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Sammendrag 


Cysteinproteasen legumain er en asparaginyl endopeptidase som er overuttrykt i flere humane 
 maligne svulster, blant annet tykktarm-, bryst- og prostatakreft, samt i assosierte endotelceller 
 og tumorassosierte makrofager (TAMs). Det er kjent at proformen av legumain (prolegumain, 
 56 kDa) sekreres til tumormikromiljøet av kreftceller og TAMs. Både legumain og den mest 
 potente  endogene  inhibitor  cystatin  E/M  (14/17  kDa)  er  normalt  glykosylerte.  Det  er 
 fremdeles uklart  hvilken rolle glykosyleringen av legumain  og cystatin  E/M  har i  forhold  til 
 aktivitet,  prosessering  og  transport.  Oppregulering  av  legumain  i  kreftsammenheng  er 
 assosiert  med  metastasering,  invasivitet  og  dårlig  prognose,  og  legumain  kan  derfor  være  et 
 lovende målmolekyl i utviklingen av nye spesifikke legemidler i kreftterapi.  


Forskningsgruppen  vår  har  tidligere  vist  at  prolegumain  internaliseres  i  levende  celler  for 
 deretter å prosesseres og aktiveres til moden form (36 kDa), i tillegg til at cystatin E/M også 
 kan internaliseres og deretter hemme legumain. Det er vist at N-bundet glykosylering spiller 
 en  viktig  rolle  både  for  transport  og  prosessering  av  legumain.  Det  er  nylig  beskrevet 
 utviklingen  og  opptak  av  nye  selektive  biotinylerte  legumainprober  (inhibitorer),  som  kan 
 detekteres  etter  internalisering  og  binding  til  legumain  i  levende  celler.  I  denne  studien  ble 
 viktigheten  av  glykosylering  av  både  prolegumain  og  cystatin  E/M  i  forhold  til  cellulært 
 opptak studert, samt opptak av modent legumain alene og bundet til selektiv probe.  


Til  studien  ble  det  anvendt  flere  cellelinjer:  én  transformert  adherent  embryonal 
 nyreepitelcellelinje  (HEK293),  to  monoklonale  transfekterte  HEK293-cellelinjer  (M38L, 
 overuttrykker  legumain;  M4C,  overuttrykker  cystatin  E/M)  og  to  kolorektalkreftcellelinjer 
 (HCT116  og  SW620).  Uglykosylerte  proteiner  ble  dannet  ved  at  cellene  ble  eksponert  for 
 tunikamycin, en hemmer av N-bundet  glykosylering. Internaliseringsmekanismen ble studert 
 med Dyngo-4a, en hemmer av klatrinmediert endocytose. Internalisering av modent legumain 
 ble studert både med og uten binding til  de legumainselektive probene MP-L01 og –L03 og 
 detektert etter etablering av Odyssey® CLx Near-Infrared Imaging System.  


I denne studien vises helt nye funn for betydningen av glykosylering for cellulært opptak av 
legumain  og  cystatin  E/M.  Fullstendig  uglykosylert  prolegumain  (47  kDa)  ble  ikke 
internalisert,  og  glykosylering  var  nødvendig  både  for  internalisering,  prosessering  og 
aktivering  av  prolegumain.  Internalisering  av  cystatin  E/M  var  derimot  uavhengig  av 
glykosylering. Det  ble for første gang demonstrert at  et  kompleks av probe og legumain ble 
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tatt opp cellulært og detektert. Endocytosehemmeren Dyngo-4a inhiberte ikke internalisering 
av prolegumain eller kompleks av modent legumain bundet til probe, men reduserte opptaket 
av fri probe og hemmet prosesseringen av internalisert prolegumain. 
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Abstract 


The cysteine protease legumain, an asparaginyl endopeptidase, is over-expressed in a number 
 of  human  malignant  tumors,  including  colorectal,  breast  and  prostate  cancer,  as  well  as  in 
 associated endothelial cells and tumor-associated macrophages (TAMs). It is known that the 
 proform  of  legumain  (prolegumain,  56  kDa)  is  secreted  to  the  tumor  microenvironment  by 
 cancer cells and TAMs. Both legumain and its most potent endogenous inhibitor cystatin E/M 
 (14/17  kDa)  are  endogenously  glycosylated.  It  is  still  unknown  the  importance  of 
 glycosylation of legumain and cystatin E/M for activity, processing and transport. Legumain 
 over-expression  in  cancer  is  associated  with  enhanced  metastasis,  invasiveness  and  poor 
 prognosis,  and  legumain  might  be  a  promising  target  in  the  development  of  new  specific 
 drugs in cancer therapy.  


Our  research  group  has  previously  shown  that  prolegumain  is  internalized  by  living  cells, 
 processed  and  activated  to  the  mature  form  (36  kDa),  and  that  cystatin  E/M  also  can  be 
 internalized and then inhibit legumain activity. It has been shown that N-linked glycosylation 
 plays an important role for legumain transport and processing. It has recently been described 
 the  development  and  internalization  of  new  selective  biotinylated  legumain  probes 
 (inhibitors), which are detected after internalization and binding to legumain in living cells. In 
 this  study,  the  importance  of  glycosylation  for  internalization  of  both  prolegumain  and 
 cystatin E/M were studied. In addition, internalization of mature legumain alone and bound to 
 selective probe were investigated.  


In  this  study  several  cell  lines  were  used:  one  transformed  adherent  embryonic  kidney  cell 
 line  (HEK293),  two  monoclonal  transfected  HEK293-cell  lines  (M38L,  legumain  over-
 expressing;  M4C,  cystatin  E/M  over-expressing)  and  two  colorectal  cancer  cell  lines 
 (HCT116  and  SW620).  Unglycosylated  proteins  were  produced  by  treating  cells  with 
 tunicamycin,  an  N-linked  glycosylation  inhibitor.  The  mechanism  for  internalization  was 
 investigated  using  Dyngo-4a,  a  clathrin-mediated  endocytosis  inhibitor.  Internalization  of 
 mature legumain was studied with or without binding to two selective probes, MP-L01 and –
 L03, and detected after establishment of Odyssey® CLx Near-Infrared Imaging System.  


In  this  study  new  discoveries  to  the  importance  of  glycosylation  for  cellular  uptake  of 
legumain and cystatin E/M are shown. Completely unglycosylated prolegumain (47 kDa) was 
not internalized, and glycosylation was shown to be necessary for internalization, processing 
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and activation of prolegumain. However, internalization of cystatin E/M was independent of 
 the glycosylation status. For the first time, it was demonstrated that a complex of probe and 
 legumain was internalized and detected in living cells. Furthermore, the endocytosis inhibitor 
 Dyngo-4a did not inhibit internalization of prolegumain or a complex of probe and legumain. 


However,  Dyngo-4a  reduced  uptake  of  free  probe  and  inhibited  processing  of  internalized 
prolegumain.  
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1  Introduksjon 



1.1  Proteaser 


Proteaser er kjent som proteolytiske enzymer, men ny litteratur har vist at enzymene i tillegg 
 til å være proteolytiske også er viktige som signalmolekyler involvert i flere vitale prosesser 
 [1].    En  uforventet  endring  eller  ubalanse  i  denne  reguleringen  kan  medføre  patologiske 
 konsekvenser,  slik  som  inflammasjon,  kreft,  kardiovaskulære-  og  nevrodegenerative 
 sykdommer [1-3].  


Proteaser har evner til å bryte ned proteiner og peptider ved spaltning av peptidbindinger, men 
 det  er  store  forskjeller  i  de  proteolytiske  enzymene  [4].  Enzymene  varierer  blant  annet  i 
 størrelse, struktur, spesifisitet, lokalisering og pH-avhengighet. Eksempelvis er serinproteasen 
 faktor Xa i koagulasjonskaskaden selektive, mens cysteinproteaser er mindre selektive [2]. De 
 ulike  proteasene  er  klassifisert  i  databasen  MEROPS  etter  proteasenes  proteolytiske 
 mekanismer [5]. Databasen har klassifisert proteasene inn i seks spesifikke klasser; aspartat-, 
 cystein-,  metallo-,  serin-,  glutamat-  og  treoninproteaser.  Basert  på  proteasenes 
 tredimensjonale  struktur  deles  klassene  deretter  inn  i  klaner,  som  igjen  deles  inn  i  familier. 


Proteaser  i  samme  familie  har  likheter  i  sine  aminosyresekvenser,  som  antas  å  skyldes  likt 
 evolusjonært utgangspunkt [4-7]. 


Proteaser  kalles  også  peptidaser.  Avhengig  av  peptidasenes  posisjon  for  spaltning  i 
 polypeptidkjeden  deles  de  videre  inn  i  eksopeptidaser  og  endopeptidaser.  Eksopeptidaser 
 spalter  polypeptidkjeden  i  endene,  enten  fra  N-  eller  C-terminale  enden  (N;  aminopeptidase 
 og C; karboksypeptidase) og endopeptidaser spalter inne i polypeptidkjeden [1].  


En av de største proteaseklassene er gruppen cysteinproteasene. Cysteinproteasene deles inn i 
klaner; eksempelvis CA og CD, for deretter å deles inn i familier etter molekylstrukturen  [7, 
8]. I pattedyr er det fire godt studerte familier (C1, C2, C13 og C14) av cysteinproteasene. Til 
klan CA tilhører familiene C1 (cathepsin B, F, H, K, L, O, S, V, W og X) og C2 (calpainer), 
mens i klan CD tilhører familiene C13 (legumain) og C14 (caspaser) (Figur 1.1) [4].  
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Figur  1.1. Klassifisering  av  mammalske  proteaser  ifølge  MEROPS.  Mammalske  proteaser  klassifiseres  etter 
 katalytiske  mekanismer  og  strukturlikheter.  Den  første  inndelingen  i  klasser  baseres  på  deres  katalytiske  type; 


aspartat-,  cystein-,  metallo-,  serin-,  glutamat-  og  treoninproteaser.  Deretter  blir  klassene  delt  inn  i  klaner,  på 
 bakgrunn  av  tredimensjonal  proteinstruktur  eller  av  aminosyrerekkefølgen  i  det  katalytiske  området  til 
 proteasen. Klanene deles inn i én eller flere familier etter likheter i aminosyresekvensen. Figuren er modifisert 
 fra Rawlings et al. 2014 [4].  


Papainfamilien  (C1)  er  den  største  blant  familiene  og  består  hovedsakelig  av  lysosomale 
 enzymer. Enzymene er viktige i proteolyse i det lysosomale/endosomale systemet. Familiene 
 calpain  (C2)  og  caspase  (C14)  befinner  seg  i  den  cytosoliske  delen  av  cellen. 


Legumainfamilien (C13) er hovedsakelig funnet i sene endosomer og lysosomer der det sure 
 miljøet er viktig for den proteolytiske aktiviteten til enzymet [8].  



1.2  Legumain  


Proteasen  legumain  er  en  asparaginylendopeptidase  (AEP)  som  tilhører 
cysteinproteasefamilien C13 i klan CD (Figur 1.1) [7]. Legumain er strukturelt beslektet med 
caspasene  (C14),  de  bakterielle  proteasene  clostripain  (C11)  og  gingipain  (C25)  fra  de 
patogene bakteriene Clostridium histolyticum og Porphyromonas gingivali [9, 10]. Proteasen 
er  ikke  beslektet  med  de  kjente  cysteinproteasene  fra  C1-papainfamilien,  slik  som 
cathepsinene B, H, L og S [8].   
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 Legumain  ble  først  identifisert  i  spirende  nyrebønner,  hvor  proteasen  bidrar  til  prosessering 
 og  modning  av  frølagringsproteiner  [11,  12].  Aminosyresekvensen  til  proteasen  viste  seg  å 
 være  homolog  med  et  enzym  identifisert  i  parasitten Schistosoma  mansoni [13],  som  senere 
 viste  seg  å  ha  AEP-aktivitet  [14].  Proteasen  ble  identifisert  i  pattedyr  og  Chen et  al.  (1997) 
 lykkes  med  å  sekvensere  og  klone  humant  legumain  [8].  Genet  for  legumain  (LGMN)  er 
 lokalisert på kromosom 14q32.1, og proteinet består av 433 aminosyrer [8, 15].  


Aktivitet  og  stabilitet  av  legumain  har  vist  seg  å  være  pH-avhengig,  der  legumain  har  pH-
 optimum rundt pH 6 og blir ustabil ved høyere pH [8]. Den aktive formen av legumain viser 
 høy  substratspesifisitet  for  hydrolyse  av  peptidbindinger  karboksyterminalt  av  aminosyren 
 asparagin (Asn) i P1-posisjon, som er unikt blant proteaser [8, 16]. Det er kjent fra litteraturen 
 at proteasen også kan spalte peptidbindinger etter aminosyren aspartat (Asp) ved pH ˂ 4, som 
 likner egenskapene til caspasene [16-18].  


I dag er det kjent at legumain er høyt uttrykt i nyrer, testikler og placenta, men proteasen er 
 også sett til stede i de fleste vev [8]. Proteasen er hovedsakelig lokalisert i sene endosomer og 
 lysosomer  da  sur  pH  er  nødvendig  for  legumainaktivering  [16].  Derimot  er  det  også  sett  at 
 legumain  uttrykkes  intracellulært,  men  sekreres  og  er  aktiv  ekstracellulært  hvor  den 
 stabiliseres  ved  binding  til  integriner  på  celleoverflaten  [19],  samt  i  cytoplasma  og  i 
 cellekjernen [18, 20].  


Det er beskrevet i litteraturen at legumain prosesserer andre proteaser, slik som cathepsin B, 
 H og L [21]. Legumain skiller seg ut fra C1- og C2-familiene av cysteinproteaser, da den ikke 
 inhiberes  av  cysteinproteaseinhibitoren  E-64  [8].  Aktiviteten  til  legumain  bestemmes  av 
 endogene inhibitorer, hvor cystatin E/M er den mest potente (Ki = 0,0016 nM). Cystatin E/M 
 er  et  sekretorisk  protein  og  omtales  som  en  potensiell  tumorrepressor  [22,  23].  Andre 
 inhibitorer som  påvirker aktiviteten til  legumain, er cystatin  C (Ki  = 0,20 nM) og cystatin  F 
 (Ki = 10 nM) [23, 24]. 



1.2.1  Legumainformer  


Mammalsk  legumain  uttrykkes  som  inaktiv  proform,  kalt  prolegumain,  med 
molekylvektstørrelse  på  56  kDa.  Prolegumain  inneholder  et  N-terminalt  propeptid  (Val18-
Asp25),  et  katalytisk  domene  (Gly26-Lys289),  et  C-terminalt  prodomene  som  består  av  et 
aktiveringspeptid  (AP,  Lys287-Asn323),  samt  et  legumainstabiliserings-  og 
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aktivitetsmodulerende  domene  (LSAM,  Asp324-Tyr433),  som  stabiliserer  det  katalytiske 
 domenet grunnet elektrostatiske interaksjoner ved nøytral pH (figur 1.2) [16, 19]. Det er kjent 
 fra litteraturen at prolegumain foreligger som en homodimer, som er inaktiv da prolegumain 
 har et “cap”-domene (LSAM) som dekker over det aktive setet [25].  


Figur  1.2.  Krystallstruktur  av  prolegumain.  Illustrasjon  av  tre  domener  i  prolegumain.  Et 
 legumainstabiliserings- og aktivitetsmodulerende domene (LSAM; beige), aktiveringspeptid (Lys287-Asn323; blått) 
 og  et  katalytisk  domene  med  et  aktivt  sete  (grønt,  C189).  For  å  oppnå  fullstendig  legumainaktivitet  kreves 
 spaltning av Lys-Arg-Lys289 (α-sete; KRK289) og Asn-Asp324 (β-sete; ND324). Det katalytiske cysteinet er skjermet 
 av LSAM. Figuren er modifisert fra Dall et al. 2013 [19].  


I det sure miljøet i lysosomene blir prolegumain autoprosessert til en 47 kDa inaktiv og en 46 
 kDa aktiv intermediær form [9, 26] (Figur 1.3). Den inaktive intermediære formen dannes når 
 pH er under 5,5 og medfører spaltning av det C-terminale propeptidet ved Asn323 (Figur 1.3). 


Ved lavere pH (4,5) blir enzymet videre spaltet ved Asp25 (ved N-terminal ende) til den aktive 
intermediære formen. Studier av legumains krystallstruktur viste at det bare er spaltning ved 
Asn323  som  er  nødvendig  for  å  oppnå  fullstendig  aktivt  legumain,  men  ved  pH  over  4,5  vil 
LSAM-domenet  fremdeles  være  bundet  til  det  katalytiske  domenet  ved  elektrostatiske 
interaksjoner,  og  den  intermediære  formen  forblir  inaktiv  [19].  Studier  av  den  intermediære 
modningsprosessen  har  vist  å  være  reversibel  og  pH-avhengig,  og  trolig  ikke  avhengig  av 
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 spaltning  ved  Asp25  [25].  Legumain  kan  videre  bli  prosessert  til  en  aktiv  moden  monomer 
 form  på 36 kDa, men dette trinnet  er ikke autokatalytisk,  men er avhengig av  andre ukjente 
 lysosomale proteaser [9, 25]. 


Figur  1.3.  Prosessering  av  legumain.  Inaktiv  prolegumain  (56  kDa)  syntetiseres  ved  nøytral  pH  7.0. 


Prolegumain autoaktiveres til inaktiv intermediær form (47 kDa) ved spaltning av Asn323(N) (pH ≤ 5.5) og videre 
 til  aktiv  intermediær  form  (46  kDa)  ved  spaltning  av  Asp303/309(D)(pH  ≤ 4.0) på den C-terminale  enden, samt 
 spaltning N-terminalt etter Asp21 og Asp25. Legumain omdannes til aktiv moden form (36 kDa; Gly26(G) -KRK289) 
 ved  spaltning  ved  KRK289  av  ukjente  proteaser  og  får  asparaginylendopeptidase-aktivitet  (AEP).  N-terminal 
 spaltning er ikke nødvendig for legumainaktivitet. Figuren er modifisert fra Dall et al. (2016) [26].  


Det  er  beskrevet  i  litteraturen  at  sekrert  prolegumain  kan  autoaktiveres  [23]  og  at 
 glukosaminoglykaner  (GAGs)  akselererer  autoaktiveringen  av  prolegumain,  trolig  grunnet 
 elektrostatisk  interferens  med  prodomenet,  som  videre  medfører  blottlegging  av  det 
 katalytiske setet [27].  



1.2.2  Syntese og transport av legumain  


Legumain syntetiseres som et inaktivt proenzym (56 kDa) i ribosomer på cytoplasmatisk side 
av  “rough”  endoplasmatisk  retikulum  (rER),  før  enzymet  transporteres  videre  til  Golgi-
apparatet.  Prolegumain  får  hovedsakelig  satt  på  et  mannose-6-fosfatmotiv  (mannose-fosfat-
GlcNAc (N-acetylglukosamin)) på veien gjennom rER og cis-Golgi-nettverket. I trans-Golgi-
nettverket fjernes GlcNAc, slik at enzymet kan bindes til mannose-6-fosfat-reseptor. Deretter 
translokeres  mannose-6-fosfat-reseptor-prolegumain  inn  til  prelysosomale  endosomvesikler, 
kalt  “Clathrin  coated”  (klatrinmediert)  vesikkel.  Enzymet  dissosierer  fra  mannose-6-fosfat-
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reseptoren for deretter translokeres fra endosomer til lysosomer, der fosfat-merkingen fjernes 
 [28].  Lysosomene  er  prolegumains  hovedlokalisering,  der  proformen  blir  aktivert  til  moden 
 aktiv form (36 kDa) ved sur pH [19, 29].  Det er kjent i litteraturen at legumain også er funnet 
 i  cellekjernen,  at  enzymet  sekreres  og  kan  detekteres  på  celleoverflaten,  men  nøyaktig 
 hvordan enzymet translokerer fra lysosomene, er ukjent [19, 23]. Smith et al. (2012) har vist 
 at  sekrert  prolegumain  fra  andre  celletyper  kan  tas  opp,  for  deretter  å  aktiveres  i  celler  som 
 uttrykker lite legumain [23]. Det er ikke kjent hvilken endocytosemekanisme som finner sted 
 for internaliseringen.   



1.2.3  Dyngo-4a, en dynamininhibitor 


Dynamin  er  et  GTP-ase-protein  som  er  essensielt  for  membranfusjon  ved  klatrinmediert 
 endocytose i  eukaryotiske celler. Dynamin  polymeriseres for  å danne  en heliks  rundt  halsen 
 av en produserende vesikkel oppstått fra plasmamembranen. Heliksen avsnører halsen til den 
 nye vesikkelen ved hjelp av flere mekanismer som medfører membranfusjon og dannelse av 
 klatrinmediert vesikkel [30].    


Den første kjente dynamininhibitoren er Dynasore [31]. Dyngo-4a er en strukturlik Dynasore-
 analog som antas å ha tilsvarende egenskaper som Dynasore, men brukes oftere i forskning da 
 den  har  høyere  potens  i  dynamininhibering  [32,  33].  Dynamininhibitorer  hemmer  raskt  og 
 reversibelt dynaminaktiviteten og dermed klatrinmediert endocytose [30, 31].  



1.3  Glykosylering av proteiner 


Generelle post-translasjonelle modifikasjoner av proteiner inkluderer blant annet påsetting av 
 karbohydrat- (glykosylering) og fosfatgrupper (fosforylering) i rER, hvor disse endringene på 
 proenzymer  sees  som  viktige  for  stabilitet  og  korrekt  transport  [28].  Det  er  beskrevet  i 
 litteraturen  at  legumain  har  15  potensielle  fosforyleringsseter  [34],  og  det  er  vist  at 
 fosforyleringen  tilsynelatende  ikke  er  viktig  for  prosessering  og  aktivering  [35].  


Proteinglykosylering utføres ved at oligosakkaridenheter bindes kovalent til polypeptider, fem 
glykosyleringshovedtyper  er  kjent,  der  N-  og  O-koblet  glykosylering  er  de  vanligste  typene 
[36].  
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1.3.1  N-bundet glykosylering  


N-bundet proteinglykosylering starter i ER, modifiseres videre i Golgi-apparatet og sluttføres 
 ved plasmamembranen, der proteinene enten sekreres eller inkorporeres i plasmamembranen 
 [28].  En  kompleks  oligosakkaridstruktur  (Glc3Man9GlcNAc2-PP-dolichol)  med  totalt  14 
 sukkermolekyler  bindes  til  aminosyren  asparagin  (Asn)  i  målproteinet  i  lumen  av  rER  [37]. 


For  at  N-glykosylering  skal  finne  sted  ved  Asn-aminosyren  på  proteinet,  kreves  det  en 
 bestemt sekvens, Asn-X-S/T, hvor X svarer til en uspesifikk aminosyre (unntatt prolin), samt 
 S og T er henholdsvis aminosyrene serin eller treonin. Det utføres flere modifikasjoner av den 
 komplekse  oligosakkaridstrukturen  i  ER  og  i  Golgi-apparatet  [37,  38].  I  Golgi-apparatet  er 
 sluttproduktet  i  N-bundet  glykosylering  tre  hovedtyper;  høy-mannose,  hybrid  og  kompleks 
 (figur 1.4) [37, 38].  


Figur 1.4. Hovedstrukturer av oligosakkarider ved N-bundet glykosylering. Figuren er modifiser fra Shandala et 
 al. (2001) [37]. 


Sluttproduktet  i  N-bundet  glykosylering  kan  videre  modifiseres  i  Golgi-apparatet  slik  at 
glykosylerte proteiner sendes til lysosomer. Eksempelvis kan hovedtypen høy-mannose få et 
mannose-6-fosfat-motiv  påkoblet  i cis-Golgi-nettverket  [37].  I trans-Golgi-nettverket  blir 
dette  spesifikke  motivet  gjenkjent  av  mannose-6-fosfat-reseptor  som  binder  og  sender 
proteinene til endo-lysosomene (figur 1.5) [37].  
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Figur 1.5. N-bundet glykosylering av proteiner transportert til lysosomer. Prosessen er avhengig av spesifikke 
 enzymer  (ikke  vist).  Svarte  firkanter  representerer  N-acetylglukosamin-oligosakkaridenheter,  oransje 
 ovalstrukturer  representerer  mannose-oligosakkaridenheter  og  P  representerer  fosfatenhet.  I  trans-Golgi-
 nettverket  fjernes  terminal  N-acetylglukosamin-oligosakkaridenheter  før  proteinet  transporteres  til  lysosomer. 


For at proteiner skal transporteres til lysosomer, kreves mannose-6-fosfat motivet (høyre). Figuren er modifisert 
 fra Shandala et al. (2001) [37].  



1.3.2   Legumain og N-bundet glykosylering 


I  aminosyresekvensen for humant legumain  er det  fire kjente sekvenser,  Asn-X-S/T,  som  er 
potensielle glykosyleringsseter for N-bundet  glykosylering (Asn91, Asn167, Asn263  og Asn272; 
figur  1.6A)  [8].  Haugen et  al.  (upublisert  data)  har  vist  at  minst  tre  av  de  fire  potensielle 
glykosyleringssetene  i  legumain  okkuperes  av  sukker,  men  hvilke  seter  som  okkuperes,  er 
fremdeles ikke klarlagt. Tidligere masterstudent i farmasi, Ingrid Damgaard, viste ved bruk av 
endoglykosidase  Endo  H  at  sukkermolekylene  på  legumain  er  av  hovedtypen  høy-mannose, 
samt at glykosyleringen av legumain er viktig både for prosessering og intracellulær transport 
av  legumain  til  kjernen  [35].  Masterstudent  i  farmasi,  Roya  Kasem,  har  tidligere  vist  at 
tunikamycin  hemmer  glykosyleringen  av  både  prolegumain  og  aktivt  modent  legumain  i 
tillegg  til  at  glykosyleringen  av  legumain  er  viktig  for  autoaktivering,  aktivitet  og  stabilitet 
[39]. Det er vist at endogent normalglykosylert prolegumain internaliseres i celler [23], men 
det  er  ukjent  om  celler  kan  ta  opp  uglykosylert  prolegumain.  Uglykosylert  prolegumain  og 
uglykosylert moden form har henholdsvis molekylvekter på 47 og 28 kDa (figur 1.6B) [35].  
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Figur 1.6. N-bundet glykosylering av legumain. A) Potensielle glykosyleringsseter  (blå) på asparagin (Asn) i 
 aminosyresekvensen  til  legumain.  Figuren  er  modifisert  fra  masteroppgave  (2015)  [39].  B)  Estimerte 
 molekylvekststørrelser av glykosylerte (rød) og uglykosylerte (blå) former av legumain.  



1.4  Inhibering av N-bundet glykosylering med  tunikamycin 


Tunikamycin er et nukleosidantibiotikum som er isolert fra Streptomyces lysosuperificus [40]. 


Tunikamycin  er  et  nyttig  virkestoff  i  studier  av  N-bundet  oligosakkarider  og  er  viktig  for  å 
 studere  glykosylering  i  biologiske  funksjoner  [41].  I  tillegg  til  å  være  et  antibiotikum  så 
 inhiberer  tunikamycin  det  første  steget  i  biosyntesen  av  høy-mannoseoligosakkaridet,  der 
 overføringen  av  GlcNac-1-P  hemmes,  og  produksjonen  av  lipidkoblede-oligosakkarider 
 hemmes, som videre medfører at glykosyleringen av nysyntetiserte proteiner hindres [42].  


De nødvendige konsentrasjonene av tunikamycin, som er kjent for å hindre glykosylering av 
proteiner,  ligger  mellom  0,1-10  µg/ml  [42].  Eksponeringstiden  med  antibiotikumet  er 
avgjørende  for  at  det  skal  produseres  uglykosylerte  proteiner  som  erstatter  de  endogene 
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glykoproteinene, en behandlingstid på 24 timer er anbefalt [43]. Likevel må det tas hensyn til 
 cellenes hastighet  av metabolisme og syntese av proteiner slik at det produseres fullstendige 
 uglykosylerte  proteiner.  Tunikamycin  vil  kunne  ha  toksiske  effekter  på  celler,  og  dette  kan 
 skyldes  at  høye  nivåer  med  uglykosylerte  proteiner  medfører  ER-stress.  Tunikamycin  er  en 
 kjent induser av ER-stress  og er anvendt  i  forskning  til  å undersøke de cellulære prosessene 
 rundt  denne  mekanismen  [44].  Cellen  reagerer  på  ER-stress  ved  å  sette  i  gang 
 forsvarsmekanismen  ufoldet  proteinrespons  (UPR)  som  kan  medfører  igangsetting  av 
 apoptose og eliminering av den defekte cellen [45].  



1.5  Proteaser og kreftutvikling  


I dag er kreft hovedårsaken til dødelighet i de fleste vestlige land med en estimert dødsrate på 
 8,2  millioner  mennesker  hvert  år  [46].  Kreft  har  komplekse  og  varierende  årsaker  som 
 involverer  endringer  av  genmaterialet  i  celler,  som  resulterer  i  uttrykk  av  onkogener  og 
 reduserer uttrykk av tumorrepressorgener. I utviklingen av kreft er både arv og miljøfaktorer 
 viktige.  Kjennetegn  ved  kreftutvikling  er  ukontrollert  celledeling  ved  opprettholdelse  av 
 proliferative  og  replikative  signaler,  redusering  av  veksthemmende  signaler,  vedvarende 
 angiogenese, vevsinvasjon og metastasering, samt hemmet apoptose (figur 1.7) [47]. 


Figur  1.7. Kjennetegn  ved  kreftutvikling.  Illustrasjon  av  seks  biologiske  årsaker  til  kreftutvikling.  Figuren  er 
modifisert fra Hanahan et al. (2011) [47].  
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 I  organet  der  den  ukontrollerte  celledelingen  ved  kreft  startet,  vil  det  kunne  medføre 
 opphopning av kreftceller og dannelse av en kreftsvulst. Kreftsvulsten kan videre metastasere 
 ved at noen celler løsrives fra primærsvulsten og fraktes med lymfe- eller blodårene til andre 
 deler av kroppen, der de fester seg og starter celledeling som resulterer i en sekundærsvulst. 


Metastasering er en kompleks prosess med flere trinn, som ikke er fullstendig klarlagt [48].    


Serin- og metalloproteasene har blitt detaljert beskrevet som en del i kreftprogresjonen, men 
 flere studier har også påpekt at cysteinproteasene spiller en viktig rolle i  kreft ved å påvirke 
 proliferasjon,  invasjon,  apoptose  og  metastasering  [49].  Økte  uttrykk  av  cathepsin  B,  L  og 
 legumain  er  assosiert  med  aggressive  tumorer  og  dårlig  prognose  ved  bryst-,  tykktarm-  og 
 ovariekreft  [50-52].  Det  er  også  sett  at  tilstedeværelsen  av  cysteinproteaseinhibitorer 
 korreleres  med bedre prognose  av ulike kreftformer  [53]. Eksempelvis har den mest potente 
 legumaininhibitoren  cystatin  E/M,  vist  å  være  en  tumorsuppressor  ved  brystkreft  [54],  samt 
 inhibere invasjon av human melanoma- [55] og oral karsinomaceller [22, 56].   



1.5.1  Legumain og kreft 


Legumain  er  overuttrykt  som  inaktiv  proform  (prolegumain)  i  flere  maligne  svulster,  blant 
 annet  tykktarm-,  bryst-  og  prostatakreft  [18,  20,  57]  og  er  et  potensielt  målmolekyl  for 
 kreftterapi  [20].  I  svulsten  er  legumain  vist  å  være  oppregulert,  både  i  kreftceller,  assosierte 
 endotelceller,  samt  i  tumorassosierte  makrofager  (TAMs),  og  høye  nivåer  av  legumain  er 
 korrelert  med  dårlig  prognose  [23].  Legumain  er  hovedsakelig  lokalisert  i  lysosomer,  men  i 
 forbindelse  med  kreft  er  det  vist  at  legumain  også  er  lokalisert  ekstracellulært  [18].  I 
 tumormikromiljøet  er  det  ofte  hypoksi,  svakt  sur  pH  og  avvikende  redoks-forhold  som  kan 
 være gunstig for aktivering av prolegumain [18]. Legumains rolle i maligne cellers migrering 
 og  invasjon  er  ikke  fullstendig  kjent.  Det  er  kjent  at  aktivt  legumain  kan  aktivere 
 progelatinase  A  (pro-MMP-2)  til  gelatinase  A  (aktiv-MMP-2)  som  antas  å  være  viktig  i 
 spaltningen av ekstracellulær matriks [58].  



1.6  Syntetiske legumainprober  


Det  er  flere  forskningsgrupper  som  har  utviklet  aktivitetsbaserte  prober  der  målet  er  å 
selektivt binde til legumain og kunne detektere proben etter binding. Edgington et al. (2012) 
har  utviklet  en  aktivitetsbasert  probe,  LE28,  som  kun  fluorescerer  ved  binding  til  legumain 
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[59].  Poreba  et  al.  (2016)  har  nylig  syntetisert  og  karakterisert  tre  nye  selektive, 
 biotinmerkede  og  aktivitetsbaserte  prober  for  legumain,  kalt  MP-L01,  -L02  og  -L03  [60]. 


Probene er biotinmerket (N-terminalt) som muliggjør deteksjon av deres binding til proteiner 
 ved  bruk  av  streptavidin  ved  immunoblotting.  I  tillegg  har  probene  en  elektrofil 
 acyloksymetyl-gruppe (AOMK), kalt “Warhead”, som irreversibelt bindes kovalent til cystein 
 i det aktive setet og inhiberer legumain.  


Normalt  foretrekker  legumain,  som  tidligere  nevnt,  asparagin  (Asn)  i  P1-posisjon,  men  kan 
 også spalte aminosyren aspartat (Asp) ved pH ˂ 4, da sidekjeden til Asp blir delvis protonert 
 og  ligner  Asn.  Aminosyren  Asp  gjenkjennes  også  av  caspaser,  og  probene  ble  selektert  ved 
 screening  av  et  bibliotek  med  Asp  i  P1-posisjon  og  en  blanding  av  naturlige  og  unaturlige 
 aminosyrer  i  P2-P4.  De  selekterte  probene  har  en  naturlig  aminosyre  i  P2-  og  en  unaturlig 
 aminosyre i P3-posisjon, som er viktig for legumainselektiviteten. Ulikheten mellom MP-L01 
 og  MP-L03  brukt  i  denne  oppgaven,  er  at  MP-L01  har  umetylert,  mens  MP-L03  har  en 
 metylert Asp i P1-posisjon. I tillegg har MP-L03 en større og lipofil aminosyre i P4-posisjon 
 enn MP-L01 [60].  


Figur  1.8. Skjematisk  struktur  av  legumainselektive  aktivitetsbaserte  prober.    Probene  er  merket  med  en 


“biotin-tag”  (N-terminalt;  rød)  for  deteksjon  med  streptavidin.  I  P1-posisjon  (grønn  pil)  sitter  Asp  som 
 legumain  foretrekker  å  spalte  ved  pH  rundt  4.  AOMK  (blå)  er  en  elektrofil  acyloksymetyl-gruppe,  kalt 


“Warhead”, som irreversibelt bindes kovalent til cystein i det aktive setet og inhiberer legumain. 


I  M38L-celler,  en  monoklonal  stabiltransfektert  HEK293-cellelinje  som  overuttrykker 
legumain [23], ble det sett at begge MP-probene bindes kun til aktivt legumain, samt at MP-
probene tas opp, binder og inhiberer legumain i levende celler [60]. Tiden det tok for at MP-
probene ble internalisert og detektert i levende celler, var 8-24 timer [60].  
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2  Mål med oppgaven 


Følgende problemstillinger ble undersøkt: 


1)  Hvilken rolle spiller glykosylering av prolegumain for internalisering og prosessering 
 til moden aktiv form? 


2)  Hvilken rolle spiller glykosylering av cystatin E/M, den mest potente endogene 
 legumaininhibitoren, for internalisering og inhibering av endogent legumain? 


3)  Etablere metode for bruk av Odyssey® CLx Near-Infrared Imaging System (Li-Cor) 
 til deteksjon ved immunoblotting. 


4)  Kan renset bovint legumain alene eller bundet til selektiv probe internaliseres i 
 levende celler? 


5)  Vil endocytosehemmeren Dyngo-4a hemme opptak av prolegumain, modent 
legumain, fri legumainselektiv probe eller et kompleks av legumain og probe? 
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3  Materialer og metoder  



3.1    Kjemikalier og reagenser 


Kjemikalier  Leverandør 


Aceton, C2H5OH  Merck, Darmstadt, Tyskland  


Albuminstandard (23209)  Thermo Scientific, Rockford, IL, USA 
 Ammediol, (HOCH2)2C(NH2)CH3  


(2-Amino-2-metyl-1,3-propandiol)  (115-69-
 5) 


Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 


Bio-Rad  Protein  Assay  Dye  Reagent 
 Concentrate (500-0006) 


Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 


Bovint legumain, homogenisert og renset fra 
 storfenyre 


Produsert  etter  protokoll  fra  Yamane et  al. 


(2002) [61] 


Bromofenolblå (161-0404)  Bio-Rad Laboratories 
 CHAPS, C32H58N2O7S (C3023-IG)  Sigma-Aldrich 


Dinatrium-EDTA, Na2C10H16N2O8 (00064)  Ferak, Berlin, Tyskland 
 DMEM  “Dulbecco´s  Modified  Eagle 


Medium” (42430-025) 


Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 


DMSO,  dimetylsulfoksid,  (CH3)2SO 
 (D2650) 


Sigma-Aldrich 


DTT, ditiotreitol, C4H10O2S2 (438117)  Sigma-Aldrich 
 Dyngo-4a, C18H14N2O5 (1256493-34-1)  Sigma-Aldrich 
 Edikksyre, CH3COOH (1.00063.1011)  Merck 


FBS,  føtalt  kalveserum,  “fetal  bovine 
 serum” (A15-151) 


PAA Laboratories, Pasching, Australia 


Geit  anti-human  polyklonalt  antistoff  mot 
 cystatin E/M (AF1286) 


R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 


Geit  anti-human  polyklonalt  antistoff  mot 
 legumain (AF2199) 


R&D Systems 


G418  Geneticin®,  disulfat  saltløsning, 
 C20H40N4O10 x 2H2SO4 (G8168) 


Sigma-Aldrich 
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Hydrogenklorid, HCl (26614)  Sigma-Aldrich 
 IRDye  680LT  Esel  anti-geit 


immunoglobulin (926-68024) 


Li-Cor  Biosciences,  Cambridge, 
 Storbritannia 


IRDye  800CW  Esel  anti-geit 
 immunoglobulin (926-32214) 


Li-Cor Biosciences 


IRDye  800CW  Esel  anti-mus 


immunoglobulin (926-32212) 


Li-Cor Biosciences 


IRDye 800CW Streptavidin (926-32230)  Li-Cor Biosciences 
 Geit  anti-mus  monoklonalt  antistoff  mot 


GAPDH (170-6516) 


Bio-Rad Laboratories 


Kanin  anti-geit    polyklonalt  antistoff, 
 immunoglobulin  (PO160) 


Dako Cytomation, Glostrup, Danmark 


Mus  anti-human  monoklonalt  antistoff  mot 
 GAPDH (Sc-47724) 


Santa Cruz Biotechnology, TX, USA 


Natriumdihydrogenfosfat,  NaH2PO4  xH20 
 (6346) 


Merck 


Natriumhydroksid, NaOH (6495)  Merck 
 Natriumpyrovatløsning,  100  mM, 


C3H3NaO3 (S11-003) 


PAA Laboratories 


Natriumklorid, NaCl (1.06404.1000)  Merck 
 Natriumcitrat, Na3C6H5O7 x 2H2O (6448)  Merck 


NuPAGE® Antioksidant  Life Technologies 


NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X)  Life Technologies 
 NuPAGE®  MOPS  Running  Buffer  (20X) 


(NP0001) 


Life Technologies 


NuPAGE® (4-12 % Bis-Tris Gel), Novex ® 
 (NP0322) 


Life Technologies 


Penicillin/Streptomycin (10 000 U/ml) (P11-
 010) 


PAA Laboratories 


Ponceauløsning (P7170IL)  Sigma-Aldrich 
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 Precision  Plus  Protein™  Dual  Color 


Standards (161-0374) 


Bio-Rad Laboratories 


Rekombinant  prolegumain,  rhProleg  (2199-
 CY) 


R&D Systems 
 Restore™  Western  Blot  Stripping  Buffer 


(21059) 


Thermo Scientific 


Sitronsyre, C6H8O7 x H2O (1.00244.1000)  Merck 
 SuperSignal® WestDura Extended Duration 


Substrate (34075) 


Thermo Scientific 


Tris (base), C4H11NO3 (T1503)  Sigma-Aldrich 
 Tris/Glycin buffer (10X) (#161-0771)  Bio-Rad Laboratories 


Trypanblått 0,4 %  Life Technologies 


Trypsin-EDTA 0,25 % (25200-056)  Life Technologies 


Tunikamycin  (654380)  Merck  


Tween® 20 (170-6531)  Bio-Rad Laboratories 


Tørrmelk  Normilk, Levanger, Norge 


Z-Ala-Ala-Asn-AMC, legumainsubstrat  Bachem, Bubendorf, Sveits  



3.2    Utstyrsliste  


Utstyr   Leverandør 


BioHit Optifit tip pipettespisser (10, 200 og 
 1000 µl) 


Sartorius  Biohit  Liquid  Handling  Oy, 
 Finland 


Corning® 75 cm2 dyrkningsflaske (3275)  Corning Incorporated, NY, USA 
 Corning®  Sentristar™,  sentrifugerør  (15 


ml) (430791) 


Corning Incorporated 
 Corning®  Sentristar™,  sentrifugerør  (50 


ml) (430921) 


Corning Incorporated 


Costar® 12-brønnersbrett (3516)  Corning Incorporated 
Costar® 24-brønnersbrett (3524)  Corning Incorporated 
Costar® 48-brønnersbrett (3548)  Corning Incorporated 
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Costar®  96-brønners  mikrotiterplate,  svart 
 (3915) 


Corning Incorporated 


Costar 5 ml pipette (4051)  Corning Incorporated 
 Costar 10 ml pipette (4101)  Corning Incorporated 
 Costar 25 ml pipette (4251)  Corning Incorporated 


Countess™ Automated Cell Counter  Invitrogen, Life Technologies 


Dri-Block DM-2A  Techne, Cambridge, Storbritannia 


ECL Semi-dry Blotters, blottemaskin  Amersham  Bioscienses,  Buckinghamshire, 
 Storbritannia 


ELISA-kit (MAB21992)   R&D Systems, Abingdon, USA 
 Eppendorfrør (0.5-, 1.5-, 2- og 5 ml)  Eppendorf AG, Hamburg, Tyskland 
 Heraeus Fresco 21 Centrifuge (75002426)  Thermo Scientific 


Holten Lamin Air LAF-benk  Medinor, Oslo, Norge 
 Inkubatorskap (Galaxy 170S)  Eppendorf, New York, USA 
 Molecular  Imager®  ChemiDoc  LabTM 


XRS+ (721BR03414) 


Bio-Rad Laboratories 


Nunc  96-brønners  mikrotiterplate,  blank 
 (260836) 


Nunc, Roskilde, Danmark 


Nitrocellulosemembraner,  Hybond-ECL-
 Amersham 


GE Healthcare Bio-Sciences, Oslo, Norge  


Odyssey®  CLx  Near-Infrared  Imaging 
 System 


Li-Cor Biosciences 


Olympus CKX41 lysmikroskop  Olympus, Tokyo, Japan 
 PD MiniTrap G-25 kolonne  GE Healthcare Bio-Sciences  
 PD-10 Desalting columns  GE Healthcare Bio-Sciences  


SUB Aqua 12 vannbad  Grant, Cambridge, England 


The Belly Dancer  Stovall Life Science, Greensboro, NC, USA 


Victor™  X4  Multimode  Plate  Reader, 
 mikroplateleser 


Perkin  Elmer  Life  and  Analytical  Sciences, 
 Boston, MA, USA 


XCell SureLock™ Electrophoresis Cell  Life Technologies 
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3.3  Celledyrking 



3.3.1  HCT116-celler 


HCT116-celler (American Type Culture Collection, ATCC; CCL-247) er en adherent human 
 epitelcellelinje  som  stammer  fra  tykk-/endetarmskreft  (colorectal  adenocarcinoma)  fra  en 
 voksen  mann.  HCT116-cellene  tilhører  “biosafety  level”  1  (BSL-1),  der  “biosafety  level” 


beskriver sikkerhetsrisikoen ved arbeidet med cellene. 



3.3.2  SW620-celler 


SW620-celler  (ATCC;  CCL-227)  er  en  adherent  human  epitelcellelinje  som  stammer  fra 
 tykk-/endetarmskreft  (colorectal  adenocarcinoma;  Duke´s  type  C)  fra  en  kaukasisk  mann  på 
 51 år, og er utviklet fra en metastatisk lymfeknute. SW620-cellene tilhører BSL-1. 



3.3.3  HEK293-celler 


“Human Embryonic Kidney” (HEK) 293-celler (ATCC; CCL-1573) er en adherent cellelinje 
 som  stammer  fra  embryonale  nyreepitelceller.  Cellelinjen  ble  transformert  ved  innsetting  av 
 deler fra adenovirus-5-DNA. HEK293-cellene tilhører BSL-2. 



3.3.4  M38L-celler 


M38L-celler  er  en  stabil  monoklonal  (klon  38)  HEK293-cellelinje  som  overuttrykker 
 legumain og tilhører BSL-2. Denne cellelinjen er transfektert med humant legumain-cDNA i 
 en  pcDNA3,1-plasmidvektor  (pLGMN)[23].  Plasmidvektoren  har  et  resistensgen  mot 
 antibiotikumet Geneticin® (G418). G418 er et aminoglykosidantibiotikum og har egenskaper 
 som hemmer funksjonen av ribosomer som resulterer i celledød av celler som ikke inneholder 
 plasmidvektoren. 



3.3.5  M4C-celler 


M4C-celler  er  en  stabil  monoklonal  (klon  4)  HEK293-cellelinje  som  overuttrykker  cystatin 
 E/M og tilhører BSL-2. Denne cellelinjen er transfektert med humant cystatin E/M-cDNA i en 


“pTracer”-plasmidvektor  (pCST6)[23].  Plasmidvektoren  har  et  resistensgen  mot 



(36)20 


antibiotikumet  Zeocin™,  et  glykopeptid-  og  bleomysinantibiotikum.  Zeocin™  inneholder 
 Cu2+. Når Cu2+  går inn  i cellen,  blir det  redusert  til  Cu+  og dermed fjernet,  slik at  Zeocin™ 


aktiveres og bindes til DNA som induserer nedbrytning av dobbeltrådig DNA.  



3.3.6  Tining og utsåing av celler  


Cellene  gjennomgår  en  langsom  nedfrysningsprosess  med  glyserol  og  DMSO  (5  %),  for  å 
 unngå at cellene perforeres under nedfrysning, og oppbevares i flytende nitrogen ved -196oC 
 [62].  Ved  tining  tas  ampullen  med  cellene  raskt  ut  av  nitrogentanken  og  tines  i  40-60 
 sekunder  på  vannbad  ved  37oC  med  konstante  bevegelser.  Etter  tining  overføres 
 cellematerialet  til  en  celleflaske,  25  cm2 (HEK293-celler)  og  75  cm2  (HCT116-,  SW620-, 
 M38L-  og  M4C-celler)  som  inneholder  oppvarmet  serumholdig  medium  (3,5  eller  10  ml) 
 (vedlegg  A  1.1). Deretter inkuberes  cellene ved  37oC med 5 % CO2,  og  mediet  skiftes flere 
 ganger  de  første  dagene  for  å  sikre  optimale  vekstforhold.  Tining  av  celler  ble  utført  av 
 overingeniør Hilde Nilsen. 



3.3.7  Splitting og dyrking av celler  


Cellelinjene HCT116, SW620, HEK293, M38L og M4C dyrkes i celleflasker (75 cm2) tilsatt 
 10 ml serumholdig (10 %) medium. Splitting av cellene utføres når celletettheten er rundt 70-
 80 % ved å suge av gammelt medium som kastes, for deretter å vaske bort restene av medium 
 med  10  ml  serumfritt  medium  (vedlegg  A  1.2).  For  å  løsne  cellene  tilsettes  2  ml  Trypsin-
 EDTA  (0,25  %),  og  cellene  inkuberes  ved  37oC  og  5  %  CO2  til  cellene  løsner  (ca.  4-5 
 minutter).  Løse  celler  observeres  visuelt  og  i  mikroskop.  Hvis  ikke  cellene  har  løsnet 
 tilstrekkelig, kan inkuberingen forlenges 1 minutt. Trypsin-EDTA inaktiveres ved å tilsette 10 
 ml serumholdig medium. Trypsin inaktiveres ved at serum inneholder trypsininhibitorer som 
 stopper  proteolysen.  Pipetteringen  utføres  med  forsiktighet,  og  det  skylles  over  hele 
 bunnarealet i flasken for å få med flest mulig celler. Cellesuspensjonen overføres til et 50 ml 
 rør  som  sentrifugeres  ved  800  rpm  i  5  minutter.  Supernatanten  suges  av  og  kastes,  mens 
 cellepelleten resuspenderes i 10 ml nytt serumholdig medium.  


Utsåing  til  forsøk  gjøres  etter  celletelling  ved  egen  prosedyre  (3.3.8).  Når  celletallet 
bestemmes,  så  kan  riktig  antall  celler  sås  ut  i  forbindelse  med  forsøk.  Til  10  ml  medium 
tilsettes  det  alltid  160  μl  av  G418  (Geneticin®;  sluttkonsentrasjon  800  µg/ml)  antibiotikum 
for cellelinjen M38L og 15 µl Zeocin™ (sluttkonsentrasjon 150 µg/ml) til cellelinjen M4C. 
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3.3.8  Telling og utsåing av celler 


Celletelling utføres ved blanding av 10 μl trypanblått (0,4 %) og 10 μl cellesuspensjon i et 1,5 
 ml  eppendorfrør,  og  10  μl  av  denne  blandingen  tas  ut  til  et  tellekammer.  Ved  uttaket  fra 
 cellesuspensjonen  er  det  viktig  at  cellene  er  godt  suspendert  for  å  hindre  celleklumping  og 
 sedimentering som kan gi et uriktig celletall. Metoden baseres på at døde celler farges blå, da 
 cellemembranen  ikke  er  intakt,  og  trypanfarge  kan  trenger  inn  i  de  døde cellene,  samt  at  en 
 automatisk  celleteller  (Countess™  Automated  Cell  Counter)  teller  levende  ufargede  celler. 


Tellekammeret  plasseres  i  celletelleren  som  teller  totalt  antall  celler/ml,  antall  levende  og 
 døde celler/ml, samt %  viabilitet. Det  er antall levende  celler/ml som  brukes i  beregningene 
 av  cellekonsentrasjon  til  forsøk.  De  ulike  cellelinjene  i  eksperimentene  sås  ut  i  flasker  (75 
 cm2), 6-, 12-, 24- eller 48-brønners brett i serumholdig medium og inkuberes i 24 timer ved 
 37oC. 



3.3.9  Produksjon av kondisjonert medium  


Fra  cellelinjene  SW620,  HCT116,  HEK293,  M38L  og  M4C  produseres  det  kondisjonerte 
 medier  med  henholdsvis  glykosylerte  og  uglykosylerte  sekrerte  proteiner  etter  behandling 
 uten og med tunikamycin. Celler sås ut i flasker (75 cm2) med omtrent 5 x 106 celler/flaske i 
 10  ml  serumholdig  medium  og  inkuberes  ved  37oC  i  24  timer.  For  fremstillingen  av  ulike 
 kondisjonerte  medier  suges  deretter  det  brukte  serumholdige  mediet  av,  og  cellene  vaskes 
 forsiktig én gang med 10 ml serumfritt medium som deretter kastes. 


For produksjon av kondisjonert medium med glykosylerte proteiner tilsettes 10 ml serumfritt 
 medium,  og  cellene  inkuberes  ved  37oC  i  24  timer.  Neste  dag  fjernes  mediet,  og  cellene 
 reeksponeres med samme løsning under like betingelser i nye 48 timer. Deretter høstes mediet 
 og cellelysat ved hjelp av metoden beskrevet i kapittel 3.3.14. Til produksjon av kondisjonert 
 medium fra DMSO-kontroll i forsøk tilsettes DMSO (0,01 %).  


Dannelse  av  uglykosylerte  proteiner  i  kondisjonert  medium  utføres  ved  å  tilsette  1  µl 
tunikamycin  (stock  10  mg/ml  i  DMSO)  i  10  ml  serumfritt  medium  (sluttkonsentrasjon  1 
µg/ml), som gis til cellene og inkuberes ved 37oC i 24 timer. For å sikre at alle proteinene blir 
uglykosylerte, fjernes dette mediet neste dag, og cellene reeksponeres for ferskt medium med 
tunikamycin  og  inkuberes  ved  37oC  i  nye  48  timer.  Deretter  sjekkes  flaskene  i  mikroskopet 
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for  løse  celler  og  morfologiske  endringer  før  medium  og  cellelysat  høstes  som  beskrevet  i 
 kapittel 3.3.14. 



3.3.10   Eksponering av celler med legumain 


Det var ønskelig å se om legumain fra ulike kilder (kondisjonert medium, rekombinant eller 
 renset protein) internaliseres i celler.  


  Direkte  eksponering  med  kondisjonert  medium  fra  HEK293-,  M38L-,  HCT116-  og 
 SW620-celler  gjøres  ved  at  det  tilsettes  en  blanding  av  50  %  (v/v)  av  kondisjonert 
 medium (beskrevet i kapittel 3.3.9) og serumfritt medium til cellene.  


  Direkte eksponering med rekombinant prolegumain (ca 57 kDa) utføres ved dannelse 
 av en “stock” der rekombinant prolegumain fortynnes i serumfritt medium, og ønsket 
 volum tas ut og tilsettes direkte til mediet i cellebrønnen.  


  For direkte eksponering med renset bovint legumain, tas det ut ønsket mengde volum 
 fra 275 µM “stock” i citratbuffer (50 mM, pH 5) som fortynnes i legumain-assaybuffer 
 (vedlegg  A  3.1).  Fra  denne  løsningen  tilsettes  det  til  cellene  slik  at 
 sluttkonsentrasjonen blir 10 µM i cellebrønnen.  



3.3.11   Eksponering av celler med legumain-selektive prober 


Direkte  eksponering  med  de  legumain-selektive  probene  MP-L01  og  MP-L03  [60]  utføres 
 ved å fortynne probe (MP-L01 eller MP-L03; begge 10 mM “stock” i DMSO) med legumain-
 assaybuffer.  Det  lages  tilsvarende  fortynninger  av  DMSO  (kontroll).  Fortynningene  tilsettes 
 direkte til mediet i cellebrønnen, og blandes lett ved rolige sirkelbevegelser med cellebrettet. I 
 forsøkene var det ønskelig å tilsette så små volum som mulig med legumain-assaybuffer, for å 
 unngå påvirkning av pH i mediet.   



3.3.12   Eksponering av celler med legumain-probe-kompleks 


For å undersøke om et kompleks bestående av legumain bundet til probe tas opp i celler, ble 
legumain  (M38L-cellelysat  eller  renset  bovint  legumain)  og  probe  først  blandet  i  et 
ekvimolart forhold i legumain-assaybuffer. Blandingen ble deretter inkubert i 30 minutter ved 
30oC  for  å  sikre  binding  av  probe  til  legumain.  Deretter  ble  HEK293-cellene  eksponert  for 
inkubatet med eller uten forbehandling med Dyngo-4a (kapittel 3.3.13).  
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3.3.13   Eksponering av celler med endocytosehemmeren Dyngo-4a  


For å undersøke mekanismen for internalisering av legumain og probe (kapittel 3.3.10-12) ble 
 celler  forbehandlet  med  den  klatrinmedierte  endocytosehemmeren  Dyngo-4a,  50  µM  i 
 serumfritt medium. Dyngo-4a er løst i DMSO til “stock” 10 mM som fortynnes. Det lages en 
 tilsvarende fortynning med DMSO (kontroll). Cellene preinkuberes i én time ved 37oC, for å 
 sikre effekt av Dyngo-4a før ytterligere eksponering. 



3.3.14   Høsting av celler og kondisjonert medium  


Før  høstingen  undersøkes  hver  flaske  og  brønn  i  mikroskopet  for  eventuelle  løse  celler  og 
 morfologiske  forandringer.  Kondisjonert  medium  høstes  ved  forsiktig  avpipettering  til  1,5 
 eller  2  ml  eppendorfrør  eller  15  ml  rør.  Deretter  sentrifugeres  mediet  ved  800  rpm  i  5 
 minutter,  og  supernatanten  avpipetteres  og  overføres  til  et  nytt  rør.  Resterende  cellerester 
 kastes  eller  i  enkelte  tilfeller  vaskes  med  1X  PBS-løsning  (vedlegg  A  1.3)  før  videre 
 cellelysering bestemt i henhold til protokoller. 


Høsting  av  adherente  celler  starter  med  én  forsiktig  vask  med  kald  1X  PBS-løsning,  der 
 tilsetningen  tilføres  langs  veggen  av  beholderen  for  å  unngå  at  cellene  løsner.  I  hver  brønn 
 vaskes det med 0,5 ml til 12-brønners brett, 1,5 ml til 6-brønnersbrett og 5 ml til celleflasker, 
 og vaskeløsningen kastes.  


Høstingen  utføres  med  enten  legumainlysisbuffer  (pH  5,8;  vedlegg  A  1.4)  eller  3X  SDS-
 loading buffer/høstebuffer (med DTT; vedlegg A 1.5). Til 6-brønnersbrett tilsettes 200 μl og 
 til  flasker (75 cm2) 1,5 ml av lysisbuffer. Beholderen vippes noen  ganger for at  cellene skal 
 løsne og observeres visuelt eller via mikroskop. Deretter skylles beholderen med litt av lysatet 
 ved hjelp av pipettering for å sikre at man får med det meste av cellematerialet. I noen tilfeller 
 med  tunikamycinbehandlede  celler  må  det  skrapes  for  at  cellene  skal  løsne.  Cellelysatet 
 overføres  til  1,5  ml  eppendorfrør  og  krever  forsiktig  pipettering  da  lysisbufferen  skummer, 
 grunnet innhold av oktylglykosid (N-oktyl-β-D-glukopyranosid).  


Ved  høsting  av  cellelysat  i  3X  SDS-loading  buffer  (med  DTT)  tilsettes  20,  50  eller  100  μl 
direkte i hver cellebrønn, og beholderen vippes noen ganger for at cellene skal lyseres. Med 
denne  høstebufferen  sees  det  ikke  visuelt  at  cellene  løsner.  Men  når  det  røres  rundt  med 
pipettespissen,  blir  lysatet  seigt  som  tyder  på  lysering  og  DNA  i  blandingen.  Cellelysatet 
overføres til et 1,5 ml eppendorfrør.  
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Cellelysatene  som  høstes  i  legumainlysisbuffer  fryses  ned  ved  -  70oC  i  10-15  minutter  og 
 tines på varmeblokk ved 30oC med tre repetisjoner for å sikre tilstrekkelig lysering av cellene. 


Cellelysatene sentrifugeres ved 10 000 x G i 5 minutter ved 4oC. Supernatanten avpipetteres 
 og  overføres  til  et  nytt  1,5  ml  eppendorfrør.  Alle  prøvene  lagres  ved  -  70◦C  før  videre 
 analyser.  



3.3.15   Fjerning av tunikamycin fra kondisjonert medium  


Det  var  ønskelig  med  uglykosylerte  proteiner  uten  tilstedeværelse  av  tunikamycin  i 
 kondisjonert medium. Tunikamycin fjernes ved å sende medium gjennom en kolonne, PD10 
 Desalting columns. Kolonnen kalibreres først ved å tilsette omtrent 5 ml serumfritt medium, 
 totalt  4  ganger.  Deretter  tilsettes  et  prøvevolum  på  2,5  ml  til  kolonnen.  Prøven  elueres  ved 
 hjelp av gravitasjonskraften ved å tilsette 3,5 ml serumfritt medium, og eluatet samles opp i et 
 nytt  rør  (gir  1,4  gangers  fortynning  av  prøven).  Tunikamycin  blir  opprenset  fordi  at 
 lavmolekylære stoffer blir forsinket på kolonnen, men store proteiner beveger seg raskere og 
 kan isoleres  ved å samle opp den riktige fraksjonen av eluatet.  Prøven kan også elueres  ved 
 hjelp av spinneprotokoll. Da spinnes den samme kolonnen med prøveløsning ved 1000 X G i 
 2 minutter, og fortynning av prøveløsningen unngås. 



3.4  Totalproteinmåling  


Måling  av  totalprotein  i  cellelysat  analyseres  ved  bruk  av  metoden  beskrevet  av  Bradford 
 [63]. Denne metoden er basert på at cellelysat tilsettes et fargestoff, Coomassie Plus Protein 
 Assay Reagent.  Denne rødbrune løsningen er sur, fargestoffet  i  løsningen  bindes til negativt 
 ladede anioner på proteiner og danner et stabilt kompleks av fargestoff og protein som gir blå 
 farge. Som en konsekvens av denne bindingen vil det oppstå et skift i absorbsjonsmaksimum 
 fra 465 nm til 595 nm som kan måles i en mikroplateleser. Intensiteten er direkte proposjonal 
 med proteinmengden i cellelysatet.  


Det  lages  en  standardkurve  av  albumin  (0,  50,  100,  200,  300  og  400  µg/ml  løst  i 
legumainlysisbuffer),  og  det  påsettes  tre  paralleller  av  10  µl  for  hver  konsentrasjon  i  en 
gjennomsiktig  mikrotiterplate.  Det  påsettes  også  10  µl  av  prøver  (cellelysat  høstet  i 
legumainlysisbuffer)  med  1-3  paralleller.  Fargeløsningen  fortynnes  1:5  med  destillert  vann 
(vedlegg  A  2.1),  og  løsningen  undersøkes  for  eventuelt  bunnfall,  før  200  µl  av  fortynnet 
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 fargeløsning tilsettes i hver brønn. Deretter inkuberes mikrotiterplaten ved romtemperatur i 5 
 minutter før måling av absorbans i en mikroplateleser (Victor™ X4 Multimode Plate Reader) 
 ved  595  nm.  Totalproteinmåling  utføres  for  å  gjøre  et  korrekt  uttak  av  cellelysat  før 
 acetonfelling  i  forbindelse  med  fremstilling  av  prøver  til  elektroforese  og  for  å  kunne 
 korrigere enzymaktivitet i forhold til faktisk proteinmengde i prøven. 



3.5  Legumainaktivitetsmåling  


Måling  av  enzymaktiviteten  til  legumain  utføres  etter  metoden  beskrevet  av  Chen et  al.  og 
 modifisert av Johansen et al. [8, 64]. For å måle enzymaktiviteten til legumain anvendes det et 
 spesifikt  fluorescerende  peptidsubstrat,  Z-Ala-Ala-Asn-AMC.  Dette  substratet  spaltes  av 
 legumain og medfører en frigjøring av en “leaving group”, AMC (7-amino-4-metylkumarin). 


AMC har en høyere fluorescens når den er fri enn når den er bundet til peptidsubstratet.  


Det påsettes 20 µl blindprøve, lysisbuffer eller legumain-assaybuffer (med DTT), avhengig av 
 hva prøvene er fortynnet i, med tre paralleller og 20 µl cellelysatprøver med paralleller (1-3) i 
 et svart 96-brønnersbrett. Brettet plasseres i en mikroplateleser (Victor™ X4 Multimode Plate 
 Reader)  ved  30oC.  Det  dispenseres  automatisk  100  µl  legumain-assaybuffer  med 
 reduksjonsmiddel  (ditiotreitol,  DTT)  i  hver  brønn,  etterfulgt  av  10  minutters  pause  før  det 
 automatisk  tilsettes  50  µl  av  legumainsubstratløsning  (34  µM;  vedlegg  A  3.2)  som  gir  en 
 sluttkonsentrasjon på 10 µM i brønnen. Etter tilsetningen av substratløsning ristes platen i 10 
 sekunder,  samt  i  tre  sekunder  før  hver  påfølgende  måling.  Det  utføres  repeterende  målinger 
 for  økningen  i  fluorescens  over  tid  (30  minutter  for  M38L-cellelysat  og  60  minutter  for 
 HEK293-,  HCT116-  og  SM620-cellelysat)  ved  360  nm  for  eksitasjon  og  ved  460  nm  for 
 emisjon.  Til  slutt  kalkuleres  økningen  i  fluorescens  per  sekund  (dF/sek)  automatisk  i  hver 
 celleprøve,  og  dette  vil  korrelere  til  spaltninger  utført  av  legumain  per  tid. 


Legumainaktivitetsmålinger  normaliseres  deretter  mot  µg  totalprotein  (dF/sek/protein)  fra 
totalproteinmålinger (kapittel 3.4). 
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3.6  Gelelektroforese og immunoblotting 


Elektroforese  og  immunoblotting  utføres  etter  metoden  til  Towbin  [65],  der  metoden 
 separerer  og  påviser  spesifikke  proteiner  i  cellelysater  og  kondisjonerte  medier,  slik  som  i 
 påvisning  av  proteinene  legumain  og  cystatin  E/M  i  HEK293-,  M38L-,  M4C-,  HCT116-  og 
 SW620-celler. 



3.6.1  Opparbeidelse av gelelektroforeseprøver  


For å tilsette lik mengde totalprotein per brønn på gelen anvendes totalproteinmåling (kapittel 
 3.4).  Utgangspunktet  for  konsentrasjonen  velges  etter  cellelysatprøven  som  har  den  laveste 
 totalproteinmålingen.  Deretter  fortynnes  de  resterende  cellelysatprøvene  i  lysisbuffer  slik  at 
 alle prøvene får lik konsentrasjon med totalprotein. Prøvene (elektroforeseprøver; vedlegg A 
 4.4.) bestående av cellelysat (13 µl, eventuelt fortynnet i destillert vann), DTT 0,5 M (2 µl) og 
 4X Sample  Buffer (5 µl), blandes  og varmes  i  10 minutter ved 70oC. Noen av  celleprøvene 
 høstes  direkte  i  3X  Sample  Buffer  (kapittel  3.3.14),  men  i  motsetning  til  4X  Sample  Buffer 
 blir cellelysatene varmet i 10 minutter ved 95oC.  



3.6.2  Acetonfelling av proteiner 


I  noen  cellelysat  høstet  med  lysisbuffer  er  det  lite  totalprotein.  Det  er  derfor  ønskelig  å 
 oppkonsentrere  disse  for  å  kunne  påsette  15  µg  totalprotein  i  gelelektroforesen.  I  et  1,5  ml 
 eppendorfrør tilsettes 20 % cellelysat og 80 % iskald aceton, som virvles, for deretter å settes 
 iskaldt (- 20oC) i én time. Etter dette sentrifugeres prøvene i 20 minutter ved 15 000 X G og 
 4oC.  Supernatanten  avpipetteres  forsiktig  og  kastet.  Den  resterende  proteinpelleten  tørkes  i 
 omtrentlig  30  minutter  avhengig  av  mengde  tilsatt  aceton,  og  uten  å  overtørke  pelleten. 


Pelleten løses deretter i vann (13 µl) og tilsettes 0,5 M DTT (2 µl) og 4X Sample Buffer (5 µl) 
 til en elektroforeseprøve (kapittel 3.6.1). 



3.6.3  Gelkjøring og immunoblotting 


Det brukes 12-brønners polyakrylamidgel (NuPAGE ® 4-12 % Bis-Tris Gels) som plasseres i 
et gelelektroforesekar. I det indre karet tilsettes det 200 ml med elektroforesebuffer (NuPAGE 
Running  buffer;  vedlegg  A  4.1)  og  500  µl  antioksidant  (NuPAGE  antioksidant).  “NuPAGE 
Dual  Color  protein  standard”  (1-5  µl)  og  elektroforeseprøver  (15  eller  20  µl)  appliseres  i 
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 brønnene på gelen. Elektroforesebufferen (600 ml) tilsettes i det ytterste karet. Elektroforesen 
 settes  i  gang  og  går  med  200  volt  i  60  minutter,  slik  at  proteinene  dras  mot  den  positive 
 anoden og separeres etter molekylstørrelse. 


Etter elektroforesekjøringen løsnes gelen og overføres til en nitrocellulosemembran (0,45 µm) 
 som på forhånd er fuktet med blottebuffer (vedlegg A 4.2.). Proteinene på gelen overføres til 
 membranen  i  en  blottemaskin  ved  25  volt  i  30  minutter.  For  å  verifisere  at  proteinene 
 overføres  til  membranen  tilsettes  Ponceau  fargeløsning  til  membranen  i  ett  minutt. 


Ponceauløsning farger proteinene røde slik at de  kan visualiseres og fotograferes. Løsningen 
 vaskes  bort  med  destillert  vann  og  til  slutt  litt  1X  TTBS  (vedlegg  A  4.3.).  Videre  blokkes 
 membranen med 10 ml 5 % tørrmelk (løst i 1X TTBS) i 60 minutter. Membranen blokkes for 
 å hindre uspesifikke bindinger av antistoffer til membranen ved at melkeproteiner bindes der 
 prøveproteinene ikke allerede har bundet seg.  


Etter  blokkingen  overføres  membranen  til  et  50  ml  rør  med  5  ml  fortynnet  primærantistoff 
 mot ønsket analysert protein (fortynnet i 5 % tørrmelk med 1X TTBS), og “rulles” over natt 
 ved 4oC. Tabell 1 viser oversikt over primærantistoff og fortynninger brukt i denne oppgaven.  


Tabell 1: Oversikt over primærantistoffer brukt i oppgaven 


Primærantistoff  Fortynning 


Geit anti-human polyklonalt antistoff mot legumain (AF2199)  1:1000 
 Geit anti-human polyklonalt antistoff mot cystatin E/M (AF1286)  1:250 
 Mus anti-human monoklonalt antistoff mot GAPDH (Sc-47724)  1:40 000 


Neste dag vaskes membranen fire-fem ganger á 10 minutter med 1X TTBS før det tilsettes 10 
ml fortynning av sekundærantistoff mot det respektive primærantistoffet (2 ml fortynnet i 1X 
TTBS med 5 % tørrmelk og 8 ml 1X TTBS). Membranen inkuberes med sekundærantistoffet 
(Tabell  2)  i  én  time  ved  romtemperatur.  Etter  inkuberingen  med  sekundærantistoff  vaskes 
membranen ytterligere fire-fem ganger á ti minutter med 1X TTBS før fremkalling.  
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