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Povzetek

Seding ali procesiranje zunajceli¢nih membranskih proteinov je pojem, ki dobiva vedno veé
pozornosti. Sprva je veljalo, da so tega sposobne le dolo¢ene metalo-proteaze, dandanes pa
je vedno ve¢ razliénih proteaz, vkljuéno s cisteinskimi proteazami, ki jih uvrs¢éamo med
sedaze. Med drugim imajo te lastnosti tudi cisteinski katepsini, posebno katepsina L in S,
ki ju v tumorsko mikrookolje izlocajo tako tumorske celice, kot tudi imunske in druge
celice, ki so se infiltrirale v stromo tumorija.

Opazili smo, da delovanje katepsinov L in S vpliva na aktivacijo komplementnega
sistema na povrsini tumorskih celic. Po tretiranju celic s katepsinoma je bila aktivacija
komplementa znizana. Zanimalo nas je, na katero pot in katero stopnjo aktivacije
komplementa katepsina najbolj vplivata in kateri so njuni fizioloski substrati. Ugotovili
smo, da je zaradi Sedinga katepsina L in S najbolj prizadeta klasicna pot aktivacije
komplementa in da je glavna tar¢na molekula v tej kaskadi Clq. To je prva in prepoznavna
molekula klasi¢ne poti aktivacije komplementnega sistema. Z nadaljnjimi eksperimenti smo
pokazali, da je potencialni vezavni partner Clq adhezijska molekula CD44 in da je Seding
le-te tisti korak, zaradi katerega je aktivacija komplementa zmanjsana. Predpostavljamo,
da se po odcepitvi CD44 z membrane na odcepljenem fragmentu izpostavijo kripti¢na
mesta, ki vezejo Clq z izredno veliko afiniteto, kar onemogoci nadaljnjo aktivacijo
komplementa. S tem smo predstavili nov nac¢in obrambe tumorskih celic pred imunskim
sistemom.

Poleg katepsinov smo se ukvarjali tudi s cisteinskimi proteazami bakterijskega izvora —
z gingipaini, ki jih izloCajo patogene bakterije Porphyromonas gingivalis, povzrociteljice
paradontalne bolezni. Predvidevali smo, da so tudi gingipaini Sedaze in da s proteolizo
povrsinskih proteinov deregulirajo aktivacijo komplementnega sistema. Vendar pa smo
ugotovili, da gingipaini cepijo predvsem adhezijske molekule, regulatorjev komplementnega
sistema pa nismo identificirali kot gingipainske substrate. V primeru gingipainskih cepitev
zunajcelicnih membranskih proteinov smo opazili, da je Sseding le prvi korak v procesu
razgradnje. Obseznost sedinga oz. razgradnje je odvisna od koncentracije gingipainov, kar
je povezano z napredovanjem bolezni. V zacetni fazi paradontalne bolezni, je gingipainov
in bakterij P. gingivalis v ustni votlini malo, zato je tudi cepitev zunajceli¢nih substratov
malo in Seding lahko opazimo. Ko pa se bolezen razvije dalje in je koncentracija gingipainov
visja, prevlada nespecificna razgradnja membranskih proteinov. Na ta nacin gingipaini
onesposobijo imunski sistem, spremenijo regulatorne in signalizacijske poti ter verjetno
sprozijo anoikis, programirano celi¢no smrt gostiteljskih epitelijskih celic, ki je posledica
izgube stika s sosednjimi celicami. Posebno slednja ima verjetno velik pomen, saj je bila
vecina identificiranih substratov gingipainov v nasih eksperimentih ravno adhezijskih
molekul. Hkrati pa je eden izmed glavnih simptomov in posledica paradontalne bolezni
ravno razgradnja dlesni¢nega tkiva, ki je v veliki meri lahko posledica anoikisa.
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Abstract

Processing of extracellular membrane proteins also known as ectodomain shedding is a
biochemical process that has recently started getting increasing attention. Initially, it was
believed that only metalloproteases were able to act as sheddases, but nowadays there are
more and more proteases, including cysteine proteases and gingipains, which are recognized
as shedases.

Among others, cysteine cathepsins, especially cathepsins L and S, can act as sheddases
under special circumsatances, i.e. when released into extracellular millieu. In the tumor
microenvironment, both cathepsins are secreted by tumor cells, as well as by immune and
other cells that have infiltrated into the tumour stroma. We observed that cathepsin L
affects the activation of the complement system on the surface of tumor cells. After
treatment with the enzyme, complement activation on the surface of breast cancer tumour
cells was reduced. Our aim was therefore to determine which pathway of complement
activation is the most affected by the cathepsins and at what step of this pathway it has
the biggest effect. Furthermore, we wanted to identify the physiological substrates of
cathepsin L that are responsible for reduction of complement activation. We found out
that shedding of cathepsin L and S predominantly affects the classical pathway of
complement activation. Moreover, the main target molecule in this cascade is Clq. This is
the most upstream molecule of the classical pathway of activation, which is responsible for
recognition of non-self cells. Further experiments have shown that the binding partner of
Clq is the adhesion molecule CD44 and that its shedding is a step in which the complement
activation is reduced. We proposed that after shedding of CD44, the cleaved fragment
exposes some cryptic sites that bind Clq with an affinity, thereby preventing further
activation of the complement although Clq can also bind to CD44 on intact cells. We
further suggest that this is a new way how tumour cells evade the immune system.

In addition to cathepsins, we also worked with cysteine proteases of bacterial origin -
gingipains secreted by the pathogenic bacteria Porphyromonas gingivalis, the causative
agent of periodontitis. It was assumed that gingipains were also shedases and that the
proteolysis of surface proteins dysregulated the activation of the complement system.
However, it turned out that gingipains mostly cleave adhesion proteins, while we could not
identify any complement regulators as gingipain substrates. It should be noted that
gingapin shedding is only the first step in the process of degradation of extracellular
membrane proteins. The extent of shedding or degradation depends on the concentration
of gingipains, which is associated with the progression of the disease. In the initial phase
of the periodontitis, the concentration of gingipains and P. gingivalis bacteria is low in the
oral cavity, which is why the processing of extracellular substrates is limited and shedding
can be observed. However, when the disease develops and the concentration of gingipains
is higher, the unregulated degradation of membrane proteins prevails. In this way,
gingipains dysregulate the immune system and regulatory and signaling pathways, and
trigger anoikis, programmed cell death of host epithelial cells, resulting from the loss of
contacts with adjacent cells. In particular, the latter is probably of great significance, since
most of the identified gingipain substrates in our experiments were adhesion molecules. At
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the same time, one of the main symptoms and the consequence of periodontitis is the
destruction of soft gum tissue and alveolar bone in later stages, which can largely be due
to anoikis.
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Poglavije 1

Uvod

1.1 Imunski sistem

Imunski sistem zdruzuje razlicne nacine obrambe nasega telesa pred patogenimi mikrobi,
toksiénimi in alergenimi snovmi ter spremenjenimi lastnimi celicami. Poglavitna naloga
imunskega sistema je tudi razlocevanje med lastnimi in tujimi oz. spremenjenimi celicami,
ki mu sledi odstranjevanje potencialno nevarnih celic oz. proteinov iz telesa.

V grobem imunski sistem delimo na naravno (prirojeno) imunost in na specificno
(pridobljeno) imunost. Prirojena imunost deluje bolj splosno in je prisotna ves ¢as v enaki
obliki, se ne razvija in spreminja s casom. Pridobljeno imunost pa kot Ze ime pove,
pridobimo postopoma. Telo mora najprej priti v stik z dolo¢enim antigenom, da lahko
potem pripravi specificen odziv nanj. To poteka tako, da se izdelajo protitelesa in
citotoksicne celice proti antigenu, telo jih shrani in ob naslednjem stiku hitreje odreagira.
Naravna imunost je prva obrambna linija v boju proti okuzbi - vedno se aktivira takoj,
ampak pri tem ni specificna. Nasprotno pa je pridobljena imunost zelo specifi¢na in deluje
le na to¢no dolocen antigen. Vendar pa za svojo aktivacijo potrebuje vec c¢asa in zacne
delovati nekoliko kasneje. Ko pa se aktivira, pa okrepi naravno imunost in delovanje usmeri
proti tocno dolo¢enemu antigenu, celici ali organizmu.

Naravno imunost sestavljajo anatomske in mehanicne ovire, ki preprecujejo vdor tujkov
v telo (primer: sluznica, koza), nespecificne baktericidne snovi (primer: mle¢na kislina v
potu, nizek pH, lizocim), efektorski mehanizmi, ki se sproZijo ob prepoznavi tujka v telesu
in aktivirajo nadaljnje obrambne mehanizme (primer: komplementni sistem, naravne celice
ubijalke) ter endocitoza in fagocitoza, kjer gre za prepoznavo tujka s pomocjo PRR
receptorjev (pattern recognition receptor, vzoréno-prepoznavni receptor) kot so na primer
TLR ali NOD receptorji. Prepoznavi tujka sledi njegova internalizacija v za to
specializirane monocite (npr. makrofage) in posledi¢na razgradnja tujka.

Nosilci pridobljene imunosti so limfociti - celice, ki prepoznajo antigene in nato v
odgovor na njih izdelujejo protitelesa in specifi¢ne celice ubijalke. Poznamo limfocite B, ki
so izdelovalci protiteles, ki jih potem ali izlo¢ajo v okolico in s tem spodbudijo odstranitev
tujka iz telesa (plazmatske ali efektorske celice), ali pa nastala protitelesa shranijo za
naslednji stik s tujkom. To so spominske celice in so temelj pridobljene imunosti. Druga
skupina limfocitov so limfociti T, ki prepoznavajo antigene, predstavljene na antigen-
predstavljajocih celicah (npr. makrofagih, dendriti¢nih celicah). Tudi te se delijo na
spominske celice in na efektorske celice. Slednje se lahko razvijejo v citotoksicne celice T,
ki okuzene celice ubijejo ali pa na celice T pomagalke, ki pomagajo pri imunskem odzivu
tako, da izloc¢ajo citokine in aktivirajo druge celice imunskega sistema (npr. celice B in
makrofage).
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Imunski odziv lahko delimo tudi na drugac¢en nacin, npr. na humoralno in celi¢no
posredovano imunost. Humoralna imunost je tista, ki izvira iz tekocine, to je iz krvi oz.
medceli¢ne tekocine. V to skupino spadajo protitelesa, citokini, baktericidni proteini v krvi
in komplementni sistem. Celicno posredovana imunost pa je tista, ki izvira iz celic,
naceloma limfocitov [1-3]. Imunski sistem je izredno kompleksen in obsezen. Za potrebe
tega dela se bomo osredotocili samo na en del imunskega sistema, to je komplementni
sistem, ki je opisan v nadaljevanju.

1.1.1 Komplementni sistem

Komplementni sistem je eden izmed glavnih predstavnikov humoralnega imunskega odziva.
Ime komplement izvira iz zacetkov raziskovanj na podrocju biokemije seruma (serologije),
ko je Bourdet leta 1896 ugotovil, da je v krvi poleg protiteles Se nekaj, kar jim pomaga pri
obrambi telesa in s protitelesi sodeluje ter jih dopolnjuje [4]. V angles¢ini so za to uporabili
glagol to complement, kar pomeni dopolnjevati, mi pa smo anglesko besedo prevzeli in
nastal je izraz komplementni sistem.

Komplementni sistem sestavlja ve¢ kot 30 plazemskih proteinov, ki lahko prepoznavajo
razlicne tujke, predvsem antigene na povrsini celic - to so lahko proteini na spremenjenih
oz. okuzenih lastnih celicah ali na bakterijskih celicah. Prepoznavi sledi aktivacija kaskade
serinskih proteaz — komponent komplementnega sistema, ki privede do fagocitoze ali lize
tarénih celic, hkrati pa se sprozi tudi vnetje. Aktivacija komplementa lahko potece po treh
razlicnih poteh: po klasi¢ni poti, lektinski poti ter alternativni poti [1, 5].

1.1.1.1 KlasiCna pot aktivacije komplementa

Klasi¢na pot aktivacije komplementa je bila odkrita prva in je najbolj poznana pot, ¢eprav
je filogenetsko verjetno mlajsa od alternativne poti. Pri klasi¢ni poti aktivacije je bistveno,
da gre za prepoznavo imunskih kompleksov (kompleksa med antigenom in protitelesom)
na povrsini celice. Zato pogosto to pot pristevamo k pridobljeni imunosti in ne k naravni,
kamor sicer uvrs¢amo komplementni sistem.

Proces aktivacije klasi¢ne poti se zacne, ko prva komponenta komplementnega sistema,
imenovana C1, prepozna kompleks antigena s protitelesi tipa IgG ali IgM in se veze nanj.
Poleg omenjenih kompleksov obstajajo Se druge molekule, na katere se Cl veze. Te
molekule so znacilne za bakterijske celice, mikoplazmo, viruse in parazite, med njimi pa so
tudi C-reaktivni protein, B-amiloidni peptid, lipid A, DNA, amiloid P, heparin, apoptotske
oz. nekrotske celice in Se nekatere druge molekule [6-8]. Z vezavo C1 na katerokoli izmed
teh molekul se sprozi nadaljnja kaskada klasi¢ne poti komplementnega sistema.

Komponenta C1 je sestavljena iz prepoznavne molekule Clq ter serinskih proteaz Clr
in Cls (Slika 1). Za vezavo Cls in Clr je potrebna prisotnost kalcijevih ionov (Ca*") [9].
Clq je heksamer, sestavljenih iz treh verig (oznacenih z: veriga A, B in C), ki so v molekuli
Clq vsaka v 6 kopijah in skupaj tvorijo Sest domen Clq. Struktura Clq spominja na Sop
tulipanov. Steblo tulipanov predstavlja kolagenu podobna N-koncna iztegnjena domena,
kjer je vseh Sest kopij verig A, B in C tesno zvitih. Tako imenovane cvetove Sestih tulipanov
pa predstavljajo globularne domene vseh Sestih kopij teh verig [6, 7, 10]. Ravno globularne
domene so tiste, ki prepoznajo protitelesa in se vezejo na Fc regijo njihove tezke verige. Da
se Clq aktivira, se mora vezati na vsaj dve tezki verigi hkrati. Ta pogoj znanstveniki
razlagajo kot varovalni mehanizem, da se komplement ne bi aktiviral kar na protitelesih,
ki krozijo po krvnem obtoku [11].
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Aktiven Cls cepi naslednjo molekulo v kaskadi, to je C4. Pri tej cepitvi oz. aktivaciji
se sprosti aktiven fragment (anafilatoksin) C4a v okolje, v preostanku molekule C4, ki ga
oznac¢imo s C4b, se izpostavi tioesterska vez in se kovalentno poveze z najblizjo nukleofilno
skupino na povrsini celice oz. na protitelesu [5, 6].

=
Neaktivna molekula C1  Aktivacija C1r Aktivacija C1s Aktivna molekula C1

Slika 1: Shematski prikaz konformacijskih sprememb ob aktivaciji molekule C1.
7 leve proti desni si sledijo: neaktivna molekula C1, kjer je tetramer ClrCls znotraj
globularnih glav; vezava C1 na dve Fc regiji protiteles sprozi konformacijsko spremembo,
ki aktivira Clr; aktiven Clr aktivira Se Cls in tako dobimo aktivno molekulo C1, ki ima
sposobnost cepiti C4. Povzeto po [12].

Za vezavo naslednje molekule, C2, na C4b je potrebna prisotnost magnezijevih ionov,
Mg** [13]. Ko se C2 enkrat veze na C4b, ga Cls proteaza cepi na dva dela: manjsi C2b se
sprosti v okolje, vecji C2a pa se veze na C4b in skupaj tvorita kompleks C4bC2a, znan
tudi pod imenom klasicna C3-konvertaza. V tem kompleksu C4b veze naslednjo
komponento komplementnega sistema, molekulo C3, ki jo serinska proteaza C2a cepi na
C3a in C3b - od tod tudi ime C3-konvertaza [1, 5].

Molekula C3 je najpomembnejSa in osrednja molekula komplementnega sistema. Po
cepitvi na C3b in C3a, se slednji fragment sprosti v okolje kot anafilatoksin, C3b pa po
cepitvi izpostavi tioestersko vez, preko katere se lahko kovalentno veze na povrsino celice.
V tej obliki lahko deluje kot opsonin za fagocite ali pa se veze s C3-konvertazo (C4bC2a)
in tvori novo konvertazo: C4bC2aC3b ali klasicno C5-konvertazo (Slika 2). Kadar se C3b
veze na faktor B, skupaj tvorita alternativno C5-konvertazo [1, 5].

C3b je lahko tudi substrat za nadaljnjo razgradnjo in tako nastanejo novi fragmenti z
razlicnimi vlogami. Faktor I s pomocjo kofaktorja H cepi C3b v iC3b in C3f. Slednji
fragment je izredno majhen (2 kDa) in verjetno nima dodatne funkcije, iC3b pa je vezavni
faktor za CR3 (komplementni receptor 3) in tako marker za fagocitozo (imenovan tudi
opsonin). Faktor I lahko s pomodjo kofaktorja CR1 razgradi iC3b na C3c in C3dg. Slednji
je vezavni partner za CR2 (komplementni receptor 2) in sodeluje pri ojacenju aktivacije
celic B. Serinske proteaze lahko razgradnjo Se nadaljujejo, saj iz C3c odcepijo C3e, C3dg
pa razgradijo na C3d in C3g [14, 15].
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Slika 2: Shematski prikaz aktivacije klasiCcne poti aktivacije komplementa.
Povzeto po [5].

Nadaljnji koraki aktivacije komplementnega sistema so enaki za vse tri poti aktivacije
komplementa. Pravzaprav niti ne gre ve¢ za del aktivacije, ampak za posledice aktivacije,
to je tvorba kompleksa MAC (membranski liticni kompleks) (Slika 3).

Torej, Ch-konvertaza veze naslednjo molekulo komplementa, C5 in jo cepi na izredno
mocan anafilatoksin in kemoatraktant Cha [16] ter fragment C5b, ki predstavlja zacetek
tvorbe kompleksa MAC. Po vezavi C5b na membrano celice sledi vezava molekul C6 in
C7. Slednja komponenta komplementnega sistema je hidrofobna in se ze delno vsidra v
lipidno celiéno membrano, kjer potem postane mocan receptor za Se bolj hidrofoben C8.
Nanj se veze Se transmembranska molekula C9 in ob tem spremeni svojo konformacijo, pri
Cemer se izpostavi hidrofobna regija, ki sluzi za usidranje v membrano. Na aktivirano
molekulo C9 se veZejo naslednje molekule C9, ki se vse usidrajo v membrano (recemo, da
polimerizirajo v membrani) in s tem tvorijo pore v membrani. Tako nastali kompleks
imenujemo kompleks MAC. Sama tvorba kompleksa MAC predstavlja zacetek lize celice,
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saj novonastale pore omogocajo prehod molekul vode in ionov v in iz celice, kar nadalje
pripelje do porusenja osmotskega tlaka in do posledi¢nega poka celice [1, 5, 14, 17, 18].
Poleg C9 poznamo tudi CORP (C9-related protein, C9 podoben protein), ki opravlja
podobno vlogo kot C9, s to razliko, da CORP lahko tvori pore sam od sebe in za to ne
potrebuje na membrano vezanega C5b-8 [14].

Kompleks MAC

Slika 3: Tvorba kompleksa MAC in posledi¢na liza celice. Tvorba kompleksa MAC
se zacne s Ch-konvertazo. Ta cepi molekulo C5 na C5b in Cha. C5b se veze na membrano,
nanj pa se zaporedoma vezejo molekule C6, C7 in C8, ki s svojimi hidrofobnimi regijami
omogocijo usidranje tega kompleksa v membrano. V zadnjem koraku tvorbe kompleksa
MAC se veze Se molekula C9, ki v membrani polimerizira in tako ustvari pore, ki sprozijo
lizo celice. Povzeto po [5].

1.1.1.2  Lektinska pot aktivacije komplementa

Lektinska pot aktivacije komplementa je po mehanizmu zelo podobna klasi¢ni. Razlika je
le v prepoznavni molekuli ter proteinih, na katere se le-ta veze. Lektinska pot se aktivira
v odsotnosti protiteles, na povrsini tujih celic pa prepozna ne-lastne organske snovi, kot so
na primer oligosaharidi na kvasovkah, virusih in nekaterih bakterijskih celicah.

Osnovna prepoznavna molekula lektinske poti je MBL (mannan-binding lectin, lektin,
ki veze manan) oz. nekateri fikolini (L-fikolin, M-fikolin in H-fikolin), ki so po strukturi vsi
zelo podobni C1 (Slika 4). Prav tako imajo globularno glavo in kolagenu podobno N-konéno
domeno. Razlika je v stevilu verig, ki to strukturo sestavljajo. Clq ima tri razlicne verige,
ki skupaj tvorijo sest globularnih domen. MBL pa ima le en tip verige, ta pa tvori razlicne
strukture: od dimerov do heksamerov. Na kolagenu podobno N-kon¢éno domeno MBL se
vezeta serinski proteazi MASP (MBL-associated serine protease, z MBL povezana serinska
proteaza). Trenutno najbolj raziskani sta molekuli MASP-1 in MASP-2, za kateri se
predvideva, da sta analoga Clr in Cls [19, 20]. MBL se od Clq razlikuje tudi v tem, da se
v MBL oligomer veze dimer serinskih proteaz, torej le po ena molekula MASP-1 in ena
molekula MASP-2; in ne tetramer, kot je to v primeru Clqg. Takoj po vezavi kompleksa
MBL na povrsino celice, potecCe so¢asna avtoaktivacija serinskih proteaz MASP-1 in MASP-
2 [12, 21]. Tudi za lektinsko pot je prisotnost kalcijevih ionov bistvenega pomena, saj vsak
MASP-1-MASP-2 kompleks za svojo avtoaktivacijo potrebuje Sest Ca*" ionov [8, 12].

Poleg MASP-1 in -2 so odkrili Se eno serinsko protezo - MASP-3 in Se protein brez
encimske aktivnosti - sMAP (small MBL-associated protein, majhen z MBL povezan
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protein), ki verjetno skrbi za regulacijo aktivacije lektinske poti [22]. Zanimivo je, da
MASP-3 ne cepi C2, C4 in C3, zanj ni znacilna avtoaktivacija in tudi njegova tocna vloga
Se ni znana. Vemo tudi, da izmed vseh MASP proteinov le MASP-2 cepi C4 in nato se C2
in tako omogoc¢i nadaljevanje aktivacijske kaskade komplementa, kot jo poznamo pri
klasi¢ni poti [23, 24].

MBL - MASP

Slika 4: Primerjava kompleksa C1 in kompleksa MBL-MASP. V kompleksu C1
(levo) vijoliéna barva predstavlja Clr, oranzna pa Cls. V kompleksu MBL-MASP na desni
sta proteazi MASP-1 (temno zelena) in MASP-2 (svetlo zelena). Povzeto po [12].

Aktivacija komplementa preko lektinske poti se torej za¢ne s prepoznavo in posledi¢no
vezavo MBL na ogljikove hidrate na tujih (bakterijskih, parazitskih) celicah. Ta vezava
sprozi konformacijsko spremembo, ki je odgovorna za avtoaktivacijo serinskih proteaz
MASP-1 in MASP-2. Slednja nato cepi C4 na dva dela: na C4a in C4b, ki se veze na
povrsino celice. Naslednja komponenta komplementnega sistema, C2 se veze na C4b, kjer
jo MASP-2 cepi na C2a in C2b. C2a se veze na C4b in skupaj tvorita C3-konvertazo -
kompleks, ki cepi centralno komponento komplementnega sistema, C3. Nadaljevanje
aktivacije poteka po prej opisanem postopku: sledi nastanek Cbh-konvcertaze in tvorba
kompleksa MAC [5].

1.1.1.3  Alternativna pot aktivacije komplementa

7 vidika filogeneze alternativna pot predstavlja najstarejso obliko aktivacije komplementa,
vendar so jo odkrili najkasneje [25]. Od klasi¢ne in lektinske poti se razlikuje predvsem po
svojem zacetku. Tukaj namrec¢ ne gre za vezavo prepoznavne molekule na protitelesa oz.
ne-lastne proteine, pac¢ pa za spontano tvorbo aktivnega fragmenta C3 molekule, ki se veze
na povrsino ne-lastnih celic in tako zac¢ne aktivacijo komplementa. Na ta nac¢in komplement
ves Cas preverja stanje v telesu in se lahko zelo hitro aktivira ob morebitni prepoznavi
spremenjenih oz. tujih celic [26].

Sama aktivacija se torej zacne v plazmi s t.i. konverzijo (anglesko tickover), ki poteka
s hitrostjo priblizno 0,005% celotnega C3 v plazmi/min [27]. Pri tej konverziji se v C3
izpostavi tioesterska vez, ki je dovzetna za nukleofilni napad, preko katerega se veze na
najblizjo povrsino celice (vezava poteka na hidroksilne ali amino skupine membranskih
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proteinov ali polisaharidov). Lahko pa nukleofilen napad izvede molekula vode in tako
inaktivira C3. Tako dejansko trenutno mikrookolje cepljenega C3 odloca o tem, ali se bo
aktivacija alternativne poti zacela ali pa bo le-ta v hipu preprecena [14, 27]. Shema
aktivacije komplementa po alternativni poti je na naslednji sliki (Slika 5).

Intakten C3
(tioesterska vez je c3 @
nedostopna)

an____
C3 konvertaza
cepi C3

\/

Tioestrska C3b Povrsina OH
skupina postane celice R
dostopna CBaE |

T 4

S-C=0 [
—A N\
Reakgua Vezava na mikrob,
£ ¥OPo membranski protein ali
polisaharid
C3b,
C3b vezan
na povrsino
celice
MNeaktiven
C3b
Reakcija z vodo Tioesterska vez med C3b in
povzroci hidrolizo proteinom ali
in deaktivacijo C3b polisaharidom

Slika 5: Shematski prikaz spontane aktivacije C3 na zacetku alternativne poti.
Ko C3-konvertaza cepi C3, se izpostavi tioesterska vez v fragmentu C3b. Ta lahko reagira
z molekulo vode (leva stran sheme), ki po vezavi deaktivira C3b. Ce pa se C3b s svojo
tioestersko vezjo veZe na povrsino mikroba (desna stran sheme), pa je to znak za aktivacijo
komplementa po alternativni poti. Povzeto po [5].

Kadar se C3 veze na povrSino celice, recemo, da se je aktivacija alternativne poti
komplementa res zacela. Vezani C3 imenujemo C3b-podoben faktor, na katerega se v
prisotnosti magnezijevih ionov veze serinska proteaza imenovana faktor B. S to vezavo
faktor B postane dovzeten za proteolitsko cepitev, ki jo izvede serinska proteaza faktor D.
Tvori se manjsi Ba fragment, ki se sprosti v okolico in vecji Bb fragment, ki se veZze na
C3b-podoben faktor in skupaj predstavljata zacetno alternativno C3-konvertazo. Nova
molekula C3 iz plazme se lahko veze na to konvertazo. Faktor B je serinska proteaza in
cepi novi C3 tako, da nastaneta aktivna fragmenta C3a in C3b. Prvi se sprosti v okolico,
kjer deluje kot anafilatoksin, drugi pa se s svojo tioestersko vezjo pritrdi na povrsino celice,
kjer ponovno veze faktor B, ga cepi v fragment Bb in nato skupaj tvorita pravo alternativno
C3-konvertazo, C3bBb. Vendar pa je le-ta dokaj nestabilna in hitro razpade, zato je za
nadaljevanje aktivacije alternativne poti nujno potrebna prisotnost properdina (oz. faktorja
P), ki poskrbi za stabilizacijo alternativne C3-konvertaze [25]. Tako nastajajoc¢i C3b se
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lahko veze na povrsino tujih celic kot opsonin ali pa nadaljuje aktivacijo komplementa v
Cbh-konvertazo in dalje do tvorbe kompleksa MAC [5, 28, 29].

Alternativna pot lahko sluzi tudi kot ojacenje aktivacije po klasi¢ni ali lektinski poti,
saj se lahko faktor B veze na C3b, ki je nastal po kateri koli poti. Skupaj potem tvorita
alternativno C3-konvertazo, ki poskrbi za nastanek Se vedje koli¢ine C3b [5, 28, 29].

1.1.1.4 Posledice aktivacije komplementa

Aktivacija komplementa se kaze na ve¢ nacinov: liza okuZene, spremenjene oz. ne-lastne
celice, oznacevanje take celice za fagocitozo ter sprozanje vnetja in dotok imunskih celic na
mesto prepoznave spremenjenih celic.

Prva posledica aktivacije je nastanek kompleksa MAC, ki je povzrocitelj tvorbe por v
celicno membrano in posledi¢ne lize celic. Vendar pa to ni edina in verjetno tudi ne glavna
posledica aktivacije komplementa. Zavedati se je treba, da nastanek por v membrano
poteka le na sesalskih celicah, ki nimajo celi¢ne stene, vecina bakterijskih in gliviénih celic
pa je razvila razlicne mehanizme preprecevanja nastajanja kompleksa MAC v njihovi steni
[5]. Gram-negativne bakterije so na tem podroc¢ju se bolj posebne: imajo namre¢ zunanjo
lipidno membrano, periplazemsko Spranjo s peptidoglikani in nato Se notranjo ali
citoplazemsko lipidno membrano. Kompleks MAC sam nac¢eloma ne more preluknjati vseh
plasti Gram negativne membrane. Vseeno pa je bila liza celic opaZzena, zato strokovnjaki
predvidevajo, da se to dogaja v vecih korakih. V prvem valu aktivacije komplementa je
preluknjana le zunanja membrana, ki pa se ne pomeni tudi celicne smrti, pa¢ pa le omogoca
dostop do notranje citoplazemske membrane nadaljnjim baktericidnim molekulam. V
drugem valu aktivacije komplementa pa zacno bakterijske celice umirati. Toc¢nega
mehanizma tega dogajanja Se ne poznamo. Do sedaj je znanih le nekaj ugotovitev in nekaj
teorij: v drugem koraku komplement najverjetneje napada t.i. obmocje bioadhezije med
zunanjo membrano in citoplazemsko membrano. Novejse raziskave so pokazale, da je za
komplementno lizo Gram-negativnih celic bistvenega pomena tudi C5-konvertaza. Ceprav
sama po sebi ni sestavni del kompleksa MAC, je za uspesno luknjanje Gram-negativnih
celi¢nih sten nujna [30, 31].

Tekom aktivacije komplementa nastajata C3b in neaktiven iC3b (tak, ki ne more
nadaljevati aktivacijske kaskade) ter C4b, ki se kovalentno vezejo na nukleofilne skupine
na povrsino celice, kjer poteka aktivacija komplementa. S to vezavo celice oznacijo za
fagocitozo, zato jim recemo tudi opsonin. Fagocitne celice, npr. makrofagi, nevtrofilci,
eozinofilci, bazofilci in drugi imajo receptorje za te opsonine in, ko se z njimi povezejo, jim
da to znak za zacetek fagocitoze celice. Receptorji, ki prepoznajo te opsonine so: CR1
(anglesko complement receptor 1) za C3b, CR3 za iC3b ter CR4 za C4b [1, 5, 6].

Posledica aktivacije komplementa je tudi sprozitev vnetja. Ob aktivaciji vseh treh poti
komplementa, se v okolico sproscata anafilatoksina C3a in Cba, ki aktivirata nevtrofilce in
mastocite, s tem pa se sprozi akutno vnetje. Najmocnejsi anafilatoksin je Cba, sledi mu
C3a, bistveno manj pomemben anafilatoksin pa je tudi C4da (ocenjujejo, da je C3a 100x
mocnejsi anafilatoksin od C4a) [16].

Poleg teh funkcij komplementa, ki so vse usmerjenje v odstranjevanje celic patogenov
iz sistema, poznamo Se nekaj dodatnih vlog. Ena izmed njih je c¢iS¢enje imunskih
kompleksov iz obtoka. Imunski kompleks sestavlja topen antigen in protitelesa, vezana
nanj. Tezava nastane, ko ti kompleksi nenadzorovano rastejo, postanejo netopni in kot taki
lahko sprozijo mo¢no vnetno reakcijo. Ce komplement te komplekse prepozna, se molekula
C1 ali MBL veze na Fc regijo vezanih protiteles in s tem preprec¢i vezavo novih protiteles
na imunski kompleks, hkrati pa ga z opsonini oznaci za fagocitozo [14, 32].
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Stranski produkt aktivacije komplementa je tudi C3dg - fragment, ki nastane pri cepitvi
C3. C3dg se veze na povrsino oznacene celice oz. v blizino antigena in tam deluje kot
pomemben receptor za celice B. Namre¢, ko se celica B veze na antigen s svojim
receptorjem, se hkrati povezeta tudi C3dg in CR2 (receptor komplementa 2), ki je ko-
receptor za BCR, (B-celi¢ni receptor za antigene), kar posledi¢no sprozi hitrejsi in moc¢nejsi
odziv celic B [5]. Fragmenta C3a in Cha pa vplivata na antigen-predstavljajoce celice tako,
da antigene predstavljajo hitreje in s tem stimulirajo proliferacijo celic T. Na ta nacin
produkti aktivacije komplementa spodbudijo in pospeSijo aktivacijo limfocitov in njihov
odziv na tujek v telesu [5, 32].

1.1.1.5 Regulatorji komplementa

Aktivacija komplementa ima veliko razli¢nih posledic, zato je izredno pomembno, da je le-
ta strogo regulirana in se sprozi le na okuzenih oz. tujih celicah, nikakor pa ne na lastnih.
Kadar se komplement sprozi zaradi prisotnosti tujka, mora biti tudi ta aktivacija
regulirana, da ne povzro¢i skode tudi na okoliskih tkivih. V tabeli spodaj (Tabela 1) so
nasteti vsi do sedaj znani regulatorji komplementa.

Tabela 1: Pregled regulatorjev komplementa. Povzeto po [5, 6, 8, 12, 14, 29, 33-35].

Protein Vezavni Vloga
partner
C1 inhibitor Clr, Cls Inhibitor serinskih proteaz. Veze se v

aktivno mesto Clr in Cls in prepreci
aktivacijo v plazmi.

C4BP (C4-binding C4b Veze se na C4b v C3-konvertazi in
protein, C4 vezavni sprozi razpad le-te z disociacijo C2a.
protein) Prepreéi nezeleno aktivacijo
komplementa na lastnih celicah.
CD46 ali MCP C3b, iC3b, Kofaktor za faktor I, sodeluje pri
(membrane cofactor C4b cepitvi C3b in C4b in prepreci nezeleno
protein, membranski tvorbo C3 konvertaze.
kofaktorski protein)
CD55 ali DAF (decay- C4b2a, Veze se na C3-konvertazo in sprozi
accelerating factor, faktor, | C3bBb njen razpad z disociacijo C2a oz. Bb.
ki pospesuje razpad) Prepreci nezeleno aktivacijo

komplementa na lastnih celicah.

CD59 Cr, C8 Prepreci vezavo C9 na C7 in C8 in s
tem ustavi tvorbo kompleksa MAC ter
nezeleno lizo celic.

CFHR1 - CFHR5 C3b, C3dg Tocne funkcije in lastnosti teh
(Complement Factor H proteinov Se niso popolnoma znane.
Related Proteins, proteini Vemo le, da so podobni faktorju H in
podobni faktorju verjetno delujejo na podoben nadin.

komplementa H)
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CR1 (CD35) Clq , C3b, Sodeluje pri razgradnji C3b kot

iC3b, C4b, kofaktor za faktor I. Pospesuje razpad
C3 in C5 konvertaze. Deluje kot
receptor za Clq in C3b.

CR2 (CD21) iC3b, C3dg, Kofaktor za faktor I za cepitev iC3b,

C3d receptor na celicah B za iC3b.

CRIg C3b, iC3b Nahaja se na povrsini Kupferjevih celic
in sodeluje pri prepoznavi opsoninov in
fagocitozi oznacenih celic. Selektivni
inhibitor alternativne poti.

CSMD1 (CUB and Sushi | Ni znan. Najverjetneje regulira klasi¢no pot

Multiple Domains -1, aktivacije komplementa.

protein s stevilnimi CUB

in Sushi domenami - 1)

Faktor I C4b, C3b Serinska proteaza, ki cepi C3b in C4b
na neaktivne fragmente. Potrebuje
kofaktorje, da prepreci nezeleno
aktivacijo komplementa na lastnih
celicah.

Faktor H C3b Sodeluje pri razgradnji C3b kot
kofaktor za faktor I.

FHL-1 (Factor H-like C3b, Bb Pospesi razpad C-konvertaz, deluje

Protein, faktorju H tudi kot kofaktor za faktor I.

podoben protein)

Karboksipeptidaza-N anafilatoksini | Cepi koncéni Arg- in Lys-ostanek in
tako inaktivira anafilatoksine.

Nefriti¢ni faktorji C3bBb in Veze se na C3 konvertazo in jo

C4bC2a stabilizira.

Properdin C3bBb Veze se na alternativno C3-konvertazo
in jo stabilizira.

Serum protein S C7 Prepred¢i nastanek kompleksa MAC

(Vitronektin) tako, da se veze na lipofilne skupine.

SLRP (Small leucine-rich | Clq Odvisno od mesta vezave na Clq so

proteoglycan, majhen z SLRP proteini lahko pozitivni ali

levcinom bogat negativni regulatorji komplementa.
proteoglikan)

SP-40,40 kompleks Preprecuje nastanek kompleksa MAC.

MAC
SUSD4b (Sushi domains- C2 Onemogoca pravilno cepitev C2 in

contating protein, protein,

ki vsebuje Sushi domene)

preprecuje tvorbo klasi¢ne C3-
konvertaze.
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Kot je razvidno v tabeli zgoraj (Tabela 1) razliéni regulatorji delujejo na razli¢ne stopnje
aktivacije komplementa, od ¢isto prve molekule v kaskadi, to je Cl, pa vse do zadnje
molekule, kompleksa MAC. Da je regulacija natancna in vedno prisotna, imamo v telesu
tako membranske regulatorje komplementa kot tudi plazemske, ki zagotovijo stalen nadzor
nad aktivacijo komplementa in takojSnje preprecevanje prekomernega delovanja.
Zaklju¢imo lahko, da vecina trenutno znanih regulatorjev komplementnega sistem regulira
tvorbo C3-konvertaze in njeno delovanje. To je seveda razumljivo, saj je C3-konvertaza
osrednja molekula vseh treh poti aktivacije komplementa in zato potrebuje najve¢ nadzora
5, 8].

1.2 Proteaze

Proteaze so skupina encimov, ki cepijo peptidno vez v proteinih in peptidih in predstavljajo
eno vecjih in bolj pomembnih skupin proteinov. Proteaze so lahko zelo majhni proteini, kot
npr. katepsini, ki so veliki le okoli 30 kDa, lahko pa so to velike beljakovine, sestavljene iz
vecih domen — primer je proteasom z molekulsko maso do 1,2 MDa. Tudi glede specifi¢nosti
se proteaze med seboj zelo razlikujejo: nekatere so zelo specificne in cepijo samo za
dolo¢enim aminokislinskim zaporedjem, kot so npr. serinske proteaze komplementnega
sistema (Clr in Cls), lahko pa so nespecifi¢ne in cepijo za ve¢ razlicnimi aminokislinskimi
ostanki v peptidni verigi. To so na primer katepsini in proteasom.

Dalje lahko proteaze delimo glede na njihovo lokacijo v celici. Priblizno polovica vseh
znanih proteaz je zunajceli¢nih, ostale pa so lahko intramembranske v plazemski membrani
ali pa v membranah celi¢nih organelov, vecina pa jih je intracelularnih. Glede na kemijsko
naravo kataliticnega mesta delimo proteze na cisteinske, serinske, aspartatne, treoninske
in metalo-proteaze. Prve tri skupine so v sesalskih celicah zelo pogoste, zadnji dve pa sta
v ¢loveskih celicah v zelo majhnih koli¢inah [36].

Vsaka proteaza ima aktivno mesto, kamor se veze substrat in kjer potece proteoliticna
cepitev. Samo aktivno mesto se nahaja v Zepu v encimu in ima posebno nomenklaturo,
imenovano tudi Schechter-Bergerjeva nomenklatura, ki izvira ze iz leta 1967 [37].

SUBSTRAT cepitveno mesto

( CISTEINSKI KATEPSIN )

Slika 6: Shematski prikaz Schechter-Bergerjevega poimenovanja. Substrat (temno
modra veriga) se veze v encim (svetlo modra barva) v kataliticno mesto tako, da se mesta
na substratu, oznacena s ¢rko P, usedejo v mesta na encimu, oznacena s ¢rko S. V sredini
se nahaja cepitveno mesto, to je kraj, kjer encim cepi substrat. Povzeto po [38].

Raziskovalca Schechter in Berger sta preucevala velikost aktivnega mesta v encimu
papainu. Ugotovila sta, da je treba aktivno mesto dojemati kot kompleks substrata in
encima in prisla do zakljuckov o njegovi dvojni vlogi. To sta vezava substrata na encim in
kataliza proteoliti¢ne cepitve. Uspesnost teh dveh nalog aktivnega mesta papaina dolocata
splogno aktivnost encima na dolocen substrat (poli-alanin, ki je bil sestavljen iz dveh do
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sestih monomernih enot). Ugotovila sta, da je aktivno mesto papaina mo¢ razdeliti na 7
podenot, kjer lahko vsaka veze en aminokislinski ostanek substrata. Te aminokislinske
ostanke v kompleksu substrat-encim v aktivnem mestu sta oznacila s ¢rkami P in S. P so
aminokislinski ostanki na substratu, S pa so njihova vezavna mesta na encimu. Na sredini
je peptidna vez, ki se cepi, od nje pa se v obe smeri zacne Stetje mest. Navzgor, torej proti
C-koncu substrata imajo mesta oznako ', na primer P1', S1', kar pomeni prime site, po
slovensko mesto-Crtica. Navzdol od cepljene vezi pa so non-prime site (Slika 6) [37].

Glede na raznolikost proteaz imajo tudi veliko razlicnih vlog in kot take sodelujejo pri
stevilnih celicnih procesih in signalizacijah. Ko govorimo o proteazni signalizaciji, se
moramo zavedati, da je to ireverzibilen proces, pri katerem se signal prenasa s cepitvijo
proteina. Na tak nacin lahko proteaze aktivirajo ali inaktivirajo citokine ali pa izpostavijo
kripticna mesta v cepljenem proteinu. Mnoge proteaze lahko izvajajo zunajcelicno cepitev
membranskih proteinov ali pa celo Seding, to je procesiranje membranskih proteinov tik ob
membrani. Proteaze tako sodelujejo pri celi¢ni smrti, celi¢ni proliferaciji, migraciji, presnovi
in predelavi proteinov ter so del Stevilnih kaskad, kot npr. komplementni sistem in kaskada
strjevanja krvi [36, 39].

1.2.1 Procesiranje zunajcelicnih domen membranskih proteinov ali
Seding

Beseda Seding izhaja iz anglescine, kjer glagol »to shed« pomeni leviti se (v primeru kace),

ogoliti se (v primeru, ko zivali odvrzejo svojo dlako), pustiti odpasti (na primer listje

jeseni). Iz tega glagola je nastal samostalnik »shedding«, ki pa se uporablja tudi v celi¢ni

biologiji in opisuje (v grobem povedano) cepitev oz. strizenje membranskih proteinov tik
ob membrani (Slika 7).

Slika 7: Shematski prikaz Sedinga. Proteaza - Sedaza se pribliza membranskemu
proteinu in ga cepi v blizini membrane. Nastali topni fragment ni podvrzen nadaljnji
proteolizi in ima v okolici novo fizioloSko vlogo. Na sliki je narisana transmembranska
proteaza, vendar pa so Sedaze lahko tudi izloCene iz celice v topni obliki. Povzeto po [40].

Bolj specifi¢no je seding procesiranje zunajcelicnih domen transmembranskih proteinov
tik ob celicni membrani oz. v njeni blizini (10 - 35 aminokislinskih ostankov stran od
membrane). Gre torej za omejeno proteolizo zunajcelicnih domen membranskih proteinov
in sproscanje odcepljenih domen v zunajcelicno okolje. Le-te imajo lahko v okolju novo
vlogo, ali pa so ponovno podvrzene proteolitskemu procesiranju in razgradnji do te mere,
da nimajo ve¢ bioloske funkcije. Potencialne tarce za tovrstno proteolitsko razgradnjo so
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lahko vsi transmembranski in v membrano usidrani proteini (citokini, rastni faktorji,
adhezijske molekule, encimi, imunoregulatorji in drugi), kar pomeni, da so na ta nacin
lahko regulirane prakticno vse celicne signalne in ostale poti, ki so povezane z
membranskimi proteini. V zadnjih letih je bilo pokazano, da Seding ne poteka samo ob
plazemski membrani, kot je bilo sprva razumljeno, pa¢ pa se odvija na prakti¢no vseh
membranah, torej tudi znotraj celice - na membranah celi¢nih organelov [41-43].

V zdravem organizmu je Seding nujno potreben del delovanja npr. rastnih faktorjev.
Znano je, da se EGF (epidermal growth factor, epidermalni rastni faktor) in TNF (tumor
necrosis factor, dejavnik tumorske nekroze) sintetizirata kot transmembranski molekuli, ki
postaneta aktivni Sele po procesu sedinga. Na svoj receptor se tako dejansko lahko vezeta
sele, ko ju sedaza (najverjetneje iz druzine ADAM in TACE) odcepi od membrane in sprosti
v zunajcelicno okolje [44]. Poteka lahko tudi nasproten proces: Seding receptorjev s povrsine
celic. Odcepljeni del receptorja se lahko v medcelicnini veze s svojimi ligandi na nacin, da
prepreci njihovo delovanje— ligand, vezan v kompleks izgubi svojo funkcijo. Primer take
blokade delovanja je vezava citokina IL-6 (interleukin-6) na odcepljeni receptor IL-6-R
(receptor za IL-6). Tak IL-6 se ne more ve¢ vezati na membranski receptor in sproziti
nadaljnje aktivacije signalnih poti. V drugih primerih pa lahko v serumu nastali kompleks
liganda in odcepljenega receptorja sprozi aktivacijo signalnih poti. Primer je receptor za
citokin IL-4 (interlevkin 4), ki po vezavi liganda v kompleks, le-tega obvaruje pred
nadaljnjo razgradnjo s strani proteaz v okolici in ga tako varno pripelje na cilj. Tak
mehanizem je imenovan tudi » carrier protein receptor« oz. receptorski prenasalec proteina.
Se ve¢, kompleks liganda in receptorja je tudi zaloga citokina za primere, ko bi ga v sistemu
primanjkovalo [40]. Poleg odcepljene zunajcelicne domene, ima novo oz. spremenjeno
funkcijo lahko tudi preostanek membranskega proteina, torej, tisti del, ki je ostal vezan na
membrano. Raziskave so pokazale, da se znotrajcelicni del takega receptorja lahko odcepi
z membrane in prenese v jedro, kjer vpliva na prepisovanje genov [45, 46]. Pomemben pa
je tudi za cepitev adhezijskih molekul (npr. L-selektin) na povrsini limfocitov, kar tem
celicam omogoca potovanje skozi endotelij pri pojavu vnetja [47].

Kadar pa je zunajcelicno procesiranje preobsirno in je s povrsine celice odstranjenih
prevec¢ proteinov, pa to vodi v porusenje homeostaze in tudi v bolezensko stanje, kot je
npr. rak [48, 49], Alzheimerjeva bolezen [50] in razlicne vnetne bolezni [51-53].

Proteaze, ki lahko na ta nacin cepijo proteine z membrane, se imenujejo Sedaze. Da je
protein lahko Sedaza, mora imeti proteoliticne sposobnosti, se nahajati na zunanji strani
celicne membrane ter cepiti membranske proteine v blizini membrane same. Za Seding je
bistveno, da odcepljena domena ostane aktivna in je proteaza ne razgradi dalje. Najnovejsa
definicija deli Sedaze na kanoni¢ne in nekanoni¢ne Sedaze. Kanoni¢ne Sedaze so tiste
proteaze, ki cepijo substrate na doloCeni razdalji od membrane, medtem ko so nekanonic¢ne
Sedaze tiste, ki cepijo substrate znotraj transmembranske domene ali pa na robu membrane
[43]. Prva znana Sedaza je bila metaloproteaza TACE (TNFa converting enzyme, encim
pretvorbe TNFa) oz. z drugim imenom ADAM17, ki so jo odkrili leta 1997 [54]. Sledila so
odkritja Se drugih Sedaz, vse iz skupine metaloproteaz z atomom cinka v aktivnem mestu.
To so bile proteaze iz druzin ADAM (ADAM9, ADAM12, ADAM10) in MMP (MMP-2,
MMP-9, MMP-14) [41]. Sprva je veljalo, da so Sedaze lahko le iz skupine metaloproteaz,
kasneje pa so med Sedaze uvrstili tudi nekatere serinske proteaze (npr. katepsin G in
nevtrofilna elastaza) [55, 56]. Do danes se je sStevilo Sedaz ze mo¢no povecalo in v splosnem
velja, da so Sedaze naceloma lahko iz katerekoli skupine proteaz. Tako sedaj mednje
pristevamo med drugim tudi raznorazne bakterijske proteaze in lizosomske proteaze.
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Pri nasem delu smo se osredotocili na dve skupini potencialnih Sedaz: na cisteinske
katepsine, natancneje na katepsina L in S, ki sta lizosomski proteazi ter na gingipaine,
bakterijske proteaze, ki jih izloc¢ajo patogene bakterije Porphyromonas gingivalis. V obeh
primerih pa nas je zanimal predvsem vpliv izbranih Sedaz na komplementni sistem.

1.2.2 Serinske proteaze

Serinske proteaze so najbolj pogosta vrsta proteoliticnih encimov, saj skorajda tretjino vseh
proteaz klasificiramo v to skupino. Serinske proteaze so pomembne pri Stevilnih fizioloskih
procesih, kot so homeostaza, strjevanje krvi, imunski odziv, prebava, oploditev, apoptoza
in Se nekatere signalne poti, kjer serinske proteaze skrbijo za prenos signalov [57].

Glede na substratno specificnost serinske proteaze delimo v naslednje skupine: tripsinu
podobne serinske proteaze, kimotripsinu podobne, elastazi podobne, subtilizinu podobne,
kalikreini, katepsini in ostale. Kimotripsin je najbolj raziskana serinska proteaza in je
navadno osnovni primer za razlago delovanja serinskih proteaz [58].

V aktivnem mestu serinskih proteaz je aminokislina serin, ki deluje kot nukleofil, v
kataliti¢ni triadi pa sta Se histidin in aspartat (asparaginska kislina). Vse tri aminokisline
si med seboj »podajajo« proton (H'), kar imenujemo »rele« mehanizem (v angles¢ini charge
relay).

Na zacetku reakcije cepitve peptidne vezi s pomocjo serinskih proteaz morata biti tako
serin kot tudi histidin nabita. To se zgodi tako, da nukleofilen imidazol na histidinu odtegne
proton z alkoholne skupine na serinu. Lahko bi rekli, da si proton »podata«. Negativen
naboj naredi serin Se bolj nukleofilen in posledi¢no ta lahko izvede nukleofilen napad na C-
atom karbonilne skupine substrata. Sledi acilacija C-atoma karbonilne skupine substrata
na serin in tvorba tetraedri¢nega intermediata. Naboj intermediata se stabilizira z
oksoanionsko luknjo, pozitivno nabit histidin pa lahko tvori vodikovo vez z aspartatom. V
naslednjem koraku histidin deluje kot kislina in svoj proton odda intermediatu, ¢emur sledi
odcep N-konca cepljenega substrata. Sledi drugi korak, to je deacilacija, ki je pravzaprav
ponovitev prvega dela reakcije. Molekula vode izvede nukleofilen napad na C-atom
karbonilne skupine substrata, ki je vezan na serin. Nastane Se en tetraedri¢ni intermediat,
temu pa sledi odcep C-konca cepljenega substrata ter regeneracija serinskega in
histidinskega aminokislinskega ostanka [57].

Tekom nasega raziskovalnega dela smo se s serinskimi proteazami srecali pri
komplementnem sistemu, kjer so prakticno vse komponente komplementa, ki imajo
encimsko aktivnost, serinske proteaze.

1.2.3 Cisteinske proteze

Skupina cisteinskih proteaz je v naravi zelo razsirjena, saj jih najdemo tako pri virusih,
prokariontih, kot tudi pri evkariontih. Cloveski genom ima zapis za okoli 150 - 200
cisteinskih proteaz, kar je ve¢ kot 25% vseh proteaz [59]. Predstavniki cisteinskih proteaz
so razdeljeni v veé¢ razli¢nih klanov (CA, CD, CE, CF, CH, CL, CM, CN, CO, C-), glede
na vrstni red aminokislinskih ostankov, ki sodelujejo pri katalizi. Toliko razlicnih klanov
kaze na to, da so se cisteinske proteaze najverjetneje razvile iz razlicnih predhodnikov [60].
Najbolj poznan in preucen encim iz skupine cisteinskih proteaz je papain, prebavni encim
izoliran iz papaje, ki je osnova za definicijo mehanizma cisteinskih proteaz, kot tudi
oznacevanja aminokislinskih ostankov v encimih [61].
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1.2.3.1 Mehanizem delovanja cisteinskih proteaz

V aktivnem mestu cisteinskih peptidaz sta aminokislinska ostanka cistein in histidin, ki ju
imenujemo tudi kataliticna diada. Nekateri pripisujejo pomembno vlogo tudi ostanku
asparagina, asparaginske kisline ali glutamina, ki tako skupaj s cisteinom in histidinom
tvori kataliticno triado. Vendar pa se predvideva, da ta tretja aminokislina nima bistvenega
vpliva na sam potek reakcije, pa¢ pa le skrbi za pravilno pozicijo in tavtomerno obliko
imidazolnega obroca, da lahko reagira s cisteinskim ostankom [61].

Za potek reakcije cepitve substrata s pomocjo cisteinske proteaze morata biti oba
aminokislinska ostanka nabita. Prvi korak je torej deprotonacija tiolne skupine cisteina.
To se zgodi tako, da nukleofilen imidazol (na histidinu) odtegne H" s tiolata na cisteinu in
s tem dobimo tiolat - imidazolni ionski par. Cisteinski aminokislinski ostanek je sedaj s
tiolno skupino (S°) nukleofil, ki izvede nukleofilen napad na C-atom v karbonilni skupini v
substratu. Sledi acilacija substrata na encim, natanéneje vezava karbonilnega C-atoma na
tiolatno skupino, s katero se vzpostavi tioesterska vez in tvorba tetraedriénega
intermediata. Naboj se stabilizira z nastankom oksoanionske luknje, nato pa sledi odcep
najprej N-konca cepljenega proteina, kateremu sledi deprotonacija in regeneracija imidazola
na histidinu. Naslednji nukleofilen napad izvede molekula vode, ki je v blizini in napade
preostali del substrata, vezanega na tiolno skupino cisteina. Sledi nastanek Se enega
tetraedricnega intermediata, nato pa deacilacija in sprostitev C-koncénega dela substrata. S
tem se regenerira tiolna skupina na cisteinu in celoten encim je pripravljen za naslednji
substrat [62, 63].

Shematski prikaz poteka katalitskega mehanizma je na sliki spodaj (Slika 8).
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Slika 8: Shematski prikaz mehanizma cisteinskih proteaz.

1.2.3.2 Cisteinski katepsini

Cisteinski katepsini so skupina lizosomskih proteaz, ki skrbijo za znotrajceli¢no razgradnjo
proteinov. Pri ¢loveku poznamo 11 cisteinskih katepsinov, ki so oznaceni s ¢rkami: katepsin
B, katepsin C, F, H, K, L, O, S, V, X in W [64-66]. Po MEROPS-u spadajo v klan CA in
druzino C1 papainu podobnih proteaz [60]. Kot Ze ime samo pove, se v aktivhem mestu
cisteinskih katepsinov nahaja aminokislina cistein, za pravilno delovanje encima pa mora



16 Poglavje 1. Uvod

biti prisoten Se histidin. Skupaj tvorita tiolat-imidazolni ionski par, ki je bistven za uspesno
hidrolizo substrata. Optimalni pogoji za aktivnost cisteinskih katepsinov so rahlo kisel pH
in reducirajoce okolje [67]. Veéina katepsinov ima endopeptidazno aktivnost (kar pomeni,
da peptidno vez cepijo na sredini proteina), nekateri med njimi pa so eksopeptidaze
(peptidno vez cepijo na koncu proteina, ¢e je to na C-koncu, se imenuje karboksipeptidaza,
¢e pa na N-koncu pa aminopeptidaza). Tabela 2 prikazuje delitev cisteinskih katepsinov
glede na njihovo endo- oz. eksopeptidazno aktivnost.

Tabela 2: Seznam cisteinskih katepsinov in njihove peptidazne aktivnosti. Povzeto
po [65, 66, 68, 69].

i Peptidazna aktivnost

Endopeptidaza in karboksidipeptidaza
Aminodipeptidaza, endopeptidaza
Endopeptidaza

Endopeptidaza in aminopeptidaza
Endopeptidaza

Endopeptidaza

Endopeptidaza

Endopeptidaza

Endopeptidaza

Endopeptidaza
Karboksipeptidaza

=
o
=
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“a
=
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Vi cisteinski katepsini se sintetizirajo kot neaktivni zimogeni, ki poleg aktivnega dela
encima vsebujejo Se signalni peptid in pro-peptid. Odcep signalnega peptida se zgodi ob
prehodu skozi endoplazemski retikulum, isto¢asno pa poteka tudi dodatna glikozilacija
proteinov, ki jim nato omogoca pravilno zvitje. Pro-peptid ima poleg naloge preprecevanja
nepotrebne aktivacije encimov tudi vlogo usmerjanja katepsinov v lizosome [64, 66].

Iz kristalnih struktur je bilo na primeru katepsina L ugotovljeno, da se pro-peptid
nahaja v aktivnem mestu encima in na ta nacin preprecuje dostop morebitnim substratom
[66, 70]. Ko so katepsini enkrat v lizosomih, je naloga pro-encima izpolnjena in katepsini
se lahko aktivirajo. Ta aktivacija lahko potece avtokataliticno — katepsin se aktivira sam
od sebe, zaradi znizanja pH vrednosti v lizosomih, ali pa ga aktivirajo druge ze aktivne
proteaze, kot na primer katepsin D, pepsin, nevtrofilna elastaza in druge [65, 66, 71].

1.2.3.2.1  Struktura in substratna specificnost katepsina L
Vecina cisteinskih katepsinov so molekule z molekulsko maso 20 - 35 kDa. Kristalne
strukture so znane za vse katepsine, razen za katepsina O in W. Ker smo pri delu najvec
uporabljali katepsin L, je tu opisana le njegova struktura (Slika 9).

Katepsin L je po strukturi podoben papainu, saj ga sestavljata dve domeni, imenovani
L (leva domena, left) in R (desna domena, right). L domeno sestavljajo tri a-vijacnice, R
domeno pa B-sodcek, ki je spodaj prekrit z o-vijacnico. Stik med domenama predstavlja
rezo aktivnega mesta. Aminokislinska ostanka Cys25 in His159 sta v centru te reze in se
nahajata vsak na eni domeni proteina. V aktivnem encimu sta oba aminokislinska ostanka
nabita (cistein ima negativen naboj, histidin pa pozitivnega) in tako tvorita ionski par [64,
66, 72, 73].

Substrat se v Zep aktivnega mesta veze v iztegnjeni konformaciji. Za katepsin L velja,
da je aktivno mesto zelo neizrazito in ve¢inoma plitko. Edino mesta S2, S1 in S1' so nekoliko
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bolj izrazito oblikovana, da lahko sprejmejo dolo¢ene aminokislinske ostanke, izmed teh pa
le mesto S2 tvori dejanski Zep. Ostala vezavna mesta okoli aktivnega mesta pa so bolj kot
ne samo povrsine za vezavo substrata [74]. Zato lahko mesti S2 in S2' ozna¢imo za obmocje
vezave substrata, v primeru ostalih mest pa govorimo le o vezavnih povrSinah, saj so
interakcije v tem delu zelo nespecificne.

Slika 9: Struktura katepsina L. Povzeto po [72].

Glede na dokaj nedefinirano vezavno mesto, je tudi substratna specificnost katepsinov
precej siroka. To pomeni, da katepsini ne cepijo peptidne vezi za samo enim
aminokislinskim ostankom, pa¢ pa je moznosti ve¢ (Slika 10). NajnovejSe raziskave so
pokazale, da katepsin L v S2 lahko sprejme hidrofobne aminokislinske ostanke (npr. levein,
valin in izolevcin), pa tudi aromatske aminokisline (tirozin, fenilalanin). Mesto S1 pa naj
bi prav tako preferiralo vezavo pozitivno nabitih aminokislin, kot na primer glicin in lizin
ter arginin, mesto S1' pa majhne hidrofobne aminokisline (npr. alanin). Ce gledamo $e
dalje, mesto S3 izraza komaj opazno preferenco za bazitne aminokisline, medtem ko je
mesto S4 ze popolnoma nespecifi¢no [64, 74-78].
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Slika 10: iceLogo predstavitev substratne specificnosti za katepsin L. Za katepsin
L je najpomembnejse mesto P2, kjer je substratna specifi¢nost najbolj razvita. Opaziti je,
da katepsin L na tem mestu preferira levcin in valin, ter nekatere druge aminokislinske
ostanke. Povzeto po [78].
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1.2.3.2.2  Fizioloska vloga cisteinskih katepsinov

V osnovi so cisteinski katepsini lizosomske proteaze, ki skrbijo za dokonéno in popolno
razgradnjo proteinov, ki so se znasli v lizosomih (kar se dogaja tekom avtofagije ali nekroze)
ali endosomih. Dandanes pa je znanih tudi ogromno katepsinskih nalog, ki jih opravljajo
izven lizosomov. Tako se katepsini lahko nahajajo v jedru, citosolu, na celi¢ni membrani,
lahko pa so izloceni v zunajcelicni matriks. V svojem novem okolju imajo razlicne, a
pomembne vloge, ki so povzete v tabeli spodaj (Tabela 3). Naceloma jim pripisujemo vlogo
Se pri celjenju ran, aktivaciji hormonov, remodeliranju kosti. Na molekulski ravni pa
sodelujejo pri celi¢ni smrti, citoplazemski signalizaciji pri vnetju, regulaciji celicnega cikla
v jedru in pri razgradnji ter signalizaciji v zunajcelicnem prostoru. Vendar pa so Stevilne
te vloge katepsinov v okolju, ki niso lizosomi povezane s patoloskimi stanji [79, 80].

Tabela 3: Seznam cisteinskih katepsinov, njihove lokacije v organizmu ter
njihove fizioloske funkcije. Povzeto po [69, 79, 80].

Katepsin Lokacija Funkcija

B Splosno prisoten Lizosomska in zunajcelicna proteoliza, procesiranje
prekurzorskega proteina amiloida f (APP), vloga pri
invazivnosti tumorjev, metastaz.

C Splosno prisoten Lizosomska proteazna aktivnost, aktivacija
granulocitnih  serinskih proteaz in faktor XIII
nevramidaze.

F Splosno prisoten Lizosomska proteazna aktivnost, vloga pri tumorski
invaziji in metastazah, sodeluje pri predstavitvi
antigena.

H Splosno prisoten Lizosomska proteazna aktivnost, procesiranje in
razgradnja invariantne verige MHC razreda II.

K Kosti (osteoklasti),  Lizosomska proteazna aktivnost, resorpcija kosti
epitelijska tkiva, preko osteoklastov, razgradnja fibrinogena in
splosno prisoten proteinov zunajceliénega matriksa.

L Splosno prisoten Lizosomska, zunajcelicna in jedrna proteazna
aktivnost, sodeluje pri predstavitvi antigena,
razgradnji invariantne verige Ii in regulaciji celi¢nega
cikla.

O Splosno prisoten Lizosomska in znotrajceli¢na razgradnja.

S Epitelijske celice, Lizosomska proteazna aktivnost, cepitev in razgradnja
testisi, limfna invariantne verige Ii, sodeluje pri predstavitvi
tekocina, antigen antigena, angiogenezi in aterogenezi.
predstavljajoce
celice, alveolarni
makrofagi, CD4"
celice T

\% Prizeljc, testisi, Lizosomska proteazna aktivnost, razgradnja Ii in
mozgani, koza in sodelovanje pri predstavitvi antigena.
epitelij veznice

%% Limfa, celice NK in  Sodeluje pri imunskem odzivu in regulaciji
celice T-ubijalke citotoksicnosti celice T-ubijalk.

X Pogosto prisoten, v Lizosomska  proteazna  aktivnost, ne-proteazno
tumorskih celicah sodelujejo pri adheziji.
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Kadar pa so katepsini prekomerno izrazeni, nepravilno regulirani ali se nahajajo na
napacnih lokacijah, lahko to privede do razvoja bolezni. V zadnjih desetletjih cisteinske
katepsine povezujemo s Stevilnimi boleznimi, kot na primer z rakavimi in infekcijskimi
obolenji, avtoimunimi boleznimi (npr. artritis), sréno-zilnimi obolenji ter tudi z boleznimi
kosti. V vseh primerih pa jim je naceloma skupno kroni¢no vnetje [79, 80].

1.2.3.2.3 Rak

Rak je zelo kompleksna bolezen, ki je sicer vedno bolj razumljena, vendar pa obstaja Se
veliko nejasnosti. Tukaj so predstavljene le najbolj osnovne znacilnosti raka in tiste, ki so
pomembne za razumevanje nasega nadaljnjega dela.

Pri raku pride do spremembe nagih lastnih celic iz normalnih, funkcionalnih celic v
spremenjene, invazivne celice, ki za¢nejo tvoriti gmoto — tumor, zato jih pogosto imenujemo
kar tumorske celice. Razlogov za ta prehod iz enega stanja v drugo je veC in Se niso
popolnoma razlozeni. Nekateri izmed razlogov bi bili lahko virusne okuzbe, kroni¢no vnetje,
izpostavljenost iritantom kot je azbest in cigaretni dim, poskodbe DNA zaradi sevanja idr.
Vendar pa tumor niso samo spremenjene celice, pa¢ pa je to zelo kompleksno tkivo, ki ga
sestavlja Se ve¢ drugih vrst celic, med drugim tudi imunske celice, fibroblasti in endotelijske
celice. Vse te celice tvorijo tumorsko stromo (ali tumorsko mikrookolje), aktivno sodelujejo
pri tumorigenezi in so zanjo bistvenega pomena [81, 82].

Rakavim oz. tumorskim celicam pripisujejo 10 glavnih znacilnosti, ki so prikazane na
sliki spodaj (Slika 11).

Nenadzorovana Neodzivnost na
delitev celic zaviralce rasti

Spremenjen
metabolizem

|zogibanje
imunskemu
sistemu

Replikativna
nesmrtnost

celiéni

Kroniéno

nestabilnost in vnetje

mutacije

Oziljanje Invazivnost in
tvorjenje
metastaz

Slika 11: Glavne znacilnosti rakavih celic. Povzeto po [81].

Glavne znacilnosti rakavih celic:
e nenadzorovana delitev celic (proliferacija),
neodzivnost na zaviralce rasti,
izogibanje celi¢ni smrti,
replikativna nesmrtnost (stevilo delitev celice ni omejeno),
oziljanje (sprozanje angiogeneze),
invazivnost in tvorjenje metastaz,
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e genomska nestabilnost in mutacije,

e kroni¢no vnetje,

e spremenjen metabolizem (aerobna glikoliza) ter
e izogibanje imunskemu sistemu.

Kombinacija vseh teh znacilnosti tumorskih celic jih naredi izredno trdozive tako za
naso lastno obrambo (imunski sistem) kot tudi za zdravljenje [81, 83, 84].

Vse te spremembe sprozijo v tkivu kroni¢no vnetje, kar pa tumorskim celicam le pomaga
pri prezivetju. Ob vnetju se pretok krvi na vnetem delu poveca, to pa s seboj privede veé
hranil za tumorske celice. Ker so se veCinoma sposobne ubraniti napada imunskega sistema,
jih dotok imunskih celic ne moti, pa¢ pa jih izrabijo v svojo korist [85]. Zaradi
spremenjenega metabolizma, se okolica tumorskih celic zakisa (pH pade), kar sprozi Se
dodatne spremembe tkiva in omogoca napredovanje tumorja [84, 86-88].

1.2.3.2.4  Tumorsko mikrookolje

Dokler so tumorske celice samo skupek celic v enem tkivu, so moznosti za uspeh zdravljenja
in prezivetje pacienta razmeroma dobre. Ko pa se tumor enkrat ozili, pa se lahko tumorske
celice za¢no gibati tudi po krvnem obtoku in se zasejevati po oddaljenih tkivih, kjer tvorijo
nove tumorje. Temu reéemo metastaziranje in to je pokazatelj slabsih moznosti za
prezivetje pacienta. Vendar pa razsevanje celic po telesu tudi Se ne pomeni novega nastanka
tumorja, saj morajo rakaste celice preziveti pot po krvi, se izogniti napadu imunskih celic
v krvi ter najti nov organ, novo mesto, kamor se lahko pritrdijo. Vse to pomeni nove izzive
in novo prilagajanje. Dnevno se iz oziljenega tumorja v kri spusti ve¢ deset tiso¢ tumorskih
celic, prezivelo pa naj bi jih le okoli 0,01% [85].

Same rakave celice so temelj bolezni, saj zacnejo s tvorbo tumorja in so odgovorne za
nadaljnji razvoj bolezni — tem celicam recemo tudi tumorske maticne celice (CSC, cancer
stem cells - rakave matic¢ne celice). Vendar pa same ne bi bile sposobne preziveti tako
ekstremnih razmer, kot jih ustvari napad imunskega sistema in posledi¢no tudi ne bi bile
tako invazivne. Za njihovo delovanje in prezivetje je bistveno tudi njihovo okolje —
tumorsko mikrookolje ali tumorska stroma, ki ga sestavlja poleg tumorskih celic Se ve¢ vrst
lastnih celic (Slika 12). Te so se tja infiltrirale kot posledica signalizacije tumorja in tam
delujejo na prav poseben, tumor-promotorski nacin. V tumorskem mikrookolju tako
najdemo fibroblaste, endotelijske celice, pericite, osteoklaste in Stevilne celice, ki izvirajo iz
kostnega mozga (BMDC, bone-marrow derived cells), kot so mnevtrofilci, mastociti,
supresorske celice mieloidnega izvora (MDSC, myeloid-derived suppressor cell), limfociti
(celice T, celice B, naravne celice ubijalke), monociti, mezenhimske maticne celice in
makrofagi, imenovani tudi TAM (tumor-associated macrophages, s tumorjem povezani
makrofagi) [39, 82, 89-91].

Tumorska matiéna celica

Rakava celica
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Slika 12: Raznolikost celic v tumorskem mikrookolju. Povzeto po [81].
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1.2.3.2.5 Vloga imunskega sistema in komplementa pri raku

Naceloma velja, da imunski sistem in z njim tudi komplement sodeluje pri odstranjevanju
tujkov iz telesa, vkljuéno s tumorskimi celicami. Po drugi strani pa so raziskovalci opazili,
da aktivacija komplementa in njene posledice lahko delujejo ravno obratno, da imajo
tumor-promotorsko vlogo. Dogodki, ki delovanje komplementa definirajo kot tumor-
promotorsko ali tumor-zaviralno, so prikazani na sliki spodaj (Slika 13).

Akutno vnetje
Kroniéno vnetje
Aktivacija imunskega
odziva Zaviranje | Spodbujanje Zaviranje imunskega
razvoja | razvoja odziva
tumorja | tumorja

Liza celic
Oziljanje
Opsonizacija
Signalizacija rakavim

Kemotaksa celicam

AKTIVACIJA KOMPLEMENTA

Slika 13: Dvojno delovanje komplementa na tumorje. Povzeto po [92].

Imunski sistem ves Cas preverja stanje v telesu in odstrani vec¢ino rakavih celic. V kolikor
pa imajo rakave celice sposobnost izogiba imunskemu sistemu, pa jih le-ta ne prepozna kot
tujek in jih ne poskusa odstraniti. Schreiber in sodelavci [93] so razvili teorijo imuno-
urejanja, kjer govorijo o tem, kako imunski sistem po eni strani odstranjuje tumorske celice
iz telesa, po drugi strani pa jim pomaga oz. jih »uci«, kako naj se mu izognejo. Proces
imuno-urejanja sestavljajo tri faze: odstranjevanje, ravnotezje in izogibanje (Slika 14). Faza
odstranjevanja se nanasa na odstranjevanje tumorskih celic iz telesa. V tem koraku imunski
sistem tumorske celice prepozna na podlagi razli¢nih signalov nevarnosti (DAMP, danger-
associated molecular patterns, molekulski signali nevarnosti) in jih poskusa odstraniti. V
kolikor je odstranitev uspesna, se tu proces imuno-urejanja zakljuci.

Tiste tumorske celice, ki fazo odstranjevanja prezivijo, vstopijo v drugo fazo, fazo
ravnotezja. Tukaj imunski sistem, natancéneje pridobljena imunost, tumorju onemogoca
prekomerno rast, vendar pa ga ne odstrani iz telesa. Hkrati pa v tem casu poteka tudi
proces prilagajanja tumorskih celic na imunski odziv in ucenja celic, kako preziveti v
ekstremnih pogojih, ki jih ustvarjata vnetje in imunski odgovor. To je najdaljsa in
najpomembnejSa faza imuno-urejanja rakastih celic. V tretji in zadnji fazi, imenovani
izogib, pridejo do izraza tiste tumorske celice, ki so prezivele prejsnji dve fazi ter se naudile,
kako se izogniti napadu imunskega sistema. Tu se te celice uspesno izognejo imunskemu
odzivu, kar se odrazi kot hitro rasto¢i in opazen tumor. Torej, tekom imuno-urejanja
rakaste celice postanejo nevidne za imunski sistem oz. razvijejo mehanizme, s katerimi se
ubranijo njegovega napada. Nacinov, kako se rakave celice izognejo imunskemu sistemu, je
veliko, najbolj u¢inkovito pa je verjetno obsezno izrazanje regulatorjev komplementnega
sistema [92, 93].
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Slika 14: Shematski prikaz imuno-urejanja. Zacne se z delovanjem imunskega sistema
na rakave celice in njihovim odstranjevanjem iz telesa. V naslednji fazi pride do ravnotezja
med imunskim sistemom in proti-vnetnim delovanjem tumorja. V tej fazi poteka tudi
imuno-urejanje. Zadnja faza je izogib imunskemu sistemu. Takrat so rakave celice Ze razvile
nacine, kako se izognejo prepoznavi imunskega sistema. Povzeto po [93].

Ob prvem pojavu tumorskih celic, se na njihovi povrsini najverjetneje aktivira klasi¢na
pot komplementa. To vodi do tvorbe moc¢nih imunskih efektorjev, kot sta anafilatoksina
C3a in Cba, ki na tocko aktivacije komplementa pritegneta stevilne imunske celice
(eozinofilce, monocite, celice T) ter sprozita vnetje. Kot posledica tega, se v okolici
tumorskih celic povisa koncentracija doloc¢enih citokinov, kemokinov, rastnih faktorjev in
proteaz, ki porusijo homeostazo. Na tej tocki se mora tumor tudi »postaviti v bran«
imunskemu sistemu, saj bi v nasprotnem primeru dotok vseh teh efektorjev imunskega
sistema tumor odstranil iz telesa. Najpogosteje je bilo opazeno, da tumorske celice izrazajo
velike koli¢ine inhibitorjev komplementnega sistema, kot npr. membranske regulatorje
CDb55, CD46, CD35, CDA9 ter topne mediatorje komplementa kot so C1 inhibitor, faktor
H, faktor I in C4BP. Poleg tega pa lahko tumorske celice dotok vseh teh vnetnih snovi
izkoristijo tako, da delujejo kot tumor-promotorski faktorji tumorskega mikrookolja [92-
96].

Dalje je bilo tudi opazeno, da komplement sodeluje pri razvoju metastaz. V prvi fazi se
predpostavlja, da je C3 povezan z nizjim izrazanjem E-kadherina, kar pripomore k
rahljanju medceliécnih povezav med tumorskimi celicami in pove¢a moznost njihove
migracije. Poleg tega pa je komplement najverjetneje (posredno) povezan tudi s pripravo
tkiv na prihod metastazirajoc¢ih celic. Taka tkiva imenujemo predmetastatske nise.
Aktivacija komplementa sproza vnetje, kar posledicno povzro¢i povecano vaskularno
permeabilnost, da bi omogocil dotok levkocitov. Vendar pa to lahko izkoristijo
metastazirajoce tumorske celice in se tako iz krvnega obtoka prestavijo v tkiva. Predvideva
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se tudi, da je komplement vpleten v razgradnjo zunajcelicnega matriksa v teh
predmetastatskih nisah, vendar pa morajo biti te hipoteze potrjene z dodatnimi
raziskavami [97].

1.2.3.2.6  Cisteinski katepsini v tumorskem mikrookolju

V tumorskem mikrookolju je prisotnih ve¢ vrst proteaz, med drugim tudi metaloproteaze
MMP, serinske proteaze kot npr. urokinazni plazmin-aktivator (uPA) ter cisteinski
katepsini, ki so pogosto glavna tarCa raziskav in terapij [98]. V tumorskem mikrookolju
imajo te proteaze pomembne vloge v procesih migracije tumorskih celic, njihove
invazivnosti, metastaziranja, oziljanja in poseganja v celiéno signalizacijo [73, 85, 91, 99,
100]. Cisteinske katepsine v tumorsko mikrookolje izlo¢ajo skoraj vse prisotne celice. Ze
same tumorske celice so znane po tem, da izloc¢ajo velike koli¢ine katepsina L, izredno
pomemben vir cisteinskih katepsinov pa so tudi makrofagi v tumorskem mikrookolju, ki
izlocajo prakticno cel spekter cisteinskih katepsinov. Pomembno koli¢ino prispevajo tudi
druge imunske celice (nevtrofilci, celice T, mastociti), fibroblasti, mioepitelijske celice,
osteoklasti in endotelijske celice [68, 80, 82, 101-110]. Najpogosteje z rakom oz. tumorskim
mikrookoljem povezujemo katepsine B, C, K, L, S ter katepsina H in X [111]. Slika 15
prikazuje nekatere celice v tumorskem mikrookolju in katepsine, ki jih le-te izlocajo.
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Slika 15: Celice tumorskega mikrookolja in katepsini, ki jih te celice izlocajo.
Povzeto po [39].

Naceloma velja, da so cisteinski katepsini optimalno aktivni v kislem pH, v nevtralnem
pa so obicajno nestabilni — izjema je katepsin S, ki je stabilen in aktiven tudi v nevtralnem.
Vemo, da so katepsini, izlo¢eni v zunajcelicno okolje v obliki zimogena, torej v svoji
neaktivni obliki. To najverjetneje podaljSa cas njihove stabilnosti v sicer neoptimalnem
okolju, kjer je pH nevtralen. V naslednjih korakih se katepsini v zunajcelicnem okolju
aktivirajo. To je ali posledica proteolitske cepitve druge proteaze ali pa kot avtoaktivacija.
Slednja je lahko posledica interakcij z negativno nabitimi povrsinami (kot na primer GAG,
glikozaminoglikani ali celicna membrana) ali pa lokalne zakisanosti okolja. Znano je
namrec, da je tumorsko okolje zaradi hipoksi¢ne glikolize znacilno zakisano, kar pripomore
k stabilnosti katepsinov in njihovi aktivnosti [79, 88, 111].

Cisteinski katepsini imajo v tumorskem mikrookolju zaenkrat tri poznane vloge:
razgrajujejo zunajcelicni matriks, cepijo adhezijske domene ter regulirajo proteoliti¢ne
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kaskade. Z razgradnjo zunajcelicnega matriksa (ECM) katepsini omogocajo mobilnost
tumorskih celic in posledi¢éno metastaziranje, poleg tega pa je omogoceno tudi oziljanje
tumorjev. Pri razgradnji zunajcelicnega matriksa gre tako za razgradnjo proteinov ECM,
kot tudi bazalne membrane. Razgradnja lahko poteka zunajceli¢no, torej na membrani ali
pa v lizosomih, saj so tumorske celice sposobne tudi endocitoze komponent zunajcelicnega
matriksa. Primeri nekaterih substratov cisteinskih katepsinov so: agrekan (cepijo katepsini
B, K, L in S), kolagen tipa I (katepsini B, K, L in S), kolagen tipa II (katepsini B, K, L in
S), kolagen tipa IV (katepsina B in S), kolagen tipa XVIII (katepsina L in S) elastin
(katepsini K, L, S in V), fibronektin (katepsini B, L in S), laminin (katepsini B, L in S),
nidogen-1 (katepsin S), tenascin-C (katepsin B), periostin (katepsin K), osteokalcin
(katepsini B, H, L in S) in osteonektin (katepsina B in K) [39, 80, 112, 113]. Kar pa se tice
oziljanja tumorjev, je znanega in jasnega Se manj. Predvideva se, da je katepsin S sposoben
tvoriti angiogenetske faktorje, ki spodbujajo oziljanje in sicer s cepitvijo zunajcelicnega
proteina laminina 5 [114]. Nasprotno pa trdijo ugotovite, da lahko katepsina L in S cepita
kolagen tipa XVIII tako, da nastane anti-angiogenetski faktor endostatin, ki preprecuje
proliferacijo, migracijo in adhezijo endotelijskih celic. Je pa mozno, da se razgradnja
endostatina s katepsinoma nadaljuje in nastanejo krajsi peptidi (npr. G10T in K15T), ki
pa imajo spet moc¢ne pro-aniogenetske sposobnosti [68, 115]. Cisteinski katepsini pa lahko
sodelujejo pri razgradnji zunajcelicnega matriksa tudi posredno.

Tako kot razgradnja zunajcelicnega matriksa tudi cepitev adhezijskih domen tumorskih
celic omogoca njihovo mobilnost in spodbuja metastaziranje. Prva znana adhezijska
molekula, ki jo lahko cisteinski katepsini cepijo, je bil E-kadherin, ki ga lahko cepijo
katepsini B, L in S [116]. Ta cepitev prekine povezavo med epitelijskimi celicami in omogo¢i
metastaziranje [117]. Sledila so porodila o cepitvi adhezijskega proteinov skupine JAM
(junctional adhesion molecule, adhezijska molekula celicnih stikov), ki so pomembne
adhezijske molekule v krvno-mozganski pregradi (meji med krvnim obtokom in mozgansko
zunajceli¢no tekocino). Katepsin S je najbolje cepil protein JAM-B, sledila pa sta proteina
JAM-A in JAM-C. Poleg tega pa so bile opazene tudi cepitve okludina in klaudina (CLDN-
3). Preko cepitve teh proteinov katepsin S omogoca prehod tumorskih celic iz krvnega
obtoka tudi v mozgane [118]. Nenazadnje pa je bilo odkrito tudi, da katepsini L, S in v
manjsi meri B lahko s povrsine celic cepijo tudi predstavnike skupine CAM (cell adhesion
molecules), kot so ALCAM, MUC18, LICAM, nektinu podoben protein 5 in CD44. Vse te
cepitve bistveno pripomorejo k vecji mobilnosti tumorskih celic in jim omogocajo vstop v
krvni obtok in razsejevanje [119]. Nedavna raziskava je pokazala tudi, da katepsin B lahko
odreze CD18 s povrsine levkocitov. CD18 je molekula, ki pomembno sodeluje pri adheziji
levkocitov na endotelijske celice, to je preden se levkociti prestavijo iz Zil v vneto tkivo.
Opazen Seding CD18 namiguje na vlogo katepsina B pri angiogenezi, hkrati pa nam kaze
tudi na do sedaj Se ne poznano vlogo katepsina B pri fizioloskih pogojih rekrutiranja
levkocitov v vnetna tkiva [120].

Poleg omogocanja mobilnosti in metastaziranja tumorskih celic, so cisteinski katepsini
prisotni tudi pri regulaciji proteolitskih kaskad, ki se zacnejo zunaj celice. Najpomembnejsa
izmed teh je aktivacija uPA (urokinase-type plasminogen activator, urokinazni aktivator
plazminogena), ki poteka tako, da se pro-uPA veze na uPAR (uPA receptor). Za katepsina
B in L je bilo pokazano, da lahko in vitro aktivirata pro-uPA, ta pa potem ze po svoji
fizioloski vlogi cepi plazminogen v plazmin, ki razgrajuje proteine zunajcelicnega matriksa
ali pa aktivira metaloproteaze MMP, ki tudi sodelujejo pri razgradnji proteinov
zunajcelicnega matriksa [80, 91, 113, 121]. Prav tako vemo, da lahko katepsina B in L in
vitro aktivirata MMP-2 in MMP-3 iz njune neaktivne pro-oblike v aktivno obliko, lahko
pa tudi inaktivira endogene inhibitorje MMP, imenovane TIMP (tissue inhibitor of
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metaloproteases, tkivni inhibitor metaloproteaz). V povratni zanki pa MMP lahko
razgradijo katepsinske inhibitorje npr. cistatin E, cistatin C in cistatin M in tako omogocijo
proteoliti¢no delovanje katepsinov [68, 80, 122].

1.2.3.2.7  Cisteinski katepsini in komplement

Ze dolgo je znano, da lahko katepsini cepijo komponente komplementnega sistema.
Posledice te cepitve pa so razli¢ne: lahko pride do tvorbe aktivnih fragmentov, ki sprozijo
vnetje in aktivacijo komplementa, ali pa do razgradnje in deaktivacije komplementa.

Prva odkritja segajo v leto 1995, ko so Jean in sodelavci odkrili 39 kDa veliko cisteinsko
proteazo, imenovano p39 ki je cepila C3. Izolirali so jo iz membranske frakcije misjih
tumorskih celic (melanom), najdena pa je bila tudi v zunajcelicnem matriksu. Hitro so tudi
ugotovili, da je to najverjetneje kar misji katepsin L, nato pa izolirali se p41 iz ¢loveskih
tumorskih celic (melanomske celice), ki je imel sekvenco kot humani katepsin L [123, 124].
Potrjeno je bilo, da oba katepsina L (tako misji, kot tudi humani) cepita C3 tako, da
nastaneta neaktivna fragmenta C3dg in C3d, hkrati pa tudi onemogocita vezavo C3 na
povrsino tumorskih celic. Na ta nacin preprecita aktivacijo komplementa ter omogocita
tumorskim celicam, da se izognejo odzivu imunskega sistema [124-127].

Po drugi strani pa beremo tudi porocila o cisteinskih katepsinih, ki lahko s cepitvijo
komponent komplementnega sistema sodelujejo pri aktivaciji komplementa. Tako so npr.
objavili, da lahko katepsin L cepi C3 tudi tako, da nastajajo aktivni fragmenti, kot sta C3a
in C3b, katepsin H pa cepi C5 in tvori anafilatoksin Cha [128, 129].

Ponovno zanimanje za katepsine v povezavi s komplementom je vzbudilo nedavno
odkritje, kjer je bilo pokazano, da lahko katepsin L s povrsine tumorskih celic cepi CD55,
ki je eden glavnih inhibitorjev komplementa in se v visoki koncentraciji nahaja na povrsini
tumorskih celic [119]. To seveda sprozi Stevilna nova vprasanja, kot npr. ali katepsini
spodbujajo aktivacijo komplementa na povrsini tumorskih celic in je ne blokirajo, kot so
do sedaj predvidevali, oziroma ali je to le stranski produkt katepsina L, ko deluje kot Sedaza
na povrsino tumorskih celic.

1.2.3.2.8 Cisteinski katepsini kot Sedaze

Do nedavnega ni bilo kaj dosti znanega o Sedazni aktivnosti cisteinskih katepsinov.
Nasprotno. Verjelo se je, da so Sedaze lahko le iz vrst metaloproteaz MMP in ADAM.
Nedavna objava Soboticeve in sodelavcev pa je predstavila nekatere nove sedaze. Namrec,,
pokazali so, da so cisteinski katepsini lahko Sedaze tako ex vivo kot in vivo. Katepsina L in
S ter v manjsi meri tudi katepsin B so s povrsine tumorskih celic postrigli razlicne skupine
proteinov: membranske proteine, ki sodelujejo pri signalizaciji (EGFR, efrinski receptor
tipa A2, transferinski receptor 1 in CD55), adhezijske proteine (ALCAM, MUC18, LICAM,
nektinu podoben protein 5, CD44, pleksin Al in pleksin B2, nevropilin). Poleg tega so
spoznanja potrdili tudi na misjem modelu raka pankreasa, kjer so pokazali, da cisteinski
katepsini sodelujejo pri invazivnosti tumorskih celic. S Sedingom adhezijskih domen lahko
pospesujejo migracijo celic, ki kot take lazje in hitreje vstopijo v krvni obtok in sprozijo
nastanek metastaz. Seding membranskih receptorjev pa lahko zmoti normalen odziv
imunskega sistema in omogoca prezivetje tumorskih celic ali pa vpliva na semaforinsko
signalizacijo, kar inhibira Ras GTPaze in ERK signalizacijo [119]. Dodatno so to pokazali
Gocheva in sodelavci, ki so opisali in vitro delovanje katepsinov B, L in S na E-kadherin.
E-kadherin je sicer ze znana tarca nekaterih sedaz (MMP-3, MMP-7, ADAM-10), z
njihovim poskusom pa so pokazali, da so tudi cisteinski katepsini sposobni cepiti
zunajceliéno domeno rekombinantnega E-kadherina [116].
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1.2.3.3 Gingipaini

Gingipaini so cisteinske proteaze, ki jih sintetizirajo patogene bakterije Porphyromonas
gingivalis (krajse P.gingivalis ali P.g.), glavne povzrociteljice paradontalne bolezni
(poglavje 1.2.3.3.1). Gingipaini se nahajajo na zunanji strani celicne stene ali kot
membranske proteaze, torej vezane na membrano bakterij oz. na povrsino membranskih
veziklov (OMV; outer membrane vesicles) ali pa jih bakterije izlocijo v okolico kot topne
proteaze [130]. Gingipaini kot proteolitski encimi spadajo v klan CD, druzino C25 [60]. V
isti klan pristevamo tudi kaspaze in legumain, pri ¢emer imajo gingipaini tudi nekaj
strukturnih podobnosti s temi proteazami [131]. V skupino gingipainov spadajo tri
cisteinske endopeptidaze, imenovane Kgp, HRgpA in RgpB. Imena so dolocena glede na
specificnost encima za aminokislino na P1 mestu, kratica »gp« pa je okrajSava za
gingipaine. Torej, Kgp ima specificnost za lizin, Lys (krajSa oznaka te aminokisline je K),
R-gingipaina (HRgpA in RgpB) pa sta specifi¢na za arginin, Arg (krajSa oznaka R) [132,
133]. Pregled vseh gingipainov je v tabeli spodaj (Tabela 4).

Tabela 4: Seznam gingipainov.

Gingipain Druga imena Specificnost Adhezijske domene
RgpB Rgp-2 Arg Ne
HRgpA RgpA, Rgp Arg Da
Kgp K-gingipain Lys Da

Vsi gingipaini se sintetizirajo v neaktivni pro-obliki in se aktivirajo Sele, ko preidejo
citoplazemsko membrano. Aktivirajo se lahko avtokataliticno (primer avtoprocesiranja je
RgpB) [134] ali pa drug drugega (RgpB lahko aktivira Kgp) [135], poleg tega pa je za
njihovo aktivnost pomemben pH, ki mora biti okoli 8, in reducirajoce okolje [136, 137].
Predvideva se, da v periplazmi pride tudi do modifikacije C-konénega dela gingipainov, za
katero naj bi bil odgovoren LPS (lipopolisaharid) [138]. Po tem se gingipaini zvijejo v
aktivno obliko in se izlo¢ijo iz bakterijskih celic [139].

Poleg gingipainov bakterije P. gingivalis izlo¢ajo Se druge proteaze, vendar pa gingipaini
predstavljajo kar 85% vse proteoliti¢ne aktivnosti teh bakterij, zato jim pripisujemo glavno
proteolitsko vlogo in so tudi subjekt mnogih $tudij paradontalne bolezni [140].

1.2.3.3.1 Paradontalna bolezen

Paradontitis ali paradontalna bolezen je kroni¢no vnetje dlesni, ki ga povzroca skupina
Gram-negativnih anaerobnih bakterij: Tannerella forsythia, Treponema dentricola in
Porphyromonas gingivalis, izmed katerih naj bi bile ravno slednje najbolj problematicne in
odgovorne za vecino tezav. Pred-faza paradontitisa je gingivitis, rahlo vnetje dlesni, ki je
reverzibilno in ob primerni ustni higieni ozdravljivo. Ce pa gingivitisa ne zdravimo, se
razvije v paradontitis in se skode ne da ve¢ popraviti. Pri paradontalni bolezni gre torej za
hudo vnetje dlesni, ki mu sledi razgradnja celjustne kosti. Ob tem zdravi zobje lahko
izgubijo oporo, se za¢no majati in tudi izpadati. Vse se zac¢ne zaradi slabe ustne higiene, ki
omogoca patogenim bakterijam, da se naselijo v obzobnih zZepih, prostorom med zobom in
dlesnijo. Vec¢ bakterij, ko je v teh Zepih, hujse je vnetje, ki se nadaljuje v razgradnjo
dlesni¢nega tkiva ter Celjustne kosti [141]. Slika 16 predstavlja razvoj paradontitisa od
zdravega zoba, preko gingivitisa pa do najhujse oblike paradontalne bolezni.
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Slika 16: Razvoj paradontalne bolezni. Slika A prikazuje zdrav zob, dlesni in ¢eljustno
kost. Slika B prikazuje gingivitis, kjer je opaziti vnetje dlesni in nekoliko poglobljen obzobni
zepek. Slika C kaze napredovanje bolezni v paradontitis, kar je razvidno iz opazno
poglobljenega obzobnega Zepa, ter razgradnje celjustne kosti. Na sliki D je prikazana
najhujsa oblika paradontitisa, ko je ¢eljustna kost in obzobno tkivo Ze tako uniceno, da ne
nudi ve¢ opore zobu. Povzeto po [141].

Bakterije P. gingivalis kot glavni povzrocitelj paradontalne bolezni so izredno invazivne
bakterije. Po klasifikaciji so to Gram-negativne anaerobne in asaharolitine bakterije.
Njihovi glavni virulentni faktorji so cisteinske proteaze (med njimi tudi gingipaini),
lipopolisaharid (LPS), hemaglutinini in fimbrije. Vsi ti virulen¢éni faktorji bakterijam
omogocajo kolonizacijo, pridobivanje hranil, odpornost na imunski odziv in izrabo le-tega
v svojo korist ter posledicno prezivetje v ustni votlini (zbrano v [142]). Za bakterije P.
gingivalis se je uvedel izraz inflamofilne, taksne, ki imajo rade oz. celo sprozajo vnetje. Gre
torej za bakterije, ki dobro uspevajo v tam, kjer je prisotno vnetje. Sprva, ko se okuzba oz.
kolonizacija bakterij zacne, se sprozi imunski odziv nanje. Tega bakterije P. gingivalis
izrabijo v svojo korist. Deloma napad imunskega sistema pobije in odstrani ostale bakterije,
ki so v mikrookolju tekmeci za hranila, same pa so nac¢eloma na imunski odziv odporne. Se
vec, sprozeno vnetje pomeni dotok imunskih celic in s tem povezano izlocanje proteinov,
ki so jih bakterije P. gingivalis sposobne razgraditi in uporabiti za svoja hranila [143].
Bistveno je torej, da namen P. gingivalis oz. njihovih gingipainov ni blokada imunskega
sistema, pac pa ga zelijo kontrolirati in ga izrabljati za svoje potrebe [96].

Ceprav so bakterije P. gingivalis prvotno paradontalne bakterije, torej bakterije, ki
povzrocajo okuzbo v ustni votlini, pa se je izkazalo, da so povezane s Stevilnimi drugimi
(vnetnimi) bolezni, ki izvirajo iz najrazlicnejsih tkiv v telesu. Najverjetnejsa teorija, kako
se bakterije P. gingivalis razsirijo po telesu je ta, da vstopijo v krvni obtok tekom krvavenja
dlesni, potem pa se (podobno kot metastaze) ustavijo v tkivu, ki jim omogoca optimalne
pogoje za svoje zivljenje. Ze dolga leta je znano, da so P. gingivalis povezane z
revmatoidnim artritisom [144], prezgodnjim rojstvom (spontanim splavom) [145] in
aterosklerozo [146], v zadnjih letih pa jih povezujejo tudi z razvojem raka v ustni votlini
[147, 148] ter Alzheimerjevo boleznijo [149]. Ker bakterije P. gingivalis postajajo vse vecji,
sistemski problem, je njihovo poznavanje Se toliko bolj pomembno. Namre¢, sele ko bomo
poznali njihove mehanizme delovanja in njihove Sibke tocke, lahko zac¢nemo razvijati
zdravilo zanje. Kljub stevilnim studijam, zdravila za paradontalno bolezen $e nimamo. Vec
farmacevtskih podjetij si ze lasti patente za inhibitor Kgp gingipaina, KYT-36, prav tako
pa se razvijajo cepiva proti bakterijam P. gingivalis [150].
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1.2.3.3.2 Gingipain RgpB

Kot prvo zunajcelicno protezo bakterij P. gingivalis so odkrili gingipain RgpB, encim s
substratno specificnostjo za Arg [151]. Kasneje so ugotovili, da te bakterije izlocajo
pravzaprav dva gingipaina, ki cepita peptidno vez za argininskim ostankom: gingipaina
RgpA in RgpB [133].

Gingipain RgpB se pojavlja tako v topni obliki z molekulsko maso okoli 50 kDa, kot
tudi v membranski obliki z velikostjo med 70 — 90 kDa [139], kjer je v membrano pritrjen
preko LPS-u podobnih struktur [152]. Topna oblika je sestavljena iz signalnega peptida, ki
se odcepi ob prehodu gingipaina preko citoplazemske membrane, pro-peptida, ki se odcepi
ob prehodu celi¢éne stene, kataliticne domene in C-kon¢énega dela [139]. Struktura RgpB po
obliki spominja na zob z eno korenino (Slika 17) [131]. Krono zoba predstavlja kataliti¢na
domena, korenina zoba pa je podobna domeni imunoglobulinske naddruzine (IgSF). Slednjo
sestavlja 7 B-ploskev, organiziranih v B-sodcek in so organizirane podobno kot v IgG
domenah — od tod tudi ime. Kataliticna domena pa je sestavljena iz o/ motiva. Nadalje
kataliticno domeno razdelimo $e na A- in B-poddomeno, vsaka pa je sestavljena iz sredinske
B-ploskve, ki jo obkrozajo a-vijacnice na obeh straneh [131]. V aktivnem mestu, na vrhu
kataliticne domene, se nahajata cistein (Cys**), histidin (His*"') in najverjetneje tudi
glutamat (glutaminska kislina) (Glu'?), kar nakazuje na tvorbo imidazolijevega iona tekom
cepitve substrata. Ob Cys™ se zacne globok Zep S1, ki ga pokriva triptofan (Trp*') in
deluje kot pokrov aktivnega mesta. Razen omenjenega S1 Zepa pa je vecina povrsine
aktivnega mesta ravna in naceloma nespecificna, kar potrjuje ozko specificnost encima
RgpB. Optimalni pogoji za aktivnost RgpB so anaerobna atmosfera, pH med 7 in 8 ter
reducirajoce okolje [131, 136].

Zanimiva je ugotovitev, da je kataliticna domena RgpB po strukturi zelo podobna
kaspazi-1 in kaspazi-3, kar potrjuje umestitev gingipainov v klan CD [131].

Slika 17: Kristalna struktura gingipaina RgpB. Struktura spominja na zob z eno
korenino. Aktivno mesto je na vrhu, na kroni »zoba« in na stiku A- in B-poddomene,
korenina pa predstavlja IgSF. Povzeto po [131].

1.2.3.3.3 Gingipain HRgpA

Gingipain HRgpA je kompleks gingipaina RgpA in adhezijskih molekul. Celoten
kompleks ima povpreéno molekulsko maso okoli 95 kDa, medtem ko sama kataliticna
domena (RgpAc.) v topni obliki meri okoli 50 kDa [133]. V osnovi je RgpA zelo podoben
gingipainu RgpB, saj sta produkta sorodnih genov rgpA in rgpB: oba cepita peptidno vez
le in samo za argininskimi aminokislinskim ostankom in imata zelo podobno strukturo,
Ceprav je ta znana le za gingipain RgpB, za RgpA pa se domneva, da ji je izredno podobna.
Edina vedja razlika so adhezijske domene, ki so prisotne samo pri HRgpA [136]. Torej, na
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kataliticno domeno RgpA so nekovalentno vezane stiri adhezijske/hemaglutininske domene
v velikostih 44 kDa, 27 kDa, 17 kDa in 15 kDa [153] in so klju¢ne za razliko v aktivnosti
HRgpA v primerjavi z RgpB [136, 154]. Podobne adhezijske domene najdemo tudi pri
gingipainu Kgp (Slika 18), zaradi ¢esar pogosto prihaja do tvorbe od 294 do 323 kDa
velikega multimernega kompleksa med HRgpA in Kgp. Gingipaina se v kompleks povezeta
preko nekovalntnih povezav adhezijskih domen in na tak nacin tvorita izredno mocno
proteazo z dvema aktivnima mestoma in razlinima substratnima specificnostima: Kgp cepi
peptidno vez za lizinskim aminokislinskim ostankom, medtem ko pa HRgpA cepi za

argininskim ostankom [138, 153, 155].
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Slika 18: Prikaz genskega zapisa gingipainov: signalni peptid, pro-peptid, kataliticna
domena, adhezijske domene ter C-konéna domena. Povzeto po [139].

Prisotnost adhezijskih domen ima dvojno vlogo pri aktivnosti HRgpA: po eni strani
lahko pripomorejo k vecji aktivnosti gingipaina, saj omogoc¢ijo moc¢nejso vezavo encima na
substrat (primer: cepljenje fibrinogena), po drugi strani pa lahko adhezijske domene
spremenijo dostopnost aktivnega mesta za substrat in s tem otezijo cepitev (primer
aktivacija faktorja X v kaskadi strjevanja krvi) [154].

1.2.3.34  Gingipain Kgp

Zaenkrat Se vedno ni povsem jasno, kateri izmed treh gingipainov najbolj pripomore k
razvoju paradontalne bolezni. Dolgo ¢asa je veljalo, da je to Kgp, zadnja leta pa velja ravno
obratno, to je da je Kgp najmanj aktiven [156, 157].

Gingipain Kgp je sestavljen iz N-koncnega signalnega peptida, pro-peptida, kataliticne
domene, veé¢ zaporednih adhezijskih/hemaglutininskih domen in C-konc¢nega peptida za tip
IX izloCanja [139]. Kataliticna domena je velika priblizno 51 kDa [158] in po strukturi
spominja na zob z eno korenino — tako kot struktura RgpB (Slika 19). Krono zoba
predstavlja kataliticna domena [159] z desetimi B-ploskvami, obkrozenimi z desetimi o-
vija¢nicami, ki skupaj tvorijo a-p sendvi¢. Kataliticna domena je sestavljena iz N-koncénega
peptida in C-kon¢nega peptida. Vsak ima dve vezavni mesti za kalcij, C-kon¢ni peptid pa
ima Se dve vezavni mesti za natrij [160]. Na nasprotni strani, torej spodaj pa je na to
»krono« vezana domena imunoglobulinske naddruzine (IgSF), ki predstavlja korenino zoba
in je sestavljena iz Sestih anti-paralelnih B-ploskev [161]. Nekovalentno pa je na IgSF
vezanih Se 3 - 5 adhezijskih /hemaglutininskih domen v velikostih 60 kDa, 44 kDa, 30 kDa,
27 kDa in 17 kDa [162]. Aktivho mesto se nahaja na povrsini »krone« zoba in je
najverjetneje sestavljeno iz kataliticne triade: vsebuje cistein (Cys*”), histidin (His*) in
aspartat (asparaginska kislina) (Asp®™). Cistein in histidin delujeta podobno kot v primeru
cisteinskih katepsinov (postopek opisan v poglavju 1.2.3.1): preko tiolat-imidazolijevega
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iona histidin in cistein tvorita oksoanioansko luknjo, ki poskrbi za nukleofilni napad na
substrat. Za aspartat pa vloga Se ni ¢isto razjasnjena, vendar ima verjetno podobno vlogo
kot glutamat pri RgpB, torej pomaga pri protonaciji in orientaciji stranske verige histidina.
Opisano je le hipoteza strukturnih biologov, ki pa jo je treba Se potrditi [157, 163].

Slika 19: Struktura katalitiéne domene Kgp, kjer se vidi krona [159] in korenina (IgSF)
ter aktivno mesto. Slika A prikazuje proteinska zvitja gingipaina Kgp, slika B pa je za
primerjavo z realnim zobom. Povzeto po [163].

Za Kgp je znacilna ozka substratna specifi¢nost, saj cepi peptidno vez le za lizinskim
aminokislinskim ostankom. Pogoji za optimalno delovanje tega gingipaina so: pH okoli 7 -
8, reducirajoce okolje ter anaerobna atmosfera [137].

1.2.3.3.5 Fizioloska vloga gingipainov

Gingipaini so samo del nabora bakterijskih proteaz, ki jih izlo¢ajo P. gingivalis. A vendar
veljajo za glavne proteoliticne encime, saj prispevajo kar 85% k celotni proteoliti¢ni
aktivnosti teh bakterij. Na ta nacin sodelujejo pri vseh vitalnih bakterijskih procesih, kot
so kolonizacija, koagregacija, hemaglutinacija, izogibanje in obramba pred imunskim
sistemom, itd. [138].

Tako so na primer adhezijske domene gingipainov pomembne za vezavo na celice drugih
bakterijskih vrst (koagregacijo) ali med seboj (avtoagregacija) in posledi¢no tvorbo
biofilma, v katerem se bakterije zavarujejo pred zunanjimi vplivi [164, 165]. Gingipaini so
bistveni tudi za kolonizacijo P. gingivalis, saj s svojimi adhezijskimi domenami omogocajo
vezavo bakterij na gostiteljsko tkivo. Vezejo se na proteine zunajcelicnega matriksa, na
kolagen, laminin in ostale strukture v tkivu [152, 166, 167]. Ker so P. gingivalis
asaharolitiCne bakterije, morajo vsa svoja hranila pridobiti s fermentacijo aminokislin, za
kar poskrbijo gingipaini z razgradnjo gostiteljskih proteinov [152, 168]. Za svoje prezivetje
te bakterije potrebujejo tudi hem, ki ga prav tako pridobivajo s pomocjo gingipainov: z
adhezijskimi/ hemaglutininskimi domenami se gingipaini vezejo na povrsino eritrocitov in
jih pocasi razgradijo, da iz njih dobijo nujno potreben hem, ki se dobro veze na adhezijske
domene Kgp in HRgpA [152, 169], nato pa ga Kgp razgradi na enote, primerne za P.
gingivalis [170].

Nadalje so gingipaini vpleteni v preprecevanje skode, ki bi jo imunski sistem lahko
naredil bakterijskim celicam. To vkljucuje razgradnjo anti-bakterijskih proteinov [171],
spremembe aktivacije komplementnega sistema [172, 173] ter poruseno signalizacijo
citokinov. Slednje dosezejo s tem, da nekatere citokine razgradijo oz. jih deaktivirajo.
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Primer citokina, ki je lahko substrat za gingipaine je pro-vnetni citokin TNFa. Izloc¢ajo ga
fibroblasti in epitelijske celice kot odziv na okuzbo z bakterijami, receptorje zanj pa imajo
polimorfonuklearni nevtrofilci, ki se po vezavi odzovejo z infiltracijo na okuzena obmocdja
in s fagocitozo bakterij. Gingipaini lahko TNFa razgradijo in na ta nacin preprecijo
signalizacijo in nadaljnjo obrambo imunskega sistema [174]. Prav tako lahko gingipaini
razgradijo oz. inaktivirajo anti-vnetna interleukina IL-4 in IL-5, ki ju izlo¢ajo celice T [175].
Nadalje lahko gingipaini razgradijo tudi receptorje na povrsini imunskih celic in jih tako
naredijo nefunkcionalne. Primer je cepitev CD14. CD14 je skupaj s TLR4 koreceptor za
prepoznavo bakterijske molekule LPS na povrsini makrofagov. 7 odstranitvijo CD14
postanejo makrofagi nesposobni odziva na prisotnost bakterij [176]. Cepitev receptorjev
CD2, CD4 in CDS8 s povrsine celic T pa onemogoci njihovo aktivacijo in pravilno delovanje
(177, 178].

Se veé, gingipaini dokazano posegajo tudi v aktivacijske kaskade v organizmu, kjer s
proteolizo spremenijo njihov potek. Primeri so kaskada strjevanja krvi [179, 180]
kalikrein/kininska aktivacijska pot [152] in komplementni sistem (opisano v poglavju
1.2.3.3.6). Mnoge celice na svoji povrsini izrazajo od proteaz odvisne receptorje, PAR
(protease activated receptor, receptor, ki ga aktivira proteaza). To so receptorji, ki za svoje
delovanje potrebujejo proteazo, ki odcepi del receptorja in ga tako aktivira. Znano je, da
se tu lahko vmesajo gingipaini in aktivirajo receptorje PAR-1 in PAR-4 na povrsini
dlesni¢nih epitelijskih celic in krvnih ploséic ter PAR-2 na nevtrofilcih. To vodi do
spremenjene signalizacije in nepotrebne aktivacije teh celic [181-183].

Gingipaini lahko tudi razgrajujejo zunajceli¢ni matriks. Primeri substratov gingipainov,
ki so sestavni del zunajcelicnega matriksa, so fibronektin, laminin in kolageni [158, 184,
185]. Poleg tega pa lahko gingipaini razgradijo tudi adhezijske molekule s povrSine
gostiteljskih celic, kot na primer receptor za fibronektin in integrin [186]. Ravno to dvoje
pa lahko vodi do popolne izgube medceli¢nih stikov in posledicno oblike celicne smrti,
imenovane anoikis (smrti zaradi izolacije, osamitve celice) gostiteljskih celic [152].

Kadar pa se bakterije preselijo v notranjost gostiteljske celice, lahko gingipaini sprozijo
ali pa zavirajo apoptozo. Predvideva se, da je v zacetnih fazah okuzbe apoptoza inhibirana,
saj verjetno gingipaini aktivirajo PI3K/AKT signalizacijo, ki sprozi prepisovanje
prezivetvenih faktorjev, kot je NF-kB [187]. Ko se okuzba dovolj razvije, pa gingipaini
lahko sprozijo tudi apoptozo, ki je posledica znotrajcelicnega delovanja gingipainov —
najverjetneje gre za cepitev pro-kaspaze-3 v aktivno kaspazo-3 [188].

1.2.3.3.6  Gingipaini in komplementni sistem

Ze zelo kmalu po odkritju gingipainov so ugotovili, da RgpB lahko cepi C3 in C5.
Predvidevali so, da RgpB cepi C3 komponento tako, da nastane C3b, odcepi in
najverjetneje tudi razgradi pa se C3a protein. Tudi v primeru cepitve C5, se je odcepil
fragment Cba, ki pa je bil v meSanici bolj obstojen, zato so sklepali, da gingipain RgpB
lahko aktivira komplement [189]. Poleg komponent komplementnega sistema je bila
opazena tudi razgradnja receptorjev anafilatoksinov, npr. receptorja ChaR na povrsini
polimorfonuklearnih nevtrofilcev. Torej so sklepali, da se vnetje, ki normalno sledi aktivaciji
komplementa, po zaslugi gingipainov ne zacne, saj imunske celice ne reagirajo na vnetne
signale (kot v tem primeru C5a) [190].

Do danes je o povezavi med gingipaini in aktivacijo oz. inaktivacijo komplementa
znanega ze veliko (Slika 20). Bistveno je vedeti, da so gingipaini proteaze, ki skrbijo za
dobrobit bakterijskih celic in jih poskusajo obvarovati pred napadom imunskega sistema,
hkrati pa jim zagotoviti dovolj hranil za prezivetje. Vemo tudi, da se na povrsini bakterij
P. gingivalis sprozita obe aktivacijski poti komplementa, klasi¢na in alternativna [191].
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Popadiak in sodelavci [173] so postavili izredno zanimivo teorijo, da gingipaini pri nizkih
koncentracijah komplement aktivirajo. To dosezejo na dva nacina:
1.) preko cepitve C3, C4 in C5 in posledi¢no tvorbe aktivnih fragmentov C3a in Cba
kot anafilatoksinov ter C3b, C4b in C5b, ki so potrebni za kaskado aktivacije komplementa;
2.) preko aktivacije kompleksa C1, ki se nato veze na povrsino celic, ki sicer niso zaznane
kot tujki.
Alternativna Lektinska Klasi¢na pot
MBL

C3bBb in C4b2b |—§’4§;'t;§ \
C3-konvertazi

| )

topen CD 46
:,.? Izloanje IL-8,
' p| FH. cd-w podkodba

C3a epitelijskih celic
%’DSS CDss zaradi komplementa
/ _.icsb——OpSDPizacija

C5 konvertaza

Kemotaksa,
akumulacija
nevirofileey, vnetje

<

i

Izogib gostiteljskemu
obrambnemu sistemu

Fagocitoza

Slika 20: Shema aktivacijskih poti komplementa z oznacenimi mesti, kjer lahko
gingipaini posredujejo in se vmesajo. Povzeto po [152].

Aktivacija komplementa sprozi vnetje in posledi¢no dotok hranil, ki so nujno potrebna
za prezivetje bakterij. Na ta nacin je komplement za bakterije koristen, hkrati pa jih ne
unici, saj SO bakterije P gingivalis odporne na komplementno lizo celic Prednost tega ni
prisotne samo P. gmgwahs, pac¢ pa Se veliko drugih bakterlj, ki se vse potegujejo za isti
dotok hranil. S tem ko P. gingivalis sprozijo aktivacijo komplementa, ki ga same prezivijo,
se lahko znebijo okoliskih tekmecev za hrano.

Nasprotno pa je pri visjih koncentracijah gingipainov. Takrat gingipaini komplement
inaktivirajo tako, da razgradijo aktivne komponente, npr. C3, C4 in C5 in tako preprecijo
skodljiv vpliv komplementa na bakterijske celice. Najverjetneje je inaktivacija
komplementa prisotna v relativni blizini bakterij P. gingivalis, kjer je tudi koncentracija
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gingipainov najvisja. Z oddaljenostjo od bakterij tudi koncentracija gingipainov gradientno
pada in na doloceni razdalji, ko je koli¢ina gingipainov dovolj majhna, je aktivacija
komplementa spet mogoca [152, 173].

Poleg razgradnje komponent komplementnega sistema pa so gingipaini sposobni tudi
bolj prefinjenih taktik izogiba komplementu. Namre¢ adhezijske domene HRgpA in Kgp
na povrsini bakterijskih celic lahko nase vezejo inhibitor komplementa, CABP (C4-binding
protein, C4 vezavni protein) [192]. Ta inhibitor je navadno v topni obliki in krozi po serumu
ter preprecuje aktivacijo klasi¢ne ali lektinske poti na napacnih povrsinah, to je na
povrsinah lastnih celic. Deluje na nacin, da preprecuje tvorbo C3-konvertaze oz. njen ¢im
prejsnji razpad [5]. Z vezavo C4BP na svojo povrSino se P. gingivalis zamaskirajo in
preprecijo aktivacijo komplementa.

Seding inhibitorja komplementa CD46 je verjetno najbolj regulirana oblika obrambe
pred komplementnim sistemom. Ta inhibitor se v normalnih pogojih nahaja na povrsini
gostiteljskih epitelijskih celic in preprecuje aktivacijo komplementa na lastnih celicah na
nacin, da poskrbi za hitro disociacijo C3-konvertaze, ki pomotoma nastane na epitelijskih
celicah, hkrati pa je tudi kofaktor za faktor I. Skupina Mahtout-a in sodelavcev [193] je
pokazala, da je za ta Seding odgovoren Kgp. Topna oblika inhibitorja CD46 ni aktivna in
je podvrzena nadaljnji razgradnji. Na ta nacin gingipaini poskrbijo, da lastne epitelijske
celice postanejo dovzetne za napad komplementa, ¢emur sledi celicna smrt teh celic ter
zaCetek vnetja. To pa za bakterije pomeni dotok hranil in nadaljnje prezivetje [193].

1.2.3.3.7  Gingipaini kot sedaze

V zadnjih desetletjih, odkar se je pojavil pojem Seding, je tudi vedno ve¢ odkritij novih
sedaz. Med drugim so tudi gingipaini prisli na seznam proteaz s Sedazno aktivnostjo [194,
195]. Vsekakor to odpira Stevilna vprasanja. Ali so gingipaini res Sedaze? Ali svoje substrate
samo odcepijo s povrsine celice, ali pa mu sledi tudi razgradnja odcepljene domene? Je
morda Seding samo prvi korak v razgradnji membranskih proteinov s strani gingipainov?
V literaturi so mnenja in opazanja deljena, na kratko pa so predstavljena v nadaljevanju.

CD14 je koreceptor za prepoznavo LPS in se nahaja na povrSini monocitov in
makrofagov. Zanj je bilo ugotovljeno, da pri nizkih koncentracijah gingipainov in kratkem
casu inkubacije monocitov z gingipaini, Seding dejansko poteka, saj je bila odcepljena
zunajcelicna domena detektirana v raztopini. Pri daljsih casih inkubacije in visji
koncentraciji gingipainov pa najverjetneje pride do popolne razgradnje receptorja. Znano
je tudi, da sta gingipaina HRgpA in Kgp, ki vsebujeta hemaglutininske domene, hitrejsa
pri procesiranju receptorja CD14 [196, 197].

V skupino moznih substratov gingipainske Sedazne aktivnosti spada tudi Ze prej
omenjeni inhibitor komplementnega sistema CD46, ki se nahaja na povrsini dlesni¢nih
epitelijskih celic in ga Kgp po Sedingu popolnoma razgradi [193], ter receptor ChaR na
povrsini polimorfonuklearnih nevtrofilcev. Skupina Jagels-a in sodelavcev je predstavila
hipotezo, da morajo za Seding in razgradnjo tega receptorja sodelovati vsi gingipaini. Kgp
je prvi, ki cepi N-kon¢ni del ChaR, in sprozi rahlo konformacijsko spremembo. S tem postane
dostopnih nekaj argininskih ostankov, za katerimi lahko RgpB in HRgpA cepita peptidno
vez in tako razgradita tudi ta receptor [190]. Torej tudi v tem primeru pride do popolne
razgradnje substrata.

Nadalje imajo gingipaini vpliv na povrsinske receptorje celic T, saj je bilo pokazano, da
HRgpA cepi CDS, ter v manjsi meri tudi CD4. Enako velja za receptor CD2, ki se prav
tako nahaja na povrsini celic T. Za nobenega od teh receptorjev ni znano, kaj se zgodi po
zaCetnem Sedingu; potece nadaljnja razgradnja ali ostane samo pri sedingu? [177, 178]
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Za signalizacijo med (imunskimi) celicami so citokini bistvenega pomena in seveda so
bakterije P. gingivalis razvile mehanizem, kako lahko posredujejo tudi na tem podrocju.
Tako je veliko citokinskih receptorjev tudi substratov za gingipaine. IL-6R, (receptor za IL-
6) je najprej odcepljen s povrsine celice, temu pa sledi takoj$nja razgradnja, za katero sta
odgovorna oba R-gingipaina. Druga moznost je, da Seding sploh ne potece, pa¢ pa
razgradnja poteCe kar direktno na povrsini [198]. Naslednji citokinski receptor je CD27 na
povrsini celic T, ki veze citokin CD70. HRgpA in Kgp najprej odcepita receptor s povrsine,
vendar temu kmalu sledi razgradnja [199]. Seding membranskega TNFo za¢ne gingipain
HRgpA, medtem ko RgpB poskrbi za nadaljnjo degradacijo. Oba R-gingipaina sta prav
tako odgovorna za razgradnjo TNFR I in TNFR II receptorjev. Vse skupaj pa rezultira v
nepravilni komunikaciji med celicami in nepravilnem odzivu organizma na prisotnost
bakterij [200].

Edini primer pravega Sedinga je protein Syndecan-1, ki je koreceptor za razlicne rastne
faktorje in proteine zunajcelicnega matriksa. Pokazano je bilo, da po sedingu z gingipaini
odcepljena zunajcelicna domena sodeluje pri uravnavanju vnetja [194].

Pod ¢rto gre torej v vecini primerov za razgradnjo zunajcelicnih membranskih
proteinov, Seding pa je le ob¢asen pojav ali pa prvi korak v prej omenjeni razgradnji [201].
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Namen dela in hipotezi

2.1 Namen dela

Cisteinske proteaze so pomembni akterji v Stevilnih fizioloskih procesih, kot na primer v
homeostazi, razvoju tkiv, predstavljanju antigenov, delovanju imunskega sistema, pa tudi
v bolezenskih stanjih. Nekateri mehanizmi delovanja cisteinskih proteaz v dolocenih
okolis¢inah, pa tudi njihova vloga v zunajcelicnem prostoru Se niso pojasnjeni, a so kljucéni
za razumevanje bolezni in potencialni razvoj zdravil. Tako so bile cisteinske proteaze in
njihov vpliv na zunajcelicne proteine v primeru dveh bolezni; raka in paradontalne bolezni
osrednja tocka tega doktorskega dela.

S sStudijem cisteinskih katepsinov smo zeleli doloc¢iti njihovo vlogo pri aktivaciji
komplementa na povrSini tumorskih celic. Cilj raziskave je bil ugotoviti, katera izmed
aktivacijskih poti komplementa ima pri tem glavno vlogo in katera stopnja v aktivacijski
kaskadi je bistvena. Zeleli smo tudi dolociti tarce katepsinov, ki se nahajajo na zunanji
strani membrane tumorskih celic in so povezane z opazeno zmanjSano aktivnostjo
komplementa.

V drugem delu smo se posvetili bakterijskim proteazam - gingipainom in poskusali
pojasniti njihovo vlogo pri pojavu in napredovanju paradontalne bolezni. Tudi v tem
primeru nas je zanimalo, kakSen vpliv imajo gingipaini na aktivacijo komplementa na
povrsini dlesni¢nih epitelijskih celic, ter ali vplivajo na njih Se na kakSen drug nacin — na
katerega in kako?

2.2 Hipotezi

Glede na dve skupini preiskovanih skupin proteaz, sta tudi hipotezi dve:
1) Cisteinski katepsini lahko spremenijo povrsino tumorskih celic do te mere, da jih
komplementni sistem ne prepozna kot imunogene.
2) Gingipaini lahko spremenijo povrsino dlesni¢nih epitelijskih celic in jih naredijo bolj
obcutljive za napad imunskega sistema.
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Poglavje 3

Materiali in metode

3.1 Materiali

3.1.1 Kemikalije

- Ac-Lys-pNA, acetil-Lys-4-nitroanilid HCI (Bachem)

- ACN, acetonitril LC-MS (JT Baker)

- Akrilamid (VWR Chemicals)

- Annexin-V-FITC in vezavni pufer za Annexin (ThermoFischer Scientific)

- APS (amonijev persulfat) (Serva)

- Barbiturna kislina, pirimidin-2,4,6(1H,3H,5H)-trion (Sigma-Aldrich)

- BCA reagent (Thermo Scientific)

- Bradfordov reagent (Biorad)

- Bromfenol modro (Serva)

- BSA, serumski albumin goveda, bovine serum albumin (New England Biolabs)

- Biotiniliran Clq (pripravljen v laboratoriju dr. Anne Blom na Univerzi Lund,
Malmé, Svedska)

- CaCl, x 6(H20), kalcijev klorid (POCH, Sigma)

- CH3COONa, natrijev acetat (Merck)

- Coomassie Brilliant Blue R-250

- Deoksiholna kislina (Sigma Aldrich)

- DMSO, dimetil-sulfoksid (Merck)

- DTT, ditiotreitol (Sigma)

- EDTA, etilendiamintetraocetna kislina (Serva)

- EGTA, etilenglikoltetraocetna kislina [202]

- Etanol (Merck)

- FBS, fetusni serum goveda (Gibco)

- Hi-FBS, toplotno inaktiviran FBS

- Formaldehid (Sigma)

- Svinjski gelatin

- Glicerol (Serva)

- Glicin (Alfa Aesar)

- Glutamin (Lonza)

- HEPES, 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina (Serva, BioShop)

- TAA, jodoacetamid (Sigma)

- L-BAPNA, Noa-Benzoil-L-Arg-4-nitroanilid HCI (Bachem)

- L-Cys-HCI-H,O (BioShop, Sigma Aldrich)

- LeuLeu-O-Me, L-levcin-L-levcin metilni ester (Sigma)
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NaDS (Thermo Scientific)

Metanojska kislina (Fluka)

0,1% metanojska kislina v vodi (JT Baker)

Metanol (Merck)

MgCly x 6(H>0), magnezijev klorid (Sigma Aldrich, BioShop)

mleko v prahu (Pomurske mlekarne)

Na-barbital, natrij;5,5-dietil-4,6-diokso-1H-pirimidin-2-olat (Sigma-Aldrich)
NaCl, natrijev klorid (AppliChem, POCH)

NaDS, natrijev dodecil sulfat (Serva)

NaH,PO,, natrijev dihidrogenfosfat (Merck)

Na,HPO,, dinatrijev hidrogenfosfat (Merck)

NaNs, natrijev azid (Fisher Chemicals)

NH,HCOj; amonijev hidrogenkarbonat (Fluka)

NP-40, Nonident P40 oz. Oktilfenoksipolietoksiletanol (Roche Diagnostics)
Ocetna kislina (VWR Chemicals)

Penicilin/streptomicin (Lonza)

PMA, forbol-12-miristat-13-acetat (Sigma)

Propidijev jodid (Sigma)

Proteinska lestvica za SDS-PAGE, PageRuler Prestained Protein Ladder (MBI
Fermentas)

Raztopina za brezencimsko odlepljanje celic, Hanks' balanced salt solution
(Millipore)

Raztopina za odstranjevanje imunskih kompleksov, Re-Blot Plus Strong Solution
(Chemicon Int.)

Staurosporin (Sigma Aldrich)

TCEP, tris(2-karboksietil)fosfin (Sigma Aldrich)

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

Tripan modro (Sigma)

0,25% Tripsin (Gibco)

TrypLE Select, tripsin (Gibco)

Tris, tris(hidroksimetil)aminometan (Serva, BioShop)

Tween-20 (Serva)

Urea (Merck)

Voda LC-MS-CHROMASOLYV (Riedel de Haen)

Z-Phe-Arg-AMC, N-benzoiloksikarbonil-fenilalanil-arginil-7-amino-4-
metilkumarin, (Bachem)

Pufri

DPBS. Dulbeccov fosfatni pufer z NaCl (Lonza)
DPBS brez Ca*" in Mg** (Lonza)
PBS:
145 mM Na(Cl
2,5 mM NalL,PO,
7,5 mM NagHPO4
pH 7,4
PBS+:
DPBS (Lonza)
30 mM NaNj;
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- PBS++:
DPBS (Lonza)
30 mM NaNj
1% BSA
- PBST:
DPBS (Lonza)

0,1% Tween-20

- PBS z EGTA in dodanim magnezijem:

DPBS (Lonza)
10 mM EGTA
72 mM MgCl,
pH 7,0

- Zalozna raztopina VBS:
720 mM NaCl
9,0 mM Na-barbital
15,5 mM barbiturna kislina
pH 7,35

- GVB++:
Raztopina VBS
0,1% svinjski gelatin
1mM MgCly
0,15mM CaCl,

- Pufer TNC:
100 mM Tris, pH 7,5
150 mM NaCl

5 mM CaCl,
- Pufer TNCT:
Pufer TNC

0,05% Tween-20
- Pufer TNCT-a
Pufer TNCT
20 mM L-Cys, pH 7
- Pufer za Seding:
DPBS (Lonza)
0,5 mM DTT
pH 6,0
- Acetatni pufer:
50 mM CH3;COONa
150 mM NaCl
0,5 mM EDTA
pH 6
- Pufer RIPA:
50 mM Tris, pH 7,4
100 mM NaCl
0,1% NaDS
1% NP-40
0,5% deoksiholna kislina
1 mM EDTA
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Vezavni pufer za Clq:
72 mM NaCl
2,5 mM HEPES, pH 7,4
1 mM MgCl,
0,15 mM CaCl,
Pufer za spiranje Clq — 1:
300 mM NaCl
3 M urea
0,1% NaDS
1 mM EDTA
100 mM Tris, pH 7,4
Pufer za spiranje Clq — 2:
300 mM NaCl
3 M urea
0,1% NaDS
1 mM EDTA
10% etanol
100 mM Tris, pH 7,4
6x nanaSalni pufer za NaDS-PAGE:
300 mM Tris
100 mM NaDS
40 mM EDTA
1,2 M DTT
60% glicerol
0,3% bromfenol modro
Pufer za NaDS-PAGE elektroforezo:
25 mM Tris
192 mM L-glicin
0,1% NaDS
Pufer za prenos po Westernu
25 mM Tris
190 mM L-glicin
20% metanol
Coomassie raztopina za barvanje gela:
0,5% Coomassie Brilliant Blue R-250
50% metanol
10% ocetna kislina

Raztopina za razbarvanje barvila Coomassie — 1:

50% metanol
10% ocetna kislina

Raztopina za razbarvanje barvila Coomassie — 2:

25 mM NH,HCOs

50% ACN
Raztopina za redukcijo:

25 mM NH,HCOs

10 mM DTT
Raztopina za alkilacijo:

25 mM NH,HCO;
55 mM TAA
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Pufer za tripsin (Promega)
Raztopina za ekstrakcijo peptidov iz gela

50% ACN
5% metanojska kislina
Raztopina za elucijo peptidov s kolone C18
60% ACN
0,1% metanojska kislina

Topilo A:
80% ACN

3% ocetna kislina

Topilo B:
0,1% metanojska kislina

Proteaze

Humani katepsin L, izrazen v P.pastoris (Institut » Jozef Stefan«)
Humani katepsin S, izrazen v P.pastoris (Institut »Jozef Stefan«)
Modificiran tripsin iz prasi¢je trebusne slinavke (Promega)
Gingipain RgpB, izoliran iz P. gingivalis (Univerza v Louisville)
Gingipain HRgpA, izoliran iz P. gingivalis (Univerza v Louisville)
Gingipain Kgp, izoliran iz P. gingivalis (Univerza v Louisville)

Inhibitorji

E-64, (2S,3S)-trans-epoksisukcinil-L-levcilamido (4-gvanidino) butan (Peptide
Institute)

Batimastat, (4-N-Hydroxyamino)-2R-isobutyl-35-(thienylthiomethyl)succinyl)-L-
phenylalanine-N-methylamide (Merck)

Mesanica proteaznih inhibitorjev (Sigma)

KYT-1, (3S)- N-[(1S)-5-amino—1-(N,N-dimetilkarbamoil ) pentil]-3-[(2S)-6—
amino—2-(benziloksikarbonil)Jaminoheksanoilamino|]-6-guanidino—2-
oksoheksanamide (Peptide Institute)

KYT-36, (25)-N-[(1S)-1-(4-Aminobutil)-2-okso—2-(N-benzilkarbamoil Jethil]-N'-
(N-methilfenilamino)-2-[(benziloksikarbonil)amino|pentan-1,5-diamid (Peptide
Institute)

Protitelesa

Zaj¢ja protitelesa proti humanemu C3c, konjugirana s FITC (#F0201, DAKO)
Zajcja protitelesa proti humanemu C4c, konjugirana s FITC (#Q0369, DAKO)
Zajcja protitelesa proti humanemu Clq, konjugirana s FITC (#A0136, DAKO)
Misja protitelesa proti humanemu C5-9 (#MO0777, DAKO)

Misja protitelesa proti humanemu katepsinu L (#ab62710, Abcam)

Kozja protitelesa proti humanemu katepsinu S (#AF1183, R&D Systems)
Misja protitelesa proti humanemu katepsinu B (Institut Jozef Stefan)

Kozja sekundarna antimisja protitelesa, konjugirana z Alexa Fluor 488 (#A-
11001, Thermo Fisher)

Zaj¢ja sekundarna antikozja protitelesa, konjugirana z Alexa Fluor 488 (#A-
11078, Thermo Fisher)

Kozja protitelesa proti humanemu TFRC (#af2474, R&D)
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3.1.6 Serum

- NHS, naravni humani serum, izoliran iz krvi darovalcev

- dNHS, toplotno inaktivirani naravni humani serum, izoliran iz krvi darovalcev
- humani serum brez Clq (Quidel)

- humani serum brez faktorja B (Quidel)

3.1.7 Celicne linije

- MDA-MB-231 (ATTC, HTM-26), epitelijske celice, adenokarcinom mlec¢ne Zleze

- U-937 (ATTC, CRL-1593.2), monociti, levkemijski monocitni limfom

- HeLa (ATTC, CCL-2), epitelijske celice, adenokarcinom materni¢nega vratu

- Caco-2 (ATTC, HTB-37), epitelijske celice, kolorektalni adenokarcinom

- TIGK (pripravil prof. Richard J. Lamont, Univerza v Lousivilu, Dentalni
oddelek), epitelijske celice, imortalizirani dlesni¢ni keratinociti

3.1.8 Gaojisca za celice

- DMEM 2z visoko vsebnostjo glukoze in L-glutaminom (Lonza, Gibco, Sigma),
obogaten z 10% FBS, 1% glutaminom in 1% penicilinom /streptomicinom
- RPMI 1640 z L-glutaminom (Sigma), obogaten z 10% Hi-FBS, 1% glutaminom in
1% streptomicinom /penicilinom
- KGM-Gold BulletKit (Lonza)
- Zamrzovalni medij
90% FBS ali Hi-FBS (za U-937)
10% DMSO

3.1.9 Bakterije

- W83, divji tip P.gingivalis (American Type Culture Collection, Rockville, Md.,
ZDA)

- AkArAB, sev W83 z izbitimi geni za RgpB, HRgpA in neaktivnim Kgp

- ArgpAB, sev W83 z izbitima genoma za RgpA in RgpB

- Akgp, sev W83 z neaktivnim Kgp

3.1.10 Gojisca za bakterije

- Anaerobno tekoce gojisce:
28,3 g/L Bulion Schaedler (BTL Spotka)
- Anaerobni krvni agar:

28,3 g/L Bulion Schaedler (BTL Spotka)

15 g/L agar (BTL Spotka)

1 mL/L vitamin K (Sigma Aldrich)

50 mL/L ov¢ja kri z odstranjenim fibrinom (Proanimal Wroctaw)

3.1.11 Predpripravljeni reagenti

- Streptavidinske magnetne kroglice (Invitrogen)
- 12% Tris-Glicin gel za NaDS PAGE elektroforezo (Lonza)
- ECL reagent za kemiluminiscenco (Amersham Pharmacia Biotech)
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- Raztopini za temnico: razvijalec Mediphot E90 in fiksir Mediphot F90 (Colenta
Labortehnik)

3.1.12 Laboratorijska oprema

- Avtomatska temnica SRX-101A (Konica Minolta)

- Avtomatske pipete in pipetorji (Eppendorf)

- Empore™ C18 membrana (Sigma Aldrich)

- Centrifuge Eppendorf

- Centrifugirke (15 ml in 50 ml) (Falcon)

- Centrifugirke (500 pL, 1,5mL in 2 mL) (Eppendorf)

- Epruvete za pretocni citometer (Corning Bioscience)

- Filmi Biomax Light film (Kodak, Carestream)

- Fluorimeter za mikrotitrske plos¢e Infinite M1000 Pro (Tecan) in Flexstation III
(Molecular Devices)

- Hemocitometer (Brand)

- Inkubator za celi¢ne linije s kontrolirano atmosfero (Binder, Thermo Scientific)

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

- Komora za anaerobno delo z bakterijami, Whitley A85 anaerobic workstation, (Don
Whitley Scientific)

- Komplet za elektroforezo NaDS-PAGE (Biorad)

- Komplet za prenos po Westernu P8DS Penguin (Owl Separation Systems, Biorad)

- Koncentratorji s filtrskimi vstavki MWCO 3.000 (Milipore)

- Laminar (Iskra PIO, Bioair Instruments)

- Masni spektrometer Orbitrap LTQ Velos (Thermo Scientific), povezan z EASY-
nanoL.CII HPLC enoto Proxeon (Thermo Scientific)

- Nitrocelulozna membrana NC45 (Sigma)

- pH-meter (Metrel)

- Petrijevke in polistirenske steklenice za gojenje celi¢nih linij in bakterij (TPP,
Corning, Greiner)

- Posoda za anaerobno gojenje bakterij (Biomerieux)

- Posoda za zamrzovanje celic s po¢asnim ohlajanjem, Mr. Frosty (Nalgene)

- Pretoc¢ni citometer FACSCalibur (Becton Dickinson) z vzbujevalno svetlobo 488nm
ter emisijsko svetlobo s filtri FL1: 515 — 545 nm, FL2: 564 — 606 nm, FL3: > 670
nm

- Sonifikator (Branson)

- Svetlobni mikroskop s CO, komoro (Olympus IX 81) in ¢rno-bela kamera
(Hamamatsu Orca R?)

- Vakuumska ¢rpalka Speed Vac (ABM)

- Vibracijski mesalnik z moznostjo gretja Thermomixer compact (Eppendorf)

- Vrecke za vezavo kisika, AeroGen 2,5L (Thermo Scientific)

- Zamrzovalne viale (TPP)
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3.2 Metode

3.2.1 Gojenje celi¢nih linij

Celi¢ne linije smo gojili v inkubatorju v celicnem laboratoriju. Za optimalno rast celice
potrebujejo konstantno temperaturo 37° C ter nadzorovano atmosfero s 5% CO, ter zrak
nasi¢en z vodno paro. Celicne linije MDA-MB-231, HeLa in Caco-2 so adhezijske, kar
pomeni, da se celice pritrdijo na podlago. Zato smo jih gojili v plasti¢nih petrijevkah s
premerom 10 cm ali 15 cm. Gojisce za te celice je bilo DMEM, obogateno z 10% FBS, 1%
glutaminom in 1% mesanico antibiotikov penicilin/streptomicin. Celice TIGK smo prav
tako gojili v petrijevkah, gojisée pa je bilo KGM-Gold. Nasprotno pa so celice U-937
suspenzijske celice, torej rastejo in se delijo v tekocini, zato smo jih gojili v ploscatih
posodah z zra¢nim ventilom v velikosti 25 cm? ali 75 cm? Gojisée smo vsem celicam menjali
na 2 - 3 dni.

3.2.2 Odtajanje celic

Zamrznjene celice smo iz tekocega dusika ali zamrzovalnika (-80° C) na ledu prinesli v
celi¢ni laboratorij, kjer smo jih v vodni kopeli na 37° C segrevali 1 minuto.

V primeru adhezijskih celic (MDA-MB-231, HeLa, Caco-2 ter TIGK) smo celice nato
resuspendirali v 10 mL predhodno ogretega gojiséa (37° C) na petrijevki, suspenzijo smo
rahlo premesali in pustili pocivati v inkubatorju 24 h. Naslednji dan smo celicam zamenjali
gojisce.

V primeru suspenzijskih celic (U-937) pa smo celice resuspendirali v 10 mL toplega
gojiséa, jih 5 minut centrifugirali pri 300x g, odsesali supernatant, celice v peletu pa
ponovno resuspendirali v toplem gojisc¢u ter prestavili v ploscato steklenico.

3.2.3 Precepljanje celic in stetje zivih celic

Ko so bile celice konfluentne in so dosegle maksimalno 98% pokritost dna petrijevke, jih je
bilo potrebno precepiti.

Adhezijskim celicam MDA-MB-231, HeLa in Caco-2 smo v ta namen najprej odstranili
staro gojisce, jih sprali z DPBS in nato dodali TrypLE Select raztopino. Take celice smo
priblizno 5 minut inkubirali pri 37° C. Ko so se celice odlepile od povrsine, smo jih nezno
sprali s curkom DPBS ali gojisca ter jih precepili na nove plosce in dodali sveze gojisce.

TIGK celice so se na povrsino petrijevk pritrdile posebno moc¢no, zato smo jih po
odstranitvi starega medija sprali z DPBS brez Ca*" in Mg**, jih prekrili s TrypLE Select
raztopino ali tripsinom (Trypsin, Gibco) ter inkubirali pri 37° C do 20 minut. Vmes smo
petrijevko obcasno pretresli, da se je disociacija pospesila. Ko so se celice odlepile, smo jih
z neznim curkom starega gojisca prenesli v centrifugirko ter jih pri 300x g centrifugirali 5
minut. Supernatant smo zavrgli, celice v peletu smo resuspendirali v svezem mediju in ga
nato prenesli na novo petrijevko.

Suspenzijske celice U-937 smo precepili tako, da smo zelen delez volumna suspenzije
centrifugirali 5 minut pri 300x g, supernatant zavrgli, celice v peletu pa resuspendirali v
svezem gojisc¢u ter ga nato prenesli v nove ploscate steklenice.

Delez zivih celic smo dolocali s pomoc¢jo hemocitometra in barvila Tripan modro.
Slednje ne prehaja preko intaktne celicne membrane in ne obarva zivih celic. Kadar so
celice mrtve oz. poskodovane, pa membrana barvilo prepusti v notranjost. Tako pod
mikroskopom lepo razlocimo zive celice, ki so svetle barve od mrtvih celic, ki so se obarvale
modro.
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Za sStetje celic smo uporabili hemocitometer oz. Neubauerjevo komoro za doloc¢anje
koncentracije celic. Le-ta se deli na 9 vec¢jih kvadratov. V 4 kvadratih smo presteli celice,
nato pa po spodnji enacbi izra¢unali koncentracijo zivih celic [celic/mL]:

N (prestetih celic
G ) x 10*

j (3.1)

c(celic) =

Da smo to stetje lahko izvedli, smo vzeli 10 pL iz suspenzije odlepljenih in
centrifugiranih celic, jih prenesli v svezo centrifugirko ter dodali 10 uL barvila Tripan
modro. Od te mesanice smo vzeli 10 uL in jo prenesli v hemocitometer. Pod svetlobnim
mikroskopom smo presteli zive, torej svetle celice, izracunali koncentracijo po zgornji enacbi
(3.1) ter rezultat pomnorzili za faktor redcitve, torej 2.

3.2.4 Zamrzovanje celic

Ko je bilo potrebno celice zamrzniti, smo jih najprej odlepili s povrsine petrijevke (v
primeru adhezijskih celic; opisano v poglavju 3.2.3), suspenzijo nato centrifugirali 5 minut
pri 300x g, odstranili gojisce, pelet celic pa resuspendirali v  DPBS. Sledilo je Se eno
centrifugiranje: 5 minut pri 300x g. Spet smo odstranili supernatant, celice pa resuspendirali
v zamrzovalnem mediju (90% FBS ali Hi-FBS in 10% DMSO). Tako pripravljene celice
smo po 1 mL razdelili v viale in jih vstavili v posodo za zamrzovanje, ki omogoca pocasno
ohlajanje vsebine, in postavili v zmrzovalnik na -80° C. Po 24 h smo celice prestavili iz
posode za zamrzovanje v skatlo za shranjevanje vial v zamrzovalniku.

3.2.5 Dolocanje deleza zivih oz. apoptotskih celic

Za dolocitev deleza zivih oz. apoptotskih celic v vzorcu smo uporabili oznacevanje in
barvanje celic z Annexin-V-FITC in s propidijevim jodidom (PI).

Kmalu po zacetku apoptoze se na povrsini celic izpostavi protein fosfatidil serin (PS),
na katerega se z mocno afiniteto veze protein Annexin-V. Ker je le-ta konjugiran s
fluorescenénim barvilom FITC, fluorescin izotiocianat, lahko zgodnje apoptotske celice
Stejemo na pretoénem citometru. V pozni fazi apoptoze ali pri nekrozi pa so celi¢ne
membrane prepustne in propidijev jodid lahko vstopi v celico in se kot interkelator veze na
DNA ter celice obarva. S kombinirano uporabo barvil Annexin-V in propidijev jodid lahko
dolo¢imo delez zgodnje in pozno apoptotskih celic.

Za izvedbo te metode smo potrebovali celice v suspenziji. Adhezijske celice smo torej
naprej odlepili s povrsine s pomocjo tripsina (postopek opisan v poglavju 3.2.3), nato pa
dobljeno suspenzijo adhezijskih celic centrifugirali 5 minut pri 300x g. V primeru
suspenzijskih celic smo prvi korak preskocili in $li direktno na centrifugiranje.
Centrifugiranim celicam smo odstranili supernatant, pelet pa resuspendirali v DPBS ter
celice presteli s pomocjo Neubauerjeve komore. Volumen suspenzije, kjer je bilo 10°
celic/mL, smo ponovno centrifugirali 5 minut pri 300x g, nato pa resuspendirali v 1 mL
vezavnega pufra za Annexin-V. V epruveto za preto¢no citometrijo smo prenesli 100 uL te
suspenzije in dodali 2 uLL Annexin-V-FITC. Sledilo je 15-minutno inkubiranje v temi, nakar
smo dodali se 300 pL vezavnega pufra ter 2 pl. PI. Delez zivih, apoptotskih oz. nekrotskih
celic smo dolocili na pretoénem citometru FACSCalubir in s programom CellQuest.

Kot negativno kontrolo (mrtve, apoptotske celice) smo uporabili celice, ki smo jih 27 h
prej tretirali z 1 uM LeuLeu-O-Me ali staurosporinom.
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3.2.6 Gojenje anaerobnih bakterij

Anaerobne bakterije Porphyromonas gingivalis so obligatorni anaerobi. To pomeni, da za
svoje zivljenje ne potrebujejo kisika, saj jim le-ta skodi. Pri delu smo uporabljali sev W83,
ki je divji tip ter njegove mutante. Za te bakterije je primerno gojis¢e krvni agar, ki smo
ga pripravili tako, da smo v erlenmajerico zatehtali Bulion Schaedler in agar, dodali vodo
in suspenzijo avtoklavirali. Ko se je raztopina ohladila na priblizno 50° C, smo asepti¢no
dodali vitamin K in ov¢jo kri. Tako pripravljeno gojisce smo vlili v petrijevke s premerom
10 cm. Ko se je agar strdil, smo na gojisc¢e razmazali bakterije, petrijevko pokrili in zlozili
v posodo za anaerobne bakterije. Petrijevke so morale biti obrnjene z gojis¢em navzgor, da
se prepreci nabiranje kondenza. V posodo smo dodali vrecko AeroGen, ki veze kisik. Posodo
smo neprodusno zaprli in bakterije za 5 - 10 dni shranili v inkubatorju ali »topli« sobi pri
temperaturi 37° C.

Dan preden smo nameravali bakterije uporabiti za poskus, smo jih nacepili v »pred-
kulturo«, to je v teko¢ medij, sestavljen le iz vode in Bulion Schaedler. Bakterije v pred-
kulturi smo za 24 h shranili v anaerobno komoro s kontrolirano atmosfero (85% N,, 10%
CO; in 5% Has, ter 37° C).

3.2.7 Odtajanje anaerobnih bakterij

Vialo z zamrznjenimi bakterijami smo vzeli iz tekocega dusika ali zamrzovalnika (-80° C)
in jo na ledu prinesli v laboratorij za delo z bakterijami. 1 minuto smo vialo segrevali v
vodni kopeli na 37° C, nato pa vsebino s pipeto prenesli na plos¢o s krvnim agarjem in
bakterijsko kulturo z ezo enakomerno razmazali.

3.2.8 Precepljanje anaerobnih bakterij

Ko so bakterije dosegle Zeleno gostoto na krvnem agarju, smo jih precepili ali na novo
plosco ali pa v pred-kulturo.

Za precepljanje na plos¢o smo uporabili cepilno zanko, s katero smo pobrali malo
bakterijske kulture z osnovne plosée ter jo razmazali po novi ploséi, ki smo jo spet shranili
v anaerobni posodi v topli sobi.

Za nacepljanje v pred-kulturo pa smo uporabili vatenko (vateno palcko), z njo pobrali
nekaj kulture z osnovne plosce, nato pa jo resuspendirali v 3 mL tekocega gojisca ter shranili
v anaerobni komori. Centrifugirko s pred-kulturo smo vedno zaprli samo napol in s tem
omogocili dostop anaerobnih plinov do kulture.

3.2.9 Izolacija seruma

Izolacijo seruma smo pripravili po ustaljenem postopku [203]. Kri darovalcev je bila odvzeta
v viale brez antikoagulantov. Vzorce krvi smo najprej 30 minut inkubirali pri sobni
temperaturi, da so se eritrociti posedli. Sledila je 1-urna inkubacija na ledu, kjer je bilo
pomembno, da so bile viale v enakem polozaju kot med prejsnjo inkubacijo. Nato smo kri
centrifugirali 7 minut pri 700x g in 4° C, prenesli supernatant (serum) v nove centrifugirke,
pelet pa zavrgli. Ponovili smo 7-minutno centrifugiranje pri 700x g in 4° C. Supernatant
(serum) smo zbrali v eni veliki centrifugirki. Tako zmeSan serum darovalcev smo Se nezno
pretresli nato pa alikvotirali in shranili na -80° C.
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3.2.10 Dolocanje celotne proteinske koncentracije

Za dolocanje celokupne koncentracije proteinov v vzorcu smo uporabili dve kolorimetri¢ni
metodi.

Bradfordova metoda temelji na vezavi barvila Coomassie Billiant Blue v kislem mediju
na proteine. Pri tem nastane kompleks med barvilom in pozitivno nabitimi aminokislinami,
ki absorbira barvo pri 595 nm. Za pravilno doloc¢itev koncentracije, je potrebno pripraviti
umeritveno krivuljo, sele nato smemo meriti koncentracijo proteinov v vzorcu. Za pripravo
umeritvene krivulje smo na plosco s 96 jamicami odpipetirali po 160 pL. BSA (bovine serum
albumin; goveji serumski albumin) v koncentracijskem obmocju 0 — 25 pg/mL, ter dodali
40 uL. Bradfordovega reagenta. Vzorec smo red¢ili od 1:10 do 1:1000, odvisno od vsebnosti
proteinov. 160 uL vzorca smo odpipetirali v jamico na ploséi ter mu dodali 40 pL
Bradfordovega reagenta. Absorbanco smo pomerili na ¢italcu za mikrotitrske plosée Tecan
Infinite M1000 Pro pri valovni dolzini 595 nm, koncentracijo proteinov v vzorcu pa
izracunali iz umeritvene krivulje. Vzorec smo vedno pomerili v treh ponovitvah.

Birenska metoda temelji na redoks reakciji reagenta BCA, kjer iz Cu®' nastaja Cu®.
Slednji se veze v koordinacijsko spojino z aminokislinami v bazi¢nem in tvori vijoli¢en
kompleks, katerega absorbanco merimo pri 562 nm. Za umeritveno krivuljo smo pripravili
BSA v koncentracijskem obmocju 0 — 50 pg/mL in odpipetirali po 10 uL. BSA standarda
v jamico na mikrotitrski plos¢i, nato pa v vsako jamico smo dodali se po 190 u. BCA
reagenta. Vzorec smo redd¢ili v razmerju 1:20 oz. odvisno od vsebnosti proteinov v vzorcu.
V jamico na plosc¢i smo dali 10 plL vzorca in 190 ul. BCA reagenta, nato pa celotno plosco
30 minut inkubirali pri 37° C, da se je razvila vijoli¢na barva kompleksa. Absorbanco smo
pomerili pri valovni dolzini 562 nm na aparaturi FlexStation III, koncentracijo proteinov v
vzorcu pa preracunali iz umeritvene krivulje. Vzorec smo vedno pomerili v treh ponovitvah.

3.2.11 Meritev aktivnosti in aktivne koncentracije proteaz

Aktivno koncentracijo proteaz smo dolocali v sekretomu makrofagov ter v raztopinah
izoliranih gingipainov. Samo aktivnost encimov pa smo preverjali v Sedomu TIGK celic,
tretiranih z gingipaini oz. bakterijami P. gingivalis.

V primeru dolocanja aktivne koncentracije encimov je slo za titracijo aktivnega mesta
encima z inhibitorjem, kjer smo z narascajo¢imi koncentracijami inhibitorja postopoma
blokirali proteazno aktivnost v vzorcu. Preostalo aktivnost smo merili s pomodcjo
fluorogenega ali kromogenega substrata. Po meritvi smo narisali graf odvisnosti absorbance
oz. fluorescence od casa. Naklon te premice je sorazmeren s hitrostjo reakcije cepitve
substrata, zato smo narisali drugi graf: graf odvisnosti hitrosti reakcije od koncentracije
inhibitorja ter izracunali koncentracijo aktivnega encima, ki je dolocena kot presecisce
premice tega grafa z abscisno osjo (Slika 21).

V sekretomu makrofagov nas je zanimala aktivna koncentracija cisteinskih katepsinov,
zato smo uporabili substrat Z-Phe-Arg-AMC, ki je specificen za to skupino proteaz, ter
inhibitor E-64. V ¢érno mikrotitrsko plosc¢o smo dali 186 pL vzorca (kar je priblizno 1 pg
proteinov), 2 uL. DTT (kon¢na koncentracija v jamici je bila 10 mM) ter 2 ul E-64,
pripravljenega v acetatnem pufru. Plos¢o smo pokrili in 15 minut inkubirali pri 37°C. Tik
pred meritvijo smo v vsako jamico dodali po 10 uL substrata Z-Phe-Arg-AMC, tako da je
bila konéna koncentracija v jamici 10 uM. Nastajajoco fluorescenco smo merili na Tecan
Infinite M1000 Pro z vzbujevalno svetlobo s 370 nm ter emisijsko svetlobo s 460 nm pri
temperaturi 37°C, trajanju kineti¢nega intervala 10s in dolzino eksperimenta 30 minut.

Aktivno koncentracijo izoliranih gingipainov smo merili po enakem nacelu, le da smo v
tem primeru uporabili substrat L-BAPNA za HRgpA in RgpB ter substrat Ac-Lys-pNA
za Kgp. Inhibitorja pa sta bila KYT-1 za HRgpA in RgpB ter KYT-36 za Kgp. V prozorno
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mikrotitrsko plos¢o smo odpipetirali po 50 pul. 40 nM gingipaina (celotna koncentracija
proteina) ter 50 pL inhibitorja (kon¢na koncentracija je bila v razponu od 0 nM do 8 nM),
pripravljenega v ' TNCTa pufru in nato 15 minut inkubirali pri 37° C. Tik pred meritvijo
smo v vsako jamico dodali Se po 100 u. 1 mM substrata. Meritev smo izvedli na éitalcu
mikrotitrskih plos¢ Tecan Infinite M1000 Pro in Flexstation III.

Dolocanje aktivne koncentracije RgpB

0.00250
0.00200
@ 0.00150
o)
&
= 0.00100 y = -0.00025x + 000197
R? = 0.99062
0.00050
0.00000 -
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90
¢ (KYT-1) [nM]

Slika 21: Graf odvisnosti hitrosti od koncentracije inhibitorja — doloc¢itev aktivne
koncentracije gingipaina RgpB, ki je v tem primeru 7,88 nM.

Sedom TIGK celic je po tretiranju z gingipaini ali bakterijami P.gingivalis vseboval e
aktivne gingipaine. Za doloc¢itev aktivnosti teh proteaz, smo prav tako uporabili metodo
titracije aktivnega mesta. Za R-gingipaina je bil uporabljen substrat L-BAPNA in inhibitor
KYT-1, za K-gingipain pa substrat Ac-Lys-pNA ter inhibitor KYT-36. V prozorno
mikrotitrsko plosco s 96 jamicami smo odpipetirali po 20 puL vzorca ter ga razreddili z 80
uL pufra TNCa. Plos¢o smo pokrili in 15 minut inkubirali pri 37° C. Tik pred meritvijo
smo dodali po 100 pL pripadajocega substrata nato pa absorbanco merili na dcitalcu
mikrotitrskih plos¢ Flexstation III s svetlobo z valovno dolzino 405 nm pri temperaturi 37°
C, trajanju kineticnega cikla 20 s in dolzino celotnega eksperimenta 60 minut. Kot pozitivno
kontrolo smo vzeli izolirane gingipaine, negativne kontrole pa so bile pufer TNCTa,
inhibirani gingipaini in Sedom z dodatkom inhibitorjev.

Tabela 5 povzema zgoraj napisane vzorce, substrate, inhibitorje in nac¢in meritve njihove
koncentracije.

Tabela 5: Vzorci, substrati in nacin meritve aktivne koncentracije encimov.

Vzorec Pufer Substrat Inhibitor Valovna dolzina
Sekretom Acetatni Z-Phe-Arg- .
makrofagov pufer AMC 164 360 nm in 470 nm
Iég{hra: %‘ngg’am“ L-BAPNA KYT-1

Sba, ED TNCTa 405 nm

Izolirani gingipaini: Ac-Lys-pNA KYT-36

Kgp
< L-BAPNA in KYT-1 in
Sedom TIGK TNCa Ac-Lys-pNA KYT-36 405 nm
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3.2.12 Elektroforeza NaDS-PAGE

Elektroforeza je metoda za loc¢evanje proteinov v vzorcu in temelji na potovanju nabitih
delcev v elektricnem polju. PAGE ali poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti
NaDS pod reduktivnimi pogoji nam omogoca lo¢evanje proteinov glede na velikost. NaDS
je amfipaticna molekula, ki se mo¢no veze na protein in ga denaturira. Morebitne disulfidne
mosticke med podenotami proteinov prekinemo z dodatkom reducenta.

Gel je sestavljen iz koncentracijskega in locCevalnega dela. Prvi je namenjen
koncertiranju vzorca v ozek pas, drugi pa potem lo¢evanju proteinov v vzorcu. Za pripravo
vzorca za masno spektrometrijo smo uporabili predpripravljene gele (12% Tris-Gly gel), za
imunodetekcijo pa smo gele pripravili sami (10% ali 12,5% gel). Receptura je v tabeli spodaj
(Tabela 6).

Tabela 6: Sestava poliakrilamidnih gelov.

Sestavina 10% locevalni gel 12,5% loc¢evalni gel 5% koncentracijski gel
40% akrilamid 2,5 mL 3,13 mL 625 ulL

1,5 M Tris, pH 2.5 mL 2.5 mL /

8,8

0,5 M Tris, pH / / 1,95 mL

6,8

dH,0 49 mL 4,27 mL 3,075 mL

10% NaDS 100 L, 100 pL, 50 ul,
TEMED 20 ul, 20 ul. 10 L,

APS 40 pL, 40 pL, 20 pL,

Za pripravo loc¢evalnega gela smo v ¢asi zmesali akrilamid, Tris, vodo in NaDS, nato pa
v digestoriju dodali se TEMED in APS. Mesanico smo hitro vlili med stekelca v stojalu za
pripravo gela. Da se je gel na vrhu poravnal, smo ¢ez dolili priblizno 0,5 mL butanola. Gel
se normalno strjuje 45 minut. Po tem ¢asu smo organsko plast (butanol) odlili oz. popivnali
s filter papirjem. Pripravili smo mesanico za koncentracijski gel, pri ¢emer smo sestavine
zmesali v enakem zaporedju kot prej in zmes spet hitro vlili na lo¢evalni gel. Se preden se
gel je gel strdil, smo dodali »glavnicek«, ki je v koncentracijskem gelu naredil zepke za
nanasanje vzorca. Gel se je strdil v 45 minutah in je bil nato pripravljen za uporabo.

Vzorec smo pred nanosom na gel zmesali z nanaSalnim pufrom, ki vsebuje DTT
(reducent) in ga 5 minut inkubirali pri 99° C. Tako pripravljen vzorec smo nanesli v jamice
v gelu, za primerjavo velikosti proteinov pa smo uporabili proteinske standarde PageRuler.
Elektroforeza je potekala v pufru za NaDS-PAGE elektroforezo pri konstantni napetosti
120 V. Za barvanje proteinov v gelu smo uporabili 50% Coomassie raztopino za barvanje
gela, za imunodetekcijo pa smo gel uporabili za prenos po Westernu (3.2.13).

3.2.13 Prenos po Westernu in imunodetekcija

Prenos po Westernu temelji na prenosu proteinov iz poliakrilamidnega gela na
nitrocelulozno membrano pod vplivom elektri¢nega toka. Ta prenos je potekal v posodi za
prenos po Westernu pri 250 mA v prisotnosti pufra za prenos po Westernu priblizno 3 h.

Nato smo gel zavrgli in za nadaljnjo imunodetekcijo uporabili nitrocelulozno membrano,
na kateri so bili sedaj proteini. Nevezana mesta na membrani je bilo potrebno blokirati,
kar smo dosegli z eno-urno inkubacijo v 5% mleku z rahlim stresanjem pri sobni
temperaturi. Nato je sledila inkubacija s primarnimi protitelesi, specificnimi za zelen
protein, ki je potekala ali 1h na sobni temperaturi ali pa ¢ez no¢ pri 4° C z rahlim
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stresanjem. Nevezana protitelesa smo odstranili s spiranjem v PBST pufru stirikrat po 15
minut. Sledila je eno-urna inkubacija s sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi s hrenovo
peroksidazo pri sobni temperaturi in neznim stresanjem.

Po ponovnem 4x 15-minutnem spiranju smo membrano prelili z ECL reagentom, ki
vsebuje substrat za hrenovo peroksidazo. Cepitev tega substrata oddaja kemiluminiscenco,
ki smo jo detektirali s pomocjo filma. Le-tega smo po izpostavitvi membrani razvili v
avtomatski temnici.

3.2.14 Tretiranje celic s katepsini in serumom

Celice MDA-MB-231, HeLa in Caco-2 smo tretirali s katepsini. Vse te celice so adhezijske
celice, zato smo jih najprej odlepili s povrsine petrijevke z brezencimsko raztopino za
odlepljanje (Hank's solution), nato smo presteli zive celice v suspenziji in priblizno milijon
(10°) celic resuspendirali v pufru za Seding (DPBS, 0,5 uM DTT, pH 6), ki smo mu dodali
rekombinanten katepsin L ali S s kon¢no koncentracijo proteaze 0,2 uM. Tako pripravljene
celice smo inkubirali 45 minut pri 37° C z rahlim stresanjem. Kot negativno kontrolo smo
uporabili celice, inkubirane samo s pufrom oz. z inhibiranim katepsinom. Inhibicija je
potekala predhodno 1 uro z 20 uM inhibitorjem cisteinskih katepsinov E-64.

Na enak nacin smo celice tretirali s sekretomom makrofagov (postopek opisan pod
3.2.21). V tem primeru smo namesto s pufrom za Seding in katepsini celice tretirali s
sekretomom makrofagov. Po predhodno izmerjeni aktivni koncentraciji katepsinov v
sekretomu smo doloc¢ili potreben volumen sekretoma, da je bila kon¢na koncentracija
katepsinov enaka kot v primeru tretiranja s katepsini. V drugem primeru pa smo celice
tretirali tako, da smo dodali enak volumen sekretoma, kot je bil prej volumen raztopine
katepsinov, koncentracija pa se je razlikovala. Kot negativno kontrolo smo vzeli celice,
tretirane z inhibiranim sekretomom makrofagov. To smo dosegli s predhodno 1-urno
inkubacijo sekretoma z E-64 (inhibitorjem cisteinskih katepsinov) in batimastatom
(inhibitorjem metaloproteaz), oba s koncno koncentracijo 20 uM.

Po tretiranju celic s katepsini oz. sekretomom makrofagov, smo celice sprali z DPBS in
jih resuspendirali v razli¢nih koncentracijah seruma, NHS (2%, 5%, 7%, 10% in 20%) in
inkubirali 45 minut pri temperaturi 37° C. Serum smo pripravili ali v DPBS, PBS z EGTA
in dodanim Mg?* ali pa v GVB++. Tretiranje celic s slednjim pufrom se je pokazalo za
primernejse, zato so bili vsi eksperimenti predhodno narejeni z DPBS, naknadno ponovljeni
se s pufrom GVB++. Kot negativno kontrolo smo pripravili celice, tretirane s toplotno
inaktiviranim serumom, dNHS, za kar smo naravni humani serum predhodno 45 minut
segrevali na temperaturi 56° C. Poskus smo nadaljevali z imuno-oznacevanjem celic
(protokol 3.2.15).

3.2.15 Imuno-oznacevanje celic

Celice iz prejsnjega poglavja (3.2.14) smo sprali s PBS++ in tako odstranili morebitne
ostanke seruma. Protitelesa za imuno-oznacevanje celic smo red¢ili v razmerju 1:100 (zajcéja
protitelesa proti humanemu C3c, zaj¢ja protitelesa proti humanemu C4c in zajcja
protitelesa proti humanemu Clq), oz. 1:50 (misja protitelesa proti humanemu C5-9). Celice
smo nato resuspendirali v pripravljeni raztopini protiteles in 20 minut inkubirali na ledu z
rahlim stresanjem.

Protitelesa proti C5-9 niso bila konjugirana s fluorescencnim barvilom, zato smo morali
te celice oznaciti Se s sekundarnimi protitelesi. V ta namen smo celice ponovno sprali s
PBS++ in nato resuspendirali v raztopini 1:50 redc¢enih sekundarnih kozjih antimisjih
protiteles. Sledila je 20-minutna inkubacija na ledu z neznim stresanjem.



3.2. Metode 51

3.2.16 Pretocna citometrija

Pretocéna citometrija je metoda za detekcijo povrsinskih lastnosti celic. V citometer celice
vstopajo posamezno, tam pa so izpostavljene laserju, viru svetlobe dolocene valovne
dolzine. Na povrsini celice se svetloba sipa in intenziteto te svetlobe merimo pri kotu
0°(forward scatter, prednje sipanje svetlobe) in 90°(side scatter, stransko sipanje svetlobe).
Prva nam pove velikost celic, druga pa njihovo granuliranost.

Poleg tega pa lahko na pretonem citometru merimo tudi oddano svetlobo
fluorokromov, ki so vezani na povrsino celic. Nas pretocni citometer (FACSCalibur, BD)
je imel 3 kanale, oz. 3 filtre, skozi katere je lovil emitirano svetlobo razlicnih valovnih
dolzin. FL1 je bil primeren za spremljanje svetlobe z valovno dolzino 515 - 545 nm,, FL2
za 564 - 606 nm, FL3 pa za ve¢ od 670 nm. Slika 22 predstavlja shemo pretocnega citometra
[204].
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Slika 22: Shema preto¢nega citometra. Uporabljeni citometer je imel samo modri laser
(488 nm) in detektorje za SSC, FCS, FL1, FL2 in FL3. Povzeto po [204].

Za potrebe nasih poskusov smo molekule, ki so nas zanimale na povrsini celic (Clq,
C3c, C4c) oznadili s protitelesi, ta pa so bila konjugirana s fluorescentnim barvilom FITC,
ki ga vzbuja argonski laser pri valovni dolzini 488 nm, svetlobo pa emitira pri 518 nm.
Tudi oznacevanje celic z barvilom Annexin-V (protokol 3.2.5) je potekalo pri enakem viru
in detektorju svetlobe. V primeru detekcije proteinskega kompleksa C5-9 na povrsini celic
pa smo uporabili neoznacena primarna protitelesa ter nato sekundarna protitelesa, ki so
bila konjugirana z barvilom Alexa-Fluor-488. Tudi tega vzbuja argonski laser z valovno
dolzino svetlobe 488nm, ekscitacijska svetloba pa ima valovno dolzino 525 nm. Torej, vse
na FL1. V primeru barvanja celic s propidijevim jodidom, ki oddaja svetlobo z valovno
dolzino 617 nm, pa smo uporabili kanal FL2.

Po meritvi na preto¢nem citometru smo intenziteto fluorescencéne svetlobe za posamezni
vzorec izracunali tako, da smo izmerjeni geometrijski sredini intenzitete vzorca odsteli
geometrijsko sredino vzorca s toplotno inaktiviranim serumom, ki je sluzil kot negativna
kontrola. Tako izracunano geometrijsko sredino intenzitete vzorcev smo nato primerjali
med seboj in dolocili delez aktivacije komplementa kot razmerje med vzorcem in pozitivno
kontrolo (celice tretirane samo s serumom in ne s proteazo ali pa celice tretirane z
inhibirano proteazo). Sledila je statisti¢na analiza v programu GraphPadPrism, kjer smo
primerjali po tri ponovitve poskusa in jim dolocili statisticno signifikantnost s testom
enosmerne analizne variance - ANOVA in nato s Tukeyevim HSD testom. Zvezdice na
grafih predstavljajo P vrednost, kot je predstavljeno v tabeli (Tabela 7) spodaj:
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Tabela 7: Statisticna vrednost P in pripadajoc¢a oznaka na grafu.

Oznaka P vrednost

ns P > 0,05

* P < 0,05
*x P < 0,01
*xx P < 0,001
*kKK P < 0,0001

3.2.17 Afinitetna kromatografija

S tem eksperimentom smo Zeleli s povrSine celic izolirati proteine, na katere se veze prva
komponenta komplementnega sistema, Clq. V ta namen smo uporabili po dve konfluentni,
15-centimetrski ploscéi celic MDA-MB-231. Celice smo odlepili s povr§ine z raztopino za
brezencimsko disociacijo, sprali z DPBS in resuspendirali v vezavnem pufru za Clq ter
dodali toliko biotiniliranega Clq, da je bila kon¢na koncentracija priblizno 30 pg/mL. Tako
pripravljene celice smo inkubirali eno uro pri 37° C z neznim stresanjem. Nato smo z
vezavnim pufrom sprali nevezan Clq, dodali razlicne koncentracije formaldehida (0,1%,
0,25% in 0,5%) in inkubirali 10 minut na sobni temperaturi, da se je biotiniliran Clq
zamrezil s proteini, na katere se je vezal. Reakcijo smo ustavili z dodatkom 125 mM glicina
in z rahlim stresanjem. Sledila je priprava celi¢nih lizatov (3.2.18).

Kasneje smo poskus spremenili tako, da smo najprej pripravili Sedom: intaktne celice
MDA-MB-231 smo sprali z DPBS in jih odlepili s povrsine petrijevke z raztopino za
brezencimsko disociacijo. Celice smo Se enkrat sprali in jim dodali 0,2 uM katepsin L v
pufru za Seding. 45 minut smo jih inkubirali pri 37° C z neznim stresanjem. Reakcijo smo
ustavili z dodatkom 20 mM inhibitorja E-64. Po spiranju celic smo dodali raztopino
biotiniliranega Clq s kon¢no koncentracijo 30 pg/mL. Vezava je potekala v vezavnem
pufru za Clq 30 minut pri 37° C in z neznim stresanjem. Sledilo je spiranje vzorca in
zamrezenje s formaldehidom kot je opisano zgoraj. Poskus smo nadaljevali z vezavo Clq
na streptavidinske magnetne kroglice (3.2.19)

3.2.18 Priprava celicnega lizata

Suspenzijo celic smo dodobra sprali z vezavnim pufrom za Clq nato pa dodali lizirni pufer
RIPA in inkubirali na ledu 10 minut. Po koncani lizi smo nastajajoci lizat centrifugirali 10
minut pri 3000x g in 4° C. Pobrali smo tako pripravljeni supernatant in ga shranili na ledu.

3.2.19 Vezava biotiniliranega proteina C1q na streptavidinske magnetne
kroglice

Streptavidinske magnetne kroglice smo pripravili po navodilih proizvajalca, nato pa jih
resuspendirali v pufru RIPA ter jim dodali celiéni lizat iz prejénjega odstavka (3.2.18). Cez
no¢ smo lizat in magnetne kroglice inkubirali pri temperaturi 4° C z neznim stresanjem. V
tem casu se je biotin, vezan na Clq, povezal s streptavidinom na magnetnih kroglicah.
Sledilo je spiranje nevezanega materiala s pufrom za spiranje Clq — 1 in pufrom za
spiranje Clq - 2 ter elucijo vzorcev s TCEP, ki prekine povezavo med biotinom in
proteinom Clg. To je potekalo po slede¢em postopku: vzorcu z magnetnimi kroglicami smo
dodali nevtraliziran TCEP v kon¢ni koncentraciji 50 mM in pustili 30 minut na sobni
temperaturi. S pomoc¢jo magneta smo locili prvo fazo oz. dobili prvi eluat, ki smo mu dodali
nanasalni pufer in ga toplotno obdelali za nadaljnjo NaDS-PAGE elektroforezo. Preostale
magnetne kroglice smo resuspendirali v 100 mM Tris-u, dodali TCEP v konéni
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koncentraciji 50 mM, nanasalni pufer in vse skupaj termi¢no obdelali z inkubacijo na 99°
C (5 minut). S pomod¢jo magneta smo pobrali drugi eluat in ga nanesli na gel, preostale
magnetne kroglice pa smo Se enkrat resuspendirali s Tris, TCEP in nanasalnim pufrom, jih
termi¢no obdelali in pobrali Se tretji eluat. Vse eluate smo nanesli na gel za NaDS-PAGE
elektroforezo, nato pa nadaljevali s pripravo vzorca za masno spektrometrijo (3.2.25).

3.2.20 Diferenciacija celicne linije U-937 v makrofage

Konfluentne celice U-937 smo presteli in jim dolocili koncentracijo. Nato smo zeleno
koli¢ino celic 5 minut centrifugirali pri 300x g in jih resuspendirali v svezem gojiscu RPMI.
Volumen, v katerem je bilo 3 x 10° celic, sem prenesli na petrijevko s premerom 10 cm in
dodali toliko gojisca, da je bil kon¢ni volumen 6 mL. Suspenzijo celic smo nezno premesali,
da so se celice enakomerno razporedile po povrsini petrijevke, nato pa dodali 18 uL. PMA
(kon¢na koncentracija je bila 30 nM) in Se enkrat nezno premesali. Diferenciacija monocitov
v makrofage je trajala 48 ur — v tem casu so se makrofagi pritrdili na povrsino petrijevke,
medtem ko so nediferencirane celice ostale v suspenziji. Po koncani diferenciaciji smo
makrofagom zamenjali gojis¢e in jih priblizno 7 dni pustili, da se regenerirajo ob redni
menjavi gojisca.

3.2.21 Priprava sekretoma makrofagov

Makrofage, diferencirane iz U-937 monocitov, smo sprali s PBS in nato 2 uri inkubirali pri
37° C s pufrom za Seding (DPBS, 0,5 uM DTT, pH 6). Nato smo sekretom pobrali v
centrifugirke in 5 minut centrifugirali pri 300x g in 4° C. Supernatant smo prenesli v sveze
centrifugirke in 10 minut centrifugirali pri 3000x g in 4° C. Spet smo pobrali supernatant
in ga uporabili za nadaljnje poskuse: dolo¢itev skupne proteinske koncentracije (protokol
3.2.10) in aktivne koncentracije proteaz (protokol 3.2.11), tretiranje celic (protokol 3.2.14),
masno spektrometrijo (3.2.25) in elektroforezo (3.2.12), ki ji je sledil prenos po Westernu
in detekcija s protitelesi (3.2.13).

3.2.22 Tretiranje celic z gingipaini

TIGK celice, pritrjene na dno petrijevke, smo sprali z DPBS in nato prekrili z raztopino
gingipainov: Kgp, RgpB, ali HRgpA, pripravljenih v TNC-a pufru. Za eno paralelko smo
uporabili priblizno 40 x 10° celic, koncentracije gingipainov pa so bile 4 nM, 40 nM, 75 nM
ali 100 nM. Celice smo inkubirali 45 minut v inkubatorju, nato pa pobrali pufer v
centrifugirke in centrifugirali 5 minut pri 300x g in 4° C. Supernatant smo prenesli v sveze
centrifugirke, dodali inhibitorje gingipainov s kon¢no koncentracijo 1 uM (KYT-1 za RgpB
in HRgpA oz. KYT-36 za Kgp) in Se enkrat centrifugirali 5 minut pri 3000x g in 4° C.
Supernatant smo prenesli v koncentratorje z membrano, prepustno za proteine manjse od
3000 Da (MWCO 3000, Millipore). S centrifugiranjem pri 4000x g in 4° C smo vzorce
skoncentrirali iz 8 mL na 200 uL. Postopek smo nadaljevali s pripravo vzorcev za masno
spektrometrijo (3.2.25). Kot negativno kontrolo smo uporabili celice, tretirane z
inhibiranimi gingipaini. Torej, primeren inhibitor KY'T s kon¢no koncentracijo 200 uM smo
dodali aktiviranemu gingipainu, inkubirali 15 minut pri 37° C, nato pa to raztopino
uporabili za tretiranje celic, kot je opisano zgoraj.

3.2.23 Tretiranje celic z bakterijami

Za tretiranje celic TIGK z bakterijami smo najprej potrebovali bakterije P. gingivalis v
pred-kulturi (opisano v 3.2.8). Tako pripravljeno bakterijsko suspenzijo smo 5 minut
centrifugirali pri 5000x g in 4° C, nato odstranili supernatant in bakterijski pelet sprali s
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sterilnim PBS ter korak sSe enkrat ponovili. Po zadnjem centrifugiranju smo pelet
resuspendirali v TNCa pufru ter pomerili koncentracijo bakterij kot absorbanco pri 600 nm
po enachi (3.2):

Absorbanca = 1 ................ 10 °bakterij P. g./mL (3.2)

Preracunali smo potreben volumen bakterijske suspenzije za zeleno stevilo bakterijskih celic
na TIGK celicah, t.i. MOI.

TIGK celice, pritrjene na dno petrijevke smo sprali z DPBS in nato prekrili z raztopino
bakterij P. gingivalis pripravljenih v TNC-a pufru. Uporabili smo seve: W83, AkArAB,
Akgp ali ArgpAB. Za eno paralelko smo uporabili priblizno 40 x 10° celic TIGK.

Celice smo inkubirali 45 minut v inkubatorju, nato pa Ssedom pobrali v centrifugirke in
centrifugirali 5 minut pri 300x g in 4° C. Supernatant smo prenesli v sveze centrifugirke,
dodali inhibitorje gingipainov (KYT-1 za RgpB in HRgpA oz. KYT-36 za Kgp) in Se enkrat
centrifugirali 5 minut pri 3000x in 4° C. Supernatant smo prenesli v koncentratorje z
membrano, prepustno za proteine manjse od 3000 Da. S centrifugiranjem pri 4000g in 4°
C smo vzorce skoncentrirali iz 8 mL na 200 pL. Postopek smo nadaljevali s pripravo vzorcev
za masno spektrometrijo (3.2.25).

3.2.24 Svetlobna mikroskopija s CO2 komoro

Celice TIGK smo gojili na plos¢ah s 6 jamicami. Ko so bile konfluentne, smo jih prenesli
iz celicnega laboratorija k mikroskopu s termostatirano (37° C) CO, komoro, ki je
zagotavljala pogoje, kot so v inkubatorju. Uporabili smo mikroskop Olympus IX s ¢rno-
belo kamero Hamamatsu Orca R?, s faznim kontrastom in 10x povec¢avo. V eno jamico smo
celicam dodali raztopino gingipaina dolo¢ene koncentracije, nato pa na 5 minut delali
posnetke stanja pod mikroskopom. Poskus je potekal, dokler se celice niso odlepile od
povrsine petrijevke oz. 45 minut. Na ta nacin smo spremljali dogajanje med tretiranjem
celic z gingipaini in ugotovili, po koliksnem casu in pri kaksni koncentraciji gingipainov se
celice odlepijo s povrsine.

3.2.25 Masna spektrometrija

Masna spektrometrija je analitska metoda, ki je primerna za identifikacijo velikega Stevila
proteinov v vzorcu. Osnovni princip masne spektrometrije temelji na analizi peptidnih
ionov v plinski fazi, ki jih pripravimo iz kompleksnega proteinskega vzorca v tipi¢nem
»bottom up« proteomskem eksperimentu. Masni spektrometer ionom natanéno doloci
masno-nabojni koli¢nik, tj. razmerje mase in naboja (m/z), s pomoc¢jo HCD fragmentacije
pa detektiramo tudi fragmentne ione. Tako dobimo nabor masnih spektrov vzorca, ki jih s
pomocdjo ustreznih rac¢unalniskih programov in baze podatkov povezemo z najverjetnejsimi
proteini v preiskovanem vzorcu. Rezultat take analize je seznam potencialnih (najbolj
verjetnih) proteinov, ki se nahajajo v vzorcu. S pomocjo algoritmov za kvantifikacijo brez
uporabe oznaCevanja (t.i. »label free«) pa lahko ocenimo tudi njihovo relativno koli¢ino.

3.2.25.1 Priprava vzorca za masno spektrometrijo

Sedom, torej supernatant po tretiranju celic TIGK z gingipaini (3.2.22) oz. bakterijami P.
gingivalis (3.2.23) ter eluat po afinitetni kromatografiji (3.2.17) smo pripravili za analizo
na masnem spektrometru po dveh Ze ustaljenih postopkih: priprava vzorca v gelu (in-gel)
oz. v raztopini (in-solutioin) [75].
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Za pripravo vzorca v gelu smo Ssedome najprej zmesali z nanasalnim pufrom in 5 minut
inkubirali pri 99° C. Nato smo ohlajene vzorce nanesli na predpriravljen gel za NaDS-
PAGE elektroforezo (12% Tris-Gly gel) in izvedli elektroforezo, kot je opisano v poglavju
3.2.12. Po koncani elektroforezi smo gel pobarvali z barvilom Coomassie Brilliant Blue (1h
neznega stresanja), nato pa gel razbarvali v raztopini za razbarvanje Coomassie — 1 (nezno
stresanje in redno menjavanje raztopine na priblizno 15 minut). Na koncu so se na gelu
videle le Se obarvane proteinske lise. Ta gel smo razrezali na stolpce (en stolpec je
predstavljal en vzorec), tako nastali stolpec smo po tem razdelili na 6 delov in vsakega
razrezali na rezine velikosti 1 mm?® ter razbarvali z raztopino za razbarvanje Coomassie —
2. Koscke gela smo spirali z acetonitrilom in posusili v vakuumskem koncentratorju. Gele
smo nato rehidrirali v raztopini za redukcijo (10 mM DTT, 25 mM NH,HCO;) in inkubirali
45 minut pri 56° C z neznim stresanjem, sprali in nato inkubirali v raztopini za alkilacijo
(55 mM jodoacetoamid, 25 mM NHHCO;) in inkubirali 30 minut v temi na sobni
temperaturi. Vzorce (kosc¢ke gela) smo ponovno spirali z acetonitrilom in posusili v
vakuumskem koncentratorju. Sledila je 20-minutna inkubacija v raztopini s tripsinom
(pufer za tripsin in 1 pg modificiranega tripsina iz prasi¢je trebusne slinavke), nato smo
dodali 25 mM NH,HCO; ter preko nodci inkubirali na 37° C. Naslednji dan smo tripsinski
pufer prenesli v sveze centrifugirke, iz kosckov gela pa ekstrahirali proteine z inkubacijo v
raztopini za ekstrakcijo (50% ACN in 5% metanojska kislina), ki je potekala 30 minut s
stresanjem. Raztopino s proteini smo zdruzili s pufrom za tripsin in vse skupaj v
vakuumskem koncentratorju skoncentrirali na 50 pl.. Tako pripravljene vzorce smo prenesli
na C18 kolone, pripravljene po ustaljenem postopku [205] in centrifugirali, dokler ni ves
vzorec presel preko kolone. Sledila je elucija peptidov, vezanih na kolono, za kar smo
uporabili elucijsko raztopino (60% ACN, 0,1% metanojska kislina v vodi). Konéni vzorec
smo na vakuumskem koncentratorju skoncentrirali do volumna 15 pl.

V primeru Sedoma celic TIGK, tretiranih z bakterijami P. gingivalis se je bolj obnesla
metoda priprave vzorca v raztopini. V ta namen smo v 1,5 mL centrifugirki zmesali 100
uL vzorca, 6 M ureo, 25 mM NHHCO; in 10 mM DTT ter eno uro inkubirali z rahlim
stresanjem. Nato smo dodali 40 mM TAA in inkubirali v temi 1h. Ponovno smo dodali 40
mM DTT in inkubirali 1h z rahlim stresanjem. Nato smo vzorec razred¢ili tako, da je bila
konc¢na koncentracija uree manjsa od 0,6 M. Tripsin smo red¢ili v pufru za tripsin in ga v
vsak vzorec dodali toliko, da je bilo masno razmerje tripsina in proteinov okoli 1:20. Tako
pripravljene vzorce smo ¢ez no¢ inkubirali pri temperaturi 37° C. Naslednji dan smo vzorce
nakisali s priblizno 50 pl. metanojske kisline, nato pa jih nanesli na C18 kolone in
centrifugirali dokler ni ves vzorec presel preko kolone. Sledila je elucija peptidov, vezanih
na kolono, za kar smo uporabili elucijsko raztopino (60% ACN, 0,1% metanojska kislina v
vodi). Konéni vzorec smo na vakuumskem koncentratorju skoncentrirali do volumna 15
ul.

Vi ti eksperimenti so bili narejeni v triplikatih.

3.2.25.2 Analiza vzorcev na masnem spektrometru

Vzorci so bili analizirani na masnem spektrometru Orbitrap LTQ Velos, ki je sklopljen s
tekocinsko kromatografijo (EASY-nanoLC II HPLC (Thermo Fischer Scientific)), pri ¢emer
je slo za LC-MS/MS analizo. Peptidni vzorec smo locevali na 10 cm dolgi analitski koloni
C18 PicoFrit™ AQUASIL (New Objective). Temu je sledila elucija peptidov z 90-minutnim
linearnim gradientom 5 - 40% topila B (0,1% metanojska kislina v acetonitrilu), s pretokom
mobilne faze 300 nL/min. Sledila je analiza na masnem spektrometru Orbitrap, kjer je bila
ionizacija proteinov dosezena z ESI (electron-spray ionization, ionizacija z razprsevanjem
elektronov), ¢emur je sledila HCD fragmentacija najbolj intenzivnih prekurzorskih ionov.
7 dinamic¢nim izkljucevanjem smo vsak spekter peptida, ki je bil posnet dvakrat



56 Poglavje 3. Materiali in metode

zaporedoma, za 120 s izlocili iz postopka snemanja. Masni razpon analizatorja je 300-2000
m/z, njegova locljivost pa 30000. Z masnim spektrometrom sta upravljala dr. Matej
Vizovisek in dr. Robert Vidmar, ki sta tudi opravila opisano analizo vzorcev.

3.2.25.3 Analiza rezultatov z masne spektrometrije

Za iskanje po bazi podatkov in kvantifikacijo s spektralnim stetjem smo uporabili
proteomski programski paket MaxQuant (verzija 1.5.6.0) z iskalnikom Andromeda [206,
207]. Iskanje zadetkov je potekalo v ¢loveski UniProt-KB proteinski bazi podatkov (20316
vnosov). Specificnost cepitev je bila nastavljena za tripsin z najve¢ dvema zgresenima
mestoma cepitve. Kot fiksno modifikacijo smo nastavili karbamidometilacijo cisteinov
(57,0215 Da), medtem ko sta bili metioninska oksidacija (15,9949 Da) in N-terminalna
acetilacija (42,0106 Da) variabilni modifikaciji. Toleranca za napako dolo¢itve mase
prekurzorskih ionov in produktov fragmentacije je bila 0,5 Da oziroma 4,5 ppm. Vrednost
FDR (angl. false discovery rate, stopnja napacne prepoznave) pa smo postavili na 1% za
identifikacije peptidov in proteinov. MaxQuant peptide dodeli proteinskim skupinam in ne
posameznim proteinom. Za pozitivno identifikacijo smo tako steli vsako proteinsko skupino,
ki sta ji bila dodeljena vsaj dva peptida. Nadaljnja analiza je potekala v programu Perseus
[208].

Za relativno kvantifikacijo proteinov v vzorcih smo uporabili metodo spektralnega Stetja
[209]. Razmerje med stevilom spektrov (angl. spectral count ratio — SCR) smo izrac¢unali
kot Stevilo posnetih MS/MS spektrov proteina v vzorcu, tretiranih s katepsinom,
gingipainom oz. bakterijami P. gingivalis, deljeno s Stevilom posnetih MS/MS spektrov
proteina v negativni kontroli. Stevilo MS /MS spektrov vseh proteinov smo med primerjavo
podatkov povecali za 1, da smo se izognili deljenju s stevilom 0. Kot proteine s spremenjeno
prisotnostjo v tretiranem vzorcu smo obravnavali le tiste, ki se jim je SCR spremenil za
vsaj 3-krat glede na negativno kontrolo [119]. Dodaten pogoj je bila ponovljiva identifikacija
tarce v vzorcih v vseh treh bioloskih ponovitvah poskusa. Vse podatke, pridobljene z masno
spektrometrijo, smo nalozili na ProteomeXchange Consortium preko PRIDE [210].
Identifikacijska Stevilka nasih rezultatov je PXD015679.



Poglavje 4

Rezultati

4.1 Vloga cisteinskih katepsinov pri aktivaciji komplementa

na povrsini tumorskih celic

V prvem delu nase raziskave smo se ukvarjali z razumevanjem vpliva oz. vloge cisteinskih
katepsinov na aktivacijo komplementa na povrsini tumorskih celic. Delo na tem podrocju
je zacela sodelavka dr. Barbara Sobotic¢, ki je opazila, da cisteinski katepsini lahko odcepijo
inhibitor komplementa CD55 s povrsine tumorskih celic [119]. Glede na to, da je CD55
inhibitor komplementa, smo pri¢akovali, da bo aktivacija komplementa po tretiranju s
cisteinskimi katepsini obseznejsa, vendar pa so eksperimenti pokazali ravno nasprotno.
Katepsin L na tumorske celice deluje tako, da je aktivacija komplementa nizja v primerjavi
s kontrolo.

S tem odkritjem se je zacCelo nase delo, ki je bilo usmerjeno v razumevanje mehanizma
delovanja katepsina L na povrSino tumorskih celic in kako to vpliva na aktivacijo
komplementa na njihovi povrsini.

4.1.1 Vpliv posameznih cisteinskih katepsinov na aktivacijo

komplementa

Najprej nas je zanimalo, ¢e je opazen vpliv posledica splosne proteazne aktivnosti na
povrsini tumorskih celic, ali pa je morda specifi¢en za cisteinske proteaze.

Postopek dela je opisan v poglavjih 3.2.14, 3.2.15 in 3.2.16, bistveno pa je, da smo
intaktne tumorske celice MDA-MB-231 inkubirali z razli¢nimi proteazami pri konstantni
koncentraciji - 0,2 uM, nato v 20% naravnem humanem serumu, nakar smo celice oznadili
s protitelesi proti C3b komponenti komplementnega sistema in jih presteli na pretoénem
citometru. Komponento C3b smo izbrali zato, ker je v sredini aktivacijskih kaskad
komplementa in najbolj pogosto prisotna ter nam tako da vedeti, koliksna je bila aktivacija
komplementa. Tripsin je serinska proteaza in je sluzil kot kontrola in predstavlja
nespecificne cepitve zunajcelicnih proteinov, medtem ko sta katepsina L in S cisteinski
proteazi, znani po svoji vklju¢enosti v tumorskem mikrookolju: prvega izlocajo tumorske
celice same, drugega pa v tumorsko okolje dostavljajo imunske celice, kot na primer
makrofagi [101].

Izkazalo se je, da je aktivacija komplementa, ki smo jo merili kot delez C3b na povrsini
celic MDA-MB-231, praktiéno nespremenjena po tretiranju celic s tripsinom, vezava C3b
komponente pa je opazno znizana po tretiranju celic s katepsinom L ali S (Slika 23). To
kaze na dejstvo, da je zmanjSana aktivacija komplementa na povrsini tumorskih celic
znacilna posledica tretiranja s cisteinskimi proteazami in ni splosna lastnost proteoliznih
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encimov. Ker katepsin L izloc¢ajo tumorske celice same in je znan po tem, da prispeva k
rasti in Siritvi tumorjev [113, 116], smo za nadaljnje eksperimente uporabljali to cisteinsko
proteazo.
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Slika 23: Delez vezanega C3b na povrsino tumorskih celic po tretiranju z

razliénimi proteazami.

4.1.2 Vpliv koncentracije katepsina L na aktivacijo komplementa

Da bi potrdili, da je zmanjsana aktivacija komplementa res odvisna od katepsina L, smo
celice tretirali tudi z inhibiranim katepsinom L. Predhodno smo katepsin L inhibirali z E-
64, Sele nato pa tretirali tumorske celice. Opazili smo, da je v tem primeru aktivacija

komplementa skoraj 100%, torej taka kot v pozitivni kontroli (Slika 24).
ns
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Slika 24: Vpliv koncentracije katepsina L na vezavo C3b na povrsino tumorskih
celic.

Opazili smo tudi, da je vpliv odvisen od koncentracije katepsina L, saj z narasc¢ajoco
koncentracijo aktivacija komplementa pada. Najnizja statisticno Se signifikantna
koncentracija katepsina L je bila 0,02 uM oz. 20 nM. Pri svojem delu pa smo uporabili tudi
0,2 uM koncentracijo encima, ki je Se vedno fiziolosko relevantna [211], hkrati pa kaze
statisti¢no signifikanten premik intenzitete fluorescence na pretocnem citometru.
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4.1.3 Vpliv katepsina L na aktivacijo komplementa je neodvisen od

vrste tumorskih celic

Nadalje smo preverili, ¢e je zmanjsana aktivacija komplementa splosen pojav pri vseh
tumorskih celicah ali je znacilna samo za celice MDA-MB-231. Ta celicna linija je
pripravljena iz adenokarcinoma mleéne zleze, zato smo za poskus uporabili Se celi¢no linijo
HelLa iz celic adenokarcinoma materni¢nega vratu ter celicno linijo Caco-2, ki je
pripravljena iz kolorektalnega adenokarcinoma. V vseh primerih gre torej za epitelijske
celice razlicnih adenokarcinomov.
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Slika 25: Delez vezanega C3b po tretiranju razliénih celi¢nih linij z 0,2 uM
katepsinom L.

Slika 25 nam pokaze, da je aktivacija komplementa, merjena kot delez vezanega C3b
na povrsino tumorskih celic, zmanjsana v vseh treh primerih, torej gre za splosen vpliv
katepsina L na povrsino tumorske celice, ne glede na njen izvor. Za nadaljnje poskuse smo
uporabili celiéno linijo MDA-MB-231, saj je najenostavnejsa za uporabo.

4.1.4 Katepsin L najbolj vpliva na aktivacijo klasicne poti aktivacije
komplementa

Kljuéno vprasanje nasega dela je bilo, kako katepsin L vpliva na aktivacijo komplementa.
Zato smo v naslednjem koraku poskusali dolociti, katera izmed treh poti aktivacije
komplementa je bistvena pri tem procesu.

Komplement se lahko aktivira po treh razli¢nih aktivacijskih poteh. Klasi¢na pot, kjer
je Clq tista molekula, ki prepozna antigen na povrsini celice ter lektinska pot, kjer je taka
molekula MBL, sta si dokaj podobni, saj obe tvorita enako C3-konvertazo, imenovano tudi
C4bC2a, ki nastane zaradi cepljenja C2 in C4 komponent. Alternativna pot pa se zacne
spontano s cepitvijo C3 komponente in nastankom C3-konvertaze, C3bBb. Clq molekula
in MBL molekula potrebujeta kalcijeve ione (Ca?") za svojo aktivnost, medtem, ko ti niso
potrebni za zacetek alternativne poti aktivacije.

Da bi blokirali klasi¢no in lektinsko pot aktivacije komplementa smo pufru za redcenje
seruma dodali EGTA, ki je kelator za Ca®"ione. Vendar pa EGTA veZe tudi magnezijeve
ione (Mg*"), ki pa so vseeno potrebni za normalno aktivacijo komplementa. Zato smo te
dodali se v presezku v obliki MgCl,. V tako pripravljenem pufru smo red¢ili serum in potem
z njim tretirali tumorske celice.
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Z odstranitvijo Ca*" ionov iz sistema smo blokirali tako klasi¢no, kot tudi lektinsko pot
aktivacije. Da pa bi lo¢ili se med tema dvema, smo uporabili serum (NHS), kjer je bil Clq
popolnoma odstranjen.

Slika 26 prikazuje delez aktivacije komplementa, merjenega v obliki vezave C3 na
povrsino celic MDA-MB-231, po tretiranju z razlicno pripravljenimi serumi. Opazili smo,
da po dodatku EGTA aktivacija komplementa pade prakticno na niclo. Iz tega lahko
sklepamo, da sta klasi¢na in/ali lektinska pot aktivacije bistvenega pomena za aktivacijo
komplementa na tumorskih celicah MDA-MB-231. Da bi izloéili lektinsko pot, smo naredili
poskus Se s serumom, ki mu je bil Clq, torej prva molekula v aktivacijski kaskadi klasi¢ne
poti, odstranjen. Rezultat kaze, da je aktivacija komplementa Se vedno prisotna, le v
nekoliko zmanjsani meri (priblizno 75%), dodatek katepsina L, pa aktivacijo komplementa
se dodatno zniza. To bi sicer lahko pomenilo, da ima lektinska pot kljuéno vlogo pri
aktivaciji komplementa na tumorskih celicah, vendar je to malo verjetno, saj je ta prisotna
vec¢inoma pri bakterijah in ne na ¢loveskih celicah. Omeniti je treba, da je bil serum z
odstranjenim Clq komercialno pripravljen, serum, ki smo ga uporabili kot kontrolo pa smo
izolirali iz krvi darovalcev. Razlike med donorji so lahko zelo opazne in to se je tudi tukaj
oCitno pokazalo. Zato zadnji rezultat ni neizpodbiten in ga je potrebno jemati z zadrzkom.
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Slika 26: Delez vezanega C3b na povrsino tumorskih celic po blokadi lektinske
in/ali klasi¢ne poti aktivacije komplementa. NHS je 20% naravni humani serum,
NHS + EGTA + Mg2+ je 20% naravni humani serum, redc¢en v pufru z dodatkom EGTA
in magnezijevih ionov, NHS -~ Cl1q pa je 20% naravni humani serum, ki mu je bil Clq
predhodno odstranjen.

Poskusili smo tudi z blokado alternativne poti aktivacije komplementa. Ker se le-ta
sproza spontano v serumu, smo se odlocili za nizanje koncentracije seruma od osnovnih
20% do 2%. Na ta nacin smo preprecili aktivacijo alternativne poti, klasicna in lektinska
pa ostaneta nedotaknjeni.

Na naslednji sliki (Slika 27) se vidi, da nizanje koncentracije seruma postopno niza tudi
aktivacijo komplementa na povrsini tumorskih celic. Razlike med celicami, tretiranimi
samo s serumom ali pa s katepsinom L in serumom so pri nizjih koncentracijah ze tako
majhne, da statisticno niti niso signifikantne. Ker gre za postopno nizanje aktivacije,
predvidevamo, da je to na racun nizje koncentracije prepoznavnih molekul komplementa,
ne pa za blokado alternativne poti. Vse to kaze, da alternativna pot nima bistvenega vpliva
na aktivacijo komplementa na povrsini tumorskih celic.
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Slika 27: Delez vezanega C3b na povrsino celic pri nizjih koncentracijah seruma.
NHS je naravni humani serum. Pozitivna kontrola je 20% NHS.

To je potrdil tudi poskus s serumom, ki mu je bil odstranjen faktor B, ena izmed
bistvenih molekul v prvi fazi aktivacije alternativne poti. Celice, tretirane s tem serumom,
niso imele ni¢ kaj bistveno zmanjSane aktivacije komplementa na svoji povrSini
(neobjavljeni rezultati dr. Barbare Sobotic).

4.1.5 Katepsin L vpliva Ze na vezavo Clq na celice

Nadalje nas je zanimalo, kateri korak aktivacije komplementa po klasi¢ni poti je najbolj
obcutljiv na delovanje katepsina L. Celice MDA-MB-231 smo tretirali s katepsinom L,
serumom in jih nato imuno-oznacili s protitelesi proti razlicnim komponentam
komplementnega sistema: proti prvi, prepoznavni molekuli Clq, proti drugi molekuli, ki
tvori pomembno C3-konvertazo, C4, proti centralni molekuli, ki zdruzuje vse tri poti
aktivacije, C3b ter proti kon¢nemu kompleksu MAC, ki tvori pore v membrani tumorskih
celic in tako povzroci za celicno smrt.
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Slika 28: Razlike med koli¢ino vezave razlicnih komponent komplementnega
sistema na povrsino tumorskih celic. Pozitivna kontrola je 20% NHS.



62 Poglavje 4. Rezultati

Opazili smo, da tretiranje celic s katepsinom L najbolj prizadene tvorbo kompleksa
MAC ter vezavo Clq molekule (Slika 28). Kompleks MAC je pravzaprav le posledica
aktivacije komplementa, ne pa del aktivacijske kaskade, zato smo pozornost usmerili v
Clq, ki je bila druga v vrsti glede na delez zmanjsanja vezave na povrsini tumorskih celic.
Glede na to, da smo ze prej predvidevali, da je klasi¢na pot aktivacije komplementa glavna
tarca delovanja katepsina L, je bil ta rezultat le Se potrditev tega. Ce se zmanjsa vezava
C1q na povrsino celic, so tudi vsi nadaljnji koraki v kaskadi oslabljeni. Na grafu je opaziti,
da se delez vezanega C3b na povrsino celice ne zmanjsa toliko, kot se je delez vezanega
Clq. To lahko razlozimo z dejstvom, da je vezava C3b tudi del alternativne poti, ki ni
odvisna od Clq, oc¢itno pa se komplement v manjsi meri aktivira tudi preko te poti. Vezava
C4b je tudi zmanjsana, vendar nismo opazili statisti¢no signifikantne razlike.

4.1.6 Identifikacija vezavnih partnerjev Clq

Rezultati kazejo, da katepsin L vpliva Ze na prvo stopnjo aktivacije komplementa, to je na
vezavo prepoznavne molekule Clq. Ta molekula prepozna antigen, tujek na povrsini celice,
se nanj veze in s tem se zacne aktivacija komplementa. Kadar je v sistemu prisoten katepsin
L, pa lahko to vezavo deloma prepreci. Vse kaze, da katepsin L s povrsine celic postrize
antigene oz. molekule, ki so znacilne za tumorske celice, ne pa za »normalne, lastne celice.

7 afinitetno kromatografijo smo zeleli biotiniliran Clq vezati na intaktne MDA-MB-
231 celice, nato pa izolirati kompleks med Clq in vezavnimi partnerji in ga identificirati
na masnem spektrometru. V zadnjem koraku tega poskusa, ki je opisan v podpoglavjih
3.2.17, 3.2.18 in 3.2.19, smo zbrali 3 zaporedne eluate in vse nanesli na pred-pripravljen gel
za NaDS elektroforezo. Barvanje gela je pokazalo, da se je vecina proteinskega materiala
eluirala v drugi stopnji, zato smo ta del gela uporabili za nadaljnjo analizo na masnem
spektrometru.

Rezultati z masne spektrometrije so pokazali, da je najbolj efektivno zamrezenje
potekalo pri najnizji koncentraciji formaldehida, to je 0,1%, saj je bilo pri teh pogojih
identificiranih proteinov najvec¢. Izmed vseh rezultatov z masne spektrometrije smo glede
na spektralno Stetje, Stevilo identificiranih proteinov in lokalizacijo posameznega proteina
dobili kratek seznam moznih vezavnih partnerjev za Clq (Tabela 8).

Tabela 8: Seznam potencialnih vezavnih partnerjev za Clq, identificiranih z
masno spektrometrijo.

Ime proteina St. peptidov SCR
5-nukleotidaza 2 3
60S ribosomski protein L30 2 3
o-aktin-1/4 2 4
Aneksin Al 2 3
Aneksin A2 15 19
Clq podenota B 6 18
Clq podenota C 4 9
CD44 2 3
Kofilin-1 2 3
Histon H2A 2 4

Med rezultati z masne spektrometrije (Tabela 8) vidimo Clq podenote, kar potrjuje
pravilno izvedbo poskusa, saj je bil Clq tista molekula, s katero smo vezali in izolirali
proteine. Izmed ostalih potencialnih vezavnih partnerjev Clq pa velja omeniti CD44, ki je
bil predhodno Ze opazen kot tarca katepsinov L in S na povrsini celic MDA-MB-231 [119].
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4.1.7 Sekretom makrofagov tudi zniza aktivacijo komplementa

Da bi se priblizali realnim fizioloskim pogojem, smo se odlocili preveriti Se delovanje
sekretoma makrofagov na povrsino tumorskih celic in posledicno na aktivacijo
komplementa. Namre¢, katepsin L je v tumorskem mikrookolju prisoten kot produkt,
izloc¢ek samih tumorskih celic. Poleg njega pa so v tumorskem mikrookolju prisotne tudi
imunske celice, ki prav tako izloc¢ajo katepsine. Makrofagi so primer takih celic, ki izloc¢ajo
katepsina S in B [212, 213]. Najprej smo v sekretomu makrofagov dolocili aktivno
koncentracijo katepsinov (postopek: poglavje 3.2.11). Eksperiment je bil narejen v
triplikatu in v povprecju smo dobili, da je koncentracija katepsinov okoli 60 nM (Slika 29).

Aktivna koncentracija katepsinov v sekretomu makrofagov
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Slika 29: Graf odvisnosti hitrosti proteolitske reakcije od koncentracije
inhibitorja — dolocitev aktivne koncentracije katepsinov v sekretomu makrofagov, ki je v
tem primeru 60 nM.

Prenos po Westernu in imunodetekcija s protitelesi je pokazala prisotnost katepsinov B in
S v sekretomu makrofagov, diferenciranih iz celi¢ne linije U937, medtem ko katepsina L

nismo uspeli detektirati (Slika 30).
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Slika 30: Western blot sekretoma makrofagov. Videti je prisotnost katepsinov S in B,
ne pa tudi katepsina L.
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Ze prej smo pokazali, da ima izoliran katepsin S vpliv na raven aktivacije komplementa
na povrsini MDA-MB-231 celic (Slika 23), katepsin B pa smo ze predhodno testirali in
ugotovili, da tega vpliva ne kaze [119]. Zanimalo nas je, ¢e lahko sekretom makrofagov tudi
zniza raven aktivacije komplementa na povrsini tumorskih celic. Celice MDA-MB-231 smo
tretirali s sekretomom makrofagov, kjer je bila koncentracija cisteinskih proteaz priblizno
60 nM, nato pa nadaljevali poskus kot predhodno in izvedli tretiranje celic s serumom, ki
mu je sledilo imuno-oznacevanje.
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Slika 31: Delez vezanega C3b na povrSino tumorskih celic po tretiranju s
sekretomom makrofagov.

Z zgornjega grafa (Slika 31) je razvidno, da tretiranje celic s sekretomom makrofagov
tudi zniza aktivacijo komplementa na povrsSini celic MDA-MB-231, dodatek splosnega
inhibitorja za cisteinske proteaze E-64 pa ta efekt izni¢i. Sklepamo lahko, da so za ta efekt
kljuéni cisteinski katepsini, najverjetneje katepsin S in da je =zniZzanje aktivacije
komplementa na tumorskih celicah tudi posledica odziva imunskega sistema na prisotnost
rakavih celic.
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4.2 Vpliv bakterijskih proteaz gingipainov na povrsino
epitelijskih celic

Poleg cloveskih proteaz so pri aktivaciji komplementa lahko pomembne tudi proteaze, ki
jih izlocajo bakterije in ki tako lahko pomembno vplivajo na imunski odziv. Zato smo se
odloédili rezultate in dognanja prejsnje raziskave (Vpliv cisteinskih katepsinov na aktivacijo
komplementa na povrsini tumorskih celic) prenesti se na druga podroéja. Izbrali smo
paradontalno bolezen, kjer je bistveni problem kroniéno vnetje tkiva v dlesnih in vodi v
izgubo mehkih tkiv ter v hujsih oblikah bolezni tudi do izpadanja zob. Glavni krivci za to
dogajanje so gingipaini, proteaze iz bakterij P. gingivalis, ki so tudi potencialni kandidati
za Sedaze. Zanimalo nas je torej, kako gingipaini vplivajo na dlesni¢ne epitelijske celice,
katere substrate lahko cepijo na njihovi povrsini in kako je to povezano z napredkom
paradontalne bolezni.

4.2.1 Vpliv P. gingivalis na viabilnost celic TIGK

Za delo smo izbrali celicno linijo TIGK — to so imortalizirane dlesni¢ne epitelijske celice
(keratinociti). Celice TIGK smo inkubirali z bakterijami Porphyromonas gingivalis in sicer
s Stirimi razlicnimi sevi: divji tip — W83, sev z izbitimi geni za vse tri gingipaine - AkArAB,
sev 7z izbitima genoma za R-gingipaina — ArgpABter sev z izbitim genom za Kgp — Akgp.
Tretiranje je trajalo 45 minut in je bilo izvedeno v inkubatorju s temperaturo 37° C ter
atmosfero s 5% CO,. Po konc¢anem poskusu smo preverili viabilnost celic. Poleg razlicnih
sevov smo testirali tudi razlicne koncentracije bakterijskih celic: od MOI 100 do MOI 500,
pri cemer je MOI razmerje med stevilom bakterij in stevilom TIGK celic. MOI 100 tako
pomeni 100 bakterij na 1 TIGK celico.
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Slika 32: Delez zivih celic TIGK po tretiranju z razlicnimi sevi in razli¢nimi
koncentracijami P. gingivalis. Ctrl je kontrola: zive in netretirane celice.

Na sliki zgoraj (Slika 32) je prikazana viabilnost celic po inkubaciji in na podlagi tega
grafa smo lahko zakljucili, da noben izmed sevov nima velikega vpliva na samo viabilnost
celic TIGK, prav tako pa tudi najvisja koncentracija bakterijskih celic Se ne povzroca
opaznega povisanja celicne smrti.
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4.2.2 Visje koncentracije bakterij povzrocijo prekomerno razgradnjo

proteinov

Ko smo potrdili, da celice prezivijo tretiranje, smo intaktne celice TIGK 45 minut inkubirali
z omenjenimi sevi bakterij P. gingivalis. Za nadaljnjo analizo smo uporabili supernatant
(Sedom) in ga skoncentrirali z uporabo Amiconovih filtrov z membrano, ki prepusca
proteine manjse od 3000 Da. Sledila je lo¢ba proteinov v Sedomu s pomocjo NaDS
elektroforeze. Na gel smo nanesli po 20 uL. Sedoma v vsako jamico. Kljub temu, da celice
tretiranje z bakterijami prezivijo, pa se je izkazalo, da je MOI 500 odlo¢no previsoka
koncentracija, saj je bilo proteinskih pasov na gelu izredno malo v primerjavi z vzorci, ki
so bili tretirani z MOI 100. To nakazuje na dejstvo, da pri MOI 500 gingipaini ne samo
odcepijo membranske proteine, ampak jih tudi razgradijo. Za nadaljnje analize smo zato
uporabili le vzorce z MOI 100.
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Slika 33: Gel po NaDS elektroforezi, pobarvan z barvilom Coomassie modro kaze
koli¢ino proteinov v posameznem sedomu. CTRL je TNC pufer.

Ob medsebojni primerjavi vzorcev (Slika 33) smo opazili razlike v intenziteti barvila,
torej v koli¢ini proteinov. Pri vzorcu W83 je bilo proteinov relativho malo, medtem ko
vzorci AkATAB, Akgp in ArgpAB kazejo precej visjo koncentracijo proteinov. Najbolj
opazna je izredno visoka koncentracija v vzorcu ArgpAB. Iz tega lahko sklepamo, da so
bakterije P. gingivalis oz. njihove proteaze — gingipaini odgovorni za obsezno razgradnjo
membranskih proteinov. Namreé¢, v vzorcu W83 (divji tip), kjer so prisotni vsi gingipaini,
je ocitno prislo do obsezne razgradnje proteinov, medtem ko je v vzorcih z izbitimi geni za
gingipaine, proteinov na gelu ve¢ — razgradnja je torej manj obsezna.

To je v skladu z dejstvom, da gingipaini predstavljajo priblizno 85% proteolitske
aktivnosti bakterij P. gingivalis, vsekakor pa niso edine proteaze. Torej opazenega cepljenja
in razgradnje proteinov ne smemo pripisati zgolj gingipainom, saj obstaja moznost, da so
za to odgovorne tudi ostale bakterijske proteaze.
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4.2.3 Masnospektrometricna analiza sedomov TIGK, tretiranih z
bakterijami P. gingivalis

Sedome, ki smo jih pridobili z inkubiranjem celic TIGK s prej opisanimi $tirimi sevi bakterij
P. gingivalis, smo pripravili za analizo na masnem spektrometru (postopek opisan v
poglavju 3.2.25). Glede na rezultat NaDS elektroforeze (Slika 33), smo za nadaljnjo analizo
na masnem spektrometru uporabili le vzorce, ki so bili pripravljeni z MOI 100. Analiza
rezultatov je pokazala, da tudi pri tej koncentraciji bakterij ze prihaja do razgradnje, saj
je bilo z masno spektrometrijo identificiranih proteinov zelo malo (Slika 34).
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Slika 34: Stevilo identificiranih proteinov na masnem spektrometru v
posameznem vzorcu, pripravljenem po postopku »in-gel«. Proteini, ki so bili
identificirani z vsaj 2 peptidoma, so se Steli kot statisticno zanesljivi rezultati masne
spektrometrije.

1z zgornje slike vidimo, da je bilo v vzorcu, inkubiranim z divjim tipom bakterij (W83)
identificiranih izredno malo proteinov, kar nakazuje na velik delez razgradnje odcepljenih
membranskih proteinov. Zato smo zamenjali nac¢in priprave vzorca s prvotnega »in-gel«
postopka na »in-solution« postopek (opisan v poglavju 3.2.25.1), ki je omogo¢il, da smo
lahko detektirali vecje stevilo proteinov v Sedomih. V nadaljevanju smo naredili analizo za
vzorec W83 z MOI 100.
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Slika 35: Graf porazdelitve identificiranih proteinov v vzorcu, kjer smo celice
TIGK tretirali z W83, MOI 100. Priprava po postopku »in-solution«. Kolobarji
na grafu predstavljajo razporeditev identificiranih proteinov v tri skupine: proteine z v
vzorcu povisano koncentracijo (SCR > 3), proteine z nespremenjeno koli¢ino proteinov
(0,33 < SCR < 3) ter proteine z v vzorcu znizano koncentracijo (SCR < 0,33). Prva skupina
je nato razdeljena Se glede na lokalizacijo identificiranih proteinov znotraj celice.
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Tabela 9: Stevilo identificiranih proteinov v vzorcu sekretoma celic TIGK po
tretiranju zW83 in pripravljenem po »in-solution« metodi glede na razmerje
spektralnega Stetja.

Stevilo identificiranih

SCR .
proteinov

>3 34

0,33 < SCR < 3 76

<0,33 42

Stevilo identificiranih proteinov je bilo kljub druga¢nemu nadinu priprave vzorcev Se
vedno nizko, je pa vsekakor visje kot pri pripravi vzorca po metodi »in-gel«. Predvsem smo
opazili, da je veliko proteinov v tem vzorcu prisotnih v manjsi koli¢ini v primerjavi s
kontrolo (SCR < 0,33), kar spet nakazuje na nadaljnjo razgradnjo odcepljenih proteinov
(Tabela 9).

Tabela 10: Razporeditev identificiranih proteinov (SCR > 3) glede na njihovo
celi¢no lokalizacijo.

Stevilo identificiranih

Lokalizacija ]
proteinov
Citoplazma 18
Membrana 11
Drugo 1
Jedro 4

Tabela 11: Seznam potencialnih taré gingipainov v sekretomu/Sedomu celic
TIGK inkubiranih z W83, MOI 100.

St. identificiranih

Ime protein Ime gena

peptidov
Aneksin Al ANXA1 5 4 7 2,5
Aneksin A2 ANXA2 8 6 7,5 3
Antigen CD44 CD44 4 4 1,2 9
Protein CYR61 CYRG61 3 3 5
Endoplazmin HSP90B1 8 8 8 2,3
Zaradi hivoksiie izraZ
ara .1 ipoksije izrazen HYOU1 5 5 . 6
protein 1
Lamininsk denot
amininska podenota LAMAS 6 6 9 08
alfa-3
Lamininsk denot
amininska podenota LAMC2 3 5 4 4
gama-2
Receptorski tip tirozin-
. PTPRF 10 5 18 11
proteinske fosfataze F
Sindekan-4 SDC4 5 4 3,7 10
St j
umvorjem poxfezan TACSTD2 3 3 4 5
prenasalec Ca-signalov 2
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Iz zgornjih tabel (Tabela 9, Tabela 10 in Tabela 11) in grafa (Slika 35) vidimo, da je
stevilo identificiranih proteinov relativno nizko, zato smo se odlocili preveriti Se nizje
koncentracije bakterij ter vpliv gingipainskih inhibitorjev na razgradnjo proteinov v

Sedomu.
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Slika 36: Gel sekretomov celic TIGK po inkubaciji z bakterijami P. gingivalis v
razmerju MOI 25 in 100, pobarvan s srebrom. Gel je pripravila dr. Alicia Wong.

Slika 36 prikazuje koli¢ino proteinov v Sedomu celic TIGK. Tokrat smo primerjali
vzorca s koncentracijo bakterij MOI 25 in MOI 100 in opazili, da je bila v primeru nizje
koncentracije koli¢ina proteinov manjsa. Najbolj je bila opazna razlika med vzorcema W83
z MOI 100 in MOI 25. Pri koncentraciji MOI 100 je bilo na gelu opaziti veliko koli¢ino
majhnih proteinov (pri nizjih molekulskih masah), kar kaze na razgradnjo v Sedomu, med
tem ko je bilo majhnih proteinov v vzorcu MOI 25 bistveno manj. Ko smo pri visji
bakterijski koncentraciji vzorcu dodali mesanico inhibitorjev gingipainov (KYT), smo
opazili dodaten premik proteinskih pasov na gelu k visjim molekulskim masam. Slednji je
bil Se bolj opazen pri vzorcu bakterij brez gingipainov (AkArAB). Manjsi delez proteinov
z nizjimi molekulskimi masami kaze na manjsi obseg razgradnje. Iz opazanja, da sev
AkATAB , ki nima prisotnih aktivnih gingipainov ne povzroca obsezne razgradnje, lahko
sklepamo tudi, da gingipaini bistveno prispevajo k razgradnji proteinov v sedomu, medtem
ko druge bakterijske proteaze tukaj oc¢itno nimajo tako pomembne vloge, ¢eprav je ne
moremo popolnoma izkljuciti. Pri tem je namre¢ potrebno upostevati, da ze sama
prisotnost bakterij sprozi izlocanje ali razgradnjo proteinov iz celic TIGK.

4.2.4 Vpliv izoliranih gingipainov na viabilnost in adhezivnost celic
TIGK

Pri poskusih z bakterijami P. gingivalis smo videli, da so gingipaini bistvenega pomena za
proteolitsko aktivnost, saj razgradijo velik del celicnih proteinov. Da bi njihovo vlogo in
mehanizem delovanja poblize spoznali, smo pripravili eksperiment, kjer smo celice TIGK
tretirali s posameznimi izoliranimi gingipaini.

Za zacetek je bilo potrebno izdelati metodo in doloCiti optimalne pogoje za izvedbo
eksperimentov. S testno inkubacijo TIGK celic z izoliranimi gingipaini smo dolo¢ili
optimalni ¢as za izvedbo eksperimenta ter primerno koncentracijo gingipainov. Najprej smo
preverili stanje celic TIGK tekom eksperimenta in opazili, da gingipaini povzrocajo
odlepljanje sicer adhezijskih celic s povrsine petrijevke.
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Na sliki (Slika 37) vidimo, da so pri nizji koncentraciji gingipainov (4 nM) celice ostale
bolj ali manj nespremenjene. Pri visji koncentraciji pa so se v primeru tretiranja z
gingipainoma RgpB in HRgpA po 45 minutah celice popolnoma odlepile. Podobno je bilo
pokazano tudi za fibroblaste, tretirane z gingipaini [186]. Kgp gingipain se tu nekoliko
razlikuje od preostalih dveh gingipainov, saj tudi pri koncentraciji 40 nM in 45-minutni
inkubaciji celic ne odlepi s podlage. Pri se visji koncentraciji (100 nM) in 30-minutnem
tretiranju pa dosezemo podoben ucinek kot pri ostalih gingipainih (Slika 38). To je v skladu
z literaturo, ki Kgp opisuje kot proteazo z nizjo proteoliticno aktivnostjo in pocasnejSim
proteolitskim delovanjem [214].

Slika 38: Spremljanje delovanja gingipaina Kgp na konfluentne celice TIGK pod
svetlobnim mikroskopom. (A) predstavlja kontrolo: celice TIGK v pufru TNC pri 0
minutah, (B) so celice, tretirane s pufrom TNC po 30 minutah, (C) so celice tretiranje s
Kgp pri koncentraciji 4 nM ter (D) pri koncentraciji 100 nM.

Nadalje nas je zanimalo, ali so odlepljene celice zive. Zato smo ponovno izvedli poskus,
kjer smo merili viabilnost celic TIGK po tretiranju z razlicnimi koncentracijami
gingipainov. Izkazalo se je, da so v vseh primerih (pri vseh gingipainih) po 45 minutah
celice vecinoma Se zive (ve¢ kot 90% zivih celic) [215].

Tako smo dolocili pogoje za izvedbo nadaljnjih poskusov: inkubacija 45 minut,
koncentracije gingipainov pa 4 nM in 75 nM. S tem smo poskusali ponazoriti dve stopnji
napredovanja paradontalne bolezni: pri nizji koncentraciji (4 nM) gingipainov smo
opazovali dogajanje na zaCetku bakterijske infekcije, pri visji koncentraciji (75 nM) pa smo
v nadaljevanju opazovali, kaksna bi lahko bila vloga gingipainov pri napredovanju bolezni
v ustni votlini. Obe koncentraciji sta znotraj fizioloskih vrednosti, hkrati pa visja
koncentracija tudi omogocCa gingipainu Kgp, da njegova proteolitska aktivnost pride do
izraza.



72 Poglavje 4. Rezultati

4.2.5 Dolocitev zunajcelicnih membranskih substratov gingipainov

Po tretiranju celic TIGK z gingipaini smo vzorce pripravili za proteomsko analizo z masnim
spektrometrom. S to metodo in z uporabo spektralnega stetja smo dolocili potencialne tarce
gingipainov. Spektralno Stetje je postopek, ki temelji na predpostavki, da je Stevilo posnetih
spektrov peptidov iz analiziranega vzorca odvisno od koli¢ine (relativne koncentracije)
odcepljenih domen proteina, ki se po delovanju gingipainov sprostijo s celi¢cne membrane v
supernatant. V skladu s postopkom, ki je bil uporabljen ze v preteklih raziskavah na nasem
odseku [119], smo izracunali relativno razliko med Stevilom spektrov v vzorcu in v kontroli,
to je SCR (spectral count ratio) oz. MS/MS razmerje. Da smo dolofen protein upostevali
kot potencialno tarco gingipainov na povrsini celice, je moral zadostiti naslednjim pogojem:

1.) za identifikacijo proteina sta potrebna vsaj 2 peptida,

2.) spektralno razmerje je vecje od 3 (kar pomeni, da je prisotnost dolo¢enega proteina
v vzorcu ob¢utno povecana v primerjavi s kontrolo) in

3.) protein mora biti membranskega izvora.

4.2.5.1 Tretiranje TIGK celic s 4 nM in 75 nM RgpB

Ob delovanju gingipaina RgpB na celice, smo ugotovili, da ima slednji zelo visok
proteoliti¢ni potencial. Tako smo pri visji koncentraciji gingipaina RgpB (75 nM) opazili
poleg Sedinga tudi razgradnjo odcepljenih proteinov (Slika 39).
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Slika 39: Graf porazdelitve identificiranih proteinov v vzorcu, kjer smo celice
TIGK tretirali s 75 nM RgpB.

Tabela 12: Razporeditev identificiranih proteinov glede na SCR po tretiranju
TIGK s 75 nM RgpB.

St. identificiranih

SCR .
proteinov

>3 139

0,33 < SCR < 3 607

<0,33 22
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Tabela 13: Lokalizacija proteinov, ki so bili v vzorcu (TIGK tretirane s 75 nM
RgpB) v vedjem Stevilu.

St. identificiranih

Lokalizacija proteina

proteinov
Citoplazma 62
Membrana 56
Ostalo 12
Jedro 9

Kljub obetavni razporeditvi identificiranih proteinov glede na njihovo koncentracijo v
vzorcu v primerjavi s kontrolo (SCR) smo v tem primeru opazili, da imamo v vzorcu precej
povecano Stevilo citoplazemskih proteinov, kar je navadno znak, da je prislo do doloc¢ene
stopnje lize celic (Tabela 12, Tabela 13). Posledi¢no smo se odlocili, da za nadaljnje poskuse
in vrednotenje rezultatov izberemo nizjo koncentracijo gingipaina RgpB, torej 4 nM.
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Slika 40: Graf porazdelitve identificiranih proteinov v vzorcu, kjer smo celice
TIGK tretirali s 4 nM RgpB.

Tabela 14: Razporeditev identificiranih proteinov glede na SCR po tretiranju
TIGK s 4 nM RgpB.

St. identificiranih

SCR .
proteinov

>3 55

0,33 < SCR < 3 393

<0,33 19

Iz grafa (Slika 40) in tabele (Tabela 14) vidimo, da je veina proteinov v nespremenjenih
koli¢inah glede na kontrolo (to je SCR med 0,33 in 3). Le 4% vseh proteinov je v vzorcu v
nizji koncentraciji (SCR je manjsi 0,33), 12% pa jih je bolj pogostih (SCR 2 3). Torej pri
tretiranju s 4 nM RgpB do opazne razgradnje proteinov ni prihajalo. Le-to bi sicer opazili
po visokem delezu proteinov s SCR < 0,33. Nas so zanimali predvsem proteini, ki jih
gingipaini odcepljajo s povrsine membrane, zato smo proteine s SCR vecjim od 3 analizirali
kot potencialne tarce gingipainskega Sedinga.
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Tabela 15: Lokalizacija proteinov, ki so bili v vzorcu (TIGK tretirane s 4 nM
RgpB) v vedjem Stevilu.

St. identificiranih

Lokalizacija proteina

proteinov
Citoplazma 17
Membrana 23
Ostalo 9
Jedro 6

Izmed vseh identificiranih potencialnih tar¢ gingipainov smo izbrali tiste, ki so bili v vzorcih
v veCjem Stevilu glede na kontrolo in preverili njihovo celi¢cno lokalizacijo. Najvec je
membranskih proteinov, sledijo citoplazemski proteini, ki so pogosto tudi sestavni del
sektretoma celic. Prav tako smo identificirali nekatere proteine, ki jih celice ze same
konstitutivno izlo¢ajo in jih umestili v skupino »Ostalo (Tabela 15).

Tabela 16: Seznam potencialnih tar¢ 4 nM gingipaina RgpB na povrsini celic
TIGK.

St.

Ime proteina identificiranih
peptidov

Aktivirana levkocitna
molekula za celi¢no adhezijo ALCAM 8 11 12 22 20 23
(antigen CD166)

Antigen predstavljajoci

kompleks 2, podenota alfa 1 AP2AL 3 g 7 6 6 )
Antigen CD109 CD109 25 27 54 | 28,5 18 52
Antigen CD44 CD44 5 125 95 27

Kolagen alfa 1, veriga XVII COL17A1

4

7 0 85 45 1
Kolagen alfa 1, veriga XVIII COL18A1 | 6

6

3

2

Distroglikan DAG1 10 12 8 7,3
Diskoidin DCBLD2 4 4 3 7

Desmokolin-1 DSC1 0 3 7 1

Desmoplakin DSP 10 23 6 4 10,3 1

Receptor epldelo“malnega EGFR 7 7 3 29 31 6.3
rastnega faktorja

Ektonukleotidna

fosfataza/fosfodiesteraza 1 ENPPL 0 b ’ 11 1165
7Z levcinskimi ponovitvami

bogat transmembranski FLRTS3 12 7 13 26 14 88
protein FLRT3

Pleksin-A1 PLXNA1 2 2 6 4 2 9

Plexin-B2 PLXNB2 5 9 8 11 15 6

Neaktivna tirozin-proteinska PTK? 7 3 6 95 3 5

kinaza 7

Receptorski tip tirozin-
proteinske fosfataze F
Receptorski tip tirozin-
proteinske fosfataze kapa

PTPRF | 23 18 22 | 7.7 46 45

PTPRK 3 6 5 6 9 5
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Receptor tip tirozin-

proteinske fosfataze S PTPRS 2 1 4 3 2 g
Protein tumorske supresije 14 | ST14 10 8 8 18 18 5,7
Teneurin-3 TENM3 3 4 2 4 5 3
Transferinski receptor 1 TFRC 4 1 7 5 2 6,5
Netrinski receptor UNC5B UNC5B 3 6 2 8 11 3

V zgornji tabeli (Tabela 16) so prikazane potencialne tarée 4 nM RgpB. Upostevali smo
vse kriterije: SCR vedji od tri, identificirana vsaj dva peptida ter lokalizacija na membrani
oz. v medcelicnini. Med temi rezultati smo opazili velik delez adhezijskih proteinov, ki so
ofitno glavna tarca gingipainov. S tem seznamom smo potrdili opazanja iz poskusa
opazovanja vpliva gingipainov na celice (Slika 37), kjer smo prvi¢ opazili, da gingipaini
povzrocajo odlepljanje celic s povrsine. Nismo pa opazili nobenih proteinov, povezanih s
komplementom, kar je bila sicer nasa hipoteza.

4.2.5.2 Tretiranje TIGK celic s 4 nM in 75 nM HRgpA

Gingipain HRgpA se pogosto nahaja v kompleksu s Kgp, zato je bilo potrebno pri
eksperimentih s tem gingipainom dodajati inhibitor za Kgp — na ta nacin smo lahko
spremljali le delovanje HRgpA. Tako kot RgpB je tudi HRgpA izredno mocna proteaza in
pri vigji koncentraciji (75 nM) lahko opazimo tudi razgradnjo odcepljenih domen (Slika
41).

15% citoplazma
35%

SCR<0,33

66%
membrana

15%, ostalo )
e 3% jedio

Slika 41: Graf porazdelitve identificiranih proteinov v vzorcu, kjer smo celice
TIGK tretirali s 75 nM HRgpA.

Tabela 17: Razporeditev identificiranih proteinov glede na SCR po tretiranju
TIGK s 75 nM HRgpA.

St. Identificiranih

SCR .
proteinov

>3 32

0,33 < SCR < 3 168

<0,33 109
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Tabela 18: Lokalizacija proteinov, ki so bili v vzorcu (TIGK tretirane s 75 nM
HRgpA) v vecjem Stevilu.

St. identificiranih

Lokalizacija proteina

proteinov
Citoplazma 5
Membrana 21
Ostalo
Jedro 1

Pri tretiranju s 75 nM HRgpA je bil delez proteinov z nizjo koncentracijo v primerjavi
s kontrolo znaten, kar nakazuje na razgradnjo membranskih proteinov (Tabela 18). Po
drugi strani pa imamo pri tem tretiranju tudi precejSen delez membranskih proteinov.
Najvecjega izmed vseh vzorcev. To pa nam lahko pove, da je HRgpA zelo specificen za
cepitve membranskih proteinov (Slika 42, Tabela 18).

Zaradi precej dvoumnih rezultatov tretiranja celic z visjo koncentracijo HRgpA, smo
tudi v tem primeru za nadaljnjo obravnavo upostevali rezultate tretiranja celic TIGK s 4
nM HRgpA.

4%
SCR<0,33 20%

citoplazma
Z=—5% SCR =3 e
membrana

13%, ostalo

/-
7%, jedro

Slika 42: Graf porazdelitve identificiranih proteinov v vzorcu, kjer smo celice
TIGK tretirali s 4 nM HRgpA.

Tabela 19: Razporeditev identificiranih proteinov glede na SCR po tretiranju
TIGK s 4 nM HRgpA.

St. Identificiranih

proteinov
>3 30
0,33 < SCR < 3 444
<0,33 19

Tudi v primeru tretiranja celic TIGK s 4nM HRgpA smo opazili, da je velika vecina
proteinov v nespremenjeni koncentraciji (Tabela 19). Zelo majhen delez proteinov je v
vzorcu prisoten v nizji koncentraciji kot pa v kontroli in to nam spet potrdi, da ne gre za
obsezno razgradnjo odcepljenih proteinov. Tudi relativho majhen delez proteinov (30
proteinov, kar je 6%) se v vzorcu pojavlja bolj pogosto kot v kontroli, kar nakazuje na
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dejstvo, da so cepitve verjetno zelo specificne. Za teh 30 proteinov smo preverili lokalizacijo
v celici in pripravili naslednjo tabelo:

Tabela 20: Lokalizacija proteinov, ki so bili v vzorcu (TIGK tretirane s 4 nM
HRgpA) v vecjem Stevilu.

St. identificiranih

Lokalizacija proteina

proteinov
Citoplazma 6
Membrana 18
Ostalo 4
Jedro 2

Iz tabele zgoraj (Tabela 20) vidimo, da je bila velika ve¢ina identificiranih proteinov
(18 proteinov od 30) membranskega izvora. Malo jedrnih proteinov kaze na to, da so bile
celice tekom eksperimenta v normalnem stanju in da prakti¢no ni prihajalo do lize celic. V
spodnji tabeli so predstavljene vse potencialne membranske tarce, ki smo jih detektirali v
supernatantih celic TIGK, tretiranih s 4 nM HRgpA.

Tabela 21: Seznam potencialnih membranskih tar¢ 4 nM HRgpA.
St.

Ime proteina identificiranih
peptidov

Aktivirana levkocitna
molekula za celi¢no adhezijo ALCAM 9 4 2 5 9 3
(antigen CD166)

Antigen CD109 CD109 41 37 36 | 47 36 3,3
Antigen CD44 CD44 3 5 5 36 33 38
Kadherin-3 CDH3 3 3 2 4 5 3
Distroglikan DAGI1 2 7 ) 2 4 3,5
Diskoidin DCBLD2 | 4 1 2 5 2 3
Desmoglein-1 DSG1 4 3 3 ) 3 2
Efrin-B1 EFNB1 4 2 2 6 5 3
Receptor epidermalnega EGFR 6 3 6 15 14 31

rastnega faktorja
Ektonukleotidna alkalna
fosfodiesteraza 1

Z levcinskimi ponovitvami

ENPP1 4 8 8 9 9,3 4

bogat transmembranski FLRT3 13 9 8 26 9 9
protein FLRT3

Pleksin-A1 PLXNA1| 10 3 4 13 4 5
Pleksin-B2 PLXNB2 | 3 8 5 7 12 8

Neaktivna tirozin-proteinska
kinaza 7

Receptorski tip tirozin-
proteinske fosfataze F

PTKY 9 6 3 6,5 3,3 23

PTPRF | 16 20 16 | 4 42 28

Receptorski tip tirozin-
proteinske fosfataze K
Protein tumorske supresije 14 | ST14 9 9 8 20 5,7
Transferinski receptor 1 TFRC 2 2 1 3 3 1

PTPRK 4 4 4 7 2,7 3
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Opazimo lahko, da so tarce zelo podobne kot v Sedomu, pridobljenem s 4 nM RgpB,
kar je logicno, saj imata gingipaina enako specificnost — oba cepita proteine za Arg-
ostankom v peptidni verigi. Za boljso predstavo, koliko in katere tarce so skupne obema
gingipainoma, smo pripravili spodnji graf (Slika 43) in tabelo.

4 nM RgpB 4 niM HRgpA

Slika 43: Presecni diagram skupnih substratov gingipainov RgpB in HRgpA.
Graf je pripravljen s pomocjo spletne platforme Venny [216].

Tabela 22: Seznam skupnih taré gingipainov HRgpA in RgpB.

St. identificiranil
Ime iaentiriciranin SCR (pOVpI‘.)

Ime proteina peptidov (povpr.)

sena RgpB HRgpA ‘ RgpB  HRgpA
Aktivirana levkocitna
molekula za celicno adhezijo ALCAM 11 5 21,7 5,7
(antigen CD166)
Antigen CD109 CD109 35 38 17,2 3,9
Antigen CD44 CD44 4 4 8,2 3,6
Distroglikan DAG1 7 5 9,1 3,2
Diskoidin DCBLD2 3 3 4,7 3,3
Receptor epldero'malnega EGFR - . 25.6 75
rastnega faktorja
Ektonukleotidna alkalna
fosfodiesteraza 1 ENPPL 0 7 95 0.1
7Z levcinskimi ponovitvami
bogat transmembranski FLRT3 11 10 16,3 14,7
protein FLRT3
Pleksin-A1l PLXNA1 3 5 7,3
Pleksin-B2 PLXNB2 7 10,7 9
Neaktivna tirozin-proteinska
Kinagza 7 PTKT7 7 6 7,5 4
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Receptorski tip tirozin-

. PTPRF 21 17 5,0 3,7
proteinske fosfataze F
Receptorski tip tirozin-

. PTPRK 5 4 6,7 4,2
proteinske fosfataze K
Protein tumorske supresije 14 ST14 9 9 13,9 10,2
Transferinski receptor 1 TFRC 4 2 4.5 3

Iz tabele zgoraj (Tabela 22) opazimo, da so v vzorcu, kjer smo uporabili HRgpA
razmerja SCR nekoliko nizja v primerjavi z vzorcem s RgpB. To lahko pomeni, da je v
primeru HRgpA Sedinga kot takega manj, torej je pogostost cepitve dolo¢enega proteina
manjsa. Lahko pa so odcepljeni proteini v ve¢ji meri razgrajeni in jih zato manj detektiramo
na masnem spektrometru.

4.2.5.3 Tretiranje TIGK celic s 4 nM in 75 nM Kgp

Kgp se od RgpB in HRgpA razlikuje po specifi¢nosti, saj cepi za Lys-ostankom. Tekom
nasega dela smo opazili tudi, da je Kgp »pocasnejsa« proteaza, kar pomeni, da pri enaki
koncentraciji tako encima kot tudi substrata, cepitev poteka pocasneje. Slednje je razvidno
tudi na sliki spodaj (Slika 44). To trditev potrjujejo tudi mikroskopske slike (Slika 37 in
Slika 38), saj smo odlepljanje celic s podlage opazili Sele pri daljsih ¢asih inkubacije oz. visji
koncentraciji gingipaina.

1.8 5

1.4 4

1.2 4

0.8 -

A (405 nm)

0.6 -
0.4 -

0.2 -

0.0

¥ 1 v T L) T v I 4 T
0 500 1000 1500 2000 2500
Cas (s) * Kgp
« RgpB

Slika 44: Graf hitrosti razgradnje kromogenih substratov gingipainov Kgp in
RgpB pri enaki koncentraciji.

Zato ni presenetljivo, da smo v tudi primeru tretiranja celic TIGK s 4 nM Kgp dobili manj
odcepljenih proteinov, kot pa smo jih detektirali pri tretiranju z R-gingipainoma.
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2%
SCR<0,33

35%
citoplazma

5%,

scrz3| 4%

membrana

12%, ostalo

Slika 45: Graf porazdelitve identificiranih proteinov v vzorcu, kjer smo celice
TIGK tretirali s 4 nM Kgp.

Tabela 23: Razporeditev identificiranih proteinov glede na SCR po tretiranju
TIGK s 4 nM Kgp.

St. identificiranih

SCR .
proteinov

>3 17

0,33 < SCR < 3 304

<0,33 7

Na grafu Slika 45 (in v tabeli - Tabela 23) vidimo, da za razliko od tretiranja z RgpB
in HRgpA v primeru Kgp do razgradnje odcepljenih proteinov ne prihaja, saj je delez
proteinov z nizjo koncentracijo v primerjavi s koncentracijo v kontroli izredno majhen
(samo 7 proteinov oz. 2%, ima SCR < 0,33).

Tabela 24: Lokalizacija proteinov, ki so bili v vzorcu (TIGK tretirane s 4 nM
Kgp) v vecjem Stevilu.

St. identificiranih

Lokalizacija proteina

proteinov
Citoplazma 6
Membrana 7
Ostalo 2
Jedro 2

Iz tabele zgoraj (Tabela 24) vidimo, da je tudi v primeru Sibkejse proteazne aktivnosti
gingipaina Kgp, citoplazemskih proteinov v Sedomu opazen odstotek. Kot smo ze omenili,
je to normalen pojav pri pripravi sekretoma celic TIGK. Malo jedrnih proteinov pomeni,
da do povecanja celicne smrti tekom poskusa ni prihajalo.
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Tabela 25: Seznam potencialnih membranskih tar¢ 4 nM Kgp.

St.

Ime

Ime proteina identificiranih SCR
gena

peptidov
Aktivirana levkocitna
molekula za celicno adhezijo ALCAM 13 11 3,5 5.3
(antigen CD166)

Molekula bazalne celi¢ne

BCAM 5 4 10 9
adhezije

Z levcinskimi ponovitvami
bogat transmembranski FLRTS3 17 10 2,8 8,3
protein FLRT3

Neaktivna tirozin-proteinska

PTKT 11 10 1,5 48
kinaza 7 ’ ’
R torski tip ti in-

ecel.) orski tip tirozin PTPRK . 3 145
proteinske fosfataze Kapa
Protein tumorske supresije 14 ST14 11 7 1,8
Vasorin VASN 3 2 3 3

Ker je bilo pri tretiranju celic s 4 nM Kgp identificiranih membranskih proteinov relativno
malo (Tabela 25), smo analizirali Se visjo koncentracijo Kgp — 75 nM, saj je po koli¢ini
cepljenih proteinov bolj podobna preostalima gingipainoma, 4 nM RgpB in 4 nM HRgpA.

32%
SCR<0,33

40%
citoplazma

32%
membrana

26%, ostalo

= 0%, jedro

Slika 46: Graf porazdelitve identificiranih proteinov v vzorcu, kjer smo celice
TIGK tretirali s 75 nM Kgp.

Na grafu Slika 46 vidimo, da je kljub pocasnejSemu delovanju gingipaina Kgp potekala
tudi razgradnja odcepljenih proteinov, saj je delez proteinov, ki so bili v vzorcih v manjsem
stevilu kot v kontroli (SCR < 0,33), vecji kot pri prej$njih dveh gingipainih (Tabela 26).
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Tabela 26: Razporeditev identificiranih proteinov glede na SCR po tretiranju
TIGK s 75 nM Kgp.

St. identificiranih

SCR

proteinov
>3 53
0,33 < SCR < 3 238
<0,33 150

Proteinom, ki so imeli SCR 2 3, smo dolo¢ili celi¢no lokalizacijo, ki je predstavljena v tabeli
spodaj (Tabela 27). Nato smo izbrali membranske proteine in naredili seznam potencialnih
tar¢ 75 nM Kgp (Tabela 28).

Tabela 27: Lokalizacija proteinov, ki so bili v vzorcu (TIGK tretirane s 75 nM
Kgp) v vecjem Stevilu.

St. identificiranih

Lokalizacija proteina

proteinov
Citoplazma 21
Membrana 17
Ostalo 14
Jedro 1

Tabela 28: Seznam potencialnih membranskih tar¢ 75 nM Kgp.

St.
Ime proteina Ime gena | identificiranih
peptidov
ADAMI10 ADAMI10 2 2 3 4
Aktivirana levkocitna
molek.l.l_la za (iehcno ALCAM 9 9 5 4
adhezijo (antigen
CD166)
Placentni tip bazi¢ne ALPP ) 4 9 g
fosfataze
Mo.lvekula baz.e.llne BOAM 13 10 11, 9.3
celicne adhezije 3
Kolagen alfa 1-(XVII) COL17A1 2 2 7 5
Kolagen alfa 1-(XVIII) | COL18A1 12 11 54 5
Kolagen alfa 1-(VII) COL7A 16 15 36 4
Kopin-3 CPNE3 3 3 6 5
Epitelijski receptor 1, ki
vsebuje diskondinsko DDR1 3 2 4 3
domeno
Receptor eplder.'malnega EGFR 7 6 37 31
rastnega faktorja
Z levcinskimi
ponovitvami bog.at FLRT3 5 5 5 4
transmembranski
protein FLRT3
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Integrin alfa - 6 ITGA6 2 2 3 3
Recel?tor endotelijskega PROCR 9 9 7 4
proteina C

Neak’?lvna tl.I'OZlIl— PTK? 7 4 85 7.5
proteinska kinaza 7

Receptorski tip tirozin-

proteinske fosfataze F PTPRE 19 21 3,7 43
Retikulon-4 reFeptorJu RTNARLI 9 9 3 3
podoben protein 1

PI‘OtelTl. tumorske ST14 9 10 67 6
supresije 14

Transferinski receptor 1 | TFRC 4 2 5 3
Tetraspanin-4 TSPAN4 3 2 5 5
Vasorin VASN 2 3 4 7

V tabeli so zbrane potencialne tarce proteazne aktivnosti 75 nM Kgp na povrsini celic
TIGK. S tem gingipainom smo izvedli le dva smiselna poskusa. Kljub drugacni specifi¢nosti
so med tarCami vec¢inoma adhezijski proteini. Iz tega sklepamo, da imajo vsi gingipaini
pomembno vlogo, pri razgradnji povezav med celicami in posledi¢cno pri unicevanju
dlesni¢nega tkiva ter razvoju paradontalne bolezni.

4.2.5.4 Povzetek rezultatov tretiranja TIGK celic z gingipaini

Ce povzamemo zgornje rezultate vidimo, da je v vseh primerih najve¢ proteinov z
nespremenjeno koncentracijo. Ce primerjamo proteomske rezultate, dobljene z vigjo (75
nM) in nizjo (4 nM) koncentracijo gingipainov, opazimo, da je bilo pri 75 nM HRgpA in
75 nM Kgp stevilo proteinov z nizjo koncentracijo obcutno vecje kot pa v primeru 4 nM.
Pri tretiranju celic s Kgp smo ugotovili najnizje stevilo proteinov s SCR < 0,33, pri ¢emer
smo jih lahko identificirali le 7. Nasprotno pa pri tretiranju z RgpB nismo opazili bistvene
razlike v Stevilu proteinov s SCR < 0,33 pri visji ali nizji koncentraciji gingipaina. Vseeno
pa je bilo celokupno stevilo identificiranih proteinov visje pri 75 nM RgpB. To je verjetno
posledica odziva celic na visjo koncentracijo RgpB kot tudi vecja proteolitska aktivnost.
Zaradi vsega omenjenega smo se odlocili, da vse nadaljnje eksperimente izvajamo z nizjo
koncentracijo gingipainov (4 nM), kjer je obseg razgradnje manjsi.

Tabela 29: Seznam membranskih proteinov, ki so bili identificirani s 4 nM RgpB,
HRgpA in Kgp.

Protein name Gene name RgpB HRgpA Kgp
Aktivirana levkocitna molekula za

celi¢no adhezijo (antigen CD166) ALCAM * * *
Antigen predstavljajoc¢i kompleks 2, AP2AL <

podenota alfa 1

Molekula bazalne celicne adhezije BCAM X
Antigen CD109 CD109 X X
Antigen CD44 CD44 X X
Kadherin-3 CDH3 X
Kolagen alfa 1-(XVII) COL17A1 X

Kolagen alfa 1-(XVIII) COL18A1 X
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Distroglikan DAG1 X X
Diskoidin DCBLD2 X X
Desmokolin-1 DSC1 X

Desmoglein-1 DSG1 X
Desmoplakin DSP X

Efrin-B1 EFNB1 X
Recep’.cor epidermalnega rastnega EGFR « «
faktorja

Ekton}lkleotldna alkalna ENPP1 « «
fosfodiesteraza 1

Z levcinskimi ponovitvami bogat

transmembranski protein FLRT3 FLRT3 x x x
Pleksin-A1l PLXNA1 X X
Pleksin-B2 PLXNB2 X X
Neaktivna tirozin-proteinska kinaza 7 PTKT7 X X X
Receptorski tip tirozin-proteinske PTPRF < <
fosfataze F

Receptorski tip tirozin-proteinske PTPRK < < <
fosfataze kapa

Receptor tip tirozin-proteinske PTPRS «

fosfataze S

Protein tumorske supresije 14 ST14 X X X
Teneurin-3 TENM3 X

Transferinski receptor 1 TFRC X X b
Netrinski receptor UNC5B UNC5B X

Vasorin VASN X

Vecina proteinov, identificiranih po tretiranju s 4 nM gingipaini, je bilo membranskega
izvora, sledili pa so citoplazemskih, jedrnih in ostalih proteinov pa je bilo zanemarljivo
malo. Iz tega lahko sklepamo, da gingipainska razgradnja dejansko poteka na povrsini celic
TIGK. V tabeli zgoraj (Tabela 29) smo zbrali 28 membranskih proteinov, ki so potencialni
substrati gingipainov. Vecina teh je bila identificiranih v vzorcih z RgpB, ki se je izkazal
za proteazo z najvec¢jo proteolitsko aktivnostjo. Sledi mu HRgpA in nato Kgp z najmanj
cepljenimi proteini. Podrobneje smo pogledali Transferinski receptor 1 (TFRC), antigen
CD44, Aktivirano levkocitno molekulo za celicno adhezijo (ALCAM) in Plekisn B2
(PLXB2). Naredili smo analizo sekvenc peptidov (Slika 47), s katerimi smo identificirali
prej omenjene proteine. Opazili smo, da so bile vse cepitve na zunajceli¢ni strani, kar
potrjuje naso hipotezo, da so gingipaini sposobni Sedinga. RgpB kot najmocnejsa proteaza
je generiral najvec cepitev, poleg tega pa smo opazili, da je vecina cepitvenih mest za RgpB
in HRgpA identicna. To je seveda posledica zelo podobne specifiénosti teh dveh
gingipainov. V primeru proteina TFRC smo opazili, da HRgpA in RgpB cepita peptidno
vezo med Argl09-Glul10 in celo med Argl00-Leul01, kar je le 12 aminokislinskih ostankov
od membrane in potrjuje, da je Slo v tem primeru za Seding. Po drugi strani pa smo opauzili,
da Kgp cepi TFRC nekoliko dlje, med Lys145-Leul46, morda bi lahko tudi za Lys130 ali
Lys134. V primeru ostalih proteinov (ALCAM, CD44, Plexin B2) so bile cepitve Se bolj
oddaljene od membrane, zato ne moremo z gotovostjo trditi, da je slo za Seding.
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FTransferintreceptior protein 1 (TFRC) « S LT L
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Slika 47: Aminokislinske sekvence izbranih proteinov. Legenda: Rdece so citosolne
regije sekvence, rdece. posSevne in podcrtane z vijugasto crto so transmembranske regije,
zunajcelicni deli sekvence pa so v ¢rni barvi. Pod¢rtani so peptidi, ki so nastali s tretiranjem
TIGK celic z RgpB, pobarvani s sivo so peptidi, ki jih je cepil HRgpA, odebeljeni pa so
peptidi, cepljeni s Kgp.
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4.2.6 Potrditev gingipainskih cepitev proteina TFRC

Za nadaljnjo validacijo gingipainskih cepitev smo izbrali protein TFRC, saj smo ga
identificirali kot potencialno tarco vseh treh gingipainov, poleg tega pa smo pri tem
proteinu opazili Seding — cepitev blizu membrane. S prenosom po Westernu in imunolosko
detekcijo smo v vzorcih preverili prisotnost celega TFRC in njegovih fragmentov. Testirali
smo Sedom in lizat celic TIGK po 45-minutnem tretiranju s 4 nM gingipaini ter gingipaini,
inhibiranimi z inhibitorji KYT. Za imuno-detekcijo smo uporabili anti-TFRC protitelesa,
ki se vezejo na TFRC v velikosti 95 kDa [215].
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Slika 48: Imunoloska detekcija na Western blotu za Transferin receptor protein-
1 v Sedomu celic TIGK. CTRL predstavlja TNC pufer. Cas ekspozicije je bil 5 minut.
Blot je pripravila dr. Alicia Wong.

Na sliki zgoraj (Slika 48) se jasno vidi prisotnost fragmentov TRFC v Sedomu celic,
tretiranih s 4 nM Kgp, kar potrjuje rezultate masne spektrometrije. V primeru sedomov
celic, ki so bile tretirane s HRgpA in RgpB opazimo ocitno razliko med ucinkovitostjo
cepitve oz. sedinga med tema dvema proteazama. Pri RgpB opazimo le majhno povecanje
intenzitete proteinskega pasu na imunoblotu v primerjavi s kontrolo, kar nakazuje na
takojsnjo razgradnjo odcepljenega fragmenta. V primeru HRgpA pa je videti opazno
povecanje intenzitete, prav tako pa lahko vidimo tudi posledice sedinga: poleg celotnega
proteina vidimo Se dva fragmenta. Vecji fragment z velikostjo 75 kDa odgovarja celotnemu
proteinu, kateremu je bilo odcepljenih priblizno 140 aminokislinskih ostankov, kar je
pravzaprav celoten zunajcelicni del. Manjsi fragment z velikostjo 55 kDa pa je verjetno
produkt nadaljnje razgradnje prej odcepljenega fragmenta. Slednjega lahko opazimo v vseh
sedomih, ne glede na to, kateri gingipain smo uporabili za tretiranje. To spet potrjuje nase
rezultate z masne spektroskopije, kjer smo fragment TFRC opazili pri vseh vzorcih.

Kakorkoli, zavedati se je treba, da imunoloska detekcija po prenosu po Westernu ni
absolutna metoda. Koncentracije proteinov v vzorcih, ki smo jih nanasali na gel so bile
vcasih zelo majhne, zato je mozno, da doloc¢enih fragmentov na imunoblotu nismo uspeli
detektirati.
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4.2.7 Strukturne in funkcijske podobnosti identificiranih gingipainskih
tarc

Tarce vseh treh gingipainov smo sistemati¢no primerjali med seboj s pomocjo spletnega
vmesnika InterPro [217] in ugotovili, da so si po strukturi zelo podobne. Namreé¢, kar 45%

odstotkov vseh tar¢ vsebuje imunoglobulinsko domeno, sledi pa manjsi delez proteinov s

kadherinskim zvitjem, kolagensko vija¢nico in domeno CUB (Slika 49).
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Slika 49: Stolp¢ni diagram delezev posameznih zvitij oz. domen, prisotnih v vseh
gingipainskih tarcah, ki smo jih uspeli identificirati z masno spektrometrijo.

Glede na nacin pritrjevanja identificiranih proteinov na membrano v veliki meri
prevladujejo le klasi¢ni transmembranski proteini (86%), majhen delez GPI-usidranih
proteinov ter nekaj proteinov z druga¢no vezavo na membrano (Slika 50). Iz tega sklepamo,
da kljub razli¢ni gingipainski specificnosti za cepitev peptidne vezi vsi trije gingipaini cepijo
strukturno podobne proteine.
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Slika 50: Graf deleza proteinov z doloCeno vezavo na membrano.
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Primerjali smo tudi funkcijske podobnosti vseh identificiranih tar¢. V ta namen smo
uporabili vmesnik g:Profiler [218, 219]. g:Profiler je pokazal, da veina proteinov sodeluje
pri adheziji celic na matriks (ECM) oz. sosednje celice. Temu pa sledijo celi¢na migracija
in gibljivost, odziv celic na drazljaje in signalizacija preko receptorja na povrsini celice
(Tabela 30). S to analizo smo potrdili prej opaZzeno lastnost gingipainov, da v prvi vrsti
ciljajo adhezijske proteine na povrsSini tarc¢nih celic in povzrocajo odlepljanje celic oz.
disociacijo posamezne celice iz tkiva.

Tabela 30: GO anotacije vseh identificiranih proteinov. Vsi identificirani proteini so
bili primerjani z bazo podatkov in dodeljene so jim bili razlicni bioloski procesi - BP, pri
katerih sodelujejo.

Ime pogoja ID pogoja Vrsta pogoja Delez genov p - vrednost
Celi¢na adhezija GO 0007155 BP 62,2% 9,84 x 107
Signalizacija preko

receptorja na GO 0007166 BP 43,2% 9,26 x 10°
povrsini celice

Celi¢na gibljivost GO 0040011 BP 40,5% 6,17 x 10°
Odziv na drazljaje GO 0050896 BP 91,9% 4,89 x 10°
Celi¢na migracija GO 0016477 BP 43,2% 2,32 x 10°
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Proteaze in niihovi inhibitorii imajo bistveno vlogo v osnovnih bioloskih procesih tako v
gostiteliskem organizmu, kot tudi pri patogenih bakterijah in v tumorskem mikrookoliju.
Nacinov, kako proteaze sodeluiejo pri imunskem odzivu, ie veliko, a mi smo se usmerili le
v enega;: Seding. Kot tak je Seding eden izmed glavnih na¢inov posttranslaciiskih modifikacii
in v mnogih primerih klju¢en za pravilen razvoi celic. V primeru ne reguliranega oz.
prekomernega sSedinga. pa lahko pride do patoloskih stani. Dva taka primera smo
raziskovali v sklopu tega doktorata. V prvem delu smo se ukvariali s Sedingom cisteinskih
katepsinov na povrsini rakavih celic, ki so posledicno mani dovzetne za prepoznavo in
napad komplementnega sistema. V drugem delu pa smo se poglobili v razvoi paradontalne
bolezni, kier bakteriiske cisteinske proteaze — gingipaini — s Sedingom oz. razgradnjo
povzrocajo unic¢enje mehkega dlesnicnega tkiva.

5.1 Cisteinski katepsini vplivajo na aktivacijo komplementa

Ze dolgo je znano, da cisteinski katepsini lahko cepijo komponente komplementnega
sistema v serumu in na ta nacin preprecujejo aktivacijo komplementa na tumorskih celicah
oz. povecujejo njihovo tumorigenost [97, 117, 123, 124, 126]. Zelo malo pa je znanega o
delovanju katepsinov direktno na povrsini tumorskih celic, o Sedingu in povezavi le-tega z
aktivacijo komplementa.

Vemo, da Seding predstavlja eno pomembnejsih oblik posttranslacijskih modifikacij, ki
pripomorejo k Sirjenju rakastih celic po telesu [41]. Kot Sedaze lahko delujejo razlicne
proteaze, ki se stalno izloc¢ajo iz tumorskih celic v mikrookolje v vseh stopnjah razvoja
tumorja [81, 91, 220]. Primeri teh proteaz so MMP-3 [221], katepsin B in katepsin L [39,
68, 113]. Za katepsin L so pokazali, da kot Sedaza deluje na povrs§ino tumorskih celic in z
njih odcepi stevilne adhezijske in signalno-regulatorne molekule, vkljuéno s CD55 (inhibitor
komplementa). To je bila osnovna ideja za predpostavko, da lahko katepsin L kot Sedaza
vpliva tudi na aktivacijo komplementa na povrsini rakavih celic.

Na zacetku nasega dela smo pokazali, da sta za Seding povezan z nizjo aktivacijo
komplementa na povrsini tumorskih celic, odgovorna le cisteinska katepsina L in S (Slika
23), ne pa tudi MMP-3 in katepsin B (znani Sedazi) ali tripsin (splosna, ne-specifi¢na
proteaza) — gre torej za specificno lastnost nekaterih cisteinskih katepsinov, predvsem
endopeptidaz. Pri nasem delu smo kot referenéno molekulo za spremljanje ravni aktivacije
komplementa uporabili C3 komponento, ki je osrednja molekula vseh treh poti aktivacij
komplementnega sistema.

Po tem, ko je bilo potrjeno, da katepsin L deluje na tumorske celice tako, da je
aktivacija komplementa po tretiranju z encimom na njihovi povrsini nizja, smo zato za
vecino nadaljnjih eksperimentov uporabili katepsin L. Poleg nasih ugotovitev je k tej
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odlocitvi prispevalo tudi znano dejstvo, da tumorske celice izloc¢ajo katepsin L v svoje okolje
v visokih koncentracijah [80, 105, 107, 111, 211, 222, 223].

Kot je bilo omenjeno v uvodu, lahko katepsin L cepi C3 komponento in tako preprecuje
aktivacijo komplementa. Vendar pa je treba poudariti, da pri nasem delu ni prislo do stika
katepsina L s serumom. Torej nizja aktivacija komplementa ni posledica direktne proteolize
C3, kot je to opisano v delu D. Jean in sodelavcev [124], pa¢ pa je to posledica delovanja
katepsina L na povrsino tumorskih celic.

Koncentracija katepsina L v tumorskem mikrookolju je ocenjena na nekaj deset nM
[117, 211], vendar se predvideva, da je le-ta tik ob membrani, kjer Seding dejansko poteka,
lahko nekoliko visja. Pokazali smo (Slika 24), da je bila aktivacija komplementa znizana
na celotnem testiranem koncentracijskem obmocju, od 2 uM pa vse do 0,01 uM, kar
potrjuje fiziolosko relevantnost nasih poskusov.

V naslednjem koraku je bilo pokazano, da katepsin L vpliva na aktivacijo komplementa
na tumorskih celicah razli¢nega izvora. Poleg na grafu (Slika 25) prikazanih celic raka dojk
(MDA-MB-231), raka maternicnega vratu (HeLa) in raka na debelem ¢revesju (Caco-2),
smo enak vpliv pokazali tudi na celicah glioblastome (raka na mozganih). Vpliv katepsina
L na zmanjsano aktivacijo komplementa je torej splosna znacilnost vseh tumorskih celic.

Glavno vprasanje doktorskega dela v tem delu raziskave je bilo, kako katepsini
povzrocijo zmanjsano aktivacijo komplementa na povrsini tumorskih celic in zato je bilo
treba najprej razumeti, katera izmed treh poti aktivacije komplementa je najpomembnejsa
pri tem procesu. Z dodatkom EGTA smo preprecili aktivacijo po klasi¢ni in lektinski poti
komplementa [13] (Slika 26) in vezava C3b na povrsino tumorskih celic (torej, aktivacija
komplementa) je bila prakti¢no nic¢elna. To nakazuje na pomembno vlogo klasi¢ne in/ali
lektinske poti. Alternativna pot komplementa se za¢ne spontano, zato je bil narejen poskus
tretiranja MDA-MB-231 celic s postopoma niZzjo koncentracijo seruma. Ce bi aktivacija
komplementa moc¢no padla z nizjo koncentracijo seruma, bi bil to lahko znak za pomemben
doprinos alternativne poti. Vendar pa so rezultati pokazali, da postopno znizevanje
koncentracije seruma rezultira v postopnem nizanju aktivacije komplementa. To torej ne
kaze na vpliv na alternativno pot. Narejen je bil tudi poskus s serumom brez faktorja B,
osrednje molekule, ki tvori C3-konvertazo po alternativni poti. Primerjava aktivacije
komplementa po tretiranju s serumom brez faktorja B in kontrolo je pokazala le delno
zmanjsanje aktivacije, kar kaze na dejstvo, da alternativna pot nima bistvenega vpliva pri
aktivaciji komplementa na povrsini tumorskih celic. Ker je lektinska pot znacilna za
mikroorganizme, smo sklepali, da v tem sistemu nima bistvene vloge. Torej je klasi¢na pot
aktivacije tista, na katero predhodno tretiranje tumorskih celic s katepsinom L najbolj
vpliva. To dejstvo smo potrdili tudi z eksperimentom, kjer so bile celice tretirane s serumom
brez MBL, prepoznavne molekule lektinske poti in pri tem nismo opazili bistvene
spremembe aktivacije komplementa. Nasprotno pa se je po tretiranju celic s serumom z
odstranjenim Clq aktivacija komplementa bistveno znizala.

S tem se je odprlo vprasanje, na katero stopnjo aktivacijske kaskade klasi¢ne poti
komplementa vpliva katepsin L. Merili smo vezavo razli¢cnih komponent komplementnega
sistema na povrsino tumorskih celic: Clq, C4, C3 in MAC. Slika 28 pokaze, da je bila
najbolj spremenjena vezava kompleksa MAC, vendar pa je le-ta bolj kot del aktivacije ze
njena posledica, zato smo se raje osredotocili na ostale komponente. Izmed Clq, C4 in C3
je bila vezava na celice po tretiranju s katepsinom L najbolj zmanjsana ravno pri Clq. Iz
tega torej sklepamo, da gre pri Sedingu s katepsinom L za cepitev antigenov s povrSine
tumorskih celic in posledicno komplement oz. Clq ne prepozna tumorske celice kot
spremenjene in aktivacija komplementa ne potece.

Se bolj natanéno smo Zeleli vedeti, kaj totno se dogaja na povrsini celic in katere so
tiste molekule, ki jih katepsin L poreze s povrSine in na ta nac¢in zmanjsa vezavo Clq. Po
vezavi biotiniliranega Clq na povrSino celic MDA-MB-231, zamrezenju in izolaciji
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kompleksov Clq z vezavnimi partnerji smo z masno spektrometrijo dolocili nekaj
potencialnih vezavnih partnerjev (Tabela 8). Najbolj zanimiva je bila molekula CD44, ki
je bila ze predhodno opazena kot zunajceliéni membranski substrat katepsina L [119].
Kasneje smo CD44 kot vezavni partner Clq in kot tarco sedinga katepsina L potrdili se z
dodatnimi poskusi. Poleg tega smo podobno vlogo, kot jo ima CD44 pri aktivaciji
komplementa po Sedingu s katepsini, pripisali tudi nevropilinu-1. Namre¢, tudi slednji je
bil s pomoc¢jo masne spektrometrije opazen kot vezavni partner Clq, poleg tega pa je ze
znana tarca Sedinga katepsina L na povrsini celic MDA-MB-231 [119].

CD44 je molekula, ki preko vezave na hialuran, najbolj zastopano molekulo ECM,
uravnava vezavo celic na zunajcelicni matriks in na ta nacin sodeluje pri celi¢ni adheziji
ter prenosu signalov v celico. CD44 je izrazen na povrsini vecine rakavih celic, kjer ga
sedaze pogosto cepijo in na ta nacin zacenjajo celicno migracijo tumorskih celic. Poleg tega
pa odcepljeni CD44 lahko posreduje pri parakrini signalizaciji tako, da se intracelularni del
prenese v jedro in sprozi prepisovanje razlicnih genov, vkljuéno z genom CD44 [45, 224].
Vendar pa se postavlja vprasanje, zakaj bi Seding CD44 onemogocil vezavo Clq in preprecil
aktivacijo komplementa. Nasa predpostavka je, da se po odcepitvi zunajcelicne domene
CD44 v fragmentu izpostavijo kripti¢na mesta. To so mesta na proteinu, ki se ob pravilnem
zvitju skrita v notranjost, po cepitvi pa se izpostavijo in lahko vezejo razne ligande [225].
V nasem primeru predpostavljamo, da se v odcepljenem delu CD44 izpostavijo kripti¢na
mesta, na katera se Clq veZe z izredno veliko afiniteto in ostane vezan v kompleksu. Kot
tak se ne more ve¢ vezati na antigene na povrsini tumorskih celic in posledi¢no tudi
aktivacija komplementa ni ve¢ mozna.

Kljub temu, da smo do sedaj govorili ve¢inoma o katepsinu L, pa to ni edini cisteinski
katepsin, ki se nahaja v tumorskem mikrookolju. Znano je namre¢, da tudi imunske celice,
na primer makrofagi, ki se infiltrirajo v tumorsko mikrookolje, izlo¢ajo katepsine, predvsem
B in S in da so te celice glavni vir katepsinov v tumorskem mikrookolju [82, 212, 213].
Dokazali so, da imata katepsin L in S podobne substratne preference [75] in tudi cepita
podobne substrate s povrsine tumorskih celic [119]. Katepsin B pa ni u¢inkovito odcepljal
molekul s povrsine celic in posledicno ni zmanjsal aktivacije komplementa na povrsini
tumorskih celic. Da pa bi bili blize fizioloskim pogojem, celic nismo tretirali s Cistim
katepsinom S, pac¢ pa smo pripravili sekretom makrofagov, ki je vseboval tako katepsin B,
kot tudi katepsin S (Slika 30). Celice tretirane s sekretomom makrofagov so prav tako
kazale zmanjsano aktivacijo komplementa na svoji povrsini (Slika 31). Iz tega lahko
sklepamo, da je tudi katepsin S vkljucen v Sedazno aktivnost na povrsini tumorskih celic.
(Slika 23). To je hkrati tudi pokazatelj, da je odziv imunskega sistema lahko koristen za
tumorske celice, torej je tumor-promotorski. Konkretno v tem primeru makrofagi izlocajo
katepsin S (in ostale proteaze), ki s Sedingom spremeni povrsino tumorskih celic, da jih
komplementni sistem, natancneje molekula Clq, ne prepozna kot tuje celice in aktivacija
komplementa se ne zacne.

Mnogi katepsini so tarca za diagnosticiranje ali zdravljenje najrazli¢nejsih bolezni [79].
S tem, ko smo odkrili novo vlogo katepsinov pri razvoju in napredovanju raka, pa so se
odprle se dodatne moznosti za nove razvoje terapij oz. za poglobljeno razumevanje
mehanizmov rakavih obolenj.
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5.2 Gingipaini vplivajo na adhezijo dlesnic¢nih epitelijskih
celic

Znano je, da so gingipaini proteaze, ki pomembno pripomorejo k patogenosti bakterij P.
gingivalis. Bistveni so za pritrjevanje bakterij na dlesni in ostale povrsine v ustni votlini,
sodelujejo pri regulaciji imunskega sistema in izkoriS¢anja le-tega v svojo korist in
nenazadnje s svojo proteazno aktivnostjo povzrocajo razgradnjo dlesni¢nega tkiva ter tako
pridobivajo hranila za bakterije (zbrano v [142, 143, 152]). V zadnjih 20 letih je bilo
objavljenih tudi nekaj raziskav, ki so prikazovale moznost, da so gingipaini Sedaze [194,
195] in celo, da so sposobni Sedinga regulatorjev komplementnega sistema [193]. Na podlagi
teh dejstev smo postavili naso hipotezo, da gingipaini vplivajo na regulatorje komplementa
na povrsini epitelijskih celic in jih na ta nacin naredijo dovzetne za napad lastnega
imunskega sistema, ki je posledicno odgovoren za njihovo unicenje.

Da bi preverili omenjeno hipotezo, smo uporabili imortalizirane dlesni¢ne epitelijske
celice - keratinocite (TIGK) in jih okuzili z bakterijami P. gingivalis, pri ¢emer smo
uporabili dve koncentraciji bakterij. Nizja koncentracija je predstavljala zacetek
paradontalne bolezni, medtem ko je visja koncentracija predstavljala ze napredovano stanje
bolezni. Uporabili smo tudi razlicne seve P. gingivalis, ki so izrazali razlicne kombinacije
gingipainov: od divjega tipa, preko seva z izbitim genom za Kgp, seva z izbitim genom za
oba R-gingipaina ter AkArAB - sev brez gingipainov in tudi brez adhezijskih domen. S
temi poskusi smo ugotovili dve pomembni stvari:

1.) da so gingipaini bistveni pri razgradnji zunajceli¢nih proteinov na epitelijskih
celicah, saj je bila razgradnja proteinov ob inkubaciji celic TIGK s sevom W83 (divji tip)
bistveno bolj izrazita, kot npr. v primeru inkubacije celic s sevom AkArAB. Po drugi strani
pa je bil sev ArgpAB (ki izraza le Kgp) najmanj ucinkovit, kar potrjuje predhodna odkritja
o nizjo splosni proteolitski aktivnosti Kgp gingipaina v primerjavi z R-gingipainoma [214].
Iz tega lahko sklepamo, da sta R-gingipaina glavna akterja pri cepitvi in razgradnji
membranskih proteinov s povrsine celic TIGK.

2.) da so adhezijske domene gingipainov prvi pogoj za uspesno razgradnjo membranskih
proteinov. Namre¢, ko smo bakterijam P. gingivalis dodali inhibitorje gingipainov (KYT),
smo Se vseeno opazili delno razgradnjo membranskih proteinov v primeru W83, obc¢utno
manj pa je bilo razgradnje v primeru seva AkArAB, ki nima odstranjenih le gingipainov,
pa¢ pa tudi njihove adhezijske domene. Iz tega sklepamo, da brez adhezijskih domen
bakterije oz. njihove proteaze ne pridejo dovolj blizu epitelijskim celicam in proteoliza ne
poteka v taksnem obsegu kot sicer (Slika 33 in Slika 36) [165-167, 169].

Zakljucek teh prvih opazanj je, da so sevi bakterij P. gingivalis z adhezijskimi domenami
in z R-gingipaini bolj agresivni pri cepitvi membranskih proteinov epitelijskih celic.

Dalje nas je zanimalo, ali so za opazeno razgradnjo proteinov odgovorni izklju¢no
gingipaini ali pa morda Se druge proteaze, ki jih P. gingivalis izlocajo v nizjih
koncentracijah. Dodatek gingipainskih inhibitorjev k diviemu sevu P. gingivalis je pokazal
obc¢utno manj razgrajenih proteinov v vzorcu, iz ¢esar smo sklepali, da so gingipaini bistveni
koncentracijah bakterij (MOI) smo opazili razgradnjo proteinov, ne glede na to, kateri
gingipaini so bili prisotni. Kot smo Ze omenili, gingipaini predstavljajo 85% vse proteazne
aktivnosti bakterij P. gingivalis. Ostalih 15% pa predstavljajo druge proteaze, kot na
primer PrtT proteaza, Tpr proteaza, Lys-peptidaza, oligopeptidaze in Stevilne druge, ki so
lahko odgovorne za opazeno razgradnjo kljub odsotnosti oz. inhibiciji gingipainov [140,
168].

Izsledke dela s P. gingivalis smo zeleli preveriti Se bolj natancno in ugotoviti, katere
proteine gingipaini cepijo s povrsine celic TIGK in kaksno vlogo imajo pri razvoju
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paradontalne bolezni. Zato smo celice TIGK tretirali z izoliranimi gingipaini. Tudi tokrat
smo uporabili dve koncentraciji gingipainov — obe znotraj fizioloskih pogojev. Ugotovljeno
je namre¢ bilo, da je koncentracija gingipainov v moc¢no vnetih dlesnih do 1,5 uM, sicer pa
se giblje okoli nekaj deset nanomolarne koncentracije [173, 196, 226]. Kot zanimivost velja
omeniti tudi to, da je tretiranje celic z izoliranimi gingipaini pokazalo, da se sicer moc¢no
pritrjene celice TIGK po dolocenem ¢asu tretiranja z gingipaini odlepijo s podlage (Slika
37). Ta pojav je bil opazen tudi pri gojenih dlesni¢nih fibroblastih [186]. V obeh primerih,
tako pri fibroblastih, kot tudi v nasem sistemu je bilo pokazano, da celice kljub izgubi stika
s podlago preZivijo krajse case inkubacije (vsaj 2h pri fibroblastih ter vsaj 45 minut pri
celicah TIGK). Dejstvo, da gingipaini povzrocijo odlepljanje celic s podlage so potrdili tudi
nasi rezultati masne spektrometrije, kjer smo analizirali vzorce supernatantov celic TIGK,
tretiranih z izoliranimi gingipaini (Tabela 16, Tabela 21 in Tabela 25). Ve¢ina odcepljenih
proteinov, ki smo jih z masno spektrometrijo identificirali kot potencialne tarce gingipainov
na povrsini celic, namre¢ sodeluje pri adheziji celic na ECM oz. na sosednje celice. Druga
opaznejsa skupina cepljenih proteinov so razli¢ne receptorske molekule, med katerimi pa ni
nobene, ki bi bila povezana s komplementnim sistemom. Tako smo Ze na tej tocki hipotezo,
da gingipaini cepijo regulatorje komplementa, ovrgli in se v nadaljevanju usmerili v
raziskovanje in razumevanje delovanja gingipainov na adhezijske proteine.

Masna spektrometrija je v zadnjih letih dozivela precejSen razcvet in je izredno
uporabna metoda za analizo velikega Stevila proteinov. Na podrocju paradontalne bolezni
so nam proteomske Studije omogocile tako kvalitativno kot tudi kvantitativno analizo
proteinov v razliénih bioloskih vzorcih (od in witro analiz, preko 3D modelov dlesnicnega
tkiva, in vivo testiranj, pa do analiz humanih vzorcev iz ustne votline) [227, 228]. Kljub
velikemu Stevilu razliénih proteomskih raziskav, pa je nasa prva, ki je pod drobnogled vzela
celoten sekretom oz. Sedom dlesni¢nih keratinocitov. Izvedli smo obsirno proteomsko
studijo z gingipaini in nasli 28 membranskih proteinov, ki so lahko substrati za gingipainsko
razgradnjo. Izmed vseh treh gingipainov sta se R-gingipaina izkazala za najbolj uc¢inkoviti
proteazi. Z RgpB smo identificirali najve¢ odcepljenih proteinov (Tabela 14). Sledil mu je
HRgpA (Tabela 19), kjer smo v vzorcu identificirali veéje Stevilo proteinov kot z RgpB,
vendar pa jih je bilo manj povezanih s proteazno aktivnostjo na zunaj-membranske
proteine. RgpB in HRgpA sta cepila stevilne skupne proteine, kar seveda ni presenetljivo
glede na njuno skorajda identiéno specificnost [136, 229]. V primeru Kgp smo pri nizji
koncentraciji opazili zelo malo cepljenih substratov (Tabela 26). To je seveda razumljivo,
saj je znano, da je Kgp proteaza s pocasnejso proteolitsko aktivnostjo v primerjavi z R-
gingipainoma, poleg tega pa je tudi specifi¢nost cepitve proteinov drugacna (Slika 44) [163].
Ko smo povisali koncentracijo Kgp, smo sicer dobili ve¢ potencialnih substratov, vendar
pa je bil tudi delez razgradnje visji (Slika 46). Slednje pa ne velja samo za Kgp, pac je je
bila razgradnja opazena pri vseh treh gingipainih s koncentracijo 75 nM (Slika 39, Slika
41). Poudariti je treba, da se je zelo verjetno s povrsine celic TIGK odcepilo Se vec
proteinov, ki pa jih zaradi razgradnje, ki je sledila cepitvi, nismo uspeli detektirati z masno
spektrometrijo. Z analizo cepljenih proteinov smo opazili tudi, da vec¢ina identificiranih
proteinov sodeluje pri adheziji celic, sledijo pa Se celicna migracija in signalizacija preko
receptorjev na povrsini celic. S tem smo potrdili naso domnevo, da gingipaini delujejo na
adhezijo celic, ki smo jo prvi¢ opazili, ko smo celice TIGK tretirali z gingipaini in potek
spremljali pod mikroskopom (Slika 37). Poleg tega pa lahko gingipaini tudi vplivajo na
pomembne signalizacijske poti tako, da razgradijo receptorje na povrsini celic.

Sedaj se pojavi vprasanje: ali gre res za Seding, torej omejeno proteolizo v blizini
membrane epitelijskih celic? Ali pa je vse skupaj del obseznejSe razgradnje zunajceli¢nih
domen membranskih proteinov? Spomnimo se, da je definicija Sedinga cepitev ekto-domen,
ki imajo v medceli¢nini oz. plazmi novo biolosko vlogo [41, 42]. Nasprotno pa je razgradnja
manj reguliran na¢in delovanja proteaz, ki ima za posledico izgubo bioloske funkcije
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substrata. Na gelski elektroforezi smo opazili, da visja koncentracija gingipainov povzroci
obsezno razgradnjo proteinov celic TIGK — v primeru najvisje koncentracije je bila
razgradnja celo tako obsezna, da na gelu prakticno nismo vec¢ detektirali proteinov. Pri
nizjih koncentracijah, pa smo opazili tudi lise v obmocju visjih in srednjih molekulskih mas
(Slika 33, Slika 36). Iz tega smo zakljucili, da pri visjih koncentracijah gingipainov prihaja
do razgradnje. Kaj pa nizje koncentracije gingipainov? Ce bi v teh primerih $lo za Seding,
bi morali po tretiranju celic TIGK z gingipaini, v Sedomu detektirati odcepljene domene
proteinov, ki smo jih na masnem spektrometru zaznali kot potencialne tarce. To smo uspeli
pokazati za protein TFRC. Z gingipainom Kgp, ki ima manjSo proteolitsko aktivnost v
primerjavi z R-gingipainoma, smo pokazali, da v Sedomu tretiranih celic TIGK ostanejo
fragmenti TFRC, ki predstavljajo cepitev v blizini membrane. Torej gre za Seding (Slika
48), vendar pa so ti odcepljeni fragmenti hitro razgrajeni. To se verjetno Se toliko bolj
izrazi v fizioloskih pogojih, kjer je prisotnih veliko razli¢nih proteaz.

Rezultat, ki je pokazal, da vecina odcepljenih proteinov sodeluje pri adheziji nam je dal
misliti, da mora biti prekinitev medceli¢nih stikov in povezav celic z ECM eden izmed
nacinov P. gingivalis za unicenje dlesni¢nega tkiva. Guo in sodelavci [152] so v svojem
preglednem c¢lanku ze leta 2010 prvic¢ opozorili na povezavo gingipainov in programirane
celicne smrti anoikis, nasi rezultati pa so to tezo Se dodatno podprli.

Anoikis je oblika apoptoze, torej programirana celicna smrt, ki se sprozi kot posledica
izgube medcelicnih stikov pri adhezijskih celicah [230]. Naceloma je pomembna za
vzdrzevanje normalnega, zdravega stanja v telesu - je del homeostaze in je natanc¢no
regulirana. Kadar pa ta regulacija odpove, lahko pride do patoloskega stanja. Najpogosteje
se anoikis omenja v povezavi z rakavimi obolenji. V teh primerih govorimo o odpornosti
metastazirajoc¢ih tumorskih celic na anoikis. Preko te rezistence lahko celice, ki se lo¢ijo od
tumorja, prezivijo pot po telesu, dokler se ne zasidrajo na novem mestu, kjer tvorijo
metastaze [231]. V primeru bakterijskih obolenj pa je anoikis opazen kot posledica
delovanja bakterij in njihovih sekretornih proteaz na gostiteljske celice [147, 232, 233]. Ni
Se popolnoma jasno, kako lahko izguba adhezijskih povezav sprozi anoikis, obstajajo pa
razlicne mozne razlage. Znano je, da se citoskeletne strukture pri pritrjenih celicah in pri
celicah, ki so izgubile stike, razlikujejo. Potem, ko proteaza odcepi zunajcelicni del
transmembranskih adhezijskih proteinov, se lahko spremeni tudi konformacija njenih
citoplazemskih delov. Ta sprememba v nadaljevanju preko signalizacije s kinazami sprozi
anoikis [234]. Ta razlaga bi lahko ustrezala tudi nasem primeru, saj smo pokazali, da je
vecina gingipainskih tar¢ ravno transmembranskih proteinov (Slika 50). V ¢asu vezave celic
na ECM receptorji rastnih faktorjev delujejo kot prezivetveni signali. Adhezijske celice
namre¢ lahko izkoristijo medsebojni vpliv integrinov, povezanih z ECM in receptorjev
rastnih faktorjev za anti-apoptotski oz. prezivetveni signal. Kadar pa celice nimajo povezav
z ECM, nevezani integrini, npr. integrin B1, posredujejo signale za zmanjsano izrazanje
EGFR, kar se odraza v akumulaciji molekule Bim in posledi¢no aktivaciji programirane
celicne smrti [235, 236]. Tudi mi smo pokazali, da so gingipaini sposobni odcepitve EGFR
s povrsine celic TIGK. Iz tega sklepamo, da tudi sama odcepitev aktivne zunajcelicne
domene EGFR deluje kot pro-apoptotski signal, ki vodi v zacetek anoikisa. Po drugi strani
pa vemo tudi, da so gingipaini sposobni cepitve mnogih adhezijskih molekul ter sestavnih
delov ECM [201]. Izmed struktur ECM so kolagen I, fibronektin, laminin ter tenascin tesno
povezani z regulacijo anoikisa in pokazali so, da lahko gingipaini cepijo in razgradijo tudi
te proteine [138, 237-239]. Med naSimi identificiranimi potencialnimi tar¢ami gingipainske
proteolizne aktivnosti na povrsini dlesniénih epitelijskih celic, je molekula CD44 najtesneje
povezana z anoikisom. CD44 je receptor za hialuronsko kislino, komponento ECM, in je
bistven pri celi¢ni signalizaciji in pri signalizaciji med celicami in ECM. Kot tak ima zelo
pomembno vlogo pri preprecevanju oz. sprozitvi anoikisa. Pokazano je bilo, da utiSanje
gena za CD44 naredi celice bolj dovzetne za anoikis, saj je onemogocena vezava CD44 s
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hialuronsko kislino oz. z ECM, to pa preko Se ne poznanih mehanizmov sprozi anoikis [231,
240]. V nasem primeru smo opazili razgradnjo CD44, kar pa tako kot utiSanje gena
onemogoci vezavo na hialuronsko kislino. Sklepamo torej, da je to eden izmed moznih
nacinov, kako gingipaini sprozijo anoikis dlesni¢nih epitelijskih celic TIGK.

Ceprav je literature in dokazov za povezavo bakterijskega Sedinga oz. razgradnje
zunajcelicnih proteinov in anoikisa malo, pa raziskave kazejo, da bi to lahko bil dejanski
mehanizem tudi pri bakterijski okuzbi. Anoikis so namre¢ opazili pri bakterijski okuzbi
pljucnih epitelijskih celicah z Gram negativnimi bakterijami Stenotrophomonas maltophilia.
Serinske proteaze teh bakterij povzrocijo odlepljanje epitelijske celi¢ne linije v enakem
koncentracijskem obmodju in pri enaki dolZini inkubacije, kot smo jo uporabili mi. Se ve¢,
opazili so, da lahko te proteaze razgradijo fibronektin in njegov receptor integrin abp1,
fibrogen, E-kadherin, okludin in kolagen I — pomembne komponente zunajcelicnega
matriksa (ECM) in celi¢ne adhezije. Z eksperimentom, kjer so merili aktivacijo kaspaz, pa
so potrdili, da gre v tem primeru nedvomno za anoikis [233]. Anoikis kot posledico
delovanja bakterij so opazili tudi na endotelijskih celicah okuzenih z Gram negativnimi
bakterijami Pseudomonas aeruginosa. Eksoproteaze bakterij Pseudomonas aeruginosa,
tako kot gingipaini v primeru P. gingivalis, cepijo Stevilne adhezijske molekule, kot na
primer fibronektin, VE-kadherin, okludin in uPAR ter s tem povzroé¢ijo osamitev celic in
posledi¢no anoikis. Pri tej raziskavi so poudarili pomen cepitve VE-kadherina in okludina,
dveh komponent endotelijske membrane, ki sta bistveni za prezivetje endotelijskih celic, za
razvoj anoikisa [232]. Vemo tudi, da lahko P. gingivalis vstopijo v krvni obtok in tam
pridejo v stik z endotelijskimi celicami. In tudi za gingipaine so pokazali, da lahko cepijo
in razgradijo okludin in VE-kadherin [241, 242].

Podobnost teh dveh raziskav z naso, z enakim tipom celic, s skupnimi tarc¢ami
bakterijskih proteaz in enakim razpletom njihovega delovanja, je le Se ena potrditev, da
gredo nasa dognanja v pravilno smer. Potrebno pa bo Se nekaj dodatnih poskusov, da bomo
anoikis dlesni¢nih epitelijskih celic kot posledico delovanja gingipainov lahko zares potrdili.

Za zakljucek smo pripravili shematski povzetek delovanja gingipainov (oz. bakterij P.
gingivalis) na povrsino epitelijskih celic (Slika 51). Na podlagi vseh zbranih rezultatov
predlagamo naslednji mehanizem kot mozno delovanje gingipainov na membranske
proteine epitelijskih celic. V prvem koraku gingipaini in verjetno Se katere druge bakterijske
proteaze odcepijo Stevilne membransko vezane proteine s povrsSine celic in v okolico
sprostijo ektodomene, ki pa se potem dokonéno razgradijo [201]. O Sedingu vemo tudi to,
da se po cepitvi lahko izpostavijo nova cepitvena mesta in se tako omogocijo stevilne nove
cepitve ektodomene. Podobne rezultate in domneve so objavljene v Stevilnih drugih
studijah, kjer so sprva opazili Sseding, ko pa so koncentracijo gingipainov ali bakterij P.
gingivalis povecali oz. ko so podaljsali ¢as inkubacije, pa so zaznali le Se razgradnjo pred
identificiranih proteinov [176, 196, 198-200, 214, 243].
odraza razliko med zacetnim stanjem paradontalne bolezni in naprednim. Na zacetku gre
predvsem za prezivetje bakterij v ustni votlini oz. v obzobnih zepkih ter vzdrzevanje vnetja.
Bakterije se morajo pritrditi na tkivo in nekako preziveti v tem mikrookolju. Zato pa
potrebujejo hranilne snovi (ki jih dobijo z gingipainsko razgradnjo gostiteljskih proteinov).
Poleg tega pa morajo vzpostaviti ravnotezno stanje z imunskim odzivom. Kasneje, ko se
bolezen razvije dalje, se delovanje bakterij (in z njimi gingipainov) spremeni iz
prezivetvenega v invazivno. Bakterijsko delovanje postane destruktivno, saj si podredijo
imunski sistem, da jih ne odstrani, hkrati pa jim vnetje oz. vnetni produkti prinasajo
hranila za prezivetje in nadaljnjo rast. To se odraza kot hudo vnetje v ustni votlini, ki
povzroca razgradnjo dlesni in celjustne kosti [152, 158, 172, 173, 184, 244-246].
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Slika 51: Graficni povzetek delovanja gingipainov na povrSino gostiteljskih
celicah. A predstavlja normalno stanje, kjer so celice med seboj povezane preko adhezijskih
molekul, CAM (cell adhesion molecule) in ECM, signalizacija je skrbno nadzorovana.
Imunski receptorji lahko prepoznajo bakterije P. gingivalis in jih preko aktivacije
imunskega odziva lahko odstranijo iz okolja. Slika B pa predstavlja ze napredno stanje
paradontalne bolezni, kjer so gingipaini razlog za stevilne spremembe in napacno regulacijo.
Gingipaini omogocijo, da se P. gingivalis izogibajo imunskemu sistemu, tako, da naprej
postrizejo (Seding) in nato razgradijo Stevilne receptorje in komponente komplementnega
sistema, z razgradnjo adhezijskih molekul in ECM prekinejo kontakte med celicami in
povzrocijo deregulacijo signalnih pot. Vse to vodi v slabsi imunski odziv in poskodbo tkiva.

Zakaj sploh raziskujemo mehanizme delovanja patogenov? Ce Zelimo iskati zdravilo za
doloceno bolezen, je najprej treba natanéno poznati njen razvoj in mehanizme ¢im vecih
virulentnih faktorjev oz. na¢inov, kako patogen deluje na nase celice. Sele ko imamo vse to
znanje in dobro predstavo o poteku bolezni, lahko za¢nemo iskati najsibkejsi ¢len, na
katerega bi lahko ciljali z zdravilom in zaradi katerega bi se razvoj bolezni ustavil oz. bi
lahko stanje vrnili nazaj v normalno.

Eden izmed pomembnih stopenj razvoja tako paradontalne bolezni kot tudi raka je
zunajcelicna razgradnja. V povezavi z rakavimi obolenji se o tem govori zZe dlje ¢asa, a Sele
v zadnjih letih je prislo do zanimivih in potencialno uporabnih odkritij. Sedaj vemo, da
katepsini, ki izvirajo iz tumorskih in tudi iz imunskih celic, spreminjajo povrsino rakavih
celic in jo lahko naredijo neprepoznavno za imunski sitem. Se veé, v zadnjih letih so se
zacele tudi raziskave delovanja katepsinov na ECM [111]. Torej, se ne omejujemo vec
striktno na povrsino celice, pa¢ pa tudi na njeno okolico, ki pomembno vpliva na delovanje
celice.

V zvezi s paradontalno boleznijo je znanega Se veliko manj, saj se to podrocje sele dobro
razvija. Nasa raziskava predstavlja majhen doprinos k razumevanju delovanja gingipainov,
z njo pa smo odprli tudi stevilna nova vprasanja. Zanimivo bi bilo preveriti vpliv
gingipainov na fibroblaste, saj vemo, da so bakterije P. gingivalis sposobne prodiranja
globje v dlesni¢no tkivo [247]. Preveriti in potrditi bi bilo treba, ali gingipaini sproZajo
anoikis, kot smo predpostavljali, ali pa morda sprozijo katero drugo obliko celi¢ne smrti.
Dalje nas zanima, kako gingipaini delujejo na povrsino bakterijskih celic, jih morda tako
kot katepsini tumorske celice spremenijo in naredijo neprepoznavne za imunski sistem? Se
ve¢, znano je, da P. gingivalis tvorijo biofilm [248]. Torej, kaksna je vloga gingipainov v
biofilmu?

Zaenkrat pravega zdravila za paradontalno bolezen nimamo in najbolj uc¢inkovito
zdravljenje predstavlja mehanska odstranitev oblog na zobeh. To pa je bole¢e in ne
zagotavlja, da se vnetje ne bo ponovilo. Zato je raziskovanje mehanizmov razvoja bolezni,
vkljuéno z razumevanje delovanja proteaz pomemben korak k razvoju zdravila.
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Poglavje 6
Zakljucek

V sklopu tega doktorskega dela smo preucevali delovanje cisteinskih proteaz na povrsino
celic. V prvem delu smo studirali delovanje cisteinskih katepsinov na tumorske celice in se
sprasevali, ali so lahko katepsini odgovorni za izogibanje tumorskih celic pred eliminacijo
z imunskim sistemom. Ugotovili smo, da lahko katepsin L in deloma tudi katepsin S, ki ju
izlo¢ajo tako tumorske celice kot tudi celice tumorskega mikrookolja, s povrsine celic
odcepita Stevilne adhezijske in regulatorne proteine, med drugim tudi CD44. Znano je, da
je ta molekula marker rakastih mati¢nih celic ter ima pomembno vlogo pri adheziji celic
na ECM. Njena cepitev torej pripomore k migraciji tumorskih celic in metastaziranju. Poleg
tega pa smo ugotovili, da se je po Sedingu s povrsine tumorskih celic aktivacija
komplementa mocno znizala. Razlog za to bi lahko bila kripti¢na mesta, ki se izpostavijo
sele po odcepitvi CD44 in drugih substratov s povrsine celic. Na ta mesta se veze Clq z
mocno afiniteto, da ostane vezan v kompleksu in potem ne opravlja ve¢ funkcije kot
prepoznavna oz. zacetna molekula aktivacije komplementa.

V drugem delu tega doktorskega dela smo se ukvarjali s cisteinskimi proteazami
patogenih bakterij Porphyromonas gingivalis. Ugotovili smo, da gingipaini s povrsine
epitelijskih celic odcepijo in nato razgradijo stevilne membranske proteine in tako vplivajo
na adhezivnost epitelijskih celic. Gingipainskih tar¢, povezanih s komplementom nismo
detektirali, kar pa ne pomeni, da regulatorji komplementa niso substrati gingipainov.
Mozno je, da jih bakterijske proteaze takoj po odcepitvi z membrane razgradijo in jih zato
mi ne detektiramo — niti z masno spektrometrijo, niti s prenosom po Westernu in imuno-
detekcijo, ki sta sicer zelo obcutljivi metodi. Ali gre za Seding ali za splosno razgradnjo je
tezko odgovoriti, saj procesa potekata hkrati. Vsekakor smo pokazali, da Sseding poteka,
vendar pa je to verjetno le prvi korak v obseznejsi proteolizi. Glavna naloga gingipainov je
bakterijam P. gingivalis omogociti prezivetje v gostitelju, Seding oz. razgradnja
zunajcelicnih proteinov sta samo dva izmed moznih nacinov, kako to dosezejo. Opazili smo
tudi, da je obseznost Sedinga oz. razgradnje odvisna od prisotnosti adhezijskih domen in
od koncentracije gingipainov, kar je povezano z napredovanjem bolezni. V zacetni fazi
paradontalne bolezni oz. Se v ¢asu gingivitisa, je gingipainov in bakterij P. gingivalis v
ustni votlini malo, zato je tudi cepitev zunajcelicnih substratov malo in Seding kot tak
lahko poteka. Ko pa se bolezen razvije dalje in je koncentracija gingipainov visja, pa
prevlada razgradnja nad sedingom. Na ta nacin gingipaini onesposobijo oz. si podjarmijo
imunski sistem gostitelja, spremenijo regulatorne in signalizacijske poti ter posledi¢no
sprozijo programirano celicno smrt gostiteljskih epitelijskih celic, imenovano anoikis. Vse
to se navzven odraza kot razgradnja dlesni¢nega tkiva in celjustne kosti. Izmed
identificiranih substratov za gingipaine jih je vecina povezana s celicno adhezijo, kar
nakazuje, da so gingipaini lahko vpleteni v sprozitev anoikisa — celicne smrti zaradi
pomanjkanja medceli¢nih kontaktov in kontaktov celic z ECM.
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