VLOGA IN POMEN CISTEINSKIH
KATEPSINOV PRI CELICNI SMRTI
INDUCIRANI Z LIGANDOM TRAIL

Ales Spes



Doktorska disertacija
Mednarodna podiplomska Sola JoZefa Stefana
Ljubljana, Slovenija, mesec 2012

Komisija za oceno doktorske disertacije:

Prof. ddr. Boris Turk, predsednik, Institut »Jozef Stefan«, Jamova cesta 39, Ljubljana
Prof. dr. Veronika Stoka, clan, Institut »Jozef Stefan«, Jamova cesta 39, Ljubljana
Prof. dr. Ana Pleminitas, ¢lan, Medicinska fakulteta, Vrazov Trg 2, Ljubljana



MEDNARODNA PODIPLOMSKA SOLA JOZEFA STEFANA
JOZEF STEFAN INTERNATIONAL POSTGRADUATE SCHOOL

Ales Spes

Vloga in pomen cisteinskih katepsinov pri
celi¢ni smrti inducirani z ligandom TRAIL

Doktorska disertacija

Role and significance of cysteine cathepsins
In TRAIL induced apoptosis

Doctoral Dissertation

Mentor: prof. dr. Vito Turk

Somentor: prof. ddr. Boris Turk

Ljubljana, Slovenija, mesec 2012






Kazalo
POVZETEK ... bbb bbbttt IX
ADSTFACT ...t b b nes XI
L4 g T 10 41 - U oSSR X1
I U 1Yo o OSSOSO PR URORPRPRIN 1
O N 0 0] o (0 2 W PO P PP 1
1.2 SPIOZItEV APOPLOZE .vvveiuvrieiiiieiieie sttt e steeestee et ee et e e bb e e sbb e e e sbb e e s nbb e e e bb e e arbeeesnseeeanees 2
1.2.1Zunanja (ekstrinzi¢na, receptorska) POt ........cccceriieriiiiieiie e 2
1.2.2.0 Ligand TRAIL ..ocioieee ettt 4
1.2.2 Notranja (intrinzi¢na, mitohondrijska) pot.......ccccoeiiiiiiiiiiic e 5
IR B o 0] (=] [ T =] USSR 6
1.4 KASPAZE ...t 7
1.4. 1 STUKEUIA KASPAZ ....vveeeeeeeie ettt 9
1.4.2 AKEIVACI]Ja KASPAZ.......c.eeiveiieiiccie ettt 9
1.4.3SpecifiCnOSt KASPAZ .....coiveiiiiieiieiti st 10
1.4.3.1 SUDSEIati KASPAZ ......cuveiveeieiiieiieecie ettt 10
1.4.3.1.1CePItVE DNA ... oottt 11
1.4.3.1.2Inaktivacija proteinov, Ki so potrebni za popravilo DNA. .............c...c....... 11
1.4.3.1.3Razgradnja celiCnih StruKtUL ..........ccooiviiiiiiiiic e 11
1.4.4RegUIACIJA KASPAZ ......cvveiveeieciie ittt ettt 11
1.4.5Pomen kaspaz pri drugih celicnih procesih ..........cccoooeiiiiiiii 12
1.5 LizZOSOMI IN @POPLOZA .....vveuvicieeiteecie ettt ettt s sre e reeae e 12
ST I S 1 =T 1571 OSSPSR 13
1.5.1.1 Procesiranje KatePSINOV ..........ccoiurieiierierieriesiesiesiesesee et 13
1.5.1.2 AKtivacija KatePSINOV .......cccueiuiiiiiiiiie et 13
1.5.1.3 Regulacija aktivnosti KatepSinoV ...........ccoceviiiriiinieiee e, 14
1.5.1.3.1Endogeni inhibitorji cisteinskih katepsinoVv...........ccccoovvevieiiiciiecieesinnn 14
1.5.1.4 Substrati KatePSINOV ........ccueiiiiiiiiieieieiee s 14
1.5.1.5 Struktura KatepSINOV ........cciuiiiiiiiieiie et 14
1.5.1.6 Sproscanje katepsinov iZ liIZOSOMOV ..........ccccviiiiiinieiieie e 15
1.5.1.7 KatepsSini IN @POPLOZA. .......ccveiieeiiieiieeiiesite e ee e stee et re e sireareessaeeneee e 17
LG T 1 (1o SRR 19
2 NAMEN EIA ... bbb 21
3 Materiali 1IN METOTE.........o i et 23
3L MIALETIAIT ¢ bbb 23
S L LKEMIKAIJE ..ottt nre s 23

L 2 P OUIEIESA .ottt ettt et e e e et et anrnnnnens 24



VI Kazalo
3L L3 GOJISCA .ttt 24
BLLLACRICE. ..ottt 24
B L D PURTE et 24
3.1.6 Laboratorijska OPrEMA ......cc.ooveriiiiiiieiieiei et 26

3.2 MBLOUE ... 27
3.2.1Priprava primarnih celic mi§jih embrionalnih fibroblastov ...........ccccccvvvieiinennne 27
3.2.2Metode dela s CElICAMI..........coviiiiiiicie e 27

3.2.2.1 GOJENJE CEIIC ...eeiieiiiieci et 27
3.2.2.2 Tripsinizacija in precepljanje CeIC .......cccoviiiiiiiiiiiieieeee e, 27
3.2.2.3 ZAMIZOVANJE CEIIC ..ovveiieie et e 28
3.2.2.4 OdMIZOVANJE CEIIC.....cuieiiiiie it 28
3.2.3 Sprozitev apoptoze z ligandom TRAIL ........ccccooeiiiiiiiiiciie e 28
3.2.3.1 Dolocitev optimalne koncentracije TRAIL ........c.ccoooveiiiiiiiiiinieneccces 28
3.2.3.2 SPTOZILEV APOPLOZE ..nvveieieiieiiteesiee et et e et e st e bt e e e aneeenne e 28
3.2.3.3 Dolocanje deleza apoptotskih CEIIC ......ccviiiiiiiiiiiiiiic s 28
3.2.3.4 Dolocitev deleza celic s poSkodovanimi mitohondriji .........cceevveiveennennnnne 29
3.2.3.5 Dolocitev deleza celic s poSkodovanimi liZOSOMi........cccvvrvereiriinieiiinennes 29
3.2.3.6 Spremljanje nastanka reaktivnih Kisikovih zvrsti.........cc.cccooeviiiiiiicniiiennnn, 29
3.2.3.7 Spremljanje oksidacije Kardiolipina ...........ccccoeriiiiinieienes e, 29
3.2.3.8 Priprava celotnega celicnega lizata ...........cccooveriiiiiiiieniec e 30
3.2.3.9 Priprava Citosolnega Hzata............cooveeiiniieniiiseee e 30
3.2.3.10 Dolocanje celotne koncetracije proteinov vV VZOICU.........cverueerreerieernenne 30
3.2.3.11 Merjenje encimske aktiVNOSTE ........ccuerveriiieriiiniieeee e, 30
3.2.3.12 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS........................ 31
3.2.3.13 Detekcija proteinov s prenoSom WESEEIM .........cvereeeerierienienieniesiesieeeeneens 31
3.2.4 Cepitve sirtuinov s cisteinskimi katepsini B, SiN L ......ccccccovvvevveieiiiciiececienn, 31

4 REZUIALE......civiiieeiiiee s 33

4.1 Sprozitev apoptoze z ligandom smrti TRAIL v celicah mi§jih embrionalnih

FIDrODIASTOV (IMEFS) ..o e 33
4.1.1Dolocitev €asa inkubacije z ligandom TRAIL ..........cccoooiiiiiiiie 33
4.1.2DEVD-azNa aKtiVOST ........cooiviiiiiiiiicicce e 34
4.1.3 Dolocitev deleza celic s poSkodovanimi lizosomi in mitohondriji..........cccceennee. 34
4.1.4 Delez apoptotskih celic v celicah z izbitim genom za katepsin B ...................... 35
4.1.5Celice s poSkodovanimi mitohondriji in lizosomi v celicah z izbitim genom
ZAKAEPSIN B ..o 36
4.1.6 Nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti med apoptozo ..........cccoceveieiiciinieninieinn, 38
4.1.6.1 Vpliv desferoksamina (DFO) in Tempola na tvorbo ROS med apotozo ......39
4.1.7Vpliv DFO-ja in Tempola na delez apototskih celic, delez celic s
poskodovanimi mitohondriji in delez celic s poskodovanimi lizosomi............... 40
4.1.8 Imunodetekcija sproScenega CitOKIOMA € .........vevvvrviriveniinieiie e 43
4.1.90ksidacija Kardiolipina .........cooiieiiiiiiiiii e 44
4.1.10 Imunodetekcija cepljene oblike proteina Bid..........cccooeviiiieniiiiiiiiien 45
4.1.11 Vpliv DFO-ja in Tempola na kaspazno aktivnost med apoptozo.................. 46

4.2 Sprozitev apoptoze z ligandom smrti TRAIL v humanih celi¢nih linijah................ 48

4.2.1Dolocitev koncentracije liganda TRAIL in ¢asa inkubacije za sprozitev
APOPTOZE ...t bbb eanr e rr e 48
4.2.2DEVD-azNna aktiVNOSE ..o 49
4.2.3 Delez poskodovanih mitohondrijev in lizosomov pri apoptozi ..........cceeevervennees 50
4.2.3.1 Katepsinska aktiVOST..........ccueiieieiiiiierie e 52

4.3 Cepitve SIrtUINOV S KATEPSINI....ccuviiiieiiiieiie ittt 54



Kazalo VIl

O RABZPIAVA.... i br s 57
B ZAAKLJUTKI ........oveveeeeeeeeeeeeeee e eeee e ee e eeee e e eeeseee s es e es et es e s ee s s ees e e een e ee e ee e seeeees 63
T ZBRNVAIR......c.ooi e 65
8 LITEIATUIA IN VITT cveiiiiiiice e 67
KAZAIO SITK ... 78
KAzalo taDel ..o 81

o1 00T RSSO SSORSRPSR 83



VI Kazalo



Povzetek

Apoptoza je proces, s katerim veccelicni organizmi varno odstranjujejo odvecne,
postarane ali poskodovane celice. Med apoptozo se vsebina celice ne sprosti v medceli¢ni
prostor, zato ne pride do vnetnega odziva. Napake v uravnavanju procesa apoptoze lahko
privedejo do raznih patoloskih stanj, tako zaradi prekomerne kot zaradi nezadostne
apoptoze. Apoptoza se lahko sprozi po dveh glavnih poteh, zunanji in notranji. Pri
notranji poti proapoptotski signali povzro€ijo sproscanje citokroma c iz mitohondrijev v
citosol, ki skupaj s proteinom Apaf-1 oblikuje kompleks apoptosom, na katerem se
aktivira kaspaza 9. Zunanja pot potrebuje proapoptotski signal iz zunanjosti celice.
Vezava ligandov smrti na membranske receptorje smrti sprozi tvorbo kompleksa DISC
(death inducing signaling complex), na katerem se aktivirata kaspazi 8 ali 10. Na koncu
obeh poti se aktivirata izvrSitveni kaspazi 3 in 7.

Cisteinske proteaze kaspaze so kljucni encimi pri apoptozi. Vedno ve¢ pa je dokazov,
ki govorijo o pomembnosti lizosomskih proteaz pri apoptozi, predvsem cisteinskih
katepsinov. Destabilizacija lizosomov pri razli¢nih bolezenskih stanjih povzro¢i
sprosc¢anje lizosomske vsebine v citosol. Tako sprosSc¢eni katepsini lahko sprozijo
apoptozo z aktivacijo notranje poti. S cepitvijo molekule Bid in razgradnjo
antiapoptotskih proteinov druzine Bcl-2 pripomorejo k permeabilizaciji zunanje
mitohondrijske membrane in spro$€anja citokroma c v citosol. Poleg tega z razgradnjo
antiapototskega proteina XIAP katepsini vplivajo na aktivnost kaspaz tudi v kasnejSih
fazah apoptoze.

Natan¢en mehanizem destabilizacije lizosomske membrane pri aktivaciji zunanje poti
apoptoze Se ni natan¢no pojasnjen. Nekateri avtorji trdijo, da je poskodba lizosomov
zgodnji dogodek v apoptozi in da katepsini Ze v zaletnih fazah pripomorejo pri
destabilizaciji mitohondrijske membrane. Nase nedavne Studije pa kazejo, da je po
sprozitvi apoptoze z ligandoma Fas in TNF-alfa destabilizacija lizosomov pozni dogodek.
Namen naSega dela je bil raziskati mehanizem destabilizacije lizosomske membrane pri
apoptozi sprozeni z ligandom TRAIL pri mi§jih embrionalnih fibroblastih in humanih
tumorskih celi¢nih linijah.

Pri mi§jih embrionalnih fibroblastih smo ugotovili, da je apoptoza sprozena z ligandom
TRAIL od kaspaz odvisen proces, pri ¢emer se najprej posSkoduje mitohondrijska
membrana in je poskodba lizosomov sekundarni dogodek. Odsotnost katepsina B je
vplivala na delez apoptotskih celic, ni pa vplivala na stabilnost mitohondrijske ali
lizosomske membrane. Katepsini najverjetneje predstavljajo ojacitveno zanko med obema
organeloma, niso pa pomembni pri zafetni sprozitvi poskodb mitohondrijev. V nasi
raziskavi smo kot povezavo med poskodbami obeh organelov identificirali reaktivne
kisikove zvrsti (ROS). ROS se sprostijo iz poskodovanih mitohondrijev in so odgovorne
za nadaljnje poskodbe tako drugih mitohondrijev kot lizosomov. Z uporabo
odstranjevalca ROS Tempola in kelatorja Zelezovih ionov desferoksamina smo potrdili,
da je sprostitev citokroma ¢ iz mitohondrijev pogojena tudi z oksidacijo kardiolipina.

Z uporabo inhibitorjev katepsinov smo tudi pri humanih tumorskih celi¢nih linijah
pokazali, da katepsini ne vplivajo na potek apoptoze, ki jo sprozi ligand TRAIL. Po
poskodbi lizosomov se katepsini sprostijo v citosol, kjer tudi ohranijo svojo aktivnost,



X Povzetek

vendar z inhibicijo njihove aktivnosti ne prepre¢imo poSkodb mitohondrijev in tudi ne
apoptoze.

Oksidativni stres lahko povzro¢i poskodbe lizosomske membrane in prehajanje
katepsinov v citosol. Med taréami katepsinov so tudi sirtuini, proteini, Ki sodelujejo pri
preusmeritvi avtofagije k apoptozi. Z uporabo rekombinantnih katepsinov B, L in S smo
dokazali in vitro cepitve sirtuinov.

Poznavanje molekularnega mehanizma poteka apoptoze je nepogresljivo pri
nacrtovanju uporabe inhibitorjev proteaz pri zdravljenju tumorskih bolezni. Z modelom
apoptoze sprozene z ligandom TRAIL pri misjih embrionalnih fibroblastih in ve¢
humanih tumorskih celi¢nih linijah smo natan¢neje opisali ¢asovni potek apoptoze s
poudarkom na poskodbah mitohondrijev in lizosomov ter vpletenosti cisteinskih proteaz
kaspaz in katepsinov.



Xl

Abstract

Apoptosis is an innate mechanism by which a multicellular organisms eliminates
unwanted, damaged and potentially harmful cells. During apoptosis inflammation of the
surrounding tissues is prevented. Defects in an apoptotic signaling can lead to numerous
pathological conditions. Apoptosis is mediated through two main pathways, the extrinsic
or the death receptor pathway and the intrinsic or mitochondrial pathway. In the intrinsic
pathway proapoptotic signals trigger release of cytochrome c¢ from the mitochondria into
the cytosol, where it bounds with Apaf-1 protein and forms apoptosome complex and
subsequent activation of caspase 9. In the extrinsic pathway proapoptotic molecules bind
to the death receptors on the cell surface resulting in a formation of death-inducing
signaling complex (DISC) in which capases 8 and 10 are activated. In the end of both
pathways effector caspases 3 and 7 are activated.

Caspases are a family of evolutionary conserved cystein proteases mediating initiation
and execution of apoptosis. But there is increasing evidence that alternative proteolytic
enzymes as lysosomal proteases (cathepsins) can initiate or propagate proapototic signals.
As a result of lysosomal membrane permabilization cathepsins are released into the
cytosol. Once in the cytosol they can activate apoptotic pathway through cleveage of
proapoptotic molecule Bid or inactivation of antiapoptotic Bcl-2 proteins and with
cleavage of XIAP cathepsins have effect also in later stages of apoptosis.

The mechanism of lysosomal membrane destabilization in death receptor pathway is
still not well understood. It was reported that lysosomal rapture was an early event and it
preceded mitochondrial membrane destabilization. However, recent studies with Fas and
TNFa induced apoptosis have shown that lysosomes were destabilized after mitochondria.

In our experiments with mouse embryonic fibroblasts (MEF) we showed that caspases
are crucial in TRAIL induced apoptosis and that destabilization of mitochondria precede
destabilization of lysosomes. Effect of cathepsin B was evaluated using cathepsin B
knockout mice. Our result show absence of cathepsin B has no effect on either
mitochondrial or lysosomal membrane destabilization process in comparison to wild type
cells. However the decrease in apoptosis was observed. We conclude that cathepsin B
does not play a role in initial phases of apoptosis, but it may be a factor in later stages of
apoptosis in TRAIL induces apoptosis in MEFs. As a possible link between mitochondria
and lysosomes we identified reactive oxygen species (ROS). ROS are produced by
mitochondria and if mitochondria are damaged ROS can cause irreversible damage in the
cell. We also found out that release of cytochrome ¢ depends on cardiolipin oxidation and
ROS importance was confirmed with iron chelator DFO in scavenger Tempol.

In the second part we evaluated involvement of cathepsins in apoptosis in human cell
lines. Using cathepsins inhibitors E-64d and CA-074Me we could not prevent TRAIL
induced apoptosis. Although mitochondria and lysosomes were damaged in the process
and the active cathepsins are released into the cytosol, inhibiting cathepsins did not have
any effect on organelle stability or level of apoptosis.

Oxidative stress can cause lysosome membrane permeabilization and leakage of
cathepsins into the cytosol. Sirtuines, which play important role in subverted autophagy
leading to apoptosis, are among possible cathepsin targets. We showed in vitro cleavages
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of sirtuines by cathepsins B, L and S.

Understanding of the molecular mechanisms of apoptosis is crucial in the application
of protease inhibitors in cancer treatment. On a model of TRAIL induced apoptosis in
mouse embryonic fibroblasts and several human cancer cell lines we here describe link
between mitochondria and lysosomes as well as involvement of lysosomes and
lysosomsal proteases, cathepsins, in the process.



X1

Seznam kratic

a.e. = arbitrarne enote

Ac-DEVD-AFC = N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-trifluorometil
kumarin

AlF = dejavnik, ki sprozi apoptozo; apoptosis inducing factor

aneksin V-PE = aneksin V-pikoeritrin

AO = akridin oranz

Apaf-1 = aktivacijski faktor 1 apoptozne proteaze; apoptotic
protease-activating factor

APS = amonijev persulfat

Atg = gen, povezan z avtofagijo; autophagy-related gene

Bak = antagonist Bcl-2 in ubijalec; Bcl-2 antagonist/killer

BANA = benzoil arginin naptilamid

Bax = z Bcl-2 povezan protein x; Bcl-2 associated x protein

Bcl-2 = protein 2 iz limfoma celic B; B-cell lymphoma 2

BH = regije, homologne Bcl-2; Bcl-2 homology regions

Bid = protein smrti, ki reagira z domeno BH-3; BH-3 interacting
domain death protein

Bim = posrednik celiéne smrti, ki reagira z Bcl-2; Bcl-2 interacting
mediator of cell

BIR = bakulovirusno zaporedje IAP; baculoviros IAP repeat

BSA = goveji serumski albumin; Bovine serum albumin

Ca-074Me = [(2S,3S)-3-Propilkarbamoiloksiran-2-karbonil]-L-isoleucil-
L-prolin metil ester

CAD = DNaza, ki jo aktivira kaspaza; caspase activated DNase

CARD = domena, ki rekrutira kaspaze; caspase recruitment domain

CED = protein smrti pri Caenorhabditis elegans; Caenorhabditis
elegans death

cFLIP = celi¢ni FLIP; cellular FLIP

CHAPS = 3-[(kloraminopropil)dimetilamonio]-2-hidroksi-1-propan

CHX = cikloheksimid

CM-H,DCFDA = fluo-3-acetoksimetilester (fluo-3AM), 5-(and 6)-
kloromethil-2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat

CrmA = modifikator A odgovora na citokine; cytokine response
modifier A

DcR = receptor vaba, lazni receptor; decoy receptor

DD = domena smrti; death domain

DED = efektorska domena smrti; death effector domain

DFO = desferoksamin, kelator Zelezovih ionov; desferrioxamine

DIABLO = protein z nizkim pl, ki neposredno veze IAP; direct IAP
binding protein with low pl

DISC = signalni kompleks, ki sprozi smrt; death inducing signaling

complex
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Seznam kratic

po Dulbeccu spremenjen medij Eagle; Dulbecco’s modified
Eagle medium

dimetil sulfoksid; dimethyl sulfoxide
deoksiribonukleinska kislina; deoxyribonucleic acid

od DNA odvisna kinaza; DNA-dependent protein kinase
receptor smrti; death receptor

ditiotreitol
L-trans-epoksisukcinil(OEt)-Leu-3-metilbutilamid
povecana kemoluminiscenca; enhanced chemoluminiscence
etilendiamin tetraacetat

etilen glikol-bis(B-aminoetil eter)-N, N, N’, N’-tetra acetat
endonukleaza G

na Fas vezan protein z domeno smrti; Fas-associated
protein with death domain

ligand smrti Fas, tudi CD95 in APO-1

zarodkov goveji serum; fetal bovine serum

toplotno inaktiviran zarodkov goveji serum; heat
inactivated fetal bovine serum

ICE, podoben FADDu; Fadd-like ICE

proteini, ki inhibirajo FLICE; FLICE-inhibitory proteins
glutation S-transferaza; glutathione S-transferase
4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetanesulfoni¢na kislina
inhibitor apoptoze; inhibitors of apoptosis

inhibitor CAD/DNA fragmentacijski dejavnik 45; DNA
fragmentation factor 45

encim, ki cepi interlevkin 1p; interleukin-1f converting
enzyme

C-Jun N-terminalna kinaza; c-Jun N-terminal kinase
kilo Dalton

membranski protein, povezan lizosomom; lysosome
associated membrane protein

L-Levcil-L-levcin metilni ester

receptor manoze 6-fosfat; mannose 6-phosphate receptor
kinaza, Ki jo aktivira mitogen; mitogen-activated protein
kinase

misji embrionalni firoblasti; mouse embryonic fibroblasts
poglavitni histokompatibilnostni kompleks; major
histocompatibility complex

permeabilizacija zunanje membrane mitohondrija;
mitochondrial outer membrane permeabilization
O-metil-serin dodecilamid hidroklorid; O-methyl-serine
dodecylamide

nikotinamid adenin dinukleotid; nicotinamide adenine
dinucleotide

natrijev dodecil sulfat

10-nonil akridin oranz; 10-nonyl acridine orange

jedrni dejavnik kB; nuclear factor-«xB

osteoprotegerin

poliakrilamidna gelska elektroforeza; polyacrylamide gel
electrophoresis

poliADP-riboza polimeraza; (poly) ADP-ribose polymerase
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s fosfatom zapufrana raztopina soli; phosphate buffer saline
fikoeritrin

negativni logaritem koncentracije vodikovih ionov
propidijev jodid,;

protein z domeno smrti, ki ga inducira p53; p53-induced
protein with a death domain

fosfolipaza A2

domena, ki se sestavi pred vezavo liganda; preligand
assembly domain

(Really Interesting New Gene)

protein, ki sodeluje z receptorjem; receptor interacting
protein

radioimuno precipitacijski test; RadiolmmunoPrecipitation
Assay

reaktivne Kisikove zvrsti; reactive oxygen species

obrati na minuto; revolutions per minute

Roswell Park Memorial Institute

dejavnik tihe informacije; silent information factor

drugi mitohondrijski aktivator kaspaz; second mitohondria-
derived activator of caspase

skrajSana oblika molekule Bid; truncated Bid

N, N, N’, N’-tetrametilendiamin

4-hidroksi-TEMPO; 4-hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-
1-oksil

dejavnik tumorske nekroze; tumor necrosis factor

receptor tipa 1 za TNF; tumor necrosis factor receptor 1
na receptor TNF vezan protein, ki vsebuje domeno DD;
TNF receptor- associated  protein with death domain
dejavnik 2, povezan s TNF-receptorjem; TNF-receptor-
associated factor-2

TNF podoben ligand, ki sprozi apoptozo; TNF-related
apoptosis-inducing ligand

TRAIL receptor

napetostno obcutljiv anionski kanal; voltage-dependent
anion channel

na kromosom X vezan inhibitor apoptoze; X-linked
inhibitors of apoptosis
benziloksikarbonil-Phe-Arg-7-amino-4-metilkoumarin
z-Val-Ala-Asp-fmk; N-benziloksikarbonil-Val-Ala-Asp-
fluorometilketon






1 Uvod

1.1 Apoptoza

Celicna delitev in celicna smrt sta endogena, evolucijsko ohranjena in natan¢no
kontrolirana procesa, ki v vecceli¢nih organizmih uravnavata Stevilo celic (Pereira in
Amarante-Mendes, 2011). Celi¢no smrt lahko na podlagi morfoloskih znacilnosti
razdelimo na apoptozo, nekrozo in avtofagijo. Njihove morfoloske razlike so prikazane v
tabeli 1 (Kroemer in sod., 2009).

Apoptoza je urejen in osnoven bioloski proces, nujno potreben za normalno delovanje
organizma. Z njim organizem varno odstranjuje odvecne, postarane ali poSkodovane
celice. S tem zagotavlja pravilen razvoj in delovanje imunskega sistema, embriogeneze,
tkivne homeostaze in vnetne odzive (Wyllie in sod., 1980). Celice, ki imajo apoptotske
znacilnosti se odstranijo v procesu fagocitoze, ko jih pozrejo okoliski makrofagi
(Kroemer in sod., 2009). Apoptotska celica je fagocitirana v celoti in zato ne prihaja do
sproS¢anja celi¢ne vsebine. Nasprotno pa pri nekrozi nekontrolirana sprostitev vsebine
celice v okolje povzro¢i vnetni odziv, ki poskoduje sosednje celice (Alenzi in sod., 2010).

Apoptoza je nujna za razvoj in vzdrzevanje vecceliénih organizmov ter je zelo
natan¢no uravnavana, saj lahko napake pri njeni regulaciji povzrocijo razli¢na patoloska
obolenja navedena v tabeli 2 (Rastogi in sod., 2009; Tait in Green, 2010).

Tabela 1: Tipi celicne smrti in njihove morfoloske znacilnosti (Kroemer in sod., 2009)

Celi¢na smrt MorfoloSke znacilnosti

Apoptoza Spremenjena oblika celic
Krc¢enje celicnega volumna
Fragmentacija jedra
Spremembe citoplazemskih organelov
Brstenje celi¢ne membrane
Fagocitoza

Avtofagija Ni kondenzacije kromatina
Vakuolizacija citoplazme
Kopicenje avtofagnih vakuol
Malo ali ni¢ fagocitoze

Nekroza Nabrekanje citoplazme
Permeabilizacija plazemske membrane
Nabrekanje citosolnih organelov
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Poleg morfoloskih sprememb (Tabela 1) so pomembne tudi biokemijske spremembe v
celici. Med apoptozo so najpomembnejSe aktivacija proapoptotskih proteinov druzine
Bcl-2, aktivacija kaspaz, permeabilizacija mitohondrijske membrane, fragmentacija DNA,
izpostavitev fosfatidilserina na zunanjo stran celiche membrane, prekomerna tvorba
reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) ter kopic¢enje enoveriznih DNA (Kroemer in sod.,
2009).

Tabela 2: Bolezni povezane z motnjami apoptoze (Rastogi in sod., 2009)

Motnja v apoptozi

Nezadostna apoptoza Prekomerna apoptoza

Rak Nevrodegenerativne bolezni
Avtoimunske bolezni Kardiovaskularne bolezni
Virusne okuzbe Vnetje

Sepsa Sladkorna bolezen tipa |

1.2 Sprozitev apoptoze

Apoptozo lahko sprozijo razli¢ni signali in sicer po dveh razli¢nih poteh, zunanji
(ekstrinzi¢ni) in notranji (intrinziéni). Zunanja pot se aktivira, kadar se na receptorje
smirti, ki so na zunanji strani celi¢ne povrsine, vezejo ligandi smrti. Notranjo pot pa lahko
sprozijo razli¢ni signali s skupnim imenom stresni signali, ki poskodujejo mitohondrije in
povzroCijo sprostitev proapoptotskih dejavnikov v citosol. V to skupino uvr§s¢amo
poSkodbe DNA, hipoksijo, inhibicijo sinteze makromolekul, poSkodbe citoskeleta itd. Na
koncu obeh poti se aktivirajo kaspaze, ki vodijo v nadaljnje korake apoptoze (Pereira in
Amarante-Mendes, 2011).

1.2.1 Zunanja (ekstrinzi¢na, receptorska) pot

Zunanjo pot apoptoze sprozi vezava ligandov na receptorje smrti. To so ¢lani druzine
receptorjev dejavnika tumorske nekroze (TNF), transmembranskih receptorjev s C-
terminalnim znotrajceli¢nim delom in N-terminalnim zunajceli¢nim delom, na katere se
vezejo ligandi. Znacilnost receptorjev smrti je ohranjeno zaporedje 80 aminokislinskih
preostankov v citoplazemski regiji, poimenovano tudi domena smrti (DD), ki je nujno za
sprozitev apoptoze (Ashkenazi in Dixit, 1998; Locksley in sod., 2001). Najbolj raziskani
receptorji so Fas (CD95/APO-1), TNF receptor 1 (TNF-R1/CD120a), TRAIL receptor 1
(TRAIL-R1/DR4) ter TRAIL receptor 2 (TRAIL-R2/DR5/APO-2). Ceprav imata tudi
receptorja DR3 (APO-3, TRAMP) in DR 6 domeno smrti, ju ne uvr§¢amo med
pomembnejSe sprozilce apoptoze (Wajant, 2003), TNF receptor 2 (p75/CD120b)
znotrajcelicne domene smrti niti nima.

Receptorji smrti se aktivirajo z vezavo specifi¢nih ligandov. To so citokini iz druzine
TNF. Na Fas receptor se veze ligand FasL, na TNF receptor se veze TNF-a in na TRAIL
receptorje se veze TRAIL (Ashkenazi in Dixit, 1998; French in Tschopp, 2003). Za
prenos signala je potrebna oligomerizacija receptorjev (Boldin in sod., 1995), zelo
verjetno pa je, da se ti lahko preko specifi¢nih zunajceli¢nih funkcionalnih regij, Ki so
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bogate s cisteinskimi preostanki, povezejo v kompleks PLAD (preligand assembly
domain) ze pred vezavo liganda (Chan in sod., 2000a; Chan in sod., 2000b). Vezava
liganda povzroci konformacijske spremembe receptorja zaradi katerih se lahko na
receptor vezejo adaptorski proteini (Fas-associated protein with death domain FADD,
TNF receptor-associated protein with death domain TRADD). Ti se na receptorju vezejo
na domeno smrti. Na drugi strani pa imajo adaptorski proteini efektorsko domeno smrti
(death effector domain DED) s katero se povezejo s kaspazami. Nastali kompleks
imenujemo DISC (death inducing signaling complex), iz njega se sprosti v citosol aktivna
heterotetramerna molekula kaspaze, sestavljena iz dveh velikih in dveh malih podenot, ki
lahko sprozi apoptotsko signalno kaskado (Guicciardi in Gores, 2009). Splosen
mehanizem poteka signaliziranja preko receptorjev smrti je prikazan na sliki 1.

ligand smrti

|

receptor smrti

|

adaptorski protein

internalizacija
sprozitvene kaspaze MAPK
/ NF-xB

mitohondrij l

izvrSitvene kaspaze

! |

celi¢na smrt prezivetje celice

Slika 1: Splosen mehanizem signaliziranja apoptoze, ki ga sprozijo ligandi smrti (Guicciardi in
Gores, 2009)
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1.2.1.1 Ligand TRAIL

Znotraj druzine TNF ima pomembno vlogo TRAIL ("TNF-related apoptosis-inducing
ligand” — TNF-ju podoben ligand, ki sprozi apoptozo). Zaradi svoje lastnosti, da
selektivno sprozi apoptozo v tumorskih celicah, medtem ko na normalne celice nima
ucinka (Walczak in sod., 1999), spada med najbolj obetavne terapevtike za zdravljenje
raka.

TRAIL sprozi apoptozo z vezavo na receptorja TRAIL-R1 (DR4) in TRAIL-R2 (DR5)
(Pan in sod., 1997). TRAIL-R1 se izraza v veéini Cloveskih tkiv in nekaterih tumorjih
(Golstein, 1997), medtem ko se TRAIL-R2 pojavlja enako pogosto tako v normalnem
tkivu kot v tumorjih. TRAIL se lahko veze tudi na dva tako imenovana receptorja vaba
("decoy receptor”) TRAIL-R3 (DcR1/LIT) in TRAIL-R4 (DcR2/TRUNDD) (Degli-
Esposti in sod., 1997a; Degli-Esposti in sod., 1997b). Receptorja vaba sta podobna
receptorjema TRAIL-R1 in TRAIL-R2. Imata enako zunajceli¢no in transmembransko
regijo, vendar TRAIL-R3 nima celotne domene smrti, pri TRAIL-R4 pa je okrnjena ter
posledi¢no nefunkcionalna, zato vezava TRAIL-a na receptorja vaba ne sprozi apoptoze.
Tako prekomerno izrazanje receptorjev vab zaradi antagonistiénega delovanja prepreci
apoptozo (Riccioni in sod., 2005). Poleg nastetih receptorjev se TRAIL lahko veze $e na
peti receptor, osteoprotegerin (OPG), toda pri fizioloskih pogojih je afiniteta za to vezavo
zelo nizka (Truneh in sod., 2000).

TRAIL z vezavo na zunajceli¢ni del receptorja omogoci, da se na znotrajcelicni del
receptorja lahko veze adaptorski protein FADD. Na FADD se vezeta kaspazi 8 ali 10 in
se v avtokatalititnem procesu aktivirata (Kuang in sod., 2000). Nadaljnja signalizacija
lahko poteka po dveh poteh in glede na to delimo celice na dva tipa. V celicah tipa | je
aktivacija kaspaze preko kompleksa DISC zadostna za neposredno aktivacijo kaspaze 3.
V celicah tipa Il je najprej potrebna internalizacija receptorja za prenos signala za
aktivacijo kaspaze 8. Kaspaza 8 cepi molekulo Bid, katere skraj$ana oblika tBid omogoci
aktivacijo in oligomerizacijo proteinov Bax in Bak v zunanji mitohondrijski membrani.
Nastali kompleksi omogocajo prehod molekul iz mitohondrija v citosol. Tako sproZena
mitohondrijska pot apoptoze aktivira zadostno koli¢ino kaspaze 3 in sprozi apopt0zo
(Slika 2) (Guicciardi in Gores, 2009; Newsom-Davis in sod., 2009).
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Slika 2: Signalne poti, i jih sprozi ligand TRAIL (Guicciardi in Gores, 2009)

1.2.2 Notranja (intrinzi¢na, mitohondrijska) pot

Notranjo oziroma mitohondrijsko pot apoptoze aktivirajo razli¢ni dejavniki, imenovani
tudi stresni signali, kot so poSkodbe DNA, poskodbe endoplazemskega retikuluma,
sevanje UV, citotoksi¢ne snovi in pomanjkanje rastnih faktorjev. Osrednji dogodek pri tej
poti je permeabilizacija zunanje mitohondrijske membrane (MOMP). Zaradi tega se iz
medmembranskega mitohondrijskega prostora v citosol sprostijo proapoptotske molekule,
npr. citokrom ¢ in Smac/Diablo (Tait in Green, 2010).

V citosolu se iz mitohondrija sprosc¢eni citokrom ¢ poveze z adaptorskim proteinom
Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1), kar povzroc¢i konformacijske spremembe
in oligomerizacijo v apoptosom. Apoptosom je struktura, sestavljena iz sedmih molekul
Apaf-1 in sedmih citokromov c, na kateri se prokaspaza 9 dimerizira in aktivira v kaspazo
9. Ta s cepitvijo aktivira kaspazi 3 in 7 (Slika 3) (Riedl in Salvesen, 2007).

Poleg citokroma c se iz mitohondrija sprostijo Se nekateri drugi pomembni
proapoptostki dejavniki. Dejavnika Smac/Diablo in HtrA2/Omi se veZeta na ali razgradita
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inhibitorje apoptotskih proteinov in s tem prispevata k sprozitvi kaspazne kaskade
(Brenner in Mak, 2009). Dejavnik Smac (second mitochondria-derived activator of
caspase) z vezavo na protein XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) prepreci
inhibicijo aktivnih kaspaz 3, 7 in 9 (Eckelman in sod., 2006; Petersen in sod., 2007).

stresni

+  signali

°o

o
0,8
Smac/Diablo I . .Ap!f-lL_—' % - @ E @ prokaspaza 3/7

apoptosom

__, citokrom ¢ gprokaspaza 9

—-XlAP—‘%l =

=

aktivna kaspaza 3/7

Slika 3: Mehanizem aktivacije kaspaz pri notranji poti apoptoze (Newsom-Davis in sod., 2009)

1.3 Proteini Bcl-2

Permeabilizacijo zunanje mitohondrijske membrane nadzirajo proteini in druzine Bcl-2
(B-cell lymphoma-2). Glede na funkcijo in strukturo jih razdelimo na antiapoptotske, ki
zavirajo apoptozo, in proapoptotske, ki apoptozo pospesujejo (Slika 4).

V druzino antiapoptotskih proteinov uvr§¢amo proteine Bcl-2, Bcl-xL, Bel-w, Mcl-1 in
Al. Najdemo jih v jedrni membrani in membrani endoplazemskega retikuluma ter v
citosolu. DruZino proapoptotskih proteinov razdelimo na dve podskupini. V prvo
uvr§¢amo proteine z tremi domenami BH (BH1-BH3), to so Bax, Bak, Bok in drugi.
Drugo podskupino tvorijo proteini, ki imajo le regijo BH3 (BH3-only); Bid, Puma, Noxa,
Bim, Bad in ostali (Youle in Strasser, 2008). Z izjemo Bax-a, ki ga najdemo tudi v
mitohondrijski membrani, se vsi proapoptotski proteini nahajajo v citosolu.
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A B
roteini druzine Bcl-2 Bid
B Bim — | Al
antiapoptotski proteini Bel-2 Puma
Al, Bcel-2, Bel-w, Bel-xL, Mcl-1 Bcl-2
proapoptotski proteini Bcl-2 Bel-w Bsd
vec¢domenski proteini Bik |
Bax, Bak Bmf Bel-xL }> Hrk
proteini, ki vsebujejo samo regijo BH3 Mel-1 N
Bid, Bim, Bad, Bik, Noxa, Puma, Bmf, Hrk uxR

Slika 4: Delitev proteinov druzine Bcl-2 (A) in profili povezav med antiapoptotskimi proteini
Bcl-2 s proteini, ki vsebujejo samo regijo BH3 (B) (Chipuk in sod., 2010)

Proteini, ki imajo samo regijo BH3, delujejo kot senzorji apoptotskih signalov, njihova
aktivnost pa se uravnava s cepitvami (Bid), defosforilacijo (Bim, Bad) ali na nivoju
transkripcije (Puma, Noxa) (Youle in Strasser, 2008). Cepitev proteina Bid v tBid
("truncated” Bid) omogo¢i prenos proteina v mitohondrij, kjer sodeluje pri oligomerizaciji
proteinov Bax in Bak ter tvorbi por (Korsmeyer in sod., 2000).

Veédomenska proapoptotska proteina Bax in Bak lahko tvorita pore na mitohondrijski
membrani. Aktivirata se posredno ali neposredno. Pri neposrednem nacinu se nekateri
proapoptotski proteini, ki jih imenujemo aktivatorji (Bid, Bim, Puma) vezejo neposredno
na Bax in Bak in ju tako aktivirajo. Pri posredni aktivaciji sta Bax in Bak najprej v
neaktivnem kompleksu povezana z antiapoptostkimi Bcl-2 proteini. Proapoptotski
proteini, ki imajo le BH3 regijo, lahko z vezavo na te Bcl-2 proteine sprostijo proteina
Bax in Bak (Brenner in Mak, 2009).

Protein Bak se nenehno prenasa v zunanjo mitohondrijsko membrano, kjer ga inhibira
protein VDAC2. Aktivatorji tBid, Bim ali Puma lahko prekinejo povezavo Bak-VDAC?2
ter s tem omogocijo oligomerizacijo in tvorbo pore. Bax je citosolen monomeren protein,
katerega C-kon¢ni heliks o9 preprecuje dimerizacijo. Struktura proteina se spremeni, ko
se na N-konéni heliks a1 vezejo tBid, Bim ali Puma, s heliksom a9 pa se Bax vgradi v
mitohondrijsko membrano (Kim in sod., 2009). Bax lahko tvori pore sam, ali pa v
povezavi z Bak-om ali tBid-om (Kuwana in sod., 2002). Pore omogocajo
permeabilizacijo membrane in prehod proapoptotskih molekul v citosol.

1.4 Kaspaze

Kaspaze so cisteinske proteaze, ki jih uvrs¢amo v druzino C14 in klan CD. So zelo dobro
evolucijsko ohranjene in imajo pomembno vlogo v procesu celicne smrti. Ime kaspaza
(caspase — cysteine-dependent aspartate-specific protease) pove, da pri katalizi sodeluje
cisteinski aminokislinski preostanek in da cepijo peptidno vez za aspartatom (Alnemri in
sod., 1996). Prva odkritja o vpletenosti kaspaz pri procesu celi¢ne smrti SO povezana s
prouc¢evanjem nematoda Caenorhabditis elegans (Ellis in Horvitz, 1986). Kaspaza Ced-3
("cell death defective”) je edina potrebna za sprozitev apoptoze v tem organizmu, medtem
ko je v bolj kompleksnih organizmih potrebnih ve¢ kaspaz. Prvi odkrit homolog kaspaze
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Ced-3 pri sesalcih je bila kaspaza ICE ("interleukin-1p-converting enzyme) (Cerretti in
sod., 1992).

Kaspaze so med najpomembnejsimi udelezenci pri apoptozi (Salvesen in Riedl, 2008).
So signalne proteaze, ki cepijo Stevilne celi¢ne proteine (Timmer in Salvesen, 2007),
vendar zelo specifi¢no, saj navadno na substratu opravijo majhno Stevilo cepitev
(najveckrat celo samo eno). Zato je posledica njihove delovanja najveckrat aktivacija ali
inaktivacija proteinov, ne pa razgradnja (Bratton in Salvesen, 2010; Gutierrez in Ronai,
2006).

Kaspaze lahko v splosnem delimo na apoptotske in provnetne. Vendar imajo
apoptotske kaspaze tudi nekatere neapoptotske funkcije (Bredesen, 2008), prav tako pa so
tudi vnetne kaspaze vkljucene v nekatere vrste celicne smrti (Labbe in Saleh, 2008). Med
apoptotskimi kaspazami lo¢imo sprozitvene, to so kaspaze 8, 9 in 10, ter izvrSitvene
kaspaze 3, 6 in 7. Kaspaza 2 ima znacilnosti obeh skupin (Ribe in sod., 2008).

mesto sprozitvena izvrsitvena betrati
aktivacije kaspaza kaspaza S
kaspaza 1 pro-IL-1p, IL-18,
INFLAMASOM (kaspaza 4, 5) T PARPI, lamini
INCA
COP-1
PIDDOSOM > kaspaza 2 —T B Bid
CASP2S
PARP, aktin, gelsolin,
XIAP kaspaza3 18 MDMZ, lamini,
L - topoizomeraze,
APOPTOSOM —» kaspaza9 |———  xiap DNA-PK, ICAD
. PARP, Gas2,

Raspazad O SREB, kalpastatin

kaspaza 8 lamin A, PARP,

— ——» kaspaza6 —» .

D kaspaza 10 / T paz keratin
FLIP

Slika 5: Delitev kaspaz, njihove aktivacijske poti in substrati kaspaz (Chowdhury in sod., 2008;
Pop in Salvesen, 2009)
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1.4.1 Struktura kaspaz

Vse kaspaze imajo podobno strukturno organiziranost. Sintetizirajo se v obliki
zimogenov/proencimov ter so enoverizni proteini, Ki imajo N-terminalne domene pred
kataliticnimi domenami (Slika 6). Sprozitvene kaspaze se sintetizirajo kot monomeri,
izvrSitvene pa kot dimeri. Pri aktivaciji se kataliticna domena cepi na veliko in malo
podenoto, ki pa se takoj povezeta. V aktivni obliki so kaspaze dimeri, vsaka molekula pa
ima dve aktivni mesti (Pop in Salvesen, 2009).

prodomena velika podenota (p20) mala podenota (p10)
(3-24 kDa) (17-21 kDa) (10-13 kDa)

cepitveno mesto cepitveno mesto
ASP-x Asp-x

Slika 6: Struktura kaspaz (Chowdhury in sod., 2008; Pop in Salvesen, 2009; Salvesen in Riedl,
2008)

1.4.2 Aktivacija kaspaz

Za razliko od vecine ostalih proteaz, se kaspaze ne aktivirajo z odcepitvijo prodomene. V
kaskadni verigi kaspaze cepijo in s tem aktivirajo ena drugo, kaspaze, ki so na zacetku
verige, pa imajo drugacen tip aktivacije (Slika 7).

Pri sprozitvenih kaspazah je za aktivacijo potrebna homodimerizacija monomerov. Po
apoptotskem signalu se kaspaze vezejo na specificne domene DED (kaspaza 8 in 10) ali
CARD (kaspaza 1, 2 in 9) adaptorskih molekul. S tem se doseze visoka lokalna
koncentracija kaspaz in aktivacija preko dimerizacije je posledica blizine molekul
("proximity-induced dimerization”) (Riedl in Salvesen, 2007). Vsaka sprozitvena kaspaza
ima svoje mesto aktivacije. Kompleks DISC poveze in aktivira kaspazi 8 in 10,
apoptosom kaspazo 9 in PIDDosom kaspazo 2. Provnetne kaspaze 1, 4 in 5 imajo
podoben model aktivacije, in sicer se z domeno CARD povezejo na inflamasomu
(Martinon in Tschopp, 2007). Sprozitvena kaspaza 9 se lahko aktivira tudi na drugacen
nacin. Stres lahko povzrodi translokacijo kaspaz v endoplazemski retikulum. Pri misih so
pokazali, da interakcija med kaspazama 7 in 12 aktivira kaspazo 12, ki lahko nato aktivira
kaspazo 9 (Lamkanfi in sod., 2002). Ta nacin aktivacije kaspaze 9 ni odvisen od
sprosc¢anja citokroma c iz mitohondrija.

V nasprotju s sprozitvenimi kaspazami, ki so v citosolu neaktivnhe v obliki
monomernih zimogenov, so izvrSitvene kaspaze pred aktivacijo v obliki dimerov in
potrebujejo cepitev kataliticne domene za aktivacijo (Alenzi in sod., 2010). Aktivnost Ze
tvorjenega dimera preprecuje povezovalni peptid (linker) med veliko in malo podenoto
kataliticnega mesta. Tvorbo aktivnega mesta omogoci cepitev povezovalnega peptida, ki
Jjo izvrsijo sprozitvene kaspaze (kaspaza 8, 9, 10) ali pa grancim B (serinska proteaza
specificna za limfocite) (Pop in Salvesen, 2009). Aktivacija izvrSitvenih kaspaz se
razlikuje pri notranji in zunanji poti apopotoze.

Pri zunanji poti obstajata dva razli¢na nacina aktivacije kaspaz (Scaffidi in sod., 1998).
Celice tipa | tvorijo zadosti kompleksa DISC in aktivne kaspaze 8, da aktivirajo
izvrsitveni kaspazi 3 in 7. Pri celicah tipa II je Stevilo kompleksov DISC premajhno za
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tvorbo zadostnega Stevila aktivne kaspaze 8. Za aktivacijo kaspaz 3 in 7 se v teh celicah
sprozi ojacCitvena zanka. Preko cepitve proteina Bid se sprozi spros¢anje citokroma c iz
mitohondrija (Korsmeyer in sod., 2000; Kuwana in sod., 2002). To omogo¢i tvorbo
apoptosoma in aktivacijo kaspaze 9, ta pa lahko aktivira dodatne koli¢ine kaspaz 3 in 7.
Pri notranji poti apoptoze poskodbe mitohondijev povzroc¢ijo sproscanje citokroma c v
citosol in aktivacijo kaspaze 9 na apoptosomu, kar vodi v aktivacijo izvrSitvenih kaspaz
(Jiang in Wang, 2000).

Aktivaciji kaspaz pogosto sledi (avto)proteoliti¢na cepitev. Tako imenovano zorenje
("maturation”) omogo¢i odcepitev prodomene in/ali cepitev povezovalnega peptida.
Posledica zorenja so novi epitopi in preureditve. Zorenje brez aktivacije sicer ne omogoci
encimske aktivnosti (Pop in sod., 2007), toda delovanje encima se lahko tudi razlikuje, ce
aktivaciji ne sledi zorenje. Aktivirana kaspaza 8 brez zorenja lahko sprozi proliferacijo in
aktivacijo T celic, ne more pa sproziti celi¢ne smrti, ker je za to potrebna cepljena oblika
kaspaze 8 (Kang in sod., 2008; Oberst in sod., 2010). Cepitev povezovalnega peptida pri
kaspazi 9 omogoc¢i njeno regulacijo, saj se izpostavijo novi epitopi, na katere se lahko
veze protein XIAP (Srinivasula in sod., 2001).

adaptor

\m dlmerlzacua \lfi !m\ zorenje
r
* E ' ll '
ce;é)itev 'l
: zorenje
¥ 5

regulacija

SPROZITVENE
KASPAZE

IZVRSITVENE
KASPAZE

NEAKTIVNA AKTIVNA
OBLIKA ' OBLIKA

Slika 7: Mehanizem aktivacije kaspaz (Pop in Salvesen, 2009)

1.4.3 Specificnost kaspaz

Kaspaze cepijo substrate za aspartatnim aminokislinskim preostankom, vendar je cepitev
peptida odvisna tudi od drugih dejavnikov. Zaporedje P4-P3-P2-P1-P1', pri ¢emer
kaspaza cepi med P1 in P1', je substrat za kaspaze, Ce je P1 aspartat. Izjema je kaspaza
Dronc pri vinski musici Drosophila, sicer sorodna kaspazi 9, ki in vitro cepi tudi za
glutaminom (Snipas in sod., 2008). Naslednji pogoj je, da je P1' aminokislinski
preostanek majhen in nenabit (Gly, Ser in Ala). Interakcija preostankov P4-P2 s
kataliticno zanko lahko spremeni slab substrat v dobrega in obratno (Pop in Salvesen,
2009).

1.4.3.1 Substrati kaspaz

Kaspaze izvrSijo apoptozo s cepitvijo specifiénih substratov. Proteomska analiza je
razkrila ze preko 400 celicnih proteinov, ki jih med apoptozo cepijo kaspaze (Pop in
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Salvesen, 2009). Med njimi so proteini vkljuCeni v celi¢no strukturo, signaliziranje,
kontrolo celi¢nega cikla ter popravila DNA (Alenzi in sod., 2010).

1.4.3.1.1 Cepitve DNA

Ena od znadilnosti apoptoze je fragmentacija DNA, pri ¢emer so prav tako vpletne
kapsaze. CAD ("caspase activated DNase”) je encim, ki cepi DNA in je v citosolu
povezan z inhibitorjem ICAD/DFF45. Kaspaza 3 s cepitvijo sprosti CAD in sprozi
razgradnjo kromosomske DNA (Enari in sod., 1998).

1.4.3.1.2 Inaktivacija proteinov, Ki so potrebni za popravilo DNA

Prvi odkrit substrat kaspaz je bil encim PARP ("poly ADP-ribose polymerase”). Sodeluje
pri popravilu DNA, stabilnosti DNA in regulaciji transkripcije. Kaspaze, posebej kaspazi
3 in 7, odcepita fragment iz DNA vezavnega mesta PARP-a. Cepitev proteina
pomembnega za popravljalni mehanizem DNA pospesi apoptozo, ni pa vzrok zanjo. Med
popravljane mehanizme, ki jih onemogocijo kaspaze sodi Se cepitev popravljalnega
proteina DNA-PK ("DNA-dependent protein kinase”) (Alenzi in sod., 2010).

1.4.3.1.3 Razgradnja celi¢nih struktur

Cepitve celi¢nih struktur povzrocijo znacilne morfoloske spremembe med apoptozo.
Kaspaze lahko direktno cepijo aktin in aktivirajo $e druge proteine (gelsolin, Gas-2), ki
prav tako cepijo aktin (Earnshaw in sod., 1999; Kothakota in sod., 1997). Tar¢a proteaz
so tudi lamini, ki vzdrZujejo obliko jedra in so vpleteni v povezave med kromatinom in
jedrno membrano (Alenzi in sod., 2010).

Tabela 3: Substrati kaspaz (Alenzi in sod., 2010; Chowdhury in sod., 2008)

Skupina Proteini

citoplazemski proteini aktin, gelsolin, adherini, keratin 18, serpini

jedrni proteini lamin A, lamin B, receptor lamina B, NUMA
metabolni proteini in proteini PARP, DNA-PK, topoizomeraze, RNA polimeraza
za popravila DNA

kinaze PKC, MAPK, ERK, Akt

prenasalci signalov citokini, fosfolipaza A2, Bcl2-2

proteini celicnega cikla in delitve ~ p21, p27, pRB

1.4.4 Regulacija kaspaz

Proteoliza je ireverzibilen proces zato je potrebna njena natancna kontrola. Celica ima tri
nacine za preprecitev nezelene aktivnosti kaspaz: inhibicija, razgradnja in inhibitorje vabe
("decoy inhibitors”).

Razli¢cne molekule se lahko vezejo na vezavno mesto za substrat in s tem inhibirajo
proteaze. Virusna proteina CrmA in p35/p49 sta nespecificna kaspazna inhibitorja
(Stennicke in sod., 2002), ¢loveski protein XIAP pa selektivno inhibira kaspazo 9 (preko
domene BIR3) ter kaspazi 3 in 7 (preko domene BIR2).



12 Uvod

Ostali ¢lani skupine IAP (ClAP1, clAP2, ILP-2, survivin...) ne inhibirajo kaspaz
direktno (Eckelman in sod., 2006). Udelezeni so pri razgradnji kaspaz, ki je prav tako
eden od mehanizmov regulacije. Poleg vezavnih domen BIR, imajo ti proteini tudi
domene RING in domene povezane z ubikvitinom. Ubikvitinilacija usmerja proteine v
razgradnjo preko proteasoma.

Tretji nacin regulacije kaspaz vkljucuje proteine vabe, ki so strukturno podobni
kaspaznim prodomenam. Proteini vabe tekmujejo s kaspazami za vezavo na aktivacijska
mesta in s povezavo preprecijo vezavo in aktivacijo kaspaz (Pop in Salvesen, 2009).

1.4.5 Pomen kaspaz pri drugih celi¢nih procesih

Poleg vpletenosti v procese celi¢ne smrti so kaspaze vkljucene tudi v druge celi¢ne
procese. Pomemben vpliv pri proliferaciji imata kaspazi 3 in kaspaza 8 (delitve in
aktivacija limfocitov in celic ubijalk (Chun in sod., 2002), isti kaspazi igrata vlogo pri
celi¢ni diferenciaciji (Kang in sod., 2004) in migraciji celic (Helfer in sod., 2006), proces
metamorfoze pa vkljucuje kaspazi 3 in 6 (Schoenmann in sod., 2010).

1.5 Lizosomi in apoptoza

Lizosomi so citoplazemski organeli obdani z enojno membrano, pH znotraj njih je med
3,8 in 5,0. Tako nizek pH omogoca ATP-aza, ki ¢rpa protone iz citosola v lizosom (Luzio
in sod., 2007). Od endosomov, ki so prat tako citoplazemski organeli obdani z enojno
membrano, se lizosomi razlikujejo po nizjem pH in odsotnosti manoza-6-fosfatnega
receptorja (Turk in Turk, 2009). V lisozomih poteka razgradnja celi¢nih makromolekul z
vec¢ kot 50 razlicnimi hidrolazami (proteaze, lipaze, nukleaze, glikozidaze, fosfolipaze...).
Med pomembnejSimi proteazami znotraj lizosomov so katepsini (Turk in Turk, 2009).
Lizosome pred razgradnjo z lastnimi hidrolazami S§citijjo glikozilirani membranski
proteini, kot sta Lamp-1 in Lamp-2 (Eskelinen, 2006).

Zaradi visoke vsebnosti hidroliticnih encimov predstavljajo lizosomi potencialno
nevarnost za celico. V primeru poskodb lizosomske membrane se njihova vsebina lahko
sprosti v citosol in sprozi razgradnjo celicnih komponent. Delna permeabilizacija
lizosomske membrane inducira apoptozo, popoln razpad lizosomov pa lahko celo
povzro¢i nakisanje citosola in vodi v nekrozo (Boya in Kroemer, 2008).

Dolgo ¢asa so domnevali, da so lizosomi v procesih celicne smrti vpleteni le pri
nekrozi in avtofagiji, njihova vloga pri apoptozi naj bi bila le razgradnja apoptotskih
telesc (Ferri in Kroemer, 2001; Leist in Jaattela, 2001), delovanje lizosomalnih proteaz pa
omejeno na nespecifi€no razgradnjo celi¢nih proteinov. Z novimi spoznanji, predvsem
moznost delne permeabilizacije lizosomske membrane, pa se je pogled na vlogo
lizosomov pri apoptozi spremenil (Guicciardi in sod., 2004). Tako pri nekrozi kot pri
apoptozi je koli¢ina sproscenih encimov v citosol zadostna, da preseze zaS¢itno delovanje
citosolnih inhibitorjev (Berg in sod., 1995; Claus in sod., 1998; Turk in sod., 2002a) in
encimi lahko sodelujejo v procesih celicne smrti.
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1.5.1 Katepsini

Ime katepsini izvira iz grSke besede kathepsin (prebaviti). Danes to poimenovanje zajema
serinske proteaze (katepsina A in G), aspartatne proteaze (katepsina D in E) in lizosomske
cisteinske proteaze. Poznamo 11 ¢loveskih cisteinskih katepsinov (B, C, F, H, K, L, O, S,
V, X in W) (Turk in sod., 2002b; Turk in sod., 2000; Turk in sod., 2001). Ti za svoje
optimalno delovanje potrebujejo reducirajoce, rahlo kislo okolje, ki jim ga nudi lizosom
(Turk in sod., 2011). Kisel pH je potreben, ker so zunaj lizosomov katepsini pri
nevtralnem pH relativno hitro ireverzibilno inaktivirani. V nevtralnem ali alkalnem pH
obmocju pride do deprotonizacije histidinskega preostanka (His159, papainsko Stetje),
prekinejo se elektrostatske interakcije in porusi se terciarna struktura (Turk in sod., 1994).
Izjema je katepsin S, Ki je stabilen pri nevtralnem in rahlo bazi¢nem pH (Kirschke in sod.,
1989).

Vecina katepsinov se izraza v najrazlicnejsih tkivih in so vpleteni v normalno celi¢no
razgradnjo proteinov. Med najbolj zastopanimi so katepsini B, H in L (Brix in sod.,
2008), medtem ko se katepsini K, W, S in F bolj specifi¢no izrazajo le v nekaterih
tkivih/celicah in naj bi imeli bolj specifi¢ne vloge. Katepsin K sodeluje pri preoblikovanju
kosti (Asagiri in Takayanagi, 2007), katepsin W pri delovanju imunskih celic (Linnevers
in sod., 1997), katepsin S pa ima pomembno vlogo pri procesiranju invariantne verige
MHC razreda Il (Hsing in Rudensky, 2005). Pri slednjem procesu sta udelezena Se
katepsina L in V. Nedavne studije so pokazale, da se katepsini poleg lizosomov nahajajo
Se v jedru, citoplazmi in plazemski membrani. Pomembno funkcijo naj bi imeli predvsem
v jedru, kjer lahko katepsina L in F procesirata histone (Ceru in sod., 2010; Maubach in
sod., 2008). Vse vec je dokazov, da so specifi¢ne funkcije katepsinov povezane z njihovo
lokalizacijo v celici in zunaj nje (Zavasnik-Bergant in Turk, 2006) in da katepsini delujejo
kot signalne molekule (Stoka in sod., 2007; Turk, 2006; Turk in Stoka, 2007).

1.5.1.1 Procesiranje katepsinov

Lizosomski katepsini se sintetizirajo v obliki preproencimov. Pri prehodu v
endoplazemski retikulum pride do cepitve signalnega peptida in hkratne glikolizacije N-
konca molekule. Propeptid omogoca pravilno zvijanje proteina in prehod v
endosome/lizosome s pomocjo manoza-6-fosfatnega receptorja (M6PR), sluzi pa tudi kot
inhibitor proteoliticne aktivnosti proencima (Twining, 1994). V endosomu katepsini
postanejo aktivni po odcepitvi M6PR in propeptida.

1.5.1.2 Aktivacija katepsinov

Aktivacija katepsinov se za¢ne z odstranitvijo propeptida iz aktivnega mesta. Kisel pH
oslabi interakcije med propeptidom in encimom. Zaradi tega imajo nekateri proencimi,
npr. prokatepsin B, nizko kataliticno aktivnost, ki je ravno zadostna za avtokataliticno
aktivacijo (Pungercar in sod., 2009). V drugem koraku lahko ti proencimi aktivirajo druge
prokatepsine in s tem sprozijo verizno reakcijo aktivacije prokatepsinov. Na ta nacin se
lahko aktivirajo endopeptidaze (katepsini B, H, L, S in K), medtem ko eksopeptidazi
(katepsina C in X) za aktivacijo potrebujeta cepitev s strani drugih molekul (katepsina L
in S) (Dahl in sod., 2001; Turk in sod., 2001).
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1.5.1.3 Regulacija aktivnosti katepsinov

V normalnih pogojih imajo celice ve¢ mehanizmov za preprecevanje neZelene in zato
nevarne proteolize katepsinov (Turk in sod., 1997; Turk in sod., 2001). Omenili smo ze
lokalizacijo katepsinov v lizosomih ali drugih organelih, aktivacijo proencimov ter pH,
najbolj pomemben mehanizem pa je regulacija z inhibitorji (Twining, 1994).

1.5.1.3.1 Endogeni inhibitorji cisteinskih katepsinov

Najpomembne;jsi nacin regulacije aktivnosti katepsinov so inhibitorji. Vecina endogenih
inhibitorjev je kompetitivnih, osnova njihovega delovanja je vezava v aktivno mesto, s
¢imer onemogocijo vezavo substrata. Razdelimo jih v §tiri druzine. V prve tri uvr§¢amo
inhibitorne proteine stefine, cistatine in kininogene (Barrett in sod., 1986; Turk in Bode,
1991; Turk in sod., 2008). V ¢etrto skupino sodijo neinhibitorni homologi cistatinov kot
so fetuini in s histidinom bogati glikoproteini (Jones in sod., 2005; Reynolds in sod.,
2005).

Stefini so enoverizni, neglikozilirani proteini brez signalnega peptida in disulfidnih
mostickov, veliki priblizno 100 aminokislinskih preostankov. Primarno se nahajajo
znotraj celice, najdemo pa jih tudi v telesnih teko¢inah (Abrahamson in sod., 1986).
Cistatini so enoverizni, neglikozilirani proteini, veliki priblizno 115 aminokislinskih
preostankov, za razliko od cistatinov pa imajo dve disulfidni vezi in signalno zaporedje za
izloCanje iz celice. Kinogeni so zunajceli¢ni vecfunkcijski glikoproteini, so enoverizni z
ve¢ domenami za vezavo cisteinskih proteaz. Med ostalimi inhibitorji cisteinskih proteaz
najdemo tiropine (fragment p41 invariantne verige MHC razreda I1) in serpine, inhibitorje
serinskih proteaz (Turk in sod., 2002a; Turk in sod., 2011).

1.5.1.4 Substrati katepsinov

Katepsini lahko in vitro v kislem pH razgradijo razli¢ne proteine. Zunaj celice katepsini
razgrajujejo komponente ekstracelularnega matriksa kot so elastin, kolagen in
proteoglikani (Lutgens in sod., 2007), kar jih postavlja v vlogo pomembnih igralcev pri
raku. Tumorske celice izrazajo povecane koli¢ine lizosomskih encimov, predvsem
katepsina B in D. Povecano izloCanje teh encimov izven celice naj bi z razgraditvijo
zunajcelinega matriksa pospesevalo rast tumorjev, invazivnost, angiogenezo in tvorbo
metastaz (Koblinski in sod., 2000). Znotraj lizosoma sodelujejo katepsini predvsem pri
nespecifiéni razgradnji proteinov. Zaradi nestabilnosti in izgube aktivnosti pa ni veliko
podatkov o znotrajceli¢nih citosolnih substratih (Repnik in sod., 2012). Prvi znani
substrat je protein Bid, proapoptotski homolog Bcl-2 (Stoka in sod., 2001). Ostali znani in
vitro substrati so prikazani v tabeli 4.

1.5.1.5 Struktura katepsinov

Katepsini so majhne molekule velikosti priblizno 30 kDa, z izjemo katepsina C, ki je
tetramer, velik priblizno 200 kDa. Imajo dve domeni, L (left) in R (right). Domena L je
sestavljena iz treh alfa vija¢nic, domena R pa iz antiparalelne beta ploskve z znacilno
sod¢ku podobno strukturo. Vmesna povrsina obeh domen tvori rezo z aktivnim mestom,
ki ima obliko ¢rke V. V sredini reze sta aminokislini v aktivnem mestu, Cys25 in His159
(papainsko Stetje). Cys25 se nahaja v levi domeni na N-terminalnem delu alfa vija¢nice,
His159 pa na desni domeni na nasprotni strani zepa (Turk in sod., 2001).
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Tabela 4: Poimenovanje, katalitske lastnosti ter in vitro substrati cloveskih lizosomskih cisteinskih
proteaz (Conus in Simon, 2008; Turk in sod., 2011)

ime sinonim V/rsta peptidazne aktivnosti  Specifi¢ni substrati

katepsin L endopeptidaza Bid, Bak, BimEL, Bcl-2,
Bcel-xL, XIAP,
E-kadherin

katepsin VV  katepsin L2, U endopeptidaza

katepsin S endopeptidaza Bid, Bak, BimEL, Bcl-2,
Bcel-xL, XIAP,
E-kadherin

katepsin K O, 02, X endopeptidaza Bid, Bak, BimEL, Bcl-2,
Bcl-xL, XIAP

katepsin F endopeptidaza

katepsinB Bl endopeptidaza in Bid, Bak, Bcl-2, Bcl-xL,

karboksipeptidaza XIAP, PARP-1,

kaspaze-1/-2/-11,
E-kadherin

katepsin H  katepsin | endopeptidaza in Bid, Bak, BIimEL, Bcl-2,

aminomonopeptidaza Bcl-xL, XIAP
katepsin X  katepsin Z, P, Y karboksimono(di)peptidaza
katepsin C  katepsin J, aminodipeptidaza
dipeptidil-
peptidaza |
katepsin W limfopain ni znano
katepsin O ni znano

1.5.1.6 Sproscéanje katepsinov iz lizosomov

Regulacija sproscanja molekul iz lizosomov je pomemben dejavnih njihove vpletenosti v
celicne procese. Permeabilizacija lizosomov je povezana z apoptozo sprozeno z
oksidativnim stresom, lizosomotropiki, sfingozinom ter s TNF in TRAIL tretiranimi
celicami (Kagedal in sod., 2001b; Werneburg in sod., 2002; Werneburg in sod., 2007;
Zdolsek in sod., 1993). Obstaja ve¢ teorij o mehanizmih spros¢anja, a dokonénega
odgovora o njih Se nismo dobili. Nekateri menijo, da so za selektiven prenos odgovorni
posebni translokacijski proteini, drugi pa, da se na lizosomski membrani tvorijo pore, ki
neselektivno prepuscajo le molekule do dolo¢ene velikosti (Boya in Kroemer, 2008).
Domneva se tudi, da lahko proteina Bax in Bak, ki sicer tvorita pore na zunanji
mitohondrijski membrani, tvorita pore tudi na lizosomih. Te pore lahko brez poskodbe
membrane prepuscajo tudi molekule ve¢je od 100 kDa (Feldstein in sod., 2006). Ker pa je
permeabilizacija veziklov v celici selektivna in ne pride do popolnega razpada vseh
membran, verjetno obstajajo regulatorni mehanizmi permeabilizacije (Guicciardi in sod.,
2004).

Eden prvih znanih dejavnikov poskodbe lizosomske membrane so bile reaktivne
kisikove zvrsti (ROS), ki so zelo reaktivne molekule. Veliko ROS nastane pred poskodbo
lizosomov. ROS se v celici primarno tvorijo v mitohondrijih, zato poSkodujejo predvsem
lizosome v blizini mitohondrijev (Boya in Kroemer, 2008). Nekaj ROS se lahko tvori tudi
v samih lizosomih. Prosto zelezo znotraj lizosomov katalizira pretvorbo vodikovega
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peroksida v hidroksilne radikale, ti pa oksidirajo membranske lipide in povzrocijo
destabilizacijo lizosomskih membran (Blomgran in sod., 2007; Brunk in sod., 2001). ROS
lahko pri apoptozi sprozeni s TNF-a nastanejo tudi neodvisno od kaspaze 8. Za nastanek
ROS pri tej poti je odvisen protein RIP-1, ki se veze na adaptorski protein TRADD
(Cauwels in sod., 2003). Poleg neposrednega delovanja lahko ROS na stabilnost
membran vplivajo tudi z aktivacijo fosfolipaze A2, ki razgrajuje membranske fosfolipide
celi¢nih organelov (Zhao in sod., 2001).

Sfingolipid sfingozin je lizosomotrop in je prav tako naslednji pomemben dejavnik
poskodb lizosomov. Zaradi dolgega lipofilnega repa in polarne glave se lahko po
protonaciji akumulira v kislih organelih, kjer deluje kot detergent. V celicah nastaja pri
procesiranju ceramida, ki se tvori v lizosomih ob delovanju kisle sfingomielinaze
(Heinrich in sod., 2004). Nizke koncentracije sfingozina povzro¢ijo permebilizacijo
lizosomske in mitohondrijske membrane ter aktivacijo kaspaz (Kagedal in sod., 2001a),
kar privede do apoptoze. Nasprotno pa visoke koncentracije sfingozina povzrocijo
obseznejso poskodbo lizosomov in posledi¢no nekrozo (Kagedal in sod., 2001b).
Povecane koncentracije sfingozina so opazili pri apoptozi sprozeni s TNF-o, do
permebilizacije lizosomske membrane pa je prislo le pri celicah, ki so izrazale katepsin B.
Nasprotno pa pri celicah z izbitim genom za katepsin B niso opazili poskod lizosomov
(Werneburg in sod., 2002).

Kot Ze omenjeno, lahko tudi proapoptotska proteina Bax in Bak tvorita pore na
lizosomski membrani. Sodita v druzino proteinov Bcl-2, ki so pomembni v apoptozi saj
regulirajo permeabilizacijo zunanje mitohondrijske membrane (Youle in Strasser, 2008).
Obstaja veC teorij, kako bi lahko proteina Bax in Bak tvorila pore na lizosomski
membrani. Lahko bi prislo do tvorbe por na podoben nacin, kot se tvorijo na mitohondriju
in bi omogocile sprostitev lizosomske vsebine v citosol (Kagedal in sod., 2005;
Werneburg in sod., 2007). Prav tako bi lahko konformacijska sprememba proteina Bax, ki
so jo opazili pri apoptozi sprozeni s prostimi maS¢obnimi kislinami, omogocila prenos na
lizosomsko membrano (Feldstein in sod., 2004; Feldstein in sod., 2006). Nedavna studija
pa je pokazala tudi moznost, da se proteina Bax/Bak preneseta v lizosom kot posledica
avtofagnega prenosa poskodovanih mitohondrijev (Oberle in sod., 2010).

Na permeabilizacijo lizosomskih membran vplivajo tudi sami katepsini. Studije na
celicah z izbitim genom za katepsin B so pokazale manjSo lizosomsko permeabilizcijo po
indukciji apoptoze s TNF-a v primerjavi s celicami divjega tipa. Katepsin B bi lahko na
permeabilizacijo deloval znotraj ali zunaj lizosoma (Werneburg in sod., 2002). Novejse
raziskave so razkrile, da povecCana aktivnost katepsinov razpolovi zivljensko dobo
proteinom Lamp-1 in Lamp-2 in s tem destabilizira lizosomske membrane (Ferri in
Kroemer, 2001). Hkrati pa naj bi katepsin B podaljsal Zivljenjsko dobo sfingozina z
razgradnjo sfingozin kinaze-1, ki pretvarja proapoptostki sfingozin v antiapoptotski
sfingozin-1-fosfat (Guicciardi in sod., 2001).
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Slika 8: Mehanizmi lizosomske permeabilizacije (Boya in Kroemer, 2008; Guicciardi in sod.,
2004)

1.5.1.7 Katepsini in apoptoza

Po sprostitvi v citosol katepsini ohranijo svojo aktivnost od nekaj minut do nekaj ur
predno se inaktivirajo (Turk in sod., 1993; Turk in sod., 2000) in tako lahko razgrajujejo
proteine tudi zunaj lizosoma. Katepsin B je med najbolj stabilnimi katepsini pri
fizioloSkem pH in ima pomembno vlogo v razli€énih modelih apoptoze sproZene z
zol¢nimi kislinami v hepatocitih, s TNF-a sproZeno apoptozo v primarnih hepatocitih in
tumorskih celicah, apoptozo nevronov in apoptozo zaradi pomanjkanja hranil (Guicciardi
in sod., 2001; Roberts in sod., 1997; Shibata in sod., 1998). Za katepsin D pa je na
studijah pokazana pomembna vloga pri apoptozi sprozeni z ligandi Fas in TNF-q,
oksidativnim stresom, sfingozinom in p53 (Bidere in sod., 2003; Deiss in sod., 1996;
Ollinger, 2000). Mehanizem vpletenosti katepsinov v apoptozo $e ni popolnoma
pojasnjen.

Katepsini so aktivni takoj po sprostitvi v citosol, in za razliko od kaspaz ne potrebujejo
aktivacije (Turk in Stoka, 2007). V citosolu s cepljenjem substratov sodelujejo v
apoptotski signalizaciji. Studije najveckrat kot substrat katepsinov navajajo protein Bid,
proapoptotski protein iz druzine Bel-2 (Cirman in sod., 2004; Droga-Mazovec in sod.,
2008; Stoka in sod., 2001). Bid ima med dvema alfa vijacnicama zanko, na kateri SO
cepitvena mesta katepsinov B, K, L, H in S (ha mestu Arg65), katepsina H (na mestu
Arg71), kaspaze 8 (na mestu Asp59), grancima B (na mestu Asp75) in kalpainov (na
mestu Tyr47) (Repnik in sod., 2012). Najpomembnejso vlogo pri cepitvi proteina Bid naj
bi imela katepsina B in L. Sta najbolj zastopana in pri fizioloSkem pH stabilna katepsina.
Cepljen Bid omogoca tvorbo por v mitohondrijski membrani (Cirman in sod., 2004).
Vendar pa so raziskave na misih z izbitim genom za Bid pokazale, da katepsini sodelujejo
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tudi v apoptozi neodvisni od proteina Bid (Houseweart in sod., 2003).

Za citosolni katepsin D (aspartatna proteaza) so si podatki o moznosti cepitve Bid
nasprotujo¢i. Nekateri avtorji so pokazali cepitev (Heinrich in sod., 2004), drugi ne
(Cirman in sod., 2004). V celicah tretiranih s staurosporinom lahko katepsin D, ne pa tudi
katepsina B in L, sprozi aktivacijo Bax in njegovo premestitev na zunanjo mitohondrijsko
membrano (Bidere in sod., 2003). Prekomerno izraZanje katepsina D sprozi apoptozo v
celicah HeLa (Deiss in sod., 1996), inhibicija katepsina D s pepstatinom A pa inhibira
apoptozo sprozeno s kisikom ("oxygen-induced apoptosis”) (Roberg in sod., 2002).

Poleg cepitve proteinov Bid in Bax lahko Kkatepsini in vitro razgrajujejo Se
antiapoptotske proteine iz druzine Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1) in tako vplivajo na
destabilizacijo mitohondrijske membrane (Blomgran in sod., 2007; Droga-Mazovec in
sod., 2008).

Vse do sedaj omenjene Studije pripisujejo pomen katepsinov pri sprozanju
mitohondrijske poti apoptoze in aktivaciji kaspaz 3, 7 in 9. Katepsini pa lahko sodelujejo
tudi v signalni poti neodvniso od poskodb mitohondrijske membrane. Pri apoptozi
inducirani z LLOMe so pokazali katepsinsko cepitev proteina XIAP (Droga-Mazovec in
sod., 2008). Prav tako so pri tako sproZzeni apoptozi katepsini razgradili membransko
vezane gvanilatne kinaze DIg-1, ZO-1 in ZO-3 (lvanova in sod., 2011), ki regulirajo
celi¢ne stike.

Tudi same kaspaze so lahko tarCe katepsinov. Katepsini lahko neposredno cepijo in
aktivirajo kaspaze. Katepsin B lahko cepi kaspazi 1 in 11 (Schotte in sod., 1998). Ostalih
kaspaz, ki so vpletene v apoptotsko pot, katepsini B, H, L, K, L, S in X ne cepijo (Stoka
in sod., 2001), med apoptozo v nevtrofilcih pa je katepsin D aktiviral kaspazo 8 (Conus in
sod., 2008).

Vse omenjene raziskave pripisujejo pomembno vlogo katepsinov pri apoptozi. Na
drugi strani pa tudi kar nekaj $tudij temu nasprotuje. Uporaba celic z izbitimi geni za
katepsine je le znizala apoptozo, ni pa je preprecila (Foghsgaard in sod., 2001; Guicciardi
in sod., 2000; Nagaraj in sod., 2006; Werneburg in sod., 2007). Spremljanje ¢asovnega
poteka dogajanj v apoptozi je tudi ponudilo dokaze, da se lizosomi destabilizirajo kasneje
kot mitohondriji (Bojic in sod., 2007; Oberle in sod., 2010), kar tudi ne govori v prid
teorijam o klju¢ni vlogi katepsinov. Inhibicija katepsinov ni znatno znizala apoptoze
sprozene z ligandi TNF-a ali Fas pri, celicah U-937 in T98G (Klaric in sod., 2009),
primarnih koznih fibroblastih (Bojic in sod., 2007), celicah Jurkat in hepatocitih
(Wattiaux in sod., 2007) ali mis§jih embrionalnih fibroblastih (Oberle in sod., 2010).
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1.6 Sirtuini

Sirtuini so od NAD™ ("nicotinamide adenine dinucleotide”) odvisne deacetilaze. Njihova
glavna naloga naj bi bila zaznava sprememb redoks stanja celice, ki so posledice stresa.
Za delovanje potrebujejo kofaktor NAD", najdemo pa jih tako v jedru, v citoplazmi in v
mitohondrijih (Bosch-Presegue in VVaquero, 2011).

Sirtuinom so najve¢ pozornosti posvecali zaradi $tudij, ki so povezovale funkcijo
sirtuina Sir2 ("silent information regulator 2") z dolzino Zzivljenja. Povecano izrazanje
sirtuinov pri kvasovkah je podaljsalo zivljenjsko dobo, sirtuinom podobni proteini pa so
podaljsali zivljenjsko dobo nematodov (Tissenbaum in Guarente, 2001). Pri sesalcih so
odkrili sedem homologov kvasnega sirtuina Sir2. Sirt 1 in 2 se nahajata v jedru in
citosolu, Sirt 3, 4 in 5 so mitohondrijski proteini, Sirt 6 in 7 pa sta izrazena le v jedru
(Haigis in Guarente, 2006).

Glede na delovanje lahko sirtuine razdelimo v S$tiri skupine. Na sirtuine z vlogo pri
regulaciji kromatina, stresa in celi¢nega prezivetja, regulacije homeostaze ter celi¢ne
diferenciacije. Pri odzivu na stres sirtuini z regulacijo razliénih prezivetvenih poti
omogocajo organizmu prilagoditev na oksidativni, metabolni ali genotoksi¢ni stres. Z
deacetilacijo proteinov p53, Rb, survivina, NF-kp in transkripcijskih faktorjev uravnavajo
celiéni odziv na stres in celici omogocijo prezivetje ali sprozijo apoptozo (Bosch-
Presegue in Vaquero, 2011).

Najbolj proucevan ¢loveski sirtuin je protein Sirtl. Njegove tarCe so transkripcijski
faktorji in kofaktorji, jedrni receptorji, p53 in HSP1 in PARP1, pomembno vlogo pa ima
pri boleznih srca in ozilja, neurodegenerativnih boleznih, raku in staranju (Guarente,
2011). Kadar je celica izpostavljena zmernemu stresu ali poskodbam DNA, Sirtl
pripomore k ustavitvi celicnega cikla, popravilu poSkodb DNA in posledi¢no prezivetju
celice. Ce pa je celica izpostavljena kroni¢nemu stresu ali hudim poskodbam DNA, takrat
Sirtl inducira senescenco ali apoptozo (Slika 9) (Bosch-Presegue in Vaquero, 2011).
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Slika 9: Dvojno delovanja sirtuina 1 (Bosch-Presegue in Vaquero, 2011)
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Med bolj pogostimi posledicami stresa je tudi senescenca in med njo prihaja do
poskodb lizosomov, porusitev gradienta pH znotraj lizosoma in permeabilizacije
lizosomske membrane. Pri tem lahko katepsini prehajajo v citosol, razgradijo sirtuine in
tako vplivajo na regulacijo prezivetja celice (Patschan in sod., 2008a).
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2 Namen dela

Apoptoza je dobro organizirana oblika celiéne smrti, pomembno vlogo igra pri
homeostazi in razvoju vecéceli¢nih organizmov. Lahko se sprozi preko intrinzi¢ne
(notranje) poti, ki vkljucuje poskodbe mitohondrijev, ter ekstrinzi¢ne (zunanje) poti preko
receptorjev smrti na povrsini celic. Med temi receptorji, ki sodijo v superdruzino TNRF
("tumor necrosis factor receptor”), so najbolj znani TNF R1, CD95 (APO-1, Fas) in
TRAIL receptor. Liganda TNF-a in Fas sta zelo u¢inkovita pri ubijanju tumorskih celic, a
ima sistemska terapija negativne stranske uc¢inke, saj TNF-a povzroc¢i huda vnetja, ligand
Fas ligand pa deluje tudi na zdrave celice.

Pri apoptozi, ki jo sprozi ligand TRAIL, se trenutno predpostavlja, da je
permeabilizacija lizosomov zgodnji dogodek. Sprosceni katepsini, predvsem katepsin B,
lahko cepijo Bid, nastali tBid pa omogo¢i sprostitev citokroma ¢ iz mitohondrijev, kar
vodi do aktivacije kaspaz 3 in 7 in posledi¢no v apoptozo. Nedavno so za liganda Fas in
TNF-o. pokazali, da poskodba lizosomov nastane 3ele za poskodbo mitohondrijev. Ce
podobno velja tudi za apoptozo, ki jo sprozi ligand TRAIL, bi to pomenilo nov pogled na
vlogo lizosomskih cisteinskih katepsinov pri apoptozi. Poznavanje mehanizma apoptoze
je pomemben dejavnik pri nacrtovanju zdravljenja rakavih obolen;.

Namen doktorskega dela je bil najprej ugotoviti ¢asovno zaporedje posSkodb lizosomov
in mitohondrijev pri apoptozi sprozeni z ligandom TRAIL v misjih embrionalnih
fibroblastin. V nadaljevanju smo zeleli raziskati povezavo med destabilizacijo
mitohondrijske in lizosomske membrane pri apoptozi sprozeni z ligandom TRAIL in
morebitno vlogo katepsinov v tem mehanizmu. Z uporabo inhibitorjev katepsinov pa smo
zeleli ugotoviti tudi vlogo katepsinov v humanih celi¢nih linijah.



22

Namen dela
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3 Materiali in metode

3.1 Materiali

3.1.1 Kemikalije

0,25 % tripsin (Gibco)

Ac-DEVD-AFC  (N-acetil-  aspartat-glutamat-valin-aspartat ~ -7-amino-4-
trifluorometilkumarin; Bachem)

Akridin oranz (Sigma)

Akrilamid-N,N-metilenenbisakrilamid (Serva)

Annexin-V-PE kit (BD Pharmigen)

APS (amonijev persulfat; Serva)

Bortezomib (Selleck Chemicals)

Ca-074Me ([L-3-trans-(propilkarbamoil)oksiran-2-karbonil]-L-izoleucin-L-prolin
metilni ester; Peptide)

CHAPS (3-[(3-kolamidopropil)dimetilamonijev]-1-propransulfonat; Fluka)
Cikloheksimid (Sigma)

CM-H,DCFDA (5-(in-6)-klorometil-2',7'-diklorodihidrofluorescin diacetat acetil
ester, Invitrogen)

DFO (deferoksamin mesilat; Sigma)

DMSO (dimetilsulfoksid; Merck)

DTT (ditiotreitol; Sigma)

E-64 (1-L-trans-epoksisukcinil-levcilamido-3-(4-gvanidino) butan; Peptide)

E-64d (L-trans-epoksisukcinil-(OEt)-leu-3-metilbutilamid; Peptide)

Fetalni goveji serum FBS (Atlanta Biologicals)

Glutamin (Sigma)

Goveji serumski albumin (New England Biolabs)

Mesanica inhibitorjev proteaz (Sigma)

Mesanica penicilina in streptomicina (Sigma)

MitoTracker CMX-Ros (Invitrogen)

NaDS (natrijev dodecil sulfat; Serva)

NAO — acridine orange 10-N-nonyl bromide (Invitrogen)

Oznacevalec velikosti proteinov: PageRuler Prestained Protein Ladder (MBI
Fermentas)

Posneto mleko v prahu (Pomurske mlekarne)

Propidijev jodid (Sigma)

Reagent ECL za kemiluminiscenco (Amersham Pharmacia Biotech)

Reagent za dolo¢anje koncentracije proteinov (Biorad)

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

TEMPOL (4-hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperdin 1-oksil; Sigma)
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TRAIL (dejavniku tumorske nekroze (TNF) soroden ligand, ki sproza apoptozo;
prof. dr. Henning Walczak, imperial College London, Velika Britanija)

Tripsin (TrypLE Select) Gibco

Tris (Serva)

Tween-20 (Serva)

Z-Phe-Arg-AMC (N-benziloksikarbonil-L-fenilalanin-L-arginil-4-metil-7-
kumarilamid; Bachem)

Z-VAD-FMK (karbobenzoksi-valil-alanil-aspartil-[O-metil]-fluorometilketon;
Bachem)

3.1.2 Protitelesa

Primarna kozja poliklonska protitelesa proti proteinu BID (R&D Systems)
Primarna kozja poliklonska protitelesa proti proteinu GST (GE Healthcare)
Primarna kun¢ja monoklonska protitelesa proti kaspazi-3 (Cell Signaling)
Primarna kungja poliklonska protitelesa proti citokromu C (Cell Signaling)
Primarna kuncja poliklonska protitelesa proti proti Smac/Diablo (Abcam)
Primarna misja monoklonska protitelesa proti aktinu (Sigma)

Sekundarna kuncja antimisja, kozja antikuncja in oslovska antikozja protitelesa,
konjugirana s hrenovo peroksidazo (Abcam)

3.1.3 Gojisca

Gojis¢e DMEM z visoko vsebnostjo glukoze in L-glutaminom (PAA, Gibco)
obogateno z 10 % FBS, 1 % glutaminom in 1% streptomicinom/penicilinom
Gojis¢e RPMI 1640 z L-glutaminom in s HEPES-om (PAA) obogateno z 10 %
FBS-HI, 1 % glutaminom in 1% streptomicinom/penicilinom

3.1.4 Celice
e Hela— celice tumorja materni¢nega vratu
e HuH-7 — celice hepatocitnega tumorja
e U-937 — celice levkemijskega monocitnega limfoma
e Jurkat — imortalizirane celice limfocitov T
e MEFs — mi$ji embrionalni fibroblasti

3.1.5 Pufri

Elektroforezni pufer za NaDS-PAGE

25 mM Tris

192 mM L-glicin

0,1 % NaDS

Kaspazni pufer (2X)

100 mM Tris

10 MM DTT

0,1 % CHAPS

10% saharoza

pH 7,4
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NanasSalni pufer za NaDS-PAGE (6x)
300 mM Tris

100 mM NaDS

40 mM EDTA

1,2MDTT

60 % (v/v) glicerol

0,3 % (w/v) bromfenol modro

PrenaSalni pufer
25 mM Tris

192 mM L-glicin
20 % metanol

Pufer BANA

15 mM Na,HPO,4
88 mMM KH,PO,

1 mM EDTA

0,1 % PEG-6000
pH 6,0

Pufer HEPES

50 mM HEPES
0,25 mM NaCl
0,1 % (v/v) NP-40
pH 7,0

pufer PBS
145 mM NacCl

2,5 mM NaH;PO4 x 2H,0
7,5 mM Na;HPO4 x 2H,0
pH 7,4

pufer RIPA
50 mM tris

100 mM NaCl

0,1 % (w/v) NaDS

1 % (v/v) NP-40

0,5 % (wi/v) deoksilonska kislina
1 mM EDTA

pufer TBS(T)
20 mM Tris

500 mM NacCl
(0,5 % (v/v) Tween-20)
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Pufer z digitoninom
70 pg/ml digitonin
250 mM saharoza
20 mM HEPES

10 mM KCI

1 mM MgCl,

1 mM EDTA

1 mMEGTA

pH 7,5

Pufer za barvanje

0,5 % barvilo Coomassie Blue R-250
50 % metanol

10 % ocetna kislina

Pufer za ekstrakcijo
70 pg/ml digitonin
250 mM saharoza
20 mM HEPES

10 mM KCI

1 mM MgCl;,

1 mMEDTA

1 mM EGTA

pH 7,5

Pufer za razbarvanije
50 % metanol
10 % ocetna kislina

3.1.6 Laboratorijska oprema

Avtomatska temnica SRX-101A (Konica Minolta)
Avtomatske pipete (Gilson)

Centrifuge Eppendorf 5402, 5410, 5417R, 5415R, 5810R
Centrifugirke (15 ml in 50 ml)

Filmi Biomax Light fiml (Kodak)

Fluorimeter za mikrotitrske plos¢e Safire (Tecan)
Inkubator za celi¢ne linije (Binder)

Invertni fluorescen¢ni mikroskop IX71 (Olympus)
Kaseta za razvijanje filmov X-omatic regular screens (Kodak)
Komplet za elektroforezo v prisotnosti NaDS (Biorad)
Laminar (Iskra PIO)

Magnetna mesala MM-530 (Tehtnica)

Nitrocelulozna membrana NC45 (Sigma)

Corning, Greiner)
e pH-meter (Metrel)

Materiali in metode

Aparatura za prenos western P8DS Penguin (Owl Separation Systems)

Oprema za delo s celicami (pipete, ploS¢e za gojenje, centrifugirke...) (TPP,
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e Pretocni citometer FACSCalibur (Becton Dickinson)
Ekscitacijska svetloba: 488 nm
Emisijska svetloba, filtri:  FL1: 515 —545 nm
FL2: 564 — 606 nm
FL3: > 670 nm
e Vakumska ¢rpalka (ABM)
e Vodna kopel RM6 (Lauda)

3.2 Metode

3.2.1 Priprava primarnih celic misjih embrionalnih fibroblastov

Primarne celice smo pripravili v sterilni pogojih v laminarju. Potreben material (Skarje,
pincete, noze, steklene kroglice, magnetna meSala in steklene caSe) smo predhodno
sterilizirali (suho avtoklaviranje 2 h pri 180 °C) oziroma smo uporabili sterilen material
(petrijevke, pipete, pufri, gojis¢a). Misi breje 12,5 do 13,5 dni smo uspavali s COx.
Prerezali smo kozo in potrebusnico ter iz maternice prenesli zarodke v pufer PBS.
Odstranili smo jim glavo ter srce in jetra (rdeca organa). Zarodke smo razrezali in prenesli
v (po 2 ali 3) stekleno ¢aso s steklenimi kroglicami in magnetnim meSalom. Dodali smo
10 ml 0,25 % tripsina in z meSanjem inkubirali 15 minut pri temperaturi 37 °C.
Tripsiniziranje smo ustavili z dodatkom 10 ml medija DMEM, vsebino ¢ase prenesli v
50-mililitrsko cetrifugirko in centrifugirali 5 minut pri 1500 rpm. Medij smo odstranili,
usedlino (celice) pa resuspendirali v 10 