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POVZETEK

Celice mikroglije so glialne celice centralnega Ziv-
¢nega sistema, podobne makrofagom, ki vzdrzujejo
homeostazo mozganov in so ene izmed najpo-
membnejSih prirojenih celic imunskega sistema cen-
tralnega ziv€evja. Pod vplivom patoloskih in imuno-
loskih drazljajev pride do polarizacije mikroglije v
pro-vnetni fenotip M1, ki spodbuja procese nevro-
vnetja, ali proti-vnetni fenotip M2, ki izkazuje zascitno
delovanje v mozganih. Cisteinski katepsini, ki jih
sproSc¢a polarizirana mikroglija fenotipa M1, so vse
bolj prepoznani kot pomembni vnetni dejavniki, ki
sprozijo signalne poti, kar dodatno vzpodbudi
vnetne procese in vodi v nevrodegeneracijo. Med
njimi je cisteinska peptidaza katepsin X, ki je ze bila
prepoznana kot patogeni dejavnik nevrodegenera-
cije, povzroCene z vnetiem, vendar je njena vioga
pri polarizaciji mikroglije v posamezen fenotip ne-
poznana. Rezultati raziskav nakazujejo, da ima ka-
tepsin X pomembno vlogo pri polarizaciji mikroglije
v pro-vnetni fenotip M1 oziroma proti-vnetni fenotip
M2 in predstavlja potencialno terapevtsko tar¢o za
preprecevanije in zdravljenje nevrodegenerativnih
bolezni, povezanih s prekomernim vnetjem.

KLJUCNE BESEDE:
katepsin X, mikroglija, polarizacija, vnetje, zaviralec
katepsina X

ABSTRACT

Microglia are glial cells of the central nervous
system, similar to macrophages, which maintain
homeostasis of the brain and are among the most
important cells of the innate immune system of the
central nervous system. Under the influence of
pathological and immunological stimuli, a
polarization of microglia occurs, either into the pro-
inflammatory phenotype M1, which promotes the
processes of neuroinflammation, or into the anti-
inflammatory phenotype M2, which exhibits a
protective function in the brain. Cysteine cathepsins,
which are released by polarized microglia of the M1
phenotype are increasingly recognized as important
inflammatory factors that trigger signaling pathways
that further promote inflammatory processes and
lead to neurodegeneration. These include the
cysteine peptidase cathepsin X, which has already
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been recognized as a pathogenic factor in
inflammation-induced neurodegeneration, but
whose role in the polarization of microglia into a
specific phenotype is still unknown. The obtained
results suggest that cathepsin X plays an important
role in the polarization of microglia into the pro-
inflammatory M1 and the anti-inflammatory M2
phenotype and thus represents a potential
therapeutic target for the prevention and treatment
of neurodegenerative diseases associated with
excessive inflammation.

KEY WORDS:
cathepsin X, cathepsin X inhibitor, inflammation,
microglia, polarization

uvoD

Celice mikroglije so ene izmed najpomembnejsih prirojenih
celic imunskega sistema in so porazdeliene po celotnih
mozganih ter so prve v vrsti pri odzivu na patoloSke po-
Skodbe (1). V zreli obliki pridobijo specifiCen razvejan
morfoloski fenotip, kjer so v tako imenovanem mirujoem
stanju (2). Kot take opravijgjo Stevilne pomembne naloge
v povezavi z ohranjanjem tkivne homeostaze, vklju¢no z
odstranjevanjem toksi¢nih snovi s fagocitozo, imunskim
nadzorom in olajSanjem prenosa informacij preko prena-
Salcev v nevronski sinapsi. Razli¢ni fizioloski in patoloski
drazljaji spodbudijo aktivacijo mikroglije, pri Cemer celice
mikroglije iz stanja mirovanja polarizirajo v dva fenotipa,
fenotip M1 in M2, odvisno od vrste stimulacije (3).
Polarizirana mikroglija fenotipa M1, za katero so znacilne
ameboidna oblika, visoka mobilnost in mocna fagocitna
aktivnost, povzro€i spros€anje veC pro-vnetnih citokinov
kot sta tumorje nekrotizirajoci dejavnik a (TNF-q) in inter-
levkin 6 (IL-6) ter reaktivnih kisikovih zvrsti, kemokinov in iz-
razanje inducibilne sintaze dusikovega oksida za nastajanje
dusikovega oksida (NO) (4, 5, 6). Na ta nacin aktivirana mi-
kroglija poskrbi za uniCenje patogena in polarizacijo celic T,
ki vzpostavijo prilagodljivimunski sistem (7). Za spodbujanje
polarizacije mikroglije v fenotip M1 se tako v pogojih in
vitro kot tudi in vivo uporabljgjo razli¢ni drazljaji, med drugim
interferon y (IFN-y) in lipopolisaharid (LPS) (5).

Polarizirana mikroglija fenotipa M2, za katero so znacilna
tanka in razvejana celi¢na telesa celic mikroglije, pa poveca

izrazanje veC proti-vnetnih citokinov, med njimi transformi-
rajoCega rastnega dejavnika [3, interlevkinov IL-4 in IL-13,
arginaze-1 in membranskega oznacCevalca pripadnosti
CD206 (angl. cluster of differentiation). S tem izraza svojo
vlogo pri alergijskem odzivu, izrazanju odstranjevalnih re-
ceptorjev (angl. scavenger receptors) za fagocitozo, zmanj-
Sanju vnetnih celic, preoblikovanju tkiva in angiogenezi
(6, 7). Za spodbujanije polarizacije celic mikroglije v fenotip
M2 se uporabljata citokina IL-4 in IL-13. Z nastajanjem
proti-vnetnih dejavnikov in z omejevanjem imunskega od-
ziva na patogene mikroglija fenotipa M2 ucinkovito zmanj-
Suje vnetni odziv v centralnem zivénem sistemu ter na ta
nacin prepreci poskodbo tkiva (8, 9).

Nevrovnetje v osnovi predstavlja obrambni mehanizem, ki
SCiti mozgane pred razlicnimi dejavniki, kljub temu pa so
lahko ucinki nevrovnetja na nevrone tako koristni kot tudi
Skodljivi. Ponavljajoci se vnetni odzivi so Skodljivi in vodijo
v aktivacijo celic mikroglije v pro-vnetni fenotip M1, pri ¢e-
mer aktivirana mikroglija predstavlja stalen vir vnetnih cito-
kinov in ostalih vnetnih dejavnikov, ki spodbujajo progresi-
ven propad nevronov, ki vodi v nevrodegenerativna stanja.
Poleg omenjenih vnetnih dejavnikov lahko aktivirana mi-
kroglija prekomerno izraza in izlo¢a tudi lizosomske pepti-
daze, predvsem katepsing, ki so prepoznani kot pomembni
patogeni dejavniki vnetnih procesov tekom degenerativnih
sprememb v centralnem zivénem sistemu (6).
Lizosomske peptidaze so hidroliticni encimi, ki katalizirajo
razgradnjo proteinov. Glede na mesto hidrolize peptidne
vezi jin lahko razdelimo na endopeptidaze in eksopeptidaze.
Vecina jih deluje kot endopeptidaze, ki cepijo peptidne vezi
znotraj polipeptidne verige, medtem ko jih le malo deluje
kot eksopeptidaze, ki cepijo polipeptidne verige na N- ali
C-koncu. Peptidaze glede na kataliticno skupino na aktiv-
nem mestu delimo na serinske, cisteinske, aspartatne, glu-
tamatne, asparaginske, treoninske, metalopeptidaze in
peptidaze meSanega tipa (6, 10).

Najbolj obsezno skupino lizosomskih peptidaz predstavljajo
cisteinske peptidaze, v katero spada 11 katepsinov (ka-
tepsiniB, C,F, H,K, L, O, S, V, Xin W), ki so zelo razsirjeni
med zivimi organizmi. Vecina cisteinskih katepsinov (F, K,
L, O, Sin V) deluje kot endopeptidaze, katepsina C in X
delujeta kot eksopeptidazi, medtem ko katepsina B in H
izkazujeta tako endopeptidazno kot tudi eksopeptidazno
aktivnost. Izrazanje cisteinskih katepsinov je odvisno od
razporeditve v tkivih in njihove bioloSke funkcije. Katepsin X
deluje kot karboksipeptidaza in se predominantno izraza v
imunskih celicah, kot so makrofagi, dendriti¢ne celice, lim-
fociti B in naravne celice ubijalke, pokazano pa je bilo tudi
njegovo izrazanje v misjih mozganskih celicah, predvsem v
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nevronih, podvrzenih procesu staranja, in celicah mikroglije
(6, 10). Visje ravni katepsina X so povezane z razli¢nimi bo-
leznimi, kot so rak, vnetne bolezni, tuberkuloza in z vnetjem
povezane nevrodegenerativne spremembe (11). Povisano
izrazanje katepsina X je bilo pokazano v poSkodovanih do-
paminergicnih nevronih na celiénem modelu in vitro kot tudi
in vivo na hemiparkinsonskem modelu Parkinsonove bole-
zni. Hkrati so na vnetnem modelu in vivo pokazali poviSano
izrazanje katepsina X v celicah mikroglije na strani lezije v
mozganih podgan (12, 13, 14). Znatno povecano izloanje
katepsina X iz celic mikrogliie so opazili kot odgovor na
vnetni drazljaj, ki ga povzroCi LPS (15, 16). Pomembnost
katepsina X pri nevrovnetju je bila nadalje dokazana s po-
mocjo ireverzibilnega zaviralca katepsina X, AMS36, ki je
zavrl sintezo pro-vnetnih molekul in oslabil sproS¢anje cito-
kinov iz aktivirane mikroglije (16, 17). Kljub temu vioga ka-
tepsina X pri nevrovnetju in osnovni mehanizem delovanja
do danes ostajata nepojasnjena. Katepsinu X pripisujejo
vse pomembnejSo vlogo pri degenerativnih procesih, po-
vezanih z vnetiem, vendar pa njegova natancna vioga pri
polarizaciji mikroglije Se ni znana.

Namen raziskave je opredeliti raven izrazanja in aktivnosti
katepsina X v posameznem fenotipu aktivirane mikroglije
ter opredeliti njegovo vlogo pri polarizaciji mikroglije v pro-
vnetni fenotip M1 oziroma proti-vnetni fenotip M2.

METODE

2.1 DELO S CELICNO LINIJO BV2

Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali misjo adherentno
celi¢no linijo BV2 (darilo prof. dr. Biljane Bozi¢ Nedeljkovic,
Univerza v Beogradu, Srbija), gojeno v gojisCu za celiCne
kulture aDMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific) (angl. ad-
vanced Dulbecco’s modified eagle medium), z izrazenimi
lastnostmi mikroglije, ki je bila izolirana iz postnatalnih mo-
zganov laboratorijskih misi C57BL/6 (18). Celice BV2 smo
najprej nacepili na plosce s 6 vdolbinicami z ustrezno go-
stoto (2 x 105/1,5 mL) in jih ¢ez no¢ inkubirali, da so se pri-
trdile na podlago. Celice smo naslednji dan stimulirali z rea-
genti LPS (Sigma-Aldrich) (1 ug/mL), IFN-y (BioLegend) (1
ug/mL), IL-4  (BiolLegend) (40 ng/mL) in
IL-13 (BioLegend) (40 ng/mL) v brez-serumskem gojiScu.
Za kontrolo smo celice gajili v brez-serumskem gojiScu brez
dodanih reagentov. V primeru vrednotenja vpliva zaviranja

katepsina X smo celice 1 h pred stimulacijo z reagenti pred-
hodno obdelali z zaviralcem katepsina X AMS36 (10 pM)
(Univerza v Ljubljani, Fakulteta za Farmacijo) v brez-serum-
skem gojiscu (12). Kot ustrezno kontrolo zaviralcu smo v
enakem delezu uporabili dimetilsulfoksid (Sigma-Aldrich).
Po stimulaciji smo celice uporabili za nadaljnje poskuse.

Stimulirane celice BV2 smo po 24 h opazovali in slikali z
invertnim mikroskopom EVOS XL Core (Olympus) v posa-
meznem vidnem polju pri 20-kratni povecavi. Po opazo-
vanju smo odvzeli supernatante celic mikroglije ter iz njih
pripravili celi¢ne lizate, ki smo jih uporabili za nadaljnje po-
skuse. Za doloCanje koncentracije proteinov v celi¢nih
lizatih smo uporabili metodo DC (angl. detergent compati-
ble; zdruzljivo z detergentom), ki temelji na reakciji proteinov
z bazi¢no raztopino bakrovega tartrata in s Folinovim rea-
gentom. Najprej pride do reakcije med proteini in bakrom
pri bazi¢nem pH, po kateri sledi redukcija Folinovega rea-
genta, ki jo povzroCi nastala spojina v prvi stopniji. Pride
do modrega obarvanja produkta, ki je posledica aminokislin
tirozina in triptofana, z absorpcijskim maksimumom pri
750 nm (19). Koncentracijo proteinov v celi¢nih lizatih smo
dolodili po navodilih proizvajalca kompleta reagentov DC
(Bio-Rad), pri ¢emer smo absorbanco izmerili z avtomat-
skim &italcem mikrotitrskin plos¢ Safire? (Tecan) pri valovni
dolzini 750 nm. Koncentracije celokupnih proteinov v vzor-
cih smo izraCunali s pomocjo umeritvene krivulie, ki smo
jo izrisali iz izmerjenih povpre¢nih absorbanc standardov
govejega serumskega albumina (BSA) (Sigma-Aldrich).

2.2 VREDNOTENJE POLARIZACIJE
CELIC BV2 V FENOTIP M1/M2

Polarizacijo mikroglije v posamezen fenotip smo preverili z
doloCevanjem oznacevalca aktivirane mikroglije fenotipa
M1 in M2. S testom po Griessu smo dolocali koli¢ino NO
v supernatantih stimuliranih celic BV2 posredno preko mer-
jenja nitrita (NO,), ki je znacilen za mikroglijo fenotipa M1.
Test temelji na reakciji diazotiranja, z uporabo sulfanilamida
in N-1-naftiletilendiamin dihidroklorida (Promega) v kislih
pogojih, pri kateri pride do nastanka obarvane azo spojine,
katere absorbanco merimo spektrofotometri¢no pri valovni
dolzini 550 nm (20). Vrednosti NO v superntatantih celic
mikroglije smo dolocili po navodilih proizvajalca (Promega).
Koncentracije NO v supernatantih smo izracunali s po-
mocjo umeritvene krivulie, ki smo jo izrisali iz izmerjenih
povpre¢nih absorbanc standardov.

Za mikroglijo fenotipa M2 je znacilna poviSana aktivnost en-
cima arginaze-1 v stimuliranih celicah BV2, katero smo do-
loCali z uporabo kompleta reagentov za doloCanje aktivnosti
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arginaze (Sigma-Aldrich). Test temelji na reakciji arginaze z
argininom, pri Cemer nastane secnina, ki specificno reagira
Z barvnim reagentom, da nastane obarvan produkt, ki je
proporcionalen aktivnosti arginaze (21). Vzorcem, pripra-
vlienih po navodilih proizvajalca kompleta reagentov, smo
izmerili absorbanco pri valovni dolzini 430 nm in izracunali
aktivnost arginaze po enacbi, podani s strani proizvajalca.

2.3 IZRAZANJE IN AKTIVNOST
KATEPSINA X'V STIMULIRANIH
CELICAH BV2

Poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrije-
vega dodecil sulfata smo uporabili za lo¢bo proteinov pri
dolo¢anju ravni izrazanja katepsina X v stimuliranih celicah
BV2. Za detekcijo loCenih proteinov smo uporabili prenos
western, pri katerem smo proteine prenesli na nitrocelulo-
zno membrano, ki smo jo nato inkubirali z ozna&enimi pro-
titelesi, specificnimi za katepsin X. Pri tem smo uporabili
dve vrsti protiteles: primarna kozja protitelesa proti katep-
sinu X (R&D Systems), ki smo jih redCili v razmerju 1 : 100
v 3 % BSA v fosfatnem pufru z natrijevim kloridom (PBS)
(Sigma-Aldrich), in sekundarna proti-kozja protitelesa, ozna-
¢ena s hrenovo peroksidazo (HRP) (Millipore), ki smo jih
redcili v razmerju 1 : 1000 v 3 % BSA v PBS. Z gliceralde-
hid-3-fosfat dehidrogenazo (GAPDH) smo preverili Se ena-
komernost nanosa vzorcev na gel. Pri tem smo uporabili
primarna kundja protitelesa proti GAPDH (Jackson Immu-
noResearch), ki smo jih redCili 10000-krat v 3 % BSA v tris
pufru (Riedel-de Haén) z dodanim 0,1 % Tween 20 (Fluka),
ter sekundarna proti-kuncja protitelesa, oznacena s HRP
(Millipore), ki smo jih redCili 5000-krat v 5 % mleku (Po-
murske mlekarne). Ob dodatku kromogenega substrata je
prislo do nastanka obarvanega kompleksa z encimom, ki
smo ga lahko detektirali. Kemiluminescenc¢ni odziv na
membrani smo posneli z napravo G-Box, njihovo intenziteto
pa smo kvantificirali s pomocjo programske opreme Gene
Tools. Rezultate smo normirali na nivo GAPDH in jih prika-
zali kot relativne vrednosti glede na vzorce ne-stimuliranih
kontrolnih celic.

Aktivnost katepsina X v celi¢nih lizatih smo izmerili z uporabo
katepsin X specificnega fluorogenega substrata Abz-Phe-
Glu-Lys(Dnp)-OH (Jiangsu Vcare PharmaTech Co.). Pri tem
je prislo do sprostitve fluorofora, kar smo zaznali kot porast
fluorescence, ki smo jo izmerili pri 420 nm v odvisnosti od
Casa s pomocjo spektrofotometri¢nega Citalca mikrotitrskih
ploS¢. Rezultate smo podali kot naklon linearnega dela kri-
vulie oziroma fluorescence v odvisnosti od ¢asa.

Izrazanje katepsina X v aktivirani mikrogliji in njegovo vezi-
kularno lokalizacijo v lizosomih smo preverili s pomocjo
konfokalne mikroskopije. Slednja je mikroskopska tehnika,
ki zagotavlja tridimenzionalno opti¢no locljivost in deluje
po principu to¢kovnega osvetljevanja. Fluorescenéno svet-
lobo iz posameznih tock vzorca zazna detektor, ki prid-
obliene informacije s pomodjo racunalnika pretvori v sliko
ene ravnine celice, iz ve€ ravnin pa lahko pridobimo tridi-
menzionalno sliko celice (22). Stimulirane celice BV2 smo
oznacili s kozjimi protitelesi proti katepsinu X (redCenje 1 :
100 v 3 % BSA v PBS) (Millipore) in kuncjimi protitelesi
proti oznacevalcu lizosomov membranskemu proteinu 1
(redCenje 1: 500 v 3 % BSA v PBS) (LAMP1; angl. lysoso-
mal-associated membrane protein 1) (Millipore) ter ustrez-
nimi sekundarnimi oslovskimi protitelesi, konjugiranimi s
fluorokromoma AlexaFluor555 in AlexaFluor488 (red&enje
1:1000 v 3 % BSA v PBS) (Invitrogen). Slike smo posneli
s konfokalnim mikroskopom Carl Zeiss LSM 710 na Insti-
tutu Jozef Stefan. Za izboljSanje razmerja signal-Sum smo
uporabili povprecenje signalov, in sicer smo za vsako sliko
zajeli 4 zaporedne posnetke. Slike smo analizirali z uporabo
programske opreme ZEN 2011.

2.4 STATISTICNO VREDNOTENJE
REZULTATOV

Rezultate smo statisticno vrednatili in jih prikazali kot pov-
pre¢no vrednost neodvisnih bioloskih meritev (n) + stan-
dardna napaka povprecja (SEM). Za analizo ve¢ kot dveh
vzorcev smo uporabili analizo enosmerne variance (ANOVA).
Razlike med dvema vzorcema smo analizirali z uporabo
Studentovega t-testa dveh neodvisnih vzorcev z uposte-
vanjem predpostavke o neenakosti varianc. Ce je bila vred-
nost P < 0,05, smo razliko med dvema vzorcema oznadili
kot statisticno znacilno. Statisticno analizo smo izvedli s
pomocjo programske opreme Microsoft Excel 365.

REZULTATI IN RAZPRAVA

Celice mikroglije so rezidencne imunske celice centralnega
zivénega sistema in sluzijo kot prva obrambna linija, ki zelo
hitro zazna patogene, vkljucno z bakterijami, glivami in
virusi (23). Pod takimi pogoji pride do polarizacije mikroglije
v fenotip M1 ali M2, pri ¢emer je potrebno poudariti, da je
klasifikacija M1/M2 poenostavitev polarizacije mikroglije,
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ki predstavlja ekstremno stanje, in da sta med boleznijo
lahko prisotna oba fenotipa, kot tudi vsa vmesna stanja
(8, 24). Z raziskavami so pokazali, da polarizirana mikroglija
izraza in izloCa lizosomske katepsine, med njimi tudi ka-
tepsin X, ki je cisteinska peptidaza, kateri pripisujejo pato-
geno viogo v nevrodegenerativnih procesih (6). Zaradi sled-
njega smo zeleli opredeliti raven izrazanja in aktivnost
katepsina X v posameznem fenotipu aktivirane mikroglije
ter ovrednotiti njegovo viogo pri polarizaciji mikroglije v fe-
notip M1 in M2.

3.1 VREDNOTENJE POLARIZACIJE
CELIC BV2 V POSAMEZEN FENOTIP

Vrednotenje vloge katepsina X pri polarizaciji mikroglije
smo priCeli s postavitvijo celichega modela polarizirane mi-
kroglije, pri Cemer smo uporabili celi¢no linijo BV2 in sti-
mulante LPS (1 pg/mL), IFN-y (1 pg/mL), IL-4 (40 ng/mL)
in IL-13 (40 ng/mL) ter ustreznost postavitve modela pola-
rizirane mikroglije v smeri fenotipa M1 oziroma M2 ovred-
notili z doloCanjem ravni pro-vnetnih in proti-vnetnih de-
javnikov, ki jih izraza polarizirana mikroglija fenotipa M1
oziroma M2.

Stimulacija celic BV2 z LPS in IFN-y povzroci spremembo
morfologije mikroglije iz okrogle v razvejano obliko, znadiino
za pro-vnetni fenotip M1, medtem ko pri stimulaciji z IL-4
in IL-13 celice ohranijo ameboidno morfologijo, kar naka-
zuje na pridobljen proti-vnetni fenotip M2 (slika 1A). Znano
je, da je NO dejavnik z mikroglijo posredovane nevrotoksi-
¢nosti, pri Cemer aktivirana mikroglija spodbuja so¢asno
nastajanje NO in reaktivnih kisikovih zvrsti, ki pod pro-vne-
tnimi pogoji povzro€i nastanek peroksinitrita, mo¢nega ok-
sidanta, ki povzroCi propadanje nevronov (25). V superna-
tantih stimuliranih celic BV2 z LPS in IFN-y je priSlo do
poviSanja koncentracije NO, pri ¢emer je LPS povzrodil
znatno veciji dvig koncentracije kot IFN-y. Stimulacija celic
z IL-4 in IL-13 na koli¢ino NO ni imela vpliva (slika 1B). Ar-
ginaza-1 je eden najbolj opredeljenih oznacevalcev polari-
zirane mikroglije fenotipa M2, ki pretvarja arginin v ornitin,
poliamine in prolin, ki prispevajo k celienju in preoblikovanju
tkiva (8). Ob stimulaciji celic BV2 z IL-4 in IL-13 je prilo do
znatnega povecanja aktivnosti arginaze-1 glede na ne-sti-
mulirane celice, pri Cemer med stimulantoma ni priSlo do
vecjih razlik v aktivnosti (slika 1C). Po drugi strani stimulacija
z LPS in IFN-y na aktivnost arginaze-1 pri¢akovano niimela
vpliva. Iz rezultatov je torej razvidno, da LPS in IFN-y spod-
bujata polarizacijo mikroglije v pro-vnetni fenotip M1, IL-4
in IL-13 pa v proti-vnetni fenotip M2, kar se ujema z rezultati
ze znanih raziskav (10).

3.2 VREDNOTENJE [ZRAZANJA IN
AKTIVNOSTI KATEPSINA X'V
STIMULIRANIH CELICAH BV2

Nadalje smo vrednotili viogo katepsina X v polarizirani mi-
krogliji. Z raziskavami so ze pokazali, da je katepsin X po-
memben dejavnik nevrodegeneracije, za katerega so do-
kazali, da se izraza in izlo€a iz aktivirane mikroglije kot
odziv na poskodbo nevronov in vnetne drazljaje (26, 27),
zato smo v nadaljevanju opredelili izrazanje in aktivnost
katepsina X v posameznih fenotipin aktivirane mikroglije,
fenotipin M1 in M2.

S pomocjo prenosa western smo dolocili povisano zno-
trajceliCno izraZzanje katepsina X v celicah BV2, stimuliranih
tako z LPS kot IFN-y (slika 2A), medtem ko stimulacija
celic z IL-4 in IL-13 glede na kontrolo ni povzrocila spre-
memb v izrazanju katepsina X. Nasprotno se je aktivnost
katepsina X po stimulaciji z LPS in IFN-y zmanjSala, po sti-
mulaciji z IL-4 in IL-13 pa ni priSlo do znacilnih sprememb
v aktivnosti katepsina X (slika 2B). Povecano znotrajcelicno
izrazanje katepsina X je najverjetneje posledica uporablienih
protiteles proti katepsinu X pri prenosu western, ki prepo-
znajo vse tri oblike katepsina X: pre-pro-obliko, pro-obliko
in zrelo obliko katepsina X. Po drugi strani pa je aktivnost
izrazena z zrelo obliko, ki se po stimulaciji z LPS in IFN-y
sprosc¢a iz celic mikroglije in posledi¢no privede do zmanj-
Sane aktivnosti katepsina X znotraj celic v primerjavi s sti-
mulacijo z IL-4 in IL-13 (16). Pridobljene rezultate smo
zeleli Se dodatno podkrepiti, zato smo s konfokalnim mi-
kroskopom dolocili tako izrazanje kot tudi vezikularno lo-
kalizacijo katepsina X, pri ¢emer smo z oznacevalcem li-
zosomov LAMP1 opazovali njegovo lokalizacijo v lizosomih
(slika 2C). Opazili smo, da se vezikularna lokalizacija ka-
tepsina X glede na kontrolo po stimulaciji celic BV2 z IL-4
in IL-13 prakti¢no ne spremeni. Po drugi strani je stimulacija
celic z LPS in IFN-y povzroc¢ila zmanjSanje lokalizacije ka-
tepsina X v lizosomih, kar potrdi zgornje rezultate, iz katerih
smo predpostavili, da se katepsin X po stimulaciji spros¢a
iz celic, kar privede do zmanjSanja njegove znotrajcelicne
aktivnosti.

3.3 VREDNOTENJE VPLIVA ZAVIRALCA
KATEPSINA X NA POLARIZACIJO
CELIC BV2

Zaradi Skodljivega delovanja cisteinskih katepsinov v pa-
toloskih procesih nevrodegeneracije, povzroene z nevrov-
netjem, predstavijajo zaviralci cisteinskin peptidaz poten-
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Slika 1: Vpliv stimulacije celic BV2 na njihovo polarizacijo v fenotip M1 oziroma M2. Celice BV2 smo stimulirali z LPS (1 ug/mL), IFN-y
(1 pug/mL), IL-4 (40 ng/mL) in IL-13 (40 ng/mL) v brez-serumskem gojiScu 24 ur. (A) Morfologija celic BV2 po koncani stimulaciji. Svetlobni
invertni mikroskop pri 20-kratni povecavi. Bele puscice prikazujejo razvejan fenotip M1 (LPS, IFN-y) in ameboiden fenotip M2 (IL-4, IL-13).
Slike so reprezentativne vsaj Stirih neodvisnih poskusov (n = 4). (B) Raven NO v supernantih celic BV2 po koncani stimulaciji dolocena z
uporabo testa po Griessu. (C) Znotrajcelicna aktivnost arginaze-1 po koncani stimulaciji dolo¢ena z uporabo kompleta reagentov za
doloc¢anje aktivnosti arginaze. Rezultati so prikazani kot povprecje + SEM dveh neodvisnih poskusov (n = 2), izvedenih v dveh paralelah,

relativno glede na kontrolo. Merilo je 40 um. * P < 0,05.

IFN-y — interferon gama, IL-4 — interlevkin-4, IL-13 — interlevkin-13, LPS — lipopolisaharid, NO — dusSikov oksid, SEM — standardna napaka

povpredja

Figure 1: Effect of BV2 cell stimulation on polarization towards M1 and M2 phenotype. BV2 cells were stimulated with LPS (1 ug/mL),

IFN-y (1 ug/mL), IL-4 (40 ng/mL) and IL-13 (40 ng/mL) in serum-free medium 24 h. (A) Morphology of BV2 cells after stimulation. Inverted
light microscope at 20x magnification. White arrows show the branched M1 phenotype (LPS, IFN-y) and the amoeboid M2 phenotype (IL-4,
IL-13). Images are selected from at least four independent experiments (n = 4). (B) NO levels in BV2 cells supernatants after stimulation were
determined using the Griess test. (C) Intracellular arginase-1 activity after stimulation was determined using the arginase activity assay Kkit.
Results are shown as mean + SEM of two independent experiments (n = 2) performed in duplicate, relative to control. Scale bar is 40 um.* P
< 0.05.

IFN-y — interferon gamma, IL-4 — interleukin-4, IL-13 — interleukin-13, LPS — lipopolysaccharide, NO — nitric oxide, SEM — the standard error

of the mean

cialno terapevtsko orodje za zaviranje njegove prekomerno
proteolitske aktivnosti ter za prepreCevanje in zdravljenje
nevrodegenerativnih bolezni, ki so povezane s prekomerno
aktivacijo mikroglije in posledi¢nim nevrovnetiem (14, 26).
V zadnjem delu raziskovalnega dela smo tako ovrednotili
vpliv zaviralca katepsina X AMS36 na polarizacijo mikroglije
v posamezen fenotip.

Ob dodatku zaviralca katepsina X AMS36 smo pri stimu-
laciji celic z LPS in IFN-y opazili zmanj$ano pojavnost raz-
vejane oblike mikroglije v primerjavi s celicami brez prisot-
nega zaviralca (slika 3A). Po drugi strani prisotnost AMS36

pri stimulaciji z IL-4 in IL-13 ni imela vpliva na spremembo
morfologije celic, saj je prevladovala ameboidna oblika mi-
kroglije (slika 3A). Na podlagi pridobljenih rezultatov smo
nadalje ovrednatili vpliv AMS36 na oznaCevalca posamez-
nega fenotipa polarizirane mikroglije. Prisotnost zaviralca
katepsina X je povzrodila znizanje koncentracije NO v su-
pernatantih celic po stimulaciji z LPS in IFN-y (slika 3B),
kar nakazuje na vpliv zaviranja katepsina X na prepreCeva-
nje polarizacije v pro-vnetni fenotip M1. Hkrati pa je zavi-
ranje katepsina X dodatno poviSalo znotrajceli¢no aktivnost
arginaze-1 po stimulaciji celic z IL-4 in IL-13, pri Cemer je
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Slika 2: Vpliv stimulacije celic BV2 na izraZanje in aktivnost katepsina X. Celice BV2 smo stimulirali z LPS (1 ug/mL), IFN-y (1 ug/mL), IL-4
(40 ng/mL) in IL-13 (40 ng/mL) v brez-serumskem gojiscu 24 h. (A) Raven katepsina X dolo¢enega s prenosom western na nitrocelulozno
membrano. Uporaba specificnih protiteles proti katepsinu X ter sekundarnih protiteles, konjugiranih s hrenovo peroksidazo. Rezultati so
normirani na raven izrazanja GAPDH. (B) Aktivnost katepsina X v celicnih lizatih doloCena z uporabo specificnega fluorogenega substrata
Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH. Rezultati so prikazani kot povprecje + SEM dveh neodvisnih poskusov (n = 2), izvedenih v dveh paralelah,
relativno glede na kontrolo. Kontrola so celice BV2 gojene v brez-serumskem gojiS¢u brez dodanih reagentov. *P < 0,05. (C) Lokalizacija
katepsina X v lizosomih stimuliranih celic. Vzorci so imunofluorescencno oznaceni z raztopino primarnih protiteles proti LAMP1 (zeleno
oznaceno na sliki) in protiteles proti katepsinu X (rde¢e oznaceno na sliki). Jedra so oznacena z barvilom DAPI (modro oznaceno na sliki).
Konfokalni mikroskop pri 63-kratni povecavi. Bele puscice prikazujejo lokalizacijo katepsina X v lizosomih. Merilo je 20 um.

DAPI — diamidino-2-fenilindol, GAPDH — gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, IFN-y — interferon gama, IL-4 — interlevkin-4, IL-13 —
interlevkin-13, LAMP1 — z lizosomom povezani membranski protein 1, LPS — lipopolisaharid, SEM — standardna napaka povprecja

Figure 2: Effect of BV2 cell stimulation on the expression and activity of cathepsin X. BV2 cells were stimulated with LPS (1 ug/mL), IFN-y
(1 ug/mL), IL-4 (40 ng/mL) and IL- 13 (40 ng/mL) in serum-free medium 24 h. (A) Cathepsin X levels determined by western blotting onto
nitrocellulose membranes. Specific antibodies against cathepsin X and secondary antibodies conjugated with horseradish peroxidase were
used. The results were normalized to expression level of GAPDH. (B) Cathepsin X activity in cell lysates was determined using the specific
fluorogenic substrate Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH after 24-hour stimulation. Results are shown as mean + SEM of two independent
experiments (n = 2) performed in duplicate, relative to control. Control are BV2 cells grown in serum-free medium without added reagents.
*P < 0.05. (C) Localization of cathepsin X in the lysosomes of stimulated cells. Samples were immunofluorescently labeled with a solution of
primary antibodies against LAMP1 (marked in green in the picture) and antibodies against cathepsin X (marked in red in the picture). Nuclei
were labeled with DAPI dye (marked in blue in the picture). Confocal microscope at 63x magnification. White arrows show the localization of
cathepsin X in lysosomes. Scale bar is 20 pum.

DAPI - 4°,6-diamidino-2-phenylindole, GAPDH — glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, IFN-y — interferon gamma, IL-4 — interleukin-
4, IL-13 — interleukin-13, LAMP1 — lysosomal-associated membrane protein 1, LPS - lipopolysaccharide, SEM — the standard error of the

mean
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Slika 3: Vpliv zaviralca katepsina X na polarizacijo celic BV2. Celice BV2 smo po predhodni obdelavi z AMS36 (10 uM) stimulirali z LPS

(1 pg/mL), IFN-y (1 pg/mL), IL-4 (40 ng/mL) in IL-13 (40 ng/mL) v brez-serumskem gojiscu 24 h. Kot ustrezno kontrolo zaviralcu smo uporabili
dimetilsulfoksid. (A) Morfologija celic po koncani stimulaciji. Svetlobni invertni mikroskop pri 20-kratni povecavi. Bele puscice prikazujejo
razvejan fenotip M1 stimuliranih celic z LPS in IFN-y brez zaviralca (levi stolpec) in ameboiden fenotip oziroma odsotnost razvejanega fenotipa
stimuliranih celic z LPS in IFN-y ob prisotnosti AMS36 (desni stolpec). (B) Raven NO v supernatantih celic BV2 dolocen z uporabo testa po
Griessu. (C) Znotrajcelicna aktivnost arginaze-1 po koncani stimulaciji dolo¢ena z uporabo kompleta reagentov za dolocanje aktivnosti
arginaze. Rezultati so prikazani kot povprecje + SEM dveh neodvisnih poskusov (n = 2) relativno na kontrolo. Merilo je 40 um. *P < 0,05.
IFN-y — interferon gama, IL-4 — interlevkin-4, IL-13 — interlevkin-13, LPS — lipopolisaharid, NO — dusikov oksid, SEM — standardna napaka
povprecja

Figure 3: Effect of cathepsin X inhibitor on BV2 cell polarization. After pre-treatment with AMS36 (10 uM), BV2 cells were stimulated with
LPS (1 ug/mL), IFN-y (1 ug/mL), IL-4 (40 ng/mL) and IL-13 (40 ng/mL) in serum-free medium 24 h. Dimethy! sulfoxide was used as a
corresponding inhibitor control. (A) Cell morphology after stimulation. Inverted light microscope at 20x magnification. White arrows show the
branching M1 phenotype of cells stimulated with LPS and IFN-y without the inhibitor (left column) and the amoeboid phenotype or absence
of the branching phenotype of cells stimulated with LPS and IFN-y in the presence of AMS36 (right column). (B) NO levels in BV2 cell
supernatants determined using the Griess assay. (C) Intracellular arginase-1 activity after stimulation was determined using the arginase
activity kit. Results are shown as mean + SEM of two independent experiments (n = 2) relative to the control. Scale bar is 40 um. *P < 0.05.
IFN-y — interferon gamma, IL-4 — interleukin-4, IL-13 — interleukin-13, LPS — lipopolysaccharide, NO — nitric oxide, SEM — the standard error
of the mean

bilo to poviSanje opaznejSe pri stimulaciji celic BV2 z IL-4  proti-vnetni fenotip M2, kar nakazuje na pomembno viogo
(slika 3C). Dobljeni rezultati nakazujejo, da zaviranje ka-  zaviranja katepsina X pri prepreCevanju in zdravljenju nevro-
tepsina X, poleg preprecevanja polarizacije mikroglije v degenerativnih bolezni, preko uravnavanja polarizacije mi-
pro-vnetni fenotip M1, spodbuja polarizacijo mikroglije v kroglije v fenotip M1 in M2.
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Raziskave so ze pokazale, da samo zaviranje polarizacije
mikroglije v pro-vnetni fenotip M1 ni dovolj za ucinkovito
zdravljenje nevrodegenerativnih bolezni, saj je za slednje
hkrati potrebno tudi spodbujanje polarizacije mikroglije v
proti-vnetni fenotip M2 (28). Pokazali smo, da ima katep-
sin X pomembno vlogo pri polarizaciji celic mikroglije v
fenotip M1 oziroma M2, pri Cemer zaviranje katepsina X
zavira polarizacijo mikroglije v fenotip M1, hkrati pa na-
kazuje na spodbujanje polarizacije mikroglije v fenotip
M2, kar bi pomembno doprineslo k preprecevanju pro-
gresije nevrodegenerativnih bolezni. Na podlagi teh spo-
znanj bi bil razvoj spojin, ki bi z zaviranjem katepsina X
uravnavale premik polarizacije aktivacije mikroglije v oba
fenotipa, M1 in M2, pomemben za preprecevanje in zdra-
vljenje nevrodegenerativnih bolezni, ki so povezane z vne-
tnimi procesi, za katere je odgovorna tudi aktivirana mi-
kroglija. Rezultati raziskave predstavljajo podlago za
nadaljnje raziskave, ki bi vrednotile vpliv zaviranja katep-
sina X na uravnavanije polarizacije mikroglije M1 in M2 ter
posledi¢no zascitno vlogo zaviranja cisteinske peptidaze
katepsina X pri nevrodegenerativnih boleznih.
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