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Povzetek  

Plazemska glutamat karboksipeptidaza (PGCP) je metalopeptidaza, ki hidrolizira 
dipeptide na proste aminokisline. V študijah žleze ščitnice je bilo ugotovljeno, da encim 
sodeluje pri sproščanju hormona tiroksina (T4) iz tiroglobulina (Tg). Iz primarne 
strukture človeškega PGCP je napovedanih pet potencialnih N-glikozilacijskih mest.  

V okviru doktorskega dela smo preučevali vpliv sprememb N-glikozilacije na 
lokalizacijo encima PGCP in s tem na delovanje izven celice. Zaradi fiziološke 
pomembnosti smo raziskovali vlogo PGCP pri izvenceličnem sproščanju T4. 

V študiji smo uporabili mestno specifično mutagenezo na cDNK PGCP tako, da smo 
mutirali asparagin na mestih zaporedja 61, 179, 353, 356 in 396 v alanin. S tem smo 
preprečili N-glikozilacijo. Pripravili smo devet mutantov z zelenim fuzijskim proteinom, 
začenši z enojnimi ter prešli na mutiranje vseh petih potencialnih glikozilacijskih mest. 
Ekspresija transficiranih celičnih linij HEK 293 in FRTL-5 je prikazala, da se po 
izražanju usmerijo v vezikle, z uporabo imunoloških metod pa smo ugotovili, da se 
proteini izločajo v medij. 

Rekombinantni PGCP smo pripravili v bakulovirusnem sistemu ter ga uporabili za 
karakterizacijo. Rekombinantni encim smo očistili in dobili 8 mg proteina na 1l gojišča. 
Pokazali smo, da ima PGCP hibriden ali kompleksen tip N-glikozilacije. Po čiščenju smo 
ugotovili, da je izolirani encim aktiven. Encim je cepil dipeptid Ser-Met, v prisotnosti 
EDTA, DTPA in bestatina pa je bila njegova aktivnost inhibirana. Pri delovanju encima 
smo opazili tudi aktivacijski učinek kloridnega iona. 

Eksopeptidaza katepsin C odceplja dipeptide z N-terminalnega dela substratov. PGCP 
hidrolizira dipeptide na posamezne aminokisline. Podganje ščitnične celice (FRTL-5) 
smo uporabili za določevanje znotrajcelične lokalizacije obeh encimov z imunološkimi 
metodami. Encima sta kolokalizirala s PDI, markerjem za endoplazemski retikulum, in z 
Golgin-97, markerjem za Golgijev aparat, deloma pa z LAMP-2, markerjem lizosomov.  

Študije na ščitničnih celicah so dokazale, da sta bila PGCP in katepsin C tudi izločena 
v medij. Izločanje aktivnega katepsina C je bilo stimulirano s hormoni TSH, inzulinom 
in/ali somatostatinom. Aktivnost katepsina C smo merili v gojišču s specifičnim 
substratom Gly-Phe-4βMNA. 

Analiza deglikozilacije je pokazala, da ima izločen PGCP hibriden oz. kompleksen tip 
N-glikozilacije. Pri deglikozilaciji PGCP iz lizata smo opazili minimalno zmanjšanje 
molske mase, kar nakazuje na vsebnost visoko manozne glikozilacije.  

Ugotovili smo, da so hormoni TSH, inzulin in somatostatin FRTL-5 celicam povzročili 
zvišanje izražanja N-acetilglukozaminil transferaze I (GnT1), ki je odgovorna za začetek 
hibridne ali kompleksne glikozilacije. 

Pri skupnem delovanju PGCP in katepsina C smo dokazali, da omogočata časovno 
linearno sproščanje hormona tiroksina iz tiroglogulina. In vitro poskusi cepitve prašičjega 
Tg s katepsinom C so povzročili skrajšanje N-terminalnega dela molekule za 12 
aminokislin. Med odstranjenimi dipeptidi je bil tudi dipeptid s tiroksinom. Katepsin C ni 
cepil novonastalega N-terminalni dela, ki se je začel z Arg-Pro-. Z uporabo visokotlačne 
kromatografije z obrnjenima fazama smo dokazali, da so produkti cepitev katepsina C 
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nadalje hidrolizirani s PGCP. 
Ob dodatku prašičjega Tg v gojišče celic FRTL-5 se je sprostil tiroksin, sproščanje pa 

je bilo zmanjšano ob dodatku sintetičnih inhibitorjev cisteinskih in metalo proteinaz.  
S pripravo imunohistokemijskih rezin mišjih ščitnic, ki so prikazale prisotnost PGCP 

in katepsina C v epitelijskih celicah foliklov, smo pokazali smiselnost podatkov 
pridobljenih iz poskusov opravljenih na celičnih kulturah ter iz in vitro študij. 
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Abstract 

Plasma glutamate carboxypeptidase (PGCP) is a metalloproteinase. It is able to hydrolyze 
dipeptides into free amino acids. The enzyme is involved in the release of hormone 
thyroxin (T4) from Thyroglobulin (Tg), as suggested by thyroid gland studies. Prediction 
from the primary structure of human PGCP suggests the presence of five potential N-
glycosylation sites.  

In this thesis we present a study of changing the N-glycosylation of PGCP, and how 
this modification influences the localization of PGCP and its extracellular role. The 
physiological relevance of PGCP was examined by studying the liberation of extracellular 
thyroxin. 

Using site-directed mutagenesis of PGCP asparagines on sites 61, 179, 353, 356 and 
396 were mutated to alanine to prevent glycosylation. A set of nine mutants were 
prepared with one to five times mutated glycosylation sites, each fused with green 
fluorescent protein. Expression in transfected HEK 293 and FRTL-5 cell lines showed 
vesicular localization. Secretion of the mutants was detected using immunological 
methods. 

Recombinant PGCP was used for protein characterization. Baculovirus expression 
system yielded pure and active PGCP (8 mg/l medium). The recombinant protein was 
shown to contain a hybrid or complex type of N-glycosylation. The enzyme was able to 
cleave the dipeptide Ser-Met, but its activity was inhibited in the presence of EDTA, 
DTPA or bestatin. An activation effect of chloride ions was recognized. 

Cathepsin C, an exopeptidase, removes dipeptides from the N-terminus of substrates, 
and PGCP hydrolyses dipeptides to amino acids. Fischer rat thyroid cells (FRTL-5) were 
used to determine the intracellular distribution of the two enzymes by immunological 
methods. The enzymes were observed to colocalize with PDI and Golgin-97, markers of 
endoplasmic reticulum and Golgi apparatus, respectively, but their presence in lysosomes 
was rare, as shown by the marker, LAMP-2.  

PGCP and cathepsin C were secreted from FRTL-5 thyroid cells into the mediun. 
Secretion of active cathepsin C was stimulated by TSH, insulin and/or somatostatin, as 
determined by hydrolysis of the specific substrate, Gly-Phe-4βMNA. 

Hybrid or complex type of N-glycosylation was shown, when glycosylation of the 
secreted PGCP was analyzed. Deglycosylation of intracellular PGCP led to a small 
decrease in molecular mass, indicating the presence of high mannose N-glycosylation. 

Further we show that, in FRTL-5 cell line, TSH, insulin, and/or somatostatin induce 
up-regulation of N-acetylglucosaminyltransferase 1, the enzyme responsible for the 
initiation of biosynthesis of hybrid and complex N-glycosylation of proteins. 

Acting together, PGCP and cathepsin C are able to liberate the hormone thyroxin from 
thyroglobulin in a linear, time dependent manner. In vitro experiments proved that 
cathepsin C removes up to 12 amino acids from the N-terminus of porcine thyroglobulin, 
including a dipeptide with thyroxin on position 5. The newly formed N-terminus, Arg-
Pro-, was not hydrolyzed further by cathepsin C. Using reverse phase HPLC, we showed 
that products yielded by cathepsin C were further hydrolyzed by PGCP. 
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When released enzymes were secreted they were able to liberate thyroxin from porcine 
thyroglobulin added to the medium. This liberation can be reduced by synthetic inhibitors 
of cysteine proteinases and metalloproteinases.  

To support data obtained from in vitro studies and cell culture experiments immune-
labeled slices of mouse thyroid gland were performed to show the presence of 
investigated enzymes, PGCP and cathepsin C, in epithelial cells of follicles. 
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Seznam kratic 

Asn  = asparagin 
APS  = amonijev persulfat 
B-/-  = celice z izbitim genom za katepsin B 
Bestatin = ([2S,3R]-3-Amino-2-hidroksi-4-fenilbutanoil)-L-levcin 
C-/-  = celice z izbitim genom za katepsin C 
cAMP  = ciklični adenozin monofosfat 
COS-1  = ledvične celice afriške zelene opice -African green monkey kidney 
Cys  = cistein 
DAPI  = 4',6-diamidino-2-fenilindol 
DIT  = dijodotirozin 
DMEM = po Dulbeccu spremenjen medij Eagle  
DMSO  = dimetil sulfoksid 
DTPA  = dietilen triamin pentaocetna kislina 
DTT  = ditiotreitol  
E-64  = N-(trans-Epoksisucinil)-L-levcin 4-guanidinobutilamid 
E-64c  = (2S,3S)-trans-Epoksisucinil-L-levcilamido-3-metilbutan 
E-64d  = (2S,3S)-trans-Epoksisucinil-L-levcilamido-3-metilbutan etil ester 
EDTA  = etilendiamin tetraacetat 
ER  = endoplazmatski retikulum 
FBS  = fetalni goveji serum; fetal bovine serum 
FRTL-5 = celice podganje ščitnice - Fischer rat thyroid line 5 
GA  = Golgijev aparat 
Gal  = galaktoza 
GFP  = zeleni fluorescenčni protein – green fluorescent protein 
GlcNAc = N-acetil-D-glukozamin 
GnT1  = N-acetilglukozaminil transferaza I 
GnT3  = N-acetilglukozaminil transferaza III 
Hek 293 = človeške embrionalne ledvične celice 
J774  = celična linija mišjih  makrofagov J774  
K-/-  = celice z izbitim genom za katepsin K 
L-/-  = celice z izbitim genom za katepsin L 
Man  = manoza 
Man6P  = manoza 6 fosfat 
MHC class II = poglavitni histokompatibilnostni kompleks drugega razreda 
MIT  = monojodotirozin 
MPR  = manoza 6 fosfat receptor 
MPR300 = manoza 6 fosfat receptor (300kDa) kationsko neodvisen 
MPR46 = manoza 6 fosfat receptor (46kDa) kationsko odvisen  
mRNK  = sporočilna ribonukleinska kislina 
NaDS  = natrijev dodecil sulfat 
NP40  = nonilfenilpolietilen glikol 
PAGE  = poliakrilamidna gelska elektroforeza 
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PBS  = s fosfatom zapufrana raztopina soli 
PFA  = paraformaldehid 
PGCP  = plazma glutamat karboksipeptidaza 
Ser  = serin 
Sia  = sialinska kislina 
T3  = trijodotironin 
T4  = tiroksin 
TEMED = N, N, N’, N’-tetrametilendiamin 
TFA  = trifluorocetna kislina 
Tg  = tiroglobulin 
Thr  = treonin 
TPO  = peroksidaza ščitnice 
TRIS  = tris (hidroksimetil) aminometan 
Triton X-100 = polietilen glikol-mono-[p-(1,1,3,3,-tetrametilbutil)-fenil] eter 
TSH  = tirotropin - thyroid stimulating hormone 
Tween 20 = polioksietilensorbitan 
Tyr  = tirozin 
UCE  = N-acetilglikozamil-1-fosfodiester-alfa-N-acetilglukozamidaza 
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1  Uvod 

1.1  Ščitnica 

Ščitnica (Glandula thyroidea) je organ endokrinega sistema, ki se nahaja v vratu pod 
grlom. Njena vloga pri vretenčarjih se izraža v sposobnosti zbiranja joda in njegovega 
shranjevanja v tiroglobulinu. Žleza je metuljaste oblike, ki jo sestavljata dva režnja, ki 
bočno obdajata sapnik. Tkivo ščitnice je sestavljeno iz dveh vrst celic z notranjim 
izločevanjem, folikularne celice in parafolikularne celice (celice C). Folikularne celice, 
imenovane tudi tirociti, predstavljajo večino tkiva in obdajajo mešičke ali lumne v katere 
se shranjujejo ščitnični hormoni v koloidni obliki tiroglobulina (Slika 1). Med 
folikularnimi celicami, ki obdajajo lumne, se nahajajo parafolikolarne (celice C). Te so v 
manjših skupinah in so neodvisne od tirocitov. Izločajo hormon kalcitonin, ki zmanjšuje 
in kontrolira kalcij v krvi in preprečuje izločanje mineralov iz kosti. Kalcitonin spodbuja 
tudi izločanje kalcija in fosfatov v ledvicah, tako da zavre njuno reabsorpcijo. Deluje 
nasprotno od hormona, ki se imenuje parathormon (PTH), in ga izločajo žleze obščitnice.  

 

Slika 1: Shematski prikaz in histološki preparat ščitnice (Glandula thyroidea). A) Ščitnica se 
nahaja v vratu pod grlom. B) Histološki preparat prikazuje sloj ščitnice. Označene so celice 
ščitnice-tirociti in folikli, ki jih tvojrijo (povzeto po: Shutterstock, 2011). 
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1.2  Tiroglobulin 

Gen za človeški tiroglobulin (Tg) je lociran na kromosomu 8 (Ieiri, 1994). Sinteza 
proteina se prične s tvorbo signalne sekvence, dolžine 19 aminokislin, kar ga usmeri v 
endoplazemski retikulum. Po sekreciji iz tirocitov se nalaga v mešičkih ščitnice v visokih 
koncentracijah (Balasubramaniam in Deiss Jr, 1965; Roche in Michel, 1951). Protein 
predstavlja med 20 % in 30 % koloida v koncetracijskem območju 100–400 mg/ml 
(Venkatesh in Deshpande, 1999). Visoka koncentracija je predpogoj za vzdrževanje 
konstantne ravni ščitničnih hormonov, nekakšen rezervoar, iz katerega se po potrebi 
spročajo hormoni. Tg je bil izoliran in okarakteriziran iz različnih organizmov in je 
predmet različnih raziskav (Hoshino in Ui, 1970). Ima molekulsko maso 660 kDa, 
sedimentacijski koeficient S°20,w 19.4 S (Edelhoch, 1960) in izoelektrično točko (pI) med 
4.4 in 4.7 (Tarutani in Shulman, 1971). Kvarterna struktura nativnega Tg kaže, da je 
sestavljen iz dveh enakih monomer velikosti 330 kDa, od katerih vsaka tvori 4-8 podenot 
(Marriq in sod., 1977). Številne študije prikazujejo podobnost aminokislinskega 
zaporedja različnih vrst organizmov (Hoshino in Ui, 1970; Spiro, 1970). N-terminalna 
analiza proteina prikazuje ali aparagin ali aspaginsko kislino kot začetno aminokislino 
(Spiro, 1970). Tg je glikojodoprotein. Sladkorji omogočajo pravilno zvitje, sintezo 
hormonov, antigenost, transport in recikliranje proteina (Baudry in sod., 1996; Fenouillet 
in sod., 1986; Mallet in sod., 1995). Aminokislinska sekvenca človeškega Tg vsebuje 20 
potencialnih glikozidacijskih mest od katerih samo 4 niso glikozilirana  (Rawitch in sod., 
1993; Yang in sod., 1996). Kompleksna glikozilacija Tg vsebuje različne sladkorje. 
Značilnost Tg je visoka vsebnost karbohidratov, ki predstavlja od 8 % do 10 % mase 
celotne molekule (Ui, 1973). 

 

 

Slika 2: Shematski prikaz polipeptidne verige tiroglobulina. Prikazana so N-glikozilacijska mesta 
(Y), hormonegenska mesta akceptorjev (T4 in T3) in donorjev tirozinskih ostankov. 

Vloga Tg se izraža predvsem kot zaloga joda, ki se kopiči na tirozinih. Jodiranje 
makromolekule ni enakomerno. Vrednosti se gibljejo med 0,1 % in 2,0 % iz različnih 
organizmov (Sorimachi in Ui, 1974). Tg vsebuje štiri jodoaminokisline: L-3,5,3′,5′ 
tetrajodotironin ali tiroksin (T4), L-3,5,3' trijodotironin (T3), L-3,5 dijodotirozine (DIT) 
and L-3 monojodotirozin (MIT) (Edelhoch, 1960). Ko je bila določena mRNK Tg so 
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lahko določili tudi hormonogenska mesta (Di Lauro in sod., 1985; Malthiéry in Lissitzky, 
1985) (Slika 2). Skupaj s študijami proteolitične razgradnje v različnih vrstah nakazujejo, 
da so tiroksinska mesta večinoma nameščena na terminalnih delih molekule (Dunn in 
Dunn, 1982). 

1.3  Ščitni čna hormona T3 in T4 

Ščitnična hormona T3 in T4 imata pomembno vlogo v nadzorovanju metabolizma 
celotnega organizma. Hormona uravnavata rast in razvoj, povečujeta bazalno presnovo ter 
posegata v metabolizem proteinov, lipidov in ogljikovih hidratov. Pospešujeta tudi 
delovanje srca. Tiroksin gre po krvi v različne organe, kjer se pretvori v T3 in postane 
hiperaktiven hormon (Bolton in sod., 2008; Braverman in sod., 1970). 

Podrobno so preučevali oblikovanje ščitničnih hormonov ( T3 in T4 ). Hormonogeneza 
poteka s preusmeritvijo donorja jodotirozina na akceptor jodotirozina. Palumbo s 
sodelavci (Palumbo in sod., 1990) je dokazal prisotnost blizu 70 tirozilnih ostankov 
primernih za iodinacijo v podganjem Tg, pri katerem ima Tyr5 z N-terminalnega dela 
največjo amfiniteto za jodiranje in je prvi akceptor, ki je popolnoma jodiran. 
Najpogostejše donorsko mesto je tirozin na 130 mestu (Try130) za hormonsko 
akceptorsko mesto Tyr 5 (Slika 2) (Dunn in sod., 1998; Xiao in sod., 1995). Druga 
donorska mesta v prohormonu so Tyr 926, 986 ali 1008 in 1375 (Ohmiya in sod., 1990). 

 

 
 

Slika 3: Modelni prikaz ščitničnih hormonov tiroksina in trijodotironina. Hormona se razlikujeta 
v številu jodov vezanih na molekulo. S sivo je označeno ogljikovodikovo ogrodje. Jod je označen 
z vijolično barvo (povzeto po: Bolton in sod., 2008). 

Proces poteka po naslednjem vrstnem redu. Tirociti najprej sintetizirajo glikoprotein 
tiroglobulin (Tg), ki se shranjuje v folikularni lumen v obliki koloida (Venkatesh in 
Deshpande, 1999). Na zunanji celični membrani se deli Tg jodirajo ter nastanejo 
monojodidi, dijodidi, trijodotironini (T3) ali tiroksini (T4) (Slika 3) (Roche in Michel, 
1951). Ob stimulaciji ščitnice s hormonom TSH se začne razgradnja Tg in sproščanje 
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ščitničnih hormonov T3 in T4 v kri. Ko je dosežena zadostna koncentracija, se vzpostavi 
negativna povratna zanka in zmanjša izločanje hormona TSH in posledično tudi zmanjša 
izločanje T3 in T4. 

 

1.3.1  Pregled in vitro študij razgradnje Tg ter sproščanja tiroksina 

Sinteza Tg je bila že podrobno opisana (Cody, 1984), medtem ko mehanizem 
procesiranja še ni popolnoma znan. Prve in vitro študije cepitve Tg sta opravila 
Balasubramaniam in Deiss (Balasubramaniam in Deiss Jr, 1965). Iz kunčjih ščitnic sta 
izolirala lizosomske cisteinske endopeptidaze in ugotovila cepitev Tg. Iz ekstrakta jima je 
uspelo izolirati že prej poznan encim katepsin D (Balasubramaniam in Deiss Jr, 1965). 
Njihovo delo in vitro študij je nadaljevala skupina raziskovalca Dunna, ki je izolirala 
katepsin D iz kunčjih ščitnic ter ugotavljala njegovo delovanje na Tg. Ugotovili so, da 
katepsin D cepi Tg, vendar pa ne sprošča tiroksina (Dunn in sod., 1991b). Iz ščitničnega 
ekstrakta so izolirali še druge endopeptidaze cisteinskega tipa. Najprej so prepoznali samo 
katepsin B, kasneje pa so poleg katepsina B delno izolirali tudi encim, ki naj bi ustrezal 
katepsinu H (Dunn in Dunn, 1982).  

Uchiyama je v rezinah ščitnice z imunohistokemijo ugotovil kolokalizacijo katepsina L 
s katepsinom B in na osnovi tega zaključil, da je tudi katepsin L vključen v procesiranje 
Tg (Uchiyama in sod., 1989), kar je Dunn kasneje potrdil (Dunn in sod., 1991a). 
Nadaljevanje dela na razgradnji Tg je vodilo do določitve mesta cepitve makromolekule s 
katepsini B, D in L (Dunn in sod., 1991a). Pri proučevanju vpliva eksopeptidaz katepsina 
B, DPPII in PGCP na razgradnjo Tg so uporabili N-terminalni peptid kunčjega Tg. 
Fragment je vseboval vodilno tiroksinsko mesto na mestu 5. Katepsin B je verjetno 
deloval kot endopeptidaza in kot eksopeptidaza tako, da je sprocesiral dipeptid T4-Gln. 
Dipeptid predstavlja 5. in 6. aminokislino tiroglobulinske verige in vsebuje tiroksin. 
Avtorji so pokazali, da sama dipeptidaza PGCP ni imela vpliva na 20kDa peptid, ampak 
je delovala v kombinaciji s katepsinom B ter sproščala T4 iz dipeptida T4-Gln. Ugotovili 
so, da proteaza DPPII ni cepila 20-kDa fragmenta, se je pa povečalo sproščanje hormona 
iz celotnega Tg. Sproščanje so dokazali z uporabo I125, s katerim so jodirali Tg (Dunn in 
sod., 1996). 

Pred kratkim je bila objavljena in vitro študija, v kateri so opazovali proteolitični 
potencial katepsinov B, K, L in S pri cepitvi Tg. Z uporabo fizioloških pogojev, s katerimi 
so simulirali okolje endosomov, lizosomov in luminalnega prostora, so katepsini 
proizvedli različne fragmente Tg. Katepsini B, K in L so samostojno in uspešno delovali 
le v endo/lizosomskih pogojih (Jordans in sod., 2009). Pri zunajceličnih pogojih pa je 
tiroksin uspešno sproščal le katepsin S, oz. ostali katepsini v prisotnosti katepsina S kar je 
pokazalo nujno prisotnost katepsina S. 

1.3.2   Pregled in vivo študij ter celičnih študij sproščanja tiroksina 

Zanimivo je, da so prve zunajcelične cepitve Tg zaznali pri njegovem odstranjevanju iz 
krvotoka (Brix in Herzog, 1994). Cepljeni produkti Tg se namreč nahajajo tudi v krvnem 
obtoku vretenčarjev in drugih tkivih (Lisi in sod., 2002). Odstranjevanje poteka v jetrih 
preko makrofagov. V ex vivo študijah so inkubirali Tg z makrofagi (J774), pri čemer so 
zaznali sproščanje tiroksina (Brix in Herzog, 1994). To se je začelo s sekrecijo peptidaz 
in nadaljevalo preko endocitične poti. Sproščanje T3 je potekalo večinoma intracelularno 
v lizosomih. Dotlej je veljalo, da process cepitve Tg poteka izključno v lizosomih. 

Pomembno je bilo odkritje vpliva tirotropina (TSH) na izražanje tiroidne tiolne 
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endopeptidaze (Dunn in Dunn, 1987). TSH stimulira izločanje tako proencima kot tudi 
zrele oblike katepsina B (Linke in sod., 2002b) in katepsina D (Metaye in sod., 1997). 
Raziskave vloge katepsina B v delovanju ščitnice so pokazale, da transkripcijo poleg TSH 
poveča tudi forskolin in ionomicin (Phillips in sod., 1989). Kisli fibroblastični rastni 
faktor pa poveča transkripcijo katepsina D (Chanoine in sod., 1992). Da bi raziskovalci 
spremljali potek izločanja so uporabili fuzijski protein (GFP) s katepsinom B. Pot 
katepsina B so spremljali na tirocitih, pri čemer je encim najprej potoval v endo/lizosome, 
kjer je dozorel in se nato sprostil v zunajcelični prostor (Linke in sod., 2002a).  

Tg je v lumnu, ki ga obdajajo tirociti, v obliki koloida in je medsebojno kovalentno 
povezan. Pred endocitozo se mora pretvoriti v topno obliko, kar opravijo proteaze. Z 
imunodetekcijo in citokemijskimi študijami so odkrili prisotnost katepsinov B, L in D ter 
tudi proteolitično aktivnost katepsina B v nevtralnem pH na zunanji apikalni membrani 
celic (Brix in sod., 1996; Lemansky in sod., 1998). Ob apikalni membrani ščitničnih celic 
v folikularnem lumnu se je nahajal tudi katepsin K. Aktivni rekombinantni katepsin K je 
sprostil tiroksin iz Tg z omejeno proteolizo pri nevtralnem pH (Tepel in sod., 2000). 

Raziskave ščitnice na miših z izbitim posameznim genom za katepsine B, K ali L ali 
dvojico genov katepsinov B in K ali K in L so pokazale, da preostali katepsini do neke 
mere prevzamejo vlogo manjkajočih. Tako se je zvišal nivo izraženega katepsina L pri 
miših K-/- ali B-/-/K-/-. Vendar pa so raziskave pokazale, da je pri miših z izbitim genom za 
katepsin B-/- ali L-/- prihajalo do nepopolne razgradnje Tg, kar pa pri miših z izbitim 
genom za katepsin K ni bilo zaznavno. Dvojno izbitje katepsinov K in L je vodilo do 
znižanega sproščanja prostega hormona, rezultati pa so pokazali vlogo katepsinov B in L 
pri sproščanju Tg iz koloidne shrambe. Miši K-/-/L-/- so imele zaznavno nižjo raven 
prostega tiroksina, kar nakazuje, da je za uravnavanje sproščanja tiroksina iz netopnega 
Tg pomembna kombinacija katepsinov K in L (Friedrichs in sod., 2003). 

Na zunanji apikalni membrani tirocitov so našli tudi serinsko peptidazo 
»Plazminogenu 1 podobno proteazo« (angl. P1-like protease). Encim se sintetizira v jetrih 
in kroži po drugih tkivih (Giraud in sod., 2005). Študije so pokazale sproščanje encima iz 
tirocitov (Giraud in sod., 2006) ter posledično cepitev ščitnične peroksidaze (TPO) in Tg. 
Plazminogenu 1 podobna proteaza prispeva k kompleksni regulaciji procesiranja Tg 
(Giraud in sod., 2007). 

1.4  Celična linija FRTL-5 

FRTL-5 izvirajo iz 5 do 6 tednov starih Fischer podgan. Iz ščitnice so izolirali primarno 
celično kulturo in jo nagojili v posebno pripravljenem gojišču. S precepitvijo so dobili 
sekundarno kulturo, ki je obdržala lastnosti primarne. Na ta način se je ohranila 
kontinuirana in funkcionalna ščitnična celična linija. FRTL-5 se gojijo v modificiranem 
gojišču Coonove dopolnitve Hamsovega gojišča F-12, ki vsebuje približno 5% telečjega 
seruma z dodatkom mešanice šestih substanc. Specifičnost celic je njihova hormonska 
odzivnost, privzemanje joda in tiroglobulinska sinteza (Ambesi Impiombato in sod., 
1980), ki je pa nepopolno jodirana (Weiss in sod., 1984). Na celični membrani imajo 
hormonske receptorje. Med njimi najbolj izstopa TSH-receptor. Nanj vpliva hormon 
TSH, ki vpliva na adenilatno ciklazno aktivnost (cAMP) in sproščanje ščitničnih 
hormonov. Ugotovili so, da se forskolin in avtoimunska protitelesa vežejo na TSH-
receptor in sprožijo podobne procese kot TSH (Ambesi Impiombato in Villone, 1987). 
Podvojevalni čas celic je od 24 do 48 ur. Celice lahko tvorijo 3D strukture, ki posnemajo 
ščitnične folikle. Prekomerna konfluentnost vodi do kontaktne inhibicije. Celice so bile 
pogosto uporabljene in dobro preučevane kot model delovanja žleze ščitnice. 
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1.5  Peptidaze 

Peptidaze, znane tudi kot proteaze, proteinaze ali proteolizni encimi, spadajo v skupino 
hidrolaz. Kot že ime pove, katalizirajo razgradnjo peptidne vezi in s tem dosežejo 
hidrolizo polipeptidne verige proteinov na manjše peptide oziroma njihovo popolno 
razgradnjo na posamezne aminokisline.  

 
Obstajo različne  razdelitve proteaz. Najpogosteje se uporabljata dve razdelitvi: 

- razvrstitev po Nomenclature Committee of the International Union of 
Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB), 

- razdelitev glede na evolucijsko povezanost in mehanizem delovanja (po 
Merops-u). 

Razvrstitev proteinaz po NC-IUBMB je osredotočena na mesto cepitve polipeptidne 
verige. Glede na mesto cepitve ločimo eksopeptidaze, ki cepijo polipeptidno verigo na N- 
ali C- koncu in endopeptidaze, ki cepijo peptidno vez nekje znotraj polipeptidne verige.  

Novejša razdelitev po Merops-u temelji na poznavanju strukture encimov in njihovi 
evolucijski povezanosti. Razdelitev obsega tri nivoje. Takšna razdelitev omogoča 
povezavo proteinaz v klane, ki vsebujejo tiste encime, ki izhajajo iz enega evolucijskega 
prednika in imajo podobno terciarno strukturo z delnim ujemanjem v aminokislinskem 
zaporedju okoli aktivnega mesta, nimajo pa homolognega aminokislinskega zaporedja. 
Klani so povezani v skupine peptidaz z istim mehanizmom delovanja (cisteinske, 
serinske, aspartatne, metalo peptidaze, itd.). Klani so razdeljeni na družine na temelju 
podobnih aminokislinskih sekvenc. Najnižji nivo pa obsegajo peptidaze, t.j. posamezni 
encimi (Rawlings in sod., 2010). Baza podatkov se neprestano obnavlja, zato si je 
najsodobnejšo verzijo mogoče ogledati na spletu pod »MEROPS the peptidase database« 
merops.sanger.ac.uk/index.html. 

1.5.1  Katepsini – lizosomski proteolitični encimi 

Cisteinske proteaze, v starejši literaturi imenovane tudi tiolne proteaze, so bile najdene v 
virusih, bakterijah, glivah, rastlinah in živalih. Najpomembnejše cisteinske proteaze v 
sesalcih so citoplazemski kalpaini in lizosomski katepsini. Ime katepsini sta vpeljala 
Willstätter in Bamann leta 1929, da bi definirala proteaze, ki so aktivne v kislem pH-ju, 
vendar se razlikujejo od pepsina. Dandanes se izraz katepsini uporablja na splošno za 
lizosomske proteaze z optimalnim delovanjem v rahlo kislem pH-ju. Sem pa spadajo 
serinske proteaze (katepsin A in katepsin G, kljub temu, da ni lizosomska proteaza), 
aspartatne proteaze (katepsin D in katepsin E) in 11 človeških cisteinskih proteaz 
(katepsini B, C, F, H, K, L, O, S, V, X in W) (Turk, V. in sod., 2012). 
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Slika 4: Modelni prikaz prekrivanja eksopeptidaznih katepsinov na osnovi strukture katepsina L. 
Na osnovi strukture katepsina L so dodane: zaporna zanka katepsina B, mini zanka katepsina X, 
mini veriga katepsina H in izključitvena domena katepsina C (povzeto po: Turk, D. in sod., 2001).  

Preglednica 1: Pregled katepsinov po družini in delovanju. Poznamo 15 človeških katepsinov, od 
teh jih je 11 cisteinskih in po dve serinski in aspartatni. Večinoma imajo endopeptidazno aktivnost 
(Turk, V. in sod., 2012). 

Katepsin  Družina  Delovanje 
   A  serinska  karboksipeptidaza 
   B  cisteinska  endopeptidaza / karboksipeptidaza 
   C  cisteinska  dipeptidilpeptidaza 
   D  aspartatna  endopeptidaza 
   E  aspartatna  endopeptidaza  
   F  cisteinska  endopeptidaza 
   G  serinska  endopeptidaza 
   H  cisteinska  aminopeptidaza 
   K  cisteinska  endopeptidaza 
   L  cisteinska  endopeptidaza 
   O  cisteinska  predvidena endopeptidaza (ni dokazana) 
   S  cisteinska  endopeptidaza 
   V  cisteinska  endopeptidaza 
   X  cisteinska  karboksimonopeptidaza 
   W  cisteinska  predvidena endopeptidaza (ni dokazana) 

Katepsini se sintetizirajo kot neaktivni proencimi, ki so glikozilirani in usmerjeni v 
lizosomske vezikle preko manoze 6-fosfat receptorja (Chwieralski in sod., 2006). 
Aktivacija proencimov v katalitično aktivne encime poteka v lizosomih (Ishidoh in 
Kominami, 2002). Tako postanejo aktivni in ne potrebujejo dodatnih konformacijskih 
sprememb. Večina cisteinskih katepsinov je endopeptidaz, razen eksopeptidaz katepsinov 
C, H in X (Slika 4). Katepsin B lahko deluje kot endopeptidaza ali kot dipeptidil 
karboksipeptidaza zaradi njegove zaporne zanke (Aronson in Barrett, 1978). Katepsin X 
je karboksipeptidaza in odceplja eno aminokislino s C-terminalnega dela substrata 
(Klemencic in sod., 2000; Nagler in sod., 1999; Puzer in sod., 2005). Katepsin H je 
aminopeptidaza, ker odceplja po en aminokislinski ostanek z N-terminalnega dela 
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proteina (Koga in sod., 1992). Katepsin C odstranjuje dipeptide z N-terminalnega dela 
substrata in je tako dipeptidil peptidaza (Planta in sod., 1964). 

Aktivnost katepsinov je regulirana preko različnih mehanizmov, kot so regulacija 
sinteze, inhibicija endogenih inhibitorjev in pH stabilnost (Turk, B. in sod., 2000; 
Vasiljeva in Turk, 2008). Čeprav so katepsini aktivni pri nevtralnem pH, je njihova 
življenska doba kratka in so nagnjeni k razvitju ter se inaktivirajo (Turk, B. in sod., 1995; 
Turk, B. in Stoka, 2007). Vsekakor je lahko ta čas podaljšan, če je protein v komleksu z 
inhibitorjem ali substratom.  

Poleg glavne vloge v lizosomskem recikliranju proteinov, so katepsini udeleženi tudi v 
množici fizioloških in patoloških procesov, kot na primer zorenju Poglavitnega 
histokompatibilnostnega kompleksa drugega razreda (PHK II) (angl. MHC clas II 
complex), resorbciji kosti, diferenciaciji keratinocitov, napredovanju tumorjev in 
metastaz, revmatoidnem artritisu, osteoartritisu, aterosklerozi, apoptozi in drugo 
(Vasiljeva in sod., 2007). 

1.6  Vloga katepsinov v ščitnici 

1.6.1  Katepsin C 

Katepsin C (EC 3.4.14.1) je lizosomska cisteinska proteaza iz družine papaina (klan CA, 
družina C1, poddružina C1A) (Rawlings in sod., 2010). Katepsin C je bil prvi opisan 
katepsin, saj sta ga Gutmann in Fruton že leta 1948 opisala kot intracelularno peptidazo, 
ki cepi kimotripsinski substrat, glicil-L-fenilalanil-amid (Gutman in Fruton, 1948). 
Kmalu so ugotovili, da so glicil-L-fenilalanil-p-nitroanilid in odgovarjajoči 2-naftilamidi 
dobri substrati (Planta in Gruber, 1963), vendar pa encim ne more cepiti L-lizil-L-alanil-
2-naftilamida (McDonald in sod., 1968). Encim ima nizko specifičnost in cepi dipetide z 
N-terminalnega dela peptidnega substrata, dokler ne razgradi celotnega substrata ali pa ko 
se v aminokislinskem zaporedju pojavi na N-terminalnem delu bazična aminokislina 
(lizin ali arginin), oz. prolin na predzadnjem mestu (Bondebjerg in sod., 2005; Kam in 
sod., 2004; McDonald in sod., 1969; McGuire in sod., 1992; Pedersen in sod., 1999). V 
kislem lizosomskem okolju je dipeptidil peptidaza, saj je sposoben odstraniti dipeptid z 
N-terminalnega dela polipeptidne verige (Turk, B. in sod., 1998). Katepsin C lahko deluje 
pri višjem pH tudi kot transferaza in katalizira reverzno reakcijo (McGuire in sod., 1992; 
Planta in sod., 1964).  

Gen za človeški katepsin C se nahaja na kromosomu 11q14, dolg je 44,1 kb in je 
sestavljen iz 7 eksonov (Pham, C.T.N. in sod., 1997). Celotno sekvenco so določili s 
pomočjo cDNK (Paris in sod., 1995). Preprokatepsin C je sestavljen iz vodilnega peptida 
(24 AK), izločitvene domene (110 AK), inhibitornega peptida (96 AK) in katalitske 
domene (343 AK), ki je homologna papainovi družini. Katalitska domena je sestavljena iz 
težke verige (164 AK) in lahke verige (69 AK) (Paris in sod., 1995). Encim velikosti 200 
kDa je sestavljen iz štirih enakih podenot (Slika 5). Vsaka podenota je sestavljena iz 
izključitvene domene in katalitske domene (Dolenc in sod., 1995). Izključitvena domena 
je vključena v oblikovanje tetramere (Cigič in sod., 1998; Dahl in sod., 2001).  

Aktivacija katepsin C ne poteče kot avtokatalizirana proteoliza, ampak pa so potrebne 
druge proteaze, kot so katepsin L ali S (Dahl in sod., 2001). Ko pa je encim aktiviran, ga 
lahko cepi tudi katepsin B (Rowan in sod., 1992) in druge lizosomske cisteinske proteaze 
(Turk, B. in sod., 2000). 

Katepsin C je edinstvena proteaza v papainski družini zaradi svoje tetramerne strukture 
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(Turk, D. in sod., 2001). Katepsin C ima štiri aktivna mesta, od katerih lahko vsako veže 
po eno molekulo cistatina (Dolenc in sod., 1996). Aktivna mesta so na zunanjosti 
molekule, kar je nasprotno od drugih proteolitičnih encimskih makromolekul, sestavljenih 
iz več podenot, kot so proteasom (Lowe in sod., 1995), bleomicin hidrolaza (Joshua-Tor 
in sod., 1995) in triptaz (Pereira in sod., 1998). Ti encimi imajo aktivno mesto v 
notranjosti oligomerne molekule. Katepsin C je tudi edini papainu podoben encim, ki 
potrebuje kloridne ione za aktivnost (McDonald in sod., 1966). 

 

 

Slika 5: Kristalna struktura katepsina C. Kristalna struktura prikazuje tetramerno obliko encima. 
Vsaka podenota je sestavljena iz papainu podobne domene in izključitvene domene. Označni so 
tudi strukturni sladkor, harpinska zanka in žepek aktivnega mesta (povzeto po: Turk, D. in sod., 
2001). 

Določitev kristalne strukture katepsina C je omogočila vpogled v specifičnost encima. 
Prisotnost izključitvene domene blokira aktivno mesto razpoke na S2 mestu, pri čemer  
deluje karboksilna skupina stranske verige Asp1 kot sidriščni ostanek za N-terminalno 
aminokislino substrata. Na prvem mestu je v vseh znanih ortologih katepsina C ohranjena 
asparaginska kislina. V mesto S2 se veže stranska veriga N-terminalne aminokisline 
substrata (Olsen in sod., 2001; Turk, D. in sod., 2001).  

Genetske študije so razkrile, da se izguba funkcije z mutacijami na genu za katepsin C 
pokaže že v zgodnji mladosti v obliki periodontitisa in palmoplantarnega keratodermija, 
značilno za Haim–Munk in Papillon–Lefevre sindroma (Allende in sod., 2001; Hart in 
sod., 2000a; Hart in sod., 2000b; Toomes in sod., 1999). Do bolezni pride zaradi 
nepopolnega procesiranja nekaterih neidentificiranih proteaz. 

Poskusi na celičnih linijah, ki so izvirale iz miši z okvarjenim genom za katepsina C, 
so pokazali, da ne aktivirajo skupine serinskih proteaz iz granul imunskih (citotoksični T-
limfociti, celice ubijalke - natural killer cells) in inflamatornih celic (neutrophilne, mast 
cells), ki so vključene v obrambne mehanizme (Pham, C.T. in Ley, 1999; Wolters in sod., 
2001). Kasneje pa so dokazali, da limfociti iz miši z izbitim genom za katepsin C 
(Katepsin C−/−) vsebujejo aktivni grancim B in ubijajo celice podobno kot v divjem tipu 
miši. To spoznanje je privedlo do ugotovitve, da so dodatni encimi prisotni pri 
procesiranju grancima B. Pri testiranju morebitnih encimov so vključili dipeptidil 
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peptidazo  II (DPP II) in katepsin H. Raziskave so pokazale, da katepsin H uspešno 
aktivira grancim B, medtem ko DPP II nima vloge (D'Angelo in sod., 2010; Sutton in 
sod., 2007). Pri limfocitih, kjer sta bila odsotna oba katepsina (C in H) prihaja do 
aktivacije granzima B, kar nakazuje na prisotnost drugih encimov pri tem procesu. 

1.7  Metaloproteinaze 

1.7.1  Plazemska glutamat karboksipeptidaza 

Plazemska glutamat karboksipeptidaza (EC 3.4.17.-) je metaloproteinaza iz družine M28. 
Do odkritja plazemske glutamat karboksipeptidaze (PGCP) je prišlo, ko je McDonald s 
sodelavci leta 1969 preučeval cepitev α-kortikotropina (glukagon) z izoliranim in dobro 
očiščenim katepsinom C iz podganjih jeter in goveje vranice. Zasledil je nastanek petih 
dipeptidov (Ser-Tyr, Ser-Met, Glu-His, Phe-Arg in Trp-Gly), ki so po določenem času 
razpadli na proste aminokislinske ostanke (McDonald in sod., 1969). Podrobno je 
analiziral očiščen katepsin C in ugotovil, da je bila v vzorcu primes drugega encima z 
dipeptidazno aktivnostjo. Novi encim je dobro hidroliziral dipeptid Ser-Met, zato ga je 
poimenoval Ser-Met dipeptidaza. Izkazalo se je, da je encim učinkovito cepil tudi druge 
dipeptide. Ker so ga našli v lizosomih, so ga preimenovali v lizosomsko dipeptidazo 
(McDonald in sod., 1972). Njegovo delovanje je bilo zelo selektivno, saj je cepil le 
dipeptide s prostim N in C terminalnim delom. Po drugi strani pa je enako učinkovito 
cepil dipeptide s hidrofobnim ali bazičnim aminokislinskim preostankom. Med 
preučevanjem procesiranja Tg je Dunn s sodelavci ugotovil, da je plazemska glutamat 
karboksipeptidaza v tirocitih prisotna v lizosomih in da je udeležena pri cepitvi in 
sproščanju tiroksina (Dunn in sod., 1996). V podganjih jetrnih celicah so isti encim 
poimenovali Lal-1 (angl. liver annexin-like protein) (Della Fazia in sod., 2002). Dolenc 
in Mihelič sta dipeptidazo izolirala iz človeških ledvic in določila primarno strukturo 
(Dolenc in Mihelic, 2003). Po primerjavi aminokislinskega zaporedja sta ugotovila, da je 
zelo podobna plazemski glutamat karboksipeptidazi izolirani iz človeške krvne plazme in 
placente (Gingras in sod., 1999). Po razkritju človeškega genoma so odkrili, da imata 
encima isto nukleotidno zaporedje, zato je encim dobil usklajeno ime. Danes je priznano 
ime plazemska glutamat karboksipeptidaza, pogostoma pa je uporabljeno krajše ime 
PGCP (Gingras in sod., 1999), ki ima poznano nukleotidno zaporedje človeške 
lizosomske dipeptidaze (LDP) (Bethesda, 2011; Dolenc in Mihelic, 2003).  

Gen za človeški PGCP se nahaja na kromosomu 8q22.1 in je sestavljen iz osmih 
eksonov. Encim se sintetizira kot enoverižni preproencim velikosti 50 kDa (472AK), ki je 
sestavljen iz vodilnega peptida (20AK), inhibitornega peptida (24AK) in katalitske 
domene (428AK) homologne družini M28 z aktivnim mestom na Glu336 (Slika 6) 
(Dolenc in Mihelic, 2003; Gingras in sod., 1999). Zrela oblika proteina lahko dimerizira 
(Dolenc in sod., 2007). Protein so našli tako v lizosomskih izvlečkih kakor tudi 
zunajcelično (Della Fazia in sod., 2002; Dunn in sod., 1996; Gingras in sod., 1999; 
McDonald in sod., 1972).  

PGCP je dipeptidaza, ki cepi dipeptide s prostimi N- in C-terminalnimi deli. PGCP 
ima optimalni pH delovanja v kislem pH okrog 5,5 in izoelektrično točko pri 5,4. Je 
metaloproteinaza, ki potrebuje 2 cinkova (Zn2+) iona v aktivnem mestu, ki jih lahko 
nadomesti z magnezijevimi, manganovimi ali kobaltovimi ioni, a se pri tem se aktivnost 
zmanjša.  

Do sedaj je bil encim izražen v različnih sistemih. V manjših količinah so ga izrazili v 
COS-1 celicah  (Gingras in sod., 1999). Rekombinantni protein je bil izražen tudi v 
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našem laboratoriju v bakterijskih celicah. (Dolenc in sod., 2007). Prekomerno izražanje 
encima je vodilo do nabiranja v netopnih inkluzijskih telescih. Pri iskanju pogojev za  
zvijanje v topno obliko so ugotovili, da je potrebna odcepitev propeptida za dimerizacijo. 
Da bi pridobili topni encim so ga izrazili tudi v insektnih celicah (Zajc in sod., 2011). 

Poleg študij razgradnje substratov, so raziskovalci ugotovili, da PGCP inhibirajo 
splošni nespecifični inhibitorji metaloproteinaz, ko so kelatorji EDTA, EGTA, DTPA in 
1,10-fenantrolin; citratni in fosfatni pufri, bestatin in kovinski ioni Hg2+, Cu2+, Fe2+ in 
Fe3+ (McDonald in sod., 1972; Zajc in sod., 2011). Specifični inhibitorji PGCP niso 
znani.  

O vlogi PGCP v bioloških procesih je malo znanega. Študije regeneracije jeter so 
pokazale, da je izražanje PGCP med procesom proliferacije natančno regulirano (Della 
Fazia in sod., 2002). Pri študijah raka na jetrih, ki nastane zaradi virusa hepatitis C, so 
dokazali, da je encim močno povišan tudi v krvi, kar bi lahko omogočilo, da PGCP 
postane eden pomembnejših označevalcev pri krvnih preiskavah za določevanje bolezeni 
(Smith in sod., 2003). Zanimivo je odkritje, povezano s položajem na kromosomu. 
Možno je namreč, da je PGCP povezana z migreno, vendar odkritja še niso mogli potrditi 
niti popolnoma zavreči (Maher in Griffiths, 2011). Pred kratkim pa so ugotovili, da se 
čebelji ortolog PGCP nahaja tudi v matičnem mlečku (Han in sod., 2011). 

 

 
 

Slika 6: Shema plazemske glutamat karboksipeptidaze. PGCP. 

1.7.2  Drugi proteini družine M28 

Družina metalopeptidaz M28 (po MEROPS-u) spada v klan MH. Večinoma vključuje 
aminopeptidaze in karboksipeptidaze. V družino spadajo tudi nepeptidazni homologi, 
med katerimi je najbolj poznan transferin receptor protein (Seligman in sod., 1979). 
Peptidaze te družine vsebujejo cinkova iona (Zn2+) v aktivnem mestu. Vsak cinkov ion je 
tetraedrično koordiniran v kompleksu s tremi amino kislinami in aktivirano vodo. En 
aspartatni ostanek veže oba kovinska iona. Ligandi obeh cinkov se pojavljajo v zaporedju 
His97 (II), Asp117 (I and II), Glu152 (I), Asp179 (II) in His256 (I) (Slika 7), kjer rimske 
številke označujejo kovinski ion, ki se veže. Pri tvorbi aktivnega mesta sodeluje tudi 
Glu151 (Chevrier in sod., 1996). 
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Slika 7: Shema kristalne strukture aktivnega mesta Aminopeptidaze Ap1. Shema prikazuje aktivno 
mesto aminopeptidaze Aeromonas proteolytica (aminopeptidaza Ap1) (Chevrier in sod., 1996). 

Aminopeptidaze v tej družini so bile opisane kot bakterijske leucil aminopeptidaze. 
Aminopeptidaza Y in IAP aminopeptidaza najbolje sproščata bazične aminokisline. 
Glutamat karboksipeptidaza II cepi C-terminalne glutamate (Luthi-Carter in sod., 1998). 
Plazemska glutamat karboksipeptidaza pa učinkovito hidrolizira dipeptide (Dolenc in 
Mihelic, 2003). 

Terciarna struktura je bila določena za aminopeptidazo S (Almog in sod., 1993), 
aminopeptidazo Ap1 (Chevrier in sod., 1994), transferin receptor (nepeptidazni homolog) 
(Lawrence in sod., 1999), glutamat karboksipeptidazo II (Davis in sod., 2005) in AM-1 
aminopeptidazo (Akioka in sod., 2006). Aminopeptidaza Ap1 je predstavnica družinske 
strukture, ki prikazuje šest trakov β-plošč, ki jih obkrožajo α-heliksi (Chevrier in sod., 
1994).  

Glutamat karboksipeptidaza II ima mnoge spojitvene oblike zato jo poznamo tudi pod 
imeni NAALADaza (angl. N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase) in PSMA (angl. 
prostate-specific membrane antigen). NAALADaza razgrajuje pomemben dipeptidni 
neurotransmiter karnozin (Lambert in Mitchell, 2007). Encim je poznan kot označevalec 
raka prostate in znotrajcelična oblika je lahko odgovorna za odpornost tumorskih celic na 
Metotreksát (staro ime: ametopterín) (Heston, 1997; Rawlings in Barrett, 1997). 

Splošni inhibitorji vključujejo kovinske kelatorje (EDTA, DTPA) in 1,10-
phenanthrolin. Aminopeptidaze  inhibirata bestatin in amastatin (Wilkes in Prescott, 
1985). Glutamat karboksipeptidazo II inhibira tudi menjava glutamata s fosfonil 
glutamatom (Jackson in sod., 1996). 

1.8  Endogeni proteinski inhibitorji  

Encimski inhibitorji so molekule, ki se vežejo na encime in znižajo ali zavrejo njihovo 
aktivnost. Vezava inhibitorja v aktivno mesto encima preprečuje razgradnjo substratov. 
Poznamo reverzibilne in ireverzibilne inhibitorje. Encimski inhibitorji so lahko naravni in 
so vključeni v regulacijo metabolizma. Med naravne endogene inhibitorje katepsinov 
spadajo predstavniki naddružine cistatinov, tiropinov in še nekateri drugi (Turk, B. in 
sod., 2002).  
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Naddružina cistatinov je sestavljena iz treh družin in sicer stefini, cistatini in 
kininogeni. Družine endogenih inhibitorjev cistatinov se razlikujejo po afiniteti do 
encima. Inhibicija je reverzibilna in kompetitivna (Anastasi in sod., 1983). Tem družinam 
je bila v zadnjem času priključena še četrta družina neinhibitornih proteinov, ki vključuje 
s histidini bogate glikoproteine (angl. Histidine-rich glycoprotein - HRG). Cistatini in 
kininogeni so zunajcelični inhibitorji medtem pa so stefini znotrajcelični, citoplazemski 
inhibitorji (Turk, V. in Bode, 1991). Ker so člani naddružine cistatinov vpleteni v 
mehanizme, odgovorne za nadzor znotraj in zunajcelične proteinske razgradnje, imajo 
vlogo preprečevalcev pred nezaželjeno proteolizo (Mason in sod., 1987). 

Poleg navedenih prištevamo k endogenim inhibitorjem cisteinskih katepsinov še druge, 
strukturno bolj oddaljene inhibitorje cisteinskih katepsinov tiropine in p21 (produkt 
onkogena c-Ha-ras) (Hiwasa in sod., 1987) in ekvistatin (inhibitor iz morske veternice) 
(Turk, B. in sod., 1997) Pomemben zunajcelični inhibitor endopeptidaz vseh štirih 
razredov je tudi α-makroglobulin (Starkey in sod., 1982; Twining, 1994). 

1.9  Sintetični inhibitorji 

Aminopeptidaze katalizirajo cepitev aminokislin z N-terminalnega dela proteina ali 
peptidnega substrata. Za njihovo inhibicijo se običajno uporablja bestatin in njegovi 
derivati. Bestatin [3-amino-2-hydroxy-4-phenylbutyryl-L-leucine] je nizkomolekularni 
dipeptid, ki temelji na aminokislinah fenilalaninu in levcinu (Suda in sod., 1976).  

Način vezave bestatina na levcin aminopeptidazo je podoben tetraedričnemu 
intermediatu, ki se ustvari pri hidrolizi peptidne vezi. Bestatin se veže na aktivno mesto s 
svojo alfa-amino skupino, hidroksilna skupina pa koordinira cinkov ion, ki se nahaja v 
vezavnem mestu. Njegova stranska veriga feninlalanina se stabilizira z van der Waals-
ovimi interakcijami, kjer se ustvari terminalni hidrofobni žepek. Levcilna stranska veriga 
se veže v drugi hidrofobni žepek. Vodikova vez pa se vključuje v aktivno mesto (Burley 
in sod., 1991). Pri proučevanje NAALADaze (glutamat karboksipeptidaza II) iz poganjih 
možganov, so ugotovili, da bestatin v koncentraciji 290 µM unčikovito inhibira omenjeno 
dipeptidazo (Robinson in sod., 1987). 

Drugi odkriti inhibitorji, uporabljajo drugačne molekularne mehanizme in vsebujejo 
mnogo tipov derivatov dipeptidov (diazometil ketonov, vinil sulfonov, semikarbazidov) 
(Bondebjerg in sod., 2005; Kam in sod., 2004). Nekateri od njih se vežejo na katalitični 
cisteinski ostanek in tako inaktivirajo encim. Sintetični inhibitor E-64 [L-trans-
epoksisucinil-L-levcilamido-[4-gvanidino]butan] in njegovi derivati imajo široko 
specifičnost do cisteinskih proteaz. E-64 so izolirali leta 1978 iz glive Aspergillus 
japonicus TPR-64 (Hanada in sod., 1978). Pri nadaljnih študijah je Barret s sodelavci 
ugotovil, da E-64 uspešno inaktivira papain in cisteinske katepsine B, H in L v 
koncentraciji 10 µM, medtem ko je inhibicija katepsina C šibkejša (Barrett in sod., 1982). 
Da bi naredili učinkovitejši inhibitor, so sintetizirali novo obliko imenovano E-64c, ki je 
bila od 100 do 1000 krat učinkovitejša (Tamai in sod., 1986). Ker pa ne E-64 in E-64c 
nista bila membransko permeabilna so znanstveniki sintetizirali njihov analog E-64d, ki 
lahko prehaja celično membrano (McGowan in sod., 1989). 

S pomočjo katepsina C so opravili študije hidrolize dipeptidnih substratov, z 
namenom, da bi pridobili potrebne informacije za načrtovanje boljših inhibitorjev (Tran 
in sod., 2002). Med poznanimi specifičnimi inhibitorji je Gly-Phe-CHN2 (Gly-Phe-
diazometan), ki ima inhibitornost kobs/[I] 10−4 M−1s−1 (Green in Shaw, 1981; Kam in sod., 
2004; Tran in sod., 2002), čeprav njegova uporaba v terapevtske namene ni primerna ker 
vsebuje nestabilno diazometil ketonsko skupino (Kam in sod., 2004). 



14 Uvod 
 

1.10  Vezikularni transport 

Prevajanje (translacija) RNK je proces pri katerem se sporočilna RNK (mRNK) prevede v 
zaporedje aminokislin. Proces se začne na ribosomih v citosolu. V kolikor ima mRNK 
signalno zaporedje, ki je sestavljeno iz okoli 20 aminokislin in vsebuje hidrofobne 
aminokislinske ostanke na N-terminalnem delu molekule, se veže nanj delec, ki prepozna 
signal (SRP, angl. signal recognition particle), ki ustvari kompleks. Zaustavi se translacija 
in kompleks se prenese na endoplazmatski retikulum (ER), kjer se sprosti SRP. Ribosom 
se veže na translokacijski kompleks v ER membrani. Translacija se nadaljuje v notranjosti 
ER. Ko translacija poteče, se signalno zaporedje odcepi in nastali protein se sprosti v 
lumen ER. V lumnu ER se verige pravilno zvijejejo s pomočjo šaperonov. Nepravilno 
zviti proteini gredo v razgradnjo. V ER se začne translacijska modifikacija N-
glikozilacija, ki poteče na specifičnih asparaginskih mestih. Proteini iz ER se preko 
vezikularnega transporta prenesejo v Golgijev aparat (GA) na cis strani, kjer potekajo 
ostale postranslacijske modifikacije. Ena najpomembnejših modifikacij je glikozilacija. 
Od transgolgijevega mrežja se odcepljajo transportni vezikli, ki prenašajo novonastale 
proteine v lizosome ali na plazemsko membrano ter sekretorni vezikli, ki prenašajo 
protein v zunajcelični prostor (Lodish in sod., 2000; Reynaud in Simpson, 2002). 

 

 

Slika 8: Shematski prikaz sinteze in transporta proteinov. Shema prikazuje možne transportne poti 
po celici. (povzeto po: Lodish in sod., 2000). 
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V določenih celičnih tipih (na primer živčne celice in acinarne celice pankreasa) so 
nekateri proteini shranjeni v sekretornih veziklih in se sprostijo samo ob določenih 
živčnih ali hormonskih signalih (regulirana sekrecija). V ostalih celicah, v kolikor proteini 
ne gredo v endo/lizosomske kompartmente, se določeni proteini gibljejo proti celični 
membrani v transportnih veziklih in se nepretrgoma izločajo (konstitutivna sekrecija). 
Vzporedno poteka tudi vzvratni transport preko malih veziklov, ki se vračajo nazaj v GA 
in v ER (Reynaud in Simpson, 2002). 

1.11  Glikozilacija 

Glikozilacija je posttransklacijska modifikacija, ki omogoča vezavo sladkorjev na protein, 
kar vpliva na pravilno zvijanje, stabilnost, biološko aktivnost, metabolizem, lokalizacijo 
in interakcije med celicami (Hounsell in sod., 1996; Jenkins in sod., 1996; Stanley, 
1992). Poznamo štiri skupine glikozilacije, glede na vezavo na aminokislinski ostanek. 

- N-glikozilacija, 
- O-glikozilacija, 
- C-manozilacija, 
- Glikozilfosfatidilinozitolna sidra (GPI). 

 
Celotna sinteza je nadzorovana preko specifičnih encimov, ki delujejo v pravilnem 

vrstnem redu in času in so prisotni v različnih količinah v točno določenih delih 
endoplazmatskega retikuluma (ER) in Golgijevega aparata (GA). Vsak specifični celični 
protein v organizmu vsebuje svoje specifične procesne encime. Tako lahko ima isti 
protein, pripravljen v individualnem celičnem tipu, drugačne karbohidratne verige. 

1.11.1  N-glikozilacija 

Pri proteinih, ki imajo signalni peptid dolžine 20 do 25 aminokislinslinskih ostankov, se 
sinteza usmeri v lumen zrnatega endoplazmatskega retikuluma, signalni peptid pa se 
odstrani s signalno peptidazo. N-glikozilacija je kotranslacijska modifikacija, ki poteka 
samo na asparaginskem ostanku na peptidnih skupnih zaporedjih (angl. consensus 
sequence) Asn-X-Ser ali Asn-X-Thr, kjer je X lahko katerakoli aminokislina razen 
prolina, čeprav imajo nižjo dovzetnost za kisle aminokisline in levcin (Gavel in 
Vonheijne, 1990; Kasturi in sod., 1997; Kasturi in sod., 1995; Shakin Eshleman in sod., 
1996). Potrjenih je bilo samo dve tretjini potencialnih N-glikoziliranih skupnih zaporedij 
Asn-X-Ser/Thr (Apweiler in sod., 1999). Preferenčno oligosaharid transferaze (OST) 
izberejo Thr pred Ser v Asn-X-Thr/Ser zaporedju (Nilsson in von Heijne, 2000). 
Ugotovljena je bila tudi sekvenca Asn-X-Cys, ki pa se redkeje pojavlja. N-glikozilacija 
poteka sočasno s sintezo proteina in je pomembna za pravilno zvitje proteinov. 
Nepravilno zvit protein prepozna šaperonski protein kalneksin ali kalretikulin (Parodi, 
2000), ki se veže na glukozni ostanek. Nepravilno zviti proteini se izločijo iz ER v 
citosol, kjer jih razgradi proteasom.  

 
Poznamo tri glavne tipe N-glikozilacije:  
 

- visokomanozni tip,  
- kompleksni tip in  
- hibridni tip.  
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Visokomanozni tip ima poleg dveh N-acetilglukozamidov še najmanj 3 manoze. Nima 
pa drugih vrst sladkorjev, kot jih ima kompleksni tip. Poleg dveh N-acetilglukozamidov 
ima vsa manozna mesta zasedena še z drugimi vrstami sladkorjev. V kolikor je na 
razvejani verigi kombinacija obeh, tako prostih manoznih ostankov kot tudi drugih 
sladkorjev, govorimo o hibridnem tipu (Taylor in Drickamer, 2006).  
 

 

Slika 9: Shematski prikaz N-glikozilacije. Postopna tvorba različnih tipov glikanov (povzeto po 
Hamilton in sod. 2006). 

Če na visokomanozni tip delujejo razne transferaze sladkorjev dobimo hibridno ali 
kompleksno N-glikozilacijo (Hamilton in sod., 2006). Kompleksna glikozilacija poteče v 
sredinskem delu GA. Encim, preko katerega potekajo vse ostale modifikacije in je tako 
iniciator razvejane glikozilacije, je N-acetilglukozaminil transferaza I (EC 2.4.101) 
(GnT1) (Yip in sod., 1997; Yoko-O in sod., 2003). Protein kodira gen MGAT1. Encim 
doda GlcNAc na končni manozni ostanek, temu sledi delovanje okoli 200 specifičnih 
encimov (N-acetilglukozaminil transferaze, galaktozil transferaze in sialil transferaze), ki 
v zaporedju dodajajo in odstranjujejo specifične sladkorje (Varki in Kornfeld, 1983). 
Vrstni red delovanja N-acetilglukozaminil transferaze III (GnT3) in manozidaze II, 
določa tip N-glikozilacije. V primeru, da najprej deluje GnT3 pride do hibridniega tipa N-
glikozilacije, v nasprotnem pa do kompleksnega tipa. 
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1.11.2  Usmerjanje proteinov v vezikle 

Ko nastane visokomanozni tip N-glikozilacije, se lahko v Golgijevem aparatu protein 
nadalje sprocesira kar določi lokalizacijo. Pomemba in specifična stopnja pri usmerjanju 
proteinov v vezikle je modifikacija visokomanoznih oligosaharidov s fosforilacijo. 
Fosforilirani oligosaharidi so strukturno heterogeni in vsebujejo eno ali dve fosfatni 
skupini. Manoza-6-fosfat (Man6P) je prepoznavni signal za specifična receptorja, ki 
usmerjata encime v lizosome. Nastanek Man6P katalizirata dva encima. Najprej deluje N-
acetilglikozamin-1-fosfotransferaza (GlcNAc-1-fosfotransferaza), ki veže GlcNAc-1-
fosfat iz UDP-GlcNAc na izbrane C6 hidroksilne skupine manoz (Lazzarino in Gabel, 
1989). Mono in difosforilirane manoze so lahko dodane na različna mesta oligosaharida v 
α- 1,3 in α-1,6 verigi (Goldberg in Kornfeld, 1981; Varki in Kornfeld, 1983). Da 
receptorji prepoznajo označevalec Man6P je potrebna še cepitev kompleksa. N-
acetilglikozamil-1-fosfodiester-alfa-N-acetilglukozamidaza (UCE) odstrani N-acetil-
glukozamidni ostanek iz fosfodiestra in izpostavi Man6P označevalec. Tako pripravljeni 
proteini se lahko v trans-GA vežejo na receptor. Obstajata dva specifična Manoza-6-
fosfat receptorja (MPR). Manjši ima molekulsko maso 46 kDa in je kationsko odvisen 
(MPR46), večji, z molekulsko maso 300 kDa (MPR300) pa je kationsko neodvisen. 
Razen po velikosti se razlikujeta v vezavnih lastnostih, nivoju izražanja, tkivnih 
specifičnostih in transportnih funkcijah (Dahms in sod., 2008). Oba MPR sta tip I 
transmembranskih glikoproteinov.  

Po vezavi proteina na receptor se tvori vezikel, ki je obdan s klatrinom. Vezikel se 
združi z endo/lizosomskim veziklom, ki zaradi nizkega endosomalnega pH sprosti encim 
iz kompleksa MPR, receptor pa se recilkira nazaj v GA (Braulke in Bonifacino, 2009). 
Nekateri lizosomski encim se izognejo vezavi na MPR v GA in se izločijo iz celice.  
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2  Namen dela 

Vloga in delovanje ščitničnih hormonov T4 in T3 v fizioloških in tudi v patoloških 
procesih je dokaj poznana. Pomembna sta za pravilno delovanja srčne, pljučne in 
nevrološke funkcije med homeostazo in boleznijo. Manj znan pa je mehanizem 
sproščanja obeh hormonov iz tiroglobulina. Ne poznamo natančno mesta, kjer poteka 
cepitev, niti ne poznamo vseh encimov, ki razgrajujejo tiroglobulin in omogočijo 
sproščanje ščitničnih hormonov v kri. Vlogo N-glikozilacije pri proteinih, ki sodelujejo v 
procesiranju T4 in T3, so raziskovali na tiroglobulinu, TSH, ne pa na proteinazah. 
Pomembno je natančno razumeti molekularne mehanizme pri sproščanju ščitničnih 
hormonov pri normalnem delovanju celic, kar bi nam omogočilo razumeti delovanje pri 
patoloških stanjih.  

Namen doktorskega dela je, da povežemo dosedanje znanje z našimi raziskavami in 
ugotovimo, kako vpliva sprememba N-glikozilacije na lokalizacijo encima plazemska 
glutamat karboksipeptidaza (PGCP) in s tem na delovanje izven celice. Zaradi fiziološke 
pomembnosti smo raziskali vlogo PGCP pri izvenceličnem sproščanju tiroksina (T4). 

 
Naše hipoteze so obsegale naslednje predpostavke: 
 

• N-glikozilacija vpliva na znotrajcelično lokalizacijo oziroma na izločanje 
plazemske glutamat karboksipeptidaze iz celic. 

 
• Katepsin C in plazemska glutamat karboksipeptidaza delujeta zunajcelično in 

procesirata tiroglobulin. Njuno delovanje in izločanje naj bi bilo usklajeno in 
natančno regulirano. 

 
• Katepsin C katalizira hidrolizo N-terminalnega dela tiroglobulina in odceplja 

dipeptide, vključno z dipeptidom s tiroksinom na petem mestu proteina. 
Plazemska glutamat karboksipeptidaza pa hidrolizira nastali dipeptid. 
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3  Materiali in metode 

3.1  Materiali in reagenti 

3.1.1  Materiali 

Mišja in kunčja protitelesa proti človeškemu PGCP so bila pripravljena v našem 
laboratoriju, monoklonska protitelesa proti človeškemu katepsinu C, ki označujejo težko 
verigo katepsina C, so bila kupljena pri Santa Cruz (USA), anti-GnT1 protitelesa so bila 
kupljena pri Sigma (ZDA), kunčja anti-PDI in anti-Golgin-97 so bila kupljena pri Abcam 
(Velika Britanija). Sekundarna kozja proti kunčja in kozja proti mišja protitelesa 
konjugirana z Alexa Fluor®488 ali Alexa Fluor®546 so bila kupljena pri Dianova 
(Germany). Vsi drugi reagenti, razen posebej omenjenih, so bili proizvod Sigma-Aldrich 
(ZDA). 

3.2  Čiščenje in identifikacija človeškega rekombinantnega PGCP 

V našem laboratoriju je bil pripravljen in izražen človeški rekombinanti PGCP (Zajc in 
sod., 2011) v insektnih celicah Sf9 preko bakulovirusnega ekspresijskega sistema. Šesti 
dan ekspresije je bilo gojišče odvzeto in pripravljeno za nadaljnjo obdelavo. Protein smo 
čistili s kombinacijo različnih tekočinskih kromatografij ter ga okarakterizirali. Vsa 
čiščenja, vključno s predhodnimi koraki, so bila narejena pri sobni temperature, razen v 
pripisanih primerih. 

3.2.1  Čiščenje rekombinantnega PGCP 

Brezserumski nemoten supernatant (400 ml), ki je vseboval rekombinanten encim, je bil 
centrifugiran šesti dan po infekciji. Rekombinantni PGCP v supernatantu smo najprej 
čistili na hidroksiapatitni koloni. Kolono smo predhodno uravnotežili s pufrom (0,05 M 
NaH2PO4 pufer pH 5,9; 0,2 M NaCl). Po nanosu vzorca smo z istim pufrom odstranili 
nevezane proteine pri približnem pretoku 1 ml/min. Izpiranje smo kontrolirali z 
merjenjem absorbance pri 280 nm in ga nadaljevali, dokler se vrednost ni ustalila blizu 
ničle . Nato smo vezane proteine eluirali z elucijskim pufrom (0,5 M NaH2PO4 pufer, pH 
5,9, 0,2 M NaCl) pri pretoku 0,5 ml/min. Eluiran proteinski vzorec smo združili in 
dializirali preko noči pri 4 °C proti dializnemu pufru (20 mM Tris/HCl pufer, pH 7,0). 

Sledila je anionsko izmenjevalna kromatografija na MonoQ™-Sepharose (GE 
Healthcare, ZDA) z uporabo tekočinske kromatografije za hitro ločevanje proteinov 
(FPLC - fast protein liquid chromatography). Kolona je bila predhodno uravnotežena z 
nanašalnim pufrom (20 mM Tris/HCl buffer, pH 7,5). Protein smo eluirali z linearnim 
gradientom 0 do 0,5 M NaCl v nanašalnem pufru v 30 minutah pri pretoku 1 ml/min. 
Frakcije z dipeptidazno aktivnostjo (opisano v razdelku 3.3.1 ) na dipeptidni substrat Ser-
Met smo združili in čistili naprej.  
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Sledilo je čiščenje z uporabo gelske kromatografije na FPLC. Za ločevanje smo 
uporabili kolono Superdex™ 200 HR (GE Healthcare, ZDA). Za elucijo smo uporabili 
pufer (20 mM Tris/HCl pufer, pH 7,5; 0,15 M NaCl) pri pretoku 0,5 ml/min. Zbirali smo 
frakcije velikosti okrog 100 kDa in jim testirali encimsko aktivnost na dipeptid Ser-Met.  

Za ločevanje aktivne oblike PGCP od neaktivne smo uporabili afinitetno 
kromatografijo na koloni Phe–Leu–sefaroza (Gingras in sod., 1999; Pshezhetsky in 
Potier, 1994). Gel za afinitetno kromatografijo smo pripravili po navodilih proizvajalca za 
vezavo dipeptida. En gram epoksi aktivirane sefaroze (GE Healthcare, ZDA) smo izpirali 
na steklenem filtru z 200 ml destilirane vode in inkubirali s 5 ml 0,25 M dipeptidom Phe–
Leu (Sigma, ZDA). Ta je bil raztopljen v 0,02 M NaOH. Vezava je potekala 24 ur pri 37 
°C pri stalnem mešanju. Neaktivirane epoksi skupine smo blokirali z nadaljnjo 4 urno 
inkubacijo gela v 1 M etanolaminu, pH 10,8. Pripravljen gel smo nanesli v stekleno 
kolono in spirali z destilirano vodo, 0,1 M natrijevim bikarbonatnim pufrom, pH 8,0 in 20 
mM natrijevim acetatnim pufrom, pH 4,75; z dodatkom 0,15 M NaCl.  

Kolono z dipeptid-sefarozo smo uravnotežili z 20 mM natrijev acetatnim puferom, pH 
4,75; 0,15M NaCl. Vzorec po gelski kromatografiji, ki je vseboval PGCP (6 ml), je bil 
predhodno nakisan na pH 4,75 z dodatkom približno 2 ml 0,1 M natrijevega acetatnega 
pufra, pH 3,5, ki je vseboval 1 M NaCl. Mešanico smo centrifugirali (16,000 rpm, 4 °C) 5 
minut in supernatant nanesli na kolono. Nevezane proteine smo izpirali s kolone s 30 ml 
izpiralnega pufra. Vezani PGCP je bil eluiran z afinitetne kolone z 20 mM Tris/HCl 
pufrom, pH 7,5. Aktivni PGCP se je izločil v enem samem vrhu v prvih 2 ml elucijskega 
pufra. PGCP smo skoncentrirali na 3 mg/ml z Amicon® Ultra 10K (Milipore, Irska). 

Po vsakem koraku čiščenja smo analizirali proteine z NaDS-PAGE analizo in prenosu 
po Westernu. Čisti aktivni PGCP je bil nestabilen in encim je izgubil aktivnost v dveh 
dneh. Nasprotno pa je bil proencim stabilen po zamrzovanju na -20 °C. 

3.2.2  Določanje koncentracije proteinov 

3.2.2.1  Spektrofotometrično določanje koncentracije proteinov 
Absorbanco smo merili pri valovni dolžini 280 nm na spektrofotometru Lambda 11 
(Perkin Elmer, ZDA) v kiveti iz kremenovega stekla širine 1 cm. S poenostavitvijo 
Lambert-Beerovega zakona smo preko absorbance izračunali koncentracijo proteinov 
med posameznimi stopnjami čiščenja. 

3.2.2.2  Določanje koncentracije proteinov po Bradfordovi metodi 
Po potrebi smo uporabili metodo za določevanje koncentracije proteina po Bradfordu. 
Princip temelji na nastanku obarvanih kompleksov med kislo raztopino barvila 
Coomassie Blue in aminokislinskimi ostanki proteinov. V plastični kiveti smo zmešali 
100 µl primerno redčenega vzorca v vodi in 1 ml Bradfordovega reagenta ter inkubirali 5 
min pri sobni temperaturi. Izmerili smo absorbanco pri 595 nm na spektrofotometru 
Lambda 11 (Perkin Elmer, ZDA). Kot slepi vzorec smo uporabili vodo. Iz predhodno 
pripravljene umeritvene krivulje, pripravljene z govejim serumskim albuminom, smo 
odčitali koncentracijo, ko je bila absorbanca v linearnem območju pri A595 med 0,2 in 1,0. 
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3.3  Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS  

Elektroforeza z dodanim denaturantom natrijevim dodecilsulfatom (NaDS) je potekala na 
12,5 % poliakrilamidnih gelih debeline 1 mm. Za kontrolo velikosti smo nanesli 
proteinske standarde 1811# (Fermentas, Litva). Pred nanosom smo vzorcem dodali 
nanašalni pufer (100 mM TRIS, 200 mM DTT, 4 % NaDS, 0,2 % bromfenol modro, 20 % 
glicerol) in segrevali za 5 minut pri 100 °C. Elektroforeza je potekala na aparaturi 
Miniprotean II (Bio-Rad, ZDA) pri konstantnem toku 35 mA/gel, dokler barvilo iz pufra 
ni potovalo do spodnjega dela gelov. Po končani elektroforezi smo gel pripravili za 
nadaljne poskuse. Za obarvanje proteinov v gelu smo uporabljali 0,2 % raztopino 
Coomassie Brilliant Blue. Z metodo smo ugotavljali čistost rekombinantih proteinov. 

Elektroforezo smo uporabili tudi kot prvo stopnjo za prenos na PVDF membrano pri 
določanju aminokislinskega zaporedja. Z metodo smo ločevali proteine celičnih lizatov in 
gojišč, ki smo jih nato s prenosom po Westernu prenesli na nitrocelulozno NC-45 
membrano (Serva, Nemčija). 

3.3.1  Določevanje dipeptidazne aktivnosti 

Aktivnost PGCP smo merili na spektrofluorimetru Perkin-Elmer LS-50 (ZDA). 
Uporabljali smo kivete iz kremenovega peska in merili pri valovni dolžini eksitacije 390 
nm in emisije 475 nm. Fluorescenco smo določili z merjenjem začetne hitrosti hidrolize 
fluorogenega substrata Ser–Met (Sigma, Velika Britanija) pri 37 °C. Ena enota je 
definirana kot količina encima potrebnega za pretvorbo 1 µmola substrata na minuto pod 
opisanimi pogoji. Postopek merjenja dipeptidazne aktivnosti rekombinantnega PGCP in 
vzorcev gojišča smo naredili na sledeči način. V 910 µl reagenčnega pufra (0,1 M natrijev 
acetatni pufer, pH 5,5), ki je vseboval 15 mM cinkovega acetata, smo dodali 25 µl vzorca 
z encimom. V tako pripravljeno zmes smo dodali 25 µl 10 mM substrata Ser–Met. Na 
začetku vsake dve minuti in kasneje na 10 min do približno ene ure smo odstranili iz 
reakcije po 20 µl reagenčne zmesi in reakcijo ustavili z dodatkom 700 µl 20 mM 
natrijevega boratnega pufra, pH 8,5.  Nato smo dodali 50 µl fluoreskamina s 
koncentracijo 0,2 mg/ml (Fluram® Roche, Švica. Vsebino kivete smo takoj premešali in 
izmerili absorbanco vzorca pri 475 nm. 

Kontrolo smo izvedli na na enak način, le da smo dodali substrat po prekinitvi reakcije 
z boratnim pufrom. Kvalitativni test za aktivnost PGCP je bil validiran z dodatkom NaCl 
v koncentracijah do 0,2 M. Naklon premice skozi točke, ki smo jih dobili z meritvami 
predstavlja kvalitativni test za aktivnost rekombinantnega PGCP.  

3.3.1.1  Meritve inhibicije rekombinantnega encima 
Znižanje aktivnosti PGCP ob prisotnosti inhibitorjev metaloproteinaz smo merili pri 
končnih koncentracijah 0,25 mM EDTA, 0,1 mM and 1 mM DTPA (dietilen-triamin 
pentaocetna kislina), 0,25 mM bestatin. Dodatno smo opazovali vpliv karnozina in 
tiroksina (T4) na aktivnost PGCP. Raztopina karnozina je bila 0,25 mM, medtem ko je 
bila koncetracija tiroksina 10 µM.  
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3.4  Priprava cDNK proteinov za heterologno izražanje v sesalskih 
celicah 

S pomočjo metod molekularne biologije smo za pripravo izražanja večjih količin 
proteinov v sesalskih celicah pripravili rekombinantne plazmide, ki so vsebovali zapis za 
cDNK želenih encimov. Za kloniranje smo uporabili vektor za kloniranje pGEM®-T Easy 
(Promega, ZDA). Za izražanje rekombinantnega gena in njegovih mutantov pa 
ekspresijske vektorje pcDNA3.1(-) (Invitrogen, ZDA), pEGFP-N2 (Clontech, ZDA) in 
pDsRED-Monomer-N1 (Clontech, ZDA). Izbrani vektorji za izražanje so nam omogočil 
izražanje našega encima brez ali s fuzijskim proteinom v sesalskih celicah HEK 293 in 
FRTL-5. 

3.4.1  Načrtovanje oligonukleotidov 

3.4.1.1  Načrtovanje oligonukleotidov za pripravo divjega tipa PGCP in 
njegove aktivne katalitske oblike s fuzijskim proteinom 

Za izvedbo raziskav smo pripravili divji tip PGCP, z rdečim fuzijskim proteinom 
(pDSRed-monomer-N1 red fluorescent protein RFP) in njegovo katalitsko mutanto z 
zelenim fuzijskim proteinom (pEGFP-N2 green fluorescent proteinom GFP). Na osnovi 
znanega nukleotidnega zaporedja (Bethesda, 2011; Dolenc in Mihelic, 2003) smo 
načrtovali smerna in protismerna oligonukleotida, ki se prilegata začetnemu  5' oziroma 3' 
koncu PGCP. Začetni oligonukleotid je bil sestavljen iz štrlečega konca, restrikcijskega 
mesta za XhoI, Kozakovo sekvenco in prilegajoči 5' del signalnega zaporedja PGCP 
(oligonukleotid PGCP-N1). Protismerni oligonukleotidi so se razlikovali, ker je divji tip 
vseboval stop kodon za vektor pcDNA3.1(-), vektorja pDSred-monomer-N1 in pEGFP-
N2 pa imata zamaknjem bralni okvir glede na pcDNA3.1. Oligonukleotidi so sestavljeni 
iz 3' konca zaporedja PGCP, po potrebi odstranjenim stop kodonom in restrikcijskega 
mesta za KpnI. S pomočjo programa »Insilico.ehu.es –DNA to protein translation« smo 
preverili pravilnos bralnega okvirja (Bikandi in sod., 2004). 

Preglednica 2: Načrtovani oligonukleotidi za pripravo PGCP brez ali s fuzijskim proteinom. 
Preglednica prikazuje začetni oligonukleotid (PGCP-N1) in tri končne, ki se razlikujejo v stop 
kodonu (odebeljeno) in bralnem okvirju (odebeljeno in podčrtano) Poševno in podčrtano je 
označeno restrikcijsko mesto za XhoI ali KpnI. 

Ime oligonukleotida  Zaporedje oligonukleotidov  restrikcijsko mesto 
PGCP-N1 5'- ACATCTCGAGGCCGCCACCATGAAATTCCTTATC - 3' XhoI 
PGCP-red 5'- GTGTAGGTACCCCGGACCTAGGCAGCATTTC - 3'  KpnI 
PGCP-green 5'- GTGTAGGTACCCGGACCTAGGCAGCATTTC- 3'  KpnI 
PGCP-Stop 5'- GTAGGTACCCTAGGACCTAGGCAGCATTTC - 3'  KpnI 

3.4.1.2  Načrtovanje oligonukleotidov za pripravo katepsina C s fuzijskima 
proteinoma  

Pripravili smo tudi katepsin C s fuzijskima proteinoma GFP in RFP. Postopek priprave je 
podoben postopku opisanem v razdelku (3.4.1.1), le da smo pri načrtovanju uporabili 
zaporedje za katepsin C. 
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Preglednica 3: Načrtovani oligonukleotidi za pripravo katepsina C s fuzijskim proteinom. V 
preglednici vidimo en začetni oligonukleotid (KC-N1) in dva končna oligonukleotida, ki se 
razlikujeta v bralnem okvirju (velike črke). Podčrtano je restrikcijsko mesto za XhoI in KpnI.  

Ime oligonukleotida  Zaporedje oligonukleotidov  restrikcijsko mesto 
KC-N1   5'- gacatctcgagcgccaccatgggtgctgggccct - 3'  XhoI 
KC-Cg   5'- gtaggtaccccaatttaggaattggtgtg - 3'   KpnI 
KC-Cr   5'- gtaggtaccCccaatttaggaattggtgtg - 3'  KpnI 

3.4.1.3  Načrtovanje oligonukleotidov za pripravo deglikozilacijskih mutantov 
Pred načrtovanjem začetnih oligonukleotidov za glikozilacijskih mutantov, smo preverili 
potencialna glikozilacijska mesta. Uporabili smo program “NETGLY” (Blom in sod., 
2004). Na osnovi dobljenih potencialnih mest smo sestavili oligonukleotide. Triplet 
nukleotidov za asparagin smo spremenili v triplet za alanin, kar je zahtevalo spremembo 
dveh nukleotidov. Ker sta mesti 353 in 356 zelo blizu, smo pripravili oligonukleotida, ki 
sta hkrati zajemali obe mutaciji. 

Preglednica 4: Načrtovani oligonukleotidi za pripravo glikozilacijskih mutantov PGCP. V prvem 
stolpcu je tako podano mutirano mesto cDNK proencima (številka), ker je asparagin (N) 
spremenjen v alanin (A). V drugem stolpcu pa so nanizani pari oligonukleotidov, ki so potrebni za 
pripravo mestno specifične mutacije. Z veliki črkami so označeni spremenjeni nukleotidi. 

Mutirano mesto  Zaporedje parov smernih in protismernih oligonukleotidov 

N61A 
  5'-tatggtaaagcccagGCcagatcctatgagcga- 3' 
  5'-tcgctcataggatctgGCctgggctttaccata- 3' 

N179A 
  5'-aaccaaccttacatcGCctactcaaggacggtg- 3' 
  5'-caccgtccttgagtagGCgatgtaaggttggtt- 3' 

N353A 
  5'-cagttacacaaggtaGCtatttccaactacagt- 3' 
  5'-actgtagttggaaataGCtaccttgtgtaactg- 3' 

N356A 
  5'-aaggtaaatatttccGCctacagtctggtgatg- 3' 
  5'-catcaccagactgtagGCggaaatatttacctt- 3' 

N396A 
  5'-ctgctgcagcccctcGCtatcactcaggtcctg- 3' 
  5'-caggacctgagtgataGCgaggggctgcagcag- 3' 

N353A/N356A 
  5'-aaggtaGCtatttccGCctacagtctggtgatg- 3' 
  5-catcaccagactgtagGCggaaataGCtacctt- 3' 

3.4.2  Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 

S pomočjo verižne reakcije s polimerazo smo pomnoževali cDNK načrtovanih 
konstruktov PGCP, katepsina C in načrtovanih mutantov PGCP z opisanimi 
oligonukleotidi . Za matrično cDNK smo uporabili dednino za PGCP in katepsin C 
pripravljenih na našem oddelku (Dolenc in Mihelic, 2003; Paris in sod., 1995). V 2,5 µl 
10X reakcijskega pufra smo dodali 1,0 µl matrične cDNK, po 0,6 µl 10 µM ( 100 µM v 
primeru priprave mutantov s pomočjo mestno specifične mutageneze) 5'-smernega in 3'-
protismerni mutagenega oligonukleotida, 1,0 µl 10 mM zmesi dNTP, 0,5 µl Pfu DNK 
polimeraze (2,5 U/µl, Fermentas, Litva) ter dopolnili z dH2O do končnega volumna 25µl. 
Za verižno reakcijo s polimerzo smo uporabili aparaturo »2720 Thermal cycler« 
proizvajalca Applied Biosystems (Velika Britanija) 

V spodnji tabeli je prikazan program, ki smo ga uporabili pri verižni reakciji s 
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polimerazo (PCR) za pripravo načrtovanih konstruktov PGCP, katepsina C in načrtovanih 
mestno specifičnih mutantov PGCP. 

Preglednica 5: Program PCR za pripravo cDNK načrtovanih konstruktov. Opisani so procesi, ki 
so potrebni pri namnoževanju dednine pri določenih temperaturah za določen čas v optimalnih 
ponovitvah (število ciklov). 1) Vrednosti za konstrukte PGCP. 2) Vrednosti za konstrukte 
katepsina C. 3) Vrednosti za pripravo mestno specifične mutageneze. 

Proces       T (°C)  čas (min) število ciklov 
denaturacija dvoverižne DNK   95        3   1 
denaturacija dvoverižne DNK  95        1   
prileganje začetnih oligonukleotidov     481 / 522 / 553       1         301,2 / 183 
podaljševanje verige    72    31,2 / 143    
končno podaljševanje verige   72  101,2 / 143  1 
ohlajevanje                                                       4                         ∞ 

Za pripravo dvojnega mutanta N353A-N356A smo namesto matrične cDNK divjega 
tipa PGCP uporabili predhodno mutiran N353A. Podobno smo naredili za trojni mutant 
N353A-N356A-N396A (N3xA), pri tem da matrično cDNK je predstavljala prej omenjen 
dvojni mutant. 

3.4.3  Ligacija, transformacija, čiščenje in preverjanje zaporedij 

Dobljene PCR produkte smo vstavili v vektor pGEM®-T-Easy (Promega, ZDA) po 
navodilih proizvajalca (Wang, H. in Perry, 2011). Ligacija je potekala 4 ure na sobni 
temperaturi. Dobljeno rekombinantno cDNK smo s transformacijo s temperaturnim 
šokom vstavili v bakterijske celice Escherichia coli, seva DH5α (Invitrogen, ZDA). V 
primeru priprave mutantov specifične mutageneze smo PCR produkt inkubirali 90 minut 
z dodatkom 0,5 µl DpnI (Fermentas, Litva). Zmes smo brez čiščenja transformirali v 
bakterijskih celicah E. coli DH5α. 

Naslednji dan smo izbrane kolonije prenesli v tekoče gojišče z ustreznim antibiotikom 
in ob stresanju inkubirali preko noči na 37 ºC. Temu je sledila izolacija plazmidne DNK z 
uporabo komercialnega kita “The Wizard® Plus Minipreps DNA Purification (Promega, 
ZDA) po navodilih proizvajalca. Del vzorca očiščene plazmidne cDNK smo poslali na 
določevanje nukleotidnega zaporedja v Macrogen (J. Koreja). 

3.4.4  Priprava večkratnih deglikozilacijskih mutantov 

Pri pripravi četvernega mutanta N61A-N353A-N356A-N396A (N4xA) in peternega, oz. 
popolnega (N5xA) mutanta, smo se poslužili tehnik molekularnega kloniranja. Najprej 
smo pripravili četverni mutant. Plazmidno cDNK trojnega mutanta (N3xA) in enojnega 
mutanta (N61A) smo rezali z restrikcijskima endonukleazama XhoI in BglII po navodilih 
proizvajalca (New England Biolabs, Velika Britanija). Z agarozno elektroforezo smo 
ločili DNK fragmente. Iz 0,8 % agaroznega gela smo izrezali fragmenta velikosti okrog 
1000 bp, in 3500 bp in ju očistili s kitom "WIZARD®SV Gel and PCR Clean-Up 
System" po navodilu proizvajalca (Promega, ZDA). Sledila je ligacija fragmentov v 
razmerju 3:1 (f-1000:f-3500) s T4 DNK ligazo (New England Biolabs, Velika Britanija) 
po navodilu proizvajalca. Tako pripravljen plazmid smo transformirali v bakterijske 
celice E. coli DH5α in iz nekaj izbranih kolonij smo izolirali plazmidne DNK ter jim 
preverili nukleotidno zaporedje (Macrogen, J. Koreja).  

}
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Slika 10: Shematski prikaz četvernega in peternega mutanta v vektorju pGem-T-Easy. Postopek 
priprave mutantov s pomočjo orodij molekularnega kloniranja. 

V primeru priprave peternega mutanta pa je bil zgoraj opisan postopek ponovljen. 
Namesto trikratnega mutanta in enojnega N61A mutanta sta bila uporabljena štirikatni 
mutant in enojni N179A mutant ter restriktazi BsaBI in BglII. 

3.5  Utišanje izražanja gena PGCP 

Pri pripravi kratkih nukleotidnih zaporedij (siRNK) za utišanje gena za podganji PGCP 
smo sledili navodilom proizvajalva vektroja pSilencer3.1.puro Ambion (ZDA). Najprej 
smo poiskali 21-nukleotidno zaporedno ciljno-tarčno mRNK, ki se začne z zaporedjem 
AA. Pri tem smo si pomagali s programom »siRNA Target Finder«, ki se nahaja na  
internetni strani proizvajalca (www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html) 
(Ambion, ZDA). Program nam je ponudil 114 zadetkov. Strategija iskanja je bazirana na 
opazovanjih raziskovalcev instituta Max Planck (Elbashir in sod., 2001), kjer siRNK na 
3`privesku morata biti UU nukleotida. Pri izbiri smo upoštevali navodila proizvajalca, da 
je vsebnost  nukleotidov GC med 30 % in 50 %. Izbrali smo tri zaporedja na različnih 
delih molekule. Izbrana zaporedja smo nato primerjali z znanimi podganjimi genomskimi 
bazami. Na podlagi oznake tarčnega gena program ponudi več potencialno učinkovitih 
nukleotidnih zaporedij siRNK za utišanje gena. Izbrali smo tri različna zaporedja 
(preglednica 6). Izbrali smo tudi primerno negativno kontrolo siRNK, ki nima homologije 
z geni vretenčarjev, ima pa primerljiv delež parov GC z izbranimi molekulami siRNK. 

Izbrana smerna in protismerna zaporedja smo nato sestavili v zankasto shRNK (angl. 
short hairpin RNA) po navodilih proizvajalca (Ambion, Velika Britanija) ter shRNK 
vstavili v plazmid pSilencer3.1.puro. Dobljen plazmid smo s transfekcijskim reagentom 
vstavili v FRTL-5 celice po postopku opisanim v razdelku 3.6.3 . Za določevanje vpliva 
na utišanje izražanje gena v celicah FRTL-5 smo pripravili tri različne molekule shRNK 
in jih preverili v dveh ponovitvah. 
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Preglednica 6: Načrtovani oligonukleotidi za pripravo shRNK. V prvem stoplpcu je podana 
označba naključno izbranih zaporedij RNK. V drugem stolpcu so značeni uporabljeni pari za 
pripravo srvektorjev. 

Mutirano mesto  Zaporedje parov smernih in protismernih oligonukleotidov 

shRNK1 
  5'- agcttttccaaaaaagagggaagattgttgtttatctcttgaata - 3' 
  5'- gatccgagggaagattgttgtttattcaagagataaacaacaatc - 3' 

shRNK2 
  5'- agcttttccaaaaaagctatatacaagagtggtgtctcttgaaca - 3' 
  5'- gatccgctatatacaagagtggtgttcaagagacaccactcttgt - 3' 

shRNK3 
  5'- agcttttccaaaaaacaagaaggaagaaccttgttctcttgaaac - 3' 
  5'- gatccgcaagaaggaagaaccttgtttcaagagaacaaggttctt - 3' 

  

3.6  Metode dela s celicami 

3.6.1  Gojenje celic HEK 293  

Celično linijo človeških embrionalnih celic ledvic (HEK 293), dobljeno iz Evropske 
zbirke celičnih kultur (European Collection of cell Culture - ECACC, UK), smo gojili v 
DMEM gojišču obogatenem z 10 % govejim serumom (FBS: fetal bovine serum), v 
kombinaciji z antibiotikoma (100 U/ml penicilin in 100 mg/ml streptomicin). Celice smo 
inkubirali na 37 °C v z vodno paro nasičeni atmosferi ob prisotnosti 5 % CO2. Gojišče 
smo zamenjevali dvakrat do trikrat na teden ali po potrebi za vzdrževanje optimalnih 
pogojev rasti. Dva dni po precepljanju smo zamenjali gojišče in ga za metabolične 
poskuse nadomestili s svežim brez-serumskim gojiščem, ki je vseboval Nutridomo-SP 
(Roche, Švica). Vse poskuse s HEK 293 celicami smo naredili v pasažah od 6 do 12. 

3.6.2  Gojenje celic FRTL-5 

Celično linijo podganjih ščitničnih celic (FRTL-5), dobljeno iz Evropske zbirke celičnih 
kultur (European Collection of cell Culture - ECACC, UK), smo gojili v dopolnjenem F-
12 Ham Coon-ovem modificiranem gojišču obogatenem s 5 % telečjim serumom (NCF: 
newborn calf serum), 10 mM natrijev hidrogen karbonatu (NaHCO3,) in mešanico šestih 
substanc (6H: 1 mU/ml goveji TSH, 2 µg/ml goveji inzulin, 5 nM hidrokortizon, 5 µg/ml 
transferin, 10 ng/ml somatostatin, and 2 ng/ml L-glicil-histidil-lizin) v kombinaciji z 
antibiotikoma (100 U/ml penicilin in 100 mg/ml streptomicin) ter antifungicidom 2 µg/ml 
amfotericin B. Celice smo inkubili na 37 °C v z vodno paro nasičeni atmosferi ob 
prisotnosti 5 % CO2. Gojišče smo menjavali dvakrat tedensko ali po potrebi za 
vzdrževanje optimalnih pogojev rasti. Dva dni po precepljanju smo zamenjali gojišče in 
ga za metabolične poskuse nadomestili s svežim brez-serumskim gojiščem, ki je vseboval 
Nutridomo-SP (Roche, Švica) v prisotnosti šestih (6H) ali treh (3H: 5 nM hidrokortizon, 5 
µg/ml transferin in 2 ng/ml L-glicil-histidil-lizin) mešanicah. Vse poskuse s FRTL-5 
celicami smo naredili v pasažah od 4 do 10. 
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3.6.3  Transficiranje celic 

Celično linijo človeških zarodnih celic ledvic (HEK 293) ali celično linijo podganjih 
ščitničnih celic (FRTL-5) smo nagojili do 70 % konfluentnosti. Plazmide z vstavljeno 
cDNK želenega encima (končna koncetracija 2 µg cDNK na 2 ml gojišča) smo razredčili 
v 100 µl gojišča opti-MEM® (Invitrogen, ZDA) ter dodali 4 µl FuGENE® 6 Transfection 
Reagent (Roche, Švica) ter pustili 15 minut. Nato smo mešanico previdno dodali celicam. 
Po 8 urah smo celicam zamenjali gojišče s svežim. 

3.6.4  Precepljanje in tripsiniziranje celic 

Celicam smo odstranili gojišče in jih dvakrat sprali s 5 ml 1x PBS (Lonza, Velika 
Britanija). Dodali smo jim na 37 °C ogret TrypLE Select® (Gibco, Velika Britanija) in jih 
pustili v inkubatorju za 15 min, oziroma dokler se niso vse celice odlepile od površine. 
Celice smo resuspendirali v 1:1 mešanici F-12 ali DMEM gojišča in PBS (145 mM NaCl, 
3 mM NaH2PO4 x 2H2O, 8 mM Na2HPO4 x 2H2O, pH = 7,2) ter jih prenesli v 15 
mililitrsko centrifugirko in jih centrifugirali za 5 min na 1000 rpm. Odsesali smo odvečno 
mešanico ter jih resuspendirali v 1 ml svežega gojišča. Običajno smo jih razdelili v 
razmerju 1:4  celice proti mediju oziroma različno število celic v različne posode odvisno 
od poskusa, ki smo ga načrtovali. 

3.6.5  Zamrzovanje in odmrzovanje celic. 

Pri zamrzovanju smo konfluentnim celicam odstranili gojišče, jih sprali s PBS ter jih 
tripsinizirali. Odlepljenim celicam smo dodali mešanico gojišča in PBS (1:1), ter jih 
centrifugirali za 5 minut pri 1000 rpm. Supernatant smo odstranili, celice pa 
resuspendirali v ohlajenem zamrzovalnem gojišču (10 % DMSO, 40 % NCF ali FBS, 50 
% F-12 ali DMEM gojišču) in jih prenesli v zamrzovalne viale ter jih shranili čez noč v 
zamrzovalnik na -80°C ter smo jih shranili naslednji dan v tekoči dušik. Pri odmrzovanju 
smo vzeli celice iz tekočega dušika in jih na hitro odtalili, prenesli v 15 ml centrifugirke z 
10 ml PBS, ter jih centrifugirali 5 min pri 1000 rpm. PBS smo odstranili in celice 
resuspendirali v novem popolnem F-12 ali DMEM gojišču ter prenesli v različne rastne 
petrijevke. 

3.6.6  Priprava popolnega celičnega lizata s pufrom RIPA 

Gojišče in odlepljene celice smo prenesli v 15 ml centrifugirko in centrifugirali 5 minut 
na 1000 rpm. Celice smo nato dvakrat sprali v ohlajenem PBS pufru in jih tripsinizirali 
(3.6.4). Celični pelet smo resuspendirali v 400 µl pufra RIPA (50 mM Tris/HCl, pH 8,0; 
100 mM NaCl, 1 % NP-40, 0,5 % deoksiholna kislina, 0,1 % NaDS) ter jih inkubirali 5-
10 min na ledu. Nato smo jih 10 min centrifugirali v na 4 °C ohlajeni centrifugi pri 14000 
rpm. Supernatant smo prenesli v svežo mikrocentrifugirko ter zamrznili na -80 °C 
oziroma takoj uporabili. Pripravljene lizate pufrom RIPA smo uporabili za 
immunodetekcijo proteinov, vpliv hormonov, merjenje katepsinske aktivnosti ali 
določanje prostega tiroksina (T4). 
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3.6.7  Priprava popolnega celičnega lizata s pufrom NP-40 

Postopek priprave je podoben kot pri prejšnjem razdelku (3.6.6 ). Namesto pufra RIPA je 
bil uporabljen pufer NP-40 (20 mM Tris/HCl, pH 8,0; 137 mM NaCl, 10 % glicerol, 1 % 
NP-40), kar nam je omogočilo pripravo lizatov za deglikozilacijske študije. 

3.7  In vitro cepitev tiroglobulina z katepsinom C 

Tiroglobulin iz prašičje ščitnice je sodelavec izoliral na našem oddelku po objavljenem 
postopku (Herzog in sod., 1992).  50 µg Tg smo inkubirali z 0,25 µg katepsina C v pufru, 
ki simulira pogoje zunajceličnega matriksa (Jordans in sod., 2009) (pripravljen z 
mešanjem 6,9 ml 200 mM citronske kisline, 87,1 ml 200 mM natrijevega fosfata ter 9,58 
mg L-cisteina) pri pH 7,2. Inkubacija je potekala 2 uri in 24 ur pri 37 °C. Človeški 
rekombinantni katepsin C je bil pripravljen v našem laboratoriju.  

3.8  In vitro deglikozilacija PGCP in katepsina C 

Deglikozilirali smo endogenege proteine lizata pripravljenega s pufrom NP-40 iz  celic in 
brez serumskega gojišča obogatenega z Nutridomo-SP (Roche, Švica). Odstranili smo N-
vezane glikane z endoglikozidazama PNGazo F ali Endo H (New England Biolabs, 
Velika Britanija). Deglikozilacija je potekala pod reducirajočimi pogoji. Sledili smo 
navodilom proizvajalca in uporabili priložene kemikalije. Vzeli smo 9 µl lizata in mu 
dodali 1 µl D1 pufra. Sledilo je 10 minutna inkubacija pri 100 °C. Raztopini smo dodali 
2 µl G5 pufra (Endo H) oziroma G7 pufra (PNGaza F) ter po 1 µl vsakega 
deglikozilacijskega encima. V primeru PNGaze F smo dodali še 2 µl 1 % raztopine NP-
40 ter oboje dopolnili do 20 µl z dH2O. Vse reakcije so potekale v duplikatih. 
Deglikozilirani lizati in gojišča smo karakterizirali preko NaDS poliakrilamidne gelske 
elektroforeze in prenosa po Westernu z imunokemijskimi metodami. 

3.9  Polsuhi prenos proteinov iz poliakrilamidnega gela na PVDF 
membrano v električnem polju 

Pripravljene gele za prenos na PVDF membrano smo starali 24 ur na temperaturi 4°C, da 
so se oksidirali prosti radikali, ki bi se vezali na N-terminalni del proteina in tako 
preprečili njegovo degradacijo. Pri elektroforeznem prenosu smo uporabili aparaturo za 
polsuhi prenos proteinov (Owl Separation Systems, ZDA). Sequi-Blot PVDF membrano 
(Bio-Rad, ZDA), ki smo jo predhodno aktivirali za 1 minuto z metanolom. V sestavljeno 
aparaturo smo na anodo položili filter papir, ovlažen s pufrom (25 mM TRIS, 8 mM 
glicin, 0,04 % NaDS, 20 % metanol), PVDF-membrano, gel, filter papir in pokrili s 
katodo, ki je hkrati pokrov aparature. Prenos je trajal 2 uri pri sobni temperaturi in toku 
35 mA. Po končanem prenosu smo membrano barvali z barvalno raztopino (0,1 % 
Comasie Blue Briliant R250, 40 % MeOH, 0,5 % CH3COOH) ter jo razbarvali z 
razbarvalno raztopino (50 % (v/v) MeOH). Na koncu smo membrano sprali z dH2O in jo 
sušili na zraku. Vidne proteinske lise smo izrezali iz membrane in jih uporabili za 
določevanje aminokislinskega zaporedja. 
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3.10  Detekcija proteinov po Westernu 

Po končani NaDS-PAGE smo proteine prenesli na nitrocelulozno membrano (Sigma, 
ZDA). Za prenos po Westernu smo uporabili aparaturo za polsuhi prenos proteinov (Owl 
Separation Systems, ZDA). V sestavljeno aparaturo smo na anodo položili filter papir, 
ovlažen s pufrom (25 mM TRIS, 8 mM glicin, 0,04 % NaDS, 20 % metanol), 
nitrocelulozno membrano, gel, filter papir in pokrili s katodo, ki je tudi pokrov aparature. 
Prenos je trajal 2 uri pri sobni temperaturi in toku 35 mA.  

3.11  Imunodetekcija  

Po končanem prenosu smo nezasedena vezavna mesta na nitrocelulozni membrani 
blokirali s 3 urno inkubacijo v blokirnem pufru (5 % posneto mleko v prahu, 0,1 % 
Tween, v PBS pufru). V pufru za blokiranje smo redčili tudi vsa protitelesa. Membrano 
smo inkubirali s primarnimi protitelesi preko noči pri 4 °C ali 2 h pri sobni temperaturi. 
Po inkubaciji smo membrano 6 krat sprali s PBS-om, vsakič po 15 min, nato je sledila 2 
urna inkubacija v raztopini sekundarnih protititeles, konjugiranih s hrenovo peroksidazo 
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, ZDA). Membrano smo ponovno spirali s PBS. 
Primarna protitelesa smo redčili: 1/1000 za aktin, GnT1, katepsin C in PGCP. Sekundarna 
protitelesa smo redčili 1/3000 v blokirnem pufru (antikunčja, antimišja in antikozja 
protitelesa). Proteine na membrani smo detektirali s pomočjo sistema na osnovi 
kemoluminiscence. Uporabili smo reagent ElectroChemiLuminescence ECL (GE 
Healthcare, Germany) po navodilih proizvajalca. Detekcija je potekala na fotografijskih 
filmih (Kodak, ZDA). Razvijanje fotografskih filmov pa je potekalo avtomatsko na 
aparaturi SRX-101A (Konica Minolta, ZDA). 

3.12  Določanje aminokislinskega zaporedja 

Za določanje aminokislinskega zaporedja na N-terminalnem delu proteina smo uporabljali 
avtomatizirano Edmanovo metodo na sekvenatorju Procise 492A (Applied Biosystems, 
ZDA). Končni produkti Edmanove degradacije, feniltiohidantoinski derivati aminokislin 
so bili analizirani na aminokislinskem analizatorju (Applied Biosystems, ZDA) na koloni 
PTH C18, velikosti 2,1 mm x 220 mm. Analizo smo spremljali pri 259 nm. 

3.13  Merjenje aktivnosti katepsina C 

Aktivnost katepsina C smo merili fluorimetrično z določanjem cepitve substrata Gly-Phe-
4MβNA (Bachem, Švica). Celice smo gojili na ploščah z 12 vdolblincami s 500 µl 
gojišča. Za merjenje aktivnosti gojišča smo jemali 150 µl vzorca. Za merjenje aktivnosti 
lizata smo celice raztapljali v 150 µl nedenaturirajočega pufra, ki je vseboval 0,5 % 
detergenta Nonident N-40 (Roche, Švica). V mikrotitrsko črno ploščo (Greiner, Nemčija) 
smo nanesli po 50 µl vzorca in ga za eno minuto zmešali z reakcijskim pufrom (100 mM 
Na2HPO4, 20 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 6,0). Nato smo dodali substrat, da 
je bila njegova končna koncentracija 200 µM (koncentracija DMSO-ja je bila 1%). 
Fluorescenco smo merili na fluorimetru Safire (Tecan, Švica) takoj po dodatku substrata 
pri valovni dolžini vzbujanja 335 nm ter valovni dolžini emisije 415 nm. Aktivnost 
encima smo izračunali iz naklona hitrosti razgradnje substrata. 
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3.14  Določevanje prostega T4 z ELISA testom 

Prosti tiroksin (fT4 ) smo merili z encimskim imunskim testom (ELISA). Uporabljali smo 
komercialni kit »ELISA - Free T4 kit« (Calbiogen, ZDA) po navodilih proizvajalca. 
Občutljivost testa je bila 0,05 ng/dl. Intra in inter test CVs sta bila 3,4 % in 6,3 %. 
Statistična signifikantnost raziskovalnih podatkov je bila narejena s Student-ovim t-
testom. Za vse analize p < 0,05 je bila sprejeta kot signifikantna verjetnost nivoja. FRTL-
5 celice smo uporabili za določevanje sproščanja tiroksina iz dodanega prašičjega Tg. 
Prašičji Tg, ki smo ga dodali v gojišče celične kulture je imel končno koncentracijo 30 
nM. Po 1 uri inkubacije smo merili koncentracijo tiroksina, ki se je sprostil v medij. Pri 
sproščanju smo po potrebi dodali posamezne inhibitorje E-64 (10 µM) E-64d (10 µM), 
EDTA (250 µM), DTPA (1 mM) in Gly-Phe-CHN2 (10 µM), ali njihove kombinacije.  
Diagnostični kit smo uporabili tudi za zaznavanje sproščanja v in vitro poskusih. V 500 µl 
pufra, ki oponaša pogoje zunajceličnega matriksa (pH 7,2) (Jordans in sod., 2009), ki smo 
ga pripravili iz 6,9 ml 200 mM citronske kisline, 87,1 ml 200 mM natrijevega fosfata ter 
9,58 mg L-cisteina, smo razredčili Tg (1,5 µM) in ga inkubirali 1 uro s katepsinom C (10 
nM ). Drugič v prisotnosti PGCP (10 nM). 

3.15  Visokotlačna kromatografija z obrjenima fazama (RP-HPLC) 

Vzorec razgradnje Tg s katepsinom C ali v kombinaciji katepsin C/PGCP smo naredili, 
kot je opisano v razdelku 3.7 . 

Reakcijo smo prekinili z odstranitvijo proteinov s filtriranjem na Amicon Ultracel 10K 
(Millipore, Irska). Produkte razgradnje smo spremljali s HPLC sistemom (Waters, ZDA) 
na koloni Symmetry c18 3,5 µm; 4,6 x 75 mm (Waters, ZDA) uravnoteženi z 0,1 % (v/v) 
TFA v dH2O. Elucijo smo izvedli z 20 minutnim gradientom acetonitrila od 0 % do 50 % 
v 0,085 % TFA in jo spremljali z detektorjem Waters detector (Waters, ZDA). 

3.16  Določanje vsebnosti joda 

Analitični postopek določevanje vsebnosti joda v organskih spojinah temelji na osnovi 
izkoriščanja njegove katalitične sposobnosti v redukcijski reakciji med Arzenom As(III) 
in Cerijem Ce(IV). V reakciji Cerij preide iz (IV) v (III) valentno obliko (Ce4+ + e → 
Ce3+). Pri tem preide barva iz rumenooranžne v brezbarvno raztopino. Merili smo 
intenziteto upadanja barve pri 410 nm. Postopek je prvič opisal Palumbo (Palumbo in 
sod., 1982). 

100 µg Tg smo inkubirali v prisotnosti 0,5 µg katepsina C (pogoji opisani pri 3.7). Po 
4 urni inkubaciji smo cepljen Tg oborili s 4 M amonijevem sulfatom in ga tretirali z 
bromovico v kislem. Reakciji smo dodali cerijevo in kasneje še arzenijevo raztopino in 
merili upad barve na spektrofotometru pri 410 nm. S pomočjo umeritvene krivulje smo 
določili mmol joda na mol Tg. Za negativno kontrolo smo uporabili vodo namesto 
katepsina C. 

3.17  Imunocitokemija 

Celice smo gojili na 15 mm krovnih stekelcih (Electron Microscopy Sciences, ZDA) na 
plošči z 12 vdolbinicami. Ob 60 % do 80 % konfluentnosti, smo jim odsesali gojišče in 
jih dvakrat sprali s PBS pufrom. Fiksirali smo jih 15 minut na sobni temperaturi s 4 % 
PFA (paraformaldehid) raztopljenem v PBS pufru. Celice smo nato blokirali za eno uro v 
serumskem blokirnem pufru (3 % goveji serumski albumin: BSA, 0,1 % Triton®X-100, 
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raztopljena v PBS pufru), da smo preprečili nespecifično vezavo. V istem pufru smo 
redčili protitelesa za označevanje antigenov. Uporabili smo primarna kunčja in mišja 
protitelesa proti PGCP, katepsinu C, LAMP-2, PDI, Golgin-97, N-acetilglukozaminil 
transferazi I, aktinu. Celice smo inkubirali s primarnimi protilesa za eno uro. Sledilo je 
šestkratno spiranje s PBS pufrom in enourna inkubacija redčenih (1:2500) sekundarnih 
protiteles. Sekundarna protitelesa so bila mišja ali kunčja konjugirana s fluoroforoma 
Alexa Fluor 488 (zelena fluorescenca) ali Alexa Fluor 546 (rdeča fluorescenca) 
(Molecular Probes, ZDA). Po končnem spiranju smo stekelcam dodali SlowFade 
(Molecular Probes, ZDA) in jih namestili na objektna stekelca ter jih utrdili z lakom. Kot 
negativno kontrolo smo namesto primarnih oz. sekundarnih protiteles uporabili pufer za 
blokado. Vzorce celic smo analizirali z invertnim fluorescenčnim mikroskopom Olympus 
IX-81 (Olympus, Japonska) z objektivoma 60× (N.A. = 1,4) in 100× (N.A. = 1,35). 
Fluorescenco smo vzbujali s fluorescenčno žarnico (50 W), napolnjeno z živosrebrnimi 
parami. Za opazovanje fluorescence Alexa Fluor 488 smo uporabljali vzbujevalni filter 
Ex 450/490, dikroično zrcalo, ki prepušča valovne dolžine, večje od 495 nm, in emisijski 
filter Em 500/550. Fluorescenco Alexa Fluor 546 smo opazovali s pomočjo 
vzbujevalnega filtra Ex 516/555, dikroičnega zrcala, ki prepušča valovne dolžine, večje 
od 565 nm, in emisijskega filtra Em 574/648. Mikroskop je bil opremljeni z digitalno 
kamero C10600-10B ORCA-R2 (Hamamatsu Photonics, Japonska). Slike smo analizirali 
s programsko opremo za snemanje in obdelavo slik Imaging Software for Life Science 
Microscopy Cell (Olympus, Japonska). 

3.18  Imunohistokemija mišjih rezin ščitnice 

Histološke rezine ščitnice FVB miši smo pripravili v našem histolaboratoriju. Izrezane 
ščitnice 4 miši smo fiksirali preko noči v 10 % formalinu. Dehidrirali smo jih s pomočjo 
tkivnega procesorja “Shandon Tissue Processor” (Shandon GmbH, Nemčija) ter jih 
vkalupili s parafinom na Microm EC 350 Paraffin Embedding Station (Microm, Belgija). 
Rezali smo 5 µm debele rezine in jih barvali z ABC (Avidin Biotin Complex) 
imunohistokemijsko medtodo.  

Za imunohistološke preparate, ki smo jih opazovali z imunoflorescenco smo najprej 
izrezali ščitnico in jo na hitro zamrznili v tekočem dušiku. S kriotonom (Cryotom AS620 
Shandon, Nemčija) smo narezali 5 µm rezine. Za označevanje smo uporabili primarna 
kunčja protičloveška protitelesa za katepsin C in PGCP redčena 1:100. Za detekcijo pa 
smo uporabili sekundarna Alexa Fluor® 488 (Invitrogen; Velika Britanija) razredčena 
1:500. Po končnem spiranju smo dodali SlowFade z DAPI (Molecular Probes, ZDA). 
Vzorce smo pregledovali na fluorescenčnem mikroskopu Olympus IX 81 (Olympus, 
Japonska). Fluorescenco DAPI smo opazovali s pomočjo filtra U-61010 DAPI/FITC/Cy3 
(Chroma Technology, ZDA). Mikroskop je bil opremljeni z digitalno kamero C10600-
10B ORCA-R2 (Hamamatsu Photonics, Japonska). Slike smo obdelovali s pomočjo 
programa Imaging Software for Life Science Microscopy Cell (Olympus, Japonska) . 
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4  Rezultati 

4.1   Priprava rekombinantnih proteinov 

4.1.1  Priprava rekombinantnih fuzijskih proteinov PGCP s 
fluorescenčnim proteinom 

 
Rekombinantni protein PGCP in njegove mutante smo pripravili v fuziji z zelenim ali 
rdečim fluorescenčnim proteinom. Za pomnoževanje cDNK PGCP s pomočjo PCR smo 
uporabili klon IMAGp998M20148 kupljen pri RZDP (Deutsches Ressourcenzentrum für 
Genomforschung GmbH). Namnožen produkt smo vstavili v klonirni vektor pGEM-T-
Easy in novonastali plazmid namnožili v klonirnih celicah DH5α. Po preverjanju 
nukleotidnega zaporedja, smo gen za PGCP vstavili v vektor pDsRed-N1. Slika 11 
prikazuje posamezne stopnje v pripravi fuzijskega proteina z rdečim fluorescenčnim 
proteinom. Podobno smo pripravili konstrukt za katepsin C s fuzijskim proteinom. 
 
 

 
 

Slika 11: Priprava rekombinantnega proteina PGCP s fuzijskim proteinom. A) PCR PGCP; B) 
Restrikcijska analiza PGCP vstavljenega v vektor pGEM-T-Easy; C) Restrikcijska analiza PGCP 
vstavljenega v vektor pDsRed-monomer-N1. Restrikcijska analiza (3, 5) je bila opravljena s 
restrikcijskima enimoma XhoI in KpnI. 
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4.1.2  Priprava deglikozilacijskih mutantov PGCP 

4.1.2.1  Napoved potencialnih N-glikozilacijskih mest  v aminokislinskem 
zaporedju PGCP 

Na osnovi aminokislinskega zaporedja (Dolenc in Mihelic, 2003; Gingras in sod., 1999) 
smo z računalniškim programom NetNGlyc (Blom in sod., 2004) določili potencialna N-
glikozilacijska mesta, kjer upošteva algoritem iskanja Asn v zaporedju Asn-X-Ser/Thr, 
kjer X ni prolin. Rezultati so pokazali, da ima lahko človeški PGCP pet glikozilacijskih 
mest (Slika 12). Potencialna mesta glikozilacije so Asn61, Asn179, Asn353, Asn356 in 
Asn396. Računalniški program ni upošteval redkega skupnega zaporedja, ki tudi lahko 
določa potencialno mesto glikozilacije Asn-X-Cys, zato smo ga ročno iskali. V 
aminokislinskem zaporedju PGCP ni bilo prisotno. 
 

 

 

Slika 12: Potencialna mesta N-glikozilacije encima PGCP. Z rdečo barvo so označeni 
asparaginski ostanki, ki tvorijo peptidno skupno zaporedje (Asn-Xaa-Ser/Thr) (označeno z 
modro), kjer obstaja več kot 50 odstotna verjetnost, da bi lahko prišlo do N-glikozilacije. Številke 
predstavljajo aminokislinske ostanke vključno s signalno sekvenco. Označena mesta so Asn61, 
Asn179, Asn353, Asn356 in Asn396. 

4.1.2.2  Priprava klonirnih vektorjev deglikozilacijskih mut antov PGCP  
Na osnovi izračuna potencialnih glikozidacijskih mest smo pripravili mutante, ki so 
predstavljeni v preglednici 7. 
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Preglednica 7: Pregled pripravljenih konstruktov deglikozilacijskih mutantov PGCP z zelenim 
fuzijskim proteinom. Preglednica prikazuje pripravljene cDNK mutantov za transfekcijo v 
sesalske celice. 

Mutante PGCP z zelenim fuzijskim proteinom   OPIS 
PGCP-N61A     mutirano 61 mesto aa zaporedja 
PGCP-N179A     mutirano 179 mesto aa zaporedja 
PGCP-N353A     mutirano 353 mesto aa zaporedja  
PGCP-N356A     mutirano 356 mesto aa zaporedja 
PGCP-N396A     mutirano 396 mesto aa zaporedja 
PGCP-2x (PGCP-N353A/N356A)  dvojna mutacija na mestih 353in 356 
PGCP-3x (PGCP-N353/356/396A)   trojna mutacija na mestih 353, 365 in 396 
PGCP-4x (PGCP-N61/353/356/396A) četverna mutacija na mestih 61/353/365/396 
PGCP-5x (PGCP-N61/179/353/356/396A) peterna mutacija PGCP 

Deglikozilacijske mutante encima PGCP smo pripravljali v klonirnih vektorjih pGEM-
PGCP z uporabo PCR namnoževanja z mestno specifično mutagenezo. Postopek je 
opisan v razdelku 3.4.4 .  
 

4.1.2.3  Analiza uspešnosti mutacije gena za PGCP s pomočjo agarozne 
elektroforeze in preverjanja nukleotidnega zaporedja 

Priprava konstruktov z mestno specifično mutagenezo PCR namnoževanja je potekala kot 
je opisano v 3.4.2 in je v vseh primerih mutacij dala produkt v nizkih koncentracijah. Po 
transformaciji smo ga namnožili v klonirnih celicah in preverili ali vsebuje vključek 
primerne velikosti. Primer restrikcijske analize za dokazovanje prisotnosti gena 
odgovarjajoče velikosti v plazmidu je prikazan na sliki 13.  
 
 

 
 
 

Slika 13: Restrikcijska analiza enojnih mutantov. Restrikcijska analiza enojnih deglikozilacijskih 
mutantov z restriktazama XhoI in KpnI na 0,8 % agaroznem gelu. Preverili smo vstavitev 
fragmenta v vektor. Zmes fragmentov DNK standardnih velikosti (stolpec 1), v stolpcih 2, 3, 4 in 
5 so nanešeni zprodukti XhoI in KpnI rezanih klonov. Fragment velikosti približno 1500 bp je 
zaporedje cDNK PGCP, fragment pri približno 3000 bp je lineariziran vektor, v katerega je bil 
vstavljen fragment. Klon 4 predstavlja pravilno vstavljen gen. 

Ostali geni z enojnimi mutacijami, ki so navedeni v preglednici 4, ter z dvojno 

  1     2    3     4     5 

1500 bp  

3000 bp  
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mutacijo so bili pripravljeni na enak način. Gen, ki je vseboval trojno mutacijo je bil 
pripravljen podobno, le da smo mutacije vnesli na že prej pripravljenem mutantu. Pri 
pripravi teh mutantov, ki sta vsebovala (Preglednica 4) več mutacij smo uporabili 
primerne restrikcijske encime ter sestavili ustrezne spremenjene gene (Slika 14). 
 

Pri pripravi četvernega in peternega mutanta (opisano v 3.4.4 ) smo uprabili tehnike 
molekularnega kloniranja. 
 

 
 

Slika 14: Restrikcijska analiza priprave četvernega mutanta. Restrikcijska analiza z restriktazama 
XhoI in BglII na 0,8 % agaroznem gelu. Rezan fragment 1) pGem-PGCP-N61A (1000 bp) smo 
ligirali z rezanim fragmentov 2) (pGem-PGCP-N3xA) (3500 bp). Na ta način smo dobili pGem-
PGCP-N4xA.  

Peterni mutant smo pripravili na podoben način. Namesto restrikcijskega encima XhoI 
smo uporabili restriktazo BsaBI (glej Slika 10).  

Vsem mutantom smo preverili nukleotidna zaporedja (Macrogen, J. Koreja), da smo 
potrdili uspešnost vnosa željenih mutacij ter odsotnost neželjenih mutacij. 

4.1.2.4  Priprava vektorjev za izražanje deglikozilacijskih mutantov PGCP v 
sesalskih celicah 

Deglikozilacijske mutante encima PGCP ki smo jih pripravili v klonirnem vektorju 
pGEM-T-easy, smo preklonirali v ekspresijski vektor pEGFP-N2. Pripravljene vektorje 
smo preverili z restrikcijsko analizo z restriktazama KpnI in XhoI. Nanešeni so po 
vrstnem redu kot je označeno v preglednica 7. Dobljena velikost vključka je približno 
1500 bp, kar potrjuje uspešnost vnosa v plazmid (Slika 15). 
 

  1       2      3 

1000 bp  

3500 bp  
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Slika 15: Restrikcijska analiza cDNK PGCP mutantov. Restrikcijska analiza deglikozilacijskih 
mutantov z restriktazama XhoI in KpnI na 0,8 % agaroznem gelu. Preverili smo prisotnost inserta 
okrog 1500 bp, ki predstvavlja cDNK PGCP v vektorju pEGFP-N2 cDNK si sledijo po vrstenm 
redu 1) N61A; 2) N179A; 3) N353A; 4) N356A; 5) N396A 6) N353A/N356A; 
7) N353/356/396A; 8) N61/353/356/396A; 9) N61/179/353/356/396A in 10) divji tip PGCP-GFP. 

    1       2        3       4      5       6       7      8        9      10  

1500 bp  
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4.1.2.5  Fluorescenčna mikroskopija prehodno transficirahih HEK 293 celic 
 
Celice HEK 293 smo transficirali s pripravljenimi mutanti PGCP v fuziji z zelenim 
fluorescenčnim proteinom. Celice smo gojili v mikrotitrskih ploščah z dvanajstimi 
vdolbinami. V vdolbine smo predhodno vstavili stekelca in tako omogočili celicam, da so 
na njih rasla. Tretji dan po transfekciji smo pripravili citološke preparate ter jih opazovali 
na fluorescenčnem mikroskopu (Slika 16). Izrazile so se vse mutante. 
 

 

Slika 16: Transfekcija celic HEK 293 po 72-ih urah. Transfekcija celic HEK 293, ki izražajo 
aktivno PGCP ter posamezne deglikozilacijske mutante, vse z zelenim fluorescenčnim fuzijskim 
proteinom po 72 urah rasti. Transficirane celice HEK 293 smo opazovali na fluorescenčnem 
mikroskopu Olimpus XI in celice slikali s CCD kamero. A) Mutant N61A ; B) Mutant N179A; C) 
Mutant N353A; D) Mutant N356A; E) divji tip PGCP s GFP F) Mutant N396A; G) Mutant 
N3xA; H) Mutant N4xA; I) Mutant N5xA. Črtica predstavlja 10µm.  

4.1.2.6  Izražanje deglikozilacijskih mutantov PGCP v fuziji z zelenim 
fluorescenčnim proteinom v HEK 293 celicah in njihovo izločanje v 
gojišče  

Pripravili smo celične lizate iz transficiranih HEK 293 celic z deglikozilacijskimi 
mutantami v fuziji z zelenim fluorescenčnim proteinom in smo jih analizirali z NaDS 
elektroforezo in detektirali po Western prenosu s kunčjimi protitelesi proti zelenemu 
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fluorescenčnemu proteinu. Močne lise kažejo na visoko izražanje fuzijskih proteinov 
(Slika 17). 

 

 

Slika 17: Imunološka detekcija prisotnosti deglikozilacijskih mutantov v celičnem lizatu HEK 293 
celic. Prisotnost fuzijskega proteina PGCP-GFP smo opazovali s protitelesi proti zelenemu 
fluorescenčnemu proteinu. 1) N61A; 2) N179A; 3) N353A; 4) N356A; 5) N396A; 6) petkratni 
mutant; 7) PGCP-GFP; 8) kontrola brez transfekcije. 

Analiza gojišča z NaDS-PAGE in detekcija mutantov PGCP v fuziji z zelenim fluorescenčnim 
proteinom po prenosu po Westernu z uporabo kunčjih protiteles proti zelenemu fluorescenčnemu 
proteinu je pokazala, da so se vsi mutanti izločali v gojišče (Slika 18).  

 

Slika 18: Imunodetekcija transficiranih deglikozilacijskih mutantov PGCP v gojišču HEK 293 
celic. Prisotnost fuzijskega proteina PGCP-GFP smo opazovali s protitelesi proti zelenemu 
fluorescenčnemu proteinu. 1) kontrola brez transfekcije; 2) N61A; 3) N179A; 4) N353A; 5) 
N356A; 6) N396A; 7) petkratni mutant; 8) PGCP-GFP. 
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4.1.2.7  Izražanje deglikozilacijskih mutantov PGCP v fuziji z zelenim 
fluorescenčnim proteinom v FRTL-5 celicah in njihovo izločanje v 
gojišče 

FRTL-5 celice smo transficirali z deglikozilacijskimi mutanti ter po 72-ih urah pripravili 
celične lizate. Ugotovili smo, da je tudi v tirocitih izražanje posameznih deglikozilacijskih 
mutantov močno, a ne enakomerno (Slika 19A). Fuzijski proteini imajo sposobnost 
izločanja v gojišče, pri čemer smo opazili pojav nastanka dodatnih lis velikosti, ki 
odgovarjajo PGCP brez fuzijskega proteina GFP (Slika 19B). Izločanje proteinov je 
neenakomerno in ne sovpada povsod z intenziteto lis v lizatu. 
 

 

Slika 19: Imunodetekcija prehodno transficiranih deglikozilacijskih mutantov PGCP v celičnem 
lizatu in gojišču FRTL-5: Transfekcija celic s posameznimi deglikozilacijskimi mutanti in 
detekcija PGCP z kunčjimi protitelesi proti človeškemu PGCP. 1) N61A; 2) N179A; 3) N353A; 
4) N356A; 5) N396A; 6) petkratna mutacija; 7) PGCP-GFP; 8) kontrola brez transfekcije. (A) 
Slika predstavlja celični lizat. (B) Slika predstavlja proteine izločene v gojišče. 
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4.1.3  Rekombinantni PGCP izražen v insektnih celicah Sf9 

Rekombinantni protein je bil izražen v insektnih celicah Sf9 z uporabo bakulovirusnega 
ekspresijskega sistema (Zajc in sod., 2011). Ekspresijski vektor s cDNK človeškega 
PGCP in celice za izražanje rekombinantnega encima je pripravila sodelavka Tajana Zajc 
na našem odseku. Rekombinantni PGCP, ki se je izločal v gojišče, smo očistili z 
različnimi kromatografskimi metodami, kot je opisano v nadaljevanju. 

4.1.3.1  Čiščenje rekombinantnega PGCP 
Bakulovirusni ekspresijski sistem z uporabo Sf9 insektnih celic nam je omogočal 
izločanje rekombinantnega PGCP v gojišče. S centrifugiranjem gojišča smo odstranili 
celice in dobili bister supernatant, ki smo ga direktno, brez dialize, nanesli na 
hidroksiapatitno kolono, spirali nevezane proteine in s povišano koncentracijo fosfatnega 
pufra eluirali vezane proteine. Vzorce z najvišjimi absorbancami smo združili in 
dializirali preko noči pri 4 °C ter jih nadalje čistili z anionsko izmenjevalno 
kromatografijo na FPLC sistemu. Frakcije z dipeptidazno aktivnostjo (način merjenja 
dipeptidazne aktivnosti je opisan v razdelku 3.3.1 ) smo zbrali in nadalje čistili z uporabo 
gelske kromatografije na FPLC sistemu. Zbirali smo frakcije okrog 100 kDa in jih 
testirali na dipeptidazno aktivnost. PGCP je bil  eluiran v retenzijskem volumnu, ki 
odgovarja molekulski masi okrog 100 kDa (Slika 20).  
 
 

 

Slika 20: Superpozicija elucijskih kromatogramov rekombinantnega PGCP in proteinskih 
standardov za določevanje molekulske mase na koloni za gelsko kromatografijo Superdex-200. 
Na kromatogramu je z odebeljeno črto označen eluiran PGCP, s črtkano črto so označeni 
standardni proteini (tiroglobulin 667 kDa, gamma globulin 158 kDa, ovalbumin 44 kDa, 
mioglobin 17 kDa in vitamin B12 1,35 kDa). Na sliki je prikazana logaritemska odvisnost elucije 
standardnih proteinov od njihove molekulske mase ter določena masa za PGCP. 

Z uporabo afinitetne kromatografije na koloni Phe–Leu–sefaroza smo dokončno ločili 
PGCP od nečistoč. PGCP se je izločil v enem samem vrhu v prvih 2 ml elucijskega pufra. 
Encimu smo določili tudi dipeptidazno aktivnost na substrat Ser-Met. Po vsakem koraku 
čiščenja smo analizirali proteine z NaDS-PAGE analizo in prenosom po Westernu.  

ln Mw 

8 

10 
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Slika 21: NaDS-PAGE očiščenega rekombinantnega človeškega PGCP. Stolpec 1, proteinski 
molekulski standardi; stolpec 2, zrela oblika PGCP z molekulsko maso 55 kDa; stolpec 3, pro-
PGCP z molekulsko maso 60–65 kDa. 

PGCP smo skoncentrirali do koncentracije 3 mg/ml in ga nanesli na NaDS-PAGE 
(Slika 21). Končni očiščeni PGCP je vseboval 3 mg aktivnega encima iz 400 ml gojišča, 
kar predstavlja donos okoli 8 mg/l. Čisti aktivni PGCP je bil nestabilen in encim je 
izgubil aktivnost v dveh dneh. Nasprotno pa je bil proencim stabilen ter smo ga zamrznili 
na -20 °C. 

4.1.3.2  Določevanje aktivnosti rekombinantnega PGCP in učinkovitost 
čiščenja PGCP 

Določevanje aktivnosti PGCP je bilo opravljeno po vsaki stopnji čiščenja (preglednica 8). 
Postopek temelji na cepitvi dipeptida Ser-Met, ki ga po reakciji  označimo s 
fluoreskaminom. (opisano v razdelku 3.3.1 ). Slabost te metode je nizka občutljivost. Za 
ugotavljanje aktivnosti encima je potrebna hidroliza vsaj 30 odstotkov substrata.  

Preglednica 8: Učinkovitost čiščenja rekombinantnega PGCP. Preglednica prikazuje učinkovitost 
postopka čiščenja. aKoncentracija proteina je bila določena z metodo po Bradfordu. bEncimska 
aktivnost je bila določena z dipeptidnim substratom, kot je navedeno. cEna enota (U) je količina 
encima PGCP, ki katalizira razgradnjo 1 µmol substrata Ser-Met na minuto. 

Čiščenje        Celokupni          Celokupna            Specifična            Koef. čiščenja    Donos 
postopki        proteina(mg)       aktivnostbc (U)     aktivnost (U/mg)        (%) 
gojišče        610  16,400  27      1    100 
hidroksiapatitna    157   10,200  65   2,4      41 
anionsko-izm.         37     2920  79   2,9      34 
gelska kromat.          9     2200  245   9,1      11 
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4.1.3.3  Vpliv kloridnega iona na aktivnost rekombinantnega PGCP 
Vpliv kloridnih ionov na aktivnost PGCP smo določali v prisotnosti različnih koncentracij 
NaCl in aktivnosti primerjali z aktivnostjo vzorca brez dodatka NaCl. 20 mM raztopina 
NaCl je povečala dipeptidazno aktivnost PGCP za okoli 20 odstotkov, 50 mM 
koncentracija NaCl pa za približno 40 odstotkov. Višje koncentracije niso bistveno 
zvišale ali znižale aktivnosti (Slika 22).  
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Slika 22: Vpliv koncentracije kloridnih ionov na aktivnost PGCP: Stoplci označujejo različne 
koncentracije kloridnih ionov: 0 (brez), 20 mM, 50 mM, 100 mM in 200 mM NaCl v reagenčnem 
pufru. 

4.1.3.4  Meritve inhibicije rekombinantnega PGCP 
Vpliv inhibitorjev metaloproteinaz EDTA, DTPA in bestatina na aktivnost PGCP smo 
določili s končnimi koncentracijami naslednjih inhibitorjev 0,25 mM EDTA, 0,1 mM in 1 
mM DTPA, 0,25 mM bestatin. Aktivnost smo primerjali tudi z 0,25 mM karnozinom in 
10 µM tiroksinom (Slika 23).  
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Slika 23: Aktivnost PGCP v prisotnosti inhibitorjev DTPA, EDTA, bestatin ter substanc karnozina 
in tiroksina. Pri 0,1 mM koncentraciji DTPA aktivnost PGCP ni zmanjšana, pri 10x višji 
koncentraciji 1 mM DTPA in 0,25 mM EDTA pa se zniža aktivnost na nekaj odstotkov. Bestatin 
učinkovito inhibira PGCP pri koncentraciji 0,25 mM. Vpliva na aktivnost 0,25 mM karnozina in 
10 µM tiroksina nismo zaznali. 
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Ugotovili smo, da 0,1 mM DTPA ne inhibira PGCP, medtem ko 1 mM DTPA in 0,25 
mM EDTA močno inhibirata encim. Visoko stopnjo inhibicije smo zaznali pri 0,25 mM 
bestatinu. Dodatno smo opazovali vpliv 0,25 mM karnozina in 10 µM tiroksina (T4) na 
aktivnost PGCP. V obeh primerih inhibicije nismo zaznali. 

4.1.3.5  Določanje aminokislinskega zaporedja rekombinantnega PGCP 
Plazmidni vektor za heterologno izražanje PGCP v insektnih celicah je vseboval vključek 
z zapisom za človeški gen. Med izražanjem proteina so encimi insektnih celic aktivirali 
PGCP. S preverjanjem N-terminalnega dela izraženega PGCP smo določili novonastala 
mesta na aminokislinskem zaporedju rekombinantnega proteina. Ugotovili smo, da je pri 
aktivaciji rekombinantnega PGCP z encimi insektnih celic prišlo do nespecifičnih cepitev 
propeptida encima. Novonastali aminoterminalni konci so na mestu 9 (FEEIK…), na 
mestu 10 (EEIKE…), na mestu 14 (EEIAS…) in na mestu 19 (GDVAK…). Na sliki 24 
so ponazorjeni novonastali intermediati aktivacije PGCP zaradi nespecifičnega 
skrajševanja propeptidnega dela encima.  

 

Slika 24: N-terminalno aminokislinska zaporedja očiščenega PGCP. Experimentalno določena 
zrela oblika encima izoliranega PGCP je podčartana. Puščice označujejo cepitvena mesta na 
propeptidnem delu encima, ki tvorijo novonastale amino konce. Cepitve potečejo v gojišču po 
izražanju proteina v bakulovirosnem sistemu. 

4.1.3.6  In vitro deglikozilacija rekombinantnega PGCP 
Rekombinantni PGCP izražen v insektnih celicah je glikoziliran. Vrsto glikozilacije smo 
določali z uporabo endodeglikozidaz Endo H in PNGaze F. Lisa pri 55 kDa 
rekombinantnega PGCP se pri cepitvi z EndoH ne spremeni. Cepitev s PNGazo F pa 
povzroči opazno znižanje mase encima, kar pomeni, da je protein hibridno ali 
kompleksno glikoziliran (Slika 25). 

 

Slika 25: Deglikozilacija rekombinantnega PGCP izraženega v insektnih celicah. Stolpec 1, 
standardni proteini za določevanje molekulske mase; stolpec 2, rekombinantni PGCP; stolpec 3, 
deglikozilacija z Endo H; stolpec 4, deglikozlacija s PNGazo F. 
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4.1.4  Priprava rekombinantnega katepsina C v fuziji s fluorescenčnim 
proteinom 

Rekombinantni človeški katepsin C smo pripravili v fuziji z zelenim ali rdečim 
fluorescenčnim proteinom. Za pomnoževanje s pomočjo PCR smo uporabili cDNK iz 
našega laboratorija (Paris in sod., 1995). Namnožen produkt smo vstavili v klonirni 
vektor pGEM-T-Easy ter novonastali plazmid namnožili v klonirnih celicah DH5α. Po 
preverjanju nukleotidnega zaporedja, smo gen za katepsin C vstavili v vektorja pEGFP-
N2 in pDsRed-N1. Poimenovanje nastalih konstruktov je predstavljeno v preglednici 9.  

Preglednica 9: Pregled pripravljenih fuzij katepsina C s fluorescenčnim proteinom. Preglednica 
prikazuje pripravljene ekspresijske vektorje za transfekcijo v sesalske celice. 

Ime konstrukta     OPIS 
KatC-RFP  človeški katepsin C z rdečim fluorescenčnim  fuzijskim proteinom 
KatC-GFP  človeški katepsin C z zelenim fluorescenčnim fuzijskim proteinom 

4.1.4.1  Restrikcijska analiza in preverjanje nukleotidnega zaporedja 
konstruktov PGCP in katepsina C 

 
Slika 26 prikazuje restrikcijsko analizo konstruktov KatC-GFP (26A) in KatC-RFP (26B). 
Uporabili smo restrikcijska encima XhoI in KpnI. 
 

 

Slika 26: Agarozna elektroforeza restrikcijske analize katepsina C s fuzijskima fluorescenčnima 
proteinoma. V 1 stolpcu so nanešeni standardi. V 2 stolpcu je nanešen zligiran pEGFP-KatC (A) 
oziroma pDsRed-KatC (B). V tretjem pa vektorja rezana s restriktazama XhoI in KpnI. Fragment 
okrog 1500 prikazuje cDNK človeškega katepsina C. 

Po določitvi prisotnosti vključka v velikosti gena za KatC smo vključku preverili tudi 
nukleotidno zaporedje v podjetju Macrogen (Južna Koreja). 
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4.2  Expresija PGCP in katepsina C v FRTL-5 celicah 

4.2.1  Transfekcija cDNK PGCP s fuzijskim proteinom v FRTL-5 
celicah 

Celice FRTL-5 smo transficirali s pripravljenimi mutanti PGCP v fuziji z zelenim 
fluorescenčnim proteinom. Celice smo gojili v mikrotitrskih ploščah z dvanajstimi 
vdolbinami. V vdolbine smo predhodno vstavili objektna stekelca in tako omogočili 
celicam, da so na njih rasla. Tretji dan po transfekciji smo pripravili citološke preparate 
ter jih opazovali na fluorescenčnem mikroskopu (Slika 27). Izrazile so se vse mutante. 
 

 

Slika 27: Transfekcija celic FRTL-5 po 72-ih urah. Transfekcija celic FRTL-5, ki izražajo aktivno 
PGCP ter posamezne deglikozilacijske mutante, vse z zelenim fluorescečnim fuzijskim proteinom 
po 72 urah rasti. Transficirane celice FRTL-5 smo opazovali na fluorescenčnem mikroskopom 
Olimpus XI in celice slikali s CCD kamero. A) mutant N61A ; B) mutant N179A; C) mutant 
N353A; D) mutant N356A; E) divji tip PGCP s GFP F) mutant N396A; G) mutant N3xA; H) 
mutant N4xA; I) petkratni mutant. Črtica predstavlja 10 µm. 
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4.2.2  Transfekcija cDNK katepsina C s fuzijskim proteinom v FRTL-5 
celicah 

Plazmida z zapisom za katepsin C s fluorescenčnima fuzijskima proteinoma smo 
uporabili za transfekcijo v FRTL-5 celicah, ki smo jih gojili na stekelcih. Tretji dan po 
transfekciji smo celice fiksirali in jihoznačevali z imunocitokemijskimi metodami. Kot 
označevalec za jedra (Slika 28A) smo uporabili barvilo DAPI. Uspešno transficirane 
celice s pEGFP-KatC-GFP so vidne na sliki 28B. S kunčjimi proti človeškim PGCP 
protitelesi smo označili PGCP, kjer smo kot sekundarna protitelsa uporabili kozja proti 
kunčja protitelesa konjugirana z Alexa Fluor 546 (emitira rdečo barvo) (Slika 28C) 
Transfekcija KatC-GFP v FRTL-5 celicah pokaže kolokalizacijo obeh proteinov, kar 
lahko opazujemo na fluorescenčnem mikroskopom (Slika 28D). Slike smo obdelovali s 
pomočjo programa Imaging Software for Life Science Microscopy Cell (Olympus, 
Japonska). 
 

 

Slika 28: Kolokalizacijske študije transficiranega katepsina C s fluorescenčnim fuzijskim 
proteinom GFP in s PGCP. V celicah, kjer je bila transfekcija uspešna, sta proteina 
kolokalizirana. A) Celična jedra označena z barvilom DAPI; B) Transficirane celice, ki izražajo 
katepsin C z zelenim fuzijskim proteinom. C) imunocitološko barvanje s protitelesi proti PGCP, 
ki so označena preko sekundarnih kozjih anti kunčjih protiteles konjugiranimi z Alexa Fluor 546 
(emitira rdečo barvo); D) Združene slike A, B in C s pomočjo programa Imaging Software for 
Life Science Microscopy Cell (Olympus, Japonska). Črtica predstavlja 10 µm. 
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4.2.3  Imunolokalizacija endogenega PGCP in endogenega katepsina C v 
FRTL-5 celicah  

Izražanje endogenega PGCP in endogenega katepsina C v podganjih tirocitih smo lahko 
opazovali po označevanju z imunocitokemijskimi metodami na fluorescenčnem 
mikroskopu. Pri tem smo uporabljali mešanico šestih  spojin (6H), potrebnih za 
proliferacijo celic. Granulirano porazdelitev obeh encimov po celici smo spremljali s 
specifičnimi protitelesi (Slika 29). Pri tem smo uporabljali mešanico šestih  spojin (6H), 
potrebnih za proliferacijo celic. Granulirano porazdelitev obeh encimov po celici smo 
spremljali s specifičnimi protitelesi (Slika 29). Delna kolokalizacija obeh proteinov je 
vidna v večini veziklov (Slika 29A). Podrobnejši pogled na znotrajcelično strukturo 
organel, ki smo jo dosegli z obarvanjem označevalcev organel, pokaže da sta oba encima 
prisotna v endoplazmatskem retikulumu (Slika 29 B, C) ter Golgijevem aparatu (Slika 29 
D, E), le redko pa sta prisotna v lizosomih (Slika 29 F, G). 
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Slika 29: Kolokalizacijske študije endogenega PGCP in endogenega katepsina C z označevalci 
PDI, Golgin 97 in LAMP2. (A) PGCP (Alexa 488, zelena) in katepsin C (Alexa 546, rdeča) sta 
večinoma kolokalizirana, vendar ne popolnoma; (B) PGCP (Alexa 488, zelena) se nahaja v 
endoplazmatskem retikulumu, ki je označen s PDI (Alexa 546, rdeča); (C) v istih organelah se 
nahaja tudi katepsin C (Alexa 488, zelena); (D) PGCP (Alexa 488, zelena) je kolokaliziran z 
Golginom-97 (Alexa 546, rdeča); (E) tudi katepsin C (Alexa 488, zelena) je lokaliziran v 
Golgijevem aparatu, ki je označen z Golginom-97 (Alexa 546, rdeča); (F) PGCP (Alexa 488, 
zelena) se le redko nahaja v lizosomih, ki so označeni z LAMP2 (Alexa 546, rdeča); (G) tudi 
katepsin C Alexa 488, zelena) in LAMP2 (Alexa 546, rdeča) sta le deloma kolokalizirana. Črtica 
predstavlja 10µm. 
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4.3  Glikozilacija endogenega PGCP in katepina C 

4.3.1  Deglikozilacija z Endo H in PNGazo F 

Z uporabo imunoloških metod za detekcijo proteinov smo ugotovili, da se endogena 
PGCP in katepsin C poleg granulirane porazdelitve v celicah (Slika 30 A in C) tudi 
močno izločata iz FRTL-5 celic pod vplivom TSH, inzulina in somatostatina (Slika 30 B 
in D). V odsotnosti teh treh hormonov izločanja nismo detektirali. Z uporabo 
deglikozilacijskih encimov Endo H in PNGaze F smo ugotovili, da obe deglikozidazi 
delujeta na katepsin C, ki se nahaja v lizatu tirocitov (Slika 30A).  

 
 

Slika 30: Lokalizacija endogeno izraženega PGCP in katepsina C v podganjih tirocitih v 
prisotnosti TSH, inzulina in somatostatina v gojišču ter tipa njune glikozilacije z uporabo Western 
blota in ustreznih protiteles. Na vseh slikah je v stolpcu 1 netretiran protein, v stolpcu 2 je 
nanešen protein, ki smo ga obdelali z Endo H deglikozidaso, v stolpcu 3 je nanešen protein, ki 
smo ga obdelali s PNGazo F. (A) endogeno izraženi katepsin C v celičnem lizatu; (C) endogeno 
izraženi PGCP v celičnem lizatu; B) endogeno izraženi katepsin C izločen v gojišče celic, (D) 
endogeno izraženi PGCP izločen v gojišče celic. 
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Za PGCP je znižanje molekulske mase zaradi deglikozilacije premajhno, da bi dajali 
zaključke (Slika 30C). Za PGCP in katepsin C, ki sta izločena iz celic v gojišče pa lahko z 
zagotovostjo trdimo le, da odstrani sladkorje PNGaza F s PGCP (Slika 30D), pri 
katepsinu C pa se ne vidi njegova aktivna oblika, razlike molekulske mase pri 
deglikozilaciji pa so premajhne (Slika 30B). Iz dobljenih rezultatov lahko trdimo, da ima 
PGCP, ki se nahaja ekstracelularno predvsem hibridno ali kompleksno glikozilirani tip N-
glikozilacije ter da ima intracelularni katepsin C manozni tip N-glikozidacije. 

4.3.2  Vpliv TSH, inzulina in somatostatina na izražanje 
N-acetilglukozaminil transferaze I v podganjih tirocitih 

Zaradi različnega tipa N-glikozilacije na PGCP v gojišču in katepsinu C v celicah smo 
preverili nivo izražanja N-acetilglukozaminil transferaze I (GnT1) v FRTL-5 celicah v 
odvisnosti od prisotnosti TSH, inzulina in somatostatina. Ta encim je odgovoren za 
modifikacijo N- vezanih sladkorjev na proteinih iz manoznega tipa v hibridni, oz. 
kompleksni tip glikozilacije, saj je iniciatorski encim v mreži reakcij dodajanja sladkorjev 
na glikoproteine (Yip in sod., 1997; Yoko-O in sod., 2003). Primerjali smo nivo izražanja 
GnT1 v celicah FRTL-5 gojenih v minimalnem gojišču potrebnem za preživetje celic 
(3H) in popolnem gojišču (6H), ki omogoča izločanje proteinov. Imunodetekcija 
celičnega lizata podganjih tirocitov z Western prenosom po NaDS-PAGE z uporabo 
protiteles proti GnT1 je pokazala veliko višje izražanje GnT1 v 6H gojišču, v primerjavi s 
3H gojiščem (Slika 31).  
 

 

Slika 31: Vpliv TSH, inzulina in somatostatina na izražanje N-acetilglukozaminil transferaze 1 v 
podganjih tirocitih. Prisotnost TSH, inzulina in somatostatina v gojišču povzroči povišanje nivoja 
izražanja GnT1 v FRTL-5 celicah. 

4.3.3  Vpliv prisotnosti TSH, inzulina in somatostatina na izločanje 
PGCP in katepsina C v iz FRTL-5 celic  

4.3.3.1  Vpliv prisotnosti TSH, inzulina in somatostatina na aktivnost 
katepsina C v lizatu in gojišču FRTL-5 celic  

Izločanje katepsina C iz podganjih tirocitov v gojišče smo potrdili z imunološkimi 
metodami, vendar na sliki 30B prepoznamo le prekurzorsko obliko katepsina C, ne pa 
zrele oblike encima. Fluorimetrično sledenje razgradnje substrata Gly-Phe-4MβNA je 
pokazalo, da je v odsotnosti TSH, inzulina in somatostatina v gojišču (3H) le nizka 
aktivnost katepsina C, ki pa se močno poviša ob dodatku teh treh hormonov (6H) (Slika 
32A). Za razliko od gojišča se nivo aktivnega katepsina C znotraj celic ob prisotnosti vseh 
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hormonov (6H) le rahlo dvigne (Slika 32B). 
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Slika 32: Vpliv prisotnosti TSH, inzulina in somatostatina na aktivnost endogeno izraženega 
katepsina C podganjih tirocitov v gojišču in celičnem lizatu. Aktivnost katepsina C v gojišču in v 
celičnem lizatu smo merili s specifičnim fluorogenim substratom Gly-Phe-4MβNA v odsotnosti 
TSH, inzulina in somatostatina (3H), oz. v njihovi prisotnosti (6H). (A) aktivnost katepsina C v 
gojišču; (B) aktivnost katepsina C v celičnem lizatu.  

4.3.3.2  Dipeptidazna aktivnost na substrat Ser-Met v gojišču FRTL-5 celic 
Za merjenje aktivnosti PGCP zaenkrat še ni poznan noben fluorogen ali drugi specifičen 
substrat. Zato smo se omejili na preverjanje dipeptidazne aktivnosti v gojišču na 
dipeptidni substrat Ser-Met. Meritve dipeptidazne aktivnosti v lizatih 3H in 6H ter v 
gojišču 3H niso merodajne, smo pa lahko zasledili dipeptidazno aktivnost v gojišču, ko so 
bili prisotni TSH, inzulin in somatostatin. Slika 33 prikazuje dipeptidazno aktivnost 6H 
gojišča ter delno inhibicijo aktivnosti v prisotnosti 0,25 mM EDTA. 
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Slika 33: Dipeptidazna aktivnost določena v gojišču FRTL-5 celic ob prisotnosti TSH, inzulina in 
somatostatina. Dipeptidazna aktivnost je bila določena na substrat Ser-Met. Inhibicija 
dipeptidazne aktivnosti v prisotnosti 0,25 mM EDTA. 

4.4  In vitro cepitev tiroglobulina 

4.4.1  In vitro cepitev tiroglobulina s katepsinom C 

Pokazali smo, da se je katepsin C izločil iz podganjih tirocitov, kjer lahko pride v stik s 
tiroglobulinom (Tg) in povzroči procesiranje N-terminalnega dela. Analiza in vitro 
reakcije rekombinantnega katepsina C in Tg izoliranega iz prašičjih ščitnic potrjuje 
zmožnost katepsina C, da krajša amino terminalni del Tg. Na sliki 34 je rezultat določitve 
N-terminalnega zaporedja aminokislin Tg pred reakcijo, s puščicami pa po interakciji z 
rekombinantnim katepsinom C. Podaljšan čas cepitve iz dveh ur na 20 ur ter sprememba 
kislosti reakcije iz pH 7,2 na pH 6,0 ni spremenila rezultatov cepitve. 
 

 

Slika 34: Postopna cepitev N-terminalnega dela prašičjega Tg s katepsinom C. Pri cepitvi 
prašičjega Tg smo detektirali različna N-terminalna zaporedja. Najkrajši fragment je bil za 12 AK 
krajši od zrelega dela Tg. Tiroksinsko mesto Tyr5 je označeno s prvo črko Y. Najkrajši terminalni 
dela je označen s črkama RP. 
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4.4.2  Sproščanje tiroksina pri in vitro cepitvi Tg s katepsinom C 

Krajšanje amino terminalnega dela prašičjega tiroglobulina v prisotnosti rekombinantnega 
katepsina C smo spremljali tudi z zasledovanjem koncentracije sproščenega tiroksina. 
Časovna odvisnost koncentracije sproščenega tiroksina je bila narejena z uporabo ELISA 
diagnostičnega kita za prosti tiroksin (angl. Free T4 Elisa diagnostic kit) in je prikazana 
na sliki 35. 
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Slika 35: Časovna odvisnost sproščanja tiroksina pri in vitro cepitvi tiroglobulina s 
katepsinom C. Katepsin C sprošča tiroksin z N-terminalnega dela tiroglobulina. Detekcija 
tiroksina je bila narejena z uporabo ELISA diagnostičnega kita za prosti tiroksin. 

4.4.3  Sproščanje tiroksina pri in vitro cepitvi Tg s katepsinom C in 
PGCP 

In vitro sproščanje tiroksina z N-terminalnega dela tiroglobulina s katepsinom C smo 
primerjali z in vitro sproščanjem tiroksina iz tiroglobulina z obema encimoma, 
katepsinom C in PGCP.  
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Slika 36: In vitro sproščanje tiroksina z N-terminalnega dela tiroglobulina. Čas reakcije cepitve 
je bil eno uro pri pH 7,2. Detekcija sproščenega tiroksina je bila narejena z uporabo ELISA 
diagnostičnega kita za prosti tiroksin. (1) Kontrola, vzorec Tg brez prisotnih encimov; (2) vzorec 
Tg v prisotnosti katepsina C; (3) vzorec Tg v prisotnosti katepsina C in PGCP; (4) vzorec Tg v 
prisotnosti katepsina C, PGCP ter inhibitorja cisteinskih proteinaz E-64d. 



Rezultati 57 
 

 

Tudi v tem primeru smo detektirali sproščeni hormon z uporabo ELISA diagnostičnega 
kita za prosti tiroksin. Ugotovili smo, da je razlika v rezultatu med cepitvijo Tg s 
katepsinom C ali s katepsinom C in PGCP minimalna (Slika 36). Na sliki je prikazana 
tudi ustavitev reakcije cepitve tiroglobulina v prisotnosti inhibitorja cisteinskih proteinaz 
E-64d. 

4.4.4  Cepitev Tg s katepsinom C in PGCP na HPLC z reverzno fazo 

Sproščanje dipeptidov z N-terminalnega dela tiroglobulina v prisotnosti katepsina C in 
nadaljno hidrolizo nastalih dipeptidov s PGCP smo spremljali s tekočinsko 
kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC). Ločevanje dipeptidov je potekalo na analitični 
ravni z uporabo kolone z reverzno fazo pri gradientu od 0 % do  50 % acetonitrila v vodi 
ob prisotnosti 0,085 % TFA. Sproščanje produktov cepitve s kolone smo spremljali pri 
254 nm. Na sliki 37 lahko vidimo nastale dipeptide pri cepitvi tiroglobulina s katepsinom 
C in spremenjen kromatogram, ko je prisoten še PGCP. 
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Slika 37: In vitro cepitev tiroglobulina v prisotnosti katepsina C ter katepsina C in PGCP. Rdeča 
črtkana črta prikazuje necepljen tiroglobulin. Črna črta prikazuje tiroglobulin cepljen s 
katepsinom C, Modra črta prikazuje cepitev tiroglobulina s katepsinom C in PGCP. 

4.4.5  Določanje vsebnosti joda 

Z merjenjem sproščanje joda pri cepitvi tiroglobulina s katepsinom C smo lahko 
kvantificirali delež tiroksina, ki se nahaja na N-terminalnem delu tiroglobulina. Cepitev 
Tg je potekala v pogojih podobnim ščitničnemu lumnu (Jordans in sod., 2009). 24 urna 
cepitev Tg s katepsinom C je bila dovolj dolga, da je encim odstranil ves tiroksin z N-
teminalnega dela Tg. Na osnovi umeritvene krivulje smo določili, da je na N-terminalnem 
delu od 20 % do 22% vsega joda (Preglednica 10). 
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Preglednica 10: Vsebnosti joda v procesiranem in neprocesiranem tiroglobulinu s katepsinom C. 
Aktivni katepsin C je cepil Tg in sproščal jod pri različnih pH-jih. V neprocesiranem in 
procesiranem Tg smo določali ostanek joda. Razlika med nepreocesiranim in procesiranim Tg 
pomeni jod, ki se je sprostil z N-terminalnega dela molekule tiroglobulina. Vsebnosti prikazujejo, 
da je od 20 % do 22 % vsega joda v tiroglobulinu na N-terminalnem delu molekule. 

     pH  Netretiran Tg (mmol J/ mol Tg)  Tretiran Tg (mmol J/ mol Tg) 
     7,2    20±0,5     16±0,5 
     6,0    19±0,5     15±0,5 

4.5  Ex vivo cepitev tiroglobulina v gojišču FRTL-5 celic 

4.5.1  Sproščanje tiroksina v gojišču FRTL-5 celic ter vpliv dodanih 
inhibitorjev na njegovo sproščanje 

Cepitev dodanega prašičjega tiroglobulina in posledično sproščanje tiroksina v gojišču 
FRTL-5 celic zaradi endogeno izraženih proteinaz smo spremljali z uporabo ELISA 
diagnostičnega kita za prosti tiroksin. Podganji tirociti sproščajo v gojišče veliko število 
proteinaz, zato smo potrebovali za ocenitev deleža katepsina C in metaloproteinaz 
specifične inhibitorje. Slika 38 predstavlja količino tiroksina, ki se je sprostil iz dodanega 
prašičjega tiroglobulina. Inhibitor cisteinskih proteinaz E-64d je sposoben preiti celično 
membrano in inhibirati tudi znotrajcelično razgradnjo tiroksina, za razliko od E-64, ki ne 
more prodreti v celico in je omejen na interakcijo s sekretornimi proteinazami. Oba 
zmanjšata sproščanje tiroksina za približno polovico. Specifični inhibitor katepsina C,  
Gly-Phe-CHN2, zmanjša sproščanje tiroksina za dobro tretjino. Kelatorja kovinskih ionov 
EDTA in DTPA, ki inhibirata metaloproteinaze in ne moreta prodreti v celico, znižata 
nivo hormona za enak delež kot inhibitor katepsina C. Kombinacija Gly-Phe-CHN2 in 
EDTA inhibira sproščanje tiroksina na polovico. EDTA pa v kombinaciji z E-64d skoraj 
nima vpliva.  
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Slika 38: Sproščanje tiroksina iz tiroglobulina s proteinazami, ki se sprostijo iz podganjih 
tirocitov ter vpliv različnih inhibitorjev. Sproščanje tiroksina v gojišču FRTL-5 celic zaradi 
endogeno izraženih proteinaz smo spremljali z uporabo ELISA diagnostičnega kita za prosti 
tiroksin. Dodani inhibitorji v času meritev niso imeli učinka na proliferacijo celic. 

 

4.5.2  Utišanje gena za PGCP 

Za dipeptidazo PGCP ne poznamo specifičnega substrata ali inhibitorja, s katerim bi 
lahko sledili delovanju encima. Zato smo pripravili FRTL-5 celice in utišali izražanje 
gena za PGCP (Slika 39).V naši raziskavi smo izbrali med tremi zaporedno različnimi 
molekulami shRNK, ki so komplementarne molekulam mRNK, ki zapisujejo PGCP. Za 
kontrolno molekulo smo izbrali molekulo shRNK, z zaporedjem, ki nima 
komplementarnosti v genih vretenčarjev.  
 

 
 

Slika 39: Utišanje izražanja gena PGCP. Na sliki lahko primerjamo izražanje PGCP v neutišani 
in utišani celici. Imunocitološko označevanje celice je bilo izvedeno z kunčjimi protitelesi proti 
človeškemu PGCP in konjugiranimi sekundarnimi protitelesi (Alexa Fluor 488). 
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Po ločeni transfekciji treh različnih shRNK v FRTL-5 celice smo preverili njihov 
učinek na tarčno mRNK. Število živih celic FRTL-5 se je prvi dan po transfekciji hitro 
znižalo v primerjavi z netretirano skupino celic, skupino celic tretirano s transfekcijskim 
reagentom in s skupino s kontrolno shRNK. Po petih dneh se je preživelost celic drastično 
zmanjšala in prisotne so bile le še maloštevilne posamezne celice. Rezultat nakazuje, da je 
gen za PGCP pomemben za delovanje in preživetje celic.  

4.6  Imunohistokemija mišje ščitnice 

Z uporabo celične kulture podganjih celic, smo lahko raziskovali molekularni mehanizem 
delovanja PGCP in katepsina C na tiroglobulin in njuno vlogo pri sproščanju tiroksina. Za 
dokaz prisotnosti PGCP in katepsina C v folikularnih celicah ščitnice smo pripravili 
imunohistološke preparate mišjih ščitnic. Iz FVB miši smo izrezali ščitnico in jo 
zamrznili v tekočem dušiku. Zamrznjeno tkivo smo rezali na 5 µm debele rezine in jih 
označili s primarnimi protitelesi proti PGCP ali katepsinu C ter sekundarnimi kozjimi 
proti kunčnimi protitelesi, konjugiranimi z Alexa Fluor 488 (emitira zeleno barvo). Jedra 
smo označili z DAPI (emitira modro barvo). Na slikah je vidna prisotnost PGCP (Slika 
40) oz. katepsina C (Slika 41) v tkivu ščitnice. Izrazito sta encima prisotna v tirocitih ob 
apikalnem delu celične membrane. V preostalih celicah vezivnega tkiva pa je bil signal 
zmanjšan.  

 

Slika 40: Krio imunohistološki preparat mišje ščitnice. PGCP je označen z zeleno barvo. Z modro 
so označena jedra. 
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Slika 41: Krio imunohistološki preparat mišje ščitnice. Katepsin C je označen z zeleno. Z modro 
so označena jedra. 

Pripravili smo tudi imunohistološke rezine za barvanje s tehniko ABC. S kunčjimi 
protitelesi usmerjenimi proti PGCP smo označili vzorec. Vidimo, da so protitelesa 
zaznala prisotnost PGCP v tirocitih okrog folikularnega lumna (Slika 42). 

 
 

 
 

Slika 42: Barvanje ščitnice s ABC tehniko. Z rjavo barvo so označena kunčja protitelesa proti 
PGCP. Iz slike vidimo, da je PGCP bolje zastopan v tirocitih, okrog ščitničnega folikla.  
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5  Razprava 

Glikozilacija ima pomembno vlogo pri različnih celičnih funkcijah. Poleg dobro poznanih 
vlog N-glikanov pri proteinskem zvitju, usmerjanju in izločanju (Helenius in Aebi, 2001; 
Varki, 1993), N-glikozilacija vpliva na razvoj organizma, homeostazo, protein-protein 
interakcije in sodeluje pri celičnem signaliziranju (Ioffe in Stanley, 1994; Lau in sod., 
2007). Sprememba v oligosaharidni strukturi je povezana z različnimi fiziološkimi in 
patološkimi procesi, kot so celična diferenciacija, celična migracija, interakcije med 
gostiteljem in patogenimi organizmi ter transmembranskim signaliziranjem in 
sproščanjem lizosomskih encimov v zunajcelični prostor (Guo in sod., 2003; Ioffe in 
Stanley, 1994; Linke in sod., 2002b; Saxon in Bertozzi, 2001; Wang, X.C. in sod., 2006). 

Namen doktorskega dela je povezati dosedanje znanje ter ugotoviti, kako vpliva 
sprememba glikozilacije na lokalizacijo encima in s tem na njegovo delovanje izven 
celice. Kot primer fiziološke pomembnosti smo raziskali vlogo plazemske glutamat 
karboksipeptidaze (PGCP) pri izvenceličnem sproščanju tiroksina. 

Plazemska glutamat karboksipeptidaza (PGCP) je metaloproteinaza, ki cepi dipeptide 
na proste aminokisline (McDonald in sod., 1969). Protein je poznan že vrsto let, le da so 
ga imenovali z različnimi imeni, kot npr. Ser-Met dipeptidaza (McDonald in sod., 1972), 
ali kasneje lizosomska dipeptidaza (LDP) (McDonald in Schwabe, 1977), ko so encim 
zasledili v lizosomih. Raziskovalci so odkrili fiziološko pomembnost PGCP v ščitnici, 
kjer sodeluje pri sproščanju hormona tiroksina (Dunn in sod., 1996), da se nahaja 
izvencelično (Gingras in sod., 1999) ter da sta lizosomska dipeptidaza in PGCP ista 
encima, le drugačno poimenovana (Bethesda, 2011; Dolenc in Mihelic, 2003). 

Za boljšo karakterizacijo delovanja proteina v celici in izven nje, smo pripravili več 
cDNK za izražanje v različnih sistemih. Do sedaj poznamo dva poskusa izražanja PGCP 
(Dolenc in Mihelic, 2003; Gingras in sod., 1999). Protein, ki so ga izrazili v sesalskih 
celicah, ni bil namenjen čiščenju temveč znotrajceličnemu sledenju. (Gingras in sod., 
1999). Raziskovalci z izražanjem v bakterijskih celicah so pridobili veliko količino 
proteina, a žal netopnega (Dolenc in sod., 2007). 

Priprava PGCP kot fuzijskega proteina z zelenim ali rdečim fluorescenčnim proteinom 
nam omogoča sledenje molekule. Za pripravo deglikozilacijskih mutantov smo uporabili  
uspešno pripravljen gen za PGCP, v fuziji z rdečim fluorescenčnim proteinom ter v 
laboratoriju že pripravljen PGCP, v fuziji z zelenim fluorescenčnim. Iz aminokislinskega 
zaporedja je razvidno, da PGCP vsebuje pet potencialnih mest N-glikozilacije (Slika 12). 
Zato smo pripravili posamezne mutacije in nekaj njihovih kombinacij (Preglednica 4). Po 
transfekciji HEK 293 celic s temi mutanti smo ugotovili, s pomočjo fluorescenčnega 
mikroskopa, da se vsi mutanti izražajo (Slika 16). Opazili smo manjše razlike v 
zadrževanju v določenih organelih. Le-te bodo predmet kasnejših raziskav, saj je potrebno 
te razlike opazovati s konfokalnim mikroskopom, da bi lahko določili točno lokalizacijo 
izraženega proteina. Fuzijski protein smo lahko sledili tudi z uporabo imunoloških metod. 
Ugotovili smo, da je izražanje v celici vezikularno razporejeno (Slika 17). Tudi HEK 293 
celice so izločale fuzijski protein v medij, pri tem smo opazili, da se del GFP molekul 
odcepi od PGCP-GFP (Slika 18). Uporaba podganjih tirocitov (FRTL-5 celice) za 
transfekcijo fuzijskega PGCP nam je dala podoben rezultat (Slika 19), le da je prisotna 
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nižja količina proteina z mutacijo na mestu 61 (N61A), tako v celičnem lizatu, kot v 
gojišču. Odcepitev dela fluorescenčnega proteina nam je otežila delo, zato kasneje nismo 
več uporabili fluorescenčnega proteina za študije lokalizacije, ampak smo se omejili na 
detekcijo s protitelesi. 

Pridobili smo čist in aktivni PGCP, ki smo ga potrebovali za karakterizacijo 
encimskega delovanja. Topno obliko izražene dipeptidaze smo dosegli z izražanjem v 
insektnih celicah s pomočjo bakulovirusnega sistema (Zajc in sod., 2011). Z 
hidroksiapatitno kromatografijo smo dosegli velik izkoristek izolacije, saj smo lahko na 
kolono direktno nanesli gojišče, na katero se je vezal izraženi PGCP. Ugotovili smo, da se 
izločil encim na gelski kromatografiji, pri molekulski masi 100 kDa, kar nakazuje na 
prisotnost homodimerne oblike v mediju (Slika 20). Zelo učinkovita je bila afinitetna 
kromatografija na Phe-Leu-sefarozi. Metodo vezave encima na imobiliziran dipeptid je 
vpeljal Pshezhetsky za izolacijo katepsina A (Pshezhetsky in Potier, 1994). Dipeptid-
sefaroza je odstranila vse nečistoče. Ugotovili smo, da je procesiranje proteina izraženega 
v bakulovirusnem sistemu nepopolno. Pri določanju aminokislinskega terminalnega 
zaporedja smo zasledili, da je prisotnih več intermediatnih oblik (Slika 24), ki pa jih 
nismo uspeli ločiti. So pa znane intermediatne oblike nekaterih podobnih, heterologno 
izraženih encimov (Hartley in Bennett, 2009; Nirasawa in sod., 1999). Aktivacijo z 
različno dolgimi ostanki propeptida so določili še dvema encimoma iz družine M28, 
kamor spada tudi PGCP, aminopeptidazi Ap1 (Hartley in Bennett, 2009) in 
aminopeptidazi AC (Nirasawa in sod., 1999). Oba encima ohranita po izražanju in 
aktivaciji del propeptida.  

PGCP smo izolirali v relativno veliki količini (8 mg/l gojišča), vendar je bil encim 
nestabilen in smo ga morali sproti izolirati, da smo ga uporabili za encimske teste. 

Bakulovirusni sistem je zelo učinkovit pri izražanju človeških proteinov. Se pa 
razlikuje v N-glikozilaciji, ki je v časih zelo pomembna. Tako nekateri oligosaharidi 
vsebujejo samo tri ali celo dva manozna ostanka (Altmann in sod., 1999). Razlika je 
najbolj opazna pri lizosomskih encimih, ki vsebujejo visoko manozne sladkorje. Pri 
človeških proteinih, ki se izločajo, je razlika manjša, saj je v obeh primerih prisotna 
hibridna ali kompleksna glikozilacija. PGCP, izražen v insektnih celicah, vsebuje hibriden 
ali kompleksen tip N-glikozilacije (Slika 25) in smo lahko sladkorje odcepili s PNGazo F, 
ne pa z EndoH endoglikozidazo, ki odceplja visoko manozne sladkorje (Tarentino, A. L. 
in sod., 1985; Tarentino, Anthony L. in Maley, 1974). 

Izoliranemu PGCP smo določili nekatere lastnosti, ki so potrdile podobnost 
izoliranemu encimu iz človeških ledvic (Dolenc in Mihelic, 2003). Encim je bil sposoben 
katalizirati hidrolizo dipeptida Ser-Met, hidroliza pa se je ustavila v prisotnosti EDTA, 
DTPA in bestatina (Slika 23). Zanimivo je, da imajo kloridni ioni aktivacijski učinek na 
dipeptidazo (Slika 22). Podoben učinek kloridnih ionov so opazili pri delovanju katepsina 
C (McDonald in sod., 1966). 

V nadaljevanju smo se usmerili na raziskave, ki pojasnjujejo molekularno delovanje 
PGCP. Narava encima je kataliziranje hidroliziranja dipeptidov. Delovanja dipeptidaz v 
celicah ne poznamo in se omejujemo na dejstvo, da so dipeptidaze verjetno zadnji člen v 
razgradnji proteinov do aminokislin. 

Zaradi dejstva, da PGCP hidrolizira dipeptide, je najenostavneje karakterizirati sistem, 
kjer PGCP deluje skupaj z encimom, ki sprošča dipeptide s konca polipeptidne verige. 
Delovanje PGCP smo povezali s katepsinom C (dipeptidil peptidazo I), ki odceplja 
dipeptide z N-terminalnega dela proteinov (Gutman in Fruton, 1948). Tako smo pripravili 
rekombinantni katepsin C v fuziji s fluorescenčnim proteinom. Kolokalizacijo PGCP in 
katepsina C v fuziji s RFP smo pripravili s transfekcijo v FRTL-5 celicah in ugotovili, da 
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sta kolokalizirana. 
Visok nivo izražanja obeh encimov nam je omogočil, da smo lahko spremljali njuno 

prisotnost v podganjih tirocitih z uporabo imunocitokemijskih metod s pomočjo 
fluorescenčnega mikroska (Slika 30). Pri tem smo uporabili specifična poliklonska 
protitelesa, sekundarna protitelesa pa so bila konjugirana z različnima fluoroforoma. Oba 
encima sta prisotna v veliki količini v endoplazemskem retikulumu (ER). Velik delež 
obeh proteinov namreč kolokalizira s protein disulfid izomerazo (PDI). Prisotnost v ER so 
do sedaj pokazali tudi pri drugih lizosomskih katepsinih, npr. za katepsin B (Spiess in 
sod., 1994), katepsin H (Nishimura in Kato, 1987) in katepsin W (Wex in sod., 2001). 
Podrobnejši pogled na znotrajcelično porazdelitev, s poudarkom na nahajanju v 
endoplazemskem retikulumu večine endosomsko-lizosomskih proteinov, se nahaja na 
spletni strani projekta »The Human Protein Atlas« www.proteinatlas.org (Uhlen in sod., 
2010). PGCP in katepsin C kolokalizirata tudi z Golginom-97, markerjem Golgijevega 
aparata, saj sta močno prisotna tudi v predelu celic (Slika 30), kjer poteka končna stopnja 
N-glikozilacije in se določa o tipu N-glikozilacije proteinov (Varki, 1993). Da sta encima 
glikozilirana, so že pokazali (Dahl in sod., 2001; Gingras in sod., 1999). Prisotnosti obeh 
encimov pa nismo zasledili v lizosomih, saj ne kolokalizirata z LAMP-2 proteinom, 
markerjem lizosomov. Ko smo primerjali kolokalizacijo obeh proteinov v FRTL-5 
celicah, smo ugotovili, da se nahajata skupaj v ER in GA, ne pa v vseh veziklih. Ker ti 
vezikli niso lizosomi in smo opazili, da se encima izločata iz celic (Slika 30), smo 
zaključili, da se izločata z različnimi sekretornimi organelami. Obstaja namreč več vrst 
sekretornih veziklov, ki jih grobo razdelimo v dva tipa izločanja (Brunner in sod., 2009; 
Kim in sod., 2006). Nekateri vezikli se izločajo kontinuirano, drugi vezikli pa se pričnejo 
izločati po stimulaciji celic. V našem primeru je očitno, da gre za drugi tip izločanja, saj 
je za sekrecijo potrebna stimulacija s TSH, inzulinon in/ali somatostatinom (Slika 32). Ko 
smo opazovali prisotnost katepsina C in PGCP v 3H gojišču (hidrokortizon, transferin, 
Gly-His-Lys) z uporabo NaDS-PAGE in prenosa po Westernu, ju nismo zasledili. 
Dodatek treh hormonov (TSH, inzulin, somatostatin) k 3H gojišču sproži njuno izločanje 
iz celice (Slika 32). Podobno se obnaša tudi katepsin B, saj se izloča iz celic v prisotnosti 
6H v gojišču (Linke in sod., 2002b). Aktivni katepsin C v celicah in njegovo izločanje v 
gojišče smo lahko zasledovali s specifičnim fluorogenim substratom Gly-Phe-4βMNA 
(Planta in Gruber, 1963). Te možnosti nismo imeli za PGCP, saj zaenkrat ne poznamo 
specifičnega niti fluorogenega, niti kromogenega substrata za ta encim. Primerjava 
aktivnosti katepsina C ob prisotnosti komponent, potrebnih za preživetje celic (3H) ter 
hormonov, ki sprožijo izločanje lizosomskih proteinaz (TSH, inzulin, somatostatin) 
prikazuje, da sta za povišano izločanje potrebna le dva od hormonov. Prisotnost inzulina 
pri izločanju iz tiroidnih celic je skoraj tako pomembna kot prisotnost TSH. Ni pa nujna, 
saj v primeru, ko smo zamenjali inzulin s somatostatinom, vidimo le malo nižjo aktivnost 
katepsina C v mediju (Slika 32).  

PGCP in katepsin C nista edini cisteinski proteinazi, ki se izločata iz tirocitov pod 
vplivom 6H. Katepsin K, L in B se izločajo tako iz človeških epitelijskih celic ščitnice, 
kot tudi iz FRTL-5 celic (Brix in sod., 2001; Linke in sod., 2002a; Linke in sod., 2002b; 
Tepel in sod., 2000). Avtorji člankov so pokazali, da se katepsini pod vplivom hormonov 
ne usmerijo v lizosome, ampak se transportirajo na apikalno stran tirocitov, kar povzroči 
njihovo izločanje v folikle pod fiziološkimi pogoji.  

Pomembnost N-glikozilacije proteinov opazimo v izražanju raznih funkcij glikozilacije 
(Ohtsubo in Marth, 2006). Ker sodeluje med drugim tudi pri prenosu proteinov po celici 
in izločanju iz celic (Bidey in sod., 1984), smo predpostavili, da je za izločanje PGCP in 
katepsina C odgovorna sprememba glikozilacije iz visoko manozne v hibridno oziroma v 
kompleksno glikozilacijo. Deglikozilacijo visoko manozne oblike N-glikozilacije 
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proteinov smo dosegli z odcepljanjem N-vezanih sladkorjev z endoglikozidazo Endo H, 
ker cepi samo visoko-manozne oligosaharide, ni pa sposobna odstraniti drugih dveh tipov 
sladkorjev (glikozilacije) (Tarentino, Anthony L. in Maley, 1974). Hibridne oziroma 
kompleksne oligosaharide lahko s proteinov odstrani PNGaza F, ki cepi ne glede na 
sestavo oligosaharidov (Tarentino, A. L. in sod., 1985).  

Analiza glikozilacije s pomočjo NaDS-PAGE in prenosom po Westernu, nam 
prikazuje, da vsebuje PGCP, ki je izločen v gojišče, hibriden, oz. kompleksen tip N-
glikozilacije (Slika 30). Proteinu, ki se je nahajal v celicah, nismo natančno določili tipa 
N-glikozilacije, saj je bila razlika v molskih masah po odstanitvi sladkorjev minimalna, 
kar lahko pomeni, da je N-glikozilacija visoko manozna. Hibriden in kompleksen tip N-
glikozilacije pokaže veliko večjo razliko v masi (Slika 30). Pri analizi katepsina C  iz 
gojišča smo zaznali le pro-obliko encima z molekulsko maso 50 kDa.  Razlike v masi 
zaradi deglikozilacije z EndoH in PNGazo F smo zaznali v primerjavi z originalno maso 
proteina, vendar je le-ta tako nizka, da nismo uspeli ugotoviti tipa glikozilacije. V celicah 
smo lahko detektirali tudi zrel encim, ki je sestavljen iz treh verig (Dolenc in sod., 1995). 
Ker so bila poliklonska protitelesa narejena proti težki verigi katepsina C, z maso okoli 25 
kDa, smo opazili zmanjšanje mase zaradi deglikozilacije z Endo H in PNGazo F. To 
nakazuje, da vsebuje katepsin C znotraj celice visoko manozen tip N-glikozilacije.  

Razlike v tipu N-glikozilacije nastanejo zaradi delovanja vrste encimov v medialnem 
golgiju (Varki, 1993). Encim, ki je odgovoren za začetek hibridne ali kompleksne 
glikozilacije, je N-acetilglukozaminil transferaza I (GnT1). Kodirana je z Mgat1 genom 
(Ioffe in Stanley, 1994; Metzler in sod., 1994). Tako smo z uporabo NaDS-PAGE in 
prenosa po Westernu ugotovili, da je izražanje GnT1 v celicah, ki rastejo v 3H gojišču 
veliko nižje, kot pa v 6H gojišču (Slika 31). TSH, inzulin in somatostatin povečajo 
izražanje transferaze v FRTL-5 celicah, ta pa začne kaskado sladkornih transferaz in 
hidrolaz (Lau in sod., 2007), kar se kaže v sproščanju lizosomskih encimov iz celic. 

Do sedaj smo pokazali, da sprememba glikozilacije PGCP in katepsina C omogoči 
njuno izločanje iz FRTL-5 celic, kar pomenil, da se v ščitnici lahko encima izločata v 
notranjost foliklov, kjer se nahaja tudi tiroglobulin. V notranjosti foliklov je fiziološki pH 
okrog pH 7,2. In vitro študije so pokazale, da so lizosomski encimi v nevtralnem okolju, v 
nasprotju s kislim pH okolice, manj stabilni, kot na primer katepsin L, ki je stabilen le 
nekaj sekund v kolikor ni prisotna visoka koncentracija substrata ali inhibitorja (Turk, B. 
in sod., 1993; Turk, B. in sod., 1999). Tudi aktivnost lizosomskih proteinaz, ki so 
maksimalno aktivne v rahlo kislem pH, se v nevtralnem zelo zniža. Pred kratkim so 
pokazali, da so cisteinski katepsini B, K in L aktivni v kislem okolju, medtem ko je v 
nevtralnem pH aktiven le katepsin S (Jordans in sod., 2009). Po predhodnem delovanju 
katepsina S na tiroglobulin so sposobni sproščanja tiroksina iz tiroglobulina tudi katepsini 
B, K in L. Za katepsin C so pokazali celo, da spremeni naravo svojega delovanja in v 
nevtralnem postane transferaza ter dodaja dipeptide na N-terminalni del peptidov 
(McGuire in sod., 1992; Planta in sod., 1964). 

Do sedaj še ni bilo objavljene študije, ki bi vključevala delovanje katepsina C, so pa že 
pokazali, da lahko PGCP sodeluje pri hidrolizi dipeptida s tiroksinom, ki se sprosti iz 
tiroglobulina (Dunn in sod., 1996). Po ugotovitvi, da se po indukciji s hormoni oba 
proteina izločata  iz celice, nas je zanimalo, ali je sploh možna cepitev tiroglobulina s 
katepsinom C in ali so razlike cepitve zaradi nevtralnega pH, v primerjavi z optimalnim 
rahlo kislim okoljem. Šele ko katepsin C odcepi dipeptid s tiroksinom z N-terminalnega 
dela tiroglobulina, lahko PGCP nadaljuje hidrolizo dipeptida do prostega tiroksina.  

Hormon tiroksin je nestandardna aminokislina in derivat tirozina. Ker stranska veriga 
aminokisline vsebuje dva fenilna obroča, ki sta dodatno še štirikrat jodirana, lahko 
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njegova velikost predstavlja sterično oviro za encim. Katepsin C mora sprejeti in 
prepoznati substrat ter biti sposoben katalize hidrolize peptidne vezi. Da je katepsin C 
tega sposoben, smo lahko predpostavili iz njegove strukture (Turk, D. in sod., 2001). 
Dipeptidil peptidaza ima v primerjavi z drugimi encimi papainove družine zelo globok 
hidrofobni S2 aktivni žep, na dnu katerega mora biti kloridni ion, da je encim polno 
aktiven (Slika 43). V ta žep sede stranska veriga N-terminalne aminokisline substrata. 
Karakterizacije aktivnosti katepsina C prikazujejo, da je lahko kloridni ion, ki je potreben 
za polno aktivnost encima, uspešno nadomeščen z jodidnim ionom (Gorter in Gruber, 
1970). 

 

 
 
 

Slika 43: Aktivno mesto katepsina C. Na osnovi objavljene strukture katepsina C (Turk, D. in sod., 
2001) vidimo zelo globoko aktivno mesto S2, kamor se vsede stranska veriga N-terminalne 
aminokisline substrata. 

 
Človeški tiroglobulin je edina aktivna molekula, ki vsebuje jodidne jone, ti pa se 

nahajajo na hormonogenih mestih (Sorimachi in sod., 1974). Tudi prašičji tiroglobulin 
vsebuje tiroksin na petem mestu, po odcepitvi signalne sekvence, saj je ohranjenost 
aminokislinskega zaporedja tiroglobulina zelo visoka med posameznimi organizmi (Slika 
44). 

Katepsin C ne more odcepiti dipeptida, kadar se nahaja na N-terminalnem delu Arg, 
niti kadar je na drugem mestu Pro. V primeru tiroglobulina pa se pojavi kombinacija obeh 
aminokislin pri vseh višjih vretenčarjih, ki imajo tiroglobulin.  

Tiroksin na N-terminalnem delu tiroglobulina ima verjetno najpomembnejšo vlogo od 
vseh tiroksinov na makromolekuli (Dunn in sod., 1998). Če upoštevamo, da ima 
tiroglobulin le tri mesta, ki so polno jodirana (Dedieu in sod., 2011), vidimo, da je 
delovanje katepsina C in PGCP zelo pomembno pri sproščanju tiroksina. Tudi merjenje 
količine sproščenega joda pri delovanju katepsina C je pokazalo, da se sprosti približno 
petina vsega joda.  
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Slika 44: Primerjava človeškega N-terminalnega dela tiroglobulina z zaporedji iz različnimi 
živalskih vrst. Predstavljenih je prvih 40 aminokislin z N-terminalnega dela tiroglobulina. Znak * 
označuje napovedano aminokislinsko sestavo. Znak ¤ označuje le znani del zaporedja. Vrste si 
sledijo: 1) Človek; 2) Navadni šimpanz; 3) Rezus opica; 4) Dolgorepi makak; 5) Belolični gibon; 
6) Navadna marmozetka; 7) Divji prašič; 8) Domače govedo; 9) Hišna miš; 10) Siva podgana; 11) 
Domača Koza; 12) Domači pes; 13) Morski prašiček; 14) Afriški savanski slon; 15) Goli peskar; 
16) Domača kokoš; 17) Brazilski kratkorepi oposum; 18) Divji kunec; 19) Želva rdečevratka 

Pri delovanju katepsina C na tiroglobin se odcepi tudi dipeptid, ki vsebuje tiroksin. 
Časovna odvisnost sproščanja tiroksina, ki smo ga merili z diagnostičnim kitom Elisa 
Free T4 in je posledica krajšanja N-terminalnega dela tiroglobulina s katepsinom C, 
poteka linearno (Slika 35). Se pa sproščanje ne spremeni bistveno ob prisotnosti PGCP 
(Slika 36). Da lahko PGCP cepi dipeptid T4-Gln in sprosti hormon so pokazali s HPLC 
analizo (Dunn in sod., 1996). Ker je diagnostični kit za prosti tiroksin (ELISA free T4) 
zaznal tudi dipeptid T4-Gln, nas je zanimalo, če je PGCP sploh aktiven na produkte 
cepitev tiroglobulina s katepsinom C. In vitro cepitev tiroglobulina s katepsinom C je dala 
produkte, ki smo jih ločevali na koloni C18 z reverzno fazo. Sprememba elucijskega 
kromatograma v prisotnosti PGCP nam prikazuje, da je PGCP aktiven in sposoben cepiti 
vse produkte, ki jih je tvoril katepsin C (Slika 37). Tiroksin ne vpliva na aktivnost PGCP, 
niti na aktivnost katepsina C. Zaključili smo, da diagnostični kit prepozna tako hormon 
tiroksin, kot tudi dipeptid s tiroksinom (T4-Gln).  

Z imunohistokemijskimi metodami smo pripravili rezine mišjih ščitnic. Po 
označevanju s protitelesi proti PGCP in katepsinom C smo ugotovili, da se oba encima 
nahajata v folikularnih celicah ščitnice (tirocitih), kar pomeni, da se izločata iz celic v 
lumen (Slika 40, Slika 41 in Slika 42). 

Sproščanje tiroksina iz tiroglobulina smo potrdili v gojišču podganjih tirocitov 
(FRTL-5), ki smo jim dodali prašičji tiroglobulin. FRTL-5 celice namreč niso sposobne 
jodirati tiroglobulina, zato moramo za poskuse dodajati tiroglobulin izoliran iz drugih 
organizmov. S pomočjo raznih inhibitorjev (Slika 38) smo ugotovili, da katepsin C sprosti 
okoli 30% tiroksina, medtem ko cisteinske proteinaze skupaj sprostijo okoli 60% 
tiroksina. Inhibitor metaloproteinaz zmanjša sproščanje tiroksina za okoli 30%. Z 
merjenjem dipeptidazne aktivnosti v gojišču celic in inhibicije metaloproteinaz z EDTA 
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pa smo videli, da so prisotne tudi druge dipeptidaze, ne le metaloproteinaze, med katere 
spada PGCP. Potrdili smo, da gre pri cepitvi Tg sodeluje relativno veliko število proteaz 
različnih katalitičnih tipov, kar priča o kompleksnosti procesa spročanja tiroksina. 

Ker ne poznamo specifičnega inhibitorja niti substrata za PGCP, smo poskusili utišati 
izražanje PGCP in s tem kvantificirati vpliv PGCP. Pripravili smo tri pare 
oligonukleotidov, ki so se vezala na različna mesta mRNK. Metoda ni primerna, saj so vsi 
pripravljeni konstrukti sprožili celično smrt, kar potrjuje na velik pomen PGCP pri 
delovanju celic.  

Sprememba visoko manozne glikozilacije lizosomskih encimov v celicah ščitnice pod 
kontrolo TSH, v sodelovanju z inzulinom, sprosti izločanje lizosomskih encimov iz celic 
pod fiziološkimi pogoji. Za sproščanje tiroksina to pomeni, da ni potrebna endocitoza 
tiroglobulina, ampak reakcija poteče že v lumnu foliklov ščitnice. Sproščanje lizosomskih 
encimov iz celic zaradi spremembe glikozilacije omogoča bolj kontrolirano sproščanje 
tiroksina iz tiroglobulina in s tem lažjo regulacijo njegovega nivoja. Iz vseh dostopnih 
podatkov lahko sklepamo, da je proces sproščanja tiroksina koordiniran z več različnimi 
proteinazami. Proces sproščanja tiroksina je uravnan z aktivnostjo proteinaz v foliklih. 
Lizosomski encimi niso obstojni v nevtralnem pH (Turk, V. in sod., 2012) in se njihova 
aktivnost izven celic niža, dokler ni potrebe za dvig aktivnosti. Takrat povišan nivo TSH 
preko spremembe N-glikozilacije inducira sekrecijo lizosomskih encimov iz celic v 
lumen foliklov.  

Za boljše razumevanje sproščanja lizosomskih encimov iz celice, je potrebnih še več 
raziskav. Zelo verjetno je, da obstajajo prenosni proteini, ki pa še niso bili odkriti. 
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6  Zaklju čki 

V sklopu doktorskega dela, kjer smo preučevali vpliv N-glikozilacije na delovanje 
plazemske glutamat karboksipeptidaze v sistemu zunajceličnega procesiranja prohormona 
tiroglobulina smo ugotovili: 
 

• Katepsin C in PGCP delujeta zunajcelično na tiroglobulin in sodelujeta pri 
sproščanju tiroksina in vivo ter v celični kulturi FRTL-5.  

 
• Katepsin C katalizira hidrolizo N-terminalnega dela prašičjega tiroglobulina in 

odceplja največ 12 aminokislin, med drugim tudi dipeptid s tiroksinom na mestu 5. 
 
• Encima katepsin C in PGCP se iz FRTL-5 celic izločata po različnih sekretornih 

veziklih pod vplivom TSH, inzulina in somatostatina. 
 
• TSH, inzulin in/ali somatostatin prisotni v gojišču vplivajo na izražanje 

N-acetilglukozaminil transferaze I. 
 
• Hormon tiroksin nima vpliva na aktivnost rekombinantnega PGCP ali 

rekombinantnega katepsina C. 
 
• Rekombinanti PGCP ne cepi dipeptidnega nevrotransmiterja karnozina. 
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Slika 1: Shematski prikaz in histološki preparat ščitnice (Glandula thyroidea). A) 
Ščitnica se nahaja v vratu pod grlom. B) Histološki preparat prikazuje sloj 
ščitnice. Označene so celice ščitnice-tirociti in folikli, ki jih tvojrijo (povzeto 
po: Shutterstock, 2011). ..........................................................................................1 

Slika 2: Shematski prikaz polipeptidne verige tiroglobulina. Prikazana so N-
glikozilacijska mesta (Y), hormonegenska mesta akceptorjev (T4 in T3) in 
donorjev tirozinskih ostankov. ................................................................................2 

Slika 3: Modelni prikaz ščitničnih hormonov tiroksina in trijodotironina. Hormona 
se razlikujeta v številu jodov vezanih na molekulo. S sivo je označeno 
ogljikovodikovo ogrodje. Jod je označen z vijolično barvo (povzeto po: 
Bolton in sod., 2008)...............................................................................................3 

Slika 4: Modelni prikaz prekrivanja eksopeptidaznih katepsinov na osnovi strukture 
katepsina L. Na osnovi strukture katepsina L so dodane: zaporna zanka 
katepsina B, mini zanka katepsina X, mini veriga katepsina H in izključitvena 
domena katepsina C (povzeto po: Turk, D. in sod., 2001)........................................7 

Slika 5: Kristalna struktura katepsina C. Kristalna struktura prikazuje tetramerno 
obliko encima. Vsaka podenota je sestavljena iz papainu podobne domene in 
izključitvene domene. Označni so tudi strukturni sladkor, harpinska zanka in 
žepek aktivnega mesta (povzeto po: Turk, D. in sod., 2001). ...................................9 

Slika 6: Shema plazemske glutamat karboksipeptidaze. PGCP........................................11 

Slika 7: Shema kristalne strukture aktivnega mesta Aminopeptidaze Ap1. Shema 
prikazuje aktivno mesto aminopeptidaze Aeromonas proteolytica 
(aminopeptidaza Ap1) (Chevrier in sod., 1996). ....................................................12 

Slika 8: Shematski prikaz sinteze in transporta proteinov. Shema prikazuje možne 
transportne poti po celici. (povzeto po: Lodish in sod., 2000). ...............................14 

Slika 9: Shematski prikaz N-glikozilacije. Postopna tvorba različnih tipov glikanov 
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Slika 10: Shematski prikaz četvernega in peternega mutanta v vektorju pGem-T-
Easy. Postopek priprave mutantov s pomočjo orodij molekularnega 
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Slika 11: Priprava rekombinantnega proteina PGCP s fuzijskim proteinom. A) PCR 
PGCP; B) Restrikcijska analiza PGCP vstavljenega v vektor pGEM-T-Easy; 
C) Restrikcijska analiza PGCP vstavljenega v vektor pDsRed-monomer-N1. 
Restrikcijska analiza (3, 5) je bila opravljena s restrikcijskima enimoma XhoI 
in KpnI..................................................................................................................35 
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Slika 12: Potencialna mesta N-glikozilacije encima PGCP. Z rdečo barvo so 
označeni asparaginski ostanki, ki tvorijo peptidno skupno zaporedje (Asn-
Xaa-Ser/Thr) (označeno z modro), kjer obstaja več kot 50 odstotna verjetnost, 
da bi lahko prišlo do N-glikozilacije. Številke predstavljajo aminokislinske 
ostanke vključno s signalno sekvenco. Označena mesta so Asn61, Asn179, 
Asn353, Asn356 in Asn396. ................................................................................. 36 

Slika 13: Restrikcijska analiza enojnih mutantov. Restrikcijska analiza enojnih 
deglikozilacijskih mutantov z restriktazama XhoI in KpnI na 0,8 % agaroznem 
gelu. Preverili smo vstavitev fragmenta v vektor. Zmes fragmentov DNK 
standardnih velikosti (stolpec 1), v stolpcih 2, 3, 4 in 5 so nanešeni zprodukti 
XhoI in KpnI rezanih klonov. Fragment velikosti približno 1500 bp je 
zaporedje cDNK PGCP, fragment pri približno 3000 bp je lineariziran vektor, 
v katerega je bil vstavljen fragment. Klon 4 predstavlja pravilno vstavljen gen..... 37 

Slika 14: Restrikcijska analiza priprave četvernega mutanta. Restrikcijska analiza z 
restriktazama XhoI in BglII na 0,8 % agaroznem gelu. Rezan fragment 1) 
pGem-PGCP-N61A (1000 bp) smo ligirali z rezanim fragmentov 2) (pGem-
PGCP-N3xA) (3500 bp). Na ta način smo dobili pGem-PGCP-N4xA. ................. 38 

Slika 15: Restrikcijska analiza cDNK PGCP mutantov. Restrikcijska analiza 
deglikozilacijskih mutantov z restriktazama XhoI in KpnI na 0,8 % agaroznem 
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N179A; 3) N353A; 4) N356A; 5) N396A 6) N353A/N356A; 
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Slika 16: Transfekcija celic HEK 293 po 72-ih urah. Transfekcija celic HEK 293, ki 
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N353A; D) Mutant N356A; E) divji tip PGCP s GFP F) Mutant N396A; G) 
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Slika 17: Imunološka detekcija prisotnosti deglikozilacijskih mutantov v celičnem 
lizatu HEK 293 celic. Prisotnost fuzijskega proteina PGCP-GFP smo 
opazovali s protitelesi proti zelenemu fluorescenčnemu proteinu. 1) N61A; 2) 
N179A; 3) N353A; 4) N356A; 5) N396A; 6) petkratni mutant; 7) PGCP-GFP; 
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Slika 28: Kolokalizacijske študije transficiranega katepsina C s fluorescenčnim 
fuzijskim proteinom GFP in s PGCP. V celicah, kjer je bila transfekcija 
uspešna, sta proteina kolokalizirana. A) Celična jedra označena z barvilom 
DAPI; B) Transficirane celice, ki izražajo katepsin C z zelenim fuzijskim 
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Kazalo preglednic 

Preglednica 1: Pregled katepsinov po družini in delovanju. Poznamo 15 človeških 
katepsinov, od teh jih je 11 cisteinskih in po dve serinski in aspartatni. 
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(odebeljeno in podčrtano) Poševno in podčrtano je označeno restrikcijsko 
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Preglednica 3: Načrtovani oligonukleotidi za pripravo katepsina C s fuzijskim 
proteinom. V preglednici vidimo en začetni oligonukleotid (KC-N1) in dva 
končna oligonukleotida, ki se razlikujeta v bralnem okvirju (velike črke). 
Podčrtano je restrikcijsko mesto za XhoI in KpnI...................................................25 

Preglednica 4: Načrtovani oligonukleotidi za pripravo glikozilacijskih mutantov 
PGCP. V prvem stolpcu je tako podano mutirano mesto cDNK proencima 
(številka), ker je asparagin (N) spremenjen v alanin (A). V drugem stolpcu pa 
so nanizani pari oligonukleotidov, ki so potrebni za pripravo mestno 
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Preglednica 5: Program PCR za pripravo cDNK načrtovanih konstruktov. Opisani 
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Preglednica 6: Načrtovani oligonukleotidi za pripravo shRNK. V prvem stoplpcu je 
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Preglednica 7: Pregled pripravljenih konstruktov deglikozilacijskih mutantov PGCP 
z zelenim fuzijskim proteinom. Preglednica prikazuje pripravljene cDNK 
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Preglednica 8: Učinkovitost čiščenja rekombinantnega PGCP. Preglednica 
prikazuje učinkovitost postopka čiščenja. aKoncentracija proteina je bila 
določena z metodo po Bradfordu. bEncimska aktivnost je bila določena z 
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Preglednica 10: Vsebnosti joda v procesiranem in neprocesiranem tiroglobulinu s 
katepsinom C. Aktivni katepsin C je cepil Tg in sproščal jod pri različnih pH-
jih. V neprocesiranem in procesiranem Tg smo določali ostanek joda. Razlika 
med nepreocesiranim in procesiranim Tg pomeni jod, ki se je sprostil z N-
terminalnega dela molekule tiroglobulina. Vsebnosti prikazujejo, da je od 20 
% do 22 % vsega joda v tiroglobulinu na N-terminalnem delu molekule............... 58 
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