod., 2016; Shen Han-Ming, 2014; Vanden Berghe in sod.,
2014; Wu in sod., 2012).

Nastanek ripoptosoma in nekrosoma je strogo reguliran s posttranslacijskimi modifikacijami,
vendar pri tem ostaja Se veliko vprasanj. Ena izmed oblik je fosforilacija. Dondelinger in
sodelavci so pokazali, da lahko IKKa/IKKPB z dodajanjem fosfatne skupine inhibirata RIP1
aktivnost oz. zadrzita RIP1 v kompleksu 1 ter tako preprecita celicno smrt. Ce je fosforilacija
RIP1 inhibirana, le-ta tvori kompleks II skupaj s FADD in kaspazo 8 (Dondelinger in sod., 2015).
Zelo pomembna posttranslacijska modifikacija pa je tudi ubikvitinacija. V raziskavi, ki so jo
opravili de Almagro in sodelavci, je prikazano, da je za potek nekroptoze potrebna aktivna kinaza
RIP1. Na podlagi rezultatov so tudi predpostavili, da ubikvitinacija dodatno stabilizira RIP1 v
nekrosomu (de Almagro in sod., 2017). Pomembno Vlogo pa imajo tudi druge ligaze E3, kot so
LUBAC, cIAP1/2 in XIAP, ki z ubikvitinacijo oznaCijo posamezne komponente rlpoptosoma
Poleg tega naj bi ub1kv1t1nacua aktivirala kompleks IKK, ki naj bi sprozil prezivetveno pot preko
NF-kB. To je pa v nasprotju z deubikvitilazo CYLD, ki cepi ubikvitinske verige na RIP1 in s tem
omogoc¢i potek celi¢ne smrti. A20 pa s cepitvijo ubikvitinskih verig na RIP3 prepre¢i nekroptozo
(de Almagro in sod., 2015; Dondelinger in sod., 2016; Shen Han-Ming, 2014).

Dobro poznavanje regulacije signalnih poti pri nekroptozi bi lahko imelo tudi terapevtski
potencial, saj je nekroptoza povezana s Stevilnimi patoloskimi stanji. Vedno ve¢ §tudij nakazuje,
da je nekroptoza vkljucena kot molekulska pot smrti pri ishemiji, travmah kemijske ali fizikalne
narave, obolenjih gastrointestinalnega trakta, nevrodegenerativnih boleznih ter bakterijskih ali
virusnih okuzbah (Linkermann in Green, 2014; Vandenabeele in sod., 2010).
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Slika 6: Signalizacija pri nekroptozi. Kljucen je nastanek kompleksa Ilc, kjer pride do aktivacije
RIP1 in RIP3 ter posledi¢no do fosforilacije MLKL. Povzeto po (Vanden Berghe in sod., 2014).

1.1.3 Nekroza

Nekroza je od nekdaj veljala za patolosko celi¢no smrt, ki potece v primeru poSkodb, hipoksije,
v prisotnosti toksinov ali ko primanjkuje ATP. Celica se pri tem napihne, kar privede do pokanja
membran organelov ter plazemske membrane in izlitja celi¢ne vsebine. V nasprotju z apoptozo
pri nekrozi ne pride do kondenzacije kromatina. Ena glavnih posledic je sproscanje
proinflamatornih citokinov in drugih molekul, ki sprozijo imunski odziv.

Pomembna oblika celi¢ne smrti je tudi sekundarna nekroza, ki poteCe v apoptotskih celicah
oz. apoptotskih telescih, ko le-ta niso odstranjena s fagocitozo. To vodi v nabrekanje nastalih
telesc, poruSenje membran in aktivacijo hidrolaz, kar privede do lize (Bortner in Cidlowski, 2014;
Edinger in Thompson, 2004; Galluzzi in sod., 2018; Nikoletopoulou in sod., 2013).

1.2 Avtofagija

Celica ohranja homeostazo z recikliranjem proteinov in celi¢nih organelov preko dveh med seboj
povezanih sistemov — ubikvitin proteasomalnega sistema (angl. ubiquitin proteasomal system,
UPS) in avtofagije oz. avtofagicne lizosomske poti (Kimmelman, 2011; Mizushima, 2007;
Xilouri in Stefanis, 2016). UPS, ki je kljucen pri razgradnji kratkoZivecih ter nenormalnih
proteinov, se nahaja primarno v citoplazmi, najdemo ga pa lahko tudi v jedru ali pa vezanega na
membrane (Ciechanover, 2012; Lamark in Johansen, 2010; Scharf in sod., 2007). UPS omogoca
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kontrolo razli¢nih celi¢nih funkcij, kot so: popravljanje DNA, prepisovanje genov, celi¢ni cikel,
prenos signalov, imunski odziv, metabolizem, nadzor kakovosti proteinov in apoptozo.
Spremembe v delovanju UPS lahko privedejo do razvoja razlicnih bolezenskih stanj
(nevrodegenerativna obolenja, rak in razlicne okuzbe) (Galluzzi, Bravo-San Pedro, in sod., 2017;
Wong in Cuervo, 2010).

Avtofagija in UPS sta med seboj povezana preko izbire in oznacevanja substrata,
prepoznavanja le-tega, njegove razgradnje in na koncu recikliranja nastalih aminokislin (Park in
Cuervo, 2013). Pri sesalcih je klju¢na povezava med avtofagijo in UPS ubikvitinacija, kjer so
poliubikvitinske verige, vezane na lizin na 48. ali 11. poziciji (K48/K11), potrebne za razgradnjo
preko UPS. Poliubikvitinske verige, vezane na lizin na 63. poziciji (K63), pa so najverjetneje
signal za lizosomsko razgradnjo (P. K. Kim in sod., 2008; Wong in Cuervo, 2010). Povezavo med
sistemoma so potrdili tudi Ding in sodelavci, ko so z inhibicijo proteasoma sprozili avtofagijo kot
kompenzacijski proces. Ce pa isto¢asno zaustavimo Se avtofagijo, se zacnejo kopiciti kratkozivi
substrati, znacilni za UPS (Ding in sod., 2007).

Beseda avtofagija izhaja iz grskih besed auto, kar pomeni samega sebe, in phagy, kar pomeni
jesti (Kimmelman, 2011; Levine in Kroemer, 2008). Prvi¢ jo je kot katabolni proces opisal de
Duve leta 1963 (De Duve, 1963; De Duve in Wattiaux, 1966). Kljucne vloge avtofagije so
pridobivanje energije tekom stradanja, preprecevanje kopic¢enja Skodljivih produktov med
izpostavitvijo razli¢nim stresnim dejavnikom, odstranjevanje poskodovanih oziroma iztrosenih
organelov, sodelovanje pri predstavitvi antigenov itd. Veliko znanstvenih razprav je tudi na temo
o avtofagi¢ni celi¢ni smrti (Klionsky in Emr, 2000; Mizushima in Komatsu, 2011; White, 2008).

Glede na fiziolosko aktivnost in nadin dostave materiala za razgradnjo lo¢imo tri poti:
makroavtofagijo, mikroavtofagijo in avtofagijo, odvisno od Saperonov (angl. chaperone-mediated
autophagy, CMA) (Levine in Kroemer, 2008). CMA poteka samo v sesalskih celicah in v
nasprotju z ostalima oblikama avtofagije pri CMA ni potrebna tvorba veziklov. Potek je sestavljen
iz stirih kljucnih korakov. Substrati za razgradnjo preko CMA so oznaceni z zaporedjem KFERQ
(lizin-fenilalanin-glutaminska kislina-arginin-glutamin). Pentapeptidno zaporedje prepozna
Saperon Hsc70, ki ga dostavi do lizosomskega receptorja LAMP-2A, ki ob tem tvori trimerni
kompleks. Tam se substrat razvije in prenese v lumen lizosoma, kjer se razgradi. Pri tem
sodelujeta e lizosomska Hsc70 in Hsp90. Hsc70 in LAMP-2A se po uporabi reciklirata. CMA je
potrebna za »preverjanje kakovosti proteinov, pri tem pa se razgradijo zgolj neustrezni proteini
brez vpliva na ostale bliznje proteine. Tako se razgrajujejo nekateri encimi, transkripeijski
dejavniki in vzdrzevalni proteini (npr. transkripcijski dejavnik HIF-AT, ubikvitinska ligaza
STUBI1/CHIP), zato ima tudi pomembno vlogo pri regulaciji celi¢nih procesov. CMA poteka ves
¢as v celici, pospeseno pa se aktivira v stresnih pogojih, kot so oksidativni stres, izpostavitev
toksinom in stradanje. Takrat se poveca prepisovanje LAMP-2A in zmanjSa njegova razgradnja
s katepsinom A, poviSana je tudi vrednost lizosomskega Hsc70 (Arias in Cuervo, 2011; Cuervo,
2004a, 2004b; Mizushima, 2007; Xilouri in Stefanis, 2016).

Za mlkroavtofagUO Je znacilno uvihanje lizosomske membrane, pri katerem sodelujejo
GTPaze (npr. Vpslp) in je potreben intakten membranski potencial. Zadetek nastajanja kislih
telesc regulirajo kompleksi proteinov Atg, kot so: Atg7, Ag8, Atgd, Atgl0, Atgl2, AtgS itd.
Nastala kisla telesca imajo navadno okroglo ali tubularno obliko. Najprej se razgradi membrana
telesc in nato Se njihova vsebina. Neselektivno mikroavtofagijo obicajno sprozita pri sesalcih
stradanje in pomanjkanje dusika, sicer pa ima mikroavtofagija pomembno vlogo pri lipidnem
metabolizmu, sodeluje pri vzdrzevanju velikosti organelov in membranski sestavi. Poznane pa so
tudi selektivne oblike mikroavtofagije, ki so predvsem zaznane pri kvasovkah. Dobro opisane so:
mikropeksofagija za odstranjevanje nepravilno delujo¢ih peroksisomov, mikroavtofagija jedra, s
katero se odstrani nepotreben del jedra, in mikromitofagija, s katero se razgradijo poskodovani
mitohondriji (Cuervo, 2004a, 2004b; Klionsky in Emr, 2000; W. W. Li in sod., 2012).

121 Makroavtofagija

Makroavtofagija (v nadaljevanju samo avtofagija) je prisotna v vseh evkariontskih celicah, ki
imajo jedro, in je evolucijsko izredno ohranjen proces (velika podobnost med geni atg kvasovk,
rastlin in Zzivali) (Galluzzi, Baehrecke, in sod., 2017; Klionsky in Emr, 2000). Poznamo
neselektivno avtofagijo, ki poteka na bazalni ravni ali tekom stradanja, in selektivno avtofagijo,
kot so Cvt pot, peksofagija, mitofagija, lizofagija, retikulofagija, lipofagija, ksenofagija itd., ko
so v razgradnjo substrata vkljuceni specifiCni proteini za prepoznavanje velikosti in oblike
substrata (Galluzzi, Baehrecke, in sod., 2017; Mancias in Kimmelman, 2016).

Avtofagija v zdravih celicah ves Zas poteka na bazalni ravni, da se ohranja znotrajceli¢no
ravnovesje, v nenormalnih, stresnih razmerah pa se raven avtofaglje povisa (Levine in Kroemer,
2008). Najpogostejsi spr021101 so pomanjkanje hranil, neravnovesje v razmerju AMP/ATP, anti-
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rakava terapija, ROS, kopicenje neustrezno zvitih proteinov ter drugo. Na avtofagijo pa vplivajo
tudi hormoni, rastni dejavniki in regulatorni proteini, kot so mTOR, Beclinl, UVRAG, AMBRA,
Rubicon, Bcl-2, AMPK, DRAM, TRAIL, FADD, itd. (Kaur in Debnath, 2015; Kimmelman,
2011).

V sam proces je vkljuCenih ve¢ kot 37 avtofagnih proteinov, ki so evolucijsko ohranjeni in
zato ostaja podoben mehanizem tako pri kvasovkah kot pri rastlinah in Zivalih. Potek avtofagije
je razdeljen na pet stopenj (slika 7): iniciacijo, nukleacijo, nastanek avtofagosoma, zorenje in
razgradnjo (Kimmelman, 2011; Ohsumi, 2014). Komponente, namenjene razgradnji, zacne
obdajati membrana, ki se tvori na mestu nastanka fagofora (angl. phagophore assembly site;
PAS). Membrana naj bi izvirala iz endoplazemskega retikuluma, Golgijevega aparata,
mitohondrijev ali pa plazmaleme, vendar je njen tocen izvor §e vedno neznan. Ta zacetni proces
regulira kompleks ULK (UNCS51 podobna kinaza, angl. UNC51-like kinase), sestavljen iz ULK1,
avtofagnega proteina 13 (angl. autophagy related protein 13, Atgl3), FIP200 (FAK family kinase
interacting protein of 200 kDa) in Atgl01. Delovanje kompleksa regulirata kompleks sesalske
tarCe rapamicina 1 (angl. mammalian target of rapamycin complex 1, mTORCI1) in AMP-
aktivirana proteinska kinaza (angl. AMP-activated protein kinase, AMPK) (Das in sod., 2012;
Kaur in Debnath, 2015; Lamb in sod., 2013). V normalnih pogojih mTORCI fosforilira kinazo
ULKI in hiperfosforilira Atgl3, kar inhibira avtofagijo. V stresnih pogojih, npr. pri stradanju, je
mTORCI inhibiran in se ne more vezati na kompleks ULK. Posledi¢no lahko ULK1 fosforilira
Atgl3 in FIP200 ter avtofagija potece. V nasprotju z mTORCI pa AMPK spodbudi nastanek
iniciacijskega kompleksa ULK, ko v celici primanjkuje ATP in se pri¢neta kopiciti ADP ter AMP
(Chen in Klionsky, 2011; Russell in sod., 2014).

Aktiven kompleks ULK sprozi tvorbo kompleksa Beclinl, ki regulira nastanek fagofora in
podaljSevanje avtofagosomske membrane (slika 7). ULK1 fosforilira Ambral, ki nato interagira
s TRAF6 (E3 ubikvitin ligaza). Zaradi ubikvitinacije postane kompleks ULK Se bolj stabilen.
ULKI1 poleg tega fosforilira Beclinl in spodbudi njegovo vezavo v kompleks z Atgl4L, VPS15
in VPS34. Ta kompleks je potreben za nastanek fosfo-inozitol-3 fosfatnih (angl. phospho-
inositol-3 phosphate, PI3P) lipidov, ki sodeluje pri nukleaciji, in je vkljucen v znotrajceli¢no
premikanje veziklov (Das in sod., 2012; K. H. Kim in Lee, 2014). Beclinl ima §tevilne vezavne
partnerje. Ambral, UVRAG in Bifl sprozijo avtofagijo, medtem ko vezava anti-apoptotskih
proteinov Bcl-2 ali Bel-X1. na Beclinl avtofagijo zavira (Ravikumar in sod., 2010).

Pri konénem nastanku avtofagosoma pa sodelujeta dva ubikvitinu podobna konjugacijska
sistema (slika 7). Atg4 je cisteinska proteaza, ki s cepitvijo pretvori pro-LC3 v zrelo obliko LC3.
Nanj se v prisotnosti Atg7 in Atg3 veze fosfatidiletanolamina (angl. phosphatidylethanolamine,
PE). Vezava PE na LC3 je reverzibilen proces, saj Atg4 odcepi PE, LC3 pa se ponovno uporabi
v reakeiji. Atgl2 se najprej veZe na AtgS ob prisotnosti Atg7 (E1 podoben ubikvitin aktivacijski
encim) in Atgl0 (E2 podoben ubikvitin vezavni encim). Konjugat Atgl2-Atg5 skupaj z Atg16L
tvori tetramerni kompleks Atgl2-Atg5-Atgl6L, ki se veze na membrano nastajajocega
avtofagosoma in poskrbi za vezavo PE na LC3. LC3-PE, ki se nahaja na membrani avtofagosoma,
nato klju¢no prispeva k nastanku in podaljSevanju avtofagosoma (Das in sod., 2012; K. H. Kim
in Lee, 2014; Yang in Klionsky, 2009). Za izgradnjo avtofagosoma sta potrebna tudi Atg9 in
VMP1 (angl. vacuole membrane protein 1). Atg9 je lociran na trans-Golgijevem aparatu ter
poznih endosomih in se v stresnih pogojih s pomocjo aktinskega citoskeleta in nekaterih Atg
proteinov (Atg23, Atg27) prenese v periferne predele celice. VMP1, ki je vezan na plazemsko
membrano, najverjetneje poveze Beclinl in ostale komponente v fagoforju (Lamb in sod., 2013;
Ravikumar in sod., 2010; Yang in Klionsky, 2010).

V transport avtofagosomov po celici je vkljuCen citoskelet (zlasti mikrotubuli) in motorni
proteini (npr. kinezini in dineini). Pri zlitju avtofagosoma z lizosomi pa sodelujejo Stevilni
SNARE podobni proteini. Do sedaj so kot regulatorne molekule bile potrjene nekatere GTPaze
(Rab7, Rabl1), SNARE (angl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptor), ESCRT (angl. endosomal sorting complexes required for transport) in drugi proteini,
vendar njihovo delovanje Se ni bilo podrobno pojasnjeno (Kato in sod., 2018; Reggiori in
Ungermann, 2017). Pri zlitju se zunanja membrana avtofagosoma zdruzi z lizosomsko
membrano; notranji membranski vezikel avtofagosoma pa se sprosti v lumen lizosoma. Vsebina
avtofagosoma se nato razgradi s hidrolazami, med katerimi ima pomembno vlogo tudi Atgl5, ki
je lipaza. Posamezne komponente (npr. aminokisline) so po razgradnji prenesene nazaj v citosol,
kjer se ponovno uporabijo za izgradnjo. Pri tem sodelujejo Atg22 (pri kvasovkah) in LYAAT1/2
(angl. lysosomal amino acid transporter 1/2), ki so potrebni za transport aminokislin. Kljub vsemu
pa Se ni znano, kako je z recikliranjem ostalih makromolekul, kot so lipidi in ogljikovi hidrati
(Yang in Klionsky, 2009).
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Slika 7: Shema signalne poti pri makroavtofagiji. Slika prirejena po (Kaur in Debnath, 2015).

122 Avtofagicna celicna smrt

Avtofagija najveckrat deluje kot prezivetveni mehanizem, ki se vkljuci ob izpostavitvi razlicnim
stresnim dejavnikom. Kljub vsemu pa je povezana tudi s celi¢no smrtjo. Sprva so jo opisali kot
neapoptotsko programirano celi¢no smrt tipa Il oz. avtofagicno celicno smrt na modelu rakavih
celic mle¢nih zlez in zlezah slinavkah med razvojem bube pri D. melanogaster. Morfolosko se
kaze kot prisotnost Stevilnih avtofagicnih vakuol v citoplazmi, odsotnost kondenzacije kromatina,
povecanje nekaterih organelov ali pa njihovo izginotje, vendar natancen mehanizem Se ni
popolnoma pojasnjen (Das in sod., 2012; Eskelinen in Saftig, 2009; Levine in Kroemer, 2008).

Avtofagija je lahko prisotna pred ali med samo celi¢no smrtjo, lahko pa spodbudi celi¢no smrt
s povisano ravnjoproteolize ali razgradnjo klju¢nih preZivetvenih molekul. Vendar to verjetno ni
kljuéni dejavnik celi¢ne smrti, ampak samo mehanizem, s katerim se celica ocisti ali pa pridobi
zadostno raven energije, da izvr$i celi¢no smrt. Avtofagija je tako samo »partner« v celi¢ni smrti,
zato je vedno bolj uveljavljen izraz smrt z avtofagijo. Avtofagija naj bi tako imela pomembno
vlogo v feroptozi (feritinofagija), apoptozi, sprozeni s FasL, in nekroptozi (Denton in sod., 2012;
Galluzzi in sod., 2018; Levine in Kroemer, 2008; White, 2008).

Liu in sodelavei pa so 2013 opisali avtozo (angl autosis: auto — avtofagi¢na, tosis — smrt), ki
se sprozi med dolgotrajnim stradanjem ali pa stimulacijo avtofagije (Galluzzi in sod., 2018; Liu
in sod., 2013). Morfoloske znacilnosti so: naluknjanje plazemske membrane, kréenje i in tockovno
uvihanje jedrne membrane, napihovanje medmembranskega prostora j edra, delno zaznavna
kondenzacija kromatina, prisotnost Stevilnih avtofagosomov in avtolizosomov, ki v zadnji stopnji
izginejo, nenormalni in napihnjeni mitohondriji, fragmentacija in postopno izginjanje ER ter
povecana vezava. Avtozo lahko zavremo z genetsko ali farmakolosko inhibicijo Na*, K*-ATPaze,
ki je membransko vezana ¢rpalka. Inhibicija kaspaz, kinaz RIP ali izbitje genov za Bax/Bak pa
nanjo ne vplivajo, prav tako ROS nlmajo pomembne vloge. Trenutno je (pato)fizioloska vloga
avtoze Se neznana, vendar je mogoce vkljucena pri ishemi¢nih poskodbah organov in nekaterih
nevrodegenerativnih obolenjih (Liu in sod., 2013).

1.3 Oksidativni stres

Z vzpostavitvijo okolja, bogatega s kisikom, so se razvile aerobne metabolne poti. Ena izmed
posledic pa je bil tudi oksidativni stres, ki je definiran kot poviSana koncentracija reaktivnih
kisikovih zvrsti (ROS), ki negativno vplivajo na vitalni metabolizem ter njegovo regulacijo, in
povzroci razli¢ne poskodbe. Oksidativni stres obi¢ajno nastane kot posledica poviSane ravni
endogenih ali pa eksogenih spojin, ki spodbudijo nastanek ROS, pomanjkanja antioksidantov z
nizko molekulsko maso, inaktivacije ali pa zmanjSane sinteza encimskih antioksidantov (Fischer
in sod., 2016; Lushchak, 2014; Sies in Cadenas, 1985).

ROS so precej neobstojne molekule kisika, ki imajo obic¢ajno neparno Stevilo elektronov ali
pa nestabilne vezi (slika 8). Med najbolj razSirjene pristevamo superoksidni anion (O2"),
hidroksilni radikal (OH') in vodikov peroksid (H>O,). Superoksidni anion in vodikov peroksid sta
najbolj pogosti in tudi najbolje prouceni signalni molekuli (Lushchak, 2014). Vsem ROS pa je
skupno, da lahko molekulam odvzamejo elektron in s tem sproZzijo verizno reakcijo, ki povzroci
celi¢ne poskodbe (Filomeni in sod., 2015).
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Mitohondriji so poleg peroksisomov, endoplazemskega retikuluma in endo-lizosomskega
sistema glavni vir ROS v celici (Navarro-Yepes in sod., 2014). ROS, ki nastanejo na kompleksu
I'in III v elektronski transportni verigi (ETC), se po nastanku sprostijo v medmembranski prostor
in deloma v mitohondrijski matriks. Vecji del superoksidnih molekul, ki zaradi negativnega
naboja ne morejo prehajati membran, se s superoksid dismutazo (SOD) pretvori v vodikov
peroksid. Vodikov peroksid je veliko bolj obstojen kot superoksidni anion in lahko prehaja
membrane z difuzijo ali pa preko specifi¢nih vodnih kanal¢kov — peroksiporinov (Filomeni in
sod., 2015; Lushchak, 2014). Vodikov peroksid se nato lahko vkljuci v Fentonovo reakcijo skupaj
s Fe*' ter pri tem tvori vodikov radikal ali pa se pretvori v vodo s peroksiredoksini, katalazami ali
peroksidazami (Valko in sod., 2016).

Peroksisomi so organeli, v katerih poteka lipidni metabolizem, katabolizem aminokislin,
poliaminska oksidacija itd. Vsebujejo veliko encimov, ki proizvajajo ROS in RNS kot stranski
produkt. Kljuéna encima sta ksantin oksidaza in dusikov oksid sintaza. Da ne pride do uhajanja
vodikovega peroksida pa poskrbi katalaza, ki ga pretvori v kisik. Poleg peroksisomov naj bi bil
pomemben vir ROS tudi endoplazemski retikulum, kjer naj bi bili potrebni za pravilno
izoblikovanje disulfidnih mostickov med zvijanjem in izloCanjem proteinov (Brand, 2010;
Fransen in sod., 2012).

Zelo pomemben vir predstavljajo tudi encimi, kot so:

e oksidaze NADPH (NOX) — ROS nastanejo kot njihov glavni produkt, ko se prenese

elektron s citosolnega NAPDH na kisik ter pri tem nastane superoksid;

e ksantin oksigenaze — glavni vir ROS v hipoksi¢nih pogojih;

e ciklooksigenaze (COX),

e lipooksigenaze (LOX) itd.

Kljub vsemu pa se lahko razmerje v produkciji ROS razlikuje med posameznimi tipi celic in
fizioloskim stanjem celic (Brand, 2010; Gao in Schottker, 2017; Kaludercic in sod., 2014;
Lushchak, 2014; Sies, 2017).

ROS obicajno sluzijo kot signalne molekule v razlicnih bioloskih procesih, kot so celi¢na
diferenciacija, proliferacija, transkripcija, vnetni procesi in pridobljena (adaptivna) imunost.
Povisanje mitohondrijskih ROS pa po drugi strani povezujemo z nekaterimi patoloskimi stanji,
kot so razli¢ne oblike rakavih obolenj, saj naj bi povzrocili poskodbe DNA, proteinov ter lipidov
in s tem pripomogli h genetski nestabilnosti in tumorigenezi. Nekatere Studije nakazujejo tudi
povezavo med oksidativnim stresom in celicno smrtjo v primeru sréne, ledvicne ali jetrne ishemije
(Daiber, 2010; Fransen in sod., 2012; Sies, 2017).

MnTBAP,
TE
' Fentonova
e- SOD reakcija

62X [5,]° [5,]~Ys [o1]

NACaGSH—jg?/' UTOC*tVE
katalaza

Legenda:
Ne-reaktivne kisikove spojine

Reaktivne kisikove spojine _
Antioksidanti HZO + 02

Slika 8: Poenostavljen prikaz nastajanja ROS v mithondrijih in kje naj bi NAC, MnTBAP, TE in
aTOC kot antioksidanti delovali.

1.3.1 Antioksidanti

Zivi organizmi so za vzdrzevanje homeostaze razvili mehanizme, s katerimi lahko omejijo
oksidativni stres.

Pri zaznavanju oksidativnega stresa so ti mehanizmi zelo pomembna celi¢na stikala, ki se
vkljucijo glede na raven oksidativnega stresa. V primeru nizkega in kratkotrajnega stresa se
aktivira Nrf2/ Keapl (angl. nuclear derived (erythroid-derived 2)-like 2 transcription factor in
Kelch-like ECH-associated protein 1) signalna pot. V nestresnih pogojih se Keapl in Nrf2
povezeta, Nrf2 pa se ubikvitinira in posledi¢no razgradi v proteasomu. Ko pride do povisanja
ROS, pa se tiolna skupina Nrf2 proteina oksidira in vezava ni ve¢ mogoca. Nrf2 se transportira v
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jedro, kjer sproZi prepisovanje genov za encimske antioksidante ali pa encime, klju¢ne za sintezo
antioksidantov. Ce pride do nekoliko povecane stopnje oksidativnega stresa, se vkljucijo trije
regulatorni sistemi: NF-kf3, AP1 (angl. animal homologue of yeast YAP1) in kinaze MAP. Vsi
omenjeni sistemi vplivajo na povecanje izrazanja genov za encimske antioksidante, poleg tega pa
Se na molekule, ki so vklju¢ene v druge celicne mehanizme in vnetje. V kolikor je koncentracija
ROS previsoka, se vkljucijo alternativni obrambni mehanizmi. Prej omenjeni transkripcijski
dejavniki imajo v DNA-vezavnem mestu cistein. Ce je cistein oksidiran, se transkripcijski
dejavniki ne morejo vezati na DNA v jedru. Na mitohondrijski membrani pa se tvorijo pore, kar
lahko na koncu privede celo do celicne smrti (Gao in Schottker, 2017; Lushchak, 2014).

Antioksidante delimo na encimske in ne-encimske. Med encimske antioksidante uvrS¢amo
SOD, superoksid reduktazo, katalazo, glutation (GSH) peroksidazo, GSH reduktazo,
peroksiredoksin in tioredoksin. SOD imajo v aktivnem centru kovinski ion, ki reagira s
superoksidom. Ker je SOD razmeroma velik protein, ne more prosto prehajati v celice in jo
organizem v primeru dodajanja izlo¢i. Da bi se temu izognili, so nanjo vezali PEG (angl.
polyethylene glycol). Tak konstrukt ni bil imunogen, poleg tega pa so ga celice prevzele s
piknozo. Podobno so naredili tudi s katalazo. Poskusili so tudi z drugimi modifikacijami SOD:
vkljucitev v liposome, vezava na protitelesa anti-PECAM in anti-iCAM, vendar to nikoli ni bilo
uporabljeno v klini¢nih §tudijah (Bourassa MG, 2006; V. O. Kaminskyy in Zhivotovsky, 2014;
Sies, 2017).

Trenutno Se ni znan noben encim, ki bi lahko odstranil OH', zato je za organizme najbolje, da
preprecijo nastanek samega radikala. Ce pa nastane v manjSi meri, ga lahko nevtralizirajo
antioksidanti z nizko molekulsko maso (npr. vitamin E ali o tokoferol) (Lushchak, 2014).

Med ne-encimske antioksidante priStevamo GSH, flavonoide, vitamine A, C in E (Bourassa
MG, 2006). Stevilni eksogeni antioksidanti se uporabljajo kot zdravilne uc¢inkovine ali pa so v
fazi testiranja.

N-acetil cistein (NAC) (slika 8) ima zelo nizek antioksidativni potencial, vendar deluje kot
eksogeni prekurzor za glutation (GSH). NAC donira cistein, ki se uporabi pri de novo sintezi
GSH. Trenutno $e ni popolnoma pojasnjeno, ali lahko NAC prosto prehaja celicne membrane ali
se prvotno deacitlira in nastali cistein vstopi v celice preko aminokislinskega transporterja. GSH
deluje kot intracelularni antioksidant, ki preprecuje peroksidacijo z interagiranjem z glutation
peroksidazo ali pa neposredno z oksidacijo tiolnega radikala, preko katerega se nato tvorijo
glutationski disulfidi. GSH ima poleg tega Se tiolatno/tiolno aktivnost, saj interagira z duSikovim
oksidom (‘NO) in dioksidom (‘NO»), deloma lahko razgradi tudi superoksid. GSH naj bi prispeval
tudi k obnovi nekaterih drugih antioksidantov, kot je vitamin C, in posredno vitamina E (Bourassa
MG, 2006; Rushworth in Megson, 2014). Zaradi svojih pozitivnih u¢inkov se NAC pogosto
uporablja in glede na podatke je vkljucen v ve¢ kot 100 klini¢nih Studij (spletna stran:
https://clinicaltrials.gov/ct2/results?termNAC&Search=Apply&recrs=a&recrs=f&recrs=d&age
v=&gndr=&type=&rslt=, 16. 11. 2017). U¢inkovit naj bi bil pri cisti¢ni fibrozi in drugih dihalnih
obolenjih, kjer naj bi razgrajeval sluz, deloma pa naj bi vplival tudi na produkcijo ROS v
nevtrofilcih, ki so povezani s poskodbami pljucnega tkiva ter fibrozo. Uporablja pa se ga tudi pri
predoziranju z razlicnimi farmacevtskimi ucinkovinami (npr. acetaminofen/paracetamol) ali
zastrupitvami z organofosfati. Veliko Studij je bilo narejenih v povezavi z diabetesom,
nevrofiziatricnimi obolenji in celo okuzbami z virusom HIV, vendar so bili izsledki nekoherentni.
Predvidoma naj bi bilo to posledica tega, da je NAC ucinkovit samo v primeru, ko je bolezensko
stanje povezano s pomanjkanjem GSH (Bavarsad Shahripour in sod., 2014; Elbini Dhouib in sod.,
2016; Rushworth in Megson, 2014).

Stevilna obolenja, kot so ateroskleroza, avtoimunska obolenja in nevroloSke motnje, so
povezana z lipidno peroksidacijo. Poznamo a, 3, y in 6 tokoferole, ki so lipidotopne molekule in
se med seboj razlikujejo po stranski verigi. Tokoferoli (slika 8) lahko lipide zas¢itijo tako, da se
skoncentrirajo na lipidnem dvosloju in prekinejo peroksidacijo z doniranjem vodika iz hidroksilne
skupine. Pri tem nastane razmeroma nereaktiven tokoferoksilni radikal, ki se nato v prisotnosti
vitamina C ali tiolov pretvori nazaj v tokoferol. V kolikor se radikal kopi¢i, lahko sam prispeva k
poviSanju lipidne peroksidacije (Bourassa MG, 2006; Traber in Stevens, 2011). a tokoferol je bil
vklju€en v razli¢ne klini¢ne Studije, v katerih pa niso uspeli potrditi, da bi prepreceval nastanek
raka mlecnih zlez, da bi zmanjsal pojavnost periferne nevropatije po kemoterapiji ali pa da bi
zmanjsal tveganje za razvoj raka prostate. Kljub vsemu pa so v nedavno objavljenih izsledkih
raziskave povzeli, da lahko dolgoletna uporaba a tokoferola koristno vpliva na napredovanje raka
prostate (Bakker in sod., 2016; Kottschade in sod., 2011; Sato in sod., 2002).

Obstajajo Stevilne majhne molekule, ki imajo aktivnost podobno SOD — SOD mimetiki. V
porfirinski obro¢ imajo vklju¢en kovinski ion, najveckrat mangan, ki naj bi bil potreben za njihove
antioksidativne lastnosti (slika 8). V nasi raziskavi smo uporabili Tempol/TE (4-hidroksi-2,2,6,6-
tetrametilpiperidin 1-oksil) in MnTBAP (n(Ill)tetrakis(4-benzoi¢na kislina)porfirin klorid).
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MnTBAP ima nizek naboj, zato lahko brez tezav prehaja celiéno membrano in pride tudi v
mitohondrije. Mangan, ki je sestavni del molekule, je kljuen za njegovo delovanje. Poleg
obicCajnih superoksidnih anionov lahko v reakcijo vstopijo Se ONOO-, CIO- in CO3-, saj so
odli¢ni prejemniki elektronov. MnTBAP naj bi izboljsal stanje po hipoksic¢ni poskodbi mozganov,
preprecil poskodbe plju¢ po izpostavitvi sevanju in zmanjsal stranske ucinke pri kemoterapiji.
Vplival naj bi tudi na zniZanje tlaka, vendar naj bi to bilo posledica sproscanja histamina. Tekom
Studij so opazili, da ima tudi pro-oksidativne lastnosti. Doslej §e ni bil uporabljen v klini¢nih
Studijah na ljudeh (Bourassa MG, 2006; Salvemini in sod., 2002). Tempol je nitroksid, ki lahko
ciklicno vstopa v oksido-redukcijsko reakcijo. Kot SOD mimetik lahko nevtralizira nastale
superoksidne anione, preprecuje pa tudi nastanek hidroksilnih radikalov s katalazno aktivnostjo.
Tempol oksidira Zelezove ione in tako prepre¢i njihovo reakcijo s peroksidi, posledicno pa
peroksidacijo celicnih komponent (npr. lipidov, DNA in proteinov) (Bourassa MG, 2006; Wilcox,
2010). Ker lahko prosto prehaja celicne membrane, gastrointestinalni trakt in moZzgansko opno,
je vzbudil zanimanje kot potencialno zdravilo za kardiovaskularna in nevrodegenerativna
obolenja ter druge motnje. Tempol je bil uporabljen tudi kot glavna komponenta gela, ki so ga
uporabljali za preprecevanje alopecije kot posledice radioterapije. Predklini¢ne S$tudije so
pokazale, da naj bi znizeval krvni tlak, vplival na vazodilatacijo in zmanjsal posledice kapi. V
raziskavi, objavljeni leta 2014, naj bi prepreceval nefrotoksicnost, povzroceno s cisplatinom, saj
naj bi inhibiral ROS, zascitil komplekse v elektronski transportni verigi in preprecil apoptozo.
Poleg tega naj bi bil edini izmed Stevilnih testiranih antioksidantov, ki naj bi zavrl oksidativni
stres, ki domnevno prispeva k patogenezi cerebralne malarije. Kljub vsemu pa so u¢inki Tempola
pod vprasajem, saj naj bi bil njegov vpliv na zniZanje tlaka posledica spros¢anja kateholamina in
ne antioksidativnega delovanja. Poleg tega lahko deluje kot oksidant, saj v reakciji s
superoksidom nastane oksamonijev kation, ki lahko oksidira tiole ter lipidne molekule in naj bi
vplival na delovanje mitohondrijev, vendar te domneve Se niso potrjene (Ahmed in sod., 2014;
Soule in sod., 2007; Wilcox, 2010).

Kljub stevilnim pozitivnim ucinkom antioksidantov v in vitro Studijah, v klini¢nih Studijah
uporaba antioksidantov ni prinesla pricakovanih rezultatov. Razlog za to bi lahko bil, da je
dodajanje antioksidantov prepozno, njihova koncentracija neustrezna ali pa da so premalo
specificni. Poleg tega so lahko visoke koncentracije antioksidantov toksi¢ne, saj lahko vplivajo
na povecanje ROS in RNS ter na celi¢ne signalne poti, povezane z vnetnimi procesi (NF-«xf in
MAPK itd.). Najbolje doslej se je izkazal NAC, ki pa ni obicajen antioksidant, saj obnovi celicne
zaloge GSH in pripomore k delovanju encimskega sistema. Proucuje se tudi moznost uporabe
inhibitorjev encimov, ki proizvajajo ROS. Tak primer so NOX inhibitorji, vendar so bili pri
zacetnih poskusih neuspesni, saj so prevec toksicni in izredno nespecificni (Bouayed in Bohn,
2010; Brieger in sod., 2012). Kaludercic in sodelavci so predlagali, da bi glede na pomembnost
ROS v fizioloskih in patofizioloskih procesih bilo boljse, ¢e bi inhibirali specifi¢ne procese, v
katerih ROS nastajajo, in ne uporabljali sploSnih antioksidantov. Poleg tega Se vedno ostaja
vprasanje, ali imajo ROS klju¢no vlogo pri nekaterih obolenjih ali so zgolj stranski produkt
(Kaludercic in sod., 2014).

1.4 Lizosomi in lizosomska celi¢cna smrt

141 Lizosomi

Lizosom sta prvi¢ opisala Appelmans in de Duve leta 1955 (Appelmans, 1955). Obi¢ajno so ti
znotrajcelicni organeli sferi¢ne ali tubularne oblike. Na njihovo obliko, Stevilcnost in porazdelitev
vplivajo vrsta celice in stopnja celi¢ne presnove (H. Xu in Ren, 2015). lizosomska membrana
primarno sluzi kot fizi€na pregrada med kislim lumnom lizosomov in citosolom. Vanjo so
vgrajeni Stevilni proteini, ki delujejo kot transporterji, receptorji in encimi. Lizosomski
membranski proteini (angl. lysosomal-associated membrane protein, LAMP) so pred razgradnjo
zasciteni z glikokaliksom, membrane pa so stabilizirane s proteini toplotnega Soka oz. stresnimi
proteini (angl. heat shock protein, Hsp), velikosti 70 kDa, in holesterolom (Mrschtik in Ryan,
2015; Repnik in sod., 2012; Saftig in sod., 2010).

Lizosomi so velikokrat kon¢na postaja znotrajceli¢nega transporta, zlasti endocitoze,
fagocitoze in avtofagije. Potek endocitoze je sestavljen iz ve¢ korakov: najprej pride do zaprtja
substrata v zgodnji endosom, ki dozori v pozni endosom. Slednji se zlije z lizosomom in
posledi¢no pride do razgradnje substrata. Tekom endocitotske poti vrednost pH pada (v zgodnjih
lizosomih je pH med 6,8 in 6,1; v poznih endosomih je med 6,0 in 4,8; v lizosomih pa je 4,5).
Hidrolaze, ki pa so kljucne za razgradnjo materiala, so prisotne v poznem endosomu in v lizosomu



18 Poglavje 1. Uvod

(Appelqvist in sod., 2013; Huotari in Helenius, 2011; Kurz in sod., 2011; Mrschtik in Ryan,
2015).

Kljub vsemu lizosomi nimajo zgolj katabolne funkcije, ampak so povezani tudi z drugimi
procesi, vkljuéno s celi¢no smrtjo, aktivacijo inflamasoma in imunskim odzivom, vzdrzevanjem
ravnovesja zeleza v celici ter z lizosomskim izlocanjem in recikliranjem holesterola. Zaradi
njihove vpletenosti v Stevilne procese ni presenetljivo, da so povezani tudi z razvojem nekaterih
¢loveskih bolezni, kot so rak, nevrodegenerativne motnje, bolezni srca in ozilja, Stevilnimi
vnetnimi obolenji in motnjami lizosomske presnove (angl. lysosomal storage disease) (Appelqvist
in sod., 2013; Bogdan in sod., 2016; Eskelinen in Saftig, 2009; Hu in sod., 2015; Parenti in sod.,
2015; Settembre in sod., 2013; Stoka in sod., 2016).

1411 Katepsini

Lizosomske hidrolaze vkljucujejo proteaze, nukleaze, lipaze, fosfataze, sulfataze in glikozidaze
(Hafner Cesen in sod., 2016). Njihova vloga je razgradnja materiala na osnovne enote, ki nato z
difuzijo ali aktivnim transportom preidejo v citosol in se ponovno uporabijo (Mrschtik in Ryan,
2015; H. Xu in Ren, 2015).

Med lizosomskimi proteazami so najbolje opisani katepsini, ki se delijo na cisteinske,
aspartatne (katepsin D in E) in serinske (katepsin A in G) proteaze. Aspartatni proteazi, katepsina
D in E, sta prisotni v poznih endosomih, medtem ko je v nevtralnem pH aktiven katepsin G
prisoten le v azurofilnih granulah (z lizosomom povezani organeli) in posledi¢no ni prava
lizosomska proteaza. Poznanih je 11 ¢loveskih cisteinskih katepsinov: B, C, F, H, L, K, O, S, V,
W in X. Vecina cisteinskih katepsinov je prisotnih v vseh tipih celic in so povezani s splosno
lizosomsko razgradnjo proteinov. Nekateri pa se izrazajo le v dolo¢enih tkivih, kjer imajo bolj
specifi¢no funkcijo; npr. katepsin K v osteoklastih, katepsin S v antigen-predstavitvenih celicah
in katepsin W v limfocitih ter naravnih celicah ubijalkah. V najve¢ji meri so izrazeni katepsini B,
L in S, ki so zato povezani s Stevilnimi fizioloSkimi in patoloskimi procesi (Kramer in sod., 2017;
Reiser in sod., 2010; V. Turk in sod., 2012). Katepsin B ima pomembno vlogo pri procesiranju
hormonov in razgradnji zunajceli¢nega matriksa; katepsin L je odgovoren za endolizosomsko
razgradnjo proteinov, spermatogenezo in predstavitev antigenov; katepsin S pa je vkljucen v
predstavitev antigenov in procesiranje invariantne verige kompleksa MHC II (Fonovic in Turk,
2014; V. Turk in sod., 2012).

Katepsini nimajo specifi¢nih substratov, kot jih imajo npr. kaspaze. V in vitro poskusih v
celicah so dokazali, da lahko katepsini cepijo Bid v tBid, antiapoptotske proteine iz Bcl-2 druzine
in celo inhibitor apoptoze XIAP (Droga-Mazovec in sod., 2008; B. Turk in sod., 2012). V
glavnem so endopeptidaze, katepsina C in X sta eksopeptidazi, katepsina B in H pa sta oboje.
Kisel pH v lizosomih je potreben za razvitje proteinskih substratov in je optimalen za encimsko
aktivnost cisteinskih in aspartatnih katepsinov. Vecina, z izjemo katepsina S (Vasiljeva in sod.,
2005), jih je namre¢ pri nevtralnem pH nestabilnih, saj pride do poruSenja proteinske strukture
(B. Turk in Turk, 2009; V. Turk in sod., 2012; Vizovisek in sod., 2015). Poleg pH njihovo
aktivnost omejujejo Se drugi mehanizmi, ki preprecujejo nekontrolirano znotrajceli¢no
razgradnjo. Katepsini so kot velina proteaz regulirani na ravni transkripcije, translacije in
kompartmentalizacije. Sintetizirani so v obliki neaktivnih zimogenov s propeptidom, ki z vezavo
na aktivno mesto prepreci aktivnost proteaze. Ko pride do cepitve (z drugo proteazo ali
avtokataliti¢no) in disociacije propeptida, lahko proteaza postane aktivna (B. Turk in sod., 2012).

Aktivnost proteaz uravnavajo tudi inhibitorji, ki jih je po Stevilu bistveno manj kot proteaz.
Med inhibitorje katepsinov priStevamo cistatine, tiropine in serpine. Najpomembnejsi
znotrajcelicni inhibitorji so cistatini tipa 1, kamor uvrS¢amo stefin A in B. Stefin A je zastopan v
visokih koncentracijah v razli¢nih epitelnih in nekaterih krvnih celicah; stefin B pa je vseprisoten
in se izraza v vi§jih koncentracijah kot stefin A. Oba stefina sta mo¢na inhibitorja katepsinov L,
S in H (Caglic in sod., 2007; V. Turk in sod., 2012). Med zunajceli¢ne inhibitorje pa spadajo
cistatini tipa 2, kamor sodijo cistatini S, SA, SN, D, E/M in F ter najbolje opisani cistatin C.
Nahajajo se v telesnih tekoc¢inah in inhibirajo cisteinske katepsine in legumain kot tudi parazitske
proteaze (krucipain) (Repnik in sod., 2012; V. Turk in sod., 2012; Zavrsnik in sod., 2017).

V primeru porusenja zascitnih barier pride do razvoja razli¢nih patoloskih stanj, med katere
priStevamo rakava obolenja, artritis, aterosklerozo in druge avtoimunske bolezni. Dokazano je
bilo, da so bili katepsini pri teh obolenjih prekomerno izrazeni in pogosto tudi prisotni izven celic
(Fonovic in Turk, 2014; V. Kaminskyy in Zhivotovsky, 2012; Kramer in sod., 2017; V. Turk in
sod., 2001; Vasiljeva in sod., 2007). Poleg tega Studije nakazujejo, da v primeru permeabilizacije
lizosomov katepsini, sprosceni v citosol, ohranijo aktivnost dovolj dolgo, da imajo pomembno
vlogo pri razli¢nih poteh celi¢ne smrti; vplivajo pa lahko tudi na procese v jedru in zunajceli¢nem
prostoru (Droga-Mazovec in sod., 2008; Fonovic in Turk, 2014; Vasiljeva in Turk, 2008).
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14.2  Lizosomotropiki

Nepravilno delovanje in poruSenje morfologije lizosomov sta lahko posledica bodisi osmotske
bodisi neposredne lize membrane. Osmotska liza nastane, ko je v lumnu lizosoma prisotna visoka
koncentracija topnih delcev ali ko pride do naluknjanja membrane, kar privede do vdora vode v
organel. V drugo skupino destabilizatorjev uvrS¢amo reagente, ki imajo pri dolo¢enih
koncentracijah lastnost detergenta (Gomez-Sintes in sod., 2016; Repnik in sod., 2014; Villamil
Giraldo in sod., 2014).

Za sprozitev lize znotrajceli¢nih membran so potrebne visoke koncentracije zunajceli¢nih
lizosomotropikov, saj v nasprotnem primeru pride zgolj do poskodb plazmaleme.
Lizosomotropicne spojine so obi¢ajno Sibke baze, ki zaradi protonacije v kislem pH ostanejo ujete
znotraj lizosomov. Vecina teh spojin vpliva zgolj na poviSanje pH in na velikost samih veziklov.
Najbolje raziskani so bafilomicin A, klorokin in amonijev klorid (Cesen in sod., 2013; Repnik in
sod., 2014). Lizosomski detergenti pa lahko destabilizirajo membranske lipide in posledi¢no pride
do LMP. Med sinteticne priStevamo amine s hidrofobnimi stranskimi verigami (imidazol in
morfolin), L-leucil-L-leucin metil ester (LLOMe), N-dodecilimidazol (NDI), O-metil-serin-
dodecilamid-hidroklorid (MSDH) ter druge (tabela 2). Sfingozin, ROS in nekateri toksini pa so
naravni sprozilci LMP.

Tabela 2: Sprozilci LMP.

Lizosomski detergent Delovanje Vir
sinteti¢ni imidazol amin, ni popolnoma znano, ali (Miller in sod.,

morfolin vpliva samo na membrano 1983)
lizosomov ali tudi na plazmalemo

MSDH nizke koncentracije sprozijo LMP, (M. Ghosh in sod.,
porusenje homeostaze Zeleza, 2011; W. Liin
oksidativni stres itd.; visoke sod., 2000)
koncentracije sprozijo nekrozo

NDI mehanizem ni popolnoma znan, (Hafner Cesen in
vendar najverjetneje naluknja zgolj  sod., neobjavljena
plazmalemo, povzro¢i pa dvigpH  raziskava; (Wilson
v lizosomih, brez LMP in sod., 1987))

kinolonski antibiotiki mehanizem ni popolnoma znan, (Boya, Andreau,

(ciprofloksacin, vendar se akumulirata v lizosomih  in sod., 2003;

norfloksacin) in aktivirata v prisotnosti UV Boya, Gonzalez-
svetlobe Polo, in sod.,

2003)

LLOMe akumulacija znotraj lizosoma, po (Droga-Mazovec
polimerizaciji s katepsinom C in sod., 2008;
pridobi membranoliti¢ne lastnosti ~ Thiele in Lipsky,

1990)
naravni sfingozin sfingomielin pretvori (Villamil Giraldo
sfingimielinaza v ceramid, ki se s in sod., 2014;
ceramidazo spremeni v sfingozin;  Young in sod.,
njegovo kopicenje vpliva na 2013)
stabilnost membran v odvisnosti od
pH
ROS vplivajo na peroksidacijo lipidov in  (Aits in Jaattela,

destabilizacijo membranskih
proteinov v lizosomih; preko PLA2

2013; Cesen in
sod., 2012; Kurz

naj bi vplivali tudi na produkcijo in sod., 2011;
arahidonske kisline, ki ima Terman in Brunk,
lastnosti detergenta 2004)

virusni, bakterijski,
glivni in kadji toksini

tvorijo pore, razgrajujejo
membrano ipd.

(Aits in Jaattela,
2013)

LLOMe je izmed vseh najbolje okarakteriziran sinteti¢ni lizosomski detergent. Po pasivnem

prehodu preko membran se akumulira znotraj lizosomov, kjer polimerizira v hidrofobne verige s
pomocjo katepsina C (Cirman in sod., 2004; Droga-Mazovec in sod., 2008; Ransom in Reeves,
1983; Thiele in Lipsky, 1990). Zaradi svoje ucinkovitosti je bil uporabljen v klini¢ni $tudiji, kjer
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so z njegovo uporabo poskusSali odstraniti perforin pozitivne citotoksi¢ne celice T in naravne
celice ubijalke iz limfocitne infuzije za paciente s transplantacijo kostnega mozga. Ker pa se je
izkazalo, da sprozi LMP in posledi¢no celi¢no smrt tudi v ne-imunskih celicah, so studijo prekinili
(Filicko-O'Hara in sod., 2009; Kirkegaard in Jaattela, 2009).

14.3 Lizosomska celi¢éna smrt

Posledica LMP je prehajanje katepsinov iz lizosomskega lumna v citosol. Njihova aktivnost je
sicer v citosolu nizja kot znotraj endolizosomskih veziklov, vendar lahko kljub temu pride do
poskodb same celice. Posledice so odvisne od obsega LMP in znotrajcelicnih proteaznih
inhibitorjev (Galluzzi in sod., 2014; Stoka in sod., 2006; B. Turk in Turk, 2009).

Pomembno je, da lo¢imo, kdaj pride do LMP v poteku celi¢ne smrti. LMP ima lahko klju¢no
vlogo kot sprozilec tako kot v primeru tretiranja celic z LLOMe (Cirman in sod., 2004; Droga-
Mazovec in sod., 2008). V nekaterih primerih pa LMP deluje kot ojacevalec signala ali pa je
sekundarni dogodek kot posledica signala, ki je bil sprozen nekje drugje v celici. To je bilo
prikazano v Studiji, kjer so v razli¢nih celi¢nih linijah sprozili receptorsko pot apoptoze s TRAIL
in CD95. Dokazali so, da inhibicija katepsinov ne vpliva na samo celicno smrt, lahko pa jo
preprecijo z uporabo pan-kaspaznega inhibitorja (Repnik in sod., 2012; Spes in sod., 2012).

Ce je LMP obsezen, celica umre z nekrozo (slika 9). Pri nekrozi poleg sproscenih katepsinov
k poteku celi¢ne smrti prispevajo Se povisan oksidativni stres in obremenitev z zelezom, ki je
presnovni produkt (Galluzzi in sod., 2014; Vanden Berghe in sod., 2014).

/\ Nizek do zmeren
oy

Slika 9: Raven LMP vpliva na celi¢no smrt. Ko je raven LMP nizka ali zmerna, lahko celica
sprozi reSevalni mehanizem preko lizofagije oz. poteCe apoptoza ali pa ena izmed oblik regulirane
nekroze. Ko je raven LMP previsoka, celica umre z nekrozo. Povzeto po (Kavcic in sod., 2016).

Apoptoza,
regulirana nekroza

V kolikor je LMP zmeren, pride do spr021tve apoptoze ali ene izmed oblik regulirane nekroze
(slika 9). Pri apoptozi naj bi katepsini, spro§ceni v citosol, cepili Bid v tBid, kar nakazuje na
povezavo z MOMP, razgradili pa naj bi tudi antiapoptotske proteine Bcl-2, Bcl-XL in Mcl- 1, ki
sluzijo kot inhibitorji Bax in Bak. Poleg tega naj bi inaktivirali tudi XIAP, ki je inhibitor kaspaz
(Droga-Mazovec in sod., 2008; Repnik in sod., 2012; B. Turk in Turk, 2009). Nekroptoza, ki je
najbolje proucevana oblika regulirane nekroze, ravno tako vklju¢uje LMP (slika 10), vendar je
njegova funkcija odvisna od vrste celic in mikrookolja. Obicajno pa pride do LMP ze v fazi
razkroja in zato ni primarni vzrok smrti (Ofengeim in Yuan, 2013; Vanden Berghe in sod., 2010).
V lizosomih je shranjeno redoks-aktivno Zelezo, ki je vklju€eno v potek Fentonove reakcije. Pri
tem nastajajo ROS, ki pri feroptozi pOSkOdU.]Q]O lipide (slika 10), zato ni presenetljivo, da lahko
feroptozo inhibiramo s kelatorji Zeleza in lipofilnimi antioksidanti. Ceprav pride do destabilizacije
lizosomov, pa vloga LMP pri feroptozi ni popolnoma pojasnjena (Dixon in Stockwell, 2014;
Galluzzi in sod., 2018; Kurz in sod., 2011). Prav tako v primeru oksitoze (slika 10) ROS
poskodujejo membranske lipide. Vendar je za sam potek celi¢ne smrti potreben Se dodaten
stimulacijski dejavnik, kot sta vdor kalcija v celico in aktivacija kalpainov, ki naj bi povzrocili
LMP. Kubota in sodelavci pa so potrdili, da je LMP drugotnega pomena (Henke in sod., 2013;
Kubota in sod., 2010).

Piroptozo, ki je liti¢na oblika celi¢ne smrti in vkljucuje kaspazi 1 in 11, lahko sprozijo
bakterijski toksini, razli¢ni kristali, lizosomski detergenti, ROS itd. Schilling je predlagal, da
nizka raven LMP sprozi vdor Ca®" in iztok K" ionov ter nastanek inflamasoma. Posledica tega Je
cepitev pro-IL-1p v zrelo obliko IL-1B, ki se sprosti iz celic. V primeru visoke ravni LMP pa je
nastanek inflamasoma inhibiran in posledi¢no ne pride do izloCanja IL-1P. Stevilne studlje
nakazujejo, da imajo katepsini pomembno vlogo pri tej obliki celicne smrti, vendar pa $e ni
pojasnjeno, ali sprozijo nastanek inflamasoma posredno ali neposredno. Katepsin B naj bi bil
poleg adapterskega proteina ASC (angl. apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD) vkljucen v pironekrozo, kjer pride do izlo¢anja pro-inflamatornega mediatorja HMGB1
(Katsnelson in sod., 2016; Lima in sod., 2013; Schilling, 2016; Vanden Berghe in sod., 2014).
Ena izmed fiziolosko pomembnih oblik celicne smrti je tudi kornifikacija. V citosolu
keratinocitov so dokazali prisotnost legumaina, katepsinov V in L, cistatin M/E pa naj bi bil kot
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njihov inhibitor eden izmed klju¢nih regulatorjev kornifikacije. Kljub $tevilnim Studijam vloga
lizosomskih proteaz in LMP ostaja nepojasnjena (Cheng in sod., 2009; Costanzo in sod., 2015;
Eckhart in sod., 2013; Lippens in sod., 2009; Zeeuwen, 2004).

PARPI1 lahko cepijo apoptotske kaspaze, grancimi in katepsini, pri tem pa nastanejo
nekroticni fragmenti, ki prispevajo k sprozenju celicne smrti, poznane kot partanatos. Zaradi
kompleksnosti in raznolikosti PARP1 fragmentov je tezko narediti tocno povezavo med LMP in
partanatosom (Chaitanya in sod., 2010; Fatokun in sod., 2014; Galluzzi in sod., 2018; Vanden
Berghe in sod., 2014).

Inhibitorji
Lizosom LMP SPROZILCI !
(lizosomotropicni Endogeni Eksogeni
° : 0 o D E—— reagenti, bakterijski in I —
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Bcl2 proteinov, ROS, Hsp70 in drugi ionski
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Slika 10: Shematski prikaz vkljuCenosti lizosomov v programirano celicno smrt in njeno
regulacijo. LCS — lizosomska celi¢na smrt. Povzeto po (Kavcic in sod., 2016).
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Namen dela in hipoteze

Oksidativni stres je posledica prekomernega nastajanja ROS in neucinkovite antioksidativne
obrambe. Zato ni presenetljivo, da je proucevanje skodljivih uc¢inkov ROS na celice ter organizme
in preprecevanje posledic z razli¢nimi antioksidanti v polnem razmahu. Doslej je dobro znano, da
imajo ROS pomembno vlogo pri klasi¢ni nekrozi, vendar je njihov vpliv pri drugih oblikah
celi¢ne smrti precej neznan. Zadnjih nekaj let je prineslo revolucijo v poimenovanju oblik celi¢ne
smrti in njihovem razumevanju. Natan¢no poznavanje mehanizma celi¢ne smrti in regulacije le-
te z ROS je klju¢no za razvoj novih terapevtskih pristopov in preprecevanje morebitnih stranskih
ucinkov zdravljenja.

Namen doktorskega dela je bil opredeliti vlogo ROS kot signalnih molekul v §tirih razli¢nih
oblikah celicne smrti: s TNF sprozeni ekstrinzi¢ni apoptozi in nekroptozi, s staurosporinom
sprozeni intrinzicni apoptozi in z menadionom sprozeni nekrozi. Doslej so namrec razli¢ne Studije
pokazale, da so ROS prisotne v razli¢nih oblikah celi¢ne smrti, vendar njihova mnozina in vloga
pri signalizaciji nista bili natanéno opredeljeni. V nadaljevanju smo Zeleli raziskati, kako
ucinkoviti so Stirje eksogeni antioksidanti (NAC, oTOC, MnTBAP in Tempol) z razlicnim
delovanjem pri prepreCevanju nastanka ROS in celi¢ne smrti.

Delovne hipoteze so bile:

1. Mnozina spros¢enih ROS ni enaka med razlicnimi oblikami celi¢ne smrti.

2. Z uporabo razli¢nih antioksidantov lahko vplivamo na oksidativni stres in celicno smrt,

sprozeno z izbranimi sprozilci celi¢ne smrti.

3. ROS imajo pomembno vlogo signalnih molekul pri celi¢ni smrti.

Lizosomi so organeli, ki vsebujejo Stevilne hidrolaze in sodelujejo pri razgradnji in
recikliranju razlicnih komponent. Vklju€eni so v Stevilne celicne procese, kot sta avtofagija in
endocitoza, regulirajo celicno signaliziranje in metabolizem, tesno so povezani tudi s celi¢no
smrtjo. Ce pa se pot razgradnje prekine ali okvari, lahko pride do razvoja razlicnih bolezenskih
stanj. Zaradi njihove pomembne vloge v celicni homeostazi so lahko potencialne tarce za
zdravljenje. Ena izmed ucinkovitih terapevtskih strategij je LMP (permeabilizacija lizosomske
membrane), ki ga lahko sprozijo razli¢ni lizosomotropi¢ni detergenti. Kot pravi lizosomotropicni
detergent deluje LLOMe, katerega mehanizem delovanja Se ni popolnoma pojasnjen.

Zato je bil namen drugega dela doktorske naloge pojasniti potek in molekularne mehanizme,
sprozene z lizosomotropi¢nim detergentom LLOMe.

4. S studijo smo Zzeleli preveriti delovno hipotezo:4.LLOMe v lizosomih s povisanim pH
najprej polimerizira v prisotnosti katepsina C, nato pa pride do naluknjanja lizosomske
membrane. Katepsini, ki se pri tem sprostijo v citoplazmo, pa so odgovorni za potek
celi¢ne smrti.
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3.1

311

3111

3112

3113

3114

Materiali
Kemikalije

Inhibitorji in antioksidanti

zVAD (benziloksikarbonil-Val-Ala-Asp-fluorometilketon; N-1560.0005; Bachem AG)
cikloheksimid (C7698; Sigma)

nekrostatin-1 (N9037-10MG; Sigma Aldrich)

a-tokoferol (T3251; Sigma Aldrich)

N-acetilcistein (A9165-5G; Sigma Aldrich)

MnTBAP (manganov (III) tetrakis(4-benzojska kislina) porfirin; 475870-25MG; Sigma)
Tempol(4-hidroksi-2, 2, 6, 6-tetrametilpiperdin 1-oksil; 176141-5G; Sigma)

E64d ((2S,35)-trans-epoksisukcinil-leucilamido-3metil-butan etil ester; 4321-v; Peptide
Research Institute)

GlyPheDMK (1.800.854.0530; Enzyme Systems Products)

Sprotzilci celi¢ne smrti in lizosomotropiki

TNF (dejavnik tumorske nekroze; darilo prof. Vandenabeele-a)
menadion (M2518-100G; Sigma Aldrich)

staurosporin (569397-1MG; Sigma Aldrich)

bafilomicin A (tlrl-bafl; Sigma)

LLOMe (L-levcil-L-levcin metilni ester; G-2550, Bachem)

Fluorescencna barvila in fluorogeni substrati

aneksin V-PE (BMS306PE/100; Affymetrix eBioscience)

vezavni pufer za aneksin V-PE (BMS500BB; Affymetrix eBioscience)

propidijev jodid (P4170; Sigma Aldrich)

karboksi-H,DCFDA (C6827; Invitrogen,)

akridin oranz (A1372; Invitrogen)

MitoSOX (M36008; Invitrogen)

Ac-DEVD-AFC (Ac-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-trifluorometilkumarin; 1-1725;
Bachem AG)

Z-FR-AMC (Z-Phe-Arg-AMC:; I-1160; Bachem AG)

Ostale kemikalije

akrilamid (N, N-metilenbisakrilamid; Serva)

APS (amonijevpersulfat; Serva)

bromfenol modro (Serva)

CH3;COONa (natrijev acetat; Merck)

CHAPS (3-[(3-kolamidopropil)dimetilamonijev]-1-propansulfonat; Fluka)
deoksiholna kislina (Sigma Aldrich)

digitonin (Sigma)

DMSO (dimetilsulfoksid; Sigma)

DTT (ditiotreitol; Sigma Aldrich)

EDTA (etilendiamintetraocetna kislina; Serva)

glicerol (Serva)

goveji serumski albumin, BSA (Sigma Aldrich)

HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina; Serva)
KCI (kalijev klorid; Fluka)

KH,POs (kalijev dihidrogenfosfat; Riedel-deHaen)
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metanol (Merck)

MgCl, (magnezijev klorid; Sigma Aldrich)

Na,HPO4 x 2H,0 (dinatrijev hidrogenfosfat dihidrat; Merck)

NaCl (natrijev klorid; AppliChem)

NaDS (natrijev dodecilsulfat; Thermo Scientific)

NP-40 (Nonident P40 oz. oktilfenoksipolietoksiletanol; Roche Diagnostics)
oznacevalec velikosti proteinov PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas)
posneto mleko v prahu (Pomurka)

raztopina razvijalca Mediphot E90 in fiksirja Mediphot F90 (Colenta Labortehnik)
raztopina za odstranjevanje imunskih kompleksov (angl. stripping solution) Re-Blo Plus
Strong Solution (Chemicon Int.)

reagent Bradford (Bio-Rad)

reagent ECL za kemiluminiscenco (GE Healthcare Amersham)

Temed (N, N, N', N'-tetrametiletilendiamin; Merck)

Tris (tris(hidroksimetil)aminometan; Serva)

TritonX-100 (oktilfenoletoksilat; Serva)

Tween-20 (polisorbat 20; Serva)

Celicne linije in celi¢ne kulture
MEF — misji embrionalni fibroblasti (pripravljeni na 1JS)
MEF wt in MEF catB/L -/- - mis$ji embrionalni fibroblasti divjega tipa in z izbitima
genoma za katepsin B in katepsin L (podaril prof. T. Reinheckel, Freiburg)
PyMT wt in PyMT StfB-/- - primarne miS§je tumorske celice adenokarcinoma mlec¢ne
zleze PyMT divjega tipa in z izbitim genom za stefin B
L929 — trajna celi¢na linija mi§jih fibroblastov (ECACC)
U-937 — trajna Cloveska linija pro-monocitov, pridobljenih pri bolniku z difuznim
histiocisti¢nim limfomom (ECACC)
THP-1 — trajna ¢loveska linija monocitov, pridobljenih pri bolniku z akutno mieloidno
levkemijo (ECACC)

U-87-MG - trajna Cloveska linija, pridobljena pri bolniku z glioblastomom multiforme
(ECACC)

Vse celi¢ne linije so bile negativne pri testiranju prisotnosti bakterij iz rodu Mycoplasma.
Primarne celi¢ne kulture (npr. MEF) smo gojili do Cetrte pasaze.
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Gojisca, dodatki za gojisc¢a in delo s celicami

Dulbeccov pufer PBS (angl. Dulbecco's PBS, with Ca and Mg; Lonza)

fetusni serum goveda (angl. fetal bovine serum; Sigma) FBS N (navaden) in FBS HI
(toplotno obdelan; angl. heat inactivated)

gojis¢e DMEM z visoko vsebnostjo glukoze in L-glutaminom (angl. DMEM, high
glucose, with L-glutamine; Gibco)

gojis¢e DMEM z visoko vsebnostjo glukoze in L-glutaminom (angl. DMEM, high
glucose, with L-glutamine; Sigma)

gojis¢e RPMI 1640 z L-glutaminom (Sigma)

meSanica penicilina in streptamicina (Sigma)

stabilni L-glutamin (Lonza)

TrypLE Select/ tripsin (Gibco)

Protitelesa

Primarna protitelesa

kuncja poliklonska protitelesa proti LC3 (ab51520; Abcam)

misja monoklonska protitelesa proti B-aktinu (A1978; Sigma Aldrich)

kuncja poliklonska protitelesa proti IkB-a (9242; Cell Signalling Technology)
kunc¢ja monoklonska protitelesa proti GAPDH (2118S; Cell Signalling Technology)
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e miSja monoklonska protitelesa proti humanemu katepsinu B (klon 3E1, pripravljena na
1JS)
kozja poliklonska protitelesa proti misjemu katepsinu B (AF965; R&D Systems)
misja monoklonska protitelesa proti katepsinu C (sc-74590; klon D-6, Santa Cruz)
mi§ja monoklonska protitelesa proti humanemu katepsinu D (klon D101, pripravljena na
1JS)

e mi$ja monoklonska protitelesa proti humanemu katepsinu L (klon CPL33/1, ab62710;
Abcam)
kozja poliklonska protitelesa proti mi§jemu katepsinu L (AF1515; R&D Systems)
kozja poliklonska protitelesa proti humanemu katepsinu S (AF1183; R&D Systems)
kuncja poliklonska protitelesa proti stefinu B (ab53725; Abcam)

3.1.4.2 Sekundarna protitelesa

e kozja antimi$ja protitelesa, konjugirana s hrenovo peroksidazo (115-035-068; Jackson
ImmunoResearch)

e kozja antikuncja protitelesa, konjugirana s hrenovo peroksidazo (111-035-045; Jackson
ImmunoResearch)

e oslovska antikozja protitelesa, konjugirana s hrenovo peroksidazo (ab6885; Abcam)

3.1.5 Pufriin raztopine

Pufer RIPA:

50 mM Tris/HC1

100 mM NacCl

0,1 % (w/v) NaDS

1 % (w/v) NP-40

0,5 % (w/v) deoksiholna kislina
1 mM EDTA

pH 8,0

Kaspazni pufer:

100 mM HEPES

200 mM NaCl

20 % (w/v) saharoza

0,2 % (w/v) CHAPS

2 mM EDTA

pH 7 (umerimo z NaOH)

Acetatni pufer (z detergenti):
50 mM CH3COONa

100 mM NaCl

1 % w/v NP-40 — predhodno odtajamo oz. damo iz hladne sobe na sobno temperaturo, da postane
tekoce

0,5 % w/v Triton X-100

0,5 mM EDTA

pH 5,6

Pufra za pripravo poliakrilamidnih gelov in sestava poliakrilamidnih gelov:
Koncentracijski pufer (4x):

0,5 M Tris

pH 6,8 (umerimo s HCI)

Locevalni pufer (4x):
1,5 M Tris
pH 8,8 (umerimo s HCI)
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Tabela 3: Sestava poliakrilamidnih gelov.

sestavina 12,5 % locevalni gel koncentracijski gel
akrilamid 3,13 ml 625 pl
locevalni pufer (4x), pH 8,8 2,5ml /
koncentracijski pufer (4x), / 1,25 ml

pH 6,8

destilirana voda 4,27 ml 3,075 ml

10 % NaDS 100 pl 50 pl
TEMED 20 ul 10 pl

10 % APS 40 pl 20 pl

NanasSalni pufer Laemmli za NaDS PAGE (6x):

0,5 M Tris, pH 6,8 (= koncentracijski pufer (4x) za pripravo gelov)
30 % (v/v) glicerol

10 % (w/v) NaDS

0,012 % (w/v) barvilo bromfenol modro

1 mM DTT

Elektroforezni pufer za NaDS PAGE:
25 mM Tris

192 mM glicin

3,5 mM NaDS

PrenasSalni pufer za prenos western:
PrenasSalni pufer za prenos western (10x):
248 mM Tris

1,9 M glicin

PrenaSalni pufer za prenos western (1x) —za 1 1:
100 ml 10x pufra za prenos western

200 ml metanola

700 ml destilirane vode

Pufer PBS:

Pufer PBS (10x):

8,5 % (w/v) NaCl

0,39 % (w/v) NaH,PO4x2H,0
1,34 % (w/v) Na,HPO4x2H,0

Pufer PBS (1x) s Tween20—za 1 1:
100 ml 10x pufra PBS

500 pl Tween-20

900 ml destilirane vode

Raztopina posnetega mleka v prahu:
5 % (w/v) mleko v prahu
pufer PBS (1x) s Tween 20

3.16 Laboratorijska oprema

e avtomatske pipete z volumni 0,1-2,5 ul, 0,5-10 ul, 2-20 ul, 20-200 pl in 100-1000 ul

(Eppendorf)

centrifugi 5415R in 5810R (Eppendorf)

digestorij (Wesemann)

fazno kontrastni svetlobni mikroskop CX 40-RPLS (Olympus)

filmi Biomax Light Film (Kodak)

bralnik mikrotitrskih plos§¢ TECAN Infinite M1000 in Saphire (Tecan)
hladilniki in zamrzovalniki
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3.2

321

3211

inkubator s kontrolirano atmosfero — 37 °C in 5 % CO, (Binder)

kadicka za NaDS PAGE Mini PROTEAN Tetra Cell 52BR (BioRad)

kadicka za prenos western TE22 (Hoefer)

kaseta za razvijanje filmov X-omatic regular screens (Kodak)

laminar M 18 (Iskra P1O)

ledomat AF200 (Scotsman)

magnetno mesalo D-6011 (NeoLAB)

naprava za NaDS PAGE in prenos western EPS 301 (Amersham Pharmacia Biotech)
naprava za razvijanje filmov SRX-101A (Konica Minolta)

Neubauerjeva Stevna komora (Improved Neubauer, Blaubrand)

nitrocelulozna membrana NC45 (Serva)

pH meter MP220 (Mettler Toledo)

pipetor (Brand/Eppendorf)

potro$ni material za enkratno uporabo za delo s celicami (centrifugirke, Petrijeve
posode ... (Greiner); tkivne plosCe, zamrzovalne viale, strgalo za celice ... (TPP);
epruvete za pretocni citometer (Falcon))

posode za tekoci dusik Arpege 40/70 (Air Liquide)

pretocni citometer FACSCalibur (BD)

skrinja s temperaturo -80 °C (Sanyo)

steklovina (¢ase (Simax), erlenmajerice (Schott), merilni valji, pipete, Pasteurjeve
pipete (Brand ...)

stresalnik Vibromix 314 EVT (Tehtnica)

tehtnici PB5001-S in AB104-S (Mettler Toledo)

termomesalnik Thermomixer compact (Eppendorf)

ultrazvocni razbijalec W-405D (Branson)

vibracijski meSalnik Vibromix 10 (Tehtnica)

Metode

Osnovne metode dela s celicami

Priprava gojiS¢ in gojenje celi¢nih linij

Kompletno gojisce za celi¢ne kulture MEF in PyMT vsebuje:

gojis¢e DMEM z visoko vsebnostjo glukoze in L-glutaminom (Gibco)
10 % FBS N

2 mM stabilni L-glutamin

100 U/ml penicilina; 0,1 mg/ml streptomicina

Kompletno gojisce za celi¢ni liniji L929 in U-87-MG vsebuje:

gojis¢e DMEM z visoko vsebnostjo glukoze in L-glutaminom (Sigma)
10 % FBS N

2 mM stabilni L-glutamin

100 U/ml penicilina; 0,1 mg/ml streptomicina

Kompletno gojisce za celicni liniji U-937 in THP-1 vsebuje:

gojis¢e RPMI z L-glutaminom (Sigma)

10 % FBS HI

2 mM stabilni L-glutamin

100 U/ml penicilina; 0,1 mg/ml streptomicina

Celice smo gojili v inkubatorju v nadzorovani atmosferi, nasic¢eni z vodno paro, pri 37 °C in 5 %
COs;. Primarne celice smo uporabljali zgolj do 4. pasaze, celi¢no linijo pa smo gojili najve¢ do
25. pasaze.
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3212 Priprava primarnih celic misjih embrionalnih fibroblastov

12,5 oz. 13,5 dni po parjenju smo breje misi zrtvovali z dislokacijo vratnih vretenc. Kozo in
potrebusnico smo prerezali in sterilno odvzeli maternico z zarodki. Maternico smo najprej sprali
s pufrom PBS, nato pa posamezne zarodke prenesli v sterilno petrijevko ter jim odstranili glave
in rdeCe organe (srce in jetra). Zarodke (po dva ali tri skupaj) smo nato razrezali in prenesli v ¢aso
s steklenimi kroglicami in magnetnim meSalom. Dodali smo 10 ml 0,25 % TrypLE Select-a in
inkubirali 15 minut pri 37 °C z meSanjem. Tripsinizacijo smo ustavili z dodatkom 10 ml
kompletnega gojisca, tripsinizat pa smo centrifugirali 5 minut pri 400 x g. Supernatant smo
odsesali, usedlino pa smo resuspendirali v 10 ml svezega kompletnega gojisca. Celi¢no suspenzijo
smo nato prenesli na plosco z 10-centimetrskim premerom. Naslednji dan smo zamenjali gojisce
in celice gojili, dokler niso dosegle 90 % prerascenosti. Nato smo celice precepili na plosce s 15-
centimetrskim premerom in jih zamrznili, ko so prerasle celotno povrsino (J. Xu, 2005).

Primarne celice misjih embrionalnih fibroblastov divjega tipa in z izbitimi geni za katepsin B
in katepsin L (MEF wt in MEF catB/L -/-) je podaril prof. T. Reinheckel.

3213 Priprava primarnih celic misjih tumorskih celic adenokarcinoma mle¢ne Zleze (PyMT wt
in PyMT stfB -/-)

Primarne misje tumorske celice adenokarcinoma mlecne zleze PyMT wt in PyMT stfB -/- so bile
izolirane in gojene v skladu s protokolom (Vasiljeva in sod., 2006). Izolirane tumorske celice
genotipa PyMT w in PyMT stfB -/- smo gojili v kompletnem gojiscu za celicne kulture (sestava
navedena v poglavju 3.2.1.1). Celice smo gojili v inkubatorju v nadzorovani atmosferi, nasiceni
z vodno paro in 5 % COz, pri 37 °C. Celice smo uporabljali do 4. pasaZze.

3214  Odmrzovanje celic

Celice smo vzeli iz tekoCega dusika oziroma iz zamrzovalnika s temperaturo -80 °C in jih odtalili
v predhodno segreti vodni kopeli (37 °C). Odtaljene celice smo prenesli v 5 ml kompletnega
ogretega medija. Celi¢no suspenzijo smo centrifugirali 5 minut pri 400 x g. Supernatant smo
odsesali z vakuumsko ¢rpalko in usedlino resuspendirali v 10 ml svezega kompletnega medija ter
prenesli na plosco z 10-centimetrskim premerom.

3215 Precepljanje adherentnih celic

Ko so celice v celoti prerasle povrSino plos¢e, smo odstranili izrabljeno gojisce, sprali s pufrom
PBS in dodali raztopino za locevanje celic od podlage TrypLE Select. Koli¢ina pufra PBS in
raztopine TrypLE Select je bila odvisna od povrsine plosce, na kateri smo gojili celice (na primer:
na plosco z 10-centimetrskim premerom smo dodali 2 ml raztopine). Plos¢o smo nato prenesli v
inkubator, dokler se celice niso lo¢ile od podlage (Cas inkubacije se je razlikoval med
posameznimi celi¢nimi modeli, obicajno je bilo med 2 in 5 min). Odlepljenim celicam smo nato
dodali nekaj kompletnega medija ter suspenzijo prenesli v centrifugirko. Ker je FBS v
kompletnem mediju inaktiviral delovanje raztopine TrypLE Select, celi¢ne suspenzije ni bilo
treba centrifugirati. Celice smo nato razdelili na razli¢ne plos¢e v odvisnosti od potreb za poskus.

3.2.1.6 Precepljanje suspenzijskih celic

Suspenzijske celice smo gojili do gostote 10° celic/ml. Nato smo jim dodali ustrezen volumen
kompletnega medija, da je bila kon¢na gostota 3 x 10° celic/ml.

3217 Zamrzovanije celic

V celoti preras¢eno plosco smo najprej tripsinizirali. Ko so se celice lo¢ile od podlage, smo
celicno suspenzijo centrifugirali 4 minute pri 400 x g. Supernatant smo odsesali z vakuumsko
¢rpalko in usedlino resuspendirali v zamrzovalnem mediju. Zamrzovalni medij je vseboval 90 %
FBS in 10 % DMSO. Koncentracija zamrznjenih celic je bila 1-1,6 x 10° celic/ml. Zamrznjene
celice smo shranili v zamrzovalniku s temperaturo -80 °C za nekaj mesecev; za daljSe obdobje pa
smo jih shranili v teko¢em dusiku.

3.22 Tretiranje celic

Celice smo nacepili na razlicne plosce v odvisnosti od potreb poskusa in jih gojili ¢ez noc.
Naslednji dan smo pripravili ustrezne redcitve inhibitorjev, antioksidantov in sprozilcev celi¢ne
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smrti in jih dodali celicam. Celice smo z inhibitorji in antioksidanti inkubirali 2 uri, razen v
primerih, ko je oznaceno drugace. V netretiranih vzorcih smo le zamenjali staro gojisce s svezim.
Po koncani predinkubaciji z inhibitorji in antioksidanti smo celicam v gojis¢e dodali ustrezne
koncentracije sprozilcev celi¢ne smrti oz. lizosomotropikov. Po kon€ani inkubaciji s sprozilci
smrti smo celice pripravili za Zeleno analizo.

Tabela 4: Kon¢ne koncentracije inhibitorjev, antioksidantov in sproZilcev smrti v gojiscu.

kon¢na koncentracija v gojiS¢u glede na celice MEF 1929
inhibitor CHX 1 pg/ml /
zVAD 20 uM /
Necl 10 uM 20 uM
antioksidant NAC 0-5mM 0-5mM
aTOC 0-10mM 0-10 mM
MnTBAP 0-75uM  0-75 uM
Tempol 0-10mM 0-10 mM
sprozilec celi¢ne smrti MD 75 uM 75 UM
STS 1 uM 1 uM
TNF 100 ng/ml 10 ng/ml

Tabela 5: Konéne koncentracije inhibitorjev in lizosomotropikov.

koné¢na koncentracija v gojis§¢u

inhibitor GlyPheDMK 10 pM
E64d 5ali 20 uM
zVAD 20 uM

lizosomotropik LLOMe 0-5 mM
Bafilomicin 30 nM

3.23 Maeritve na pretonem citometru

3231 Dolocanje deleza mrtvih celic

Celice smo nacepili na plos€o s 6 (MEF) 12 (PyMT) ali 24 vdolbinicami (L929, U-937, THP-1
in U-87-MG) in jih pustili rasti ¢ez no¢ v inkubatorju. Po tretiranju in koncani 1nkubac1]1 z
razlicnimi sprozﬂcl smrti smo v epruveti za pretocni citometer zbrali nepritrjene celice in pritrjene
celice po tripsinizaciji. Vzorce smo centrifugirali 4 minute pri 400 x g. Supernatant smo odsesali
z vakuumsko ¢rpalko, usedlino iz celic pa smo resuspendirali v ustreznem pufru z aneksinomV-
PE. Po 15-minutni inkubaciji smo dodali Se propidijev jodid.

Pri zdravih celicah ne zaznamo nobenih sprememb na plazemski membrani, tekom apoptoze
pa se na zunanjo stran plazemske membrane izpostavi membranski fosfolipid fosfatidilserin.
AneksinV-PE se z visoko afiniteto veze na izpostavljen fosfatidilserin. Ker ima aneksinV vezan
fluorokrom fikoeritrin, lahko s preto¢nim citometrom detektiramo zgodnjo apoptotsko fazo.
Celice v pozni apoptotski fazi in nekroti¢ne celice imajo poSkodovano plazemsko membrano,
zato se obarvajo tako z aneksinom V kot tudi s propldljewm jodidom. Propidijev jodid je
interkelator, ki se veze med bazne pare DNA. Ker imajo zive celice neposkodovano plazemsko
membrano, ostanejo celice neobarvane.

Za analizo vzorcev smo uporabili pretoéni citometer FACSCalibur in program CellQuest™ v
3.3.

3232 Spremljanje nastanka reaktivnih kisikovih zvrsti

Celice smo nacepili na plos¢o s 6 (MEF) ali 24 vdolbinicami (L929, U-937, THP-1 in U-87-MG)
in jih pustili rasti ¢ez no¢ v inkubatorju. Po tretiranju in koncani inkubaciji z razli¢nimi sprozilci
smrti smo gojisce prenesli v FACS-epruvete, pritrjene celice pa smo sprali z ogretim pufrom PBS.
Epruvete s plavajo¢imi celicami smo centrifugirali 4 minute pri 400 x g, supernatant smo nato
odstranili in celi¢ni pelet resuspendirali v reagentu CM-H,DCFDA s konéno koncentracijo 5 uM
(pripravljen v skladu z navodili proizvajalca). Celi¢no suspenzijo smo nato prenesli na ustrezne
pritrjene celice. Po inkubaciji z reagentom CM-H,DCFDA (15-30 minut) smo pritrjene celice
tripsinizirali in celotne vzorce prenesli v ustrezne epruvete. Vzorce smo ponovno centrifugirali,
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supernatant smo odstranili, usedlino pa smo resuspendirali v pufru PBS. Vzorce smo analizirali
na preto¢nem citometru FACSCalibur s programom CellQuest™ v 3.3.

Reagent CM-H,DCFDA, ki emitira pri 517-527 nm, po prehodu v celico cepijo esteraze. Pri
tem nastane spojina, ki ostane ujeta v celici in reagira s kisikovimi radikali. Pri tem nastane
fluorescenten produkt, zato lahko oksidacijo dolo¢imo glede na povecanje fluorescence.

Na enak nacin smo pripravili vzorce za spremljanje mitohondrijskih ROS. Uporabili smo
reagent MitoSOX, s kon¢no koncentracijo 5 uM (pripravljen v skladu z navodili proizvajalca).
Po 30 minutni inkubaciji z reagentom MitoSOX smo pritrjene celice tripsinizirali in celotne
vzorce prenesli v ustrezne epruvete. Vzorce smo centrifugirali, supernatant smo odstranili,
usedlino pa resuspendirali v pufru PBS. Vzorce smo analizirali na preto¢nem citometru
FACSCalibur s programom CellQuest™ v 3.3.

Reagent MitoSOX, ki emitira pri 580 nm, je specificen za detekcijo ROS v mitohondrijih. Po
reakciji s kisikovimi radikali nastane fluorescenten produkt, zato lahko oksidacijo dolo¢imo glede
na povecanje fluorescence.

3233  Dolocanje deleza celic s poskodovanimi lizosomi

Celice smo nacepili na plosco s 24 vdolbinicami (U-937, THP-1 in U-87-MGQG) in jih pustili rasti
¢ez no¢ v inkubatorju. Po tretiranju z lizosomotropi¢nimi reagenti smo integriteto lizosomskih
membran merili na osnovi vnosa barvila akridin oranz (AO). AO se kopici v kislih organelih in
oddaja rdeco fluorescenco. Pri celicah s poskodovanimi lizosomi ali pa z lizosomi, ki imajo
povisan pH, se nakopi¢i manj AQO, zato to zaznamo kot upad intenzitete fluorescence. Po konc¢ani
inkubaciji smo v vdolbinice dodali barvilo, tako da je bila kon¢na koncentracija 1ug/ml, in
inkubirali 15 minut v inkubatorju. Po barvanju smo v epruvete za pretocni citometer zbrali celice
in centrifugirali 4 minute pri 400 x g. Pelet smo nato resuspendirali v pufru PBS. Za analizo
vzorcev smo uporabili preto¢ni citometer FACSCalibur in program CellQuest™ v 3.3. Vzorce
smo pripravili v skladu s protokoli (Repnik, Cesen, in sod., 2016b; Repnik, Hafner Cesen, in sod.,
2016).

3.24  Priprava celi¢nih lizatov in analiza proteinov

3241 Priprava popolnega celicnega lizata

Celice smo nacepili na plos¢o s premerom 10 centimetrov in jih pustili rasti ¢ez noc. Po tretiranju
in kon€ani inkubaciji z razli¢nimi sprozilci smrti smo gojis¢e prenesli v centrifugirko in
centrifugirali 4 minute pri 400x g. Pelet smo nato resuspendirali v priblizno 20 pl hladnega pufra
RIPA. Pritrjene celice smo najprej sprali s pufrom PBS, nato pa smo jih lizirali z ohlajenim
pufrom RIPA (priblizno 200 pl). S praskalnikom smo mehansko lo¢ili celice od povrsine plosce
in vzorce zbrali v ustreznih mikrocentrifugirkah. Vzorce smo izpostavili ultrazvoku (od 5 do 10
sekund, 20 kHz) in jih centrifugirali 12 minut na 16000 x g pri 4 °C. Vzorce smo ves Cas hranili
na ledu. Po pripravi smo vzorce uporabili za analizo ali pa jih shranili v zamrzovalniku s
temperaturo -20 °C.

3242 Priprava citosolnega celi¢nega lizata

Celice smo gojili v petrijevkah s premerom 10 centimetrov in jih tretirali. Pri pripravi celicnega
lizata smo imeli vse na ledu in uporabljali smo ohlajene raztopine. Citosolne lizate smo pripravili
v skladu z objavljenimi protokoli (Cesen in sod., 2013; Repnik, Cesen, in sod., 2016a).
Pripravili smo acetatni pufer z digitoninom (za citosolne lizate smo uporabili koncno
koncentracijo 75 pug/ml in za totalne lizate 400 ug/ml). Medij s celic smo prenesli v centrifugirko,
pritjene celice pa smo tripsinizirali. Tripsinizat oz. celino suspenzijo smo prenesli v
centrifugirko z medijem in centrifugirali (400 g x 4 min). Supernatant smo odsesali. Celi¢ni pelet
smo sprali Se z ohlajenim PBS.

Celi¢ni pelet smo nato nezno resuspendirali v 200 ul acetatnega pufra z digitoninom. Sledila
je 12 minutna inkubacija na ledu s stresanjem na nizkih obratih. Tako pripravljene lizate smo
centrifugirali 5 min na 1000 g. Supernatant smo nato prenesli v mikrocentrifugirko, pelet pa smo
zavrgli.

3243 Dolocanje koncentracije proteinov v vzorcu

Koncentracijo proteinov v vzorcu smo doloc¢ali z metodo po Bradfordu. Predhodno smo pripravili
umeritveno krivuljo z razli¢nimi koncentracijami BSA (od 0 do 25 pg/ml). Zacetna koncentracija
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BSA je bila 10 mg/ml, vimesna koncentracija pa 100 pg/ml. V posamezne vdolbinice plosce s 96
vdolbinicami smo nanesli volumne, ki so zbrani v tabeli 6. Absorbanco smo merili na
spektrometru pri 595 nm.

Ko smo pripravili ustrezne redcitve vzorcev (obic¢ajno v razmerju 1:500—1:1000), smo od tega
160 pl zmesali s 40 pl Bradford reagenta in izmerili absorbanco. Celokupno koncentracijo
proteinov v vzorcu smo nato izracunali iz umeritvene krivulje ustreznih redcitev BSA.

Tabela 6: Volumni BSA in vode, uporabljeni pri pripravi umeritvene krivulje.

koncentracija BSA  volumen BSA s volumen preciS¢ene  volumen Bradford
(ng/ml) koncentracijo 100 dH,O (ul) reagenta (ul)
pg/ml (ul)
0 0 160 40
2 4 156 40
6 12 148 40
10 20 140 40
14 28 132 40
16 32 128 40
20 40 120 40
25 50 110 40

3244 Merjenje aktivnosti kaspaze 3

Za dolocanje aktivnosti izbranih encimov smo uporabili sinteti¢ne fluorogene substrate. Ustrezen
volumen vzorca (50 pg proteinov) smo nanesli v posamezne vdolbinice ¢rne plos¢e s 96
vdolbinicami in dodali do 40 pl dH,O. Nato smo dodali Se 50 pl kaspaznega pufra, da je bil
celokupni volumen 90 pl, ter vzorce inkubirali 10 minut pri 37 °C. Tik pred merjenjem smo dodali
10 pl substrata Ac-DEVD-AFC (vzbujevalna svetloba 400 nm, emisijska svetloba 505 nm), da je
bila kon¢na koncentracija substrata 20 uM. Razgradnjo substrata smo merili 30 min. Encimska
aktivnost je bila sorazmerna spremembi fluorescence v odvisnosti od ¢asa (naklon).

3.245 Merjenje aktivnosti cisteinskih katepsinov

Aktivnost cisteinskih katepsinov smo doloc¢ali z uporabo sinteti¢nega fluorogenega substrata
zPhe-Arg-AMC. Ustrezen volumen vzorca (40 pl) smo odpipetirali v ¢rno mikrotitrsko plosco ter
dodali 50 pl acetatnega pufra z DTT, s koncentracijo 10 mM. Vzorce smo inkubirali 10 minut pri
37 °C. Zatem pa smo dodali 10 pl izbranega substrata, tako da je bila kon¢na koncentracija
substrata 30 uM, in izmerili fluorescenco s fluorimetrom za mikrotitrske plos¢e (Tecan Infinite
M1000 Pro). Vzbujevalna valovna dolzina svetlobe za substrat je 370 nm, emisijska valovna
dolzina svetlobe pa 460 nm. Sprememba fluorescence v ¢asovni enoti (naklon) je sorazmerna
encimski aktivnosti.

3.2.4.6 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS PAGE)

Poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS smo uporabili za locevanje proteinov iz
predhodno pripravljenih lizatov glede na njihovo velikost. Uporabili smo 12,5 % poliakrilamidne
gele (sestava je navedena v tabeli 3); elektroforeza pa je potekala v elektroforeznem pufru pri
konstantnem toku 30 mA/gel.

Ustrezni koli¢ini vzorca (obi¢ajno 50 pg) smo dodali 6-kratni nanaSalni pufer Laemlli z DTT
(reducirajoce okolje) s kon¢no koncentracijo 1,5x. Vzorce smo nato inkubirali 6 minut pri 95 °C
in jih nanesli na gel. Za doloc¢anje velikosti proteinov v vzorcih smo nanesli proteinske standarde
PageRuler.

3.24.7 Prenos western in imunodetekcija proteinov

Ko je bila elektroforeza koncana, smo proteine z metodo prenosa western prenesli na
nitrocelulozno membrano. Prenos je potekal 2,5 ure pri konstantnem elektri¢nem toku 250 mA
oziroma ¢ez no¢ pri konstantnem elektricnem toku 25 mA v prenaSalnem pufru z metanolom.
Po konCanem prenosu smo prosta vezavna mesta na membrani blokirali s 45-minutno
inkubacijo v blokirni raztopini (5 % (w/v) posneto mleko v prahu v pufru PBS-T) pri sobni
temperaturi z rahlim meSanjem. Zatem smo membrano inkubirali s primarnimi protitelesi ¢ez no¢
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pri 4 °C oziroma 2 h pri sobni temperaturi. Membrano smo nato spirali petkrat po 10 minut v
vedno svezem pufru PBS-T in tako odstranili nevezana protitelesa. Nato smo membrano
inkubirali od 30 minut do 1 ure s sekundarnimi protitelesi, ki so imela vezano hrenovo
peroksidazo. Primarna in sekundarna protitelesa so bila vedno pripravljena v pufru PBS-T. Sledilo
je ponovno spiranje membrane petkrat po 10 minut v vedno svezem pufru PBS-T pri sobni
temperaturi. Za detekcijo proteinov na podlagi kemoluminiscence smo uporabili sistem ECL v
skladu z navodili proizvajalca.

3.25 Statisticna analiza

Vsi rezultati so predstavljeni kot povpre¢je s standarno napako. Vsi poskusi so bili narejeni v
najmanj treh neodvisnih ponovitvah. Vsak poskus je bil sestavljen iz najmanj treh tehni¢nih
ponovitev.
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Rezultati

4.1 Proudevanje vpliva antioksidantov na oksidativni stres in celicno
smrt

411 Sprozitev celine smrti z razli¢nimi sprozilci celi¢ne smrti

Pri proucevanju vpliva antioksidantov na oksidativni stres in celicno smrt nas je najprej zanimalo
delovanje razli¢nih sprozilcev celi¢ne smrti. V poskusih smo uporabili MD kot sprozilec nekroze,
STS kot sprozilec intrinzi¢ne poti apoptoze in TNF, ki lahko sprozi ekstrinzi¢no pot apoptoze ali
pa nekroptozo. Zaradi morebitnih razlik v mehanizmu celi¢ne smrti smo ucinek testirali na dveh
razlicnih misjih celicnih modelih: MEF (primarna celi¢na kultura mi$jih embrionalnih
fibroblastov) in L929 (trajna celi¢na linija misjih fibroblastov).

V prvem koraku analiziranja celi¢ne smrti smo vzorce oznacili z aneksinomV, na katerega je
vezan fikoeritrin (aneksinV-PE), in propidijevim jodidiom (PI). AneksinV-PE se veze na
fosfatidilserin, ki se izpostavi na zunanjo stran plazemske membrane. Vezava zgolj aneksinaV-
PE nakazuje na zgodnjeapoptotske celice. PI pa je DNA interkalirajoCe barvilo, s katerim se
pobarvajo poznoapoptotske celice kot tudi nekroti¢ne celice (Krysko, Vanden Berghe, D'Herde,
in sod., 2008; Krysko, Vanden Berghe, Parthoens, in sod., 2008; Shen Han-Ming, 2014).

Ugotovili smo, da 75 uM MD sprozi 50-60 % celi¢no smrt po 4-urni inkubaciji v obeh
celi¢nih modelih. Po 6 h inkubacije pa je celi¢na smrt Ze vec¢ kot 80 % (slika 11A). Ko smo celice
tretirali z 1 uM STS, je celicna smrt enakomerno narascala v odvisnosti od ¢asa. Pri celicah MEF
je bila 50 % celi¢na smrt dosezena po 16 h, medtem ko je bila pri celicah L929 50 % celi¢na smrt
presezena ze po 12 h (slika 11B). Celice MEF smo tretirali s TNF v kombinaciji s CHX, ki je
inhibitor sinteze proteinov, za sprozitev ekstrinzi¢ne poti apoptoze. Iz grafa na sliki 11C je
razvidno, da je po 14 h inkubacije porast mrtvih celic zgolj 15 %. Nekroptoti¢no celi¢no smrt smo
v celicah MEF sprozili s TNF v kombinaciji s CHX in pankaspaznim inhibitorjem zVAD, v
celicah L929 pa zgolj s TNF (slika 11D). Iz zbranih rezultatov je razvidno, da je 20 % mrtvih
celic MEF po 14 h, medtem ko je pri celicah L929 ob isti ¢asovni tocki ve¢ kot 60 % mrtvih celic.
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Slika 11: Razli¢ni tipi celi¢ne smrti v celi¢nih kulturah MEF in L929. Odstotek mrtvih celih po
tretiranju MEF in L929 z A) 75 uM MD, B) 1 uM STS, C) TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX)
in D) TCZ (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX, 20 uM zVAD) oziroma samo TNF (10 ng/ml) v
primeru L929. Pankaspazni inhibitor zZVAD smo v gojis¢e dodali 2 h pred tretiranjem s TNF. Po
inkubaciji smo celice pobarvali z aneksinomV-PE in propidijevim jodidom (PI) ter vzorce
analizirali s preto¢nim citometrom. Mrtve celice so definirane kot aneksinV-PE in/ali PI
pozitivne. Slika prikazuje en reprezentativen poskus. Stolpci prikazujejo povprecje treh tehnicnih
ponovitev s SD.

Na sliki 12A in B so prikazani reprezentativni tockasti diagrami po tretiranju s sprozilci
celicne smrti ter oznaCevanju z aneksinV-PE in PI, odstotki pobarvanih celic po posameznih
kvadrantih pa so zbrani v diagramih na sliki 12C in D. Iz rezultatov je razvidno, da v vzorcih,
tretiranih z MD, pride do povisanja v zgornjem levem in desnem kvadrantu, kjer so samo PI oz.
PI in aneksinV-PE pozitivne celice, kar je znacilno za nekroticno smrt. Ko pa smo sprozili
apoptoti¢no celi¢no smrt s STS ali pa TC, pride do obarvanja celic samo z aneksinomV-PE
(spodnji desni kvadrant), ki je znacilno za predapoptoti¢no stopnjo. Pri nekroptozi je obarvanje
precej podobno kot pri apoptozi, vendar je zlasti pri celicah 1.929 izrazito poviSanje samo PI
pozitivnih celic.

Poleg zgoraj omenjenih sprememb smo pri merjenju s pretocnim citometrom lahko opazili,
da je prislo do morfoloskih sprememb znotraj populacije celic. Pri apoptozi in nekrozi smo zaznali
razlike v velikosti celic (angl. forward scatter, FSC) in granuliranosti celic (angl. side scatter,
SSC). Prislo je tudi do znatnega povecanja celi¢nih ostankov oz. debrisa.
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Slika 12: Celi¢na smrt, analizirana s preto¢no citometrijo. Po tretiranju z razlicnimi sprozilci
celiéne smrti ter barvanju z aneksinV-PE in PI smo celice analizirali s pretocno citometrijo.
Rezultate v doloceni ¢asovni toc¢ki smo prikazali kot tockovne diagrame oz. histograme za A) ter
B) MEF in C) ter D) L929 (oznake kvadrantov: ZL — zgoraj levo, ZD — zgoraj desno, SL — spodaj
levo, SD — spodaj desno). Net — netretiran.
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Obarvanje zgolj z aneksinV-PE in PI ni zadosten dokaz, da so celice umrle po apoptoti¢ni ali
nekroti¢ni poti, zato smo nadalje testirali vpliv sprozilcev smrti na aktivnost kaspaz. Aktivnost
kaspaz smo merili na osnovi hidrolize substrata Ac-DEVD-AFC na popolnih lizatih celic MEF
in L929, ki so bili pripravljeni po razli¢nih ¢asih inkubacije s sprozilci celi¢ne smrti.

Kaspazna aktivnost pri tretiranju s 75 uM MD ni narasla, kar je znacilno za nekroti¢no celi¢no
smrt (slika 13A, B). Aktivnost kaspaz pa smo zaznali pri tretiranju celic MEF s STS, vendar je
bila ta veliko nizja od tiste v celicah L.929. Najvisjo aktivnost kaspaz smo izmerili po 12 h oz. po
16 h. Po 24 h pa je vidna znizana aktivnost kaspaz, kar je posledica visokega deleza mrtvih celic.
Razlike v aktivnosti kaspaz po tretiranju s STS bi lahko bile posledica razli¢ne koli¢ine izrazenih
kaspaz v posameznem celicnem modelu. Povecano aktivnost kaspaz smo zaznali tudi v popolnih
lizatih celic MEF Ze po 6 h tretiranja s TC. Med 10 in 16 h je nastal neke vrste plato, kar bi lahko
bilo tudi posledica zmanj$anja sinteze proteinov, vkljucno s proapoptotskimi proteini, zaradi
prisotnosti CHX. Ti rezultati so tudi v skladu z delezem mrtvih celic (slika 11) (Mattson in
Furukawa, 1997).
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Slika 13: Aktivnost kaspaz v celicah MEF in L929 po tretiranju z razli¢nimi sprozilci celi¢ne
smrti. A) Celice MEF smo tretirali s 75 uM MD, 1 uM STS in TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml
CHX). B) Celice L929 pa smo tretirali s 75 uM MD in 1 uM STS. Po ustrezno dolgi inkubaciji
smo pripravili popolne celi¢ne lizate. Kaspazno aktivnost smo merili fluorimetri¢no 30 minut na
podlagi hidrolize substrata Ac-DEVD-AFC. Rezultati so bili podani kot sprememba fluorescence
v Casovni enoti oz. hitrost reakcije (naklon premice), nato pa normalizirani na kontrolo (v ¢asu 0
h). Slika prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo povprec¢je treh tehni¢nih
ponovitev s SD.
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41.2 Sprozilci celicne smrti vplivajo na avtofagijo

Avtofagija je vkljuCena v Stevilne fizioloske procese, kot so celi¢ni metabolizem, prezivetje in
celicna smrt (Shen Han-Ming, 2014). Zato smo v naslednjem koraku preverili, ¢e razli¢ni
sprozilci celi¢ne smrti vplivajo na avtofagijo. Pripravili smo popolne celi¢ne lizate in po prenosu
western z imunodetekcijo ugotavljali, kaj se dogaja s proteinom LC3, ki je marker za avtofagijo.
Raven LC3 II je tudi ena izmed kvantitativnih markerjev za avtofagijo, saj je LC3 potreben za
nastanek avtofagosomov, njegova raven pa naj bi bila premo-sorazmerna s koli¢ino
avtofagosomov v celici (Klionsky in sod., 2012; Redmann in sod., 2017).

S slike 14 je razvidno, da je Ze bazalna raven avtofagije v celicah MEF razmeroma visoka, saj
sta prisotna LC3 I in LC3 IL Po tretiranju z MD (slika 14A) opazimo, da pri 0,5 in 1 h pride do
rahlega kopicenja LC3 I, kar je lahko posledica sinteze novih molekul LC3 1. Po 4 h pa je znatno
manj LC3 II, kar je verjetno posledica ustavljene sinteze novih proteinov, poleg tega je veliko
mrtvih celic. Pri tretiranju s STS pa nismo opazili bistvene razlike v LC3 II, kar bi lahko bilo tudi
posledica inhibicije razgradnje avtofagosomov v lizosomih (ang. autophagic flux). Ko pa smo
celice tretirali s TNF (slika 14B), smo opazili zmanj$anje LC3 I in delno znizanje LC3II. Na
podlagi rezultatov smo sklepali, da avtofagija poteka, vendar je v celicah zaradi inhibirane sinteze
proteinov s CHX vedno manj proteina LC3.
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Slika 14: Sprememba LC3 na proteinski ravni celic MEF po tretiranju z razli€nimi sprozilci
celicne smrti. Celice MEF smo tretirali z razli¢nimi sprozilci celicne smrti. Po preteceni inkubaciji
smo pripravili popolne celi¢ne lizate v RIPA pufru. Proteine smo locili z NaDS PAGE in prenesli
na nitrocelulozno membrano ter oznacili s specificnimi protitelesi za protein LC3 in aktin. A)
Sprememba LC3 po ¢asu po tretiranju s 75 uM MD in 1 uM STS. B) Sprememba LC3 po ¢asu
po tretiranju s TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX) in TCZ (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX, 20
uM zVAD).

Poskuse smo ponovili na celicah L929 (slika 15). Ko smo celice tretirali z MD, Sele po 2 h
opazimo rahlo liso za LC3 II, ki je dobro vidna Sele po 8 h (slika 15A). Pri tretiranju s STS pa je
prislo Ze po 15 min do zmanj$anja LC3 I, medtem ko LC3 II ni bil zaznaven, vendar se je po 2 h
zaCasno ponovno pojavil (slika 15B). Do tega pride, ko so celice izpostavljene stresu za krajsi
¢as. LC3 II je prisoten tako na notranji kot na zunanji membrani avtofagosoma, kjer Atg4 odcepi
zunanji LC3 11, ki se vrne v citosol ter se ponovno uporabi. Ko so bile celice izpostavljene stresu
daljsi Cas, pa sta zacela tako LC3 I kot LC3 II izginjati. To bi lahko bilo posledica zelo hitrega
pretvarjanja iz LC3 I v LC3 II obliko. Pri vzorcih, tretiranih s TNF, je najpre;j prislo do znizanja
LC3 Iin LC3 I, po 18 h pa smo zaznali ogromno LC3 II oblike (slika 15C).
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Slika 15: Sprememba LC3 na proteinski ravni celic L929 po tretiranju z razlicnimi sprozilci
celicne smrti. Celice L929 smo tretirali z razli¢nimi sprozilci celicne smrti. Po preteceni inkubaciji
smo pripravili popolne celi¢ne lizate v RIPA pufru. Proteine smo locili z NaDS PAGE in prenesli
na nitrocelulozno membrano ter oznacili s specificnimi protitelesi za protein LC3 in aktin.
Sprememba LC3 v odvisnosti od ¢asa po tretiranju s A) 75 uM MD; B) 1 uM STS in C) TNF (10

ng/ml).

Da bi naSe rezultate potrdili, smo poskuse ponovili Se v prisotnosti klorokina, ki je splosno
znan inhibitor avtofagije. Klorokin se v kislem pH protonira in posledi¢no ostane ujet v lizosomih
ter drugih kislih veziklih. Zvisanje pH nato inhibira lizosomsko razgradnjo in zlivanje
avtofagosomov z lizosomi ni mogoce (Klionsky in sod., 2012; Redmann in sod., 2017). Ko smo
pred uporabo sprozilcev celi¢ne smrti dodali klorokin, smo videli, da je ne glede na vrsto sprozilca
celi¢ne smrti in ne glede na Cas tretiranja pri¢el LC3 I izginjati, LC3 II pa se je dodatno kopicil
(rezultati niso prikazani). S tem smo potrdili naso domnevo, da se pri tretiranju z MD, STS in
TNF sprozi avtofagija, preden zacnejo celice umirati (slika 14 in 15).

413  Sprozilci celi¢ne smrti povzro¢ijo nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti

Reaktivne kisikove zvrsti (ROS) imajo pomembno vlogo pri nekrozi, povezava z ostalimi
oblikami celi¢ne smrti pa $e ni popolnoma pojasnjena (Green in Kroemer, 2004). S tem namenom
smo najprej preverili nastajanje ROS v odvisnosti od ¢asa in glede na uporabljen sprozilec.
Nastanek ROS smo dolocali s pomoc¢jo reagenta CM-H,DCFDA, ki zazna nastali vodikov
peroksid, in MitoSOX, ki fluorescira v prisotnosti superoksidnih anionov v mitohondrijih.
Ugotovili smo, da so vsi sprozilci povzrocili naraS¢anje vodikovega peroksida v odvisnosti
od ¢asa. Ze 30 min po tretiranju z MD in STS (slika 16A, B) smo opazili porast ROS, medtem ko
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je vidna razlika v primerjavi s kontrolo po TNF nastala $ele po 10 h (slika 16C, D). Iz grafov je
tudi razvidno, da je MD mo¢nejsi sprozilec oksidativnega stresa v primerjavi z drugimi. Ugotovili
smo tudi, da je vodikov peroksid nastal pred pricetkom umiranja celic, tretiranih z MD ali STS
(slika 11A, B; slika 16 A, B). Ko pa smo celice tretirali s TNF, smo opazili, da pride istocasno do
porasta oksidativnega stresa in Stevila mrtvih celic. Na podlagi teh rezultatov smo sklepali, da bi
lahko vodikov peroksid kot najbolj razsirjena oblika ROS imel pomembno vlogo pri celi¢ni smrti,
sprozeni z MD in STS, vendar ne pri TNF.
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Slika 16: Sprozilci celi¢ne smrti spodbudijo nastajanje znotrajcelicnih ROS, preden zacne
nara$cati odstotek mrtvih celic. Celice MEF in L929 smo tretirali z A) 75 uM MD, B) 1 uM STS,
C) TC (100 ng/ml TNF, 1 ug/ml CHX) in D) TCZ (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX, 20 pM zVAD)
oziroma samo TNF (10 ng/ml) v primeru L929. Pankaspazni inhibitor zZVAD smo v gojisce dodali
2 h pred tretiranjem s TNF. Po tretiranju smo celicam dodali S¢ CM-H.DCFDA in vzorce
pripravili za analizo s pretocnim citometrom. Kot rezultat smo upostevali geometrijsko sredino
intenzitete fluorescence za vsak vzorec in prera¢unali na arbitrarne enote. Slika prikazuje
reprezentativen poskus. Stolpci predstavljajo povprecje treh tehnicnih ponovitev s SD.

Poskodovani mitohondriji so glavni vir $kodljivih mitohondrijskih ROS, ki smo jih dolo¢ili z
uporabo barvila MitoSOX. Ugotovili smo, da je prislo do povecanja nastajanja mitohondrijskih
superoksidnih ionov zlasti po tretiranju z MD, ki vpliva na delovanje mitohondrijske dihalne
verige (Baran in sod., 2010) (slika 17A). Pri ostalih sprozilcih celicne smrti velikih razlik v
primerjavi z netretiranim vzorcem nismo opazili (slika 17B-D). Na podlagi dobljenih rezultatov
lahko sklepamo, da imajo ROS pomembno vlogo pri celi¢ni smrti, sprozeni z MD, vendar ne pri
STS in TNF.
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Slika 17: Sprozilci celi¢ne smrti lahko spodbudijo nastajanje mitohondrijskih ROS. Celice MEF
in L929 smo tretirali z A) 75 uM MD, B) 1 uM STS, C) TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX) in
D) TCZ (100 ng/ml TNF, 1 ng/ml CHX, 20 uM zVAD) oziroma samo TNF (10 ng/ml) v primeru
L.929. Pankaspazni inhibitor zVAD smo v gojis¢e dodali 2 h pred tretiranjem s TNF. Po tretiranju
smo celicam dodali $§¢ MitoSOX in vzorce pripravili za analizo s pretocnim citometrom. Kot
rezultat smo upostevali geometrijsko sredino intenzitete fluorescence za vsak vzorec in
preracunali na arbitrarne enote. Slika prikazuje reprezentativen poskus. Stolpci predstavljajo
povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD.

414 Vpliv antioksidantov na nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti

Oksidativni stres se je povecal pri uporabi MD, STS in TNF. Na podlagi rezultatov nastajanja
znotrajcelicnih ROS (slika 16) smo izbrali casovne tocke, v katerih smo hoteli dodatno preveriti
lovilce ROS: NAC, aTOC, MnTBAP in Tempol, ki smo jih dodali 2 h pred sprozilci celicne smrti.

S slike 18A je razvidno, da je NAC Ze pri nizkih koncentracijah ucinkovito preprecil
nastajanje znotrajceliénih ROS, ki so nastali kot posledica tretiranja z MD. Razmeroma
ucinkovito zascito je pokazal tudi pri STS in TNF v kombinaciji s CHX in zZVAD (TCZ). Pri
tretiranju s TNF v kombinaciji s CHX (TC) pa so bile nizje koncentracije NAC neucinkovite,
vi§je koncentracije pa so le delno omejile nastajanje znotrajcelicnih ROS.

Lipofilni antioksidant aTOC je pokazal u€inkovito zas¢ito pred MD (slika 18B). Pri nizjih
koncentracijah je bil neu¢inkovit pri prepre¢evanju nastajanja ROS po tretiranju z drugimi
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sprozilci celi¢ne smrti, vendar je pri vi§jih koncentracijah (> 5 mM) razmeroma uspes$no znizal
oksidativni stres.

MnTBAP in Tempol naj bi nevtralizirala nastale znotrajceli¢ne superoksidne ione. MnTBAP
je razmeroma ucinkovito preprecil nastanek ROS v odvisnosti od koncentracije ne glede ne
uporabljen sprozilec (slika 18C). Kot je prikazano na sliki 18D, dodatek Tempola nima enotnega
ucinka. Nizke koncentracije Tempola (< 100 uM) so delno zmanjsale nastanek ROS po tretiranju
z MD in STS, vi§je koncentracije (= 3 mM) pa so imele nasprotni ucinek. V celicah, tretiranih s

TNF v kombinaciji s CHX (TC) in zVAD (TCZ), pa je Tempol znizal ROS v celici.

A B
NAC aTOC
1.5 =0 mM 1.5 (0 mM
=m0.1 mM =m0.5 MM
==m0.5 mM =1 mM
= =g
=2 m m
=12.5 mM 7.5 mM
1l 5 mM A 310 mM
8
g 0.51 0.51
o
(]
E
i
=
- 0. 4
o MD STS TE TCZ b STS TCZ
»n
[e)
14
,E (o] D
= MnTBAP TEMPOL
3 1.5 -0 UM =0 nM
T ==0.05 uM 44 ] =50 nM
= ==0.1 pM == 100 nM
° =315 uM =150 uM
S =125 uM 3] &l | =100 pM
=350 M 3 Ee 3 mM
1 75 uM —5 mM
1.51 ‘l
1
0.51
0.51
04 ol
MD STS K TCZ MD STS TC TCZ

Slika 18: Vpliv izbranih antioksidantov na nastanek ROS v celicah MEF. Celice MEF smo tretirali
30 min s 75 uM MD, 1 uM STS ali pa 14 h s TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX) in TCZ (100
ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX, 20 uM zVAD). Antioksidante A) NAC, B) aTOC, C) MnTBAP in D)
Tempol smo dodali 2 h pred sprozilci celicne smrti. Po kon¢anih inkubacijah smo celicam dodali
CM-H;DCFDA in pripravili vzorce za analizo s pretonim citometrom. Kot rezultat smo
upostevali geometrijsko sredino intenzitete fluorescence za vsak vzorec in preracunali na
arbitrarne enote. Slika prikazuje reprezentativen poskus. Stolpci predstavljajo povprecje treh
tehnic¢nih ponovitev s SD.

V naslednjem koraku smo Zzeleli preveriti, ali izbrane koncentracije odstranjevalcev ROS
lahko preprecijo nastanek ROS po daljsi inkubaciji z MD, STS in TNF v kombinaciji z inhibitorji
v celicah MEF.

Ugotovili smo, da je NAC edini dolgoro¢no preprecil oksidativni stres, sproZzen z MD. Ostali
antioksidanti so bili vedno manj ucinkoviti v odvisnosti od ¢asa tretiranja z MD; 3 mM Tempol
pa je imel oksidativno delovanje (slika 19A, B). Pri tretiranju z NAC in STS smo najprej potrdili
zmanj$anje znotrajcelicnih ROS, ki pa so nato ponovno narasli (pri 360 min). aTOC in MnTBAP
sta deloma preprecila poviSanje znotrajcelicnih ROS po 30 min, pri daljsih inkubacijah pa nista
imela u¢inka (slika 19C). Visoka koncentracija Tempola skupaj s STS je imela po 30 min izrazito
oksidativen vpliv (slika 19D), vendar je po 6 h ostala raven znotrajceli¢nih ROS razmeroma enaka
zaCetni. Slednje je najverjetneje posledica povisanja celi¢ne smrti in odlepljanja celic, kar lahko
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privede do lazno negativnih rezultatov. Rezultati nastajanja znotrajcelicnih ROS po tretiranju s
TNF v kombinaciji z inhibitorji (slika 19E-H) so pokazali, da so izbrane koncentracije
antioksidantov preprecile oz. omejile oksidativni stres, z izjemo aTOC, ki je u¢inkoval najslabse.
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Slika 19: Vpliv izbranih antioksidantov na nastanek ROS v celicah MEF v odvisnosti od Casa.
Antioksidante 1 mM NAC, 5 mM oTOC, 25 uM MnTBAP in 0,1 0z. 3 mM Tempol smo dodali
2 h pred sprozilci celi¢ne smrti. Celice smo nato tretirali razli¢éno dolgo z A, B) MD (75 uM), C,
D) STS (1 uM), E, F) TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX) in G, H) TCZ (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml
CHX, 20 uM zVAD). Po koncanih inkubacijah smo celicam dodali CM-H.DCFDA in pripravili
vzorce za analizo s pretocnim citometrom. Kot rezultat smo upostevali geometrijsko sredino
intenzitete fluorescence za vsak vzorec in preraCunali na arbitrarne enote. Slika prikazuje
reprezentativen poskus. Stolpci predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. Net —
netretiran.
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Poskuse smo ponovili Se na celicah 1L929. Kot je prikazano na sliki 20, je dodatek
antioksidantov vplival predvsem na znizanje znotrajcelicnih ROS po tretiranju z MD, z izjemo
visokih koncentracij Tempola (< 3 mM), ki so oksidativni stres Se povecale. Ucinka tretiranja s
STS ni bilo mogoce prepreciti z nobenim od testiranih antioksidantov, razen z NAC pri
koncentracijah, visjih od 1 mM. Povisanje znotrajcelicnih ROS po tretiranju s TNF pa so vsaj
deloma preprecili vsi izbrani antioksidanti.
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Slika 20: Vpliv izbranih antioksidantov na nastanek ROS v celicah L929. Celice L929 smo
tretirali 30 min s 75 uM MD, 1 uM STS ali pa 18 h s TNF (10 ng/ml TNF). Antioksidante A)
NAC, B) aTOC, C) MnTBAP in D) Tempol smo dodali 2 h pred sprozilci celicne smrti. Po
konc€anih inkubacijah smo celicam dodali CM-H,DCFDA in pripravili vzorce za analizo s
preto¢nim citometrom. Kot rezultat smo upostevali geometrijsko sredino intenzitete fluorescence
za vsak vzorec in preraCunali na arbitrarne enote. Slika prikazuje reprezentativen poskus. Stolpci
predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. Net — netretiran.

Vpliv antioksidantov na oksidativni stres po tretiranju s sprozilci celiéne smrti smo spremljali
tudi po daljsi inkubaciji (slika 21). Rezultati so pokazali, da je bil NAC edini antioksidant, ki je
preprecil nastajanje znotrajceli¢nih ROS po daljsi izpostavitvi z MD ali STS in deloma TNF.
aTOC je delno vplival na oksidativni stres, sproZzen z MD ali pa TNF, vendar je precej u¢inkovito
znizal nastajanje znotrajceli¢nih ROS po tretiranju s STS. Odstranjevalca superoksidnih ionov sta
imela razliCen vpliv, saj je MnTBAP omejil nastajanje ROS po STS tretiranju in delno po MD,
Tempol pa je pri visji koncentraciji Se povecal nastajanje ROS. Podobno kot v celicah MEF sta
tako MnTBAP in Tempol inhibirala ROS, nastale kot posledica izpostavitve TNF.
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Slika 21: Vpliv izbranih antioksidantov na nastanek ROS v celicah L929 v odvisnosti od Casa.
Antioksidante 1 mM NAC, 5 mM oTOC, 25 uM MnTBAP in 0,1 0z. 3 mM Tempol smo dodali
2 h pred sprozilci celi¢ne smrti. Celice smo nato tretirali razli¢no dolgo z A, B) MD (75 uM), C,
D) STS (1 uM), E, F) in TNF (10 ng/ml TNF). Po koncanih inkubacijah smo celicam dodali CM-
H>DCFDA in pripravili vzorce za analizo s preto¢nim citometrom. Kot rezultat smo upostevali
geometrijsko sredino intenzitete fluorescence za vsak vzorec in preracunali na arbitrarne enote.
Slika prikazuje reprezentativen poskus. Stolpci predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev
s SD. Net — netretiran.

415 Vpliv antioksidantov na celicno smrt

V naslednjem koraku nas je zanimalo, ¢e uporaba antioksidantov vpliva na celicno smrt v
dolocenih casovnih tockah (slika 22). Da bi se prepricali, ali je znizanje znotrajcelicnih ROS
zadostno za preprecitev celi¢ne smrti, smo uporabili izbrane koncentracije antioksidantov (1 mM
NAC; 5 mM oTOC, 25 uM MnTBAP in 0,1 oz. 3 mM Tempol). NAC je bil najbolj ucinkovit
antioksidant, ki je popolnoma preprecil z MD sprozeno nekrozo, vendar je lahko le delno vplival
na znizanje celi¢ne smrti po inkubaciji s STS in TNF (slika 22A). oTOC je lahko delno preprecil
umiranje celic po tretiranju z MD, vendar je bil manj u¢inkovit pri drugih oblikah celi¢ne smrti
(slika 22B). MnTBAP pa je bil med uporabljenimi antioksidanti najmanj ucinkovit, saj ni bilo
opaznega znizanja odstotka mrtvih celic v primerjavi s pozitivno kontrolo (slika 22C). Pri uporabi
Tempola smo ponovno dobili nasprotujoce si rezultate (slika 22D). Tempol je pokazal u¢inkovito
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zaS¢ito pred celi¢no smrtjo, sprozeno s TNF, vendar je bil v kombinaciji z MD ali pa STS za
celice MEF toksicen.
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Slika 22: Vpliv antioksidantov na celicno smrt v celicah MEF. Izbrane koncentracije
antioksidantov A) NAC, B) aTOC, C) MnTBAP in D) Tempol smo dodali 2 h pred sprozilci
celicne smrti. Celice MEF smo tretirali 4 h s 75 uM MD, 24 hz 1 uM STS ali pa 14 h s TC (100
ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX) in TCZ (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX, 20 uM zVAD). Po koncani
inkubaciji smo celice pobarvali z aneksinomV-PE in propidijevim jodidom (PI) ter vzorce
analizirali s pretocnim citometrom. Mrtve celice so definirane kot aneksinV-PE in/ali PI
pozitivne. Slika prikazuje en reprezentativen poskus. Stolpci prikazujejo povprecje treh tehni¢nih
ponovitev s SD. Net — netretiran.

Pri celicah L929 smo pri spremljanju vpliva antioksidantov na celi¢no smrt dobili podobne
rezultate kot pri celicah MEF. Ugotovili smo, da je imel NAC edini pozitiven ucinek v primeru
MD (slika 23A) in aTOC je deloma povisal prezivetje celic (slika 23B), medtem ko ostali
antioksidanti niso imeli nobenega vpliva (zlasti razvidno pri tretiranju z MnTBAP na sliki 23C).
Tempol je v visokih koncentracijah po tretiranju z MD (slika 23D) Se dodatno povisal odstotek
mrtvih celic. Po 18-urni inkubaciji s Tempolom in TNF pa smo opazili, da pride do skoraj 50 %
znizanja mrtvih celic v primerjavi z vzorcem samo z dodanim TNF.
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Slika 23: Vpliv antioksidantov na celicno smrt v celicah 1929. Izbrane koncentracije
antioksidantov A) NAC, B) aTOC, C) MnTBAP in D) Tempol smo dodali 2 h pred sprozilci
celi¢ne smrti. Celice L929 smo tretirali4 hs 75 uyM MD, 24 hz 1 uM STS ali pa 18 h z 10 ng/ml
TNF. Po koncani inkubaciji smo celice pobarvali z aneksinomV-PE in propidijevim jodidom (PI)
ter vzorce analizirali s pretocnim citometrom. Mrtve celice so definirane kot aneksinV-PE in/ali
PI pozitivne. Slika prikazuje en reprezentativen poskus. Stolpci prikazujejo povprecje treh
tehnic¢nih ponovitev s SD. Net — netretiran.

Da bi preverili, ¢e imajo antioksidanti tudi dolgotrajno zasc¢ito, smo spremljali prezivetje celic
MEF in L929 tudi v kasnejSih ¢asovnih tockah (rezultati niso prikazani). Ugotovili smo, da je
NAC edini preprecil celicno smrt po tretiranju z MD, vi§ja koncentracija Tempola pa je pozitivno
vplivala na viabilnost po tretiranju s TNF. Pri uporabi ostalih odstranjevalcev ROS pa smo opazili,
da se odstotek celicne smrti kljub vsemu povisa po daljSem tretiranju. Na podlagi rezultatov smo
sklepali, da so antioksidanti celicno smrt zgolj upocasnili. ROS najverjetneje nimajo kljucne
vloge pri celi¢ni smrti, sprozeni s STS in TNF, in delujejo kot ojacitvena zanka celi¢ne smrti.
Glede na rezultate smo sklepali, da imajo ROS klju¢no vlogo samo pri nekrozi, sprozeni z MD.

416 Vplivantioksidantov na TNF sproZeno preZivetveno pot

Zanimal nas je tudi vpliv antioksidantov na sprozitev prezivetvene poti po tretiranju s TNF v
popolnih celi¢nih lizatih. Glede na predhodne poskuse smo se odlocili spremljati prezivetveno
pot po 30 in 60 min (slika 24). Po 30-minutni inkubaciji s TNF namre¢ pride do razgradnje Ikf3,
po 60-minutni inkubaciji pa se ponovno pojavi, saj gre za negativno povratno zanko med NF«[3
in inhibitorjem Ikf.

V treh casovnih tockah (0, 30 in 60 min) smo spremljali tudi vpliv antioksidantov na aktivacijo
prezivetvene poti (slika 24). Ugotovili smo, da nobeden od uporabljenih antioksidantov ni sprozil
prezivetvene poti. Poleg tega nismo opazili bistvenih razlik pri razgradnji inhibitorja Ikf3 po 30-
minutni inkubaciji s TNF. Prav tako se je ponovno enakomerno nakopicil po 60 min.

Na sliki 25 so prikazani rezultati imunocitokemije vzorcev celic L929. Prav tako kot v celicah
MEEF (slika 24) antioksidanti niso vplivali na potek prezivetvene poti, sprozene s TNF, saj nismo
uspeli zaznati razlik v prisotnosti inhibitorja Ikf3 v posameznih ¢asovnih tockah.
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Slika 24: Prisotnost IkBa v celicah MEF po tretiranju z antioksidanti in TNF. Celice MEF smo
najprej tretirali z antioksidanti (100 uM Tempol, 3 mM Tempol, 5 mM Tempol, | mM NAC in
25 uM MnTBAP) in 2 h zatem dodali ¢ TNF (100 ng/ml). Po ustrezno dolgi inkubaciji smo
pripravili popolne lizate, nato pa smo naredili NaDS PAGE, prenos po westernu in
imunodetekcijo [kBa in aktina.
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Slika 25: Prisotnost IkBa v celicah L929 po tretiranju z antioksidanti in TNF. Celice L929 smo
najprej tretirali z antioksidanti (100 uM Tempol, 3 mM Tempol, 5 mM Tempol, 1| mM NAC in
25 uM MnTBAP) in 2 h zatem dodali ¢ TNF (10 ng/ml). Po ustrezno dolgi inkubaciji smo
pripravili popolne lizate, nato pa smo naredili NaDS PAGE, prenos po westernu in
imunodetekcijo [kBa in aktina.

4.1.7  Ne-antioksidativno delovanje Tempola

Kot je bilo do sedaj pokazano, ima Tempol nenavaden vpliv na celicno smrt v odvisnosti od
sprozilca in uporabljene koncentracije. V naslednjem koraku nas je zanimalo, kako visoke
koncentracije Tempola vplivajo na nastanek znotrajcelicnih ROS.

Naravni in sinteticni SOD mimetiki naj bi imeli zvonasto krivuljo pri testiranju vpliva na
oksidativni stres. To pomeni, da nizke koncentracije nevtralizirajo nastale superoksidne molekule,
vendar pri visokih koncentracijah izgubijo antioksidativno delovanje (Bourassa MG, 2006; Offer
in sod., 2000). Ugotovili smo, da Tempol Ze sam po sebi povisa nastajanje ROS v celicah MEF v
koncentracuah vi§jih od 3 mM. Ko smo dodali Tempol v kombinaciji z MD, smo opazili, da je z
viSanjem koncentracije Tempola narascal tudi oksidativni stres (slika 26A) Dobljeno zvonasto
krivuljo v odvisnosti od uporabljene koncentracije bi lahko razloZzili na podlagi splosnega
delovan]a SOD oponasalcev (Offer in sod., 2000). Pri tretiranju s STS pa opazimo zgolj
naras$¢anje koncentracije ROS v odvisnosti od uporabljene koncentracije. Kljub vsemu pa nismo
dobili pricakovane zvonaste krivulje pri tretiranju s TNF, saj je Tempol znizal raven
znotrajcelicnih ROS v odvisnosti od koncentracije, kar je bilo veliko bolj izrazito pri celicah MEF
kot pri L929 (slika 26B).
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Slika 26:Visoke koncentracije Tempola imajo oksidativni u¢inek. Celice A) MEF in B) L929 smo
2 h predtretirali s Tempolom, nato pa smo dodali Se sprozilce celi¢ne smrti: 75 uM MD za 30
minut, 1 uM STS za 30 minut, TC (100 ng/ml TNF, 1 pg/ml CHX) in TCZ (100 ng/ml TNF, 1
pg/ml CHX, 20 uM zVAD) za 14 h oziroma samo TNF (10 ng/ml) za 18 h v primeru L929.
Pankaspazni inhibitor zZVAD smo v gojis¢e dodali 2 h pred tretiranjem s TNF. Po inkubaciji smo
celicam dodali CM-H2DCFDA ter vzorce analizirali s pretocnim citometrom. Rezultati so
predstavljeni v arbitrarnih enotah. Slika prikazuje en reprezentativen poskus. Stolpci prikazujejo
povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. Net — netretiran.

Ker sta MnTBAP ter Tempol SOD oponasalca in naj bi nevtralizirala mitohondrijske ROS,
smo naredili primerjavo njunega ucinka po tretiranju z MD, ki edini med uporabljenimi sprozilci
izrazito vpliva na nastanek mitohondrijskih ROS (slika 17). Iz rezultatov je razvidno (slika 27),
da je po tretiranju z MnTBAP intenziteta fluorescence nekoliko upadla v primerjavi z MD
tretiranimi vzorci. Nizke koncentracije Tempola niso imele nobenega vpliva na mitohondrijske
ROS, visoke koncentracije pa so povzrocile njihov porast.
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Slika 27: Vpliv MnTBAP in Tempola na nastanek mitohondrijskih ROS. Celice A) MEF in B)
L1929 smo tretirali 30 min 75 uM MD. Antioksidanta MnTBAP in Tempol smo dodali 2 h pred
dodatkom MD. Po koncani inkubaciji smo celicam dodali MitoSOX in vzorce analizirali s
preto¢nim citometrom. Slika prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo
povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. Net — netretiran.

Celicam MEF in L929 smo poleg Tempola dodali Se NAC, da bi ugotovili, ali lahko slednji
zaSciti celice pred delovanjem Tempola. Kot je razvidno iz slike 28A in B, NAC ucinkovito
prepreci nastajanje znotrajcelicnih ROS ter celi¢no umiranje po dodatku Tempola in MD celicam
MEF. Ko pa so bile celice L929 izpostavljene enakim pogojem, je NAC manj ucinkovito
nevtraliziral nastajanje ROS, vendar je kljub temu viabilnost celic ostala enaka netretirani kontroli
(slika 28C, D). S tem smo potrdili, da NAC najbolj uéinkovito prepreci celi¢no smrt, ki je
posledica oksidativnega stresa.
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Slika 28: NAC inhibira vpliv Tempola na nastajanje znotrajcelicnih ROS in celi¢no smrt. A) Vpliv
NAC na zniZanje nastajanja znotrajceli¢nih ROS, ki ga sprozita Tempol (TE) in 75 uM MD (30
min inkubacija) v celicah MEF. B) Vpliv NAC na celi¢no smrt, ki jo sprozita Tempol (TE) in 75
uM MD (4 h inkubacija) v celicah MEF. Enak uc¢inek na C) nastajanje ROS in D) celi¢no smrt
smo opazili pri celicah L929. Antioksidante smo dodali 2 h pred MD. Za spremljanje nastajanja
znotrajcelicnih ROS smo po konc¢anih inkubacijah celicam dodali CM-H2DCFDA in pripravili
vzorce za analizo s pretocnim citometrom. Kot rezultat smo upostevali geometrijsko sredino
intenzitete fluorescence za vsak vzorec in preracunali na arbitrarne enote. Po koncani inkubaciji
smo celice pobarvali z aneksinomV-PE in propidijevim jodidom (PI) ter vzorce analizirali s
preto¢nim citometrom. Mrtve celice pa so definirane kot aneksinV-PE in/ali PI pozitivne. Slika
prikazuje en reprezentativen poskus. Stolpci prikazujejo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD.

Nekateri preliminarni rezultati (ni prikazano) nakazujejo, da Tempol prepreci aktivacijo
kaspaze 3 in kaspaze 8 ter cepitev proteina Bid v tBid. Zato lahko sklepamo na podlagi tega in
dosedanjih rezultatov, da Tempol ne deluje zgolj kot antioksidant, ampak ima morebiti Se vpliv
na zacetne stopnje signalizacije v prisotnosti TNF.
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4.2 Analiza mehanizma delovanja lizosomotropicnega detergenta
LLOMe

421 Dolocitev prisotnosti katepsinov in stefina B v razli¢nih celi¢nih linijah

V drugem delu doktorske naloge smo zeleli pojasniti mehanizem delovanja LLOMe. Za
proucevanje poteka celi¢ne smrti, sproZene z omenjenim lizosomotropikom, smo prvotno izbrali
stiri stabilne celi¢ne linije, ki se med seboj razlikujejo v delezu katepsinov tako na RNK kot
proteinski ravni(tabela 7, slika 29).

Ker imajo celice HeLa na splosno zelo malo katepsinov, smo jih izlocili iz nadaljnjih
poskusov. Za kontroliranje nanosa proteinov smo spremljali aktin in stefin B, ki pa se med
posameznimi linijami razlikujeta.

Tabela 7: Prisotnost katepsinov in stefina B v celi¢nih linijah THP-1, U-937, U-87-MG in HeLa.
Podatki prikazujejo vrednosti RNA sekveniranja celi¢nih linij, ki so bile objavljene v Human
Protein Atlas 13. 9. 2016.

Katepsin C
Katepsin B
Katepsin D
Katepsin L
Katepsin S
Stefin B

katepsin B

katepsin C

katepsin D

katepsin L

katepsin S

aktin

stefin B

Slika 29: Prenos po westernu in imunodetekcija razlicnih katepsinov v popolnih celi¢nih lizatih
celic THP-1, U-937, U-87-MG in HeLa. Celice smo gojili na plo§¢ah s premerom 10 cm in nato
pripravili popolne celi¢ne lizate v RIPA pufru. Proteine smo locili na NaDS PAGE in prenesli na
nitrocelulozno membrano ter oznacili s specifi¢nimi protitelesi za katepsine B, C, D, L in S ter
GAPDH, aktin in stefin B.

42.2 Sprozitev celine smrti z LLOMe

Celice U-937, THP-1 in U-87-MG smo ustrezno dolgo inkubirali v prisotnosti LLOMe (slika 30).
Po inkubaciji smo del vzorcev pobarvali z aneksinV-PE in PI ter jih analizirali s preto¢nim
citometrom, iz preostalih vzorcev pa smo pripravili popolne celi¢ne lizate in izmerili DEVD-azno
aktivnost.
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Iz rezultatov na sliki 30A je razvidno, da Ze 0,25 mM oz. 0,5 mM LLOMe po 4-urni inkubaciji
sprozi celicno smrt v celicah U-937 in THP-1. Celice U-937 in THP-1 so bile precej bolj
obcutljive na LLOMe, saj je bilo pri 0,5 mM LLOMe po 10 h zivih $e 90 % celic U-87-MG. V
celicah U-87-MG smo celi¢no smrt sprozili z 0,5 mM LLOMe Sele po 18 h. Glede na te rezultate
smo v nadaljnjih poskusih uporabili 0,5 mM LLOMe za celice U-937, 0,25 mM LLOMe za celice
THP-1 in 1 mM LLOMe za celice U-87-MG.

Preverili smo, kdaj in ¢e sploh pride do aktivacije kaspaz, kar smo merili na osnovi hidrolize
substrata Ac-DEVD-AFC v popolnih celi¢nih lizatih, pripravljenih po razli¢no dolgih inkubacijah
z LLOMe. Iz rezultatov, zbranih na sliki 30B, razberemo, da so se v celicah U-937 kaspaze
aktivirale Ze po 30 min, najvi§jo aktivnost pa smo zaznali po 1 h inkubacije z 0,5 mM LLOMe.
V primeru celic THP-1, tretiranih z 0,25 mM LLOMe, je aktivnost nekoliko vi§ja in maksimum
doseze po 2-urni inkubaciji. V celicah U-87-MG so se sprozile kaspaze kasneje kot pri ostalih
dveh celi¢nih linijah. Naras¢anje aktivnosti smo zaznali po 4 urah, najvi§jo aktivnost pa smo
izmerili med 8 in 12 h inkubacije. LLOMe je najvi§jo DEVD-azno aktivnost sprozil v celicah U-
87-MG. To pa najverjetneje ni posledica razli¢nih koli¢in izrazenih kaspaz v posameznih celi¢nih
linijah, saj imajo uporabljene celice primerljivo ravenizrazanja RNA za kaspazo 3 (U-937 imajo
29,9; THP-1 24,0 in U-87-MG 33,5; vir: Protein Atlas; 23. 5. 2018). Na podlagi rezultatov smo
tako sklepali, da LLOMe sprozi od kaspaz odvisno celi¢no smrt. Ker pa je aktivacija kaspaz
zgodnji dogodek, je po daljsih casih inkubacije in s poveCevanjem deleza mrtvih celic zacela
kaspazna aktivnost postopoma upadati.

Katepsin C opisujejo kot klju¢ni dejavnik v celi¢ni smrti, sprozeni z LLOMe (Cirman in sod.,
2004; Droga-Mazovec in sod., 2008; Thiele in Lipsky, 1990). Zato smo celice tretirali tudi z
GlyPheDMK, specificnim inhibitorjem za katepsin C, ki smo ga v gojisc¢e dodali 2 h pred
tretiranjem z LLOMe. S slike 30C vidimo, da je GlyPheDMK ucinkovito preprecil celi¢no smrt
po dodatku LLOMe v vseh uporabljenih modelih.
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Slika 30: Celi¢na smrt po inkubaciji z LLOMe. Celice U-937, THP-1 in U-87-MG smo inkubirali
z razli¢nimi koncentracijami LLOMe. A) Po ustrezno dolgi inkubaciji smo celice pobarvali z
aneksinomV-PE in propidijevim jodidom ter vzorce analizirali s pretocnim citometrom. Slika
prikazuje reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s
SD. B) Celice U-937 (0,5 mM LLOMe), THP-1 (0,25 mM LLOMe) in U-87-MG (1 mM LLOMe)
smo inkubirali razli¢no dolgo. Po koncani inkubaciji smo pripravili popolne celi¢ne lizate.
Kaspazno aktivnost smo merili fluorimetri¢no s hidrolizo substrata Ac-DEVD-AFC (10 uM).
Rezultati so bili podani kot sprememba fluorescence v casovni enoti oz. hitrost reakcije (naklon
premice), nato pa normalizirani na kontrolo (v ¢asu 0 h). Slika prikazuje en reprezentativen
poskus, stolpci pa predstavljajo povprecje treh tehnicnih ponovitev s SD. C) Celice smo 2 h
predtretirali z 10 uM GlyPheDMK, nato pa smo dodali 0,5 mM LLOMe celicam U-937 za 4 h,
0,25 mM LLOMe celicam THP-1 za 4 h in 1 mM LLOMe celicam U-87-MG za 18 h. Vzorce
smo pripravili kot na sliki 30A).

V naslednjem koraku nas je zanimalo, ali bi z dodajanjem splosnega inhibitorja cisteinskih
katepsinov E64d in pankaspaznega inhibitorja zZVAD prav tako opazili zas¢itni ucinek. Celicam
smo ju dodali 2 h pred LLOMe in nato spremljali vpliv na celi¢no prezivetje (slika 31). Ugotovili
smo, da sta tako E64d kot zZVAD izboljsala prezivetje celic po inkubaciji z LLOMe, na podlagi
¢esar smo sklepali, da imajo cisteinske proteaze in kaspaze pomembno vlogo pri celi¢ni smrti.
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Slika 31: Vpliv E64d in zZVAD na celi¢no smrt, sproZzeno z LLOMe. Celice smo inkubirali z E64d
(20 uM) ali pa zVAD (10 uM) 2 h. Nato smo dodali ustrezne koli¢ine LLOMe za 4 h celicam U-
937 in THP-1 ter za 18 h celicam U-87-MG. Po koncani inkubaciji smo celice pobarvali z
aneksinomV-PE in propidijevim jodidom ter vzorce analizirali s pretocnim citometrom. Slika
prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev
s SD.

423 LLOMe vpliva na lizosome

Zeleli smo potrditi vpliv LLOMe na lizosome, zato smo celice najprej analizirali s pomo¢jo
barvila akridin oranz, ki se kopi¢i v kislih veziklih. Rezultati so pokazali, da intenziteta
fluorescence pada premo sorazmerno z naras$¢anjem koncentracije LLOMe. Pri celicah U-937 in
THP-1 pride do zmanjSanja privzemanja barvila po 30-minutni inkubaciji z 0,25 mM LLOMe,
pri celicah U-87-MG pa je bila za enak u¢inek potrebna visja koncentracija (1 mM ali visja) (slika
32A).

Ker je GlyPhe DMK pokazal zas¢itni u¢inek pred celi¢no smrtjo, smo preverili, ¢e vpliva tudi
na stabilizacijo lizosomov (slika 32B). Po 30-minutni inkubaciji z izbrano koncentracijo LLOMe
so celice izgubile zmoznost kopicenja barvila, vendar smo ta ucinek uspeli prepreciti z
inhibitorjem katepsina C. S tem smo dodatno potrdili naSo domnevo, da je katepsin C zacCetni
dejavnik pri celi¢ni smrti, sprozeni z LLOMe.
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Slika 32: LLOMe vpliva na lizosome. A) Po 30-minutnem tretiranju celic U-937, THP-1 in U-
87-MG z razli¢nimi koncentracijami LLOMe smo celicam dodali barvilo akridin oranz (AO).
Vzorce smo nato pripravili na analizo s pretoCnim citometrom. Rezultati predstavljajo
geometrijsko sredino intenzitete fluorescence, ki smo jo preracunali na arbitrarne enote. Slika
prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev
s SD. B) Celice smo najprej 2 h inkubirali z GlyPhe DMK (10 uM), nato pa $e 30 minut z LLOMe.
Po koncani inkubaciji smo vzorce pripravili kot na sliki 32A). Baf — bafilomicin (uporabljen kot
pozitivna kontrola).

Vse tri celicne linije je pred ucinki LLOMe v veliki meri zas¢itil tudi inhibitor cisteinskih
katepsinov E64d (slika 33), saj je bila intenziteta fluorescence skoraj enaka kot v netretiranih
vzorcih. V nasprotju z E64d pa inhibitor zVAD ni preprecil poskodb lizosomov pri kateri koli
testirani celi¢ni liniji. Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da imajo cisteinski katepsini
pomembno vlogo pri celi¢ni smrti po tretiranju z LLOMe. Kaspaze pa imajo najverjetneje bolj
izvrsitveno vlogo in so nizje v kaskadi celi¢ne smrti. Preverili smo tudi, da po 30-minutni
inkubaciji z LLOMe ni poviSanja odstotka celi¢ne smrti (rezultati niso prikazani), kar je dodatno
potrdilo naSo domnevo, da je okvara lizosomov zgodnji dogodek pri celi¢ni smrti.

Znizanje intenzitete fluorescence je lahko posledica zvisanja pH v lizosomih ali pa
destabilizacije lizosomske membrane. Da bi potrdili permeabilizacijo lizosomske membrane
(LMP) in sprostitev proteaz iz lizosomov po tretiranju z LLOMe, je potrebno njihovo aktivnost
izmeriti v citosolnih lizatih (Repnik, Cesen, in sod., 2016b; Repnik, Hafner Cesen, in sod., 2016).
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Slika 33: Vpliv E64d in zZVAD na kopicenje barvila akridin oranZz po tretiranju z LLOMe. Celice
smo inkubirali z E64d (20 uM) ali pa zZVAD (10 uM) 2 h. Nato smo dodali ustrezne kolicine
LLOMe za 30 minut celicam U-937, THP-1 in U-87-MG. Po koncani inkubaciji smo celice
pobarvali z akridin oranZem ter vzorce analizirali s preto¢nim citometrom. Rezultati predstavljajo
geometrijsko sredino intenzitete fluorescence, ki smo jo preracunali na arbitrarne enote. Slika
prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev
s SD.

424 LLOMe deluje kot lizosomotropi¢ni detergent

Rezultati barvanja celic z akridin oranz po tretiranju z LLOMe in razli¢nimi inhibitorji (slika 32,
preprecila destabilizacijo lizosomov. V naslednjem koraku smo Zzeleli potrditi, da LLOMe
povzroci sprostitev lizosomskih hidrolaz v citosol. Njihovo prisotnost smo ugotavljali na dva
nacina: z merjenjem aktivnosti cisteinskih katepsinov na osnovi hidrolize substrata zFR-AMC v
supernatantu lizatov in s prenosom po westernu ter imunodetekcijo cisteinskih katepsinov v
citosolnih in popolnih lizatih.

Najprej smo dolocili ustrezno koncentracijo digitonina, ki je bila potrebna za selektivno lizo
plazemske membrane (slika 34A). Testirali smo koncentracije digitonina od 0 do 400 pg/ml. Na
podlagi rezultatov smo zakljucili, da je za lizo plazemske membrane in meritve citosolne
aktivnosti potreben digitonin s koncentracijo 75 pug/ml pri vseh celi¢nih linijah. Tako izmerjena
katepsinska aktivnost v citosolnih lizatih predstavlja manj kot 10 % aktivnosti v popolnih celi¢nih
lizatih, pripravljenih z digitoninom s koncentracijo 400 ng/ml. Uspesnost ekstrakcije proteinov
pri pripravi lizatov smo preverili §¢ z imunodetekcijo aktina in stefina B, ki smo ju nadalje
uporabljali kot kontrolo (slika 34B).
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Slika 34: Optimizacija koncentracij digitonina za pripravo citosolnih lizatov na celicah. A)
Celicam smo dodali razli¢ne koncentracije digitonina, da bi sprozili le lizo plazemske membrane
(30, 50 in 75 pg/ml za citosolni lizat) ali pa lizo vseh celi¢nih membran (200, 300 in 400 pg/ml
za popolni lizat). Po inkubaciji na ledu in centrifugiranju smo aktivnost cisteinskih katepsinov v
supernatantu lizata izmerili fluorimetri¢no. Hidrolizo substrata Z-FR-AMC smo merili 30 minut.
Iz podatkov smo izracunali spremembo fluorescence v ¢asovni enoti oz. hitrost reakcije (naklon
premice). Na grafih so predstavljeni podatki v arbitrarnih enotah. Slika 34A prikazuje en
reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. B) Enak
volumen vzorcev smo nanesli na gel in proteine locili na NaDS PAGE. Po prenosu na
nitrocelulozno membrano smo proteine oznacili s specificnimi protitelesi za aktin in stefin B, ki
smo ju nadalje uporabljali za kontrolo.

V kolikor pride do LMP in spros¢anja lizosomskih proteaz v citosol po tretiranju z
lizosomotropikom, lahko zaznamo njihovo aktivnost v citosolu. Celicam smo najprej dodali
GlyPheDMK za 2 h in nato po 15-minutni inkubaciji z LLOMe pripravili citosolne ter totalne
celi¢ne lizate.

Rezultati so pokazali poviSano aktivnost cisteinskih katepsinov v citosolu po dodatku LLOMe
v primerjavi z negativno kontrolo v vseh celicnih modelih (slika 35A). Rezultate smo potrdili Se
z imunodetekcijo katepsinov. Na sliki 35B je razvidno, da po dodatku LLOMe pride do poskodb
lizosomske membrane, posledi¢no smo zaznali katepsine v citosolu. Ko smo celicam predhodno
dodali inhibitor katepsina C, pa se je citosolna aktivnost katepsinov znizala skoraj na raven
netretiranega vzorca in v vzorcih po imunodetekciji nismo zaznali katepsinov (slika 35A, B). Na
podlagi tega smo prisli do zakljucka, da LLOMe povzro¢i permeabilizacijo lizosomskih membran
in ne vpliva zgolj na pH lizosomov, kar je v skladu s predhodnimi rezultati nase skupine (Droga-
Mazovec in sod., 2008).
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Slika 35: Citosolna in celokupna aktivnost cisteinskih katepsinov celic U-937, THP-1 in U-87-
MG po tretiranju z LLOMe. A) Celice smo tretirali z GlyPheDMK 2 h in zatem smo dodali
ustrezno koncentracijo LLOMe za 15 min (0,5 mM za U-937, 0,25 mM za THP-1 in 1 mM za U-
87-MG). Po inkubaciji smo celice centrifugirali in pripravili citosolne (75 pg/ml digitonin) ter
totalne (400 pg/ml digitonin) lizate. Po centrifugiranju smo aktivnost cisteinskih katepsinov
izmerili na podlagi hidrolize substrata zFR-AMC, merili pa smo 30 minut. Iz podatkov smo
izracunali spremembo fluorescence v Casovni enoti oz. hitrost reakcije (naklon premice). Na
grafih so predstavljeni podatki v arbitrarnih enotah. Slika prikazuje en reprezentativen poskus,
stolpci pa predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. B) Enak volumen vzorcev smo
nanesli na gel in proteine locili na NaDS PAGE. Po prenosu na nitrocelulozno membrano smo
proteine oznacili s specificnimi protitelesi za katepsin C, S, B in L ter aktin in stefin B, ki smo ju
uporabljali za kontrolo. Net — netretiran, Cit — citosolni lizat/citosolna aktivnost, Tot — totalni
lizat/celokupna aktivnost.

Nedavno je bilo objavljeno, da naj bi po dodatku LLOMe celicam HeLa priSlo zgolj do
delnega LMP, zato naj bi lizosomske hidrolaze, vklju¢no s katepsini, ostale v lizosomih in se tam
razgradile. Po 24 h pa naj bi prislo do obnove lizosomov (Repnik in sod., 2017). Zato smo
pripravili vzorce, ki smo jih 30 min ali 2 h predtretirali z GlyPheDMK in nato dodali LLOMe. V
totalnih celi¢nih lizatih smo nato izmerili zZFR-azno aktivnost in z imunodetekcijo ugotavljali, kaj
se dogaja s katepsini.

Rezultati meritev katepsinske aktivnosti in imunodetekcije po prenosu western so pokazali
(slika 36A), da je LMP katepsinom omogocil izhod v citosol. Za preverjanje razgradnje hidrolaz
po tretiranju z LLOMe smo pripravili totalne lizate. S slike 36A je razvidno, da je aktivnost
cisteinskih katepsinov v netretiranih vzorcih skoraj popolnoma enaka aktivnosti v vzorcih z
dodanim LLOMe. Prav tako nismo opazili nobenih razlik na ravni proteinov med netretiranimi
vzorci in vzorei, tretiranimi z LLOMe (slika 36B).

Pri celicah U-937 in THP-1 se je celokupna aktivnost v primeru predtretiranja z GlyPhe DMK
nekoliko zmanjsala, vendar $e vedno ni bilo nobene razlike med vzorci brez ali pa z dodanim
LLOMe. Signifikantne razlike nismo opazili niti glede na ¢as predtretiranja z inhibitorjem
katepsina C (slika 36A). Kljub nekoliko zniZani katepsinski aktivnosti pri vzorcih z dodanim
GlyPheDMK pa ni bilo razlik med izrazenimi katepsini, kar smo potrdili z imunodetekcijo (slika
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36B). Pri celicah U-87-MG nismo opazili zmanj$ane aktivnosti po dodatku GlyPheDMK, kar bi
lahko bilo posledica nizjega izrazanja katepsina C v primerjavi z U-937 in THP-1 (tabela 7, slika
29). S tem smo dokazali, da LLOMe v nasih celicnih modelih ne inhibira aktivnosti cisteinskih
katepsinov in ne sprozi njihove razgradnje.
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Slika 36: Celokupna aktivnost cisteinskih katepsinov celic U-937, THP-1 in U-87-MG po
tretiranju z LLOMe v kombinaciji z GlyPheDMK. A) Celice smo tretirali z GlyPhe DMK od 0 h
do 2 h in zatem dodali ustrezno koncentracijo LLOMe za 15 min (0,5 mM za U-937, 0,25 mM za
THP-1 in 1 mM za U-87-MG). Po inkubaciji smo celice centrifugirali in pripravili totalne lizate
(400 pg/ml digitonin). Po centrifugiranju smo aktivnost cisteinskih katepsinov izmerili na podlagi
hidrolize substrata zZFR-AMC, merili pa smo 30 minut. Iz podatkov smo izracunali spremembo
fluorescence v Casovni enoti oz. hitrost reakcije (naklon premice). Na grafih so predstavljeni
podatkl v arbitrarnih enotah. Slika prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo
povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. B) Enak volumen vzorcev smo nanesli na gel in proteine
loc¢ili na NaDS PAGE. Po prenosu na nitrocelulozno membrano smo proteine oznacili s
specificnimi protitelesi za katepsin C, S, B in L ter aktin in stefin B, ki smo ju uporabljali za
kontrolo. Net — netretiran.

425 Vpliv LLOMe na celice PyMT divjega tipa in celice z izbitim genom za stefin
B

Stefin B je splosni inhibitor cisteinskih katepsinov in ima pomembno vlogo pri preprecevanju
poskodb, ki bi nastale v primeru izlitja lizosomske vsebine v citosol (Butinar in sod., 2014; V.
Turk in sod., 2008). V naslednjem koraku nas je zanimalo, ¢e bi izbitje gena za stefin B povecalo
obcutljivost primarnih celic PyMT na tretiranje z LLOMe.

Najprej smo preverili izrazanje stefina B v celicah PyMT D.T. (divjega tipa) in PyMT Stf B-
/- (z izbitim genom za stefin B) z imunodetekcijo v totalnih lizatih (slika 37A). Da bi ugotovili
vpliv odsotnosti stefina B na prezivetje celic po izpostavitvi lizosomotropi¢nemu detergentu, smo
celice PyMT D.T. in PyMT Stf B-/- 2 h predtretirali z GlyPhe DMK, nato pa dodali LLOMe (slika
37B). Iz rezultatov je razvidno, da so primarne celice PyMT D.T. manj obcutljive kot PyMT Stf
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B-/-, saj smo izmerili 30 % ve¢ mrtvih celic po tretiranju s 3 mM LLOMe. Ko smo dodali
sinteti¢ni inhibitor katepsina C, smo celi¢no smrt uspesno inhibirali v obeh celi¢nih modelih.

Zanimalo nas je tudi, ali izbitje gena za stefin B vpliva tudi na prevzemanje barvila akridin
oranz (slika 37C). Izkazalo se je, da ni bilo nobene razlike med celicami PyMT D.T. in PyMT Stf
B-/- po tretiranju z LLOMe (slika 37C), prav tako je GlyPheDMK v enaki meri omejil vpliv na
lizosome. Glede na to, da je LLOMe povzrocil destabilizacijo lizosomov, smo preverili, ali je
posledi¢no prislo tudi do iztekanja katepsinov v citosol. Ko smo izmerili aktivnost cisteinskih
katepsinov, smo ugotovili, da je bila zFR-azna aktivnost v citosolnih lizatih celic PyMT Stf B-/-
po tretiranju z LLOMe Stirikrat visja kot v celicah PyMT D.T. (slika 37D). V vzorcih citosolnih
lizatov s predhodno dodanim GlyPheDMK pa je bila aktivnost sorazmerno podobna netretiranim
vzorcem. Za potrditev LMP smo Se dodatno naredili prenos po westernu in imunodetekcijo
izbranih proteinov (slika 37E). Po pri¢akovanjih smo prisotnost katepsinov zaznali v citosolnih
lizatih vzorcev po 15 min inkubaciji z LLOMe.

Na podlagi dobljenih rezultatov smo sklepali, da LLOMe ne promovira razgradnje cisteinskih
katepsinov, ampak pride do prehajanja hidrolaz v citosol preko naluknjane membrane. Poleg tega
je to posredni dokaz, da so cisteinski katepsini pomembni pri poteku celi¢ne smrti, sproZene z
LLOMe, in da ima stefin B pomembno vlogo kot anti-apoptoti¢ni ligand pri celi¢ni smrti, kjer
imajo klju¢no vlogo katepsini.
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Slika 37: Vpliv LLOMe na celice PyMT divjega tipa (D.T.) in celice z izbitim genom za stefin B
(StfB -/-). A) Imunodetekcija stefina B in aktina v celicah PyMT. Celice smo gojili na ploscah s
premerom 10 cm in nato pripravili popolne celi¢ne lizate v pufru RIPA. Proteine smo lo¢ili na
NaDS PAGE in prenesli na nitrocelulozno membrano ter oznacili s specificnimi protitelesi. B)
Celice PyMT smo 2 h predtretirali z 10 pM GlyPheDMK, nato pa smo dodali 3 mM LLOMe za
18 h. Po koncani inkubaciji smo celice pobarvali z aneksinomV-PE in propidijevim jodidom ter
vzorce analizirali s pretocnim citometrom. C) Celice PyMT smo 2 h predtretirali z 10 uM
GlyPheDMK, nato pa smo dodali 3 mM LLOMe za 0,5 h. Po koncani inkubacji smo celice
pobarvali z akridin oranzem ter vzorce analizirali s pretocnim citometrom. D) Celice smo tretirali
z GlyPheDMK 2 h in zatem dodali 3 mM LLOMe za 15 min. Po inkubaciji smo celice
centrifugirali in pripravili citosolne (75 pg/ml digitonin) ter totalne (400 pg/ml digitonin) lizate.
Po centrifugiranju smo aktivnost cisteinskih katepsinov izmerili na podlagi hidrolize substrata
zFR-AMC, merili pa smo 30 minut. Iz podatkov smo izracunali spremembo fluorescence v
¢asovni enoti oz. hitrost reakcije (naklon premice). E) Enak volumen vzorcev smo nanesli na gel
in proteine lo¢ili na NaDS PAGE. Po prenosu na nitrocelulozno membrano smo proteine oznacili
s specificnimi protitelesi za katepsin C, B in L ter aktin in stefin B. Slike B, C in D prikazujejo
en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev s SD. Net
— netretiran, Cit — citosolni lizat/citosolna aktivnost, Tot — totalni lizat/celokupna aktivnost.

426 Vpliv LLOMe na celice MEF divjega tipa in celice z izbitima genoma za
katepsin Bin L

Na podlagi prej$njih rezultatov smo sklepali, da imajo cisteinski katepsini pomembno vlogo pri
celiéni smrti, sprozeni z LLOMe. Za dolocitev vpliva cisteinskih katepsinov na zmanjSanje
prezivetja celic smo uporabili celice MEF divjega tipa (MEF D.T.) in celice MEF z izbitima
genoma za katepsin B in L (MEF DKO, angl. double knockout).
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Najprej smo preverili izrazanje obeh katepsinov z imunodetekcijo totalnih lizatov (slika 38A).
V naslednjem koraku smo celice tretirali z razli¢nimi koncentracijami LLOMe. Iz rezultatov je
razvidno, da so celice MEF DKO manj obcutljive kot celice MEF D.T., kar se je odrazilo v ve¢
kot 20 % razliki in v zamiku povisanja odstotka mrtvih celic (slika 38B). Za dolocitev aktivacije
izvrsitvenih kaspaz smo $e dodatno izmerili DEVD-azno aktivnost v celi¢nih lizatih. Po tretiranju
z 1 mM LLOMe je kaspazna aktivnost v celicah MEF D.T. nara$c¢ala v odvisnosti od ¢asa in je
dosegla vrh po 3-urni inkubaciji (slika 38C). V lizatih celic MEF DKO pa kaspazna aktivnost
sploh ni narasla.

Preverili smo tudi, kako je s kopi¢enjem barvila akridin oranz pri obeh genotipih po tretiranju
z LLOMe. Na sliki 38D vidimo, da pri celicah MEF D.T. Ze 0,1 mM LLOMe povzroc¢i zmanjSanje
privzemanja barvila, medtem ko je pri celicah MEF DKO ostalo stanje lizosomov nespremenjeno.
Pri vi§jih koncentracijah LLOMe pa vseeno pride do znizanja fluorescence. Ti rezultati so v
skladu z izsledki Cirman in sod., 2004, in neobjavljenimi rezultati Boji¢ in sod..
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Slika 38: Vpliv LLOMe na celice MEF divjega tipa (D.T.) in celice z izbitima genoma za katepsin
B in L (DKO). A) Imunodetekcija katepsina B, katepsin L, stefina B in aktina v celicah MEF.
Celice smo gojili na plos¢ah s premerom 10 cm in nato pripravili popolne celi¢ne lizate v RIPA
pufru. Proteine smo lo¢ili na NaDS PAGE in prenesli na nitrocelulozno membrano ter oznacili s
specifi¢nimi protitelesi. B) Celice MEF smo 5 h tretirali z razli¢nimi koncentracijami LLOMe.
Po koncani inkubaciji smo celice pobarvali z aneksinomV-PE in propidijevim jodidom ter vzorce
analizirali s pretocnim citometrom. C) Celicam MEF smo dodali 1 mM LLOMe. Po koncani
inkubaciji smo pripravili popolne celi¢ne lizate. Kaspazno aktivnost smo merili fluorimetri¢no s
hidrolizo substrata Ac-DEVD-AFC (10 pM). Rezultati so bili podani kot sprememba
fluorescence v Casovni enoti oz. hitrost reakcije (naklon premice), nato pa normalizirani na
kontrolo (v ¢asu 0 h). D) Celicam MEF smo dodali razli¢ne koncentracije LLOMe in 100 nM
bafilomicin (Baf) smo uporabili kot pozitivno kontrolo. Po polurni inkubaciji smo celice
pobarvali z akridin oranzem ter vzorce analizirali s pretocnim citometrom. Slike B, C in D
prikazujejo en reprezentativen poskus, stolpci pa predstavljajo povprecje treh tehni¢nih ponovitev
s SD.
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Tako lahko potrdimo naso hipotezo, da katepsin C v prvem koraku polimerizira LLOMe, ki
pridobi membranoliti¢ne lastnosti. V naslednjem koraku pride do iztoka katepsinov iz lizosoma
v citosol, kjer preko cepitve Bid v tBid sprozijo celi¢no smrt. Prav tako pride do prehajanja
citokroma C v citosol ze 1 h po dodajanju LLOMe. V zadnjem koraku je sama izvrSitev apoptoze
odvisna od kaspaz.

42.7 LLOMe vpliva na poviSanje oksidativnega stresa v celicah

Cirman in sod. so leta 2004 objavili Studijo, v kateri je bilo prikazano, da destabilizacija
lizosomov lahko privede do sprosc¢anja protonov iz lizosomov v citosol, poskodb DNA in zunanje
mitohondrijske membrane (Boya in Kroemer, 2008; Cirman in sod., 2004). Zato smo se odlo¢ili
preveriti, ali pri tretiranju celic z LLOMe nastanejo ROS. Celice U-937, THP-1 in U-87-MG smo
inkubirali z ustreznimi koncentracijami LLOMe in spremljali nastanek ROS v odvisnosti od ¢asa
z uporabo pretocne citometrije. V skladu s pricakovanji smo ugotovili, da so ROS zaceli nastajati
po destabilizaciji lizosomov (slika 32A; slika 35A; slika 39A) in da so vrh dosegli okvirno 1 h po
tretiranju.

Zanimalo nas je tudi, ¢e bi lahko nastanek ROS omejili z uporabo antioksidanta NAC. Kot je
razvidno s slike 39B, NAC ni imel pozitivnega vpliva na oksidativni stres. Glede na rezultate smo
lahko sklepali, da ROS niso imeli kljuéne vloge pri delovanju LLOMe in niso glavni vzrok smrti.
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Slika 39: LLOMe vpliva na nastajanje znotrajceli¢nih ROS. A) Najprej smo spremljali nastajanje
znotrajcelicnih ROS v odvisnosti od ¢asa. Celice U-937 smo tretirali z 0,5 mM LLOMe, THP-1
z 0,25 mM in U-87-MG z 1 mM LLOMe od 0 do 4 h. Po konc¢ani inkubaciji smo celicam dodali
barvilo CM-H.DCFDA in vzorce pripravili za analizo s preto¢nim citometrom. Stolpci
predstavljajo geometrijsko sredino intenzitete fluorescence za vsak vzorec in prera¢unano na
arbitrarne enote. Slika prikazuje en reprezentativen poskus, stolpci pa povprecje treh tehni¢nih
ponovitev s SD. B) Celice smo tretirali z LLOMe. Antioksidant (1 mM NAC) smo v gojisce
dodali 2 h pred tretiranjem z LLOMe. Po 1-urni inkubaciji smo vzorce pripravili, kot je navedeno
na sliki 39A).
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428 LLOMe vpliva na avtofagijo

Naluknjanje lizosomov naj bi sprozilo avtofagijo, zato smo z imunodetekcijo po prenosu western
preverjali prisotnost lipidirane in nelipidirane oblike proteina LC3. Opazili smo, da je pri celicah
THP-1 in U-87-MG razmeroma visoko bazalno raven avtofagije, saj smo v netretiranem vzorcu
zaznali tako LC3 I kot LC3 1II obliko. Po tretiranju z LLOMe je v vseh celi¢nih modelih prislo do
kopicenja LC3 II oblike (slika 40) ze po 15-minutni inkubaciji. Pri celicah THP-1 in U-87-MG
pa je vidno tudi izginjanje proteina LC3 1. Rezultati poskusa so skladni z ugotovitvami Maegjima
in sod. (Magjima in sod., 2013), ki so pokazali, da so poskodovani lizosomi odstranjeni z
avtofagijo. Kopic¢enje LC3 II pa bi lahko bilo posledica tudi inhibirane razgradnje LC3 II zaradi
spremenjenega pH lizosomov in onemogocene razgradnje avtofagosomov (J. Zhang, 2015; L.
Zhang in sod., 2015). Nase ugotovitve bi tako morali potrditi Se z detekcijo proteina p62, ki deluje
kot signalni protein oz. sodeluje pri dostavi organelov v avtofagosom, ali pa spremljati potek
avtofagije z LC3-RFP-GFP (Anding in Baehrecke, 2017; Klionsky in sod., 2012).
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Slika 40: Sprememba LC3 na proteinski ravni celic U-937, THP-1 in U-87-MG po tretiranju z
LLOMe. Celice smo tretirali z 0,5 mM LLOMe (U-937), 0,25 mM LLOMe (THP-1) in 1 mM
LLOMe (U-87-MGQG). Po ustrezno dolgih inkubacijah smo pripravili popolne celi¢ne lizate v RIPA
pufru in proteine locili z NaDS PAGE. Nato smo opravili prenos na nitrocelulozno membrano ter
oznacili proteine s specificnimi protitelesi.
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Razprava

Razprava zajema dva dela. Prvi del razprave obsega vpliv razli¢nih antioksidantov na oksidativni
stres in celi¢no smrt v celicah MEF in 1.929. Drugi del razprave pa je osredoto¢en na proucevanje
mehanizma delovanja sinteti€ne spojine L-levcil-L-levcin metilni ester v razlicnih celicnih
modelih.

5.1 Vpliv antioksidantov na oksidativni stres in celicno smrt

Celica lahko umre po regulirani in neregulirani poti. Neregulirana oblika celicne smrti oz. nekroza
je opisana kot nenaden in nenadzorovan dogodek, ki ga sprozijo ekstremne fizikalne, kemi¢ne ali
mehanske poSkodbe. Regulirana celicna smrt pa potece kot posledica aktivacije najmanj ene
signalne poti in je lahko bodisi farmakolosko ali genetsko nadzorovana. Podskupina regulirane
celicne smrti je programirana celicna smrt, ki ima fizioloski pomen (Galluzzi in sod., 2018).
Razli¢ne oblike celi¢ne smrti spremlja nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). Dosedanje
Studije so pokazale, da naj bi ROS imele pomembno vlogo predvsem v klasi¢ni nekrozi. Pri drugih
oblikah celi¢ne smrti, kjer sta prisotna tako porusenje mitohondrijskega membranskega
potenciala kot povisanje ROS, pa njihov pomen $e ni popolnoma pojasnjen (Goossens in sod.,
1999; Moloney in Cotter, 2018; Vanden Berghe in sod., 2014; Wu in sod., 2012).

Z namenom natancnej$e opredelitve vpliva oksidativnega stresa na celicno smrt smo v
doktorski nalogi uporabili tri razli¢ne sprozilce. Za spremljanje celicne smrti smo najprej
analizirali celice, oznaCene z aneksinomV-PE in propidijevim jodidom, nato pa smo preverili, ali
se sprozi aktivacija kaspaz. Na podlagi meritev smo zaklju¢ili, da smo z menadionom (MD)
sproZili nekrozo in s staurosporinom (STS) intrinzi¢no pot apoptoze. Ekstrinzi¢no pot apoptoze
ter nekroptozo pa smo sproZili s tumor nekrotizirajo¢im dejavnikom (TNF) v prisotnosti
inhibitorjev (cikloheksimida in splo$nega inhibitorja kaspaz, kjer je to navedeno; slika 11 in slika
13). Poleg tega smo pokazali, da vsi trije sprozilci sprozijo tudi avtofagijo (slika 14 in slika 15).
Nasi rezultati so skladni z minulimi Studijami, ki prikazujejo, da se lahko avtofagija in celicna
smrt pojavljata istoCasno ali pa zaporedno v celici kot odziv na enak drazljaj (Platini in sod., 2010;
Shen Han-Ming, 2014; Thorburn, 2008).

V naslednjem koraku nas je zanimalo, ali pride do porasta znotrajcelicnih ROS po izpostavitvi
sprozilcem in kdaj v kaskadi celi¢ne signalizacije to zaznamo. V nasi $tudiji smo pokazali, da je
bil MD najbolj uc€inkovit sprozilec oksidativnega stresa, saj so ROS nastali Ze po 30-minutni
inkubaciji (slika 16). Tak primer je bil tudi STS, kjer je bilo poviSanje oksidativnega stresa bolj
postopno in je prislo do izrazitega poviSanja po 1 h. Pri tretiranju z MD in STS je bil nastanek
znotrajcelicnih ROS zgodnji dogodek, ki smo ga zaznali pred pojavom celi¢ne smrti (slika 11).
Pri tretiranju s TNF pa smo opazili poviSanje oksidativnega stresa $ele po 10 h, ko so celice ze
umirale, kar je v skladu z rezultati, objavljenima $tudijama iz leta 2014 (Jouan-Lanhouet in sod.,
2014; Vanden Berghe in sod., 2014).

Celice so neprestano izpostavljene ROS, ki so znotrajcelicnega ali zunanjega izvora. ROS
lahko oksidirajo DNA in ostale celi¢ne gradnike, zato so eden izmed glavnih povzrociteljev
poskodb v bioloskih sistemih. Vse nepopravljivo poskodovane biomolekule, kot so DNA, proteini
in lipidi, se nato odstranijo z avtofagijo (Filomeni in sod., 2015; Lee in sod., 2012; Navarro-Yepes
in sod., 2014; Platini in sod., 2010). Iz nasih rezultatov je razvidno, da pri vzorcih, tretiranih z
MD in STS, s stimulacijo avtofagije sovpadata porast H>O, in mitohondrijskega O, (slika 14—
17). Ti rezultati so v skladu s Studijo Jianga in sod., kjer so pokazali, da STS v celicah HeLa brez
citokroma C ali brez mtDNA $e vedno sprozi nastajanje ROS in avtofagijo (Jiang in sod., 2011).
Avtofagija je bila sprozena kot za$¢itni mehanizem pred kopicenjem oksidiranih proteinov, ki
lahko tvorijo proteinske agregate, z mitofagijo pa naj bi bili odstranjeni poskodovani mitohondriji,
ki so neusahljiv vir ROS. ROS naj bi tako samo posredno sprozili avtofagijo. Glede na to, da je
bila avtofagija najverjetneje sprozena kot obrambni mehanizem pred oksidativnim stresom, bi jo
lahko umestili med klju¢ne antioksidativne dejavnike v celici (Navarro-Yepes in sod., 2014). Ker
stimulacija avtofagije ni bila zadostna za ponovno vzpostavitev ravnotezja med oksidanti in
antioksidanti, je kljub temu prislo do zmanjSanja viabilnosti celic.

V poskusih smo uporabili §tiri razliéne antioksidante: NAC, aTOC, MnTBAP in Tempol.
Hidrofilni antioksidant NAC, ki pomaga pri vzdrzevanju redoks ravnovesja ali pa deluje
neposredno kot odstranjevalec prostih radikalov preko tiolne skupine, je bil edini, ki je u¢inkovito
nevtraliziral ROS po tretiranju celic MEF z MD, nekoliko manj uspesen je bil v celicah 1929
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(slika 18A in slika 20A). Kljub vsemu ostali antioksidanti niso uspeli popolnoma nevtralizirati
ROS, ki so nastali v prisotnosti drugih sprozilcev celi¢ne smrti. Delno sta nastanek ROS omejila
SOD mimetika MnTBAP in Tempol. Tempol je zelo ucinkovito preprecil oksidativni stres,
sprozen s TNF v celicah MEF (slika 18C, D). Iz tega smo sklepali, da nastalih ROS, kot posledice
izpostavitve razlicnim sprozilcem celicne smrti, ne moremo vedno nevtralizirati z uporabo
lovilcev ROS. To bi lahko bilo posledica tega, da ima vsak od uporabljenih antioksidantov
drugacen mehanizem delovanja. MD namre¢ vpliva na dihalno verigo, kjer nastaneta
superoksidni ion in vodikov peroksid. NAC oskrbuje GSH peroksidazo s cisteini, GSH
peroksidaza pa lahko nevtralizira tako nastali vodikov peroksid. Poleg tega lahko NAC in
oksidativni stres aktivirata transkripcijska dejavnika NFkf3 in Nrf2, ki nadzorujeta izrazanje
genov za Stevilne antioksidativne proteine, vklju¢no z MnSOD, katalazo in GSH peroksidazo, ter
tako omejita oksidativni stres (Cho in sod., 2015; V. O. Kaminskyy in Zhivotovsky, 2014;
Moloney in Cotter, 2018; Morgan in Liu, 2011).

V nasprotju z NAC, aTOC ni uspel popolnoma odstraniti ROS v naluknjanih mitohondrijih
(slika 19; slika 20), kar je v skladu z literaturo (Kruglov in sod., 2008; Luo in sod., 2009). Kljub
vsemu pa so znane Stevilne Studije, kjer je prikazano, da aTOC preprecuje peroksidacijo
nenasi¢enih mascobnih kislin membran in pretvarjanje ROS naprej v hidroksilni radikal (Cesen
in sod., 2013; Ott in sod., 2007). Pri tem se aTOC oksidira in reciklira ob prisotnosti vitamina C
ali pa koencima Q. V kolikor vseeno pride do peroksidacije membranskih lipidov, nastanejo pri
tem reaktivni aldehidi, ki prosto potujejo po celici in imajo unicujo¢ uc¢inek na mitohondrijsko
delovanje ter posledi¢no smrt celice (Bourassa MG, 2006; Ott in sod., 2007; Pamplona, 2008).
Objavljeno je bilo tudi, da je aTOC preprecil oksidacijo kardiolipina po izpostavitvi siramizinu,
vendar NAC tega ni uspel prepreciti (Cesen in sod., 2013). Tako smo potrdili naso domnevo, da
niso vsi lovilci ROS enako u¢inkoviti pri nevtraliziranju razli¢no sprozenega oksidativnega stresa.

Superoksid dismutaze nevtralizirajo superoksidne ione, kar pomembno prispeva k zmanjsanju
oksidativnega stresa. V doktorski nalogi smo uporabili MnTBAP, ki je sinteticen nepeptidni SOD
mimetik. Njegova prednost pred uporabo rekombinantnih SOD je, da lahko prehaja bioloske
membrane, ne izzove imunskega odziva in ima daljSo razpolovno dobo. MnTBAP naj bi z
odstranjevanjem superoksidnega iona preprecil nastanek toksi¢nega peroksinitrita, ki nastane iz
dusikovega monoksida. Poleg tega lahko nekateri SOD mimetiki, kot je MnTBAP, ucinkovito
nevtralizirajo vodikov peroksid, ki prehaja z difuzijo preko membran zaradi negativne nabitosti
(Bourassa MG, 2006; Suresh in sod., 2013). Taksen tip delovanja je verjetno kljucen, da je prislo
do delnega znizanja znotrajceli¢nih ROS ne glede na uporabljeni sprozilec celi¢ne smrti in do
znizanja mitohondrijskih ROS v prisotnosti MD (slika 18C, slika 27).

Tempol, ki je prav tako SOD mimetik, je izzval nepri¢akovan odziv. V nizkih koncentracijah
(do 0,1 mM) je znizal nastanek ROS po tretiranju z MD ali pa STS (slika 18D), pri visokih
koncentracijah pa smo zaznali povisanje ROS. To je bilo zlasti nenavadno, saj smo z uporabo
reagenta MitoSOX pokazali, da MD sprozi nastajanje superoksidnega iona (slika 17A). Razlog
za to je lahko nepopolno poznavanje delovanja Tempola, ki naj bi poleg SOD dejavnosti imel tudi
sposobnost katalazne aktivnosti, sodeloval naj bi pri oksidaciji reduciranih kovinskih ionov v
Fentonovi reakciji, oksidaciji semikinonskih radikalov itd. Poleg tega ima lahko Tempol
oksidativno delovanje, Ce se pri¢nejo kopiciti njegovi oksidirani vmesni produkti (Krishna in sod.,
1996; Samuni in sod., 1988; Soule in sod., 2007; Wilcox, 2010). V nekaterih Studijah je bilo tudi
pokazano, da ima Tempol citotoksi¢no in genotoksi¢no delovanje na primarne humane limfocite
(Guo in sod., 2015; Lewinska in sod., 2008).

Vloga ROS v celi¢ni smrti ostaja Se vedno le delno pojasnjena. Na podlagi rezultatov nase
raziskave lahko zaklju¢imo le, da so ROS pomembne pri klasi¢ni nekrozi, sprozeni zMD, medtem
ko je v ostalih modelih njihova vloga najverjetneje obstranska (Loor in sod., 2010; Ryter in sod.,
2007). ROS so odgovorni za peroksidacijo kardiolipina, ki je potrebna za sprosc¢anje citokroma C
z mitohondrijske membrane med apoptozo, vendar v naSem primeru uporabljeni antioksidanti
niso preprecili apoptoti¢ne celicne smrti, sprozene s STS ali pa TNF (Moloney in Cotter, 2018;
Ryter in sod., 2007; Sies, 2017; Sies in sod., 2017). Glede na to, da nismo uspeli popolnoma
izni¢iti oksidativnega stresa z antioksidanti, je lahko celi¢na smrt tudi posledica nezadostne
nevtralizacije ROS. Predpostavili smo, da nastajanje ROS gotovo ni kljucen dogodek v celi¢ni
smrti, sprozeni s TNF, zato verjetno tudi popolna odstranitev ROS ne bi preprecila celi¢ne smrti,
ampak bi jo le nekoliko ¢asovno zamaknila. To je tudi v skladu z minulimi Studijami, kjer so
nakazali, da uporaba antioksidantov ni preprecila celicne smrti, saj ROS niso edini sprozilec
celi¢ne smrti (Jarvis in sod., 2007; Vanden Berghe in sod., 2010; Vandenabeele in sod., 2010).

V predstavljeni Studiji smo pokazali, da je delovanje Tempola enigmati¢no. Visoke
koncentracije (>3 mM) Tempola v kombinaciji z MD so toksi¢ne, ¢eprav NAC lahko popolnoma
prepreci celi¢no smrt in oksidativni stres (slika 28), kar nakazuje, da je negativni uéinek odvisen
od ROS. Guo in sodelavci so pokazali, da je Tempol lahko genotoksicen ali pa citotoksicen. Kljub
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vsemu pa je bil Tempol v enakih koncentracijah najbolj ué¢inkovit pri prepre¢evanju celi¢ne smrti,
sprozene s TNF. To je v skladu s $tudijo, kjer prikazujejo ucinek Tempola pri preprecevanju
celicne smrti, sprozene z MD in TNF, v celicah HT-29. Prav tako naj bi u¢inkovito $¢itil normalne
celice pred radiacijo, rakave celice pa naj bi ostale enako obcutljive. Zato je Tempol vkljucen v
raziskave o preprecevanju alopecije pri rakavih bolnikih (Hahn in sod., 1992; Jouan-Lanhouet in
sod., 2012; Metz in sod., 2004; Wilcox, 2010).

Tempol so uporabili tudi v nekaterih in vivo raziskavah, kjer je uc¢inkovito preprecil celicno
smrt v mi§jem modelu hipotenzije ter Soka, ki sta bila sprozena z vnetjem (Cauwels in sod., 2010).
Pokazali so tudi, da Tempol izboljSa delovanje okvarjenih mitohondrijev pri hipoksi¢nih
podganah in zmanjSano aktivacijo NF«kp po tretiranju s TNF, prav tako pa prepre¢i nastajanje
poskodb DNA in proteinov kot posledice delovanja citokinov in rastnih dejavnikov. Zato ni
presenetljivo, da Tempol pogosto uporabljajo v in vivo Studijah oksidativnega stresa (Georgakilas
in sod., 2014; Mariappan in sod., 2007; Wilcox, 2010). Kljub vsemu ne moremo pojasniti, zakaj
je Tempol preprecil celi¢no smrt, samo na podlagi antioksidativnih lastnosti, saj je imel MnTBAP
kot SOD mimetik minimalen uc¢inek. Sklepamo, da je ucinek pogojen z izbrano spojino, vendar
je natancnejsi mehanizem delovanja neznan.

Na podlagi nasih rezultatov bi lahko zakljucili, da nastanek ROS spremlja apoptozo, z MD
sprozeno nekrozo in nekroptozo. Vendar imajo ROS klju¢no vlogo samo v primeru celi¢ne smrti,
sprozene z MD. Z uporabo razli¢nih antioksidantov celicne smrti nismo uspeli prepreciti, ampak
smo jo zgolj upocasnili; izjema je bil le antioksidant NAC. Poleg tega smo ugotovili, da SOD
mimetik Tempol u¢inkovito zas¢iti celice pred celi¢no smrtjo, sprozeno s TNF, vendar je njegovo
delovanje potrebno dodatno prouciti, saj nima zgolj antioksidativnih lastnosti (slika 41).
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Sprozilec celi¢ne smrti -

Celiéna smrt

izzid odvisen od
uporablienega
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in sprozilca
celiéne smrti.
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Slika 41: Grafi¢ni povzetek o vlogi ROS v celi¢ni signalizaciji. Vsi uporabljeni sprozilci celicne
smrti (menadion — MD, staurosporin — STS in tumor nekrotizirajo¢i dejavnik — TNF) lahko
spodbudijo nastajanje ROS in temu sledi celi¢na smrt. Izbrani antioksidanti so bolj ali manj
ucinkovito omejili vzbujeni oksidativni stres, vendar so celicno smrt kljub vsemu le redko
preprecili. Delovanje nekaterih antioksidantov je vprasljivo, zato jih je potrebno ponovno
prouciti.

5.2 Mehanizem delovanja lizosomotropi¢nega detergenta LLOMe

Lizosomi so kisli organeli, ki so vkljueni v Stevilne celine procese in so pomembni za
vzdrZevanje celicnega ravnovesja. Delna permeabilizacija lizosomske membrane lahko sprozi
apoptozo, bolj obsirna permeabilizacija pa sprozi nekrozo (de Duve, 1983; Repnik in sod., 2013).
Med LMP pride do iztekanja proteaz v citosol, kar lahko kasneje sprozi aktivacijo kaspaz.
Sprozanje celicne smrti preko LMP ima velik potencial, saj le-ta lahko pote¢e neodvisno od
programiranih signalnih poti, ki so lahko pri rakavih obolenjih okvarjene (Hanahan in Weinberg,
2011; Kirkegaard in Jaattela, 2009; Repnik in sod., 2012; B. Turk in Turk, 2009).
Lizosomotropizem je lastnost spojin, najveckrat $ibkih baz, ki z difuzijo prehajajo membrano
lizosomov. Ko se akumulirajo v lumnu lizosoma, se protonirajo in kot nabite molekule ne morejo
ve€ prosto prehajati v citosol. V to skupino spada npr. klorokin. Podskupina lizosomotropi¢nih
spojin so hzosomotroplcm detergenti, ki se akumulirajo v lumnu lizosoma ali pa na lizosomski
membrani, povzro¢ijo naluknjanje lizosomske membrane in izliv vsebine v citosol (Repnik in
sod., 2013 Villamil Giraldo in sod., 2014).

Najpogosteje uporabljeni sintetiéni lizosomski detergent je LLOMe, ki je bil prvi¢ opisan leta
1990. LLOMe naj bi v celice vstopil z endocitozo in se akumuliral v lizosomih. V prisotnosti
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katepsina C, ki ima transferazno aktivnost, naj bi tvoril oligomerne verige. Nastali oligomeri naj
bi imeli zaradi hidrofobnosti membranoliti¢en potencial in bi povzrocali naluknjanje lizosomov
(Thiele in Lipsky, 1990). Obseg LMP naj bi bil odvisen od uporabljene koncentracije LLOMe
(Cesen in sod., 2012; Magjima in sod., 2013; Repnik in sod., 2012). Prvotno je bilo pokazano, da
je bil LLOMe zlasti citotoksicen za celice, bogate s perforinom, zato je bil nadalje vkljucen tudi
v klini¢ne Studije. Z njim so Zeleli odstraniti perforin pozitivne citotoksicne T celice in NK celice
(angl. natural killer cells) iz alogene limfocitne infuzije pri transplantaciji kostnega mozga.
Vendar so bile klini¢ne Studije kmalu opuScene zaradi stranskih ucinkov, ki so bili povezani s
sprozanjem apoptoze v neimunskih celicah (Filicko-O'Hara in sod., 2009; Kirkegaard in Jaattela,
2009). V nedavno objavljeni Studiji so opisali mehanizem, kjer LMP, sprozen z LLOMe v celi¢ni
liniji HeLa, ni zadosten vzvod za celi¢no smrt. Predlagali so, da lahko samo molekule, ki so
manjse od 10 kDa, prehajajo skozi novo nastale pore. Katepsini (20-35 kDa) pa ostanejo ujeti v
lizosomih, kjer se razgradijo in ne sprozijo celi¢ne smrti (Repnik in sod., 2017).

Ker delovanje LLOMe ni bilo popolnoma pojasnjeno, smo v drugem delu doktorske naloge
proucevali njegov mehanizem. Najprej smo proucili, kateri izmed celicnih modelov bi bili najbolj
ustrezni glede na raven izraZenih proteaz. Na podlagi podatkov, pridobljenih na spletni strani
Protein Atlas in rezultatov imunodetekcije po prenosu western (tabela 7, slika 29), smo za
nadaljnje delo uporabili celi¢ne linije U-937, THP-1 in U-87-MG, ki se med seboj razlikujejo
glede na raven izrazenih katepsinov. Ugotovili smo, da celi¢na linija HeLa ni primerna, ker skoraj
nima katepsinov in tudi sicer zelo slabo dovzetna za sprozanje celi¢ne smrti z lizosomotropikom
LLOMe (Droga-Mazovec in sod., 2008).

Znano je, da je ucinek neke snovi pogojen z uporabljeno koncentracijo (npr. MSDH lahko
sprozi apoptozo ali nekrozo; (W. Li in sod., 2000)) in da se celi¢ne linije razlikujejo po naboru
proteaz, vkljucenih v celi¢no smrt, zato smo v nasi $tudiji najprej optimizirali koncentracije
LLOMe, ki sprozijo celi¢no smrt. Ugotovili smo, da nizje koncentracije LLOMe sprozijo celi¢no
smrt po krajSem casu pri celicah, ki imajo ve¢ katepsina C (U-937 in THP-1), medtem ko so
potrebne visje koncentracije LLOMe ter daljsi Cas inkubacije pri celicah z manj katepsina C (U-
87-MG; slika 30A). Podobno kot v prej$njih Studijah (Cirman in sod., 2004; Droga-Mazovec in
sod., 2008; Thiele in Lipsky, 1990) smo tudi mi pokazali, da pride do aktivacije kaspaz v
odvisnosti od Casa (slika 30B). Razlike v aktivnosti med posameznimi celi¢nimi modeli pa bi
lahko bile posledica razli¢ne koli¢ine kaspaz v celicah. Da bi opredelili vlogo katepsinov in
kaspaz v celi¢ni smrti, sprozeni z LLOMe, smo v poskusih uporabili razli¢ne inhibitorje. Dodatek
GlyPheDMK, ki je spe01ﬁcen inhibitor katepsma C (Guay in sod., 2010), je popolnoma preprecil
celicno smrt (slika 30C). To je v skladu z minulimi raziskavami, ki opisujejo, da LLOMe pridobi
membranolitino sposobnost Sele po polimerizaciji s pomocjo katepsina C (Thiele in Lipsky,
1990; Uchimoto in sod., 1999). Prav tako so Lima in sodelavci pokazali, da v celicnem modelu
makrofagov z izbitim genom za katepsin C ne pride do povecanja Stevila mrtvih celic po tretiranju
z LLOMe v primerjavi z divjim tipom (Lima in sod., 2013). Po uporabi splosnega inhibitorja
katepsinov E64d in inhibitorja kaspaz zZVAD smo zaznali pozitiven ucinek na preZivetje celic
(slika 31). Pozitiven vpliv dodatka E64d (20 uM; 2 h pred sproZilcem) na prezivetje celic,
tretiranih z LLOMe, je najverjetneje posledica inhibicije polimerizacije LLOMe s pomocjo
katepsina C in ne 1nh1b1c1Je ostalih cisteinskih katepsinov (Rozman-Pungercar in sod., 2003). V
prid temu je tudi dejstvo, da je inhibitor cisteinskih katepsinov E64d v nizjih koncentracij ah in po
krajSem Casu tretiranja (5 uM; 30 min pred sprozilcem) imel slabsi zas¢itni u¢inek na prezivetje
celic (rezultati niso prikazani). Pozitiven ucinek pankaspaznega inhibitorja zZVAD pa je bil ravno
tako prlcakovan saj smo pokazali, da pride v vseh celi¢nih modelih do aktivacije kaspaz v
odvisnosti od ¢asa. S tem smo potrdili, da imajo po tretiranju z LLOMe katepsini pomembno
vlogo pri sprozanju celi¢ne smrti, kaspaze pa so najverjetneje vrsilci smrti.

V lumnu lizosomov so prisotni Stevilni hidroliticni encimi, ki se po poskodbi lizosomske
membrane sprostijo v citosol in lahko poskodujejo celico. Njihov vpliv pa je odvisen od stopnje
LMP (Aits in Jaattela, 2013; Boya in Kroemer, 2008). Kot smo pokazali v prej$njih poskusih,
smo lahko celi¢no smrt u¢inkovito preprecili z inhibitorji katepsinov ali kaspaz (slika 30, slika
31). V naslednjem koraku smo preverili, ali so lizosomi glavna tar¢a LLOMe in Ce je takojs$nje
naluknjanje lizosomske membrane kljuéni dogodek. Po barvanju z akridin oranzem, ki se
uporablja za spremljanje poSkodb lizosomov (Repnik, Cesen, in sod., 2016b; Repnik, Hafner
Cesen, in sod., 2016), smo opazili upad v intenziteti fluorescence Ze 30 minut po dodatku LLOMe
v primerjavi z netretiranimi vzorci (slika 32A). V primeru uporabe GlyPhe DMK pa smo takojsnji
dvig pH kislih veziklov preprecili, saj ni prislo do tvorbe LLOMe oligomernih verig (slika 32B).
E64d je prav tako kot celicno smrt uc¢inkovito preprecil tudi LMP, medtem ko je zZVAD kazal
minimalni zas€itni u¢inek (slika 33). Ti rezultati so v skladu s pricakovanji, saj je zZVAD dober
inhibitor kaspaz in slab inhibitor cisteinskih katepsinov, najpomembneje katepsina C (Rozman-
Pungercar in sod., 2003; Schotte in sod., 1999). Glede na rezultate lahko zaklju¢imo, da najpre;j



5.2. Mehanizem delovanja lizosomotropi¢nega detergenta LLOMe 71

katepsin C polimerizira LLOMe in nastali oligomeri sprozijo LMP. Lizosomske proteaze
prehajajo v citosol skozi novonastale pore v lizosomaskih membranah in sprozijo aktivacijo
kaspaz, ki izvrSijo celicno smrt.

Nekateri porocajo, da pride do iztoka katepsinov iz poskodovanih lizosomov (Maejima in
sod., 2013) in da ti zatem sprozijo kaskado dogodkov, ki vodijo v celi¢no smrt (Cirman in sod.,
2004; Droga-Mazovec in sod., 2008). Po drugi strani Repnik in sodelavci prikazujejo
nasprotujoce si rezultate. LLOMe naj bi kljub uporabi visokih koncentracij (do 5 mM LLOMe)
sprozila nastanek por, ki pa naj ne bi bile zadostne za prehajanje katepsinov v citosol. Oligomeri
LLOMe naj bi se vezali neposredno na katepsine in posledi¢no naj bi prislo do destabilizacije,
razvite hidrolaze pa bi se potem razgradile (Repnik in sod., 2017). V nasi $tudiji smo na razli¢nih
celi¢nih modelih pokazali, da LLOMe povzroci iztok katepsinov v citosol, pred tem pa pride do
dviga pH kislih veziklov, ki mu sledi LMP. Za dolocitev, ali spojina deluje kot lizosomotropi¢ni
detergent, je klju¢no merjenje katepsinske aktivnosti v citosolu (Repnik, Cesen, in sod., 2016a).
Luknje v membrani lizosomov morajo biti dovolj velike, da omogocijo izhod katepsinov v citosol,
in tako lahko nato izmerimo katepsinsko aktivnost v supernatantu. Meritve smo opravili v lizatih
brez celic, saj bi lahko sicer dobili neustrezne rezultate, ker bi manjse luknje omogocile vstop
sinteticnega substrata zZFR-AMC, velikega 600 Da, v lizosom (Repnik, Cesen, in sod., 2016a).
Najprej smo dolocili ustrezno koncentracijo digitonina za pripravo citosolnih in totalnih lizatov,
da smo lahko spremljali iztok katepsinov v citosol, ne da bi pri tem dodatno poskodovali lizosome
(slika 34). Z merjenjem katepsinske aktivnosti in zaznavanjem izbranih proteinov z
imunodetekcijo smo dolocili, da je koncentracija digitonina 75 pg/ml bolj primerna za pripravo
citosolnih lizatov kot 30 ug/ml, ki je bila uporabljena v drugih Studijah (Repnik in sod., 2017).
Za pripravo totalnih celi¢nih lizatov pa smo izbrali 400 pg/ml digitonina, saj smo tako dosegli
popolno lizo celic (slika 34) in zadostili pogojem, ki so opisani v protokolu za spremljanje
permeabilizacije lizosomske membrane na celicnem modelu U-87-MG (Repnik, Cesen, in sod.,
2016a, 2016Db).

Nasi rezultati, ki temeljijo na podlagi natan¢nih meritev aktivnosti in imunodetekcije
katepsinov po prenosu western, kazejo, da LLOMe povzroc¢i iztok katepsinov v aktivni obliki v
citosol (slika 35; slika 36), kar je v skladu z objavljenimi raziskavami (Cirman in sod., 2004;
Droga-Mazovec in sod., 2008; Maejima in sod., 2013). Pokazali smo, da pride do obSirne
destabilizacije lizosomov in masovnega iztoka katepsinov v citosol, saj sta bili citosolna in
popolna aktivnost po 15-minutnem dodatku LLOMe primerljivi. V primeru predhodnega
dodajanja GlyPheDMK pa nismo zaznali katepsinske aktivnosti v citosolnih lizatih, kar je
posledica inhibicije polimerizacije LLOMe v membranoliti¢ne oligomere. Ker pa uporabljeni
substrat zFR-AMC cepijo Stevilni cisteinski katepsini, nismo uspeli dolociti, kateri izmed
katepsinov najvec prispeva k zaznani aktivnosti (Ivanova in sod., 2008).

Katepsini B, L, S in C so bili spros¢eni v citosol po dodatku LLOMe, vendar jih nismo zaznali
v citosolnih lizatih netretiranih celic ali celic s predhodno dodanim inhibitorjem katepsina C (slika
35). S tem smo v vseh treh celi¢nih linijah dokazali, da molekule, vecje kot 10 kDa, prehajajo iz
lizosomov v citosol in da ne pride do razgradnje katepsinov (slika 35; slika 36). Nasi rezultati so
tako v nasprotju s Studijo, kjer predlagajo, da LLOMe povzro¢i nastanek por, skozi katere lahko
prehajajo le molekule, manjse od 10 kDa, vecje molekule, kot so proteaze, pa naj bi ostale znotraj
lizosomov in se tam razgradile (Repnik in sod., 2017).

V §tudiji smo uporabili misji model z izbitim genom za stefin B, da bi lahko spremljali vpliv
na procese, kamor so vkljuéeni cisteinski katepsini po iztoku iz lizosomov. Nasi podatki so v
skladu z Ze objavljeno Studijo na enakem miSjem modelu, kjer je bilo pokazano, da so bile celice
z izbitim genom za stefin B bolj obcutljive na LLOMe kot celice divjega tipa (slika 37), saj v
primeru odsotnosti stefina B ni bilo inhibitorja, ki bi lahko omejil aktivnost sproscenih cisteinskih
katepsinov in posledicno celicno smrt (Butinar in sod., 2014). Stefin B je namre¢ endogeni
inhibitor cisteinskih katepsinov, zlasti katepsina L, S in H, nima pa vpliva na eksopeptidaze,
kamor pristevamo katepsin C. Primarno se nahaja v citosolu in celice $¢iti pred nezeleno
proteolizo zaradi uhajanja katepsinov iz lizosomov (Keppler, 2006).

Ko smo 2 uri pred LLOMe dodali §e GlyPhe DMK, je ostala viabilnost enaka kot v netretiranih
vzorcih, kar nakazuje, da imajo cisteinski katepsini pomembno vlogo pri celini smrti, sprozeni z
LLOMe. Prav tako smo pokazali, da je inhibitor katepsina C znizal vpliv LLOMe na poskodbe
lizosomov. Kljub vsemu GlyPheDMK ni popolnoma preprecil LMP, ampak je zgolj zavrl
aktivnost katepsina C do te mere, da so bile nastale pore manjSe in je bilo prehajanje vecjih
molekul iz lizosomov onemogoceno. To smo potrdili z merjenjem aktivnosti in imunodetekcijo
cisteinskih katepsinov. Iz rezultatov je razvidno, da pride do destabilizacije lizosomov z LLOMe
in posledi¢no iztekanja hidrolaz v citosol. Z uporabo GlyPheDMK pa smo potrdili vpletenost
katepsina C v sprozitveno fazo celi¢ne smrti (slika 37).
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Cisteinska katepsina B in L sta primarno_vpletena v celi¢no smrt (Guicciardi in sod., 2001;
Nagaraj in sod., 2006; Welss in sod., 2003). Ceprav so lizosomski katepsini aktivni v kislem pH
in z zviSevanjem pH postanejo manj stabilni, so krajsi ¢as aktivni tudi v nevtralnem pH (B. Turk
in sod., 2002). Zato ni bilo presenetljivo, da smo v celicah z izbitima genoma za oba cisteinska
katepsina B in L izmerili nizji odstotek celi¢ne smrti v primerjavi z vzorcem divjega tipa (slika
38). Ti podatki so v skladu z objavljeno $tudijo na miSjem modelu raka mlecne Zleze z izbitim
genom za katepsin B. Celice brez katepsina B so bile manj obcutljive na sprozitev celi¢ne smrti
z LLOMe (Vasiljeva in sod., 2006), ker naj bi se manj Bid pretvorilo v tBid (Blomgran in sod.,
2007; Cirman in sod., 2004; Droga-Mazovec in sod., 2008). Nekatere Studije pa so prikazale, da
izbitje posameznega gena za katepsin B ali L ne prepreci celi¢ne smrti, sprozene z LLOMe.
Inhibitor CA-074-Me pa je ucinkovito preprecil celicno smrt kot posledico destabilizacije
lizosomov (Brojatsch in sod., 2015; Lima in sod., 2013). Iz literature je znano, da je CA-074-Me
zelo dober inhibitor katepsina B, vendar v doloCeni meri inhibira $e druge cisteinske katepsine,
kot sta katepsina L in S (Bogyo in sod., 2000; Rozman-Pungercar in sod., 2003), kar dodatno
potrjuje nase rezultate. Kljub vsemu pa lahko sklepamo, da katepsina B in L nista edina potrebna
za sprozitev apoptoze preko cepitve Bid in razgradnjo antiapoptotskih homologov Bcl-2, ampak
lahko njuno vlogo prevzamejo tudi drugi katepsini, npr. katepsin S (Cirman in sod., 2004). To
smo posredno pokazali tudi z uporabo celic U-937 in THP-1, ki nimajo prisotnega katepsina B in
L, ampak imajo v vis§jih koncentracijah zastopan katepsin S (tabela 7; slika 29).

V nasi studiji smo nakazali, da LLOMe povzroci tudi oksidativni stres, saj smo zaznali
nastanek ROS v odvisnosti od Casa (slika 39). Rezultati kazejo, da nastanejo ROS po povisanju
lizosomskega pH in LMP. LMP in iztok katepsinov ter prosto dostopni Zelezovi ioni dodatno
pripomorejo k povisanju oksidativnega stresa. Zelezovi ioni vstopijo v Fentonovo reakcijo, kjer
iz vodikovega peroksida nastane hidroksilni radikal (Terman in Kurz, 2013). Znano je, da bi v
primeru oksidativnega stresa delovanje lizosomov lahko ohranili z dodajanjem nekaterih
vitaminov in poviSano aktivnostjo encimov katalaze, superoksid dismutaze in glutation
peroksidaze. V naSem primeru smo uporabili hidrofilni antioksidant NAC, ki pa ni kazal
zaS¢itnega ucinka, saj ni preprecil nastanka ROS, kar bi lahko bilo posledica omejenega ucinka v
kislem pH. Na podlagi teh rezultatov smo sklepali, da ROS nimajo odlocilne vloge pri celi¢ni
smrti, sprozeni z LLOMe, ampak le ojacajo signaliziranje. Najverjetneje povzrocijo peroksidacijo
kardiolipina, ki je povezana z iztokom citokroma C iz mitohondrijev (M. Ghosh in sod., 2011;
Kagan in sod., 2005). Poleg tega je peroksidacija lipidnih membran povezana s strukturnimi
spremembami lipidnih dvoslojev, saj vpliva na pretok ionov, zmanjsa se fluidnost membran in
poveca se njihova propustnost, kar omejuje normalno delovanje razli¢nih celicnih organelov in
lahko vodi v smrt (Feng in Stockwell, 2018; Terman in Kurz, 2013).

V nasi Studiji smo pokazali, da se zacne kopiciti LC3 II po tretiranju z LLOMe (slika 40).
Naluknjanje lizosomov naj bi sprozilo avtofagijo, kar je v skladu z ugotovitvami Maejima in sod.
(Maejima in sod., 2013), ki so pokazali, da so poskodovani lizosomi odstranjeni z avtofagijo.
Kopicenje LC3 II pa bi lahko bilo tudi posledica inhibirane avtofagije zaradi spremenjenega pH
lizosomov in izlitja hidrolaz v citosol. Slednje je veliko bolj verjetno pojasnilo, saj bi v primeru
lizofagije celice prezivele, medtem ko se v nasih meritvah prezivetje znizuje (J. Zhang, 2015; L.
Zhang in sod., 2015). Zaradi dvoumnosti pri razlagi rezultatov za LC3 po prenosu western bi
morali naSe rezultate Se dodatno potrditi z drugimi metodami, kot so: uporaba razli¢nih
inhibitorjev avtofagije, spremljanje prisotnosti proteina p62 po prenosu western, spremljanje
izrazanja in kopicCenje konstrukta LC3-GFP-CFP (angl. green fluorescence protein; cherry
fluorescence protein) z uporabo fluorescen¢ne mikroskopije, itd. (Anding in Baehrecke, 2017;
Klionsky in sod., 2012; Mrschtik in Ryan, 2015; J. Zhang, 2015).

Na podlagi rezultatov lahko trdimo, da LLOMe deluje kot pravi lizosomotropi¢ni detergent.
Njegovo delovanje lahko razdelimo na vec stopenj (slika 42): nastanek membranoliticnih
oligomerov LLOMe v prisotnosti aktivnega katepsina C; neselektivno prehajanje katepsinov in
ostalih hidrolaz iz lizosomov skozi nastale pore; in nazadnje aktivacija kaspaz, v kar so
najverjetneje vkljuceni mitohondrijski proteini (Bid se pretvori v tBid v prisotnosti katepsinov,
razgradijo se antiapoptoticne molekule iz druzine Bcl-2). Slednje bi lahko Se dodatno potrdili v
nadaljevanju raziskave. Lizosomski katepsini imajo tako pomembno vlogo predvsem v
iniciacijskem procesu (signaliziranja) apoptoze, medtem ko izvrsitveno vlogo odigrajo kaspaze.
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Slika 42: Shema mehanizma delovanja LLOMe. Ko so celice izpostavljene lizosomotropi¢nemu
detergentu LLOMe, se le-ta pri¢ne akumulirati v lizosomih, povisa se pH. Katepsin C pripomore
k polimerizaciji LLOMe. Polimeri LLOMe imajo membranoliti¢ne lastnosti in posledi¢no pride
do permeabilizacije lizosomske membrane. Katepsini se izlijejo v citosol in v nekaj urah

povzrocijo celi¢no smrt,






Zakljucki

Doktorska disertacija prinasa nova spoznanja o vlogi oksidativnega stresa v razli¢nih oblikah
celicne smrti. Pokazali smo, da pride do povisanja ROS v §tirih razli¢nih modelih celi¢ne smrti:
nekrozi, intrinzi¢ni in ekstrinzicni apoptozi ter nekroptozi. Z uporabo razlicnih eksogenih
antioksidantov (NAC, aTOC, MnTBAP in Tempol) smo dopolnili celi¢ni antioksidacijski sistem
in vsaj delno omejili oksidativni stres, neodvisno od sprozilca celi¢ne smrti. Kljub vsemu z
uporabo antioksidantov nismo uspeli vedno omejiti celiéne smrti. NAC je kot klasi¢ni
odstranjevalec ROS v celoti preprecil nekrozo, ki jo je sprozil menadion, drugi izbrani
antioksidanti z nevtraliziranjem nastalih ROS niso imeli vpliva na druge oblike celi¢ne smrti.
Kljub temu je uporaba nekaterih antioksidantov vprasljiva. Tak primer je Tempol, ki je lahko
ucinkovito preprecil ekstrinzi¢no apoptozo in v nekoliko manjSem obsegu nekroptozo, ki jo
povzro¢a TNF, kljub nezelenim u¢inkom pri vi§jih koncentracijah. Rezultati nakazujejo, da je to
delovanje loCeno od antioksidativnega delovanja.

Na podlagi zbranih rezultatov:

e smo potrdili 1. in 3. hipotezo, da se mnozina spro§¢enih ROS med razli¢nimi oblikami
celicne smrti razlikuje in da imajo ROS pomembno vlogo signalnih molekul v
klasi¢ni nekrozi;

e 7z uporabo antioksidantov intrinzi¢ne, ekstrinzicne apoptoze in nekroptoze nismo
uspeli popolnoma prepreciti, zato ne gre izkljuéiti, da imajo ROS pomembno vlogo
pri ojacitvi signala za celi¢no smrt;

e delno smo lahko potrdili tudi 2. hipotezo, saj smo pokazali, da lahko z antioksidanti
vplivamo na sprozen oksidativni stres in celi¢no smrt, vendar niso vsi antioksidanti
enako ucinkoviti, kar je odvisno od njihovega mehanizma delovanja.

Klju¢na novost doktorske disertacije je primerjava vpliva razli¢nih sprozilcev celi¢ne smrti
na oksidativni stres v izbranih celi¢nih modelih ter primerjava izbranih antioksidantov. Na
podlagi nasih dognanj je potrebno poudariti, da je pri uporabi antioksidantov bodisi v raziskovalne
ali terapevtske namene potrebno upostevati njihov mehanizem delovanja, uporabo ustrezne
koncentracije in zvrst nastalih ROS, ki jo Zelimo nevtralizirati. Poleg tega smo izpostavili, da
nekatere uéinkovine nimajo samo antioksidativnih lastnosti, ampak lahko vplivajo na delovanje
celice tudi drugace; tak primer je Tempol, katerega natancen mehanizem delovanja Se ni
popolnoma pojasnjen.

Doktorska disertacija nadalje prinasa nova spoznanja o mehanizmu in vlogi katepsinov v
celi¢ni smrti, sprozeni z lizosomotropicnim detergentom LLOMe. Z uporabo celi¢nih linij, ki
vsebujejo razlicne koncentracije posameznih katepsinov, smo pokazali, da inkubacija celic z
LLOMe vodi do hitrega poviSanja lizosomskega pH, ki je zacetna tocka LMP. LMP je obi¢ajno
tocka brez povratka, za katero sta znacilna iztekanje lizosomskih hidrolaz v citosol in kasnejsa
celicna smrt. Selektivni zaviralec katepsina C, GlyPheDMK, je ucinkovito preprecil zviSanje
lizosomskega pH in celi¢no smrt. Nasprotno pa je splosni zaviralec katepsinov, E64d, preprecil
samo celi¢no smrt, vendar le delno ohranil normalen lizosomski pH, pan-kaspazni inhibitor pa ni
imel tako moc¢nega vpliva. Z uporabo primarnih celic PyMT z izbitim genom za glavni citosolni
inhibitor katepsinov, stefin B, in celic MEF, ki so imele izbitje genov za katepsina B in L, smo
potrdili, da je katepsin C potreben za iztok lizosomskih katepsinov v citosol. Sprosceni katepsini
pa v naslednjem koraku sprozijo od kaspaz odvisno celi¢no smrt. Odstopanja pri obcutljivosti
celic na LLOMe so verjetno posledica razlicnega izrazanja katepsinov, stefina B, pa tudi drugih
pro- in anti-apoptoti¢nih proteinov, vklju¢no z Bcl-2 homologi, ali pa je to posledica, med drugim,
razlik v sestavi membrane organelov ter plazemske membrane in sposobnosti endocitiranja.

Na podlagi rezultatov smo potrdili hipotezo, da katepsin C v lizosomih s povisanim pH
polimerizira LLOMe, ki pridobi membranoliticne lastnosti. Zaradi destabilizacije lizosomske
membrane pride do sproscanja lizosomskih hidrolaz in s cisteinskimi katepsini posredovane
izvrsitve intrinzi¢ne apoptoze.

Klju¢na novost je doloCitev vloge cisteinskih katepsinov v celiéni smrti sprozeni z
lizosomotropicnim detergentom LLOMe. Poleg tega smo izpostavili pomembnost izbire
ustreznega modela za proucevanje delovanja LLOMe in posledi¢no interpretacije rezultatov
analiz lizosomske integritete. Ker imajo lizosomotropic¢ni detergenti terapevtski potencial, je
natancno poznavanje njihovega mehanizma delovanja izrednega pomena.
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Abstract: Lysosome is the central organelle for intra-
cellular degradation of biological macromolecules and
organelles. The material destined for degradation enters
the lysosomes primarily via endocytosis, autophagy and
phagocytosis, and is degraded through the concerted
action of more than 50 lysosomal hydrolases. However,
lysosomes are also linked with numerous other pro-
cesses, including cell death, inflammasome activation
and immune response, as well as with lysosomal secre-
tion and cholesterol recycling. Among them programmed
cell death pathways including apoptosis have received
major attention. In most of these pathways, cell death was
accompanied by lysosomal membrane permeabilization
and release of lysosomal constituents with an involve-
ment of lysosomal hydrolases, including the cathepsins.
However, it is less clear, whether lysosomal membrane
permeabilization is really critical for the initiation of cell
death programme(s). Therefore, the role of lysosomal
membrane permeabilization in various programmed cell
death pathways is reviewed, as well as the mechanisms
leading to it.
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Introduction: lysosomes and
lysosomal biology

Since the discovery of lysosome (Appelmans et al., 1955;
de Duve, 1983), major efforts have been done to under-
stand its biology and multitude functions. Lysosomes are
ubiquitous sphere or tubular shape organelles. Their size,
abundance and distribution are dependent on the diges-
tive activity and cell type (Xu and Ren, 2015). Lysosomal
membrane, which was long thought to serve primarily as
the physical barrier to prevent mixing of the highly acidic
lumen with cytosol, is known to have a number of other
important functions, which are largely associated with the
numerous membrane proteins transporters, receptors and
enzymes, anchored into the lysosomal membrane. Lyso-
somal integral membrane proteins (LIMPs) and lysosomal
associated membrane proteins (LAMPs) are protected
against the attack of proteases by heavy glycosylation,
which forms gylcocalyx. Membrane is additionally stabi-
lized by heat shock protein 70 kDa (Hsp70) and choles-
terol (Saftig et al., 2010; Repnik et al., 2012; Galluzzi et al.,
2014; Mrschtik and Ryan, 2015).

Lysosomes are the terminal point of intracellular
transport, particularly endocytosis, phagocytosis and
autophagy. During endocytosis the substrates are first
enclosed into the early endosomes, which mature into the
late endosomes that finally fuse with lysosomes, result-
ing in digestion of the engulfed material. However, endo-
cytosis is not only related to degradation by lysosomes,
but it is also implicated into recycling of surface receptors
and cellular signalling (Sigismund et al., 2012; Settembre
et al., 2013; Xu and Ren, 2015). During autophagy, the
engulfed contents are transported from the cytoplasm to
the lysosomes for final degradation (Ciechanover, 2012;
Kaur and Debnath, 2015). According to the physiologi-
cal activity and the type of cargo distribution to the lys-
osomes three distinct autophagy pathways are known:
macroautophagy, microautophagy and chaperone-medi-
ated autophagy (CMA). Macroautophagy, an evolutionary
conserved process, is present at a low level (constitutive
autophagy) in all cells to preserve intracellular balance
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and is stimulated during stress conditions, like starva-
tion, imbalance in AMP/ATP ratio, reactive oxygen species
stress, endoplasmic reticulum stress and accumulated
misfolded proteins. CMA is activated as protection system
to avoid proteotoxicity. All CMA substrates contain in
the sequence a specific pentapeptide motif (e.g. KFERQ)
that serves for binding to the chaperone proteins shock
cognate protein 70 (Hsc70), and is delivered to lysosomes
via LAMP-2A protein that serves as a receptor (Mizushima
et al., 2008; Arias and Cuervo, 2011; Cuervo and Wong,
2014). Microautophagy is the least investigated mecha-
nism, during which the lysosomal membrane is invagi-
nated thereby trapping its content. This pathway was
shown to be involved in the clearance of large structures,
like mitochondria and peroxisomes. The engulfed mem-
brane is degraded to release the cytoplasmic cargo (Li
etal., 2012).

When the cargo finally reaches the lysosome, the
delivered content is modified by acidic pH and reducing
environment resulting in reduction of the disulfide bonds,
disruption of the hydrogen bonds and the connexions
between the side chains leading to unfolding of the pro-
teins (Luzio et al., 2000; Turk and Turk, 2009; Cesen et al.,
2012). The acidic pH is maintained by V-ATPase and ion
homeostasis that are essential for lysosomal maturation
and trafficking, proper membrane fission and establish-
ment of the lysosomal membrane potential (Xu and Ren,
2015).

The improper function of autophagy and decreased
lysosomal degradation may result in accumulation of
lipofuscin (age pigment), an auto-fluorescent material,
in lysosomes of post-mitotic long-lived cells (Terman and
Brunk, 2004; Hohn and Grune, 2013). Lipofuscin is com-
posed of peroxidized proteins and lipid residues, which
may act as endogenous membranolytic compounds. Addi-
tionally, some studies have revealed that some metals
like aluminum, zinc, copper and iron are trapped within
lipofuscin. Among them iron has a special role as it is
predominantly responsible for oxidation linked with the
Fenton-type reactions, indicating that lysosomes are also
involved in iron homeostasis (Kurz et al., 2007; Kurz et al.,
2011; Hohn and Grune, 2013; Karlsson et al., 2013; Repnik
et al., 2014; Bogdan et al., 2016). However, lysosomes are
not associated only with the catabolic functions, but also
with other processes, including cell death, inflammasome
activation and immune response, as well as with lysoso-
mal secretion and cholesterol recycling (Appelqvist et al.,
2013; Mrschtik and Ryan, 2015). As a consequence, distur-
bances in lysosomal functions are associated with numer-
ous human diseases, such as cancer, neurodegenerative
disorders, lysosomal storage diseases, cardiovascular
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disorders and many inflammation-associated diseases
(Eskelinen and Saftig, 2009; Kurz et al., 2011; Appelqvist
et al., 2013; Settembre et al., 2013; Jiang and Mizushima,
2014; Hu et al., 2015; Parenti et al., 2015; Bogdan et al.,
2016; Stoka et al., 2016).

Lysosomal hydrolases: crucial role of
proteases

Crucial role in cargo degradation play lysosomal hydro-
lases. A number of them has been identified in the lyso-
somal lumen, including proteases, nucleases, lipases,
phosphatases, sulfatases and glycosidases (Hafner Cesen
et al., 2016). Their function is to hydrolyse the incoming
cargo into simple building blocks, which are reused after
diffusion or active transport by catabolite exporters into
the cytosol (Mrschtik and Ryan, 2015; Xu and Ren, 2015).
Among the hydrolases the best characterized are the
proteases, in particular the cathepsins. The majority of
them is cysteine cathepsins with 11 of them being encoded
in the human genome (B, C, F, H, L, K, O, S, V, W, and
X). While cathepsins B, C, F, H, L, O, V and X are ubig-
uitous and are associated with general lysosomal protein
degradation, cathepsins K (osteoclasts), W (lympho-
cytes and natural killer cells) and S (antigen-presenting
cells) are tissue-specific with more specialized functions.
Cathepsins D and E are aspartic proteases, ubiquitous
in late endosomes, while serine protease G is not classi-
fied as a true lysosomal protease, because it is present
only in azurophil granules, which belong to the group
of lysosome-related organelle (LRO), and is normally
active at neutral pH. The most abundant are cathepsins
B, L and D, and their inhibition was found to substantially
reduce autophagy. Acidic pH found in lysosomes does
not only help in unfolding the protein substrates, but is
also optimal for the activity of cysteine and aspartic cath-
epsins. Although active, the former are, with exception of
cathepsin S, unstable at neutral pH, while the latter are
largely inactive due to reversible deprotonation of the
active site Asp residues. Besides pH, a number of other
cellular mechanisms are known to prevent uncontrolled
proteolytic degradation, including by physical separation
of the proteases by being contained within lysosomes,
requirement for activation of inactive zymogens and the
presence of endogenous inhibitors. However, when regu-
lation fails, cathepsins have been found to be involved in
numerous pathologies, especially those associated with
inflammation, such as arthritis, atherosclerosis, inflam-
matory bowel diseases and various autoimmune diseases,
as well as several types of cancer. In a number of these
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conditions, cathepsins were found to be upregulated and
often also secreted (Turk et al., 2001; Vasiljeva et al., 2007;
Kaminskyy and Zhivotovsky, 2012; Turk et al., 2012). In
addition, there is increasing evidence that cathepsins
when released into the cytosol following lysosomal mem-
brane permeabilization, also contribute to various cell
death pathways, thereby playing a dual role (Vasiljeva
and Turk, 2008).

In this review, we will focus on the lysosomal mem-
brane permeabilization and its triggers. In addition,
involvement of lysosomes and lysosomal proteases in
various types of regulated cell death pathways will be
discussed.

Lysosomal membrane permeabiliza-
tion and lysosomotropic reagents

A major step in all cell death pathways associated with
lysosomes is the lysosomal membrane permeabilization
(LMP) that is characterized by decreased cytosolic and
increased lysosomal pH, perturbed iron homeostasis,
defects in lysosomal cytoprotective factors and release
of hydrolases into the cytosol (Figure 1). However, LMP is
not always accompanied by ultrastructural changes of lys-
osomes (Hafner Cesen et al., 2012; Aits and Jaattela, 2013;
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Galluzzi et al., 2014). LMP is dependent on the type of the
lysosomotropic agent, presence and activity of the lyso-
somal enzymes, composition of the lysosomal membrane
(e.g. cholesterol and sphingolipid ratio) and the level of
endocytosis. In addition, it was suggested that not all cells
are equally prone to LMP due to the presence of different
enzymes at different levels and that this may also differ
depending on the LMP-trigger. So far, an essential role of
LMP was demonstrated only in the execution of lysoso-
mal cell death (LCD). LMP was often found to accompany
other types of cell death as a downstream signal amplifier,
but not as a starting event (Galluzzi et al., 2014; Repnik
et al., 2014; Gomez-Sintes et al., 2016; Serrano-Puebla
and Boya, 2016). Anyhow, in oxidative stress-triggered
necrosis, LMP was found to be an early event (Vanden
Berghe et al., 2010). In addition, lysosomal malfunction
as a consequence of LMP is also contributing to autophagy
defects (Galluzzi et al., 2014; Serrano-Puebla and Boya,
2016). Interestingly, cells were able to recover from mod-
erate LMP through a selective form of autophagy termed
lysophagy, in which damaged lysosomes are recovered
(Hung et al., 2013; Maejima et al., 2013).

Collectively, it is now clear that LMP is tightly asso-
ciated with cell death, but the molecular mechanisms
downstream of LMP differ and depend on the LMP trigger
and cell type (Turk and Turk, 2009; Repnik et al., 2012;
Aits and Jaattela, 2013; Ashoor et al., 2013).
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Lysosomal changes and mechanisms leading to organelle impairment and LMP are shown together with different LMP triggers. GSH, glutathione;
GSSH, glutathione disulfide; ER, endoplasmic reticulum; Apaf, apoptotic protease activating factor 1; LCD, lysosomal cell death.
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Lysosomotropic agents

Disruption of lysosomal morphology and activity can be a
consequence of osmotic or direct membrane lysis (Repnik
et al., 2014; Villamil Giraldo et al., 2014). In the case of
osmotic lysis, a relatively high quantity of soluble com-
pounds is trapped in the lumen, thereby increasing the
osmotic pressure. On the other hand, increased osmotic
pressure can be also triggered by the reagents that affect
membrane permeability, resulting in the influx of water.
Other destabilising factors are compounds with sur-
factant properties. After the critical micelle concentration
is reached, these reagents evolve detergent-like activity
(Gomez-Sintes et al., 2016).

To induce membranolytic activity, high concentra-
tions of exogenous lysosomotropic detergents must be
used to destabilize intracellular membranes and not only
the plasmalemma. Among these compounds the most
important are the lysosomotropic compounds (Figure
1). Lysosomotropic compounds are usually weak basis
that upon entering lysosomes become protonated at
acidic pH, thereby remaining trapped within lysosomes.
However, they often affect lysosomal pH only, but do not
trigger LMP. Such examples are chloroquine and ammo-
nium chloride, which exert the so-called “sponge effect”
by accumulating in the lysosomes due to protonation at
acidic pH thereby increasing the vesicles volume and pH.
The latter is, however, seen as a decrease in the signal of
lysosomotropic dyes such as acridine orange and various
lysotrackers and therefore sometimes misinterpreted as
LMP, requiring caution in data interpretation (Repnik
et al., 2014). Another such example is siramisine, a ¢2-
receptor agonist, which was initially reported to trigger
LMP and subsequent cell death in several cancer cells
(Ostenfeld et al., 2005; Ostenfeld et al., 2008), but was
recently found to induce cell death associated with mito-
chondrial destabilization and disrupted metabolic home-
ostasis in the absence of LMP (Hafner Cesen et al., 2013).

On the other hand, lysosomotropic detergents desta-
bilize membrane lipids after delivery into the lysosome.
Early examples of lysosomotropic detergents were amines
with hydrophobic side-chains, such as imidazole or mor-
pholine (Miller et al., 1983), although it is not completely
clear whether they disrupt lysosomal membranes only or
also plasmalemma, and whether this is cell type-depend-
ent. However, the best characterized lysosomotropic
detergent is L-leucyl-L-leucine methyl ester (LeuLeuOMe),
which can kill a large variety of cells with bone marrow-
derived immune cells being the most sensitive (Thiele and
Lipsky, 1990; Uchimoto et al., 1999; Droga-Mazovec et al.,
2008). This dipeptide ester was shown to accumulate
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inside lysosomes and acquired detergent properties after
polymerization mediated by cathepsin C (Thiele and
Lipsky, 1990). Moreover, the compound showed excel-
lent results in the prevention of graft-versus-host disease
in mice and entered clinical studies for allogenic bone
marrow transplantation (Filicko-O’Hara et al., 2009),
which were, however, discontinued. Among the others,
0-methyl-serine-dodecylamide-hydrochloride (MSDH) and
sphingosine have gained more attention. MSDH was thus
shown to trigger early LMP accompanied by leakage of
lysosomal proteases, changed iron homeostasis and oxi-
dative stress, followed by release of cytochrome C from
mitochondria and activation of caspases at low to mod-
erate concentrations in a mouse macrophage cell line.
However, high doses of MSDH resulted in necrosis of the
target cells (Li et al., 2000; Ghosh et al., 2011). Sphingo-
sine, on the other hand, is one of the endogenous lys-
osomotropic agents, which causes changes in lysosomal
membrane lipid composition. Sphingosine is generated
by concerted action of acid sphingomyelinase and acid
ceramide. While the former converts sphingomyelin into
ceramide, the latter converts ceramide into sphingosine.
Another important factor in the sphingosine detergent
activity seems to be also cathepsin B, which degrades
sphingosine into the anti-apoptotic sphingosine 1-phos-
phate. In addition, sphingosine membranolytic properties
depend on pH and lipid composition (Johansson et al.,
2010; Young et al., 2013; Villamil Giraldo et al., 2014). In
addition, destabilization of lysosomal membrane can be
mediated also by non-permeable compounds that accu-
mulate in lysosomes after delivery by endocytosis (Aits
and Jaattela, 2013; Repnik et al., 2014; Villamil Giraldo
etal., 2014).

ROS as LMP trigger

A potent intracellular LMP inducer, following exposure
to various drugs, heavy metals, ionising radiation, photo-
dynamic therapy and different injuries, is also oxidative
stress (Figure 1A) (Cesen et al., 2012; Aits and Jaattela,
2013). In the lysosome, low mass-iron is released after
degradation of ferruginous compounds. During increased
oxidative stress H,0, enters into the lysosomes and reacts
with redox-active iron in Fenton-type reaction (Fe* + H,0,
— Fe* + OH' + OH"). Alternatively, O*- presence leads to
reduction of iron and occurrence of harmful hydroxyl
radical OH'. Further, the ferric cation Fe* formed in the
Fenton reaction can react with the superoxide anion in the
so-called Haber-Weiss reaction, generating ferrous iron
again (Fe* + 02~ — Fe* + 0,), which can re-enter into the
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Fenton reaction (Kurz et al., 2007; Kurz et al., 2011; Dixon
et al., 2012). Depending on the extent of highly reactive
HO and OH™ production, LMP is triggered by lipid peroxi-
dation and destabilization of lysosomal membrane pro-
teins. It was suggested that ROS initiate also activation of
phospholipase A2 (PLA2) and lysosomal Ca* channels.
PLA2 may affect trafficking of K* and H* ions and lysoso-
mal membrane integrity by the production of arachidonic
acid, which exhibits detergent-like properties (Kurz et al.,
2011; Cesen et al., 2012; Aits and Jaattela, 2013).

However, not all lysosomes are equally sensitive to
oxidative stress due to variation in the degradation level
of the iron-binding molecules. Consistent with this theory,
the level of lysosomal redox-active iron in healthy cells
should be strictly regulated by transporting iron from
lysosomes to cytosol and keeping it in a non-redox-active
form. Hsp70 and ferritin can bind iron in order to diminish
LMP. Therefore, many efforts were invested in the intro-
duction of redox-active iron in malignant cells to be more
responsive to irradiation-induced ROS production. In
addition, anti-cancer photodynamic therapy is based on
the intra-lysosomal accumulation of photosensitizers that
cause increased oxidative stress resulting in LMP, release
of lysosomal hydrolases and mitochondrial membrane
permeabilization (MMP) (Kurz et al., 2007, 2011; Ghosh
et al., 2011; Marino et al., 2013).

In the cell, excessive ROS act as general destabiliz-
ing factors, but cellular antioxidants can minimize their
impact. Lysosomal integrity can be maintained by vita-
mins C and E, coenzyme Q10, glutathione, catalase,
superoxide dismutase, etc. However, their anti-oxidative
properties can be diminished by the low lysosomal pH
(Johansson et al., 2010; Kurz et al., 2011; Aits and Jaattela,
2013; Marino et al., 2013; Bogdan et al., 2016).

LMP-triggering proteins

An interesting group of biomolecules that can trigger LMP
are bacterial, fungal and snake toxins, and viral proteins.
Perhaps the best known example is the diphtheria toxin,
which forms pores in endolysosomal membranes after pH
modification. Also several other toxins, such as tetanus,
botulinum an anthrax toxin, nigericin, leukotoxin, myco-
toxins, venom toxins from cobra and rattlesnake, have
been associated with LMP. On the other hand, viral pro-
teins can initiate LMP by generating lysosomal membrane
rupture, pore formation, membrane curvature stress
or vesicular swelling or even by detergent-like activity
(Tosteson and Chow, 1997; Fuchs and Blaas, 2010; Johans-
son et al., 2010; Maier et al., 2010; Aits and Jaattela, 2013;
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Jiang and Mizushima, 2014; Ju et al., 2015). In addition,
proapoptotic Bcl2 family members Bax and Bak that are
primarily involved in mitochondrial membrane permea-
bilization, and Bid, were also suggested to be involved in
triggering LMP (Johansson et al., 2010).

Lysosomes in cell death

Following LMP, lysosomes start leaking their contents into
the cytosol, which may lead to cell death. Unlike the path-
ways leading to LMP, pathways downstream from LMP are
clearer and are critically dependent on the release of lyso-
somal hydrolases into the cytosol. Although their activity
in the cytosol is lower than in the endolysosomal vesicles,
it can still result in substantial damage, depending on the
extent of LMP and cytosolic (protease) inhibitors, which
can protect cells against low level LMP, thereby serving
an emergency role (Turk, 2006), such as demonstrated
for stefin B. Its genetic ablation was namely shown to
dramatically sensitize primary mouse mammary cancer
cells to LeuLeuOMe (Butinar et al., 2014). Extensive LMP
leads to uncontrolled necrosis, which will not be dis-
cussed further, while moderate LMP contributes to apop-
tosis and various types of regulated necrosis, including
necroptosis, ferroptosis, oxytosis, pyrogenic cell death,
cornification and parthanatos (Figure 2) (Turk and Turk,
2009; Cesen et al., 2012; Lima et al., 2013; Galluzzi et al.,
2014; Vanden Berghe et al., 2014). Like in apoptosis also in
regulated necrosis LMP can be an initiator, an amplifier or
only a bystander of the process. Moreover, lysosomes do
not contribute to regulated necrosis only by the activity
of released cathepsins but also by their elevated oxidative
potential and iron load (Figure 3) (Vanden Berghe et al.,
2010; Galluzzi et al., 2014). A comparison between differ-
ent types of cell death is presented in Table 1.

Apoptosis

Depending on the initial signal, apoptosis can be driven by
mitochondria (intrinsic pathway) or by ligation of death
ligands to transmembrane receptors from the TNF family
(extrinsic pathway), which both converge at the level of
caspase 3 activation. The two pathways are connected
via the BH3-only proapoptotic Bcl-2 family member Bid,
which is a substrate of caspase 8. Such truncated form
of Bid, tBid, then engages the mitochondrial pathway in
the so-called type I cells, thereby amplifying the signal.
LMP somehow does not fit into the main story. The early
idea that cathepsins released from the lysosomes would
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Figure 2: LMP levels define cell death outcome.

At low or moderate LMP, apoptotic cell death or regulated necrosis may occur, although cells can also rescue through engagement of
lysophagy. When levels are too high, there is increased possibility for necrosis.

Apoptosis,

Low to moderate
regulated necrosis

Necrosis

High

Figure 3: Schematic presentation of lysosomal involvement in pro-
grammed cell death signalling pathways and its regulation.

activate procaspases, as shown in vitro for cathepsin G
(Zhou and Salvesen, 1997), does not work (Stoka et al.,
2001). The only exception is cathepsin D, which was shown
to be able to activate procaspase 8 in neutrophils (Conus
et al., 2008). However, this is more an exception than a
rule, as cathepsin D is extremely abundant in neutrophils.
Moreover, there is no endogenous inhibitor of cathepsin D
in mammals, suggesting lower level of control.

The first identified substrate of cathepsins, including
cathepsinD, leading to apoptosisis Bid. Similarly to caspase
8 and granzyme B, all the cathepsins cleave Bid in the
same unstructured region, called the bait loop (Stoka et al.,
2001; Cirman et al., 2004; Heinrich et al., 2004; Blomgran
et al., 2007; Droga-Mazovec et al., 2008). However, Bid is
not a critical apoptotic substrate of cathepsins as dem-
onstrated in neuronal apoptosis in mice deficient in the
major cytosolic inhibitor of cysteine cathepsins. Simulta-
neous ablation of stefin B and Bid had namely no effect
on the progression of cerebellar apoptosis (Houseweart

et al., 2003). Later, several additional apoptotic substrates
of cathepsins were identified, including the anti-apoptotic
Bcl2 family proteins Bcl-2, Bcl-extra-large (Bcl-XL) and
induced myeloid leukaemia cell differentiation protein-1
(Mcl-1). This all points out to engagement of mitochondrial
pathway. Moreover, cathepsins can also cleave XIAP fol-
lowing its release from mitochondria, thereby ensuring
the propagation of apoptosis (Droga-Mazovec et al., 2008).
The importance of cathepsins for triggering LMP-mediated
cell death was demonstrated also in primary tumor cells,
which were genetically ablated for cathepsin B or the major
cytosolic cathepsin inhibitor stefin B (Vasiljeva et al.,
2008; Butinar et al., 2014). While triggering LMP by lys-
osomotropic detergents seems an attractive alternative to
kill cancer or immune cells overexpressing anti-apoptotic
Bcl2 proteins in cancer therapy, LMP does not seem to be
a major apoptotic pathway. However, since mitochondrial
membrane permeabilization (MMP) results also in oxida-
tive stress, which may trigger LMP, it can be suggested that
secondary LMP may amplify apoptosis. Of course, this is
probably true also for other LMP stimuli. There were some
more controversies concerning the role of LMP in the
extrinsic pathway, suggesting that cathepsins, in particu-
lar cathepsin B, may act as important direct executioners
of apoptosis (Guicciardi et al., 2004; Kirkegaard and Jaat-
tela, 2009). However, later studies revealed that cathepsins
are not the main players (Bojic et al., 2007; Wattiaux et al.,

Brought to you by | Jozef Stefan Institut
Authenticated
Download Date | 10/22/18 7:34 AM



DE GRUYTER N. Kav¢ic et al.: Lysosomes in programmed cell death pathways =—— 295

2007; Vasiljeva et al., 2008; Oberle et al., 2010; Spes et al.,
2012). In addition, LMP was often linked to neuronal cell
death, where pathways may be somewhat different than
in other cells described above. As the role of lysosomes
and LMP in apoptosis was a subject of many reviews, it
will not be discussed her in more details (Turk and Turk,
2009; Hafner Cesen et al., 2012; Aits and Jaattela, 2013;
Repnik et al., 2014; Stoka et al., 2016; Yu et al., 2016).

Iron dependence

No
No
Yes
No
No

Necroptosis

The most studied form of regulated necrosis is necrop-
tosis, which relies on the activation of receptor inter-
acting protein kinases (RIPK) 1 and 3. Many inducers
of necroptosis have been identified so far, however, the
tumor necrosis factor (TNF)-induced pathway in the
absence of active caspase 8, which otherwise cleaves
the two kinases and drives cells into apoptosis, is the
most studied one (Pasparakis and Vandenabeele, 2015).
In contrast to accidental necrosis where LMP is an early
event, in TNF-induced necroptosis LMP occurs at a later
stage (Vanden Berghe et al., 2010). In a recent study,
cysteine cathepsins B and S, and to a minor extent also
cathepsin L, have been demonstrated to cleave RIPK1
in macrophages and only the combined inhibition of
caspases and cathepsins has augmented TNF-necrop-
tosis (McComb et al., 2014). In another study, den-
dritic cells treated with the RIG-I-like receptor adjuvant
polyinosinic-polycytidlic acid (poly IC) also showed
disrupted lysosomal integrity and cathepsins release.
Interestingly, in the majority of the cell population,
released cathepsin D acted pro-inflammatory by cleav-
ing caspase-8 which resulted in enhanced nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-«B)-
mediated production of cytokines. However, in a minor
portion of the cell population cathepsin D cleavage of
caspase-8 resulted in RIPK1l-dependent cell death. As
only the inhibition of all cathepsins, and not only cath-
epsin D or cysteine cathepsins, reduced necroptosis,
the authors speculated that other lysosomal cathepsins
besides cathepsin D may be involved in facilitating poly
IC-stimulated necroptosis (Zou et al., 2013).

Based on the available data, it is difficult to con-
clude if cathepsins promote or delay necroptosis. Most
probably, the function of LMP and cathepsins depends
on the type of cells and their local microenvironment.
It is known that depending on the molecular momen-
tum pro-apoptotic factors can antagonize necroptosis
(Ofengeim and Yuan, 2013; Hernandez et al., 2015). In
other forms of regulated necrosis described below, LMP

the signal; exception lysosomal

apoptosis
Extent and timing of LMP induce

different cell death subtypes
Not clear yet — PARP1 degraded

Occurrence/role of LMP
Usually late stage to amplify
Supporting, late event

after LMP

Possibly important,

Late event

Activation of caspases
Yes — inflammatory
caspases

probably not involved,
important role of

Apoptotic caspases
caspase 14

Yes — apoptotic

caspases
Not obligatory

No
No

formation of apoptotic bodies

Morphological characteristics
Blebbing, condensation of
chromatin and cytoplasm,
mitochondria depolarization,
Oncosis, dismantling

Organelle degradation,
formation of cornified

envelope

Excessive activation of PARP1;

PAR polymer formation
possible role of EDAR, XEDAR

Microbial infection in immune
and TROY receptors

Erastin inhibition, depletion
cells

TNF and other inducers, no
of cysteine/glutathione

caspase activity
Simultaneous induction,

Characteristics
Induction
Extrinsic or intrinsic

Table 1: Characteristics of different types of programmed cell death.

Pyrogenic cell
Parthanathos
Cornification

Necroptosis
Ferroptosis and
death

Cell death type
oxytosis

Apoptosis
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and cathepsins seem to contribute to cell death rather
than to limit it.

Ferroptosis and oxytosis

Ferroptosis occurs due to erastin inhibition of the XC-
cysteine/glutamine antiporter causing cysteine and con-
sequently glutathione depletion. This allows an increase
in Fenton generated ROS and subsequently major lipid
damage. The critical factor in ferroptosis is most likely
antioxidant insufficiency (Dixon et al., 2012; Dixon and
Stockwell, 2014). As described above, lysosomes are
important cellular pools of redox-active iron and their
biochemistry creates an excellent environment for Fenton
reactions (Kurz et al., 2011). Interestingly, not all triggers
that initiate Fenton reactions in lysosomes cause ferrop-
tosis (Dixon et al., 2012). This further suggests that iron-
catalyzed ROS from lysosomes are dispensable drivers of
ferroptosis (Dixon and Stockwell, 2014). In addition, it
was shown that ferroptosis was not affected by the broad
spectrum cysteine cathepsin inhibitor E64d implying that
lysosomal cysteine cathepsins are neither critical for fer-
roptotic cell death (Dixon et al., 2012). It can be therefore
suggested that lysosomes have a supportive rather than an
essential role in ferroptosis.

Oxytosis was initially described as oxidative gluta-
mate-induced death of neuronal cells (Tan et al., 2001;
Dixon and Stockwell, 2014). Similar to ferroptosis, oxy-
tosis also relies on the prevention of cysteine uptake
by the XC-cysteine/glutamine antiporter. However, in
oxytosis this is achieved by cysteine depletion or gluta-
mate saturation. Furthermore, like in ferroptosis also in
oxytosis ROS damage membrane lipids. However, this is
not sufficient for killing the cell and additional stimuli,
such as calcium influx from the extracellular space,
which results in activation of calpains, are required
(Henke et al., 2013). As calpains have been previously
suggested to be involved in triggering LMP (Yamashima,
2004), this could provide a link between LMP and oxyto-
sis. However, glutamate treatment of mouse hippocam-
pal HT22 cells triggered lysosomal ROS production and
cell death but not LMP (Kubota et al., 2010), suggesting
a supporting rather than an essential role of lysosomes
in oxytosis.

Pyroptosis

Pyroptosis was discovered as a special form of lytic cell
death, induced by microbialinfection thatisaccompanied
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by the release of proinflammatory cytokines interleu-
kin 1B (IL-1B) and interleukin 18 (IL-18). Together with
necroptosis it has been recently classified as a form of
programmed necrosis, where a major role is played by
the proinflammatory caspases 1 and 11 in mouse, while
in humans the latter is replaced by caspases 4 and 5
(Cookson and Brennan, 2001; Averette et al., 2009; Lam-
kanfi and Dixit, 2014; Wallach et al., 2016). The process
is started by the activation of intracellular nucleotide oli-
gomerisation domain-like recognition receptors (NLRs)
that form the inflammasome together with the apoptosis-
associated speck-like protein containing a CARD (ASC),
which enable pro-caspase 1 activation. In such way, the
inflammasome promotes maturation of the pyrogenic
IL-1B and IL-18 cytokines that are secreted from cells. A
major role in the process also plays the caspase 11 sub-
strate gasdermin D (GSDMD), which was found to be
critical for non-canonical inflammasome signalling by
Gram-negative bacteria and subsequent pyroptosis, as
well as for activation of IL-1B (Guo et al., 2015; Kayagaki
et al., 2015). In addition, recent findings have provided
evidence that the N-terminal domains of GSDMD and
other gasdermin proteins (GSDMA and GSDMA3) are
involved in pyroptotic pore formation. These pore-form-
ing proteins can affect either plasmalemma or peroxi-
some and mitochondrial membranes (Ding et al., 2016;
Shorgi et al., 2016).

There is also increasing evidence that inflammasome
activation triggered by different stimuli, including bacte-
rial toxins, silica crystals, aluminum salts, lipofuscin and
lysosomotropic detergent LeuLeuOMe (Hornung et al.,
2008; Duewell et al., 2010; Tseng et al., 2013), cholesterol
crystals (Duewell et al., 2010), and mitochondrial ROS
(Heid et al., 2013) is accompanied by LMP. For example,
Bacillus anthracis lethal toxin (LT) triggers NLRs and also
induces LMP in macrophages, which results in pyroptotic
cell death. Moreover, active cathepsins were found in the
cytosol of LT-treated macrophages and their inhibition pre-
vented LT-induced pyroptosis, suggesting that a moderate
LMP could contribute to inflammasome activation (Aver-
ette et al., 2009). In addition, it has been demonstrated
that the cathepsin B-selective inhibitor CA-074-Me, but
not cathepsin B deficiency, effectively blocked pyroptosis
and IL-1P release mediated by silica (Hornung et al., 2008;
Tseng et al., 2013). However, it still unclear if cathepsins
induce inflammasome activation directly or indirectly
through a yet unidentified signalling pathway (Hornung
et al., 2008; Averette et al., 2009; Newman et al., 2009;
Lima et al., 2013).

Surprisingly, in the study of Lima et al. (Lima et al.,
2013) early lysosomal rupture by LeuLeuOMe and alum
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in macrophages resulted in necrotic cell death independ-
ent of the inflammasome-activated caspase-1. The authors
observed that LMP resulted in a range of opposing cellular
responses, from a broad degradation of cellular proteins,
including caspase-1, IL-18, and IL-18, to a minor activa-
tion of pro-caspase-1 and pro-IL-1B. Importantly, activa-
tion of caspase-1 did not depend on the inflammasome
activation. The authors named this pyrogenic cell death
lysosome-mediated necrosis. They further observed that
the release of IL-1B was still dependent on caspase-1 pro-
cessing, whereas the final cell death was not (Lima et al.,
2013). Similar to pyroptosis, also LeuLeuOMe-mediated
necrosis and IL-1B maturation could be attenuated by
CA-074-Me, but not by genetic ablation of cathepsin B,
in agreement with the lower specificity of the methylated
form of the inhibitor. LeuLeuOMe-triggered cell death in
monocytes, dendritic cells and neutrophils, but not pyrop-
tosis, could be also prevented by ablation of cathepsin C.
Furthermore, downregulation of the aspartic cathepsin D
in macrophages also blocked LeuLeuOMe necrosis, sug-
gesting a link between cathepsin D and cathepsin C acti-
vation in lysosome-mediated necrosis (Lima et al., 2013;
Brojatsch et al., 2015). However, at least in vitro studies do
not support the role of cathepsin D in cathepsin C activa-
tion (Dahl et al., 2001).

Another caspase-l-independent form of cell death
named pyronecrosis has been described in response to Shi-
gella flexneri and Neisseria gonorrhoeae infection. Also in
these cases, inhibition of cathepsin B, and possibly other
proteases, by CA-074-Me attenuated cell death and limited
inflammatory cytokine release (Willingham et al., 2007;
Duncan et al., 2009). This further suggests that inducers
of pyrogenic cell death, including lysosome-destabilizing
agents, trigger different cellular events, which importantly
rely on the extent and timing of LMP.

Cornification

Cornification is a distinct type of programmed cell death
of epidermal cells, closely related to skin layers’ forma-
tion. Corneocytes — dead keratinocytes — become part of
the outer skin barrier, fundamental for protection against
mechanical, chemical or biological stressors. During this
2-weeks’ long cellular transformation, various enzymes
become involved in organelle degradation, such as pro-
teases, nucleases, and transglutaminases (Lippens et al.,
2009; Eckhart et al., 2013). After degradation, free areas
within the cell are replaced by cytoskeleton and a corni-
fied cell envelope is created at the intracellular edges
of the cell. In spite of many studies about cornification,
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the exact role of lysosomal proteases and LMP remains
unclear, although cathepsins V and L and legumain have
been detected in the cytosol of keratinocytes. One of the
crucial regulators of cornification seems to be the cysteine
protease inhibitor cystatin M/E, which inhibits legu-
main and cathepsins V and L (Zeeuwen et al., 2009). Its
genetic ablation resulted in mice dying shortly after birth
due to disturbed cornification, impaired barrier function
and consequent dehydration (Zeeuwen et al., 2002). The
critical cystatin E/M target seems to be cathepsin L/V,
as simultaneous ablation of cathepsin L rescued cysta-
tin E/M deficient mice lethality (Zeeuwen et al., 2010).
Based on the deletion of cystatin E/M in a reconstructed
human skin model, which showed an impaired epider-
mis development instead of ichthyosis-like features, it
was suggested that the inhibitor might be critical also for
humans (Jansen et al., 2012). Moreover, the transglutami-
nase activity is also dependent on release of cathepsins
from lysosomes and Ca?* from endoplasmic reticulum and
thereby on cystatin E/M cathepsin L/V axis. However,
calpain-l-dependent LMP, which is triggered after tight
envelope formation to prevent uncontrolled degrada-
tion, occurs from unknown reason (Zeeuwen et al., 2009;
Eckhart et al., 2013; Costanzo et al., 2015). Anyhow, dys-
regulation of proteases and their inhibitors in the skin
might be related to development of various diseases, such
as Netherton syndrome, Papillon-Lefevre syndrome as
well as impaired skin barrier function (Zeeuwen, 2004;
Cheng et al., 2009; Zeeuwen et al., 2009; Jansen et al.,
2012).

Parthanatos

Poly (ADP-ribose)-polymerase 1 (PARP1), also known as
NAD+ ADP-ribosyltransferase, is mostly recognized for
being engaged in DNA repair. However, hyperactivation
of PARP1 leads to regulated necrotic cell death termed
parthanatos. PARP1 is a target of many enzymes, among
them apoptotic caspases, granzymes and cathepsins.
The production of variety of different PARP1 fragments
could mediate specific forms of cell death. For example,
after LMP cathepsins B, D and G can cleave PARP1 into
44 kDa, 55 kDa, 62 kDa, 74 kDa and 89 kDa necrotic frag-
ments, which might contribute to cell death, although
the molecular mechanisms behind this are not com-
pletely clear yet. However, due to the complexity and
diversity of cleaved PARP1 fragments it is difficult to
associate them to a specific PARP1-controlled process
including parthanatos (Chaitanya et al., 2010; Galluzzi
etal., 2014).
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Conclusions

Lysosomes and LMP have been often connected with dif-
ferent types of cell death. While their major role in necro-
sis and autophagy/autophagic cell death is clear, their
role in programmed cell death pathways seems to be
more restricted to amplification of the different pathways,
rather than to their initiation. The only real exception is
apoptosis triggered by lysosomotropics, however, this is
not really a physiological pathway. Nevertheless, use of
lysosomotropics may be beneficial at least as supportive
therapy in several diseases, including cancer. However,
additional studies are needed, before we will really under-
stand this complex organelle and its role in general, not
only in cell death.
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Abstract: Oxidative stress has for a long time been asso-
ciated with cell death, especially classical necrosis, how-
ever, its role in other cell death pathways is less clear.
Here, we evaluated in a comparative way, the effect of
four different reactive oxygen species (ROS) scavengers,
N-acetyl-L-cysteine (NAC), o-tocopherol and two super-
oxide dismutase mimetics, n(Ill)tetrakis(4-benzoic acid)
porphyrin chloride, and 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-
piperidine 1-oxyl (Tempol), in four different cell death
models, including menadione-triggered necrosis, stau-
rosporine-induced apoptosis and tumor necrosis factor
(TNF)-induced apoptosis and necroptosis. While mena-
dione-triggered necrosis was completely prevented by the
classical ROS scavenger NAC and to a substantial amount
by the other scavengers, ROS targeting was found to have
a marginal effect on the other cell death modalities inves-
tigated. Despite its side-effects at higher concentrations,
Tempol was able to substantially prevent TNF-induced
apoptosis and to a somewhat lesser extent TNF-induced
necroptosis. However, this seems to be separated from its
ROS-scavenging function.

Keywords: apoptosis; cell death; necroptosis; necrosis;
ROS; ROS scavenger; Tempol.
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Introduction

Oxidative stress is a consequence of the excessive produc-
tion of reactive oxygen species (ROS), resulting from the
disruption of redox signalling. ROS are mainly produced
in peroxisomes and mitochondria (Morgan and Liu, 2010;
Brown and Borutaite, 2012; Kaminskyy and Zhivotovsky,
2014) where electrons escape from the electron respira-
tory chain complexes to react with molecular oxygen (0,),
resulting in generation of the reactive superoxide anion
(0,7) (Zoccarato et al., 2007; Stowe and Camara, 2009;
Kuksal et al., 2017). O,~ is then rapidly transformed into
oxygen (O,) and hydrogen peroxide (H,0,) by superox-
ide dismutase (SOD), a reaction that is very important
in the mitochondrial matrix (Luo et al., 2009; Wilcox,
2010; Moloney and Cotter, 2018). Finally, H,0, is decom-
posed by glutathione (GSH) peroxidase or catalase. SOD,
GSH peroxidase, catalase and several vitamins (E, C,
beta-carotene) are therefore considered the primary cel-
lular oxidant defence system (Stowe and Camara, 2009;
Moloney and Cotter, 2018). However, when this defence
system is overloaded, enhanced ROS production impairs
mitochondria energy metabolism and triggers cell death
(Ott et al., 2007; Kuksal et al., 2017).

Therefore, preventing the harmful effects of ROS on
human health by various antioxidants has a very long
history. Among the antioxidants perhaps the best known
is the GSH precursor N-acetyl-L-cysteine (NAC) (Bavarsad
Shahripour et al., 2014; Rushworth and Megson, 2014).
Another well-known antioxidant is o-tocopherol («TOC),
a form of vitamin E which, as other tocopherols, protects
phospholipids from peroxidation by concentrating in
lipid bilayers, thereby interrupting the free radical chain
reaction of lipid peroxidation and also protects cells
from ferroptosis (Traber and Stevens, 2011; Angeli et al.,
2017). Very potent antioxidants are also SOD mimetics.
One such cell permeable SOD mimetic is n(IIl)tetrakis(4-
benzoic acid)porphyrin chloride (MnTBAP) with a low
charge, which enables its penetration into mitochondria
(Salvemini et al., 2002; Stowe and Camara, 2009). Its
antioxidant properties depend on manganese electron
deficiency and the compound can also react with ONOO-,
ClO-, and CO,” (Batinic-Haberle et al., 2011). Another SOD
mimetic is 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-oxyl
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(Tempol), an ampholyte and a redox-cycling nitroxide,
which dismutases O, and restrains the Fenton reaction
by preventing the generation of ‘OH radicals (Luo et al.,
2009; Wilcox, 2010; Dikalova et al., 2015). However, due to
its catalase-like activity Tempol is not only a SOD mimetic
(Soule et al., 2007; Wilcox, 2010).

While ROS are known to play a critical role in necro-
sis, their role in other cell death modalities, including
apoptosis and various types of programmed necrosis is
less well clear (Kaminskyy and Zhivotovsky, 2014; Galluzzi
et al., 2018; Moloney and Cotter, 2018). The major aims of
this study were to study the role of ROS in four different
models of cell death, tumor necrosis factor (TNF)-induced
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Figure 1: Different types of cell death in MEFs and L929.
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apoptosis and necroptosis, staurosporine-induced apop-
tosis and menadione-induced necrosis, and to simultane-
ously evaluate the efficacy of four different antioxidants,
NAC, oTOC and SOD mimetics MnTBAP and Tempol,
in preventing ROS generation and cell death. ROS were
thus found to have a major role in menadione-triggered
necrosis, which was completely prevented by NAC and to
a somewhat lesser extent by MnTBAP and oTOC. In con-
trast, ROS were found not to be critical for TNF-mediated
apoptosis and necroptosis and staurosporine-induced
apoptosis. The efficacy of Tempol as an antioxidant
is very difficult to evaluate, as it exhibited differential
effects, depending on the concentration used. Anyhow,
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(200 ng/mLTNF, 1 ug/ml CHX, 20 um zVAD-fmk) or in case of L929 TNF only (10 ng/ml TNF). Results are representative of three independent

experiments. Bars represent means + standard deviation.

Brought to you by | Jozef Stefan Institut
Authenticated | boris.turk@ijs.si author's copy
Download Date | 10/29/18 9:16 AM



DE GRUYTER

at high concentrations Tempol was able to almost com-
pletely prevent TNF-mediated apoptosis and partially also
necroptosis, but the mechanism remains elusive.

Results

Generation of ROS in different cell death
models

In the initial experiments, we evaluated the progress of
cell death in mouse embryonic fibroblasts (MEFs) and
L929 cells using four different cell death stimuli. MEFs

N. Kav€i€ et al.: Differential cell death protecting effect of ROS scavengers =——— 3

were treated with menadione sodium bisulfite (MD),
staurosporine from Streptomyces sp. (STS) and TNF in
combination with cycloheximide (CHX) in the absence
(TNF/CHX; TC) or presence of zVAD-fmk (TNF/CHX/
zZVAD; TCZ), and the progression of cell death was then
monitored by fluorescence-activated cell sorting (FACS)
analysis. A similar experiment was done with L929 cells,
except that in the case of TNF, CHX was omitted as cells
died rapidly by necroptosis even in the absence of zVAD-
fmk (data not shown) (Vercammen et al., 1998b). MD trig-
gered cell death extremely rapidly and essentially all cells
were dead in 6 h post-treatment (Figure 1A). Cell death
was necrotic in both cell types as judged by the presence
of AnnexinV-PE- and PI-double-positive cells and the lack
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Figure 2: Cell death inducers affect intracellular ROS production before increasing cell death in MEFs and L929 cells.
Intracellular ROS production during treatment with (A) 75 um MD, (B) 1 um STS, (C) TC (100 ng/ml TNF, 1 ug/ml CHX) and (D) TCZ (100 ng/ml
TNF, 1 ug/ml CHX, 20 um zVAD-fmk) or in case of L929 TNF only (10 ng/ml TNF). Results are representative of three independent experiments.

Bars represent means +standard deviation.

Brought to you by | Jozef Stefan Institut
Authenticated | boris.turk@ijs.si author's copy
Download Date | 10/29/18 9:16 AM



4 =—— N.Kav¢i€ et al.: Differential cell death protecting effect of ROS scavengers

of caspase-like activity (Supplementary Figures 1 and 2).
Cell death triggered by STS was apoptotic, as judged by
both FACS analysis and caspase activation (Supplemen-
tary Figures 1 and 2), and a vast majority of cells died
within 24 h, although cells started to die already 2-4 h
post-treatment (Figure 1). Cell death triggered by TNF was
apoptotic in MEFs (Figure 1, Supplementary Figures 1 and
2), whereas in L929 cells it was completely necroptotic
(Figure 1, Supplementary Figure 1), in agreement with
earlier results (Vercammen et al., 1997, 1998a; Degterev
et al., 2005; Vanden Berghe et al., 2010). Also MEFs died
with necroptotic characteristics, when treated with TNF/
CHX in the presence of zVAD, although they were sub-
stantially less sensitive to the stimulus than L1929 cells
(Figure 1; Supplementary Figure 1).

Next, we monitored the progression of intracellular
ROS production in the same cell death models as above.
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All treatments resulted in a time-dependent increase in
intracellular ROS production (Figure 2). However, while
this increase was rapid following MD or STS treatments,
several hours were needed to detect intracellular ROS
increase following TNF treatments (Figure 2). Further-
more, an increase in ROS by both MD and STS preceded
cell death (Figures 1A,B and 2A,B), whereas in all TNF
treatments ROS increase was found to accompany cell
death (Figure 2C,D). This further suggested that ROS could
be of major importance in cell death following MD, and,
possibly, STS treatment, but probably not in TNF-triggered
cell death. In order to confirm the increase of intracellu-
lar ROS, we next evaluated the level of mitochondrial ROS
generated using MitoSOX staining. Similarly, as for total
ROS generation, mitochondrial ROS generation progres-
sively increased with time and was the most pronounced
following MD treatment (Supplementary Figure 3).
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Figure 3: The effect of tested antioxidants on induced ROS production in MEFs.

(A) NAC, (B) TOC, (C) MnTBAP and (D) TE efficiency in decreasing total intracellular ROS production induced by 30 min incubation with
75 UM MD, 1 um STS, 14 h incubation with TC (100 ng/ml TNF, 1 ug/ml CHX) and TCZ (100 ng/ml TNF, 1 ug/ml CHX, 20 um zVAD-fmk). The
data represent the mean values + standard deviation based on experiments that were performed in triplicate.
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Efficacy of antioxidants in scavenging ROS
in different cell death models

Having shown that ROS are generated in all four cell
death models, though with different kinetics and intensi-
ties, we next investigated the capacity of four ROS scav-
engers with different mechanisms of action to scavenge
ROS. As ROS generation was observed at different time
points, depending on the cell death model, we measured
the effect of scavengers at a time point when a substantial
ROS increase was observed. In line with this, the follow-
ing times were therefore selected: 30 min post MD and
STS treatment and 14/18 h post TNF treatment for MEF/
1929 cells, respectively. All four scavengers, NAC, oTOC,
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MnTBAP and Tempol, were found to at least partially scav-
enge ROS in MEFs, regardless of the stimulus (Figure 3).
NAC was extremely efficient in eliminating ROS at all con-
centrations following MD treatment (>90%), but showed
moderate to low efficacy in scavenging ROS in other cell
death models (~30-70%; Figure 3A). aTOC was the least
efficient among all scavengers, regardless of the stimulus
[~30-70% (MD); Figure 3B]. Both SOD mimetics, MnTBAP
and Tempol, exhibited moderate efficacy in scaveng-
ing ROS following MD or STS treatment (~40-60%), but
were the most efficient in scavenging ROS in TNF-trig-
gered apoptosis and necroptosis (~60-75%; Figure 3C,D).
Interestingly, at high concentrations Tempol apparently
increased ROS levels upon MD or STS treatment, but not
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Figure 4: The effect of tested antioxidants on induced ROS production in L929 cells.
Cells were treated with 75 um MD, 1 um STS for 30 min and TNF (10 ng/ml TNF) for 18 h in the presence of (A) NAC, (B) o.TOC, (C) MnTBAP
and (D) TE. Intracellular ROS production after treatment was measured by flow cytometry. Results are representative of three independent

experiments. Bars represent means + standard deviation.
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upon TNF treatments (Figure 3D). Similar results were
also obtained in L929 cells, except that the scavenging
efficiency of all four scavengers was considerably lower
than in MEFs (Figure 4). Further increasing the scavenger
concentrations in the cells used was not possible, as they
were either cytotoxic (NAC), exhibited solubility problems
(oTOC) or affected cellular granulation (MnTBAP).

As both MnTBAP and Tempol as SOD mimetics pri-
marily scavenge mitochondrial ROS, we next compared
their effect on scavenging mitochondrial ROS using MD
to trigger oxidative stress (Supplementary Figure 4). While
MnTBAP was capable of reducing mitochondrial ROS
in both untreated and MD-treated cells, Tempol had no
effect at low concentrations, but was instead found to also
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Figure 5: The effect of antioxidants on cell death in MEFs.
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increase mitochondrial ROS at high concentrations, con-
sistent with its general capability to increase ROS (Lewin-
ska et al., 2008).

We next evaluated the effect of antioxidants on intra-
cellular ROS production for a prolonged period of time
with all four inducers in both cell types (Supplementary
Figures 5 and 6). NAC was still the most efficient, although
it did not prevent ROS generation following TNF treat-
ments, whereas the other ROS scavengers were slightly
less efficient, demonstrating that they can provide a
certain level of protection even at later time poins. Again,
Tempol exhibited the same behavior as at the early time
point for all models, i.e. increased mitochondrial ROS at
high concentrations.
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Prior to cell death induction, cells were treated with (A) 1 mm NAC, (B) 5 mm a:TOC, (C) 25 um MnTBAP and (D) 0.1 mm and 3 mm TE as described
in the Materials and methods section. Unt is an untreated control sample. Cell viability after 4 h incubation with 75 um MD, 24 h incubation with
1um STS, 14 h incubation with TC (100 ng/ml TNF, 1 ug/ml CHX) and TCZ (100 ng/ml TNF, 1 ug/ml CHX, 20 um zVAD-fmk) was monitored by flow
cytometry. The data represent the mean values +standard deviation based on experiments that were performed in triplicate.
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Differential effect of antioxidants on cell death

Next, we evaluated whether the ROS scavenging efficiency
of the four scavengers is sufficient to prevent cell death at
the same conditions as above. We therefore decided to use
scavenger concentrations that were found to have a pro-
found effect on ROS levels (1 mm NAC, 5 mm oTOC, 25 um
MnTBAP, 0.1 and 3 mmM Tempol) and did not exhibit any
toxicity or solubility problems. NAC was by far the most
efficient in completely preventing MD-induced necrosis,
but showed moderate to very low efficiency in STS- and
TNF-induced cell death, respectively. oTOC could partially
prevent MD-induced necrosis, but was essentially ineffec-
tive in preventing other types of cell death. MnTBAP was
the least efficient among all the scavengers and essen-
tially exhibited no effect on cell death, regardless of the
stimulus. Strikingly, Tempol was found to be toxic at
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Figure 6: The effect of antioxidants on cell death in L929 cells.
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high concentrations upon MD treatment, but at the same
concentrations conferred major protection against cell
death following all TNF treatments. Interestingly, Tempol
exhibited no protection against STS-induced apoptosis
(Figures 5 and 6). We also examined the ability of ROS
scavengers to provide long-term protection against cell
death (Supplementary Figures 7 and 8). NAC blocked MD
induced cell death, suggesting that ROS play a crucial role
in MD-induced necrosis. However, in other treatments the
scavengers used only delayed cell death, with an excep-
tion of Tempol, which provided excellent protection
against TNF-mediated cell death both by apoptosis (TC) as
by necroptosis.

In the final experiment, we therefore evaluated the
ability of NAC to protect against Tempol-mediated ROS
generation and cytotoxicity in MD-triggered cell death.
As shown in Figure 7, 1 mm NAC was found to efficiently

—Unt
= 0 mm
=35 mm

O

— Unt

mm 0 mm
mm 0.1 mm
=3 3 mm

Prior to cell death induction, cells were treated with (A) 1 mm NAC, (B) 5 mm aTOC, (C) 25 um MnTBAP and (D) 0.1 mm and 3 mm TE as
described under Materials and methods, and then cell death was induced by 4 h incubation with 75 um MD, 16 h incubation with 1 um
STS and 24 h incubation with TNF (10 ng/mlTNF). Unt is an untreated control sample. Cell viability was analyzed by flow cytometry using
AnnexinV-PE and PI. Results are representative of three independent experiments. Bars represent means + standard deviation.
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Figure 7: NAC inhibits Tempol’s effect on intracellular ROS production and cell death.

(A) NAC efficiency of decreasing total intracellular ROS production induced by 0.1 mm and 3 mm TE, respectively, combined with 75 um MD
(30 min long exposure) in MEFs. (B) NAC prevents cell death induced by 0.1 mm and 3 mm TE combined with 4 h 75 um MD treatment in MEFs.
Cells were incubated with both antioxidants for 2 h prior to the addition of cell death stimulus where indicated. (C and D) A similar effect was
observed also in L929 cells. The data represent the mean values + standard deviation based on experiments that were performed in triplicate.

scavenge all ROS in MEFs, while it exhibited a smaller
effect on ROS generation in 1.929 cells. However, NAC com-
pletely protected against MD-induced cell death in both
cell types, indicating the major capacity of NAC to prevent
oxidative stress-mediated cell death.

Discussion

Here, we show that cell death induced by MD, STS or
TNF in the presence or absence of CHX is accompanied

by intracellular ROS generation in MEFs and 1929 cells,
which was more pronounced in MEFs. MD was found to
be the most efficient ROS inducer, inducing a major ROS
burst already at the 1 h time-point, by far exceeding ROS
generation by any other stimulus, including STS, where
an increase of ROS was also evident at the 1 h time-point,
but was much smaller (Figure 2). Furthermore, while
ROS generation was really an early event preceding any
signs of cell death in MD- and STS-induced cell death, a
significant increase in ROS following all TNF treatments
was only observed at the 10 h time-point, when cells
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were already undergoing cell death, in line with previ-
ous results (Vanden Berghe et al., 2010). Interestingly,
among all four ROS scavengers used, only NAC was able
to completely scavenge ROS following MD treatment in
MEFs, and to a lesser extent in 1.929 cells. However, none
of the scavengers was able to completely neutralize
ROS, generated by other stimuli, although the two SOD
mimetics MnTBAP and Tempol, relatively efficiently
scavenged ROS following TNF treatments, especially
in MEFs (60-70%; Figure 3). This further suggests that
not all ROS, generated by different cell death stimuli
can be completely neutralized, despite the capacity
of the scavengers, which was clearly not overcome, as
demonstrated for the NAC-scavenging capacity of MD-
generated ROS. However, this can be at least partially
explained by the differential mechanism of action of the
antioxidants. MD affects the respiratory chain rapidly
and consequently resulting in H,0, production, which
can be neutralized by GSH peroxidase and NAC that can
supplement GSH by donating a cysteine. Moreover, both
oxidative stress and antioxidants, such as NAC, can acti-
vate the transcription factor NF-xB (Murley et al., 2001;
Moloney and Cotter, 2018), which in turn triggers expres-
sion of several antioxidant proteins, including MnSOD,
catalase and GSH peroxidase that prevent further oxida-
tive stress (Morgan and Liu, 2011; Moloney and Cotter,
2018). On the other hand, oeTOC was not able to elimi-
nate O,~ in permeabilized mitochondria (Kruglov et al.,
2008), consistent with previous results showing aTOC
as a poor O, scavenger in primary cultures of preglo-
merular vascular smooth muscle cells of spontaneously
hypertensive rats treated with angiotensin-II (Luo et al.,
2009). On the other hand, aTOC can also prevent lipid
peroxidation (Ott et al., 2007). Moreover, oTOC was
shown to be able to considerably stabilize mitochon-
dria and prevent against cardiolipin oxidation follow-
ing siramesine treatment, which could not have been
achieved by NAC (Cesen et al., 2013), clearly supporting
the idea that not all ROS scavengers are efficient against
all forms of oxidative stress. In contrast, the SOD mimet-
ics are known to efficiently scavenge H,0, that diffuses
through membranes to other organelles due to its nega-
tive charge, resulting in additional production of ROS,
including O, by non-mitochondrial oxidases. However,
the reduction in oxidative stress is likely a combination
of their SOD-like and peroxidase-like activities, which
explains the best the behavior of MnTBAP (Dikalov and
Harrison, 2006).

Although an SOD mimetic, Tempol exhibited a
very unusual profile. At low concentrations (<100 um),
Tempol decreased ROS following MD and STS treatment

N. Kav¢i€ et al.: Differential cell death protecting effect of ROS scavengers =— 9

in MEFs (only MD in L929 cells), whereas at high con-
centrations (>3 mM) increased intracellular ROS produc-
tion was observed. Furthermore, Tempol even enhanced
MD-triggered MitoSOX oxidation signal due to its ability
to induce O,". The reason for that might be in several
ROS-scavenging mechanisms of Tempol in addition to
its SOD-like activity (Samuni et al., 1988), including
heme-mediated catalase-like activity (Krishna et al.,
1996), radical chain reaction interruption (Nilsson et al.,
1989), oxidation of reduced transitional metal ions in a
Fenton type reaction (Soule et al., 2007), oxidation of
semiquinone radicals (i.e. detoxification of xenobiotics)
(Krishna et al., 1991; Samuni et al., 2002), and trapping
carbon-centered chemicals (Krishna et al., 1991; Offer
et al., 2000; Wilcox, 2010). In addition, at high concen-
trations, Tempol can act as an oxidant due to the accu-
mulation of its oxidised form (Offer et al., 2000; Guo
et al., 2015). This is also consistent with previous results
demonstrating that Tempol was cytotoxic and geno-
toxic for cultured primary human lymphocytes (Lewin-
ska et al., 2008; Guo et al., 2015). However, at the same
concentrations, Tempol was the most efficient among
all four antioxidants used in preventing TNF-mediated
cell death. This cannot be explained solely by its anti-
oxidant activity as MnTBAP, another SOD mimetic we
used, showed only minor protection. This suggests
that the effect is compound-specific, but the mecha-
nism of action remains to be revealed. Consistent with
this, Tempol was also found to effectively prevent cell
death in vivo in a mouse model of TNF-induced systemic
inflammatory response syndrome, a model for inflam-
mation-induced hypotension and shock (Cauwels et al.,
2010). Tempol also relieved mitochondrial dysfunction
in hypoxic rats after TNF treatment, which was also
accompanied by reduced NF-xB transcription activity
(Mariappan et al., 2007).

The exact role of ROS in cell death remains to be
clarified. We demonstrated that ROS are critical media-
tors of necrosis triggered by MD (Ryter et al., 2007; Loor
et al., 2010), whereas in other models this is more elusive.
Although ROS are required for cardiolipin peroxidation,
which is believed to be an important step in the release of
cytochrome c from the mitochondrial membrane in apop-
tosis (Ryter et al., 2007; Moloney and Cotter, 2017; Sies
etal., 2017), scavenging ROS did not rescue cells from STS-
or TNF-mediated apoptosis. However, as we were unable to
completely neutralize ROS by the antioxidants used, this
can be also related to insufficient ROS scavenging or cell
type used. In any case, ROS generation does not appear to
be an early and critical event in TNF-mediated cell death
pathways, so even a complete ROS neutralization is not
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expected to prevent cell death, but rather delay it. This is
supported by the findings that neither ROS nor mitochon-
dria play a crucial role in the necroptosis execution. In line
with this, Tait et al. found that necroptosis occurred also
in the mitochondria-deficient cells after TNF stimulation
(Tait et al., 2013). Similarly, it was reported that dimeris-
able MLKL can directly bind to the plasma membrane,
causing permeabilization without interaction with mito-
chondria (Cai et al., 2014; Chen et al., 2014), suggesting
at least that the final execution step of necroptosis does
not require mitochondrial ROS production. This is also in
agreement with previous suggestions that the use of anti-
oxidants cannot completely prevent cell death because
ROS are not the only trigger of cell death (Jarvis et al.,
2007; Vanden Berghe et al., 2010; Vandenabeele et al.,
2010). However, one cannot exclude the possibility that
the effect is also cell type-specific.

Materials and methods
Reagents

MD, STS, (+/-) oTOC, Tempol/TE, NAC and cycloheximide (CHX)
were from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), ZVal-Ala-DL-
Asp(OMe)-fluoromethylketone (Z-VAD-FMK/zVAD) was obtained
from Bachem (Bubendorf, Switzerland), whereas MnTBAP was
purchased from MERCK Calbiochem (Darmstadt, Germany). CM-
H,DCFDA and MitoSOX were purchased from Invitrogen (Carls-
bad, CA, USA). Mouse recombinant TNF o (TNF) was prepared as
described previously (Vanden Berghe et al., 2010).

Cells

wt MEFs were prepared from 12.5 to 13.5-day-old FVB/N mouse
embryos as described (Xu, 2005) and seeded in 6-well plates at the 4th
passage for the experiments. Mice were used in accordance with pro-
tocols approved by the Veterinary Administration of the Republic of
Slovenia and the government Ethical Committee. Procedures for ani-
mal care and use were in accordance with the ‘PHS Policy on Human
Care and Use of Laboratory Animals’ and the ‘Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals’. The L929 murine aneuploidy fibrosar-
coma cell line was obtained from ECACC and was selected because
of its sensitivity to undergo necroptosis. All cells were cultured in 1x
DMEM (Invitrogen, Gibco, Waltham, MA, USA) supplied with 10% FBS
(Sigma, St. Louis, MO, USA), 1% glutamax (Sigma, St. Louis, MO, USA)
and 1% penicillin/streptomycin (Sigma, St. Louis, MO, USA). Before
the experiments, cultured cells were washed with phosphate buffer
saline (PBS; Lonza, Basel, Switzerland). Next, cell death inducers
were added, followed by monitoring of ROS generation and cell death
progression up to 48 h, depending on the model. When the effect of
antioxidants was evaluated, cell death inducers were added 2 h post
addition of antioxidants. At least three independent experiments
were carried out for each cell death inducer/antioxidant pair.
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Intracellular ROS measurements

For total intracellular ROS measurements, cells were incubated with
10 um CM-H,DCFDA (excitation wavelength 492-495 nm, emission
wavelength 517-527 nm) at 37°C under 5% CO,. Cells were then ana-
lysed using the BD FACS Calibur system. Arbitrary units’ values were
calculated from geometric means (Geo Mean) (Cesen et al., 2013).

Mitochondrial ROS production

MitoSOX (excitation wavelength 510 nm, emission 580 nm), a fluores-
cent dye targeted primarily to mitochondria, was used for determina-
tion of mitochondrial ROS production. Live cells were stained with
MitoSOX at a final concentration of 5 uM for 30 min in a controlled
atmosphere at 37°C. The BD FACS Calibur system was then used for
measurements and analysis (Kaludercic et al., 2014; Maher et al.,
2014). Arbitrary units’ values were calculated from geometric means
(Geo Mean).

Cell viability

Cell viability was determined by AnnexinV-PE (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA)/propidium iodide (PI, Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) staining and BD FACS Calibur system was used for
measurements and analysis (Cesen et al., 2013).

Caspase 3-like activity

Cultured cells were treated and whole-cell protein extracts were pre-
pared in RIPA buffer as described (Ott et al., 2007; Spes et al., 2012).
Caspase-3-like activity in the supernatant was determined using the
fluorogenic substrate Ac-DEVD-AFC (Bachem, Bubendorf, Switzer-
land) as described (Droga-Mazovec et al., 2008; Cesen et al., 2013).
All experiments were performed in triplicates.
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