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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ADAM - dezintegrald ¢s metalloproteindz enzim
ADAMTS — dezintegral6 és metalloproteindz enzim trombospondin motivummal
ASD — anterior szegment diszgenezis

ATCC — American Type Culture Collection

BSA — borjuszérumbol szarmazé albumin
C-terminalis — karboxi-terminalis

COX1, 2 — ciklooxigenaz 1 és 2

CTAB — hexadecil-trimetil-ammonium-bromid

DAB - 3, 3’-diamino-benzidin-tetrahidroklorid

DCM - dilatativ kardiomiopatia

DMEM - Dulbecco-féle modositott Eagle médium
DOC — natrium-deoxikolat

Duox — kettés oxidaz (dual oxidase)

DuoxAl, 2 — kettds oxidaz (dual oxidase) aktivator 1 és 2
ECM — extracellularis matrix

EGF — epidermalis novekedési faktor

EHS - Engelbrecht-Holm-Schwarm sejtvonal

EPX — eozinofil peroxidaz

ER — endoplazmas retikulum

Erol — endoplazmas retikulum oxidoreduktin 1

FAD - flavin-adenin-dinukleotid

FBS — magzati borjaszérum

G418-szulfat — geneticin

GAG — gliik6zaminoglikan

GBM — glomerularis bazalis membran

GGT - y-glutamil-transzferaz

GSH — redukalt glutation

GTP — guanozin-trifoszfat

HEK293FS — HEK?293 freestyle sejtek

HEPES — 4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-etanszulfonsav
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HRP — tormaperoxidaz

HUVEC — human umbilikalis véna endotél sejt
IAA — jodacetamid

Ig C2 — immunglobulin C2-szerti domén

IPS — indukalt pluripotens &ssejt

KEL — kollagenazzal emésztett sejtlizatum

KO — knockout

LC-MS/MS — likvidkromatografia-tandem tomegspektrometria
LOX — lizil-oxidaz

LOXL — lizil-oxidaz-szert fehérje

LPO — laktoperoxidaz

LRR — leucin-gazdag ismétlédések

LUT — lookup table megjelenités

MEF — egér embrionalis fibroblaszt

MIP — maximalis intenzitas projekcio

MMP — matrix metalloproteinaz

MPO — mieloperoxidaz

N-terminalis — amino-terminalis

NADH - redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADPH — redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NC1 — nem kollagenézus domén 1

NEAA — nem esszencialis aminosav

NEM — N-etilmaleimid

Nox — NADPH-oxidaz

NoxAl — NADPH-oxidaz aktivator 1

NoxO1 — NADPH-oxidaz szabalyozé 1

OPO — ovoperoxidaz

PBS — foszfat-pufferelt sdoldat

PCR - polimeraz lancreakcio

PDI — protein diszulfid-izomeraz

PFA — paraformaldehid

PhG — phloroglucinol
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PMSF — fenil-metil-szulfonil-fluorid

Prx4 — peroxiredoxin 4

PXDN — peroxidazin

PXDNL — peroxidazin-szerii fehérje

Pxnl, 2 — Caenorhabditis elegans peroxidazin 1 és 2
ROS - reaktiv oxigénszarmazék

S.e.m. — az atlag standard hib4ja

SDS — natrium-dodecil-szulfat

SOD - szuperoxid-dizmutaz

TG — tireoglobulin

TGFp — transzformal6 ndvekedési faktor B
TIMP — matrix metalloproteinaz szdveti inhibitor
TM — transzmembran régid

TMB — 3, 3', 5, 5'-tetrametil-benzidin

TPO — tireoperoxidaz

Tris — trisz(hidroximetil)-amino-metan

TSL — teljes sejtlizatum

Udx1 — tengeri siin kett6s oxidaz 1

VPO1, 2 — vaszkularis peroxidaz 1 és 2

VWEF C — von Willebrand faktor C-tipusi domén
WT — vad tipus

ZFN — cink-ujjas endonukleaz

BME — 3-merkaptoetanol
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3. BEVEZETES

A reaktiv oxigénszarmazékokat (ROS) hossza ideig csak a sejtek oxidativ
anyagcseréjének melléktermékeként keletkezd, karositdé hatasi molekuldknak
tekintettiik. Az utobbi évtizedek intenziv kutatasainak kdszonhetéen azonban egyre tobb
bizonyitek tdmasztja ald, hogy ezek az oxigéntartalmu intermedierek szamos kiilonb6z6
fiziologias miikddésben, igy a természetes immunvalaszban, megtermékenyitésben,
egyensuly-érzékelésben, vazoreguldcidban, oxigénérzékelésben, pajzsmirigyhormon-
szintézisben, illetve az extracellularis matrix (ECM) szerkezetének kialakitasaban is
kozponti szereppel birnak. Az emlitett folyamatokban a ROS szabalyozott enzimatikus
reakcio soran keletkezik, amiért elsésorban a NADPH-oxiddz (Nox/Duox) enzimcsalad
képviseldi a felelosek. A Nox/Duox enzimek altal katalizalt reakcid soran kozvetleniil,
forrasokbol szarmazo hidrogén-peroxid (H20:2) kiemelten nagy sejtélettani jelentdséggel
bir. Ez a tobbi ROS-hoz képest hosszii féléletidejii és viszonylag stabil molekula
legrészletesebben tanulmanyozott hatdsait peroxiddz enzimek kézremitkddésével fejti ki.
Doktori munkam soran az allati hem-peroxidazok legtjabban azonositott képvisel6jének,
a peroxidazinnak (PXDN) és homologjanak, peroxidazin-szerti fehérjének (PXDNL)
vizsgalataval foglalkoztam. A PXDN-rdl a kozelmultban igazolddott, hogy az ECM
specialis formajat jelentd bazalis membranokban a dominans kollagén I'V haldzat oxidativ
keresztkotését katalizalja, ami elengedhetetlen ezen struktirak fiziologids szerkezetének
kialakitasahoz. A PXDNL ¢I6 szervezetben betoltott szerepe mindezidaig ismeretlen.

A Dbevezeté fejezetben els6ként a reaktiv oxigénszarmazékokat és a
metabolizmusukban résztvevé enzimeket mutatom be, majd az allati hem-peroxidazok
altalanos miikodésének és az enzimcsalad egyes képviseldinek legfontosabb jellemzoit
ismertetem, kiilonos tekintettel a PXDN-nel kapcsolatban rendelkezésiinkre 4llo
korlatozott mennyiségli irodalmi forrasra. A PXDN ¢és a kollagén IV kozo6tti interakcio
hatterének megvilagitasa érdekében ezutan az ECM, azon beliil is a bazéalis membranok
alkotoit, szerkezetét és funkcioit tekintem at, végiil pedig egy kiilon alfejezetben foglalom

Ossze eddigi ismereteinket az allati hem-peroxidazok ¢s az ECM kapcsolatarol.
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3.1. A reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) biologiaja

Az ¢€l6lények aerob metabolizmusanak elkeriilhetetlen kdovetkezménye a reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) képzodése, aminek jelentOségét szamos fizioldgias és
korélettani folyamatban igazoltdk az utdbbi évek kutatasai. Az €16 szervezetben kialakulo
oxigéntartalmu intermedierek rovid jellemzését kdvetden a ROS-termeld és -lebonto
folyamatok emlds sejtekre altalanosan jellemzé reakcioutjait ismertetem, majd a
NADPH-oxidaz enzimcsaladdal, valamint a peroxidazaktivitasa fehérjékkel kapcsolatos

legfontosabb ismereteinket foglalom 6ssze.

3.1.1. A reaktiv oxigénszarmazékok altalanos jellemzése

A ROS molekularis oxigénbdl (O2) kialakuld, igen nagy reakcidokészségii
intermedierek Osszefoglald elnevezése, melyek konnyen Iépnek kolcsonhatasba a
szervezetet alkotd szerves és szervetlen molekuldkkal egyarant. Legismertebb €s egyben
legjobban tanulmanyozott képviseldjiik a szuperoxid-anion (Oz-"), ami a vegyértékhéjan
parositatlan elektront tartalmazé szabadgyok. A hasonld tulajdonsagokkal rendelkezd
hidroxilgyok (-OH), peroxilgyok (ROz-) és alkoxilgyok (RO-) mellett tobb, kémiai
jellegiiket tekintve nem gyok természetii molekulat is ebbe a csoportba sorolunk, igy az
6zont (O3), a szinglet oxigént (*O2) és a hidrogén-peroxidot (H202), illetve tagabb
értelemben véve a hipohalit- és pszeudohipohalit-ionokat is (OX").! Elettani szempontbol
nem kevésbé jelentOsek egyes nitrogénatomot tartalmazo, szintén nagy reakciokészségii
intermedierek (NO-, -NOz, N203, HNOz2,-ONOOCOz2’, ONOO"), melyeket dsszefoglaldan
reaktiv nitrogénszarmazékokként emlitiink.?

A ROS keletkezése €10 szervezetben igen gyakran lancszerti folyamatban valosul
meg, melynek sordn az egyes intermedierek megfeleld kornyezeti feltételek mellett
spontan is hatékonyan konvertdlodhatnak egymasba, bizonyos atalakulasok azonban
jellemzden azokra specializalt enzimek kdzremiikddésével mennek végbe (1. dbra).l A
ROS-szintézis elsé 1épéseként leggyakrabban O2-” jon 1étre, ami a szuperoxid-dizmutaz
(SOD) altal katalizalt folyamatban H* felvételével O2-né és H202-da alakulhat (2.4 dbra).
A H202 és a O2-" kolcsonhatasabol az un. Haber-Weiss reakcio soran -OH és OH”

keletkezhet (2.B dbra). Az eldbbi folyamatot kétértékii fémionok, igy Fe?* vagy Cu?®*
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jelenléte jelentdsen felgyorsitja, igy a részvételiikkel zajlo katalitikus ciklus Fenton-
reakcionak nevezett elsé 1épésében a H202-bol -OH és OH™ keletkezik (2.C adbra), a
masodik 1épésben pedig a O2° a megelézéen haromértékiivé alakult fémion
redukcidjahoz kapcsoltan Oz-né alakul (2.D dbra).> A H20:2 halid- és pszeudohalid-
ionokkal (CI', Br, I, SCN") peroxidaz enzimek altal katalizalt folyamatban reakcioba
lépve hipohalogénes-savakat képezhet.* A 102 az Oz gerjesztésével, az Oz pedig UV
sugérzas hatasara johet létre, ezen molekuldk 4llati szervezetben torténd termelddésével
kapcsolatban ~ azonban  kevesebb  ismerettel  rendelkeziink.® A  reaktiv
nitrogénszarmazékok képzddésének elsé 1épését jellemzden a peroxinitrit (ONOO")
keletkezése jelenti, ami a Oz-" és a nitrogénmonoxid-szintaz (NOS) altal enzimatikus Gton
képzett nitrogén-monoxid (NO-) kozotti interakcid eredményeképpen jon létre, majd

szinte azonnal tovabbi reaktiv nitrogéntartalmu intermedierek Kialakulasat inditja meg.?

40ONOO" 2 HOCI, HOBr, HOI, HOSCN

2H,0
Hem-
4 NO peroxidiazok
2H +2Cl+Br+1+SCN
Szuperoxid-
NADPH-oxidaz dizmutaz
40,ﬁ 40,° ﬁ 2H.O, 7—> 2Fe’ +20H +2 -OH
2NADPH 2NADP"+H® 4H' 20, 2 Fer'

1. abra: Oxigéntartalmu intermedierek keletkezése és egymasba torténé atalakulasai

A termelddott ROS gyorsan reakcioba 1éphet a szervezet kis molekulatomegii
alkotodival és makromolekuldival egyarant, ami eltéréen befolyasolhatja azok szerkezetét
és funkciojat, ezaltal pedig valtozatos bioldgiai hatasok kialakulaséhoz jarulhat hozza.b A
kiilonbdz6 oxigéntartalmu intermedierek termelédésének mértéke és helye, valamint az
egyes molekulak reakciokészsége és féléletideje is nagyban meghatarozza az azok
részvételével zajlo reakciokat. A legstabilabb ROS-nak a H20: tekintheté ms-0S
nagysagrendbe eso féléletidejével, amig a O2- -0t hasonl6 vizsgalati rendszerben ps-0s, a

-OH-6t pedig ns-os értékek jellemzik.n’

10
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SOD
A 20,+2H" ——> H,0,+0,
B 0,-+H,0, —> ‘OH+HO +0, (Haber-Weiss)

C  Fe*+H0O, — Fe*+HO +-OH (Fenton)

D Fe’* +02.- ——> Felr+ O2
Katala
E 2H0, — 5 2H,0+0,

2. abra: A Oz és a H202 eliminéci6janak reakciéutjai. Az O~ elbontdsaban a szuperoxid-
dizmutaz (SOD) enzimek jatszanak kézponti szerepet (A). A Haber-Weiss (B) és a Fenton-
reakcioban (C) a O, és a H,0, egymassal reakcioba 1épve -OH kialakulasat teszi lehetové.
A Fe?* katalitikus hatast fejt ki az emlitett reakcié soran (C, D). A HO; elbontaséban katalaz
enzimek is részt vesznek (E).

A ROS-kutatds korai fazisaban elsdsorban az oxigéntartalmii intermedierek
szabalyozatlan vagy tilzott mértékii termelddése altal okozott molekuléris karosodasok
alltak a figyelem kozéppontjaban, melyek tobbnyire a reakciopartnerek aspecifikus
oxidaciojahoz kothetden keletkeznek. Az igy kialakuld6 DNS-karosodast, lipid-
peroxidaciot, illetve egyes fehérje és szénhidrat alkotok oxidacidjat a mai napig szamos
korélettani folyamatban kdzponti jelentdségii tényezonek tartjuk.® Az oxigéntartalmu
intermedierekkel kapcsolatos meglehetésen egyoldala kép kialakulasat az is elésegitette,
hogy az aktiv antioxidans védelmet biztosité enzimeket tobb évtizeddel korabban sikertilt
azonositani, mint a ROS-t célzottan el64llitd vagy felhasznalo fehérjéket.® Hosszu ideig
a szabalyozott korlilmények kozott termelt ROS egyetlen ismert, az €16 szervezet
szempontjabol elonyds jellemzdje antibakteridlis hatasa volt, aminek a természetes
immunvalaszban bet6ltott jelentdsége koran igazolddott. Ma mar széleskorben ismert,
hogy szamos mas élettani jelenségben, igy példaul a pajzsmirigyhormonok szintézisében,
az oxigéntenzid érzékelésében, egyes idegrendszeri mikodésekben, a megtermékenyités
folyamataban, a belséfiil otolit kristalyainak kialakulasa soran és az érfali simaizomzat
szabalyozasaban is elengedhetetlen az oxigéntartalmu intermedierek koordinalt
részvétele. A tobbnyire egy jellegzetes sejttipusra vagy szovetre korlatozodo hatasok
mellett egyes, a teljes szervezetet érintd folyamatokban, igy példaul az extracellularis
matrixok (ECM) szintézisében is igazolodott a ROS kdzremiikodése.® Az emlitett példak

mellett fontos kiemelni, hogy az oxigéntartalmt intermediereknek altaldnos sejtszintii
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folyamatok szabalyozdsaban is egyre novekvo jelentdséget tulajdonitanak. Példaként
emlithetd a mitokondriumbol felszabadulé ROS szerepe az apoptozis jelpalyaban, vagy
a H202 egyes intracellularis fehérjék ciszteinjeinek reverzibilis oxidacidjan keresztiil
megvalosulo, jelatvitelt befolyasolo hatasa.l® A ROS-kutatas igen forro teriiletét jelenti
azok intracellularis szignalizacioban betoltott szerepének vizsgalata, ami vélhetéen

szamos 0j ismerettel fogja gazdagitani az oxidansokrol alkotott képiinket.

3.1.2. A ROS metabolizmusa emlés sejtekben

Az el6zoéekben ismertetett ,,ROS arzenal” legtobb tagja ¢€l6 sejtekben is
kialakulhat, azonban ezek mennyiségi viszonyaival kapcsolatban nem allnak
rendelkezésiinkre megbizhaté adatok. A legtobb informacioval a Oz~ és a H202
termelddését ¢és lebontasat eredményezd folyamatokrdl rendelkeziink, ezért a
kovetkezOkben ezekre fokuszalva tekintem at az emlds sejtek ROS metabolizmusaban
résztvevd enzimeket €s katalitikus aktivitassal nem rendelkez6 molekulakat.

A sejtekben termel6dé ROS mennyiségi szempontbol legjelentdsebb forrasanak a
mitokondriumot tartjuk. Az itt zajlo terminalis oxidacio soran a redukal6 ekvivalensekrél
az elektronok a légzési lanc elemein keresztiil végiil O2-re keriilnek, ami a mitokondrialis
matrixban jelenlévd protonok kdézremiikddésével viz képzddéséhez vezet. A terminalis
oxidacié sokszor nem tokéletesen megy végbe, és az energiatermeld folyamat
melléktermékeként részlegesen redukalt oxigéntartalmt intermedierek, elsésorban Oz~
molekuldk keletkeznek.!’ A mitokondrialis matrixban taldlhatd szuperoxid-dizmutaz
izoforma, a SOD2 a kialakul6 O2--0t H202-d4 alakitja.® A mitokondriumok ROS
termelésének mennyiségi jellemzdivel kapcsolatban elsdsorban izolalt mitokondriumok
vizsgalatan alapul6d mérési eredmények ismertek, az €16 sejtek ROS termeléséhez torténd
hozzéjarulasuk mértékérdl azonban kevesebben tudunk. A 1égzési lanc tagjain kiviil
szamos mdas mitokondridlis enzim, igy a 2-oxoglutarat-dehidrogendz, a piruvat-
dehidrogendz, a membranban taldlhaté glicerin-3-foszfat-dehidrogenaz ¢és a
mitokondrialis  flavoprotein-ubikinon-oxidoreduktaz miikodése is hozzajarul a
sejtorganellumra jellemzé oxidativ kdzeg kialakitasahoz.!?

Szintén nagymennyiségli ROS talalhaté az endoplazmas retikulum (ER)

lumenében, ahol tobbek kozott a szekréciora keriild fehérjék oxidativ éréséhez sziikséges
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enzimreakciokat H202 képzddése kiséri. A proteinek harmadlagos és negyedleges
szerkezetének stabilizdlasaban résztvevd diszulfidhidak megfelelé pozicidban torténd
kialakuldsa az ER-ban taldlhatd oxidoreduktazok kozremiikodésével megy végbe. A
folyamat egyik legfontosabb szerepldje a protein diszulfid-izomeraz (PDI), ami az
érésben 1évo fehérje diszulfidhidjanak képzddését katalizaldo reakcio soran redukalt
allapotba kertiil. A PDI oxidalt formaba torténd visszaalakitasat az endoplazmas retikulum
oxidoreduktin 1 (Erol) fehérje végzi, a folyamat melléktermékeként pedig H202
keletkezik.® Genetikai vizsgalatok azt bizonyitjak, hogy az oxidativ fehérjeérés az Erol
hianyaban is végbemegy, ami tovabbi oOxidoreduktizok részvételét valoszinilisiti a
folyamatban.'® A peroxiredoxin csaldd endoplazmas retikulumban kifejez6d6 izoformaja,
a Prx4 H202-ot felhasznalva oxidalja a redukalt allapota PDI-t, igy alternativ uton teszi
azt képessé tjabb diszulfidkotések kialakitasara.’* Amig a mitokondriumban termelt ROS
a citoszolba jutva jelatvivd molekulaként funkcionalhat, az endoplazmas retikulum
membranrendszere gatat szab az oxidansok szabad diffuzidjanak. Ezt laborunk korabbi
eredményel is alatamasztottdk, melyek szerint az endoplazmas retikulum lumenébe
lokalizalt HyPer redox szenzor erdsen oxidalt, a membran kiils6 oldaléra iranyitott fehérje
viszont a citoplazmaban elhelyezkedd szonddhoz hasonléan redukalt allapotba keriil.

Az emlitettek mellett szamos mas enzimreakcid, igy példaul a zsirsavlancok
peroxiszomaban zajlo B-oxidacidja, a lipoxigendz, xantin-oxidaz, citokrom p450
monooxigenaz, aminosav-oxidaz, valamint a nitrogén-monoxid-szintaz miikodése soran
is keletkeznek a sejtekben oxigéntartalmi intermedierek.!> Egyes, Katalitikus
aktivitisukat az extracellularis térben ellaté fehérjék, igy a lizil-oxidazok (LOX, LOXL)®
vagy a gamma-glutamil-transzferazok (GGT)!’ a sejtmembranon kiviil megjelend ROS
enzimatikus forrasaiként szolgalhatnak. Fontos hangsulyozni, hogy az eddig emlitett
enzimreakciok soran az oxigénszarmazékok melléktermékként keletkeznek. A célzott
ROS termelés jelenlegi tudasunk szerint a NADPH-oxidaz (Nox/Duox) enzimek
sajatossaga, melyek mitkodése azonban jellegzetes szoveti expresszidjuk kdvetkeztében
nem tekintheté a sejtekre altalanosan jellemzé ROS-metabolizmus részének.’

A ROS molekulak semlegesitésére a legtobb emlds sejtben sze¢leskorii antioxidans
védelem 4all rendelkezésre, mely részben enzimatikus reakcidkon, részben kisméretii
antioxidans molekulak jelenlétén alapul. A kiilonbdzd forrasokbol szarmazo Oz-"-ot az

eltérd sejtorganellumokban vagy extracellularisan lokalizalodé SOD izoenzimek H202-
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da és vizz¢ alakitjak, de mas fehérjék, igy példaul a mitokondridlis citokrom-oxidazok is
hozzéjarulhatnak a sejtekben keletkezd Oz~ semlegesitéséhez. A SOD1 a citoplazméban,
a SOD2 a mitokondriumban, a SOD3 pedig az extracellularis térben talalhat6. A SOD2
miikodése esszencidlis az élethez, a SOD1 és SOD3 hianydhoz azonban csak enyhébb
korélettani eltérések tarsulnak.'® A keletkezé H202-0t a peroxiszémaban, mitokondrialis
métrixban és citoszolban talalhato katalaz enzimek vizzé és O2-né alakitjak (2.E abra).*®
A H202 eliminacidjaban a peroxiredoxinok (tioredoxin-peroxiddzok) és a glutation-
peroxidazok is részt vesznek, melyek redukalt tioredoxin és glutation oxidacidjahoz
kapcsolt folyamatban bontjak el a H202-0t.242 A tobbnyire sejt- vagy szovetspecifikusan
megjelend hem-peroxidaz enzimek katalitikus miikodésiik soran szubsztratjaik
oxidaciojat H202 felhasznaldsaval végzik, ezek a reakcidk azonban nem képezik részét a
sejtekre altalanosan jellemzé ROS-eliminaciés utvonalaknak.?l?? Sokaig az a nézet
uralkodott, hogy az emlitett antioxiddns enzimek pusztdn a sejtekben keletkez6 ROS
eltakaritoiként funkciondlnak, azonban egyre tobb adat tamasztja ala az élettani
szempontbol legalabb ennyire jelentés ROS-szenzor funkcidjukat, amelynek molekularis
alapjat az egyes oxigénszarmazékok iranyaban mutatott nagy affinitasuk €s specificitasuk
szolgaltatja.??* Az enzimatikus ROS-elimindldé mechanizmusok mellett szamos
kisméreti antioxidans molekula is hozzajarul a sejtek redox homeosztazisanak
fenntartdsdhoz. Az apolaros jellegli tokoferol és ubikinon elsdsorban a bioldgiai
membranok antioxidans védelmében jatszanak szerepet. A vizoldékony molekulak koziil
az aszkorbat és a glutation (GSH) bir kiemelt jelentdséggel, melyek nagy koncentracidoban

jelennek meg a legtobb sejtalkotoban.?

3.1.3. A NADPH-oxidazok csaladja

A fagocitdk NADPH-oxid4z enzimkomplexének szuperoxid-termelése volt az
els6ként megismert szabalyozott ROS-termelé folyamat, késébb azonban tobb mads
sejtben és szovetben is igazoltak hasonld, enzimatikus uton megvalésuldé ROS
produkcidt. A teljes human genom szekvencidjdnak megismerése tette lehetdvé a
fagocita-oxidaz homologjainak, a NADPH-oxidaz (Nox/Duox) enzimcsalad tagjainak

t 9,26-28

azonositasa melyek egyes élettani funkcioikat peroxiddaz enzimekkel kialakitott

egylttmitkodésben latjak el.
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A fagocita-oxidaznak (Nox2, korabbi nevén gp91P"™) mai tudasunk szerint 6
homologja létezik, amelyek 3 alcsaladba sorolhatoak szerkezeti jellegzetességeik €s
evolucids eredetiik alapjan. Az elsd alcsaladot a Nox1, Nox2, Nox3 és Nox4 fehérjék
alkotjak, a masodik alcsaladba Duox1 és Duox2 tartoznak, végiil pedig kiilon alcsoportba
soroljuk a Nox2 legtavolabbi rokonat, a Nox5-6t. Mindegyik Nox/Duox enzim
milkodésére jellemz6, hogy az intracellularis térben 1évé nikotinamid-adenin-
dinukleotid-foszfatrol (NADPH) elektronokat transzportélnak egy flavin-adenin-
hem csoporton keresztiil a membran masik oldalara, ahol ezzel O2-t redukalva O2™-ot vagy
H202-ot képeznek. A Nox5 és Duox fehérjék intracellularis szakaszukon Ca®* kotésére
képes EF-kéz motivumokat is tartalmaznak, a Duox enzimeknek pedig részét képezi egy
tovabbi, extracellularisan elhelyezkedd peroxiddz-homolég régid is (3. abra).® Az egyes
enzimek esetében kiilonb6z6 tovabbi szabalyozofehérjék sziikségesek a ROS eldallitasara
képes komplex kialakitasahoz.® Utobbiak kdzé tartozik a p22Phox, p40PhoX, pd7pPnox pe7Pox,
GTP-kotott Rac, NoxOl1l (NADPH-oxidaz szabalyozé 1), NoxAl (NADPH-oxidaz

aktivator 1), DUoxA1 (kettds oxidaz aktivator 1) és DUoxA2 (kettds oxidaz aktivator 2).

Nox1 Noxi Duox1

Rox Peroxidiz-szerii Duox2

Nox3 domén

Nox4 5

b 0 ™N
W Rox
extracelluliris Emlés hem 0, ox
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000000000000 ¢:’.‘3......1 ..f
." L N1
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3. abra: A Nox/Duox enzimcsalad tagjainak szerkezete (° alapjan). Az 4brin a
funkcioképes oxidazkomplexek kialakitasaban kozremitkodé fehérjepartnerek nem
keriiltek feltiintetésre.

A Nox és Duox enzimek jellegzetes expresszios mintdzatot mutatnak.?® A Nox1
legnagyobb mennyiségben a vastagbél nyalkahartyajaban fejezddik ki, ahol vélhetéen
antimikrobialis funkciot 1at el, az érrendszerben expresszaloddé Nox1l pedig a

vazoregulacioban birhat jelentdséggel. A Nox2 részvételével képzett enzimkomplex
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felelés a professzionalis fagocitadkban megfigyelhetd oxidativ robbandsaért, ami
hozzajarul a patogén mikroorganizmusok elpusztitasahoz. A Nox3-at elséként fotalis
szovetekben mutattak ki, késdbb azonban kidertilt, hogy a fehérje elengedhetetlen a belsé
fiil otolitkristalyainak kialakulasahoz iSs. A Nox4 elsddlegesen a vesében és az
érrendszerben expresszalodik, az emlitett szovetekben betdltott funkcidjaval kapesolatos
szamos elképzelés koziil ezidaig azonban egyiket sem sikeriilt meggy6z6en igazolni. A
Duox1 és Duox2 enzimek eltéré6 mértékben fejezO0dnek ki a pajzsmirigyben, a
gasztrointesztinalis és a légzdrendszeri epitéliumban, valamint a nydlmirigyekben. A
Duox2 miikddése esszencialis a pajzsmirigyhormonok szintéziséhez, emellett a Duox
enzimeknek a nyalkahartyafelszinek védelmében is jelentdséget tulajdonitanak. A Nox5
a herében, illetve egyes limfoid szovetekben fejezddik ki nagyobb mennyiségben, élettani

szerepével kapcsolatban azonban még kevés informaciéval rendelkeziink.?%2°

3.1.4. Peroxidaz enzimek

A H202 a tobbi ROS molekulaval dsszehasonlitva is kiemelten fontos élettani
szerepet tolt be. Ennek hatterében egyrészt az a megfigyelés all, hogy az intracellularisan
megjelend H202 egyes jelatviteli itvonalak szerepldit ciszteinjeik reverzibilis oxidacidjan
keresztiil modositja, igy kozvetleniil képes befolyasolni az adott szignalizacids palyat.
Habar a H202 direkt interakcioi igen nagy jelentéséggel birnak a sejtmiikodés
szabalyozasaban, a molekula legismertebb hatasait peroxidaz enzimek kozvetitik.

Peroxidazaktivitasu fehérjék az ¢éldvilag minden szervezddési szintjén
megjelennek, azonban ezek a fehérjék a H202 szubsztratként vald felhasznalasara
vonatkoz6 képességiikon tal igen heterogén csoportot alkotnak. Legegyszeriibb
csoportositasukat a hemkotd és hemet nem tartalmazéd peroxidaz enzimek elkiilonitése
jelenti.®® Az utobbi csoport képviseldinek katalitikus aktivitasat egy, az aktiv centrumban
elhelyezkedd redoxérzékeny aminosav, igy a peroxiredoxinok és a csoport legtobb mas
képviseldje esetében egy cisztein, a glutation-peroxidaz szekvenciajaban pedig egy
kiilonleges szelenocisztein reziduum jelenléte biztositja.33?

A hemtartalmu peroxidaz enzimek hisztidin vagy cisztein oldallancon keresztiil

rogzitett hem b-t vagy kovalensen kotott, posztszintetikusan modositott hemet

tartalmaznak, aminek segitségével valtozatos szubsztratok egy- ¢és kételektronos
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oxidacios folyamatait katalizaljak. Ezeket az enzimeket klasszikusan két nagy csoportba
szokas osztani, az allati hem-peroxiddzok csaladjara és a prokaridta eredetli, a
szekretalodo gomba és a szekretalodd novényi peroxidazok osztalyat magaban foglalo
csalddra.?t% A kiilonbségtételt az é16vilag eltérd orszagaiban jellemzd megjelenés mellett
az ismert peroxidaz fehérjék szerkezetvizsgélata és szekvenciaanalizise soran kapott
eredmények is indokoltak, amelyek arra utalnak, hogy a két enzimcsalad eltéré eredettel
bir és a kémiai jellegzetességeik kozott kialakult hasonlosag konvergens evolucios
fejlodés eredménye. A kozelmultban tobb szekvencidt tartalmazd adatbazis fejlettebb
szoftverekkel végzett analizise alapjan négy, egymastol fiiggetlen fejloddési utvonalat irtak
le a hem-peroxidazok szupercsaladjaban, melyeknek tagjai masodlagos szerkezetiikben
és aktiv helyiik kialakitasaban is kiilonbségeket mutatnak egyméshoz képest.3* Ezek az
eltérések funkcionalis jelentéséggel is birnak, amennyiben az egyes alcsaladok a
peroxidazaktivitas mellett vagy ahelyett megjelend, alternativ katalitikus aktivitassal is
rendelkeznek. A klasszikusan allati hem-peroxidazként azonositott molekuldk a
peroxidaz-ciklooxigenaz csoport tagjait képezik, amig a bakterialis, gomba és ndovényi
hem-peroxidazokként klasszifikalt enzimek tobbsége az 0j felosztas szerint a peroxidaz-
katalaz csaladba tartozik. Emellett azonositottak egy, a peroxidazaktivitason kiviil klorit-
dizmutaz és egy masik, peroxigenaz aktivitassal jellemezhetd csoportot is.>* A csaladok
tagjai ubikviter modon jelennek meg az éldvilag dsszes orszaganak egyes képviseldiben,
ami alatamasztja az inkabb enzimatikus jellemzOk, mint az expresszids mintazat
figyelembevételével torténd  csoportositds  létjogosultsagat.  Munkacsoportunk
érdeklédésének megfeleléen a tovabbiakban az emlésokben is kifejez6d6 allati hem-

peroxiddzok jellemzdinek ismertetésére szoritkozom.

3.2. Az emlds hem-peroxidazok csaladja

Az allati hem-peroxidazok els6ként emlésdkben azonositott, klasszikusan ismert
képviseldi a mieloperoxidaz (MPO), eozinofil peroxidaz (EPX), laktoperoxidaz (LPO) és
tireoperoxidaz (TPO), valamint a kiilon alcsoportot képez6 ciklooxigenaz 1 és 2 enzimek
(COX1, COX2). A fehérjecsalad legjabban megismert két tagjarol, a peroxidazinrol
(PXDN) és a peroxidazin-szerii fehérjérél (PXDNL) rendelkezésre allo irodalmi hattér

attekintése el6tt az allati hem-peroxidazok altalanos jellemz6it, majd az enzimcsalad
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egyes tagjainak szerkezeti és Kkatalitikus tulajdonsagait mutatom be, amelyek
segitségiinkre voltak a PXDN struktura-funkcié vizsgélata soran végzett kisérleteink
tervezésében. Végiil roviden kitérek a NADPH-oxidaz és hem-peroxidaz enzimek kozott
tobb szovet- ¢és sejtféleségben is megjelend kooperaciora, ami a PXDN-nel

egylittmiik6do, ezidaig ismeretlen ROS-forras azonositasahoz jelenthet kiindulépontot.

3.2.1. Az allati hem-peroxidazok altalanos jellemzoi

Bar az allati hem-peroxidazok enzimaktivitasuk és az azt lehetové tevo szerkezeti
jellemzOk tekintetében igen hasonloak egymashoz, szekvenciajuk tovabbi
jellegzetességei €s eltérd expresszids mintazatuk nagy funkciondlis diverzitast kdlcsondz
a csoport képviseldinek. Elséként az enzimesalad minden tagjaban azonos, katalitikus
aktivitast biztosito szerkezeti elemeket €s a hem-peroxidazok mitkddésére jellemz6 redox

ciklus allomasait mutatom be.

3.2.1.1. Az allati hem-peroxidazok szerkezete

A klasszikusan allati hem-peroxidazokként kategorizalt fehérjék a peroxidaz-
ciklooxigenaz enzimcsaladba tartoznak. A csoport képviseldinek katalitikus
aktivitasahoz elengedhetetlen prosztetikus csoport egy ferri-protoporfirin IX szarmazek,
ami a peroxidaz doménen beliili 5 a-hélix altal kialakitott szerkezeti magban helyezkedik
el, és kovalens kotéseken keresztiil kapesolodik a polipeptidlanchoz.?

Az MPO ¢és az EPX, valamint az LPO filogenetikailag kozel 4llnak egymashoz,
¢s a fehérjéket kodold gének egymashoz igen kozeli helyzete is arra utal, hogy azok egy
kozos 6si génbdl génduplikacidval johettek 1étre. A TPO és a PXDN, valamint a PXDNL
evolucids szempontbdl tavolabb helyezkednek el a harom emlitett fehérjétol, amit a
peroxidaz domén primer szekvencidjaban tapasztalt eltéréseken til tovabbi strukturalis
motivumok megjelenése is alatamaszt.®> A COX1 és COX2 enzimek mind szerkezeti,
mind funkcionalis szempontbol kiilon alcsoportot képeznek.®® A csalad minden egyes
tagja szamos poszttranszlaciés modositason megy keresztiil. A végleges szerkezet
kialakitasa soran tobb esetben limitalt proteolizissel modosul a fehérjelanc, emellett N-

glikozilacioval cukorcsoportok is kapcsolodnak a molekulakhoz.
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A peroxidazaktivitas szempontjabol elengedhetetlen a hem prosztetikus csoport
stabil ¢és koordinalt kapcsolodasa a fehérjelanchoz, amit tobb erésen konzervalt aminosav
egylttmiikddése tesz lehetévé. A hem b kovalens észterkotéssel kapcsolodik két
meghatarozott pozicidban talalhato aszpartat és glutamat (az MPO esetében pedig egy
tovabbi metionin) reziduumhoz, ami megtori a prosztetikus csoport lapszeri jellegét és
szimmetriajat.3” Nyugalmi 4llapotban a hem egy 6tszordsen koordinalt Fe3*-t tartalmaz,
hisztidin imidazol gytr{jének e-nitrogén atomja foglalja el, amig ugyanezen hisztidin d-
nitrogénje hidrogénhidon keresztiil kapcsolodik egy szintén konzervalt helyzetli
aszparagin aminosavhoz. A hem pozicionalasaban egy masik, disztalis helyzetli
aminosavcsoport is szerepet jatszik. Az itt talalhaté glutamin reziduum egy kozeli
hisztidinnel, valamint egy, a primer szekvenciaban tavolabb esd argininnal alakit ki

hidrogénhidakat, amivel a halid szubsztratok pozicionalasahoz jarul hozz4.3-40

3.2.1.2. Az allati hem-peroxidazok katalitikus ciklusa

Az allati hem-peroxidazok szamos eltéré kémiai jellegli szubsztrattal képesek
reakcioba 1épni, azonban azok iranyaban eltéré specificitast és reakciokészséget
mutatnak. Az €16 szervezetben megvaldosuld folyamatokat ezen felill a szubsztratok in
vivo elérhetdsége is befolyasolja, ami a jellegzetes expresszidos mintazattal jellemezhetd
hem-peroxidaz enzimek esetében meghatarozo tényez6. A hem-peroxidazok ezen
kiilonbségek ellenére is azonos Katalitikus ciklus mentén mitkodnek, ami harom egymast
kovetd redox 1épésen alapul (4. abra). Els6ként az enzim két elektronatmenettel jaro
oxidoredukcios 1épésben reagal a H202-dal, melynek soran az vizzé redukalodik, az
enzim pedig Gn. compound I formajaba keriil. A compound | centrumaban talalhat6 vas
oxiferril (Fe(IV)=0) formava oxidalodik, emellett pedig egy porfirin-p szerves kation
gyok is kialakul a hem csoporton. A compound I és II kdzotti atmenet soran az emlitett
kationgyok egy elektronatmenettel zajlo 1épésben redukalodik, amivel parhuzamosan egy
szubsztratmolekula oxidacioja is végbemegy. A compound II forma oxiferril centruma
egy masodik szubsztraitmolekula oxidécioja soran redukélodik a nyugalmi allapotra
jellemzd ferri-formaba, ami egyben a folyamat sebességmeghatarozo 1épését is jelenti. A

hem-peroxidazokra igen jellemz6 halogenizacios ciklusban a compound | egylépésben,
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két elektronatmenettel jaro folyamatban redukalodik vissza a ferri vasat tartalmazo
formava, mikozben a reakcidban résztvevé halid- és pszeudohalid-ionok a megfeleld
hipohalidos- vagy pszeudohipohalidos-savva alakulnak. Az evolicidsan konzervalt
disztalis hisztidin és arginin aminosavmaradékok fontos szerepet jatszanak a compound
I és 11 kialakitasdban és stabilizdldsdban.?t*

Az oxidoredukcios dtmenetekben szereplé harom redoxpar, igy az Fe®*/compound
I, a compound I/compound II és a compound II/Fe** redoxpotencialjainak viszonya
jelentdsen mértékben meghatarozza a peroxiddz ciklus kinetikdjat. Feltételezhetd, hogy a
kiilonboz6 peroxidazokat jellemzd termodinamikai eltérések az enzimfunkcio
kovetelményeihez igazodnak, ezaltal nagyobb szubsztratspecificitast és hatékonyabb
elektrontranszfert tesznek lehetdvé. Annak ellenére, hogy a két forma kozotti atalakulas
nem képezi annak részét, in vivo kériilmények kozott a Fe**/Fe?* par redoxpotencialja is

indirekten befolyasolhatja a katalitikus ciklus 1épéseit.**

Nyugalmi allapot

AH-+H,0 \Fle"' H,0,
¢ 1
AH, = H,0
(o] (o]

N N
4 am aH, ]
Compund IT Compound I

4, abra: A hem-peroxidazok katalitikus ciklusa (** modositasaval). A H,0; redukcioja
soran az enzim hem prosztetikus csoportjan egy oxiferril-csoport és egy porfirin-p szerves
kationgydk alakul ki, ami a fehérje compound I formajanak felel meg. A peroxidaz a
szubsztratmolekulak oxidacidja soran két lépésben, egy koztes, compound II forman
keresztiili atmenettel alakul vissza nyugalmi allapotéba.

A peroxiddz ciklus atmenetei sordn az enzim szamos kiilonbdzd szerves és
szervetlen ion és molekula oxidaciojat katalizalhatja. Az allati hem-peroxidazok élettani
szempontbol leglényegesebb szubsztratjai a halid- és pszeudohalid-ionok, valamint egyes
aminosavak, igy tobbek ko6zott a tirozinok oldallancai, de ezek az enzimek mas kisméretii
ionokkal, igy példaul nitrittel, vagy egyéb fenol-, indol-, vagy aromas amincsoportokat

tartalmaz6 molekulakkal is konnyen reakcioba léphetnek. A kereskedelmi forgalomban
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szamos, a peroxidazaktivitas hatékony detektalasara kifejlesztett mesterséges szubsztrat
is elérhetd, melyek eltéré kémiai jellege az egyes peroxidaz enzimek esetében mas-mas
szenzitivitasu reakcidt eredményezhet. Ilyen vegyiilet tobbek kozott az Amplex Red
peroxidaz szubsztrat, a TMB (3, 3', 5, S5'-tetrametilbenzidin), a DAB (3, 3’-

diaminobenzidin-tetrahidroklorid), az o-dianizidin és a luminol.

3.2.1.3. Az emlds hem-peroxidazok mitkodésének élettani jelentdsége

Az alacsonyabbrendl €l6lényekben mar sok esetben részletesen feltérképezett,
peroxidaz-medialt folyamatok mellett emldsokben is egyre tobb fiziologias miikodésben
igazolddik az hem-peroxidazok altal katalizalt reakciok jelentdsége. Az enzimcsalad
régota ismert tagjai jellegzetes, egy-egy sejt- vagy szovetféleségre korlatozodo
expresszios mintazatot mutatnak, aminek megfelelden az enzimaktivitdsukhoz kothetd
¢lettani funkcidk is igen specifikusak. Az MPO, EPX és LPO egyarant a természetes
immunrendszer részét képezik, azonban a szervezet kiilonbdzd pontjain, eltérd jellegii
behatolokkal szemben jirulnak hozzd a természetes immunvélaszhoz.??> A TPO a
pajzsmirigyhormon-szintézis esszencialis résztvevdje,*? amig a COX1 a szovetek
homeosztatikus, a COX2 pedig a gyulladas soran indukalt prosztanoidszintéziséért
felelés.*® A leglijabban megismert PXDN 4ltaldnos szoveti eléfordulasanak és kiilonleges
doménszerkezetének koszonhetéen vélhetden testszerte az extracellularis matrixok
kialakitisaban vesz részt,** amig szivspecifikus homoldgjardl, a PXDNL-r8l egyelore
nem rendelkeziink funkcionalis adattal. A kovetkezOkben az emlds hem-peroxidazok
expresszids mintdzatanak, szerkezeti és katalitikus jellemzdinek részletes ismertetésével

igyekszem megvilagitani az egyes enzimekhez kapcsolodo eltérd funkciok hatterét.

3.2.2. A mieloperoxidaz (MPO)

Az emlés hem-peroxidazok elsoként megismert képviseldje, az MPO neutrofil
granulocitdkban és monocitdkban, valamint a szovetekben talalhatdé makrofagokban
fejezddik ki. Emellett a keringésben is kimutathaté az MPO egy részlegesen processzalt
formdja, ami vélhetéen a csontveldi mieloid el6alakokbdl konstitutiv szekrécid utjan

keriil a vérplazmaba.*® Amig a fagocita sejtekben tarolt MPO a természetes
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immunrendszer részeként a bakteridlis ¢s gombas fertézések lekiizdésében jatszik
szerepet, a vérplazmaban megjelend forma élettani jelentdsége egyelére nem tisztazott.

Az MPO t6bb mas antibakterialis hatasu fehérjével €s enzimmel egyiitt a fagocita
sejtek azurofil granulumaiban tarolodik. A patogén mikroorganizmus bekebelezésével
parhuzamosan indul meg a degranuldcié folyamata, melynek soran a kiilonb6zo
granulumok tartalma meghatéarozott sorrendet kovetve a fagoszéma terébe tiriil. Az MPO
kozeli funkciondlis kapcsolatban all a fagocita sejtekre jellemzé6 NADPH-oxidaz
izoformaval, a Nox2-vel, amely a sejt aktivaciojat kovetéen az oxidaz komplex tobbi
alegységével a fagoszomamembrannal komplexet alkotva Oz~ képzddését katalizalja. A
fagoszoma belsé terében az MPO a O2-"-bdl képz6d6 H202-0t felhasznalva a legnagyobb
mennyiségben elérheté halidion, a Cl™ oxidalasaval hipoklorossavat (HOCI) képez. A
savmaradék hipoklorit-anion (OCI) eldalakjainal erésebb oxidaloképességgel
rendelkez0, agresszivebb intermedier, amely a bekebelezett mikroorganizmus sejtfelszini
molekuldinak aspecifikus oxidaciojaval a membran karosodéasat okozza, és ezaltal
hozzajarul a patogén elpusztitasahoz (5. dbra).*o*’

Tobb kiilonbozd fajbol szdrmazd MPO-nak is ismert a kristalyszerkezete, ami az
allati  hem-peroxidazok enzimaktivitdsdhoz sziikséges strukturdlis feltételek
tanulmanyozasanak kiindulopontjat jelentette.®4® Az MPO mMRNS-rél egy 745
aminosavbol  allo, 80  kDa-0s

polipeptidlanc transzlalédik, amelybdl

O
a szigndl peptid lehasadésat, valamint Nox2 :
tobbszords N-glikozilacids 1épéseket komplex
kovetéen a 90 kDa-0s apoproMPO 0,”>H,0,
alakul ki. A fehérje a hem prosztetikus
csoport kapcsolodasaval alakul a4t r+mn,o,
. . , I MPO
proMPO-va, majd tébb limitalt
proteolitikus 1épésen is keresztiilmegy. Cl0"+H,0

A proMPO-bol az N-terminalis %

propeptid és egy lanckozi hexapeptid

is kihasad, aminek eredményeképpen
5. dbra: A mieloperoxidiz (MPQO)

egy 12 kDa-os konnyti és egy 60 kDa- miikodése. A profeszionalis fagocitdkban
) , ] A kifejez6d6 MPO a Nox2 enzimkomplex altal
os nehéz lancbol felépiilé MPO termelt ROS-t felhasznalva OCI-ot llit el,

ami hozzajarul a korokozok elpusztitasahoz.
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protomer keletkezik. Két ilyen alegység diszulfidhiddal Osszekotott, szimmetrikus
kombinacioja adja az érett MPO-ra jellemzd dimer format (6. dbra).33454° Az azurofil
granulumokban tarolt, teljes érési folyamaton atesett fehérjével szemben a keringésben
konstitutiv szekrécié eredményeképpen megjelend forma a monomer proMPO erdsen
glikozilalt valtozatanak felel meg. A dimerizacié funkcionalis jelentdségérol egyeldre
keveset tudunk, de in vitro mérések soran a rekombinans proMPO a dimerizalodott
fehérjével azonos peroxidazaktivitast mutatott, igy feltételezhetd, hogy a két forma in

vivo koriilmények kozott is hasonlé katalitikus jellemzokkel rendelkezik.*

6. abra: Az MPO iltal alkotott homodimer szerkezete.® A dimert felépitd két
alegységet kék és piros szin jelzi, a nehéz lanc sotétebb, a konnyli pedig vilagosabb
arnyalatban van feltlintetve. A két molekulat 6sszekotd, Cys319-ek kozott kialakulo
intermolekularis diszulfidhid fekete szinben jelenik meg a szerkezeti abran.

Az MPO szekvencidban 0Osszesen 15 cisztein taldlhatd, melyek hat igazolt
intramolekularis diszulfidhid képzésével szilarditjdk meg a fehérje harmadlagos
propeptid levagodasa soran szabadul fel egy, a levald régioban talalhato ciszteinnel
kialakitott instabil diszulfidkotésbol, hogy aztan a lehasadt peptidszakasz tiol-izomeraz
miikddésének segitségével a szimmetrikus MPO dimer kialakitasahoz jaruljon hozza. 385!

Az MPO genetikai eredetli hidnya nem jar klinikai tiinetekkel, azonban az érintett
betegek fogékonyabbak a szisztémas kandididzis kialakulasara.®®  Szamos
kardiovaszkularis korkép, tobbek kozott a szivelégtelenség, hipertonia, egyes gyulladasos

érbetegségek és az ateroszklerdzis patomechanizmusdban is felvetették az MPO

kozremiikodését, ami jelenleg az enzimmel kapcsolatos kutatasok legforrobb teriiletét
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jelenti.®*>* Bizonyitast nyert, hogy az ateroszklerotikus elvaltozasban taldlhato habos
sejtek lokalisan megjelend citokinszignalok hatasara proMPO-t szintetizalhatnak, amely
lipoproteineket oxidalja. Az MPO altal kialakitott oxigéntartalmt intermedierek az
érintett szovetek makromolekuldinak aspecifikus modositasaval a kardiomiocitdk és az

endotélsejtek diszfunkcidjahoz is hozzajarulnak.*®

3.2.3. Az eozinofil peroxidaz (EPX)

1Az EPX az eozinofil granulocitakban fejezddik ki, és a benniik tarolt tovabbi,
erdsen kationos fehérjékkel egyiitt elsésorban a parazitafertézések lekiizdésében bir
jelentdséggel. A nagyméretii protozoonok és férgek esetében a professziondlis fagocitak
elsésorban intracellularis 61ési mechanizmusai hatastalanok, ezért a fertézéssel szembeni
ritett toxikus fehérjék segitségével valosul meg. Az EPX a parazita felszinén
elhelyezked6 makromolekulak karositasaval jarul hozza az allat pusztulasahoz, amihez a
Nox2 NADPH-oxidaz izoforma részvételével képzett oxidazkomplex biztositja az
oxigéntartalmu intermediereket (7. dbra). Az EPX jelent6sége immunvédelmi funkcidja
mellett egyes allergias korképek, tobbek kozott az allergias rinitisz és az asztma

patomechanizmusaban is igazolodott,

Nox2 0 y o

komplex 2 hidnya azonban nem okoz klinikai
( tiineteket. >

0,”=>H,0, Az EPX mRNS transzlacidja soran

szintetizalédo, 715 aminosavbol 4llo

Br + H O . .
22 preproprotein az  MPO  esetében
EPX targyalthoz hasonld glikozildcios és
e BrO"+H,0 fehérjehasitdssal jard érési  1épéseken

=N, Y

/___, megy keresztiil, aminek

eredményeképpen egy konnyl €s egy

7. dbra: Az eozinofil peroxidiz (EPX) nehéz lanc kombindci6jabol felépiild
miikédése. Az eozinofil granulocitak Nox2
enzimkomplexe altal termelt ROS részben szerkezet alakul ki. Az EPX tovabbi
direkt modon, részben az EPX altal
kialakitott hipohalit formajaban kérositja a szervezodésevel kapcsolatban

szervezetet megtamado parazitakat.
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ellentmondasosak a forrasok, egyes szerzék monomerként, masok viszont dimerként
emlitik a molekulat. Az EPX kristalystrukturaja egyelére nem ismert, igy az esetleges
dimerizaci6 mechanizmusdra csak az MPO ¢és az LPO szekvencidjaval és érésével
mutatott hasonlésagokbél kiindulva kdvetkeztethetiink.’” Az EPX enzimreakcioiban
tobbféle halidot is felhaszndlhat, tobbek kozott a Br-ot is hatékonyan tudja oxidélni.

Ennek a megfigyelésnek az in vivo jelentdsége egyeldre kérdéses.*>°

3.2.4. A laktoperoxidaz (LPO)

Az LPO exokrin mirigyek altal termelt szekrécios fehérjetermék, amely nagy
koncentracioban jelenik meg bizonyos nyalkahartyafelszineken, ahol azok természetes
immunvédelméhez jarul hozza. A fehérje magas expressziot mutat a nyal- és
konnymirigyekben, a laktaldé emlOmirigyekben, valamint a nagy légutak hamjanak
mirigyeiben. Az LPO leghatékonyabban tiocianat (SCN")-ionokat hasznal fel katalitikus
milkodéséhez, amely a nyalban, konnyben, anyatejben és a légutakat fedd
folyadékfilmben egyarant nagy mennyiségben van jelen.%%6! Az adott szervhen
kifejez6d6é Duox izoforma, vagy éppen a bekeriilé patogének biztositjak a H202-ot a
peroxidaz reakcidhoz, melynek soran hipotiocianat (OSCN’) keletkezik (8. dbra). A
OSCN" kevésbé agressziv oxidaldszer, mint a H202 egyéb halidokkal képzett termékei,
ami a nyalkahartydk LPO-mikodéshez kapcsolodd —oxidativ  karosodasanak
valoszinliségét jelentésen csokkenti.

Az LPO 712 aminosavbdl allé polipeptidként szintetizalodik, majd az MPO-hoz
¢s EPX-hez hasonloan tobb pozicidoban glikozilalodik és egy N-terminalis propeptid is
lehasad a fehérjébol. Tobb kiilonbozo faj LPO fehérjéjének is ismert a kristalyszerkezete,
a human LPO azonban nem tartozik ezek koz6.4%%%%3 A  hem-peroxidazok
szekvenciajaban konzervalt 14 cisztein reziduum mellett a vizsgalt fajokbdl szarmazé
LPO fehérjék egy, a humén LPO pedig két tovabbi ciszteint is tartalmaz.>” Ezek térben
vélhetden igen tavol esnek egymastol, igy valoszintitlen, hogy koézremiikodésiikkel egy
Ujabb intramolekularis diszulfidhid alakulna ki a fehérjében. A propeptid lehasitasa az
LPO esetében az MPO-nal tapasztalttol kissé eltérd pozicioban megy végbe, aminek
eredményeképpen az utdbbi dimerizaciojaért felelds cisztein megfeleldje az érett LPO-

ban intramolekularis diszulfidkdtésben marad N-termindlisan megtartott partnerével.>’
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Ez lehet a magyarazata annak, hogy az

érett LPO nem képez diszulfidhiddal SCN- + Hzoz f%

stabilizalt dimer szerkezetet, azonban \ OSCN +H.O
2
sajat peroxidazaktivitasa segitségével két
(o) gmo LPO
272

2

crer

tirozin aminosavai kozott ditirozinkotést Duox1/2
hozhat  létre, 1igy az  endogén komplex . .

enzimaktivitastol fliggéd modon alakulhat .: I : ! o ! P ! f—) ! o ! d
0.50,64

ki dimer formaji LP

Az LPO altal termelt oxidansok 8. abra: A laktoperoxidaz (LPO) miikédése.
. Yo , L, A szekretalt LPO a Duox enzimkomplex altal
jelentosegét a nyalkahartyak termelt H,0,-0t OSCN- el8allitasén keresztiil a

antibakterialis védelme mellett mas nyalkahartyafelszinek védelmére hasznalja fel.

folyamatokban is felvetették. Az

anyatejben nagy mennyiségben megjelend LPO a szoptatas ideje alatt az utdd
immunvédelméhez jarulhat hozza a széjiiregben és a gasztrointesztinalis rendszer kezdeti
szakaszain.®® Szintén felmeriilt, hogy a szervezetben a OSCN~ mennyiségének
modositasaval lehetne befolyasolni a nyalkahartydk oxidativ statuszat.®® Erdekes
megfigyelés, hogy bizonyos diétdk mellett a dohanyzas is igen jelentdsen megndveli a
szérum SCN szintjét, ami hozzdjarulhat egyes gyulladasos korképek kialakuldsanak

nagyobb valosziniiségéhez.®’

3.2.5. A tireoperoxidaz (TPO)

A pajzsmirigy-specifikus expressziot mutatd TPO esszencialis szerepet tolt be a
tiroxin (T4) és a trijod-tironin (T3) hormonok szintézisében. A 933 aminosavbol allo
fehérje az enzimcsalad tobbi tagjatol eltéréen egy transzmembran régiot is tartalmaz, ami
egy hosszu, a katalitikus domént is magaba foglald extracellularis szakaszt valaszt el a

polipeptidlanc rovid intracellularis szegmenséto].®®

A fehérje a tireocitdk apikalis
membranjaban helyezkedik el, ahol a Doux2-DuoxA2 komplex altal eldallitott H202-0t a
follikularis lumenben talalhato tireoglobulin (TG) tirozin oldallancainak jodozasara
hasznalja fel. A TPO a tireocitak altal felvett I" ionokat a katalitikus reakcid soran

jodatomokka oxidalja, amelyek nagy reakcidokészségiiknek koszonhetden konnyen
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szubsztitualjak a tirozin oldallancok fenol

Hn—)H
csoportjanak 3-as és az 5-0s pozicioju
02 _q,. szénatomjaihoz kapcsolodo

Du0x2 { hidrogénatomot. Ezt kdvetdéen az enzim
komplex P O

apikilis K€t médr  szubsztitudlt tirozin
oldallancanak kondenzacids reakcidoban
- I Na* végbemend kovalens 0Osszekapcsolasat

katalizalja, aminek eredményeképpen a

bazolaterilis tireoglobulinhoz kotott formaban

9. abra: A tireoperoxidaz (TPO) miikédése. A alakulnak ki a T4 és a T3 molekulak (9.
TPO a pajzsmirigyhormonok szintézise sordn a

- ; salli ibra).®® A TPO pajzsmirigyhormon-
Duox2 enzimkomplex altal eldallitott H.O-ot  dbra). paj gy
felhasznalva a tireoglobulin (TG) tirozin
oldallancainak  jodozasat ¢és  ditirozinhidakon
keresztiili 6sszekapcsolasat katalizalja.

szintézisben  betdltott  esszencialis
szerepét igazolja, hogy az enzim
genetikai eredeti hianya hipotireozis
kialakulasahoz vezet.’®’ Emellett a Hashimoto-tireoiditisz nevii korképben tobb mas
autoantitest mellett TPO-ra specifikus ellenanyagok is megjelennek az érintett betegek
szervezetében, amelyek a korallapot kifejlodésében jatszott szerepiik mellett a betegség

diagnozisanak felallitasahoz is tampontként szolgalhatnak.

3.2.6. A ciklooxigenaz 1 és 2 (COX1 és COX2)

A COX1 és COX2, vagy mas néven prosztaglandin H-szintaz 1 és 2 szerkezetét
¢s miikodését tekintve is a leginkabb eltéré az emlds hem-peroxiddzok csalddjaban. A
kozelmultban egy ujabb, a COX1 mRNS-bdl alternativ splicinggal kialakul6 hosszabb,
COX3-nak nevezett izoformat is azonositottak kutya agyszovetbdl,”® aminek humén
megfeleldjével kapcsolatban egyeldre sok a bizonytalansdg. A COX1 és COX2
aminosavsorrendje egymdashoz jelentsen, a tobbi hem-peroxiddzhoz viszont joval
kevésbé hasonlit, ami alapjan ugy gondoljuk, hogy a hasonl¢ katalitikus funkciénak egyes
reziduumok konzervaltsaga mellett inkabb a kristalyszerkezet, mint a szekvenciabeli

hasonlésag képezi az alapjat.”

Mindkét fehérje a prosztanoidok bioszintézisében jatszik
szerepet, de amig a COX1 ubikviter el6fordulast mutat és konstitutiv aktivitdsaval a

szovetek homeosztazisanak fenntartdsdhoz szilikséges arachidonsav-szarmazékok
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szintézisében vesz részt, addig a COX2 nyugalmi koriilmények kozott igen alacsony
mértékben fejezddik ki az egyes sejttipusokban. Bizonyos proinflammatérikus szignalok
hatdsara azonban a COX2 gyorsan indukalodhat az érintett szOvetekben, ami a
gyulladdsos mediatorokként is ismert prosztanoidok lokalisan megnovekedett mértékii
szintéziséhez vezet.”

A COX enzimek membrankotott, multidomén fehérjék, amelyek az endoplazmas
retikulumban helyezkednek el és homodimer forméban funkcionalnak.” A COX enzimek
egyidejiileg rendelkeznek peroxidaz- és ciklooxigenaz-aktivitassal, melyekért a C-
termindlisan elhelyezkedd globularis domén eltérd régioi feleldsek. A prosztanoidok
szintézise soran a ciklooxigenaz-aktivitas az arachidonsav és a prosztaglandin G2 kozotti
atalakulashoz sziikséges, az 1igy nyert terméket pedig az enzim endogén
peroxidazaktivitisa segitségével alakitja tovdbb prosztaglandin H2-vé.”® A
gyogyaszatban igen kiterjedten alkalmazott nem szteroid gyulladdscsokkenték tobbnyire

a COX aktiv helyéhez kapcsolddva gatoljak a gyulladasos mediatorok szintézisét.

3.2.7. A peroxidazin (PXDN)

A PXDN az allati hem-peroxiddzok csalddjanak legijabban megismert és ezidaig
legkevésbé részletesen tanulmanyozott tagja. A fehérjét elsdként Drosophila
melanogasterben (ecetmuslicaban) azonositottak,’® kés6bb azonban szamos mas
allatfajban is fehérjeszinten igazoltak a PXDN jelenlétét. A human PXDN-t kezdetben
tumoros sejtvonalakban, igy példaul az EBI1 vastagbélkarcindma sejtvonalban
vizsgaltak,”’ késébb pedig melanomaasszocialt fehérjetermékként irtak le, ahonnan annak
régi MG50 elnevezése is szarmazik.’®’® Az EB1 sejtek p53-indukalt apoptdzisa soran egy
alternativ, rovid PXDN izoformat is kimutattak, aminek az é16 szervezetben el6fordulod
megfeleldjérdl egyelére nincsen adatunk.”” A késébbi kisérleti eredmények a PXDN
ubikviter eléforduldsat tamasztottak ala az emberi szervezetben.®® Egy, a human PXDN
vizsgélataval foglalkozd6 munkacsoport annak kardiovaszkularis rendszerben mutatott
magas expresszidja miatt kozleményeiben konzekvensen vaszkularis peroxidaz 1-ként
(VPOLI) hivatkozik a fehérjére.8* Mivel sem a human fehérje szdveti expresszios profilja,

sem annak definitiv érrendszerrel nem rendelkezd, alacsonyabbrendi él6lényekben
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igazolt szerepe nem tamogatja az Uj clnevezés helytallosagat, a tudomanyos kozosség

nagy része a tovabbiakban is peroxidazinként emliti a fehérjét.

3.2.7.1. A PXDN szerkezete és sejtszintli lokalizacidja

A PXDN kiilonleges struktiraval bir, ugyanis a peroxidazaktivitasért felelds
domén mellett mas, az ECM-proteinekre jellemz6 szerkezeti elemek is megjelennek a
fehérjében. A human PXDN N-termindlisan egy szigndl szekvencidt tartalmaz, amit hat
leucin-gazdag ismétédés (LRR), majd négy immunglobulin C2-szerti domén (Ig C2)
kovet, a fehérje C-terminalisan pedig egy a-helikalis régi6 utan egy von Willebrand faktor
C-tipustt domén (vWF C) helyezkedik el (10. dbra). Amig a katalitikusan aktiv peroxidaz
domén valtozatos szubsztratok oxidaciojanak katalizisére képes, a tobbi régid szamos
molekuléris interakci6 kialakitasara teszi alkalmassa a fehérjét az extracellularis térben.
A PXDN kristalyszerkezete egyeldre nem ismert, de az egyes domének haromdimenzios

struktirajarol mar késziiltek spekulativ szerkezeti modellek (11. dbra).t?

szignal szekvencia (S)

VWEF C-tipusti domén (VWF C)

leucin-gazdag ismétlodések (LRR)

immunglobulin
C2-szerii domének peroxidaz domén

10. abra: A peroxidazin (PXDN) doménszerkezete

A PXDN egy 6si fehérje, amelynek kiilonbozd fajokban kifejez0dd ortologjai
nagymértékben konzervalt szekvenciaval és doménszerkezettel jellemezhetdek.®® A
Drosophila fehérjét els6ként leird6 munkacsoport kimutatta, hogy a PXDN homotrimer
formaban szekretdlodik az extracellularis térbe. A kovalensen keresztkotott trimer
stabilizalasaért felelds aminosavakat, illetve az oligomerizacié pontos mechanizmusat a
szerzOk ugyan nem deritették fel, de a C-terminalis vVWF C domén, illetve az azt megel6z6

o-helikélis régio részvételét feltételezték a negyedleges szerkezet stabilizdldsaban.8284
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Az N-terminalisan megjelend, extracellularis térbe iranyitd szignal szekvencia,
valamint a matrixproteinekre jellemzé domének jelenléte kezdett6l azt valosziniisitette,
hogy a PXDN elsédlegesen az ECM-be lokalizalodik, amit késébb szamos vizsgalatban
kisérletesen is alatamasztottak.**"®818 Munkacsoportunk TGFB-val indukalt human
pulmonalis és dermalis fibroblasztok extracellularis terében detektalt PXDN-tartalmua
fibrillumokat.8% A legtobb vizsgalt sejtes rendszerben a PXDN dominansan megjelenik
az endoplazmas retikulumban is, ennek funkcionalis jelentdsége azonban ezidaig nem
tisztazodott.®0 A PXDN emellett szolubilis formaban is kimutathaté a rekombindns

fehérjét expresszalo sejtek médiumaban,®

B o
LRR 5 7 G, IgC2
{f%y AN
AN
Ry
'L/‘.}'t‘) "\‘

peroxidaz

domén f

11. abra: A PXDN doménjeinek spekulativ hiaromdimenziés modellje (%

modositasaval). A leucin-gazdag ismétlédések (LRR), immunglobulin C2-szerii domének
(Ig C2) és a von Willebrand faktor C-tipusit domén (VWF C) az ECM fehérjéire jellemz6
motivumok. A PXDN peroxidaz doménjének modelljét annak LPO-val mutatott
homologiaja alapjan allitottak fel. A peroxidazaktivitds szempontjabdl esszencialis
konzervalt glutamin (Q823) és aszpartat (D826) reziduum helyzete megtartott a PXDN
hemkoto régidjaban.

3.2.7.2. A PXDN enzimaktivitasanak jellemz6i

A PXDN peroxidaz doménje homolog a tobbi hem-peroxidaz fehérjével, és az
Osszes olyan konzervalt reziduumot tartalmazza, amely bizonyitottan szerepet jatszik a

hemkotésben és a peroxidaz enzimek Katalitikus ciklusaban.®® A Drosophila és a human
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PXDN biokémiai jellemzdinek vizsgalta sordn tobb csoport is igazolta a fehérje
halogenizacios és ditirozinképzé aktivitasat, valamint azok aziddal és phloroglucinollal
(PhG) szemben mutatott érzékenységét. A PXDN szdmos mesterséges szubsztrat, tobbek
kozott dianizidin és TMB oxidaciojat is képes katalizalni, hexadecil-trimetil-ammonium-
bromid (CTAB) detergens jelenlétében pedig megndvekedett peroxidazaktivitast mutat.
Amig a Drosophila PXDN-t a dianizidin, a human fehérjét pedig a TMB oxidacidja soran
a tobbi hem-peroxidazhoz viszonyitva jelentsen kisebb aktivitas jellemezte, elbbi a
ditirozinképzésben a tobbi enzimnél hatékonyabbnak mutatkozott.”®®? A PXDN 4ltal
katalizalt, legiijabban megismert reakcioforma a szulfiliminkotés-képzeés, amit az enzim
eddig ismert egyetlen fiziologias szubsztratjanak, a kollagén IV-nek hipobromit (OBr)

felhasznalasaval torténd oxidacidja soran mutattak ki.**8’

3.2.7.3. A PXDN szerepe alacsonyabbrendii ¢l61ényekben

A PXDN-t el6szor Drosophila melanogasterben azonositottak, ahol az allat korali
fejlodési stadiumaiban a fehérjét az un. hemocitak fejezik ki. A hemocitak a behatold
mikroorganizmusok és apoptotikus testek eltavolitasat végzo, immunjellegli sejtek,
az ecetmuslica bazilis membranjainak kiépitéséhez.”® A PXDN mar embrionalis korban
megjelenik az allatokban, és a részvételével képzett ECM meghatarozo szerepet tolt be
azok morfogenezisében, valamint a fejlodd idegrendszer részét képezd ventralis idegcso
membranjaiban talalhato kollagén IV halozat felbomlasahoz vezet.**

A masik modellorganizmus, amelyben részletesen vizsgéaltdk a PXDN hidnyanak
kovetkezményeit, a Caenorhabditis elegans 6rvényféreg volt. Ezekben az allatokban a
PXDN két izoformaja, a Pxnl ¢és Pxn2 is expresszalédik. A Pxn2 hianyaban az
egyedfejlodés szamos fazisa hibasan megy végbe, aminek legfeltiinébb velejardja az allat
epidermisze és izomzata kozotti kapcsolat integritdsdnak megbomlasa. A Pxn2 hianya
hogy az intakt ECM gatl6 hatast fejt ki ebben a folyamatban. Ugyanebben a vizsgalatban
a Pxnl hianya 6nmagaban nem jart fejlédési defektussal, azonban enyhitette a Pxn2

hianyaban megfigyelhet6 fenotipust, amig tulexpresszidja sulyosbitotta azt, ami a két
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fehérje kozotti funkcionalis antagonizmusra utalhat.®

Egy masik munkacsoport ezzel
szemben a Pxnl expresszidjanak eltéréseivel kozvetleniil Osszefiiggésbe hozhato,
véltozatos megjelenésii idegrendszeri eltéréseket figyelt meg az allatokban.®®

A Xenopus tropicalis karmosbéka volt az egyik elsé alacsonyabbrendii gerinces
faj, amelyben részletesen feltérképezték a PXDN expresszids mintdzatat. Az allat
egyedfejlodése soran a PXDN mRNS tobb kiilonb6zo szervben, koztiik a vesetelepben, a
velécsében és a farokrészben is megjelenik.®® A kozelmultban Danio rerioban
(zebrahalban) is igazoltak a PXDN embrionalis fejlédés soran betoltott kozponti szerepét.
A PXDN csendesitésének hatdsara a zebrahalembriokban szamos fenotipusos eltérés, igy

a szivtelep 6démaja, csokevényes szemtelepek, a torzs elferdiilése €s a testfelszinen

megjelend foltok mintazatanak durva eltérései alakultak ki.%

3.2.7.4. A PXDN ismert funkcioi emlds szervezetekben

Az alacsonyabbrendli ¢l8lényekhez hasonléan a PXDN emlds szervezetben
betoltott szerepének vizsgalatdhoz is elsésorban a fehérje hidnyaban 1étrejovo eltérések
nyuyjtottak tdmpontot. Két olyan humdan genetikai vizsgalatot is publikaltak a
kozelmultban, melyekben az anterior szegment diszgenezis (ASD) nevil, heterogén
megjelenésii szemfejlédési rendellenesség egyes eseteinek a hatterében a PXDN-t kodolo
gén mutacidjat azonositottak oki tényezoként.%?% A korneat, szklérat és az eliilsd
szemcsarnokot érint6 eltérések mellett néhany betegben a motoros rendszer fejlédésének
késését és izomhipotoniat is leirtak.%? Az ASD-ben kialakuld szdvettani elvaltozasoknak
a PXDN hidnyaval mutatott Osszefiiggését késobb PXDN-deficiens egérmodell
segitségével is igazoltak, amelyben a human betegekben leirt elvaltozasokhoz nagyon
hasonl6 szemfenotipus alakult ki.%*

Munkacsoportunk korabbi kézleményében igazolta, hogy a humén pulmonalis és
dermalis fibroblasztok TGFp-val torténd kezelés hatasara nagymennyiségli PXDN-t
szekretalnak az ECM-be, ahol az fibrillaris kotegekbe rendezédik és részleges
kolokalizacidét mutat a fibronektinnel. A sejtkultirdban modellezett jelenség koézponti
jelent6ségii az egér vese uréterlekotés kovetkeztében végbemend fibrotikus atépiilésében,

melynek soran a PXDN mennyisége szamottevoen megnovekszik a veseszovet

32



DOI:10.14753/SE.2017.2244

peritubularis terében.®’ Ez az eredmény felvetette a PXDN lchetséges részvételét a
vesefibrozissal jaro korképek patogenezisében.

A PXDN-t VPO1-ként azonositd munkacsoport a fehérje kardiovaszkularis
rendszerben betdltott szerepét tanulmanyozta. Eredményeik tobbek kozott egyes
lipoproteinek oxidacidjaban, ezen keresztil pedig az érfal izomelemeinek
kalcifikaciojaban,”® az endotélsejtek apoptdzisanak indukcidjaban,® az érfali

crer

%8100 yaloszintisitik a PXDN részvételét.

kovetd oxidativ kéarosodas kialakuldsdban
Ugyanez a csoport monomer formaban vérplazmamintakban is kimutatta a fehérje

szolubilis formajat, amelynek antimikrobidlis funkci6t tulajdonitottak.8610t

3.2.8. A peroxidazin-szerii fehérje (PXDNL)

A PXDNL a PXDN homologja, melyet laborunk munkatarsai azonositottak,
részletes karakterizalasat pedig a dolgozat megirdsahoz felhasznalt tarsszerzds
kozlemény tartalmazza.% A PXDN-hez hasonléan a PXDNL is két eltérd néven szerepel
a szakirodalomban, a vaszkularis peroxidaz 2 (VPO2) megjelolés 1étjogosultsagat
azonban ebben az esetben sem tAmasztjak al4 a rendelkezésre 4116 expresszids adatok

A PXDNL a PXDN-hez hasonléan nagyméretli, komplex szerkezetli fehérje,
amely mind doménszerkezetét, mind szekvenciajat tekintve nagymértékii egyezést mutat
a PXDN-nel, azonban azzal szemben nem rendelkezik mérhetd peroxidazaktivitassal. A
PXDNL peroxidaz doménjének aminosavsorrendjében két, a tobbi emlds hem-peroxidaz
szekvenciajaban konzervalt glutamin és aszpartat reziduumot érint6 eltérést is tartalmaz,
melyek a hemkotést és ezaltal vélhetden a katalitikus aktivitast is befolyasoljak, és
valdszinli magyarazatat adjak a peroxidazaktivitds hidnyanak.'®> Egy kozelmultban
megjelent kdozlemény szerzdi szdmos human sejtvonalban azonositottak egy, a Xenopus
tropicalis PMR1 endonukleazaval homoldg génterméket, amelyet a PXDNL alternativ
mRNS splicing soran kialakulo, révidebb izoforméjaként irtak le.!®® Az N-terminalisan
trunkalt PXDNL izoforma 1étezését ezidaig mas munkacsoport nem erdsitette meg.

A PXDNL-t kédolé gén hidnyzik a ragcsalok genomjabol, ami megneheziti a
fehérje funkcigjanak ¢s lokalizacidjanak megfeleld kontrollok mellett torténd vizsgalatat,

és ezekre a célokra human sejtek és szovetek tanulmanyozasat teszi sziikségessé.
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Ubikviter kifejez6désti homologjaval szemben a human PXDNL a szivre korlatozodé
expressziot mutat. Munkatarsaim a PXDNL-t kifejez6 sejttipusok azonositasa céljabol
végzett In situ hibridizacids kisérletekben kardiomiocitakban detektaltak PXDNL-
specifikus jelolodést. Szivizommetszetek immunfestésével kapott eredmények alapjan a
fehérje az interkalaris korongokban ¢€s a kardiomiocitdk oldals6 membranja mentén
helyezkedik el, indukalt pluripotens &ssejtbél (iPS) szarmazd szivizomsejtekben,
valamint a rekombinans fehérjét expresszaldo Cos7 sejtekben azonban a PXDNL az
endoplazmas retikulumban is nagy mennyiségben volt detektalhato.'%?

A PXDNL-nek a szivben betoltott élettani funkcidjat egyelére nem ismerjiik.
Dilatativ kardiomiopatias (DCM) betegekbdl szarmazd szivizommintdkban a PXDNL
mRNS megndvekedett mennyisége mutathatd ki, ami felveti a fehérje esetleges
kozremiikddését a korallapot kifejlédésében. Az iPS-eredetii kardiomiocitak angiotenzin
Il-vel torténd kezelése is hasonld eredményre vezetett, ami azért lehet érdekes, mert a
DCM patomechanizmusaban az angiotenzin II kdzponti jelentéséggel bir. Munkatarsam
rekombinans fehérjék in vitro vizsgalata soran a PXDNL jelenlétének gatld hatasat
mutatta ki a PXDN enzimaktivitasara, ami felveti az endogén PXDN és PXDNL ko6zotti

antagonizmus lehetéségét a mindkét fehérjét expresszald szivizomzatban.1%2

3.2.9. Az emlds hem-peroxidazok és NADPH-oxidazok egyiittmiikodése

Az eml6s hem-peroxidazok hatékony mitkodésének feltétele a megfeleld H202-
ellatottsag, amit a legtobb enzim esetében egy jol definialt ROS forras biztosit. A hem-
peroxiddzok tobbnyire igen szoros kooperdcioban miitkodnek a NADPH-oxiddz
enzimcsalad egyes képviseldivel, igy az MPO ¢és az EPX a Nox2-vel, az LPO a kiilonb6z6
szovetekben eltéré megoszlast mutato Duox1-gyel vagy Duox2-vel, a TPO pedig a
Duox2-vel. Ezt az is alatamasztja, hogy sok esetben a peroxidaz enzim hianyabol vagy
alulmiikodésébdl fakado tiineteknek megfeleld, vagy annél sulyosabb fenotipus alakul ki
az egylttmikodé NADPH-oxiddz hidnydban, igy példaul a TPO ¢és a Duox2
enzimkomplex tagjainak kiesése egyarant hipotiredzis kialakulasahoz vezet.*>10

A Nox/Duox enzimekre és a hem-peroxiddzokra egyarant jellemzd, korlatozott
szoveti eloszlas meghatarozd a kooperacioban kialakuld hatdsok megjelenése

szempontjabol a szervezetben. A NADPH-oxidazok — regulalt ROS-forras 1évén — a hem-
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peroxidazok milkddésének szabalyozasahoz is hozzajarulhatnak a H202 Szubsztrat
elérhetoségének befolydsolasaval, ami novelheti az altaluk kdzvetitett hatas specificitasat.
A NADPH-oxidazok ROS termelésének sok esetben feltétele egyes citoszolikus vagy
membrankotott szabalyozofehérjék jelenléte is, igy a hem-peroxidazokkal kialakitott
hatékony egytittmiikodéshez ezek jelenléte is elengedhetetlen. Az egyes peroxidazok altal
atipusos lokalizacioban létrehozott korélettani hatdsok szempontjabol 1ényeges kérdés,
hogy milyen hatékonysaggal tudnak eltérd forrasbol szarmazo H202-0t felhasznalni ezek
az enzimek. A fehérjecsalad tobbi tagjaval szemben széleskor( szoveti eloszlast mutato
PXDN esetében ezidaig nem azonositottak egyiittmitkod0 NADPH-oxidazt vagy mas,
ROS eloéallitasara alkalmas molekulapartnert, igy egyelére a fehérje altal katalizalt

kollagén IV keresztkotési reakcioban is ismeretlen a H202 forrasa.

3.3. Az extracellularis matrix (ECM) és a bazalis membranok

A kutatasunk fokuszaban alld6 PXDN extracellularis matrixok (ECM)
kialakitasaban felismert jelent6ségét mara szamos, az el6z6 fejezetben targyalt irodalmi
forras igazolja. A bemutatott eredmények hatterének megvilagitasa érdekében a
kovetkezokben a szovetek acellularis alloméanyat képezé ECM éltalanos jellemzdit
mutatom be, majd az annak kiilonleges megjelenési formajat jelenté bazalis membranok

felépitését, jellegzetes funkcioit és az azokat érintd korallapotokat tekintem at.

3.3.1. Az ECM altalanos jellemzd6i

Az ECM minden szolid szervben megjelend, sejten kiviili alloméany, amely
nagymértékben meghatarozza az adott szovet mechanikai és sok esetben funkcionalis
jellegzetességeit is.1°1% Amellett, hogy az ECM komponenseibdl felépiilé halozat
strukturalis vazat biztosit a szovetekben talalhat6 sejtes elemek szamara, elengedhetetlen
szerepet tolt be a kdrnyezetbdl szarmazd kémiai és mechanikai jelzések tovabbitdsaban
is. Ezek az informaciok az egyedfejlédés soran alapvetd jelentdséglick a kapcsolodod
sejtek differencialodasanak iranyitasaban és az egyes szervekre jellemzd szoveti struktura
kialakitasaban, és a késObbiekben 1is esszencialisak a szoveti homeosztazis

fenntartdsdhoz. Az ECM dallomanyat kiilonb6z6 strukturfehérjék, glikoproteinek és

35



DOI:10.14753/SE.2017.2244

proteoglikanok alkotjak, emellett jelentés mennyiségii poliszacharid jellegii molekula is
megjelenik a sejten kiviili térben. Ezek a molekulak erdsen hidrofil karakteriiknek
koszonhetden nagymennyiségli viz megkdtésére képesek, ezaltal pedig a sejten kiviili
viztér un. ,,gélfazisdnak” 1étrehozasdhoz is hozzdjarulnak. A  jellegzetes
doménszerkezetiiknek kdszonhetéen matrixfehérjeként klasszifikalt alkotdk sok esetben
tobb izoformaval is rendelkeznek. Ezek valtozatos megoszlasa, az egyes
matrixkomponensek eltérd aranya, valamint a beldliik kiépiild rendszer szervezddésének
¢és elhelyezkedésének kiilonbségei nagy diverzitast biztositanak az egyes szovetekre
jellemz6 ECM-eknek, aminek kialakitdsa ¢s fenntartasa a matrix és a szoveti sejtek
folyamatos reciprok interakcidin alapul.’®’ A sejtek adhézids integrin és diszkoidin
domén receptoraikon, valamint sejtfelszini proteoglikdn koreceptoraikon keresztiil
kapcsolodnak az ECM alkotoihoz. Ez a molekuléris kdlcsonhatas szamos intracellularis
szignalizacios utvonalon keresztiil befolyasolja a sejtek viselkedését, emellett indirekt
Osszekottetést létesit azok citoszkeletalis halozata és az ECM kozott.1%® Az ECM
fehérjéire nagy 4ltalanossagban jellemzd poszttranszlacios modositdsok sokasaga
alapvetden befolydsolja azok szerkezetét ¢€s ennek kovetkeztében az altaluk ellatott
feladatokat is.)® Az ECM konzisztencidjaval szembeni elvarasok mellett a szovetet
dinamikusan ér6 kornyezeti valtozasok €s funkcionalis kihivasok a matrix szerkezetének
folyamatos atépiilését (remodelling) kovetelik meg, ami szamos, az ECM fehérjék
szerkezetének modositasara specializalodott extracellularis enzim mikodésének
eredményeképpen, fiziologias koriilmeények kozott jol szabalyozott formaban valosul
meg. Az ECM-felépités és -degradacid egyensulyanak megbomlésa, illetve a szabalyos
matrixszerkezet elvesztése tobb Osszetett korélettani folyamatban kdzponti tényezd. Az
ECM komponensek tulzott mértékii felszaporodasa az adott szdvet fibrotikus
atépiiléséhez vezet, amig szamos kiilonb6z6 belgyogyaszati €s immunoldgiai korkép jar
egyiitt a matrix generalizalt vagy lokalizalt pusztulasival.!® A szerkezeti integritas
elvesztésének kovetkezményei jol nyomon kovethetéek egyes szovetek tumoros
atalakulasa sordn, amikor a transzformalodott sejtekbdl szdrmazd szignalok a normal
szoveti szerkezet megtartasa helyett a tumor lokalis €s metasztatikus terjedésének

kedvezd, szabalytalan ECM mikrokdrnyezetet alakitanak ki. '
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3.3.2. Az ECM fajtai és osszetétele

Szerkezetiik és funkcionalis jellegzetességeik alapjan az ECM-nek két tipusat, az
intersticialis matrixot és a bazalis membranokat kiilonboztetjiilk meg. Az intersticialis
matrix kevésbé kompakt szerkezetli €s molekularis Osszetételét tekintve is heterogénebb
struktara, aminek elsddleges feladata a szovetek szerkezeti vazanak kialakitasa. A bazalis
membranok az epitél és endotél sejtrétegek alatt lapszerlien megjelend, a zsir-,
harantcsikolt izom- és szivizomsejteket beboritd, valamint a periférids idegrostokat
burkolo tomor, lapszerli képzodmények, melyek azon tal, hogy mechanikai stabilitast
nyujtanak a rajtuk fekvo sejtek szamara, az extracellularis tér allapotdban bekdvetkezd
véltozasokat is kozvetitik az irdnyukba.!''? Ebben az alfejezetben az ECM-re
altalanossagban jellemzé komponenseket mutatom be, a bazalis membranok
szervezOdését és Osszetett funkcidit pedig a kovetkezo alfejezetben ismertetem.

Az ECM fibrilléris struktarfehérjékbol, proteoglikanokbdl, glikoproteinekbdl és
gliikoz-aminoglikanokbol (GAG) épiil fel, melyek véltozatos doménjeik és funkcionalis
csoportjaik segitségével a sejtfelszini ECM receptorokkal és egymaéssal is tobbszords
interakciokat alakitanak ki.'*'1'? A matrix térfogatanak jelentds részét kitevd GAG és
proteoglikdn molekuldknak sokaig csak passziv, helykitoltd szerepet tulajdonitottak,
jelenlegi tudasunk szerint azonban utobbiak az extracellularis térbdl a sejtek iranyaban
torténd informacidtovabbitasban is szerepet jatszanak. A GAG molekulak ismétlodo, egy
aminocukor és egy uronsav alkotta diszacharid egységekbdl allo, el nem éagazodod
cukorlancok, melyek sok esetben szulfat csoporttal is kiegésziilnek, és epimerizacioval
¢és deacetilacioval is modosulhatnak. A csoportba tartoz6 hialuronsav nem kapcsolodik
fehérjékhez, a kondroitin-szulfat, dermatan-szulfat, heparan-szulfat és keratan-szulfat
azonban igen, amelyek ezaltal proteoglikanok kialakitasaban vesznek részt. A GAG
molekuldk, azon beliil is els0sorban a heparan-szulfat novekedési faktorok kdotésén
specifikus fehérjemaghoz torténd kapcsolodasaval 1étrejovo proteoglikanokat szerkezeti
jellegzetességeik ¢€s lokalizacidjuk alapjan a kisméretli, leucinban gazdag (dekorin,
lumikan), a moduléris (perlekan, aggrekan) vagy a sejtfelszini (szindekan, glipikdn)

k 114

proteoglikanok kozé sorolju Mechanikai szerepiikon til az elsd két csoport tagjai a
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sejtmembran receptoraihoz koétédve intracellularis jelatviteli utakat befolyasolnak, a
utdbbiak pedig koreceptorként rogzitik az ECM elemeit a plazmamembranhoz.1%°

Az ECM két legfontosabb fibrillaris komponense a kollagén és az elasztin, melyek
koziil a kollagén elsOsorban a szdvetek szakitdszilardsagaért, az elasztin pedig a
rugalmassagaért felel. A kollagén az ECM legnagyobb mennyiségben el6fordulo
alkotoja, amely egyes szovetekben a teljes fehérjetomeg 30%-at is kiteheti.
Gerincesekben ezidaig 28 kiilonb6zo tipusu kollagént azonositottak, melyeket az altaluk
kialakitott szupramolekuldris szerkezet alapjan négy csoportba sorolunk.!® A fibrillaris
kollagének kisebb szalak kialakitasat kovetden szervezddnek nagyobb kollagén
kotegekbe. A fibrillum-asszocialt kollagének maguk nem képeznek hasonld kotegeket,
de a fibrillaris formakhoz kapcsolddva segitik azok pozicionalasat a komplex ECM-ben.
Ezek mellett megkiilonboztetiink un. transzmembran kollagéneket, illetve a koteges
szerkezet helyett kétdimenzids halot képzoé formékat is, melyek a bazalis membranok
kialakitasaban vesznek részt. A kiilonbozo tipusu kollagének tobbnyire keverten jelennek
meg a szovetek ECM-jében, de mindig van egy dominansnak tekinthetd tipus, ami
meghatarozza a hilézat jellegzetességeit.'® A kollagének kozos szerkezeti jellemzdje,
hogy a polipeptidlancok tripla hélixbe rendez8dve alkotnak funkciondlis alegységeket.
Az un. kollagendzus domén 3 aminosavbol allo Gly-X-Y ismétlédéseket tartalmaz, ahol
az X tobbnyire prolin, az Y pedig poszttranszlacios hidroxilacion atesett 4-hidroxiprolin.
A kollagének érésiik soran soklépéses poszttranszlacios médosulason mennek keresztiil,
aminek a propeptidek lehasadasan tal részét képezi a lizin és prolin aminosavak
hidroxilacidja, egyes lizinek glikozilacidja, illetve a kollagénfibrillumok lizil-oxiddzok
segitségével torténd kovalens keresztkotése is.19° A szintén fibrillaris szerkezetii elasztin
tropoelasztinként szekretalodik az extracellularis térbe. Itt a lizil-oxidaz csalad tagjainak
segitségével tobbszords kovalens keresztkotések alakulnak ki az egyes elasztin
molekulak kozott, ami a beldlikk épiild kotegek szerkezetét stabilizalja. Ezek az
extracellularis térben a kollagénhez asszocialddnak, felszinlikhéz pedig a fibrillin nevii
glikoproteinbél képzett szalak kapcsolodnak. 't

Az ECM alkotasdban szamos glikoprotein, igy a fibronektin, laminin,
trombospondin, nidogén/entaktin és tenascin is részt vesz, melyeknek stukturalis
szerepiikon kiviil sok esetben jelkozvetitd funkcidja is van. Ezek a molekuldk szintén

hozzajarulnak a novekedési faktorok ECM-ben torténd rogzitéséhez, ami altal egy
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proteolizis segitségével felszabadithato forrast biztositanak. Egyes proteoglikdnoknak az
ECM atépiilése soran keletkez6 proteolitikus hasitasi termékei sokszor a teljes
molekulaétol eltérd, kiilonallo biologiai funkcioval birnak, ami a megvaltozott kornyezeti
feltételek sejtek irdnydba torténd kozvetitésében bir jelentéséggel.'>118 A fibronektin
dimer forméban szekretalodd glikoprotein, amelynek két alegységét egy diszulfidhid
tartja 0ssze. Az ECM-be beépiil6é fehérje szintén koteges elrendezédést mutat, emellett
azonban a fibronektin a keringésben is megjelenik.'*® A fibronektin kdtegek specialis
tulajdonsaga, hogy megnyulasukkal korabban rejtett integrinkotd helyek keriilnek
expozicidora a fehérjelancban, amelyek megfeleld adhézids receptorokhoz kotddve
befolyasolhatjak a sejtek viselkedését. Ez a jelenség képezi az alapjat a fibronektin ECM-
ben betdltdtt specifikus mechanoszenzor funkcidjanak.’?® A tenascin molekula N-
terminalis diszulfidhidakon keresztiil hattagu szimmetrikus komplexet, in. hexabrachiont
képez, és tobbek kozott a fibronektin integrink6td régidihoz kapcsolodva fejt ki
antiadheziv hatast.'?? Az elsdsorban bazalis membranokban megjelend lamininek
heterotrimer fehérjék, melyek kiilonb6zd a, B és y lancok kombinacidjabdl épiilnek fel,
és 3 rovid és egy hosszu karbdl allo, kereszt alaka szerkezetbe rendezédnek. Az a-lancok
C-terminalisan  elhelyezkedd, globularis doménje a fehérje integrin- és

Az emlitettek mellett az ECM-ben szamos, a szoveti sejtekbdl szekréciora kertild,
elsédlegesen nem-matrix fehérje is megjelenik, melyek koziil tobben az ECM Ki-, illetve
atépiiléséhez jarulnak hozza. llyenek a matrixfehérjék keresztkotésére specializalodott
enzimek, igy példaul a lizil-oxidazok (LOX, LOXL) vagy a transzglutaminazok.'? A
matrix alland6 remodellingje szamos fehérjehasitoé enzim, igy matrix metalloproteinazok
(MMP), dezintegrald és metalloproteinaz enzimek (ADAM, ADAMTS) és meprinek
kozremtkodésével megy végbe, amelyek aktivitasat metalloproteinaz-inhibitorok,
tobbek kozott a matrix metalloproteindz szoveti inhibitor (TIMP) korlatozzak 124127

Az ECM kialakitasaban résztvevé molekuldkrol adott attekintd kép nem lehet
teljes azok sejtfelszini receptorai nélkiil. Az erre specializalt integrinek, disztroglikanok,
illetve a Lutheran glikoprotein szamos kiilonb6z6 ligandumot kithetnek az extracellularis
térben, amelyek mennyiségi €s szerkezeti viszonyait az emlitett receptorokrol induld
jelatviteli wtvonalak kozvetitik a sejt iranyaba.!’® Emellett tSbb membrankotott

proteoglikan, igy a szindekan és a glipikan is koreceptorként kapcsolhatja a sejtfelszinhez
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az ECM egyes komponenseit.!?® A receptorok jellegzetes sejt-ECM kapcsold
struktarakba, igy fokalis kontaktusokba vagy hemidezmoszomakba rendez6dhetnek, ami

a receptorok klaszterbe szervezésével hatékonyabb jeltovabbitast tesz lehetévé.

3.3.3. A bazalis membranok szerkezetének kialakulasa

A szervezet kiilonb6zo részein elhelyezkedd bazalis membranok mechanikai és
informéciokozvetitd szereplikon talmenden sok esetben szervspecifikus funkcidkat is
ellatnak, melyek kiilonleges szerkezeti igényeket tamasztanak ezzel a struktraval
szemben. Az 50-100 nm vastagsdgi bazalis membranok elektronmikroszkdpos
megjelenésiik alapjan tobbnyire két rétegre, a lamina lucidara és a lamina denséra
oszlanak, amelyek elsésorban morfologiai alapon kiilonboztethetdek meg egymastol.

A bazalis membranok Osszetételével kapcsolatos tudasunk alapjai az Engelbrecht-
Holm-Schwarm (EHS) szarkoma sejtvonal altal termelt ECM tanulmanyozasabol
szarmaznak.'® Ennek komponensei ugyan tobbnyire azonosak a bazalis membranok
alkotoival, azok mennyiségi és szerkezeti viszonyai azonban jelentdsen eltérnek a
fiziologias allapottol.’®* Az EHS sejtek 4ltal termelt matrix tisztitott formaja Matrigel
néven a kereskedelmi forgalomban is elérhetd, ami sejtkultaraban és un. Matrigel plug-
gal végzett allatkisérletekben is jol haszndlhato az ECM modellezésére. A bazalis
membranok legfobb alkotdelemei a kollagén IV, kiilonb6z6 laminin izoformék, heparan-
szulfat proteoglikanok (pl. perlekan), és a nidogén/entaktin, a minor komponensek pedig
az agrin, a fibulin, a kollagén XV, valamint a kollagén XVIII, amelyek mellett tovabbi,
sok esetben szervspecifikus megjelenésii 6sszetevo is el6fordulhat.

A bazalis membranok fehérjehaldzatainak kialakulasa az alkotoelemek jellegzetes
szerkezete altal iranyitott modon, tn. ,,self-assembly” soran megy végbe.'*? Ennek soran
az egyes komponensek kotésére alkalmas sejtfelszini receptorok horgonyként szolgalva
A bazalis membranok kiépiilésének elso 1épése az alkotdelemek funkciondlis egységekbe
torténd szervezddése az intracellularis térben. Ez a kollagén IV esetében a harom lancbol
felépiil6 un. protomerek, a lamininnal pedig a heterotrimer szerkezet kialakulasat jelenti

(12.A dbra). Az extracellularis térbe szekretalodott fehérjék koziil a laminin sejtfelszini

.....
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folyamatat (12.B dbra). A plazmamembranhoz integrineken és disztroglikanokon
keresztiil rogzitett laminin polimer a tovabbiakban is vazként szolgal a tobbi komponens
kapcsolodasahoz annak ellenére is, hogy azok tobbsége maga is rendelkezik az adhézios
receptorok felismerési motivumaival. A kiilonalléan szervez6ddé kollagén IV polimer
nidogén/entaktin hidakon keresztiil kapcsolodik a lamininhoz, bar egyes forrasok szerint
a két fehérjehalozat kozott direkt interakcio is 1étrejon. 32132 A bazalis membran tovabbi
komponensei a két dominans fehérje altal alkotott vazhoz kapcsolodva jarulnak hozza a

szerkezetileg és funkcionalisan is érett bazalis membran 6sszeallasahoz (12.C dbra).

Sejtmag ; Citoplazma

e Kollagén IV ~()() Nidogén () Fibulin
pa (entaktin)
OO o Perlekin :ﬁ—,*- 2 Laminin Adhéziés receptor

12. abra: A bazalis membrian szerkezetének kialakulasa (12 modositasaval). Az ECM
fehérjék funkciondlis alegységeinek Osszeallasat kovetéen (A) a laminin adhézios
laminin polimerhez nidogén/entaktin hidakon keresztiil kapcsolodik a fiiggetleniil
szervez6do kollagén IV halozat. Az igy kialakult fehérjevazhoz tovabbi glikoproteinek
(pl. fibulin) és proteoglikanok (pl. perlekan) kapcsolodnak (C).
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A bazalis membran stabilitdsa szempontjabol igen lényeges a kétdimenzids
kollagén IV halozat megfelel struktarajanak Kialakitasa, amit a kollagén IV szerkezeti
jellegzetességei iranyitanak.!'? Az emldsdkben hat kiilonbdzd kollagén IV izoforma
expresszalodik, melyeket a-lancoknak neveziink. Az a-lancok megoszldsa az egyes
szovetekben eltérd, ami kiillonboz6 osszetételit kollagén IV komplexek kialakulasahoz
vezet. A polipeptidlancok harom funkcionalis motivumra, a C-terminalis 7S doménre, a
fehérje legnagyobb részét kitevd, klasszikus Gly-X-Y ismétlédéseket tartalmazo
kollagenézus doménre és az N-terminalisan taldlhato, globularis szerkezetli nem-
kollagendzus NC1 doménre oszlanak. A kollagén IV trimerek dsszerendez6dése az NC1
doméneken keresztiili asszociacidéval indul meg, majd a harom lanc a-helikalis régioinak
Osszetekeredését kovetden a 7S domének taldlkozasaval zarul le. A meghatdrozott a-
lancok részvételével kialakuld, diszulfidhidakkal is megerdsitett funkcionalis
alegységeket protomereknek nevezziik. Ezt kovetden két protomer C-termindlisdnak
talalkozasaval NC1 hexamerek alakulnak ki, az N-terminalis 7S doménekbdl alkotott
komplexhez pedig tovdbbi hidrom hasonld szerkezetli molekularészlet kapcsolodik,
ezaltal tetramer szerkezetet formalva. Az emlitett interakciok képezik a kollagén IV
halozat kialakuldsanak alapjat, a masodrendii kémiai kotéseken kiviil azonban tovabbi,
kovalens kotések is szerepet jatszanak annak megszilarditasaban (13. dbra). Az
extracellularis LOX és LOXL enzimek a kollagén lizin és hidroxilizin oldallancainak
oxidativ dezamindldséval inditott kondenzacios reakciokon keresztiil alakitanak ki
kovalens keresztkotéseket az egyes lancok kozott.*?® Emellett a kozelmultban deriilt fény
arra, hogy a munkacsoportunk érdeklddésének kozéppontjaban allo PXDN az NC1

hexamerek kovalens keresztkotésével jarul hozza azok stabilizéldsdhoz.**
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Monomer (6nallé ¢-lanc) " l
rotomer

7S Tripla-helikalis domén NC1 w

domén (Gly-X-Y motivum) domén
|

NC1 hexamer

Protomer (¢-linc trimer)

| Kollagén IV halézat

13. abra: A bazilis membran kollagén IV halozatanak kialakulisa (*2
modositasaval). Hatféle kollagén IV izofomat ismeriink, melyek egy NC1 doménbél,
egy hosszl kollagenozus régiobdl és egy 7S doménbdl épiilnek fel. A kollagén IV
funkcionalis alegységeinek, a protomereknek a kialakitdsa harom a-lanc NC1
doménjeinek kapcsolodasaval indul meg, majd kollagendzus doménjeik feltekeredésével
valik teljessé. Az extracellularis térben két osszefekvd protomer NC1 doménjeinek
asszociaciojaval hexamer szerkezet alakul ki, a 7S domének pedig tetramerekbe
rendezédnek. A igy létrejovo kollagén IV halozatot ezt kdvetden szamos, a fehérje eltérd
szakaszain kialakul6 kovalens kotés is megerdsiti.
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3.3.4. A bazalis membranok fiziologias funkcioi és korélettani eltérései

A bazélis membranok integritdsa minden egyes szerv megfeleld fejlédéséhez és
miikodéséhez elengedhetetlen feltétel. A bazalis membrannak az egyedfejlédés soran
els6ként megjelend formaja a Reichert-membran, valamint az embridpajzsban kialakulo
ECM lemez.!!! Az utdbbi struktiira kdzponti szereppel bir az epiblasztok polarizaciojanak
¢s az embrionalis testben megkezdddo iiregképzddésnek az iranyitasaban, és a hozza
kapcsolodo sejtekben az apoptotikus folyamatok kialakulasat is hatékonyan gatolja. A
korai morfogenezis befolyasolasan tGl az intakt bazalis membranok a késébbi
organogenezis soran a differencialt szoveti struktara kialakitasahoz is elengedhetetlenek.

A bazalis membranok kiilonleges formaja talalhaté meg a vese glomerulusaiban.
A glomerularis bazélis membran (GBM) a podocitak és a glomerularis kapillarisok
endotélsejtjeinek ko6zos terméke, amely a sziirletképzés folyamatdban negativ toltési
filtracios barrierként szolgal.®* Az egyedfejlédés soran a GBM kollagén és laminin
izoformaprofilja megvaltozik, ami mind annak sziiréfunkcioja, mind a glomerularis
sejttipusok szabdlyos elrendezddésének megdrzése szempontjabdl 1ényeges tényezd. A
membran  toltésszelektivitasanak  kialakitdsdban  sokdig a  heparan-szulfat
proteoglikanokat tartottak kozponti tényezonek, ezt a feltételezést azonban a késObbi
vizsgalatok nem tamasztottak ald. Szamos genetikai eredetli korkép jar egylitt a GBM
szerkezetének megbomlasaval (pl. Alport-szindroma), masok pedig autoimmun
mechanizmussal vezetnek annak karosodasahoz (pl. Goodpasture-szindroma). A GBM
kialakulasdhoz vezetnek. Egyes szisztémas betegségek, igy a diabétesz és a hipertonia
indirekt modon befolydsolja a GBM szerkezetét, ami a vesefunkciot érintd
szovédmények kialakulasahoz vezethet.!!

A bazalis membranok a sejtadhézid és migracid befolyasolasan keresztiil kozponti
szerepet jatszanak az epidermisz-dermisz kapcsolatok kialakulasaban alacsonyabbrendii
¢l6lényekben és emberben egyarant. Egyes autoimmun betegségek, igy példaul a bullozus
pemphigoid bértiineteinek kialakulasaban a bor bazalis membranjanak alkotéihoz
kapcsolodé autoantitesteknek tulajdonitanak szerepet.3®
A harantcsikolt izomrostokat koriilvevd ECM  fehérjestruktirdk az

izomOsszehtizodas soran kialakuldé mechanikai stressz kozvetitését és egyenletes
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eloszlasat biztositjak. Az izomban talalhatd bazalis membran és a miocitak
kapcsolodasaban résztvevo egyes fehérjék (pl. a disztrofin) genetikai eredetii

funkciovesztése vagy hidnya izomdisztrofia kialakuldsat eredményezi.**®

fenntartdsaban egyarant szerepet jatszanak a foként egyes gliasejttipusok altal szintetizalt
bazalis membran struktirdk. Az agyszovet fejlodése soran a pia mater alatt kialakuld

bazalis membran radialis gliasejtekkel kialakitott kapcsolatain keresztiil iranyitja az

c sy

Az érendotél alatt hizodd bazalis membran a kiilonb6zd érszakaszok esetében
eltérd jelentdséggel bir, melyek koziil élettani szempontbdl a mikrocirkulacids régiohoz
kothetd funkciok a leglényegesebbek. A bazalis membranok barriert jelentenek a
gyulladdsos szovetekben az erekbdl transzmigracidval kilépd leukocitdk szamara. A
primer ¢s szekunder érujdonképzOodési reakciok soran a bazdlis membranok
szolid tumorok a szovetet ellatd erek bazalis membranjanak mechanikus és enzimatikus
megbontasaval teszik lehetdvé a daganatos sejtek tapanyagellatasat biztositd 0 erek

kialakulasat, valamint a tumorsejtek lokalis szorodasat és tavoli attétek képzését.t8
3.4. Allati hem-peroxidaz enzimek szerepe az ECM szintézisében

A reaktiv oxigénszarmazékok €16 szervezetben betdltott ellentmondasos szerepe
jol tetten érheté az ECM molekulaival kialakitott kolcsonhatasok valtozatossagéban és
azok sokszor éppen ellentétes kimenetelében. Tobb korabbi in vitro vizsgalatban is
igazolast nyert, hogy egyes oxigéntartalmu intermedierek az ECM-et alkot6 fehérjékkel
¢és proteoglikdnokkal kozvetlen interakcioba 1épve azok aspecifikus oxidéciojat, majd
korélettani folyamat, igy az érelmeszesedés, szoveti fibrozis, tumorndvekedés és
attétképzés, értjdonképzddés, illetve egyes autoimmun és gyulladdsos korképek
kialakuladsdban is centralis szerepet tulajdonitanak az érintett szoveteket karositd
kontrollalatlan ROS hatdsoknak.*1%0 Az utobbi években azonban az is viligossa valt,

hogy az ECM fiziologias homeosztazisanak is fontos tényezo6i a térben és idében regulalt
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ROS szintézissel ¢és felhasznaldssal jar6 folyamatok, melyek alacsonyabbrendi
¢lélényekben és gerincesekben is sok esetben peroxidaz enzimek kozremukodésével
valosulnak meg.

Ennek egyik ismert példajat Caenorhabditis elegansban irtak le, ahol az allat
kutikulajat stabilizalo ditirozinhidak a Duox1 enzim altal katalizalt reakcidban alakulnak
ki.»® A fonalféregben kifejez6dé Duoxl humén ortologjanak megfeleléen egy hibrid
szerkezetli molekula, amely H20:2 eldallitasara képes NADPH-oxiddaz doménje mellett
egy peroxidazszerli domént is tartalmaz. A keresztkotési reakciordl alkotott modell
szerint a NADPH-oxidaz domén altal termelt H202-ot a peroxidazszerii domén hasznalja
fel az ECM fehérjék ditirozinhidakon keresztiil torténé Osszekapcsolasara. A Duoxl
hianyaban megfigyelt fenotipusos eltérések — igy a kutikula felhdlyagosodasanak és az
allatok mozgasbeli akadalyozottsaganak — megjelenése alapjan azonban nem egyértelmd,
hogy azok kialakulasa a fehérje vélt peroxidazaktivitasaval is sszefliggésben van-e, vagy
egyszeriien a kies6 ROS forras hianyabol kovetkezik. A Duox enzimek a peroxidaz
doménnek megfelelé régioban a katalitikus aktivitds szempontjabol esszencialis
reziduumokat  érintd  eltéréseket tartalmaznak az  allati  hem-peroxidazok
aminosavsorrendjéhez képest, ami alapjan az lenne feltételezhetd, hogy a fehérjék nem
rendelkeznek peroxidazaktivitassal.’®?> Ezzel szemben az emlitett kozlemény szerzoéi in
vitro korilmények kozott a C. elegans és a human Duoxl fehérje rekombinans
formajanak peroxidazaktivitasat is kimutattak, amit késobb egy masik munkacsoportnak
két, a peroxiddz domén hemkdtését befolyasold mutdcido vizsgélataval is sikeriil
megerdsitenie.’® A két megfigyelés kozotti ellentmondés feloldasat jelenthetné egy, a
Duox1 peroxidaz doménjére jellemz6 alternativ katalitikus mechanizmus igazolasa, ezt a
felvetést azonban ezidaig nem sikeriilt biokémiai vizsgélatokkal alatamasztani.

Szintén egy peroxidaz enzim, az ovoperoxidaz (OPO) részvétele igazolddott a
tengeri slin petesejt megtermékenyitése kapcsan kialakulo ECM moddosuldsok
hatterében. 1% A megtermékenyitést kovetden a petesejt koriil elhelyezkedd
glikoprotein kopeny alkotoi ditirozinhidakon keresztiil tobbszorosen keresztkotott
allapotba keriilnek, ami mind a zigbéta mechanikai védelme, mind a polispermia
akadalyozdsa szempontjabol elényds a sejt szamdra. A petesejt €s a spermium
talalkozasat kovetden a kortikalis granulumokban tarolt OPO enzim a petesejt felszinére

uiriil, ahol peroxidazaktivitasat a Duox homoldg Udx1 altal termelt H2O2 felhasznalasaval

46



DOI:10.14753/SE.2017.2244

fejti ki.?>®1%" Ebben a példaban tehat két kiilonallo enzimhez kothetd a peroxidaz reakcid
kivitelezése €és az ahhoz szubsztratként szolgalo oxigéntartalmu intermedier eldallitasa.
A klasszikusan ismert emlds hem-peroxidazok szovetspecifikus expresszidja és
jol definidlt funkcioi valosziniitlenné tették azok fizioldgias szerepét hasonld oxidativ
keresztk6td folyamatokban. A  gyulladdsos szdvetben felszaporodd neutrofil
granulocitakbol és makrofagokbol felszabadulo, vagy a keringésbdl transzcitdzissal a
szubendotelialis matrixba jutdé mieloperoxidaz (MPO), illetve az eozinofil
granulocitakbol szarmazo eozinofil peroxidaz (EPX) altal katalizalt aspecifikus oxidativ
reakciok részvételét mind a matrixfehérjék thlzott termelésével jellemezhetd fibrotikus
ezek a fehérjék azonban élettani koriilmények kozott nem jatszanak szerepet az ECM
szerkezetének és miikodésének befolyasolasaban.'®®1%2 Az ubikviter eléfordulasy,
szamos matrixfehérje-jellegzetességet hordoz6 PXDN megismerése azonban felvetette
annak a lehetdségét, hogy egy kifejezetten ECM-modositasra specializalt hem-peroxidaz
enzim is részt vehet az extracellularis matrix és a bazalis membranok fiziologids
szerkezetének kialakitasaban. A PXDN hianyaban mind emberben, mind szamos
kiilonboz6 allatfajban és human egyedekben is eléforduld, az ECM-et is érintd
fenotipusos eltérések sok esetben 6sszhangban voltak mas matrixfehérjék, igy els6sorban
kollagének muticidja esetében megfigyelhetd elvaltozasokkal.l83167 A PXDN ugyan
képes ditirozinkotések kialakitdsara, azonban ennek esetleges fizioldgias jelentdségét
eziddig nem ismerjiik.”® A kozelmultban azonositottak azt az enzimreakciot, ami a bazalis
membranokban kiépiild kollagén IV halézat szerkezetét és a PXDN funkciojat
Osszekapcsolja. A PXDN altal katalizalt reakcid sordn a bazalis membranban 6sszefekvo
két kollagén IV protomer NC1 doménjei kozott kovalens keresztkotés alakul ki, ami
kémiai jellegét tekintve egyediilalld az él6 szervezetben.* %! A konzervalt, 93-as
pozicidji metionint a 211-es helyen talalhato lizinnel vagy hidroxilizinnel 6sszekapcsold
szulfiliminkotés kialakulasahoz elengedhetetlen a Br részvétele a reakcidban, ami a Br-
é16 szervezetben betdltdtt esszencialis szerepének elsd bizonyitékat jelenti (14. abra).’’
A PXDN altal katalizalt keresztkotés in vivo jelentéségét ezidaig csak Drosophila
melanogasterben és Danio rerioban igazoltidk %%, azonban a reakcié részvevdinek
nagyfoku evolucios konzervaltsdga alapjan feltételezhetd, hogy a folyamat az éllatvilag

kiilénboz6 szintjein azonos mechanizmussal mehet végbe.3% Azt azonban még nem
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tudjuk, hogy a kollagén IV keresztkotési reakcid kiesése a PXDN hianyaban korabban
megfigyelt szamos fenotipusos eltérésnek mekkora részéért felelds, és hogy azokhoz mas
potencialis extracellularis szubsztratok oxidacidja és a fehérje altal a matrixban betoltott

strukturalis szerep milyen mértékben jarulhat hozza.

Met (C:Hz)2 Bromoszulfonium (C:Hz]z /\/\/\

kation

Sl Bl._sl» - I 272
\ _S—CH
CH, +HOBr CH, | -HBr ‘7%3’ :
. Szulfilimin
NH' —_—> NH,* —> | Kotés
I I (CH,),
Lys (C|H,)4 (ClH,L I

AN AN TN

14. abra: A kollagén IV NC1 domének kozotti szulfilimin kotés kialakulasa (16
mobdositasaval). A PXDN a kollagén IV NC1 doménben konzervalt pozicidban
elhelyezked6 metionin ¢és lizin vagy hidroxilizin reziduumok ko6zott HOBr
felhasznaldséaval, egy bromoszulfonium-ion kdztitermék kialakitasaval hozza 1étre
az ¢l0 szervezetben egyediilallé szulfilimin kotést.
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4. CELKITUZESEK

Az allati hem-peroxidazok legtijabban azonositott képvisel6jét, a PXDN-t az
enzimcsalad tobbi tagjatol eltérden széleskorii szoveti expresszio €s az aktiv peroxidaz
domént az ECM fehérjék motivumaival kombinalé harmadlagos szerkezet jellemzi. T6bb
korabbi vizsgalat is alatimasztotta a PXDN meghatarozo szerepét az ECM struktirajanak
kialakitasaban, mégis igen kevés részletet tudunk azokr6l a molekularis
mechanizmusokrél, amelyek a PXDN kozremiikodésével befolyasoljak ennek a
rendkiviil sszetett halozatnak az integritasat.

Doktori munkam az emlés PXDN fehérje kiilonleges szerkezete és az altala
betoltott funkciok kozotti Osszefliggés jobb megértésére iranyult. Ennek elsd
megkozelitéseként az irodalomban korabban leirt rendszereknél a fiziologias
koriilményeket jobban megkozelitd felallasban kivantam vizsgalni az endogén emlds
PXDN ¢és egyetlen ismert szubsztratja, a kollagén 1V kozotti interakciot. A PXDN egyes
régioinak jelentdségét a fehérje negyedleges szerkezetének kialakitasaban, illetve ismert
mitkodéseiben rekombinans PXDN konstruktok segitségével végzett struktira-funkcio
analizissel terveztiik felderiteni. Vizsgalataink eredményei alapjan a nagymértékben
homoldég PXDNL szerkezetével és milkddeésével kapcsolatban is szerettiink volna

kovetkeztetéseket levonni.

A fent emlitett szempontoknak megfelelden kisérleteim kezdetén a kovetkezo

célkituzéseket tettem:

1. azendogén emlds PXDN kollagén IV keresztktésben betdltott szerepének vizsgalata
€16 szdvetbdl izolalt primer sejttenyészetben,

2. az emlds PXDN negyedleges szerkezetének elemzése és az altala mutatott esetleges
oligomerképzés mechanizmusanak feltarasa,
szerepéhez kothetd strukturalis kovetelmények felderitése,

4. a PXDNL ¢s a PXDN kozotti szekvenciabeli hasonldsagok, valamint a PXDNL

sejtszintli lokalizacidjanak vizsgalata.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Rekombinans human PXDN és PXDNL konstruktok klonozasa

A human PXDN ¢és PXDNL vizsgélatahoz a vad tipusu fehérjéket kodolo plazmid
DNS-ek mellett szamos 11j, pontmutacidkat és delécidkat hordozo, a jobb detektalhatosag
érdekében V5-tag-gel is ellatott rekombinans fehérjekonstruktot terveztiink és klonoztunk
meg, melyek elnevezését és sematikus szerkezetét a 15. dbra, a klonozasukhoz hasznalt
oligonukleotidok szekvenciait pedig az 1. tdbldzat foglalja 6ssze. Az egyszeres, kétszeres

¢s haromszoros PXDN pontmutansok elnevezése a bevitt aminosaveserék szekvenciabeli

crer

crer

A teljes hosszusagti human PXDN-t és PXDNL-t kodol6 konstrukt 1étrehozasahoz
a cDNS-eket két korabban készitett, pPCMV-SPORT6 alapti plazmidbol, adapter nélkiili
primerparokkal erdsitettiik ki. Az igy nyert inzerteket TA klonozéssal illesztettlink be a
pcDNA3.1/V5-His-TOPO vektorba (Invitrogen). A pontmutaciét hordozé PXDN
konstruktokban a helyspecifikus nukleotidcserét a teljes hossziisagu szekvenciat kodolo
vektorbol kiindulva, célzott mutacidkat tartalmazo, komplementer oligonukleotid
parokkal végzett polimeraz lancreakcioban (PCR) hoztuk 1étre. A nem kivant DNS hibak
eléfordulasanak kizarasa érdekében a tervezett moddositast tartalmazd régidkat
megszekvenaltuk (Eurofins MWG Operon), majd azokat unikalis hasitohellyel
rendelkezd restrikcids endonukledz par segitségével az eredeti vektorvazba klonoztuk. A
doméndeléciés PXDN konstruktok esetében szintén TA klonozési stratégiat kovetve
illesztettiik a kivant szekvenciarészletet kodold nukleotidszakaszokat a pcDNA3.1/V5-
His-TOPO vektorba. Munkacsoportunk egy korabban leirt révid PXDN izoforma cDNS-
ét kadmium-kloriddal stimulalt EB1 vastagbél karcinéma sejtvonalbél nyerte ki,”” amit
az N-terminalisan trunkalt PXDNegs-1479 konstrukt készitéséhez hasznaltunk fel. A
PXDN1-26+696-1479 klonozdsahoz a human PXDN els6 26 aminosavabol allo szignal
szekvenciajat kodolo oligonukleotidokat hibridizéltattunk, majd azokat a PXDNegs-1479

konstruktban a start kodont kozvetleniil kovetd unikalis vagohelyek kozé ligaltuk. A C-

crcr
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szekvenciabol amplifikaltuk a kivalasztott nukleotid régiot kozrezard6 PCR primerekkel.
A PXDNi-26+696-1479 €s a PXDNi-1412 megfeleld restrikcidos fragmentjeinek
Osszekapcsolasaval készitettik el a PXDNi-26+696-1412 Konstruktot. Minden plazmid
esetében szekvenalassal ellendriztiik, hogy a kodold régiok nem tartalmaznak a DNS
polimeraz altal véletlenszeriien bevitt hibakat a PCR-rel felerdsitett szakaszokon.

A rekombinans fehérjékkel végzett szerkezeti és funkcionalis vizsgalatok
mindegyikében iires pPCDNA3.1/V5-His vektort alkalmaztunk transzfekcios kontrollként.
A klonozasok soran a PCR reakcidkat Phusion Hot Start II High-Fidelity DNS polimeraz
(Thermo Scientific) felhasznaldsaval, a restrikcios fragmensek ligalasat pedig T4 DNS
ligaz (Thermo Scientific) segitségével végeztiik. A konstruktok Iétrehozasahoz sziikséges
oligonukleotidokat a Sigma-Aldrichtol, az egyes klonozasi 1épésekben és a diagnosztikus

emésztéseknél alkalmazott restrikcios endonukleazokat pedig a Fermentastol rendeltiik.

5.2. PXDN-hidnyos egértorzs készitése és tenyésztése

Annak érdekében, hogy a PXDN genetikai szintli hianyanak hatdsait emlds
szervezetben vizsgalhassuk, laborunk megrendelésére a SAGE Laboratories cink-ujjas
endonukleaz (ZFN) technologia alkalmazasaval PXDN knockout C57BL/6 egértorzset
hozott létre. A knockout egerek komplex fenotipusanak elemzése jelen dolgozat
anyaganak nem képezi részét, azonban a tenyészet allatai embriondlis eredetli primer
fibroblasztok (MEF) forrasaként alapvetd jelentOségii eszkozei voltak kisérleteinknek,
melyeket a XI1V-1-001/2140-4/2012 szamu allatkisérletes engedély birtokaban végeztiink
el. Munkankhoz heterozigota tenyészparokat valogattunk 6ssze, mert kizarolag ebben a
felallasban van lehetéség vad tipusu ¢€s knockout testvérpar utddok egyideju
kialakulasara. Az iddzitett paroztatds utan 13 nappal a vemhes ndstényeket nyaki
diszlokacioval terminaltuk. A terhes méh kimetszését kdvetden az embriokat egyesével
dolgoztuk fel, feji résziiket genotipizalasra, a testfalukat pedig MEF sejtek izolalasara
kiilonitettiik el. A két genotipus jellemzodit sszehasonlito kisérletekhez minden esetben

testvérparokbdl szarmazo sejteket hasznaltunk fel.
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Teljes hosszusagu, vad tipusa PXDN és PXDNL konstruktok
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15. abra A Kkisérleteinkhez hasznalt rekombinins PXDN és PXDNL konstruktok
sematikus szerkezete. A teljes hosszusagl, vad tipust fehérjék mellett (A) tobb,
pontmutaciokat hordoz6 (B) és trunkalasos (C) PXDN konstruktot is elkészitettiink.
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5.3. Sejttenyésztés és sejtkulturan végzett kisérletek

A kisérleteinkben hasznalt HEK293 freestyle (FS; Invitrogen) és Cos7 sejteket
(ATCC) 10% magzati borjuszérummal (FBS; Lonza) és 100 U/ml penicillin és 100 ng/ml
sztreptomicin (Lonza) keverékével kiegészitett Dulbecco-féle modositott Eagle
médiumban (DMEM; Lonza) tenyésztettik. A sejtek tranziens transzfekciojat
Lipofectamine LTX és Plus reagensek (Invitrogen) felhasznalasaval, a gyartd altal
megadott protokoll szerint végeztiik. A V5-tag-gel ellatott human PXDN-t konstitutivan
expresszald, stabil sejtvonal létrehozasahoz HEK293FS sejteket transzfektaltunk a
neomicin rezisztenciagént is tartalmazé pcCDNA3.1/hsPXDN-V5-His (WT) konstrukttal.
A stabilan transzfektalt sejtek szelekcidjanak céljabol 48 oraval a transzfekciot kovetden
1000 ng/ml geneticinnel (G418-szulfat; Gibco) egészitettiik ki a médiumot, majd tovabbi
6 héten keresztiil tartottuk fenn a szelekcios nyomadst. A tuléld sejtek izolalasat kdvetden
az egyes sejtklonok PXDN tartalmat Western blot kisérletekben hasonlitottuk 0ssze. A
legmagasabb expressziot mutatdé klonokat kiterjesztettiik és 400 ng/ml geneticin
jelenlétében tenyésztettiik tovabb, késobb pedig a rekombindns fehérje tisztitidsara
hasznaltuk fel.

Az endogén human PXDN funkcidjanak és szupramolekuldris szerkezetének
tanulmanyozasara valasztott human umbilikalis véna endotél sejteket (HUVEC; Lonza)
EGM-2 médiumban (Lonza) tartottuk fenn. Az endogén PXDN enzimaktivitdsanak
farmakologiai gatlasara phloroglucinol (Sigma-Aldrich) altalanos peroxidazinhibitort
alkalmaztunk, amit a bemutatott kisérletben 48 oran keresztil, 50 pg/ml
végkoncentracioban adtunk a sejtekhez.

Az egér embrionalis fibroblasztok (MEF) izolalasdhoz vad tipustt (WT) és PXDN-
hianyos (KO) embridkat hasznaltunk fel. A fej és a fejlodd zsigereknek megfeleld voros
szovetek eltavolitasat kdvetden a megmaradt testfalat steril pengével apré darabokra
vagtuk, majd kétszer 10 percig 37 °C-on inkubaltuk 5 ml 1x tripszin-EDTA oldatban
(Lonza). A meg nem emésztett, nagyobb méretii szovetdarabok iilepedését kdvetden a
feliiluszot 40 ml DMEM-alapti médiumhoz adtuk, amely 10% FBS-t, 100 U/ml penicillin
¢s 100 ng/ml sztreptomicin keveréket, IXMEM nem-esszencialis aminosav oldatot
(NEAA,; Sigma-Aldrich), 1x MEM vitamin oldatot (Sigma-Aldrich) és 50 ng/ml natrium-
aszkorbatot (Sigma-Aldrich) tartalmazott. A sejteket 377 g-vel centrifugaltuk 5 percig,
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majd az tiledéket friss médiumban szuszpendaltuk és steril flaskaba helyeztiik. Els6
passzazsukat kovetden a sejteket 90%-os konfluencidig ndvesztettiik, majd hosszutava
felhasznalés céljara tobb adagra osztva fagyasztottuk le dket. A MEF sejteket igényld
kisérletekhez egységesen Ujonnan felolvasztott P1 sejtekbdl kiinduld tenyészetet
hasznaltunk. A PXDN-deficiens MEF sejtekbe Neon transzfekcios rendszer segitségével
végzett elektroporacioval (1350 mV, 30 ms, 1 iités) juttattuk be a vizsgalni kivant
rekombinans PXDN konstruktokat.

A felhasznalt sejtvonalak és primer sejtek mindegyikét parasitott, 5% CO2-t

tartalmazo6 atmoszféraban tenyésztettiik a 37 ° C-os inkubatorban.

5.4. Primer antitestek

Mivel a kereskedelmi forgalomban elérhetd, PXDN-specifikus ellenanyagok
tapasztalataink alapjan nem bizonyultak kellden megbizhatonak a fehérje kimutatasara,
munkacsoportunk tobb megkozelitést is sikerrel alkalmazott PXDN-t felismerd
ellenanyagok készitésére. Ezeket a reagenseket €s a kisérleteinkben felhasznalt gyari

ellenanyagokat a kovetkezékben kiilon mutatom be.

5.4.1. Kereskedelmi forgalomban kaphato antitestek

Az epitoppal jelolt rekombinans PXDN és PXDNL konstruktok kimutatasara
hasznalt monoklonalis V5-specifikus ellenanyagot az AbD Serotec-t6l szereztiik be. A
Western blot kisérletekben Osszehasonlitott mintdk egyenletes fehérjetartalmanak
igazoldsara a Sigma-Aldrichtol vasarolt monoklonalis, PB-aktint felismerd antitestet
alkalmaztuk toltéskontrollként. Az eltéré kollagén IV izoformak expresszidjanak és
keresztkotottségének vizsgalatara hasznalt, azok NCI doménjeit felismerd patkany

monoklonalis ellenanyagokat a Chondrex Inc.-t6l rendeltiik.

5.4.2. Sajat fejlesztésii PXDN-specifikus antitestek

Laborunk korabbi munkajahoz kollégdim bakteridlis expresszids rendszerben

termeltetett, a human ¢és egér PXDN utols6 150 aminosavat tartalmazdé GST-fazids
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fehérjekonstruktokat (hsPXDNis29-1479, MMPXDN1i326-1475) készitettek, a tisztitott
antigént pedig nyulak intrakutan oltasaihoz felhasznalva hiperimmun szérumot allitottak
el6. Az igy nyert reagensek haszndlata soran kapott hattér csokkentése érdekében a
szérumbol a GST ellen termelt antitesteket a fehérjét hordozo protein G agardz gyonggyel
(Invitrogen) depletaltuk, majd a PXDN-t felismerd poliklonalis antitestfrakciot az
immunizalashoz hasznalt peptidekkel konjugalt Affigel 10 (Bio-Rad) segitségével
tisztitottuk. Az a-mmPXDN-nel kapott jel specificitasat knockout kontrollal szemben
igazoltuk Western blotban, amig a a-hsPXDN validalasa soran nyert eredményeket

munkacsoportunk mar bemutatta korabbi publikaciojaban.®

5.5. APXDN oligomerizaciojanak vizsgalata

A HUVEC, MEF, valamint a rekombinans PXDN konstruktokat expresszaléd
HEK?293FS sejteket 10 percig szobahdn inkubaltuk 1 mM N-etilmaleimid (NEM; Sigma-
Aldrich) tiol-alkilalo reagenst tartalmaz6 300 mM HEPES (4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-
etanszulfonsav) pufferben (pH 7,4), majd protedzinhibitorokkal (10 pg/ml aprotinin
(Sigma-Aldrich), 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF; Sigma-Aldrich), cOmplete
Mini EDTA-mentes proteazinhibitor koktél tablettak (Roche)) és 1 mM NEM-del
kiegészitett RIPA pufferben (0,5% natrium-deoxikolat (DOC; USB Corporation), 0,1%
natrium-dodecilszulfat (SDS; Affymetrix), 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich), 50 mM
NaCl, 50 mM Tris, pH 8,0) tartuk fel 6ket. A detergensek altal fel nem oldott frakcio
elkiilonitésének céljabol a sejtlizaitumokat 10 percig 16100 g-vel centrifugéltuk. A
feliiliszokhoz 4x Laemmli mintapuffert (0,02% bromfenolkék, 8% SDS, 40% glicerin,
250 mM Tris, pH 6,8) adtunk 0,5% végkoncentracioju B-merkaptoetanol (BME; Sigma-
Aldrich) jelenlétében vagy anélkiil, a redukalt mintdkat pedig 8 percen at 96 °C-on
forraltuk. A nem redukalt lizatumokat 4 vagy 5%-0s poliakrilamid (Bio-Rad)-SDS gélen
valasztottuk szét ProSieve QuadColor fehérjemarker (4.6-300 kDa; Lonza) és HiMark
festett protein standard (Novex) mellett. Az endogén és rekombinans PXDN
oligomerizaciojat Western blotban, a monomer, dimer ¢és trimer formak magassagaban
megjelend PXDN- vagy V5-pecifikus jel alapjan értékeltiik. A kiilonboz6 konstruktok
transzfekcios hatékonysagat a redukalt mintakbol késziilt Western blotban, V5-specifikus

antitesttel kapott jel alapjan hasonlitottuk Gssze.
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5.6. A kollagén IV profil és NC1 keresztkotés vizsgalata

Az endogén emlés PXDN kollagén IV keresztkotd aktivitdsat HUVEC sejtek,
valamint vad tipusi és PXDN knockout egér embrionalis fibroblasztok segitségével
teszteltik. A HUVEC phloroglucinollal torténé kezelését kovetden 48 oraval, a MEF
esetében pedig a sejtek leosztasat kovetden négy nappal vizsgaltuk a kifejez6dd kollagén
IV izoformékat és azok NC1 doménjeinek keresztkotottségi allapotat. A sejteket 300 mM
HEPES pufferrel (pH 7,4) mostuk meg, majd 0,1 mM benzamidin-hidrokloriddal, 1 mM
PMSF-dal és 1 mM NEM-del kiegészitett hipotonias lizispufferben (10 mM CacClz, 50
mM HEPES, pH 7.,4) vettiik fel dket. A sejtlizatum egy részét 4x redukalé Laemmli puffer
hozzaadésat kovetden 8 percig 96 °C-on fOztiik, majd az igy nyert mintakbol késziilt
Western blotban a-mmPXDN ellenanyag segitségével ellendriztiik a sejtek fenotipusat.
A lizatum masik részét 0,5 mg/ml 1. tipust kollagenazzal (Worthington) inkubaltuk 37
°C-on 24 o6ran at. A kollagenazzal emésztett mintakat SDS-poliakrilamid
gélelektroforézis (SDS-PAGE) segitségével valasztottuk szét, majd blottolast kovetden a
keresztkotott dimer és monomer NC1 doméneket specifikus antitestekkel, 55 és 25 kDa
kornyéki magassagokban mutattuk ki. A hat kiilonbozd kollagén IV izoforméat felismerd
ellenanyaggal kapott eredmény alapjan hataroztuk meg a vizsgalt sejttipusra jellemzd
kollagén IV profilt. A kisérleti protokoll fobb Iépéseit a 16. dbra foglalja ossze.

Az NC1 domének keresztkotottségi allapotat technikai megfontoldsok alapjan a
dolgozatban és az annak alapjaul szolgald kozleményben is csak az a2-izoformara
specifikus antitesttel eléhivott Western blotokon mutattuk be. Ennek elsésorban az volt
az oka, hogy a tobbi kollagén IV lanc felismerésére alkalmas monoklonalis antitestek a
dimer és monomer NC1 doménekkel szemben tobb esetben is jelentdsen eltérd affinitast
mutattak, igy azok aranyaban kialakulo eltérések szemléltetésére nem, vagy csak kevésbé
bizonyultak alkalmasnak, és tovabbi, a dolgozat anyagahoz szorosan nem kapcsolodo

kisérleteket tettek sziikségessé a veliik kapott eredmények validalasara.

S7



DOI:10.14753/SE.2017.2244

kollagén IV protomerek

kollagenaz emésztés

NCI hexamer
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SDS-PAGE Y Y
W MW
NCI dimer
55KDA — e <7 =L, o-NC1 Western blot 55KD2 — o
(ul-a6)
40 kDa — 40 kDa —
NCI monomer

25 a | 25kDa— —

Kollagén IV alfa-lanc profil
16. abra: A kollagén IV profil és NC1 keresztkotési vizsgalat menete

A rekombinans PXDN konstruktok kollagén IV keresztkotd képességének
vizsgéalataira PXDN-deficiens MEF sejtek felhasznalasaval funkcidomentd (,rescue”)
kisérleteket végeztiink. A tranziensen transzfektalt sejtekbdl 24 ora elteltével teljes
sejtlizatumot készitettiink, amit a kiilonb6zé rekombinans fehérjék expresszidjanak
Western blotban torténd oOsszehasonlitdsara hasznaltunk fel. Az azonosan kezelt,
parhuzamos mintak kollagendz emésztését csak 72 ora elteltével kezdtiik meg, hogy elég
A szulfiliminkotések 1étrejottét ebben az esetben is az a2 1V kollagén izoformat felismerd
antitest segitségével, a dimer NC1 doménnek megfeleld magassagban kapott jel alapjan

mutattuk ki a kollagenazzal kezelt mintdkban.

5.7. A PXDN szekréciojanak vizsgalata

crer

osztottunk le egy 12-lyuku plate-re, majd kozvetleniil a letapadasukat kdvet6en a sejteket
tranziensen transzfektaltuk a vizsgélni kivant fehérjéket kodolo plazmidokkal. 12 éraval

késobb a DMEM alapu sejtkultira médiumot fehérjementes Freestyle 293 expresszios
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médiumra (Gibco) cseréltik. Ujabb 24 o6ra elteltével a feliiliszokat begytijtottiik, a
sejtekbdl pedig tejes sejtlizatumot készitettiink. A médiumbol az esetlegesen jelenlévo
sejttormelékeket 10 perces, 800 g-vel torténd centrifugalassal tavolitottuk el, majd 4x
Laemmli puffer hozzaadasa utan 8§ percig 96 °C-on forraltuk a mintékat. A sejteket 300
mM HEPES pufferrel (pH 7,4) tortént mosast kovetéen 4x Laemmli pufferben kapartuk
fel, majd a médiumnal leirtaknak megfeleléen hokezeltiik a lizatumokat. A mintak SDS-
PAGE-sel torténd szétvalasztasat kovet6en azok PXDN tartalmat Western blotban, a V5-
specifikus antitesttel kapott jel alapjan hasonlitottuk Ossze. A sejtlizatumok esetében a
felvitt mintak egyenletes fehérjetartalmat, a médiumbdl szarmazod mintdkban pedig a

sejtes szennyez6dés hidnyat az aktintartalom vizsgalataval igazoltuk.

5.8. Western blot és immunprecipitacio

A redukalt és nem redukalt fehérjemintdk gélelektroforézisét kdvetden a
szétvalasztott fehérjéket nitrocelluloz membranra (Amersham Protran) blottoltuk. A
felhasznalt antitestek aspecifikus kotddésének csokkentése érdekében a membrant 0,1%
Tween-t (Sigma-Aldrich) és 5% tejport vagy 5% borjiszérumbdl szarmazé albumint
(BSA, Affymetrix) tartalmaz6 PBS oldattal blokkoltuk. A felhasznalni kivant elsédleges
antitestet eldzetesen optimalizalt ardnyban higitottuk az el6z6 1épésben hasznalt oldatok
valamelyikében. Az antitesttel torténd inkubaciot kovetden 0,1% Tween-PBS oldattal
végzett intenziv mosasokkal tavolitottuk el az oldatban maradt vagy aspecifikusan k&t6dd
antitestfrakciot. Ezutan tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt egér, nyul vagy patkany
immunglobulin elleni reagenst (Advansta) hasznaltunk a membranhoz kot6do elsddleges
antitestek kimutatasara, majd az antitestfelesleget 0,1% Tween-PBS segitségével mostuk
el. A célfehérjéket indirekt modon, a Westernbright ECL kitben (Advansta) talalhato
luminol szubsztrat tormaperoxidaz altal katalizalt oxidacidja soran keletkezd
kemilumineszcens jel segitségével jelenitettiik meg.

A rekombinans human PXDN-t tartalmazé fehérjekomplexek izolalasa céljabodl a
PXDN-V5-6t stabilan expresszald HEK293FS sejtek lizatumat anti-V5 agardz affinités-
géllel (Sigma-Aldrich) inkubaltuk 1 mM NEM jelenlétében. Az inkubaciét kovetden a
gyongyoket tobbszor mostuk RIPA pufferrel, majd a megkotott fehérjéket 1 pg/ml V5-

His peptidet (Caslo) tartalmazé vizes oldattal elualtuk. Nem redukalé Laemmli puffer

59



DOI:10.14753/SE.2017.2244

hozzaadasat kovetéen a precipitatum alkotoit 4%-0s poliakrilamid-SDS gélen
valasztottuk szét, amit ezt kovetden Coomassie kék (0,1% brilliantkék G (Sigma-
Aldrich), 25% metanol, 5% ecetsav) vagy Acqua Stain oldattal (Acqua Science Ltd.)
festettiink meg. Az intenziv jelet add fehérjesavokat kimetszettiik a gélbol, majd
Osszetevoik meghatarozasa céljabol tomegspektrometriai vizsgalatra kiildtiik ki 6ket.

Az endogénen expresszaloddo PXDN-t HUVEC sejtek lizatumabol (1% Triton X-
100, 50 mM NaF, 1 mM NaVOs, 1 mM PMSF, 10 pg/ml aprotinin, cOmplete Mini
EDTA-mentes proteazinhibitor koktél tablettak, 140 mM NaCl, 30 mM Tris, pH 7.,4)
nyertiik ki. A PXDN-tartalmu fehérjekomplexeket a tisztitott poliklonalis a-hsPXDN
ellenanyag segitségével precipitaltuk, amit aztan protein G agar6éz gyongy segitségével
kotottiink meg. Tobbszori mosast (0,1% Triton X-100, 1 mM PMSF, 140 mM NacCl, 30
mM Tris, pH 7,4) kovetden a tisztitott fehérjéket nem redukald 4x Laemmli pufferrel
elualtuk, majd 4%-0s poliakrilamid-SDS gélen futtattuk meg. A megfestett

fehérjesavokat kivagtuk és tomegspektrometriai elemzésnek vetettiik ala.

5.9. Tomegspektrometriai analizis

Az immunprecipitdciok sordn izolalt PXDN-tartalmu fehérjekomplexek
tomegspektrometriai analizisét az MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokézpontjanak
Proteomikai Kutatocsoportjaban dolgozé egyiittmiikodd partnereink, Dr. Klement Eva és
Dr. Medzihradszky Katalin végezték.

A fehérjemintdkat tartalmaz6 géldarabokat a laborban rutinszertien alkalmazott
protokoll szerint kezelték modositott oldallancu sertés tripszinnel (Promega), majd az
emésztés soran nyert peptideket nanoACQUITY UPLC rendszerrel (Waters) sorosan
kapcsolt LCQ-Fleet 3D lon Trap vagy LTQ-Orbitrap Elite tomegspektrométer (Thermo
Scientific) segitségével analizaltdk. A legnagyobb mennyiségben megjelend
tobbszorosen toltott ionokat MS/MS felallasban is vizsgaltak. A 3D lon Trap adatokat
Mascot Distiller (2.1.1.0. verzi6), az LTQ-Orbitrap adatokat pedig PAVA (2010.09.30.
verzid) szoftverrel elemezték. A fehérjekeresést az NCBI 2011.06.10-i nem redundans
protein adatbazisanak human szekvenciaival (182800/14324397 szekvencia) szemben
végezték a rendelkezésre allo Mascot szerver (2.2.04. verzid) segitségével. A keresés

soran a 3D Ion Trap adatok esetében 70,6 kDa-os prekurzor és 71 kDa-0s fragmens
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toleranciat, az LTQ-Orbitrap adatoknal pedig 10 ppm prekurzor és 0,6 Da-0s fragmens
toleranciat allitottak be, valamint két kihagyott tripszin hasitéhelyet engedélyeztek. A
ciszteinek karbamidometil-csoporttal torténé modositasat fix, a protein N-terminalisanak
acetilaciojat, a metionin oxidacidjat, illetve az N-termindlis glutamin piroglutamatta
alakulasat lehetséges modifikacioként adtak meg. A keresés soran a p<0,05-tel

jellemezhet6 peptidtalalatokat fogadtak el.

5.10. Immunfluoreszcens jelolések és konfokalis mikroszkopia

A rekombinans PXDNL-t és kiilonb6zé rekombinans PXDN konstruktokat
expresszalo Cos7 és PXDN-deficiens MEF sejteket a transzfekciot koveté 48 oran
keresztiil novesztettiik feddlemezen. A médium leszivasa utan PBS-sel mostuk, majd 20
percen keresztiil 4%-0s paraformaldehid (PFA; Sigma-Aldrich)-PBS oldatban fixaltuk a
sejteket. A keresztkotd reagens eltavolitasat kovetéen PBS-sel és 100 mM glicin
(Affymetrix)-PBS oldattal mostuk el a PFA maradvanyait. A fedélemezek egy részét
0,1% Triton X-100-szal kiegészitett 1% BSA-PBS oldatban permeabilizaltuk 20 percen
keresztiil, méas mintak esetében pedig elhagytuk az oldatbol a detergenst, amivel lehetové
tettiik az intra- és extracellularisan megjelend festddési jelek kozotti kiilonbségtételt. Az
antitestek aspecifikus kotddésének mértékét 1 oran at 3% BSA-PBS oldatban torténd
blokkolassal csokkentettiik, amit az 1% BSA-PBS-ben higitott elsddleges antitestekkel
torténd 1 oras inkubécio kovetett. A rekombindns konstruktok lokalizacidjanak
kimutatasara a-hsPXDN és a-V5 ellenanyagokat hasznaltunk. Az inkubacios idd
lejartaval a felesleges antitesteket tobbszori, PBS-sel torténd mosassal tavolitottuk el,
majd Alexa Fluor 488 vagy 568 anti-nyul és anti-egér IgG-t (Thermo Scientific)
tartalmaz6 1% BSA-PBS oldatban inkubaltuk a sejteket tovabbi 1 6ran keresztiil. A végsd
mosasokat kovetéen a fed6lemezeket polivinil-alkoholbol (Sigma-Aldrich), glicerinbdl,
vizbdl és Tris pufferbdl (pH 8,5) készitett Mowiol 4-88 reagenssel fedtiik le.

Az immunfestett sejteket LSM 710 konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkoppal (Carl
Zeiss), 63x nagyitasu, 1,4 numerikus apertiraju Plan-Apochromat objektiv (Carl Zeiss)
segitségével vizsgaltuk. A dolgozatban a z-tengely mentén a mintak teljes mélységére
kiterjedd optikai szeleteléssel kapott, 0,5 pum-es rétegekbdl szarmazéd felvételek

maximalis intenzitas projekcido (MIP) alkalmazassal integralt képei szerepelnek. A
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specifikus festddést nem mutaté latoterekben alszines LUT (lookup table) megjelenitéssel

igazoltuk a letapadt sejtek jelenlétét.

5.11. Peroxidazaktivitas mérése

A rekombinans PXDN konstruktok in vitro peroxidazaktivitasat tranziensen
transzfektalt Cos7 sejtek lizdtumanak Amplex Red Peroxidase Assay-ben (Molecular
Probes) torténé mérésével hasonlitottuk 6ssze. A 12-lyuku plate-re osztott sejtekrél 24
oréaval a transzfekciot kovetden eltavolitottuk a médiumot, majd PBS-sel torténd mosas
utan 1%-0s hexadecil-trimetil-ammonium-bromidot (CTAB; Sigma-Aldrich) tartalmazo
PBS oldattal lizaltuk 6ket. A gyartdé altal a megadott instrukcioknak megfeleléen a
sejtlizatum és a 100 pm Amplex Red reagenst €s 2 mM H202-0t tartalmazé reakcidpuffer
50-50 pl-ét kevertiik 6ssze a 96-lyuku plate egy welljében, majd a 30 perc hosszu,
szobahdmérsékleten toltott inkubacios id6 végén a reakcid végtermékeként keletkezd
rezorufin 590 nm-en mutatott fluoreszcencidgjat POLARstar OPTIMA 96-lyuka
microplate olvasoval (BMG LABTECH) detektaltuk. Az adott mintahoz tartozo értéket
minden esetben harom technikai parhuzamos atlagaként hataroztuk meg a sejtlizatum

tires reakciopufferrel alkotott keverékével kapott hattérérték levonasat kdvetden.

5.12. Tobbszoros aminosavszekvencia-illesztés

A humén hem-peroxidaz csalad tagjainak, illetve a kiilonb6z6 fajokbol szarmazo
PXDN szekvencidinak, valamint a human PXDN és PXDNL aminosavsorrendjének
Osszehasonlitdsdhoz az emlitett fehérjék tobbszords szekvenciaillesztését a Clustal
Omega szoftver segitségével végeztiik el.’®® A programmal vizsgalt proteinekhez tartozé

UniProt azonositdszamokat a 2. tablazat foglalja Gssze.
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2. tablazat: A tobbszoros szekvenciaillesztéssel 6sszehasonlitott fehérjék UniProt azonositészamai

Fehérje neve Rovidités | Organizmus Unirot
azonositészam

Mieloperoxidaz MPO Homo sapiens P05164
Eozinofil peroxidaz EPX Homo sapiens P11678
Laktoperoxidaz LPO Homo sapiens P22079
Tireoperoxidaz TPO Homo sapiens P07202
Peroxidazin-szer(i fehérje | PXDNL | Homo sapiens A1KZ92
Peroxidazin PXDN Homo sapiens P92626
Peroxidazin PXDN Mus musculus Q3UQ28
Peroxidazin PXDN Xenopus tropicalis A4IGL7
Peroxidazin PXDN Drosophila melanogaster | Q9VZZ4
Peroxidazin-1 PXN-1 Caenorhabditis elegans Q1ENI8
Peroxidazin-2 PXN-2 Caenorhabditis elegans G8EG78

5.13. Statisztikai analizis

A dolgozatban szerepld reprezentativ  Western blotok ¢és immunfluoreszcens

képek mindegyike legaldbb harom fiiggetlen kisérlet egybehangzd eredményét

demonstralja. Az Amplex Red peroxidiz mérésben kapott adatokat a rezorufin

fluoreszcencia hat fiiggetlen mérésben kapott értékének atlagaként mutattuk be, az atlag

standard hibajanak (+ s.e.m.) feltiintetésével. Az eredmények statisztikai értékeléséhez a

GraphPad PRISM 5 szoftver segitségével egyutas ANOVA probat hasznaltunk. Ezutan

Sidak-féle post-hoc tesztekkel hasonlitottuk Gssze az egyes konstruktok enzimaktivitasat

a kontroll és a vad tipust fehérjét expresszaldé mintdkkal. Az eredményeket p<0,05

esetében tekintettiik szignifikansnak.
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6. EREDMENYEK

6.1. Az endogén emlds PXDN szerepének vizsgalata a bazalis

membranok kollagén IV halozatanak szintézisében

Az ubikviter eléfordulasu PXDN ECM-szintézisben betoltott egyedi és egyben
altalanos jelentdségli szerepét tobb korabbi vizsgalat is valoszinlisitette, mégis csak a
kozelmultban sikeriilt azonositani az els6 olyan, PXDN részvételével zajlo biokémiai
reakciot, amely az elézetes megfigyelések magyarazatdul szolgilhat.** Az ECM
specializalt formajat jelentd bazalis membranok legnagyobb mennyiségben jelenlévd
alkotdja a kollagén IV fehérje, amely kétdimenzios struktiraba szervezédve mechanikai
stabilitast biztosit és informaciokat kdzvetit az extracellularis térbdl a hozza kapcsolodo
sejtek szamara. A nemrégiben megismert, PXDN 4éltal katalizalt folyamatban H202 és Br”
jelenlétében kovalens szulfiliminkotés 1étesiil két, egymassal szemben fekvé kollagén IV
alegység nem kollagendzus (NC1) doménjei k6zott, ami alapvetd jelentéséggel bir a
halozat szerkezetének kialakitasaban. Ezt az eredményt elsdsorban olyan in vitro kisérleti
adatok tdmasztjadk ala, amelyek a PFHR-9 embrionalis karcindma sejtvonal
peroxidazinhibitorokkal torténd farmakoldgiai gatlasan, illetve heterolog expresszios
rendszerben kifejezett, rekombinans human PXDN biokémiai analizisén alapulnak.** A
fenti folyamat élettani jelentdsége Drosophila melanogasterben** és Danio rerioban is
igazolast nyert in vivo,%! emlds adatok azonban eziddig nem alltak a rendelkezésiinkre.
Annak tisztazasara, hogy a kollagén IV protomerek keresztkotésének fiziologias
utvonalat emldsokben is a PXDN altal katalizalt reakci6 jelenti-e, huméan és egér

szervezetbdl nyert primer sejttenyészeteket hasznaltunk fel.
6.1.1. A PXDN részvételének elemzése HUVEC sejtek kollagén IV keresztkotésében

Az endogén human PXDN kollagén IV keresztkotd képességének vizsgélatira
koldokzsinorvénabol izolalt endotél sejteket (HUVEC) hasznaltunk fel. A HUVEC sejtek

intenziv osztodasi képességet mutatnak és mar néhany nap alatt jelentés mennyiségii

crer

HUVEC sejtekben endogénen megjelené PXDN fehérjét, amihez munkacsoportunk altal
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fejlesztett és tisztitott, a fehérje C-termindlis fragmensét felismerd poliklonalis nyul
ellenanyagot hasznaltunk fel. A HUVEC sejtekben detektalt PXDN-specifikus jelet sajat
készitésii, a rekombinans human PXDN-t nagy mennyiségben kifejezo stabil HEK293FS
sejtvonalban kapott csikhoz hasonlitottuk. A toltéskontrollként hasznalt aktin azonos
mennyisége mellett az endogén PXDN a talexpresszalt fehérjéhez képest jelentdsen
kisebb, de még Osszevethetd intenzitassal jelent meg 165 kDa-os molekulatomegének

megfelelé magassagban (17. dbra).
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17. abra: HUVEC és PXDN-V5-6t expresszalé stabil HEK293 klon PXDN
expressziojanak oOsszehasonlitasa. A primer endotél sejttenyészetben detektalt PXDN
jelnek megfeleléen a heteroldg modon kifejezett rekombinans fehérje is 165 kDa-0S
magassagban, azonban az endogén PXDN-nél jelentsen erdsebb intenzitassal jelent meg a
teljes sejtlizatumokbol (TSL) késziilt Western bloton.

Annak meghatdrozéasara, hogy a hat ismert kollagén IV izoforma koziil melyek
jelennek meg a HUVEC sejtek altal termelt ECM-ben, a sejttenyészet hipotonias
pufferben felvett lizatumat kollagenaz enzimmel emésztettiik. Az igy kezelt mintakbol
késziilt Western blotban a kollagén IV-bdl felszabadult NC1 doméneket izoforma-
specifikus antitestek segitségével mutattuk ki. Ezekben a kisérletekben a kiilonb6z6 a-
lancok jelenlétén vagy hidnyan til azok keresztkotottségi allapotarol is informéciohoz
jutottunk, mivel a monomer €s dimer NC1 domének jol elkiiloniild, 25 és 55 kDa kornyéki
molekulatomegeknél adtak jelet. Eredményeink alapjan a HUVEC sejtek a kollagén 1V
al és 02 izoformajat nagy, az a5 lancot pedig kisebb mennyiségben fejezik ki, a3, a4 és

a6 NC1 doméneket pedig nem tudtunk kimutatni (18. abra).
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KEL
MW (kDa)
55 —
4+-NC1 dimer
40 —
5 __ <+ - NC1 monomer
ol o2 o3 o4 0

5 o6 +— g-kollagén IV NC1

18. abra: A HUVEC sejtek altal termelt kollagén IV lancok izoformak szerinti
megoszlasanak és kovalens Kkeresztkotottségének vizsgalata. A sejtek kollagenazzal
emésztett lizatumanak (KEL) Western blot analizise soran az egyes izoformakra specifikus
antitestekkel detektaltuk a HUVEC sejtekben kifejez6do kollagén IV profilt. A 25 és 55 kDa
kornyékén megjelend szignalok alapjan az al, o2 és a5 lancok NC1 doménjeit kovalensen
keresztkotott dimer és monomer formaban is ki tudtuk mutatni, az o3, 04 és a6 lancra
jellemz6 emésztési termékek azonban nem voltak jelen a mintaban.
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19. abra: Phloroglucinol kezelés hatasa a HUVEC sejtek altal szintetizalt kollagén IV
keresztkotottségének mértékére. A teljes sejtlizatumbol (TSL) késziilt Western blot alapjan
a peroxidazinhibitor phloroglucinol (PhG) 48 dran keresztiili jelenléte nem befolyasolta a
sejtekben kifejez6d6 PXDN mennyiségét (A). A fehérje enzimaktivitasinak hianya a
kollagén IV NC1 domének keresztkotésének kieséséhez vezetett, amit a kollagenazzal
emésztett sejtlizatumokbol (KEL) késziilt Western bloton az a-02 kollagén IV ellenanyaggal
kapott 55 kDa-os jel eltiinése tamaszt ala (B).
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A PXDN enzimaktivitasanak kollagén IV szintézisben jatszott szerepét
phloroglucinol (PhG) nevii altalanos peroxidazinhibitor alkalmazasaval teszteltik. A
teljes sejtlizatum Western blot vizsgélata soran detektalt jel alapjan az endogén PXDN
expresszidja nem valtozott meg a gatloszer adasat kdvetd 48 oraban (19.4 dbra), a PhG
jelenlétében tenyésztett sejtek kollagendzzal emésztett mintaiban azonban mindharom
kimutatott kollagén IV izoforma esetében drasztikusan lecsokkent a keresztkotott NC1
dimerek mennyisége. Az 5.6. fejezetben ismertetett technikai megfontolasok miatt jelen
fejezetben az a2 izoformat felismerd ellenanyaggal kapott eredmények bemutatasara

szoritkozom (19.B dbra).

6.1.2. Kollagén 1V keresztkotés detektalasa vad tipusu és PXDN génhianyos MEF
sejtekben

A human sejtek vizsgalatdval nyert eredményeket olyan rendszerbdl szarmazo
adatokkal is ki kivantuk egésziteni, amely kikiiszoboli az enziminhibitorral torténd
kezelés nem teljes specificitasaibol vagy részleges hatékonysagabol eredd
bizonytalansagokat. Ehhez optimalis eszkdznek bizonyultak a laborunk részére cink-ujjas
nukledz technoldgia alkalmazdsival eldallitott PXDN génhidnyos, illetve vad tipusu
C57BL/6 tenyészet egerei. Heterozigota allatok iddzitett paroztatasaval 1étrejott
terhességekbdl vad tipusu (WT) és knockout (KO) testvérpar embridkat izolaltunk. Az
allatok genotipizalasaval parhuzamosan testfalukbol embrionalis fibroblasztokat (MEF)
nyertiink ki, igy a HUVEC sejtekhez hasonl6an megtartott osztdédoképességii, primer
sejttenyészethez jutottunk.

A sejtek redukalt lizatumat vizsgalé Western blot kisérletekben laborunk sajat
készitésti, az egér PXDN C-terminalis szakasza ellen nyulban termeltetett, poliklonalis
ellenanyaga segitségével igazoltuk a vad tipust és PXDN-deficiens MEF sejtek
fenotipusat (20.4 dbra). A fibroblasztok kollagenazzal emésztett mintaibol késziilt
Western blotban analizaltuk azok kollagén IV expresszios profiljat, melynek soran az al
¢s a2 lancokat felismerd ellenanyaggal kaptunk intenziv jeleket. Az eltérd genotipusu
MEF sejtek értékelése soran szembedtld volt a keresztkotott NC1 domének teljes hianya
a knockout mintdkban, szemben a vad tipusban 55 kDa kornyékén megfigyelhetd erds

szignallal. A két kollagén IV izoforma vizsgalta soran egybehangz6 eredményt kaptunk,
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az 5.6. fejezetben targyalt okoknal fogva azonban a dolgozatban csak az a2-specifikus
antitesttel el6hivott Western blotot mutatom be (20.B dbra).
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20. abra: Vad tipusu és PXDN-deficiens MEF sejtek kollagén IV keresztkioté
képességének Osszehasonlitisa. A sejtek lizisével nyert mintdk (TSL) Western blot
vizsgalataval igazoltuk a vad tipusi (WT) mintdban detektalhatdé PXDN jel hianyat a
knockout (KO) allatokbol szarmazo fibroblasztokban (A). A vad tipusu sejtek kollagenazzal
emésztett lizatumat (KEL) vizsgald Western blotban 55 és 25 kDa-nal megjelend, kettds
jellel szemben PXDN hianyaban csak monomer NC1 doméneket tudtunk kimutatni az a-a2
kollagén 1V ellenanyag segitségével (B).

Eredményeink alapjan az endogén humdn PXDN enzimaktivitdsanak
farmakologiai gatlasa a HUVEC sejtek kollagén IV keresztkotd képességének jelentds
mértékll karosodasat vonja maga utdn, a PXDN fehérje teljes hidnyahoz vezetd
genomszintii modositas pedig az NC1 dimerképzés megsziinését eredményezi az érintett
egerekbdl izolalt MEF sejtekben. Az €16 szovetbdl szarmazo primer sejtekkel végzett
kisérleteink Gsszefoglalasaként levonhat6 a kdvetkeztetés, hogy a megfeleld szerkezetii
bazalis membranok kialakulasanak, azon beliil is a kollagén IV halézat kovalens

keresztktésének folyamataban az endogén emlés PXDN fiziologias kortilmények kozott

is esszencialis résztvevo.
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6.2. A PXDN negyedleges szerkezetének elemzése

A PXDN komplex doménstrukturaja fehérje, amelyben egy katalitikusan aktiv
peroxiddz domén kombinaloédik az ECM komponenseire jellemz6 szerkezeti elemekkel.
Szamos, enzimaktivitassal nem rendelkezé matrixfehérjérdl, koztik a lamininrdl és
magar6l a kollagén IV-rél is ismert, hogy oligomerizaciét kovetden rendezddnek
Osszetettebb szupramolekuléris struktarakba.'*? Emellett a hem-peroxidaz csalad tobb
tagjarol is bebizonyosodott, hogy homodimer szerkezetet képez, az alegységek kozott
kialakulo kotés kémiai jellege azonban eltérd az egyes fehérjék esetében. Amig az MPO
intermolekularis diszulfidhid 1étesitésével rendezddik dimer formaba,®®! az LPO
esetében az endogén enzimaktivitas segitségével képzett ditirozinkotés tartja 6ssze a két
alegységbdl 4116 komplexet.5

A PXDN elso részletes leirasat tartalmazo kozleményben a szerzok a Drosophila
fehérje kapcsan igazoltak, hogy az homotrimer formaban szekretalddik az extracellularis
térbe, azonban sem a trimerizacidé mechanizmusat, sem annak esetleges funkcionalis
kovetkezményeit nem elemezték a tovabbiakban.”® Ezeket a hiadnyossagokat
munkacsoportunk az emlés PXDN szupramolekularis szerkezetének részletes
elemzésével kivanta betdlteni, és az esetleges oligomerképzési folyamatért felelds

molekularészletek pontos azonositasat is célul tliztiik ki.

6.2.1. Az emlés PXDN redukciora érzékeny homotrimert formal

Az endogén emldés PXDN részvételével kialakuld fehérjekomplexeket elsd
megkozelitéesben HUVEC  sejtekbdl  késziilt lizdtumokban vizsgaltuk. A B-
merkaptoetanol (BME) hozzdaddsa nélkiil késziilt mintdk nagy molekulatomegii
fehérjealkotoit 4%-0s SDS-poliakrilamid gélen valasztottuk szét, majd blottoldst
kovetéen a fehérje C-termindlisat felismerd antitestet alkalmazva mutattuk ki a
denaturdlo, de nem redukdlo kozegben meglrzott PXDN-t tartalmazo
fehérjekomplexeket. A Western blotban harom domindns csik jelent meg 160, 300 és 500
kDa-os molekulatomeg konyékén, amelyek koziil a legmagasabbnal tapasztaltuk a
legintenzivebb jelet (21.4 dbra). A V5-tag-gel ellatott, rekombinans human PXDN-t nagy

mennyiségben kifejezd stabil HEK293FS sejtvonal nem redukalt lizatumat analizalva a
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PXDN-pozitiv csikoknak a HUVEC mintaban tapasztalttal azonos elrendezddését
figyeltiik meg (21.4 abra). Ezek az eredmények arra engedtek kdvetkeztetni, hogy mind
az endogén, mind a rekombinans human PXDN magas molekulatomegii oligomert
formal, vagy ismeretlen fehérjepartnerrel alkot heterokomplexet. Annak tisztazasara,
hogy vajon fajspecifikus jelenségrol van-e szo, MEF sejtek hasonldan kezelt mintaival is
elvégeztiik a kisérletet, amelyben az egér szekvencia C-terminalisat felismerd antitestet
alkalmazva a human sejteknél latottnak megfeleld magassagokban detektaltunk PXDN-t
tartalmazé komplexeket (21.B dbra). A vizsgalt lizatumok B-merkaptoetanollal torténd
kezelése kovetkeztében a magas molekulatomegli komplexek szétestek és csak a
monomer PXDN lanc szamitott molekulatomegének megfelelé 165 kDa-os magassagban
észleltiink PXDN-specifikus jelet a Western blotban (22. dbra).
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21. abra: PXDN-tartalmu fehérjekomplexek Western blot analizise. A HUVEC ¢és a
PXDN-V5-6t stabilan expresszalo HEK293 sejtek B-merkaptoetanol (BME) hozzaadésa
nélkiil késziilt lizatumainak vizsgalata soran 500, 300 és 160 kDa-nal detektaltunk PXDN-
specifikus jeleket (A). A vad tipusa (WT) MEF sejtek nem redukalt mintdiban az egér
PXDN-t tartalmazd komplexeket a human fehérje esetében megfigyelt jelek magassagaban,
a knockout (KO) mintaval szemben specifikusnak bizonyuld szignal alapjan mutattuk ki (B).
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22. abra: A

+BME

PXDN-tartalmu fehérjekomplexek redukalészer-érzékenységének

vizsgalata. A HUVEC ¢és PXDN-V5-6t kifejez6 HEK293 sejtek lizatumabol f-
merkaptoetanol (BME) hozzdadasat és a minta forralasat kovetden eltintek a PXDN
részvételével képzett magas molekulatomegli komplexek, és a Western blot analizis soran
csak 165 kDa-nal kaptunk az endogén vagy a rekombinans PXDN-hez kothet szignalt.

Osszetételiik meghatarozasa
céljabol a stabil HEK sejtekben
kialakulo, ~ PXDN-t
komplexeket a C-terminalis V5-tag-et

tartalmazo

felismeré  antitesthez ~ konjugalt

izolaltuk a  sejtek

gyonggyel
lizdtumabodl. Az immunprecipitatum
szétvalasztasra hasznalt fehérjegél
Coomassie-festését kovetden a mar
emlitett harom, 500, 300 és 160 kDa-
os molekulatomegnél detektaltunk

fehérjekomplexeket (23. dbra).
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23. abra: Immunaffinitas-kromatografiaval tisztitott
PXDN-V5-tartalmu fehérjekomplexek kimutatasa. A
rekombinans PXDN-t kifejezd stabil HEK293 sejtekbdl a
C-terminalis V5 tag-et felismer6 antitesttel precipitalt (a-
V5 IP) fehérjéket a szétvalasztisukra hasznalt
poliakrilamid gél Coomassie festésével tettiik 1athatova. A
fehérjesavok a lizatum Western blot vizsgalata soran
tapasztalt elrendezddésben, a fehérjemarkerek (M1 és M2)
alapjan 500, 300 és 160 kDa-nak becsiilt magassagban
jelentek meg. A géldarabokbol izolalt fehérjemintak
proteomikai elemzése alapjan valdszinsithetd, hogy azok
a PXDN trimerizacios folyamatanak kiindulasi, koztes és
végso allomasat jelenthetik.
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A fehérjesavokat tartalmazo géldarabokat kimetszettiik, majd az MTA Szegedi
Biologiai Kutatokozpontjanak Proteomikai Kutatocsoportjaban dolgozo6 egyiittmikodo
partnereink segitségével tomegspektrometriai vizsgalatban hataroztuk meg azok
Osszetételét. A tripszinnel emésztett mintak analizise soran az 500 (24. abra), 300 és 160
kDa-0s mintak esetében is csak a PXDN szekvencidjara illeszkedd

peptidfragmentumokat azonositottunk.

1. gi|109150416 Score: 1542

peroxidasin homolog precursor [Homo sapiens]

Found in search of D:\lcq_fleet\data\2012\12augusztus\GM\120801_08_GM1_500kDa.mgf
Nominal mass (Mr): 167793; Calculated pl value: 6.79

Sequence Coverage: 37%

1 MAKRSRGPGR RCLLALVLFC AWGTLAVVAQ KPGAGCPSRC LCFRTTVRCM HLLLEAVPAV APQTSILDLR FNRIREIQPG AFRRLRNLNT LLLNNNQIKR
101 IPSGAFEDLE NLKYLYLYKN EIQSIDRQAF KGLASLEQLY LHFNQIETLD PDSFQHLPKL ERLFLHNNRI THLVPGTFNH LESMKRLRLD SNTLHCDCEI
201 LWLADLLKTY AESGNAQAAA ICEYPRRIQG RSVATITPEE LNCERPRITS EPQDADVTSG NTVYFTCRAE GNPKPEIIWL RNNNELSMKT DSRLNLLDDG
301 TLMIQNTQET DQGIYQCMAK NVAGEVKTQE VTLRYFGSPA RPTFVIQPQON TEVLVGESVT LECSATGHPP PRISWTRGDR TPLPVDPRVN ITPSGGLYIQ
401 NVVQGDSGEY ACSATNNIDS VHATAFIIVQ ALPQFTVTPQ DRVVIEGQTV DFQCEAKGNP PPVIAWTKGG SQLSVDRRHL VLSSGTLRIS GVALHDQGQY
501 ECQAVNIIGS QKVVAHLTVQ PRVTPVFASI PSDTTVEVGA NVQLPCSSQG EPEPAITWNK DGVQVTESGK FHISPEGFLT INDVGPADAG RYECVARNTI
601 GSASVSMVLS VNVPDVSRNG DPFVATSIVE AIATVDRAIN STRTHLFDSR PRSPNDLLAL FRYPRDPYTV EQARAGEIFE RTLQLIQEHV QHGLMVDLNG
701 TSYHYNDLVS PQYLNLIANL SGCTAHRRVN NCSDMCFHQK YRTHDGTCNN LQHPMWGASL TAFERLLKSV YENGFNTPRG INPHRLYNGH ALPMPRLVST
801 TLIGTETVTP DEQFTHMLMQ WGQFLDHDLD STVVALSQAR FSDGQHCSNV CSNDPPCFSV MIPPNDSRAR SGARCMFFVR SSPVCGSGMT SLLMNSVYPR
901 EQINQLTSYI DASNVYGSTE HEARSIRDLA SHRGLLRQGI VQRSGKPLLP FATGPPTECM RDENESPIPC FLAGDHRANE QLGLTSMHTL WEREHNRIAT

1001 ELLKLNPHWD GDTIYYETRK IVGAEIQHIT YQHWLPKILG EVGMRTLGEY HGYDPGINAG IFNAFATAAF RFGHTLVNPL LYRLDENFQP IAQDHLPLHK
1101 AFFSPFRIVN EGGIDPLLRG LFGVAGKMRV PSQLLNTELT ERLFSMAHTV ALDLAAINIQ RGRDHGIPPY HDYRVYCNLS AAHTFEDLKN EIKNPEIREK
1201 LKRLYGSTLN IDLFPALVVE DLVPGSRLGP TLMCLLSTQF KRLRDGDRLW YENPGVFSPA QLTQIKQTSL ARILCDNADN ITRVQSDVFR VAEFPHGYGS
1301 CDEIPRVDLR VWQDCCEDCR TRGQFNAFSY HFRGRRSLEF SYQEDKPTKK TRPRKIPSVG RQGEHLSNST SAFSTRSDAS GTNDFREFVL EMQKTITDLR
1401 TQIKKLESRL STTECVDAGG ESHANNTKWK KDACTICECK DGQVTCEVEA CPPATCAVPV NIPGACCPVC LQKRAEEKP

Start - End Observed Mr (expt) Mr (calc) Delta Miss Sequence
49 - 70 821.6949 2462.0629 2462.3025 -0.2396 CMHLLLEAVPAVAPQTSILDLR.F Oxidation (M) (Ions score 108)
87 - 99 756.4180 1510.8215 1510.8467 -0.0252 NLNTLLLNNNQIK.R (Ions score 105)
101 - 113 716.8824 1431.7503 1431.7245 0.0258 IPSGAFEDLENLK.Y (Ions score 87)
101 - 127 808.6701 3230.6513 3230.6499 .0014 IPSGAFEDLENLKYLYLYKNEIQSIDR.Q (Ions score 64)
187 - 208 900.1682 2697.4828 2697.3618 0.1210 LRLDSNTLHCDCEILWLADLLK.T (Ions score 60)
189 - 208 810.3778 2428.1117 2428.1767 -0.0650 LDSNTLHCDCEILWLADLLK.T (Ions score 56)
209 - 226 986.4603 1970.9060 1970.8792 0.0268 .TYAESGNAQAAAICEYPR.R (Ions score 89)
248 - 268 1181.0571 2360.0996 2360.0591 0.0406 ITSEPQDADVTSGNTVYFTCR.A (Ions score 131)
294 - 320 1043.9713 3128.8921 3128.4464 0.4456 LNLLDDGTLMIQNTQETDQGIYQCMAK.N Oxidation (M) (Ions score 78)
294 - 320 1049.1142 3144.3208 3144.4413 -0.1206 LNLLDDGTLMIQNTQETDQGIYQCMAK.N 2 Oxidation (M) (Ions score 135)
335 - 372 1035.5244 4138.0685 4138.0582 0.0103 YFGSPARPTFVIQPQONTEVLVGESVTLECSATGHPPPR.I (Ions score 44)
443 - 457 861.9242 1721.8337 1721.8295 0.0043 VVIEGQTVDFQCEAK.G (Ions score 110)
458 - 468 590.2765 1178.5384 1178.6448 -0.1064 GNPPPVIAWTK.G (Ions score 59)
479 - 488 541.8675 1081.7205 1081.6244 0.0961 HLVLSSGTLR.I (Ions score 43)
513 - 522 560.3581 1118.7016 1118.6560 0.0456 VVAHLTVQPR.V (Ions score 53)
571 - 597 748.6155 2990.4327 2990.4345 -0.0018 FHISPEGFLTINDVGPADAGRYECVAR.N (Ions score 69)
619 - 637 988.1190 1974.2234 1974.0058 0.2176 NGDPFVATSIVEAIATVDR.A (Ions score 121)
653 - 662 573.3472 1144.6798 1144.6240 0.0557 SPNDLLALFR.Y (Ions score 77)
666 - 674 539.7693 1077.5241 1077.5091 0.0150 DPYTVEQAR.A (Ions score 53)
743 - 765 665.5702 2658.2518 2658.1704 0.0814 THDGTCNNLQHPMWGASLTAFER.L Oxidation (M) (Ions score 40)
769 - 779 642.3229 1282.6312 1282.5942 0.0370 SVYENGFNTPR.G (Ions score 56)
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

o

786 - 796 642.8740 1283.7335 1283.6445 .0890 LYNGHALPMPR.L Oxidation (M) (Ions score 42)

881 - 900 1088.0364 2174.0582 2173.9806 .0776 SSPVCGSGMTSLLMNSVYPR.E 2 Oxidation (M) (Ions score 156)

901 - 924 909.0691 2724.1854 2724.2627 -0.0772 EQINQLTSYIDASNVYGSTEHEAR.S (Ions score 77)

944 - 977 953.9995 3811.9691 3811.7757 .1934 SGKPLLPFATGPPTECMRDENESPIPCFLAGDHR.A Oxidation (M) (Ions score 45)
1021 - 1037 678.4703 2032.3890 2032.0894 .2995 IVGAEIQHITYQHWLPK.I (Ions score 47)

1108 - 1119 648.3667 1294.7188 1294.7245 -0.0057 IVNEGGIDPLLR.G (Ions score 63)

1130 - 1142 750.4510 1498.8874 1498.7991 .0883 VPSQLLNTELTER.L (Ions score 81)

1130 - 1161 896.0288 3580.0862 3579.9083 L1779 VPSQLLNTELTERLFSMAHTVALDLAAINIQR.G Oxidation (M) (Ions score 50)
1228 - 1241 812.9553 1623.8960 1623.8364 .0596 LGPTLMCLLSTQFK.R Oxidation (M) (Ions score 84)

1245 - 1266 845.3812 2533.1218 2533.2601 -0.1383 DGDRLWYENPGVFSPAQLTQIK.Q (Ions score 109)

1249 - 1266 1046.0689 2090.1232 2090.0837 .0396 LWYENPGVFSPAQLTQIK.Q (Ions score 59)

1311 - 1320 714.2849 1426.5552 1426.5064 .0488 VWQDCCEDCR.T (Ions score 58)

1336 - 1349 576.6564 1726.9474 1726.8526 .0948 RSLEFSYQEDKPTK.K (Ions score 55)

1410 - 1428 664.3114 1989.9124 1989.8698 .0426 LSTTECVDAGGESHANNTK.W (Ions score 81)

OHOOHOHOOOHOOOOOOOOHOOOOOOOOOOHKHNOOO
WHW WO OO D ORI DI IR D OIWORRNDIR I DI D ORI DWW DWW

24. abra: A HEK293-PXDN-V5 sejtekbdl izolalt 500 kDa-os fehérjekomplex alkotéinak
vizsgalata. Az o-V5 ellenanyaggal precipitalt, magas molekulatomegli komplex 6sszetételét
egyiittmiikodd partnereink tomegspektrometriai analizissel hataroztak meg. A komplexbdl
szarmazé triptikus peptidek LC-MS/MS vizsgalattal felvett spektrumai alapjan a Mascot
szerverrel végzett adatbazis-keresés a PXDN-t a minta egyediili Osszetevéjeként
azonositotta. A 300 és 160 kDa-0s mintak ugyanezen protokollal végzett elemzése is azonos
eredményre vezetett.

72



DOI:10.14753/SE.2017.2244

A HUVEC sejtek nem redukalt lizatuméaban detektalt magas molekulatomegti,
PXDN-tartalmu csik Osszetételének meghatarozasahoz PXDN-specifikus antitesttel
végeztliink immunprecipitaciot a sejtlizaitumbol. Az izolalt fehérjék gélelektroforézisét
kovetéen a domindns csikot tartalmazd géldarabot kivagtuk és proteomikai analizisre
kiildtiik ki, ami ennek a mintanak is egyediili sszetevdjeként azonositotta a PXDN-t (25.

abra).

1. gi|109150416 Score: 1125

peroxidasin homolog precursor [Homo sapiens]

Found in search of D:\OT_elite\2013\13aprilis\gm\130410_04_500kDa_ITMSms2cid.txt
Nominal mass (M;): 167793; Calculated pl value: 6.79

Sequence Coverage: 27%

1 MAKRSRGPGR RCLLALVLFC AWGTLAVVAQ KPGAGCPSRC LCFRTTVRCM HLLLEAVPAV APQTSILDLR FNRIREIQPG AFRRLRNLNT LLLNNNQIKR
101 IPSGAFEDLE NLKYLYLYKN EIQSIDRQAF KGLASLEQLY LHFNQIETLD PDSFQHLPKL ERLFLHNNRI THLVPGTFNH LESMKRLRLD SNTLHCDCEI
201 LWLADLLKTY AESGNAQAAA ICEYPRRIQG RSVATITPEE LNCERPRITS EPQDADVTSG NTVYFTCRAE GNPKPEIIWL RNNNELSMKT DSRLNLLDDG
301 TLMIQNTQET DQGIYQCMAK NVAGEVKTQE VTLRYFGSPA RPTFVIQPQN TEVLVGESVT LECSATGHPP PRISWTRGDR TPLPVDPRVN ITPSGGLYIQ
401 NVVQGDSGEY ACSATNNIDS VHATAFIIVQ ALPQFTVTPQ DRVVIEGQTV DFQCEAKGNP PPVIAWTKGG SQLSVDRRHL VLSSGTLRIS GVALHDQGQY
501 ECQAVNIIGS QKVVAHLTVQ PRVTPVFASI PSDTTVEVGA NVQLPCSSQG EPEPAITWNK DGVQVTESGK FHISPEGFLT INDVGPADAG RYECVARNTI
601 GSASVSMVLS VNVPDVSRNG DPFVATSIVE AIATVDRAIN STRTHLFDSR PRSPNDLLAL FRYPRDPYTV EQARAGEIFE RTLQLIQEHV QHGLMVDLNG
701 TSYHYNDLVS PQYLNLIANL SGCTAHRRVN NCSDMCFHQK YRTHDGTCNN LQHPMWGASL TAFERLLKSV YENGFNTPRG INPHRLYNGH ALPMPRLVST
801 TLIGTETVTP DEQFTHMLMQ WGQFLDHDLD STVVALSQAR FSDGQHCSNV CSNDPPCFSV MIPPNDSRAR SGARCMFFVR SSPVCGSGMT SLLMNSVYPR
901 EQINQLTSYI DASNVYGSTE HEARSIRDLA SHRGLLRQGI VQRSGKPLLP FATGPPTECM RDENESPIPC FLAGDHRANE QLGLTSMHTL WFREHNRIAT

1001 ELLKLNPHWD GDTIYYETRK IVGAEIQHIT YQHWLPKILG EVGMRTLGEY HGYDPGINAG IFNAFATAAF RFGHTLVNPL LYRLDENFQP IAQDHLPLHK
1101 AFFSPFRIVN EGGIDPLLRG LFGVAGKMRV PSQLLNTELT ERLFSMAHTV ALDLAAINIQ RGRDHGIPPY HDYRVYCNLS AAHTFEDLKN EIKNPEIREK
1201 LKRLYGSTLN IDLFPALVVE DLVPGSRLGP TLMCLLSTQF KRLRDGDRLW YENPGVFSPA QLTQIKQTSL ARILCDNADN ITRVQSDVFR VAEFPHGYGS
1301 CDEIPRVDLR VWQDCCEDCR TRGQFNAFSY HFRGRRSLEF SYQEDKPTKK TRPRKIPSVG RQGEHLSNST SAFSTRSDAS GTNDFREFVL EMQKTITDLR
1401 TQIKKLESRL STTECVDAGG ESHANNTKWK KDACTICECK DGQVTCFVEA CPPATCAVPV NIPGACCPVC LQKRAEEKP

Start - End Observed Mr (expt) Mr(calc) ppm Miss Sequence
85 - 100 646.3845 1936.1317 1936.1330 -1 2 LRNLNTLLLNNNQIKR.I (Ions score 44)
87 - 99 756.4309 1510.8472 1510.8467 0 NLNTLLLNNNQIK.R (Ions score 75)
114 - 127 909.4761 1816.9376 1816.9359 1 YLYLYKNEIQSIDR.Q (Ions score 44)
248 - 268 1181.0350 2360.0554 2360.0591 -2 ITSEPQDADVTSGNTVYFTCR.A (Ions score 52)
269 - 281 761.9221 1521.8296 1521.8303 -0 AEGNPKPEIIWLR.N (Ions score 52)
321 - 334 772.4261 1542.8376 1542.8366 1 NVAGEVKTQEVTLR.Y (Ions score 67)
443 - 457 861.9221 1721.8296 1721.8295 0 VVIEGQTVDFQCEAK.G (Ions score 63)
458 - 468 590.3293 1178.6440 1178.6448 -1 GNPPPVIAWTK.G (Ions score 39)
479 - 488 541.8194 1081.6242 1081.6244 -0 HLVLSSGTLR.I (Ions score 28)
513 - 522 560.3352 1118.6558 1118.6560 -0 VVAHLTVQPR.V  (Ions score 43)
598 - 618 1074.5510 2147.0874 2147.0892 -1 NTIGSASVSMVLSVNVPDVSR.N Oxidation (M) (Ions score 96)
619 - 637 988.0109 1974.0072 1974.0058 1 NGDPFVATSIVEAIATVDR.A (Ions score 108)
653 - 662 573.3190 1144.6234 1144.6240 -1 SPNDLLALFR.Y (Ions score 73)
663 - 674 498.9161 1493.7265 1493.7263 0 YPRDPYTVEQAR.A (Ions score 42)
666 - 674 539.7613 1077.5080 1077.5091 -1 DPYTVEQAR.A (Ions score 32)
675 - 681 411.2110 820.4074 820.4079 -1 AGEIFER.T (Ions score 60)

PFFRPOFFFFOOOOHFHOOOOOOHFHOOOOOOOKHFHOOHRO
APAPAIDAIDDAODIDRDD DD AW ARD AL NP DA DD

769 - 779 642.3062 1282.5978 1282.5942 3 SVYENGFNTPR.G (Ions score 50)

786 - 796 642.8298 1283.6450 1283.6445 0 LYNGHALPMPR.L Oxidation (M) (Ions score 41)

881 - 900 1088.0007 2173.9868 2173.9806 3 SSPVCGSGMTSLLMNSVYPR.E 2 Oxidation (M) (Ions score 50)
901 - 924 909.0956 2724.2650 2724.2627 1 EQINQLTSYIDASNVYGSTEHEAR.S (Ions score 51)

925 - 933 527.7911 1053.5676 1053.5679 -0 SIRDLASHR.G (Ions score 28)

1046 - 1071 925.1174 2772.3304 2772.3296 0 TLGEYHGYDPGINAGIFNAFATAAFR.F (Ions score 31)

1108 - 1119 648.3696 1294.7246 1294.7245 0 IVNEGGIDPLLR.G (Ions score 67)

1143 - 1161 1050.5680 2099.1214 2099.1197 1 LFSMAHTVALDLAAINIQR.G Oxidation (M) (Ions score 77)
1204 - 1227 1294.7045 2587.3944 2587.3898 2 LYGSTLNIDLFPALVVEDLVPGSR.L (Ions score 37)

1245 - 1266 845.4254 2533.2544 2533.2601 -2 DGDRLWYENPGVFSPAQLTQIK.Q (Ions score 40)

1336 - 1349 576.6249 1726.8529 1726.8526 0 RSLEFSYQEDKPTK.K (Ions score 38)

1337 - 1349 786.3818 1570.7490 1570.7515 -2 SLEFSYQEDKPTK.K (Ions score 36)

1377 - 1394 697.3217 2088.9433 2088.9422 0 SDASGTNDFREFVLEMQK.T Oxidation (M) (Ions score 46)
1395 - 1404 594.8508 1187.6870 1187.6874 -0 TITDLRTQIK.K (Ions score 42)

25. abra: A HUVEC sejtekbél tisztitott 500 kDa-os fehérjekomplex proteomikai
elemzése. A PXDN-specifikus immunprecipitaciéval izolalt dominans fehérjekomplex
tripszin emésztésével nyert proteinfragmentumokbdl egylittmiikodé partnereink LC-MS/MS
vizsgalatot végeztek, majd a kapott adatokat Mascot szerver segitségével vetették 0ssze az
NCBI legfrissebben elérheté nem redundans protein adatbazisaval. Az analizis ebben az
esetben is csak a PXDN-nek megfelelé peptidszekvencidk jelenlétét igazolta a vizsgalt
mintaban.
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A tomegspektrometriai analizis eredményei, illetve a PXDN-pozitiv fehérjesdvok
latszolagos molekulatomege alapjan valoszintisithetd, hogy az emlds PXDN szintézise
soran a Drosophila fehérjéhez hasonléan redukciora érzékeny homotrimer negyedleges
szerkezetet képez, ami mind az endogén, mind a rekombinans fehérje dominans
megjelenési formajat jelenti. Az 500 kDa korili trimer mellett a 300 kDa-0s komplex
valoszinlileg a dimer koztiterméket, a 160 kDa-os jel pedig monomer kiinduléasi format
jelentheti az oligomerizacios folyamatban.
sziikséges konstruktokat minden esetben a human PXDN-t kodolo, C-termindlis V5 tag-
gel ellatott rekombinans plazmid modositasdval hoztuk 1étre, oligomerizacios
készségiiket pedig tranziensen transzfektalt HEK293FS sejtek nem redukalt lizatumabol
késziilt Western blotokon, a V5-tag-et felismer6 antitest felhasznalasaval elemeztiik. A
transzfekcios hatékonysagot minden esetben a redukalt mintakban kapott V5-specifikus

jel segitségével ellendriztiik.

6.2.2. A PXDN enzimaktivitasa és trimerizacidja kozotti kapcsolat vizsgalata

Mivel ismert, hogy az LPO sajat katalitikus aktivitasatol fiiggd modon képez
homodimert,®* a PXDN esetében is kivancsiak voltunk arra, hogy a fehérje endogén
peroxidazaktivitdsa esszencidlis-e a trimer forma kialakitdsahoz. Ehhez egy olyan
enzimaktivitas-hidnyos mutans konstruktot terveztiink, amelynek alapjat a PXDN
természetes funkcidvesztéses mutansa, a PXDNL aminosavsorrendjének jellegzetességei
adtak. A hem-peroxidazok katalitikus doménjének szekvenciai homologok egymassal, a
PXDNL azonban két olyan eltérést is tartalmaz a csalad tobbi tagjahoz képest, amely a
hem kotésében alapvetd jelentdségli aminosavakat érint, és igy meggatolja a
peroxiddzaktivitds szempontjabdl elengedhetetlen prosztetikus csoport kotését. A vad

tipusi huméan PXDN-t kdédold rekombinans konstrukt iranyitott mutagenezisével a

c ey

crer

cseréltiik, igy 1étrehozva a Q823 W, D826E konstruktot (26.4 abra). A funkciovesztéses
mutans fehérje in vitro enzimaktivitasat tranziensen transzfektalt Cos7 sejtek lizatumanak

Amplex Red peroxidaz assay-ben tortén6 mérésével hasonlitottuk a vad tipusi PXDN-t
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kodold (WT), illetve tires konstrukttal transzfektalt kontroll sejtek értékeihez. A bevitt
mutacidok varakozasainknak megfeleléen valdban megsziintették a Q823W, D826E
konstrukt peroxidazaktivitasat (26.B dbra), azonban nem befolyasoltak a rekombinans
fehérje trimerképzését tranziensen transzfektalt HEK293FS sejtekben (26.C dbra).
Kisérleteinkbdl levonhatd a kovetkeztetés, hogy az endogén peroxidazaktivitas
nem sziikséges feltétele a PXDN oligomerizacidjdnak, és a domindns trimer format

Osszetartd molekularis interakciok a fehérje enzimaktivitasatol fliggetlen moédon

alakulnak ki.
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26. abra: A PXDN oligomerformalasa és endogén peroxidazaktivitaisa Kkozotti
osszefiiggés vizsgalata. A vad tipusi PXDN konstruktbol (WT) kiindulva két, a hem
kotéséhez esszencialis aminosavat érint6 cserével hoztuk 1étre a Q823 W, D826E konstruktot
(A). Tranziensen transzfektalt Cos7 sejtek lizatumanak Amplex Red peroxidaz assay-ben
torténd mérése soran a mutans konstruktot tartalmazo minta a negativ kontrollként hasznalt
ires plazmiddal transzfektalt sejtlizaitummal azonos peroxidazaktivitast mutatott (B,
reprezentativ mérés; az abran harom technikai parhuzamos szorasa van feltiintetve). A
konstruktokat kifejez6 HEK293 sejtek f-merkaptoetanol (BME) hozzaadasa nélkiil késziilt
lizatumainak Western blot vizsgalata soran a VS5-specifikus jelek azonos erendezédését
tapasztaltuk, aminek alapjan peroxidazaktivitas elvesztésével jaré mutaciok nem
befolyasoltak a rekombinans konstrukt trimerizacios képességét (C).
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6.2.3. A PXDN trimerformalasaban szerepet jatsz6 molekulaszakaszok azonositasa

A peroxiddz doménen tul a PXDN-t alkotd tobbi jellegzetes harmadlagos
szerkezetet kialakito molekulaszakasz, igy a leucin-gazdag ismétlddések (LRR), az
immunglobulin C2-szeri domének (Ig C2), az a-helikalis régio és a von Willebrand
faktor C-tipusi domén (VWF C) megfelel6it is leirtdk mar egyéb fehérjék
oligomerizaciojanak kulcsrégiojaként. A PXDN esetében is célunk volt azonositani a
fehérje azon részeit, amelyeken keresztiil a homotrimer 6sszeéallasdhoz és stabilizalasahoz
sziikséges intermolekularis kolcsonhatasok létrejohetnek. Els6 megkdzelitésben
doménhianyos PXDN konstrukt konyvtarat klonoztunk (27.4 dbra), hogy azonositani
tudjuk azt a legrovidebb, intakt doménekbdl felépiil6 PXDN szegmenst, amelyik
megtartott trimerizacidos képességgel rendelkezik. A szekrécidra keriild fehérjék
tobbségének szabalyos foldingja €s az altaluk formalt intra- €s esetleges intermolekuléris
diszulfidhidak megfeleld pozicionaldsa az endoplazmas retikulum oxidativ kdzegében, a
lumenben elhelyezkedd chaperon fehérjék kozremiikodésével megy végbe. Hogy ezt
lehetévé tegyiik a rekombindns fehérjelancok esetében is, a doméndelécios PXDN
konstruktokba minden esetben beillesztettik a human PXDN N-terminalis 26
aminosavabol allo szekrécids szignal szekvenciajat (S) is, amely a polipeptidlanc
szintézisét kovetden azt kozvetleniil az endoplazmas retikulumba irdnyitja. Tranziensen
transzfektalt HEK293FS sejtek lizdtumanak Western blot analizise alapjan a VWF C
domén nélkiili PXDNi-1412, az LRR ¢és Ig C2 doméneket nem tartalmazd PXDN1-26+696-
1479 és az el6bbiek kombinacidjaval 1étrehozott PXDNi-26+696-1412 Konstruktok mindegyike
megtartotta trimerformalasi képességét (27.B dbra).

A vizsgalt legkisebb, oligomerizaciét mutaté konstrukt szerkezete alapjan a
homotrimer kialakitasaért felelds molekularészletek a human PXDN 696. és 1412.
aminosava kozé esO, a peroxidaz domén kezdetétdl az a-helikalis régié végéig huzodo

szakaszon helyezkednek el.
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27. abra: A PXDN trimerizaciéjaban résztvevé aminosavrégiok azonositasa. Az egyes
domének jelentéségét a PXDN oligomerizaciojanak folyamatdban N- és C-termindlisan
trunkalt rekombinans PXDN konstruktok Western blot analizisével vizsgaltuk (A). A
tranziensen transzfektalt HEK293 sejtek p-merkaptoetanollal (BME) nem redukalt
lizatumaban a magas molekulatomegeknél megjelené V5 jelek arra utalnak, hogy az N-
terminalis szekrécids szignal szekvencia megtartottsaga esetén sem a vVWF C domén, sem a
LRR és Ig C2 régiok hianya nem akadalyozta meg az oligomerek kialakulasat (B).

6.2.4. A PXDN homotrimert stabilizal6 diszulfidhidak poziciojanak vizsgalata

Megtigyelésiink, mely szerint az emlds PXDN 4altal formalt homotrimer -
merkaptoetanol jelenlétében monomerekre esik szét, azt sugallta, hogy a fehérjekomplex
stabilitasaért felelos kotések legvalosziniibben diszulfidhidak lehetnek. Ezt a feltételezést
{76

tamogatjak a Drosophila PXDN altal alkotott trimer redukaloszer-érzékenységét’® és az
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MPO diszulfidhidképzésen keresztiili dimerizaciés mechanizmusat targyald irodalmi
forrasok is.3°! A trunkalt PXDN konstruktokkal nyert eredményeink segitettek
leszlikiteni azt a szekvenciaszakaszt, melyben a human PXDN komplexképzéséért felelds
aminosavak taldlhatoak, tovabbi kisérleteinkben pedig ezek pontos pozicidjanak

azonositasara torekedtink.

6.2.4.1. A PXDN fehérjelancon beliil diszulfidhidat nem képzé ciszteinek azonositasa

tObbszords szekvenciaillesztéssel

Ismert, hogy az allati hem-peroxidazok aminosavsorrendje homoldgiat mutat a
PXDN katalitikus doménjének szekvencidjaval. Emellett az MPO ¢és LPO esetében a
fehérjék részletesen tanulmanyozott kristalyszerkezete alapjan ismertek azok a
ciszteinek, amelyek intramolekularis diszulfidhidak képzésével vesznek részt a fehérjék
harmadlagos szerkezetének kialakitasaban.3840486263 A hyman PXDN és a tobbi hem-
peroxidaz tobbszords szekvenciaillesztéssel torténd dsszehasonlitasa lehetdséget nyujtott
arra, hogy azonositsunk olyan, identikus pozicidokban taldlhat6 ciszteineket, melyek
feltételezhetben a PXDN-ben is a katalitikus domén szerkezetének stabilizalasaban
vesznek részt a monomeren beliil (3. tdbldzat). A human PXDN elemzett szakaszan 14
olyan cisztein taldlhat6, amely megfeleltetheté a masik négy hem-peroxiddz homoldg

pozicioiban szereplé aminosavaknak (28. dbra).

Mieloperoxidaz Peroxidazin
Cys158*—Cys319** Cys723+Cys885
Cysl67+ Cys180 Cys732-Cys748
Cys281«> Cys291 Cys847+Cys857
Cys285« Cys309 Cys851Cys875
Cys387+Cys398 Cys959Cys970
Cys606+-Cys663 Cysl1177+Cys1234
Cys704-Cys730 Cys1275-Cys1301

3. tablazat: Intradomén diszulfidhidak predikcioja az MPO és PXDN peroxidaz
doménje kozotti homolégia alapjan. A két szekvenciaban identikus poziciot elfoglald
ciszteinek részvételével képzett diszulfidkotések a MPO esetében igazoltan a katalitikus
domén harmadlagos szerkezetét stabilizaljak, melyek megfeleldi vélhetden a PXDN
szekvenciaban is hasonld szereppel birnak. A 158. cisztein a proMPO proteolizise soran
kovetéen az MPO dimer alegységeit 6sszekotd diszulfidhidat alakitja ki. A PXDN-ben a két
emlitett cisztein megfeleldit érintd, hasonld fehérjeérési 1€pés ezidaig nem ismert.
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A PXDN homotrimert 0Osszetartd kotéseket csak a monomeren Dbeliili
diszulfidhidak kialakitdsa utan is szabadon maradd ciszteinek Dbiztosithatjak. A
szekvenciaillesztés altal kijelolt, egymassal feltehetden fehérjelancon beliili kotéseket
képzd 14 cisztein reziduumon kiviil tovabbi 4 olyan cisztein is szerepel a vizsgalt PXDN
régi6 736.,1315., 1316. és 1319. pozicidiban, amelyek hidnyoznak a tobbi hem-peroxidaz
jelentdséggel birhatnak a human PXDN oligomerizacigjanak folyamatiban, ezért

lehetséges szerepiiket tovabbi kisérletekben elemeztiik.

6.2.4.2. A fehérjelancon beliil diszulfidhidat nem képz6 ciszteinek kozremiikodésének

vizsgalata a PXDN oligomerformalasaban

Megvizsgaltuk, hogy a human PXDN szekvencia 736., 1315., 1316. és 1319.
pozicidiban talalhaté ciszteinek milyen egyedi jelentéséggel birnak a PXDN trimer
kialakitdsaban, ezért helyspecifikus mutagenezissel kiilonboz0 kombindciokban
egyszeres (C736S; C1315S; C1316S; C1319S) és tobbszoros (C1315S, C1316S; C1315S,
C1319S; C1316S, C1319S; C1315S, C1316S, C1319S; C736S, C1315S) cisztein-szerin
mutans konstruktokat hoztunk létre (29.4 dbra), majd azok oligomerizacids képességét
HEK293FS sejtek tranziens transzfekciojat kovetden vizsgaltuk. A sejtlizatumokbol
késziilt Western blotok alapjan az 1316. és 1319. ciszteinek kiilon és egylittes mutacioja
sem befolyasolta a rekombinans PXDN oligomerképzését. Ezzel szemben C736S és a
C1315S konstruktok esetében a magas molekulatomegii komplex eltiint, és a monomer
mellett dimernek megfelel6 magassag kornyékén kaptunk erds jeleket. Az 1315. és az
13109. cisztein elrontasa esetén az eddig megfigyelt oligomer formak f616tt is detektaltunk
tovabbi PXDN-specifikus csikokat. Elképzelhetd, hogy az emlitett, modosult szerkezeti
mutans konstruktok egy ezidaig ismeretlen chaperonnal torténd kapcsolddasa allhat az )
fehérjesavok megjelenésének hatterében, ezt a kérdést azonban munkacsoportunk nem
vizsgalta a tovabbiakban. A C736S, C1315S konstruktban az érintett ciszteinek egylittes
hianya az oligomerképzes teljes elmaradasdhoz vezetett, ami arra utal, hogy ez a két

aminosav lehet felelds a homotrimert dsszetartd diszulfidkotések 1étesitéséért.
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29. abra: A 736., 1315., 1316. és 1319. ciszteinek szerepének vizsgalata a PXDN
trimerizaciojaban. A PXDN 696. and 1412. aminosava kozotti szakaszan talalhato, intradomén
diszulfidhidakat nem alkotd ciszteineket tobb kombinacidban szerinre cseréltiik (A), majd az
igy létrehozott mutansokat HEK293 sejtekben fejeztiik ki. A f-merkaptoetanolt (BME) nem
kapott sejtlizatumok V5-6t felismerd antitesttel végzett Western blot analizise alapjan a
Cysl1316 és Cys1319 egyediili vagy egyiittes mutacioja sem akadalyozta meg a trimerizacios
folyamatot, amig a Cys736 vagy Cys1315 hidnyaban a fehérje csak dimer kialakitasara volt
képes. A Cys736 és Cys1315, valamint a Cys1315, Cys1316 és Cys1319 szimultan rontasa
esetében a PXDN csak monomer forméaban volt detektalhato a sejtlizatumban (B).
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Az oligomerizacio szempontjabol jelentdsnek tiind 736. és 1315. ciszteinek koziil
csak az egyiket érintd, egyszeres vagy kétszeres mutaciot hordozo konstruktok minden
esetben erds jeleket adtak a dimernek megfeleld magassagokban. Ez azt valoszinisiti,
hogy a C-terminalisan megmarad6 ciszteinek részvételével ugynevezett erdltetett
(,,forced”) dimerek alakulhatnak ki, amelyek azonban nem képesek visszadllitani a
dominans cisztein hianydban karosodott oligomerizacios folyamatot. Ezt a feltevést
tamogatja az a megfigyelés is, hogy a C736S, C1315S dupla mutanshoz hasonléan a
C1315S, C1316S, C1319S konstrukt esetében is csak monomer PXDN-t detektaltunk a
tranziensen transzfektalt HEK293FS sejtek lizatumaban (29.8 dbra).

6.2.4.3. A trimerizacidoban résztvevd ciszteinek konzervaltsagdnak vizsgdlata fajok

kozotti homologiakereséssel

A Drosophila PXDN trimer formajat leird irodalmi adatok’® és sajat, az egér és
human fehérje negyedleges szerkezetének vizsgalata soran kapott eredményeink
egybecsengése azt sugallja, hogy a PXDN oligomerizdcidja az éldvildg kiilonbozo
szintjein igen hasonld moédon, konzervalt aminosavrégiok részvételével mehet végbe.
Ennek alatamasztasara az emlitett harom fajban, valamint Xenopus tropicalisban és
Caenorhabditis elegansban expresszaloédé PXDN formak aminosavsorrendjét tobbszords
szekvenciaillesztéssel hasonlitottuk Ossze, kiilonds tekintettel a human fehérje 736. és
hat szekvencia tobb szakaszon is homolognak bizonyult egymassal, az azonos €s hasonld
kémiai jellegli aminosavak kiemelkedden nagy ardnyaval a peroxiddz doménnek
megfeleld régioban. A human PXDN trimerizacigjaért felelds két ciszteint a tobbi vizsgalt
fajban is konzervalt pozicioban, és tobb esetben igen hasonlé aminosav-kdrnyezetben
talaltuk (30. dbra). Ez tamogatja feltételezésiinket, mely szerint a PXDN trimerformalasa
a vizsgalt fajok kozott megdrzott mechanizmussal, a human szekvencia 736. és 1315.

ciszteinjeinek megfeleld reziduumokon keresztiil valosulhat meg.
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s LRR Ig C2 peroxidaz domén
A A
Homo sapiens 233 SDMCFHQKYRT .5 1311 WODCCEDCRT .,
Mus musculus 230 SDMCFHQKYRT ,,, 1308 WODCCEDCRT ;54
Xenopus tropicalis 226 SNMCFHQKYRT -, 1303 WQDCCEDCRT 54
Drosophila melanogaster 273 TDMCFHSRYRS g5 1349 WQECGRCNSP .,
Caenorhabditis elegans (Pxnl) ,, TDTCFHHRYRS 1211 WSKCCDNVCP .,
Caenorhabditis elegans (Pxn2) ., EDHCFFSKYRS 1246 WTTCCDAMCS ¢
* x ok k. * *

30. dabra: A humian PXDN homotrimert stabilizal6 ciszteinek fajok kozotti
konzervaltsaganak vizsgalata. A 736. és 1315. ciszteinek megfelel6i az élovilag igen eltérd
fejlettségi fokan allé organizmusok PXDN szekvencidiban is konzervalt pozicioban és
aminosavkornyezetben talalhatéak. A * konzervalt reziduumot, a : pedig hasonlé kémiai
szerkezetli aminosavakat jeldl.

Eredményeink 6sszefoglalasaként elmondhatd, hogy mind az endogén, mind a
rekombinans emlés PXDN homotrimer formaba rendezodik, ami annak dominans
megjelenési formajat jelenti. A komplexet kialakitdo alegységek asszociacioja ¢
Osszekapcsolasa a fehérje endogén enzimaktivitasatol fiiggetlen modon torténik. A trimer
forma a peroxidaz doméntél az a-helikalis régi6 végéig huzoddd szakasz
kozremiikddésével megy végbe, stabilitasat pedig két, a human szekvencidban 736. és
1315. poziciot elfoglaldo cisztein altal kialakitott intermolekularis diszulfidhidak
biztositjak. Az emlitett cisztein reziduumok erds evolucids konzervaltsdga arra utal, hogy

a trimerképzés human fehérje esetében felderitett folyamata az allatvilag szdmos szintjén

univerzalis mechanizmussal mehet végbe.

6.3. Az ismert PXDN funkciok szerkezeti kovetelményeinek vizsgalata

A sejtek és szovetek széles kdrében kifejez6dé PXDN a hem-peroxidazok és ECM
fehérjék szerkezeti jellegzetességit hordozo, ennek kovetkezményeképpen pedig
egyszerre tObbféle, egymastol akar fliggetlen funkcio ellatasara is alkalmas fehérje. Azon

talmenden, hogy szekrécigjat kovetden képes az extracellularis térben aktiv

peroxidazként miikddni és ezaltal eddigi egyetlen ismert fiziologids szubsztratjanak, a
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kollagén IV alegységeknek az oxidativ keresztkotését katalizalni,** ECM motivumai
segitségével adheziv szerepet is betdlthet a bazalis membran egyes elemei, illetve az
azokhoz kapcsolodo sejtek kozott. Az itt bemutatott kisérletekben az emlitett funkciok
szerkezeti feltételeit igyekeztiink feltarni a mar ismertetett rekombinans human PXDN
konstruktok segitségével, kiilonds tekintettel a peroxidaz doménen kiviil esé szerkezeti

elemek ¢és a trimer forma megtartottsaganak jelentoségére az adott folyamatban.

6.3.1. A PXDN in vitro peroxidazaktivitasanak szerkezetfiiggése

A PXDN strukturélis jellemzdi €s enzimaktivitdsa kozotti Osszefliggést elso
megkozelitésben Cos7 sejtekben kifejezett rekombinans PXDN konstruktok (31.A dbra)
enzimaktivitasanak Amplex Red peroxidaz assay-ben torténd osszevetésével vizsgaltuk.
A vad tipust human PXDN-t tartalmazé sejtlizatumok az iires, vagy a bizonyitottan
enzimaktivitas-hianyos Q823W, DS826E konstrukttal transzfektalt kontroll sejtekhez
képest jelentds peroxidazaktivitdst mutattak, melynek nagysdgat sem a homotrimer
érintd mutaciok, sem a VWF C domén hidnya nem befolyésolta szamottevéen. Ezzel
szemben az LRR ¢és Ig C2 doméneket sem tartalmazo PXDN konstrukt nem rendelkezett
mérhetd peroxidazaktivitassal, ami feltételezéseink szerint a katalitikus domén drasztikus
N-terminalis trunkalas kovetkeztében kialakult, hibas foldingjara vezethetd vissza (31.B
abra). Mérésitinkben a PXDN mesterséges Amplex Red peroxidaz szubsztrattal szemben
mutatott enzimaktivitasa tehat egyediil a hem csoport kotésétol, valamint a peroxidaz
domén Kkatalitikus aktivitasat Dbiztositd6 masodlagos ¢€s harmadlagos struktira
megtartottsagatol fliggott, amihez vélhetéen sziikséges az utolsé immunglobulin C2
motivumot a peroxidaz doménnel 6sszekoto, interdomén régiod egy részének jelenléte is

a molekulaban.
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31. abra: A PXDN in vitro peroxidazaktivitasahoz sziikséges strukturalis feltételek
vizsgalata. Az eltéré szerkezeti PXDN konstruktok (A) enzimaktivitasat Amplex Red
peroxidaz assay-ben hasonlitottuk 6ssze, amihez azonos mennyiségii DNS-sel transzfektalt
Cos7 sejtek lizatumait hasznaltuk fel. A monomer C736S, C1315S és a vWF C-hidnyos
PXDNi.1412 konstruktok a vad tipusu (WT) fehérjével azonos aktivitast mutattak a mérés
soran. Ezzel szemben a hem kotésére alkalmatlan, funkcidvesztéses Q823W, D826E és az
N-terminalisan trunkalt PXDNj.z6+696-1479 mutans nem rendelkezett a kontroll sejtektdl eltéro,
mérhetd peroxidazaktivitassal. (B, n=6 + s.e.m; #: p<0.05 vs. WT, {: p<0.05 vs. kontroll).
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6.3.2. A PXDN Kkollagén IV Keresztkoto aktivitasanak strukturalis feltételei

Munkank kezdetén €16 szovetbdl izolalt primer MEF sejtek felhasznalasaval
bizonyitottuk, hogy az endogén emlds PXDN képes az ECM-ben talalhato kollagén IV
molekulak NC1 doménjeinek keresztkotését katalizalni. A fiziologids szubsztrat
modositasara iranyuld folyamat tanulmanyozasara hasznos eszkéznek bizonyultak a
PXDN-deficiens MEF sejtek, amelyeket funkcidémentd (,,rescue”) kisérletekhez
hasznaltunk fel. Ezek soran vad tipusu és mutans PXDN konstruktokat (32.4 dbra)
juttattunk vissza a sejtekbe, majd azt vizsgaltuk, hogy azok milyen mértékben képesek a
hidnyzo kollagén IV keresztkotési miikddés helyreallitasara.

A transzfekcidt kovetden 24 oraval feltart sejttenyészetek a vizsgalt rekombinans
fehérjék kozel azonos mennyiségét expresszaltak a V5-tag-et felismerd antitesttel késziilt
és aktin toltéskontrollal kiegészitett Western blot alapjan (32.B dbra). A kollagén IV
keresztkotés mértékét 72 6ras inkubaciot kovetden a sejtek kollagenazzal emésztett
lizatumainak Western blot analizisével, a kialakul6 NC1 dimereknek megfeleld
magassagban o2-specifikus kollagén IV antitesttel kapott jel erdssége alapjan
hasonlitottuk 6ssze. A vad tipust és a VWF C domén nélkiili konstruktok hatékonyan
allitottak helyre a knockout MEF hidnyzo6 kollagén IV keresztkotési képességét, amig a
peroxiddzaktivitassal nem rendelkezd, Q823W, D826E mutans PXDN-t kifejezd sejtek
lizatumaban a kontroll sejtekhez hasonléan nem tudtunk NC1 dimereket kimutatni. A
trimerforma létrehozasara alkalmatlan C736S, C1315S fehérje ugyan megtartotta
kollagén IV keresztkotd képességét, de jelent6sen kisebb mennyiségii NC1 dimer
kialakulasat katalizalta, mint a WT és a PXDNi1-1412 fehérjeformak (32.C dbra).

Funkciomenté kisérleti felallasunkban tehat az endogén PXDN esetében
farmakologiai  megkozelitéssel kapott eredményt a rekombindns  fehérje
peroxidazaktivitasanak célzott elrontasaval is megerésitettiik, melyek alapjan az emlds
PXDN enzimaktivitasa esszencidlis a kollagén IV NC1 dimerek kialakitdsdhoz. A C-
termindlisan trunkalt PXDN konstrukt vad tipusnak megfeleld keresztkotési aktivitasa
alapjan a ciszteinekben gazdag VWF C domén vélhetden nem vesz részt a folyamathoz
sziikséges molekuldris interakciok kialakitasaban. Az Amplex Red peroxiddz mérésben a
trimert formal6 konstruktokkal egyenld aktivitasunak bizonyult monomer PXDN forma

alacsony kollagén IV keresztkotd hatékonysaga a trimer negyedleges szerkezet
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jelentdségére utal a PXDN és a kollagén IV ko6zotti molekularis kapcsolat kialakulasa

soran.
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32. abra: Rekombinans PXDN konstruktok kollagén IV keresztkioté képességének
tesztelése. A kollagén IV NCI1 dimerek kovalens keresztkotését katalizald reakcio
vizsgalatahoz PXDN-deficiens MEF sejtekben fejeztik ki a kivalasztott PXDN
konstruktokat (A). Az egyenletes transzfekcios hatékonysagot a teljes sejtlizatumokbol
(TSL) késziilt Western blotban a rekombinans fehérjék C-terminalisahoz kapcsolt V5-tag
kimutatasaval igazoltuk (B). A kollagenazzal kezelt lizatumok (KEL) analizise soran az a-
a2-kollagén IV antitesttel el6hivott blotokon 55 kDa-nal megjelend szignal alapjan értékeltiik
a kollagén IV protomerek keresztkotottségének valtozasat. Amig a funkciovesztéses Q823 W,
D826E mutanst kifejezd sejtek lizatumaban nem detektaltunk az NC1 dimerekhez kothetd
jelet, a WT, PXDNi.1412 és C736S, C1315S konstruktok egyarant képesnek bizonyultak a
PXDN KO sejtekben hianyzo kollagén IV keresztkotési funkcio helyreallitasara, az utobbi
fehérje esetében azonban kisebb hatékonysagot tapasztaltunk a masik ketté szekvenciaval
torténd Osszehasonitasban (C).
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erer

A PXDN szekrécidjdhoz esszencidlis molekularészletek azonositasdhoz
modositott szerkezetli PXDN konstruktokkal (33.4 dbra) transzfektaltunk Cos7 sejteket,
mayjd feliilisz6juk PXDN tartalmat Western blotban, a rekombinéns fehérjék C-terminalis
V5-tag-¢ét felismerd antitest segitségével hasonlitottuk dssze. A sejtek lizatumabol késziilt
Western blot a vizsgéalt rekombinans konstruktok kozel egyenletes transzfekciods
hatékonysagat tamasztotta ala aktin toltéskontroll alkalmazasa mellett (33.B dbra, bal
panel). A modositott szerkezetii PXDN konstruktok koziil négy a vad tipusa fehérjével
Osszemérhetd mennyiségben jelent meg a sejttenyésztd médiumban is. A
peroxiddzaktivitast megsziintetd Q823W, DS26E ¢és a homotrimer kialakuldsat meggatlo
LRR, Ig C2 és vWF C domének hianya sem befolyasolta azt. A rekombinans PXDN
formak koziil egyediil az N-terminalisan trunkalt PXDNeoes-1479-et nem tudtuk kimutatni a
transzfektalt sejtek feliiluszojaban, amelybdl a tobbi tesztelt konstrukttal szemben
hianyzott a human PXDN elsé 26 aminosavabol allo szignal szekvencia. Annak
kizarasara, hogy a médium PXDN tartalma feluszott sejtekbdl vagy sejttormelékbdl
szarmazott, kontroll Western blotban ellendriztiik a feliilisz6 mintak aktin tartalmat,
amelyek egyikében sem detektaltunk specifikus jelet az eléhivas soran (33.B dbra, jobb

panel). Eredményeink arra utalnak, hogy a szignal szekvencia megléte sziikséges és

crcr
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33. abra: A PXDN szekrécidjahoz sziikséges aminosavrégiok azonositasa. A mutans és
doménhianyos konstruktokkal (A) transzfektalt Cos7 sejtek felilluszoiban megjelené PXDN
kimutatasa alapjan hataroztuk meg a fehérje szekrécidja szempontjabdl esszencialis
szekvenciaszakaszok helyzetét. A teljes sejtlizatumok (TSL) Western blot vizsgalata soran
kapott V5-specifikus jel alapjan a konstruktok kozel azonos mértékben expresszalddtak a
sejtekben (B), a médiumban azonban csak azok a PXDN formak jelentek meg, amelyek
részét képezte a teljes hosszusagu fehérje elsé 26 aminosavabol allo szekrécids szignal
szekvencia is (B).
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6.3.4. Rekombinins PXDN konstruktok szubcellularis elhelyezkedésének

osszehasonlitasa

A vad tipusu PXDN ¢s a monomer formaju C736S, C1315S mutéans kollagén IV
keresztkotési  vizsgalatban mutatott eltérd hatékonysaganak lehetséges okat a
rekombinans konstruktok heterolog expresszios rendszerben mutatott lokalizaciojanak
vizsgalataval kivantuk felderiteni.

A Cos7 sejtekben kifejezett, modositott PXDN formak elhelyezkedését fixalt
mintakon, a fehérje C-terminalisat felismerd, poliklonalis antitesttel kapott festédési kép
alapjan azonositottuk. A heterolog expresszids rendszerben kifejezett vad tipusu fehérje
esetében is megfigyeltiik a kordbban mar tobb, endogén PXDN-t expresszalo sejttipusnél
leirt prominens endoplazmas retikulum (ER) festddést (34.A abra), ami az 0sszes vizsgalt
konstrukt esetében megjelent a transzfektalt sejtek permeabilizalt mintain (34.A-D dbra).
Az endoplazmas retikulum lokalizacid mellett a vad tipusu (34.A dbra), Q823W, D826E
(34.B abra) és PXDNi-1412 (34.D dbra) fehérjék a plazmamembran mellett elszort,
granularis jellegli struktardkban is intenziven jelolddtek. Az intra- és extracellularis
szignalok elkiilonitése érdekében az immunfestést nem permeabilizalt mintdkon is
megismételtik. Az endoplazmés retikulumhoz asszocidlt szignaloktol eltéréen a
sejtmembran lefutdsdnak mentén elhelyezkedd, pontszerli jelolédések a nem
permeabilizalt mintakban is megmaradtak, ami aldtdmasztotta azok sejten kiviili
lokalizacidjat (34.E abra). Amig a VWF C domén hianyaban, illetve a peroxidazaktivitast
érint6 mutaciok mellett a vad tipust fehérjénél megfigyelt mindkét dominans
lokalizacioban megjelent a modositott szerkezetli fehérje (34.F,G,| dbra), addig a
monomer C736S,C1315S konstruktot expresszaldé Cos7 sejtek nem permeabilizalt
mintaiban nem tudtunk PXDN-specifikus jelet detektalni (34.G dbra) annak ellenére sem,
hogy az intakt sejtek jelenlétét minden vizsgalt latdtérben alszines LUT megjelenitéssel

igazoltuk (34.H dbra).
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A vad tipust és monomer PXDN konstrukt eltérd lokalizaciojat mas rendszerben
is meg kivantuk erdsiteni, ezért azokat PXDN-hianyos egérbdl szdrmazo primer
fibroblasztokban is kifejeztiik. A permeabilizalt mintakat a Cos7 sejteknél is alkalmazott
PXDN antitesttel festve egyidejii endoplazmas retikulum és plazmamembran-asszocialt
jelolédést csak a vad tipusu fehérje esetében tapasztaltunk (35.4 dbra), amig a C7368S,
C1315S konstruktot expresszalo sejtekben a PXDN festddés az endoplazmas retikulumra
korlatozodott (35.B dbra). Elézetes permeabilizalas hianyaban a vad tipust konstruktnak
csak a pontszeriien elhelyezkedd extracelluldris frakcioja maradt elérhetd az antitest
szamara (35.C dbra), a C736S, C1315S mutanst expresszalo mintakban pedig nem

kaptunk specifikus jelolodést (35.D dbra), igy ebben az esetben is LUT megjelenitést

WT C736S, C1315S

permeabilizalt

a-hsPXDN

nem permeabilizalt

35. abra: A PXDN kettos lokalizaciojanak detektalasa tranziensen transzfektalt PXDN-
hianyos MEF sejtekben. A WT (A, C) és C736S, C1315S (B, D) PXDN konstruktokat
kifejez6, permeabilizalt MEF sejtek 0Osszehasonlitdsa sordn a mindkét mintdban
megfigyelhetd erds endoplazmas retikulum jel6lddés mellett (A, B) a vad tipusti minta
esetében a sejtmembran lefutdsa mentén is finoman szemcsézett festédést észleltiink (A)
fehér nyilakkal jeldlve) a PXDN-specifikus antitesttel végzett immunfestésben. A
homotrimer PXDN-t tartalmazé pontszerii struktarak a sejtek permeabilizalasa nélkiil is
megjelentek a festés sordn (C), a monomer forma esetében azonban egyaltalan nem
detektalunk a sejtfelszinhez asszocialédd extracellularis frakcidt (D). A sejtek jelenlétét
ebben az esetben is LUT megjelenitéssel igazoltuk (E). A skéala 20 um-t jelol.
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hasznaltunk a sejtek jelenlétének igazolasara (35.E dbra). A Kapott eredmények
alatdmasztasara a kisérleteket a C-terminalis V5-tag kimutatasara alkalmas antitesttel is
megismételtiik, amivel mind a Cos7, mind a PXDN-hianyos MEF sejtek esetében a

bemutatott mikroszkopos képeken latottnak megfeleld festddési mintazatot tapasztaltunk.

6.4. A PXDNL szerkezeti jellemzdinek és lokalizaciojanak vizsgalata

A PXDNL a PXDN szivspecifikusan expresszal6do, peroxidaz-funkciovesztéses
homologja. A két fehérje aminosavszekvenciaja 61%-ban azonos és tovabbi 13%-ban
hasonld, és doménszerkezetiik is megfeleltethetd egymasnak. Kollégadm, Dr. Péterfi Zalan
PhD értekezésében bemutatta, hogy a rekombinans PXDNL magas molekulatomegii
komplexek kialakitasaban vesz részt, valamint a PXDN-nel molekularis interakcioba
lépve képes annak in vitro peroxidazaktivitasat antagonizalni. Ezeket a megfigyeléseket
a fehérje szekvencidjanak elemzésével, illetve a rekombinans forma lokalizacidjanak

vizsgalataval kivantuk kiegésziteni.

6.4.1. A PXDN trimerizaciojaért felelos ciszteinek konzervaltsaganak vizsgalata a

PXDNL szekvenciajaban

A PXDNL-t tartalmaz6 molekulakomplexek PXDN oligomerekhez igen hasonlo
latszolagos molekulatdmege alapjan felmeriil annak a lehetdsége, hogy azok szintén egy
oligomerizécios folyamat koztes és végsd allomasait jelentik. Annak vizsgalatara, hogy a
PXDNL-ben is adottak-e a trimerformalas PXDN esetében bizonyitott strukturalis
feltételei, a két human fehérje aminosavsorrendjét Clustal Omega szoftverrel analizaltuk
a két szekvencia kozott. A PXDNL-ben a 722. és 1298. helyen, igen hasonlé aminosav-
kornyezetben helyezkednek el az emlitett ciszteinek megfelel6i (36. abra), emellett pedig
a szekvencidban szerepld Osszes tobbi cisztein is homolog pozicidban talalhatd a két

fehérjében.
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s LRR Ig C2 peroxidaz domén
PXDN 237 NCSDMCFHQKY 4 1310 RVWODCCEDCR 5,,
PXDNL ,,, NCSNRCFHAKY ., 1293 RVWODCCADCR 544

***: *x Kk kx Ak kKkkhx kkk

36. abra: A PXDN és PXDNL szekvenciaillesztése az elobbi trimerizaciojat medialo
régioban. A 736. és 1315. ciszteinek megfeleldi a PXDNL szekvencidjanak 722. és 1298.

ey

pozicidjaban, erésen konzervalt aminosavkornyezetben helyezkednek el. A * konzervalt
reziduumot, a : pedig hasonl6 szerkezetli aminosavakat jel6l a szekvenciaban.

Ezek az adatok tdmogatjak azt az elképzelést, mely szerint a PXDNL a PXDN-
hez hasonld6 mddon képezhet trimer format, melynek stabilizalasaért az identikus
pozicioban talalhatdo 722. és 1298. ciszteineken keresztiil kialakitott diszulfidhidak
lehetnek felelGsek.

6.4.2. A rekombinans PXDNL lokalizaciojanak vizsgalata

Az endogén PXDNL lokalizacidjanak vizsgdlata kardiomiocitdkra korlatozodo
expresszidja, illetve megfeleld genetikai kontroll hianya miatt komoly nehézségekbe
iitkdzik. Munkacsoportunk sajat készitésii, a fehérje C-termindlisat felismerd
ellenanyagaval végzett immunfestésében mar korabban kimutatta a PXDNL-t indukalt
pluripotens 0Ossejt eredetli kardiomiocitakban ¢és szivizombol késziilt szdvettani
metszeteken is, azonban a részben endoplazmas retikulumra, részben a sejtek perifériajara
lokalizalodo jel specificitasat megfeleld kontroll hidnyédban nem tudta minden kétséget
kizaroan igazolni. A PXDNL részletes karakterizalasat tartalmazd kozleményiink'%?
birdlata soran a fehérje extracellularis megjelenésével kapcsolatban meriiltek fel
kérdések, amelyek tisztazdsa érdekében a rekombindns fehérje lokalizécidjanak jol
kontrollalhato és konnyen kivitelezhetd vizsgéalata mellett dontottiink.

V5-tag-gel ellatott konstrukt Cos7 sejtekbe torténd transzfekcidjat kovetden, a C-
terminalis tag-et felismerd antitesttel végzett immunfestésben vizsgaltuk. A sejten kiviili
¢s beliili jelolodések elkiilonitése érdekében az antitestek adasat megel6zden detergens

oldattal kezelt és anélkiil feldolgozott mintakat hasonlitottunk oOssze. A PXDNL-t
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expresszalo sejtek permeabilizalt mintdi erds, az endoplazmas retikulum rajzolatanak
megfeleld festédést mutattak (37.4 dbra), amig a kontroll sejtekben nem észleltiink
fluoreszcens jelet (37.B dbra). A fehérjét kodold konstrukttal transzfektalt sejtek
membranja mentén abban az esetben is megjelentek intenziven fest6dd, pontszerii
strukturak (37.C dbra), ha az antitest adasat megel6z6en nem végeztiink permeabilizalast.
Az extracellularisan detektalt szignal specificitasat a kontroll sejtek nem permeabilizalt

mintainak immunfestésével is igazoltuk (37.D dbra).

PXDNL-V5 kontroll

permeabilizalt

20 um % 2 20 um

nem permeabilizalt

20 um

37. abra: A rekombinans PXDNL-V5 elhelyezkedése Cos7 sejtekben. A sejteket
PXDNL-V5-6t kodolo (A, C) vagy ires konstrukttal (B, D) transzfektaltuk, majd
permeabilizalast kovetden (A, B) vagy anélkiil (C, D) festettiik 6ket V5 elleni antitesttel. A
rekombinans konstruktot kifejezé sejtek permeabilizalt mintaiban kettés, az endoplazmas
retikulum mellett a sejtmembran mentén pontszeriien megjelend szignalt észleltiink (A),
melybdl permeabilizalas hidnyaban csak az utobbi maradt detektalhato (C, fehér nyilak). A
kontroll sejtekben nem jelent meg specifikus festédés (B, D). A skala 20 um-t jeldl.

Kisérleteink aldtdmasztjak, hogy a rekombinans PXDNL heterolog expresszios
rendszerben kettds elhelyezkedést mutat, €s az endoplazmas retikulum mellett az
szekvencidjaval mutatott, annak trimerizaciojaért felelés aminosavait is érintd
nagymértékii hasonlosag igen valoszin(ivé teszi, hogy a PXDNL azonos mechanizmussal
alakit ki harom fehérjealegységbdl all6 komplexet, ami sejtfelszini lokalizacidja és a

PXDN-nel létrehozott molekularis interakcioja szempontjabol is 1ényeges tényezo lehet.
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7. MEGBESZELES

7.1. Az emlés PXDN szerepe a kollagén IV halozat kialakitasaban

Evolucios vizsgalatok azt mutatjak, hogy mind a PXDN fehérje szekvencidja,
mind a kollagén IV NC1 doménjének szulfiliminkdtésben érintett aminosavai erésen
konzervaltak az él6vilagban, és a Br ionok kdzremitkodésével 1étrejovo interakciojuk Osi,
a szdveti evolucid és szervfejlédés szempontjabol esszencidlis wjitast jelentett.39 Az
NCI1 dimerek kozotti kovalens keresztkotés jelenléte az Eumetazoa klad szamos,
egymastol igen tavoli fejlettségi szinten 4116 tagjiban igazolédott,®* azonban az endogén
PXDN kollagén IV érést befolydsold in Vvivo szerepét csak Danio rerioban® és
korlatozott és a fiziologiastol meglehetdsen tavoli rendszerekbdl szarmazd ismeretekkel
rendelkeziink. Az egér eredetli PFHR-9 embrionalis karcindma sejtvonal peroxidaz-
gatloszeres kezelése,* illetve a rekombinans human fehérje enzimaktivitasanak
vizsgalata®® ugyan értékes adatokat szolgaltatott a fehérje miikodésével kapcsolatban,
azonban egyik megkdzelités sem volt alkalmas az endogén eml6s PXDN szoveti kollagén
IV halézat kialakitasdban betoltott élettani jelentdségének igazolasara. Hogy a fiziologias
koriilményeket jobban modellezd, de a PXDN-funkcié befolyasoldsdnak tobbféle
technikai megkozelitésére is lehetdséget nyujtd felallassal dolgozhassunk, €l szdveti
kornyezetbdl izolalt primer sejttenyészeteket — koldokzsinor véna eredetii endotél sejteket
(HUVEC) és egér embrionalis fibroblasztokat (MEF) — hasznaltunk fel vizsgalatainkhoz.

A primer sejttenyészetek kollagén IV halozatanak elemzésére az irodalombol
megismert modszeren alapuld,** annal azonban részletesebb informaciot nyujto eljarast
fejlesztettiink. A matrixba beépiilt, igy intakt fehérjeként mar nem mobilizalhat6 kollagén
IV molekuldkbol kollagendzzal szabaditottuk fel az NC1 doméneket, melyeket ezutdn
Western blotban, izoforma-specifikus antitestek segitségével mutattunk ki. Az érzékeny
ellenanyagoknak koszonhetden az eljards segitségével mar igen kevés sejtbdl kiindulva
is képet kaptunk az ECM-ben kiépiilt kollagén IV halozat 6sszetételérdl, illetve az NC1
domének keresztkotottségi allapotardl. Az egyes szovetekben, illetve sejttipusokban
azonosithat6 jellegzetes kollagén IV profilt a harom ismert, al-al-02, a5-a5-06 és a3-

o4-a5 lancokbol felépiild kollagén IV protomer eltéré eloszlasa magyarazza,t’®1"? amit
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mind a hat ismert izoformat lefed6 kollagén IV antitestpaneliink segitségével elemeztiink.
A monomer és dimer NC1 domének az elektroforézist kovetden 25 és 55 kDa kortili
magassagban jelennek meg az elhivas soran. Az altalunk hasznalt monoklonalis
anitestek a szulfiliminkotésben érintett aminosavakhoz igen kozeli NC1 szegmenseket
ismernek fel, igy felmeriil annak a lehetdsége, hogy a keresztkotott és szabad
molekularészlettel szemben eltérd affinitast mutatnak, ami miatt a kiilonb6z6 a-lancok
keresztkotottségének egymdshoz viszonyitott mértékét nem tudtuk megbizhatdéan
megitélni. A kiilonbozé kezelések kollagén IV keresztkotésre kifejtett hatasait adott
anitesttel a dimer és monomer NC1 domének magassagban kapott jel valtozasai alapjan
kovettiik nyomon.

A HUVEC tenyészetbdl késziilt fehérjemintakban az endotél sejtekre altalanosan
jellemz6 a1 és a2 izoforméak mellett jelentdsen kisebb intenzitassal az a5 kollagén lanc
NCI1 doménjét is sikeriilt kimutatnunk, azonban komplexképz0 partnerét, az as izoformat
nem. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a HUVEC bazalis membranjanak kollagén IV
halézata dominansan a1 és a2 ldncokbdl alkotott protomer alegységekbdl épiil fel. Az
endogén PXDN enzimaktivitasanak szerepét a kollagén IV keresztkotésben egy, az orvosi
gyakorlatban simaizomgodrcsoldoként alkalmazott altalanos peroxidaz-gatloszer, a
phloroglucinol segitségével vizsgaltuk, amely a Drosophila fehérje esetében mar igen
alacsony, 0,5 uM-os koncentracioban is hatékony inhibitornak bizonyult.”® A 48 érén 4t
tartd kezelés nem befolydsolta a sejtekben kimutathatdé PXDN mennyiségét, a kollagén
IV keresztkotottségének mértékét azonban szignifikdnsan csokkentette. Laborunk
megrendelésére a SAGE Laboratories cink-ujjas endonukleaz (ZFN) technologia
alkalmazasaval PXDN-deficiens C57BL/6 egértorzset allitott el, amely az érintett
egerek fenotipusanak vizsgalatan tal vad tipusu és PXDN-hidnyos MEF sejtek izolalasat
is lehetéve tette. A HUVEC-hez hasonld primer sejttenyészetekben az egerekbdl izolalt
szovetmintakhoz képest kisebb hattérrel tudtuk vizsgalni a kiépiil6 bazalis membran
kollagén IV halézatanak keresztkotottségi allapotat, emellett a knockout MEF sejteket a
késébbiekben a rekombinans PXDN konstruktokkal végzett funkciomentd (,,rescue”)
kisérleteinkben is felhasznaltuk. A MEF lizatumokbdl felvett kollagén IV profil alapjan
a sejtek koriil kiéptil6 ECM-ben az o1 és a2 lancok vannak jelen nagy mennyiségben.

Amig a vad tipust sejtekbdl szarmazo mintdk dimer és monomer NC1 doméneket
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egyarant tartalmaztak, a PXDN-hidnyos lizatumokban egyaltaldn nem tudtuk a
keresztkotott format detektalni.

Az NC1 dimerképzés PXDN-deficiens MEF sejtekben tapasztalt teljes
elmaradasa valdszinttlenné teszi, hogy a PXDN hianyaban mas, kompenzatorikus
mechanizmus pétolhatna a hidnyzé kollagén IV keresztkotési reakciot. A PXDN definitiv
hianyaval jellemezhet6 knockout MEF sejtekben, illetve a phloroglucinollal kezelt
HUVEC sejtekben kapott eredmények azt tdmasztjdk ald, hogy a vizsgalt
sejttenyészetekben és vélhetden az izolalasukra felhasznalt szdvetekben fiziologias
koriilmények kozott is a PXDN enzimaktivitasa felelds a bazalis membranok kollagén IV
protomerjeinek keresztkotéséért.

Az NCI domének szulfiliminhidakon keresztiili kovalens dsszekapcsoldsa nem
csak a kollagén IV halozat mechanikai stabilitasa szempontjabdl lehet 1ényeges tényezo.
A PXDN altal katalizalt reakcid jelentdsége felmeriill a bazalis membran lokalis
pusztulasa okan tiidévérzéssel és glomerulonefritisszel jar6 Goodpasture-szindroma
kialakulasaban.1®17* A betegekben autoantitestek és autoreaktiv T-sejtek alakulnak ki az
a3 lanc NC1 doménjeinek olyan szegmensei ellen, amelyek a szabalyosan
0sszerendezodott, stabil hexamer struktaraban nem hozzaférhetoek az immunrendszer
szamara.l”™ A szintén glomerulonefritiszhez, illetve bizonyos esetekben hallasvesztéshez
€s szemészeti eltérésekhez vezetd Alport-szindroma egyes valtozataiban az o3, a4 és a5
NC1 domének pontmutaciok kovetkeztében megvaltozott szerkezetét tartjak koroki

k,17® ami kozvetetten szintén befolyasolhatja a keresztkotés 1étrejottét. Ismert,

tényezone
hogy a bazélis membranokban a kollagén IV NC1 doménjeihez nagy mennyiségii heparin
és heparan-szulfat proteoglikan kapcsolodik,'’"17® melyek kotédését és kdvetkezményes
biologiai hatasait is modosithatja az NC1 domének dimer vagy monomer szerkezete. Az
utobbi évek kutatdsai deritettek fényt arra, hogy a bazdlis membrdn matrix
metalloproteindzok altal medialt degradacidja soran felszabadulo NC1 domének 6nalld
bioaktiv molekulaként képesek angiogenezist gatld hatast kifejteni egyes szovetekben,*’®
azonban az arresztin (o1), kanstatin, (a2) tumstatin (a3) és a6 NC1 domének dimer vagy
monomer voltanak jelentdségét eziddig nem vizsgaltak ebben a jelenségben.

A kollagén IV NC1 domének kozotti keresztkotés kialakulasa minden

valdszinliség szerint a bazalis membranban zajléo folyamat, amely csak a PXDN

crer
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korabbi kisérleteiben a humdan fehérje C-terminalis szegmense ellen termeltetett,
poliklonalis antitesttel mar detektalt az extracellularis térre lokalizalt, fibrillaris
megjelenésit PXDN festédést TGFB-val indukalt huméan pulmonalis és dermalis
fibroblasztok mintaiban, aminek specificitisat siRNS kezeléssel igazolta.®% Ugyanezen
antitest alkalmazéasaval végzett immunhisztokémiai vizsgalat sordn a fibrotikusan
atalakuld egér veseszovetben is észleltek extracellularisnak mutatkozo jeleket,®® azonban
a kisérletek idején még nem allt rendelkezésiikre megfeleld genetikai kontroll a kapott
festodés validalasara. Az azota birtokunkba keriilt PXDN knockout és vad tipust egerek
a Jjovoben lehetdséget biztositanak a PXDN emlds szovetekben mutatott

elhelyezkedésének felderitésére és a korabban kapott eredmények validalasara.

7.2. APXDN oligomerizaciojanak mechanizmusa

A tobbnyire komplex harmadlagos szerkezettel jellemezhetdé ECM fehérjék
esetében a valtozatos domének jelenléte a kiilonb6zd proteinek kozotti molekularis
kapcsolatokon tul sok esetben oligomerek kialakitasara is lehetOséget nyujt. Az
oligomerformalds szdmos funkciondlis elényt biztosithat: az igy kialakuld
homokomplexek nagyobb stabilitdst mutathatnak az egy lancbol all6 molekulanal,
tobbszords interakciok kialakitasat teszik lehetdvé és a fehérje egyes doménjeinek
pozicionalasaban is szerepet jatszhatnak. Az oligomerizacio folyamataban tobbféle
molekularészlet is részt vehet kovalens és méasodrendii kémiai kotések kialakitasaval. A
kollagén IV protomert alkotd heterotrimer létrejotte a globularis NC1 domének
felcsavarodasat kovetben a 7S domének OsszerendezOdésével ¢és tObbszoros
diszulfidhidak kialakuldsaval valik teljessé.}'?8 A bazilis membranok masik dominans
komponense, a laminin az o, B és y lancok a-helikalis régioin keresztiil szervezddik
alakul ki a bazalis membranban a két fehérje egymassal is Osszekottetésben allo
halézata. 32133 A PXDN az ECM fehérjékre jellemz6 szegmenseken tiil egy peroxidaz
domént is tartalmaz, amely az allati hem-peroxidaz csalad egyes tagjai, igy az MPO ¢és az

LPO esetében a katalitikus aktivitason tal a homodimerképzésért is felelds. 364
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A Drosophila PXDN els6 leirasat tartalmazo kozlemény szerz6i kimutattak, hogy
a fehérje homotrimerként keriil az azt kifejez6 hemocitakbol a sejten kiviili térbe,’
azonban sem az oligomerformalasban érintett molekularészleteket, sem a folyamat
funkcionalis kovetkezményeit nem elemezték a tovabbiakban. Az endogén emlés PXDN
szupramolekularis szerkezetének vizsgéalatat a kordbbi kisérleteinkben felhasznalt,
human eredeti HUVEC ¢és egérbdl szdrmazé6 MEF sejtek nem redukalt lizatumain
kezdtiikk meg. Ezek Western blot analizise soran 500 kDa-nél detektaltunk dominans,
PXDN-specifikus szignalt a 300 kDa és 160 kDa kornyékén kisebb intenzitassal
megjelend jelek mellett. Ezt kdvetéen a rekombinans human PXDN-t stabilan
expresszalo HEK293FS sejtek nem redukald lizatumabol késziilt Western bloton is a V5-
pozitiv fehérjesavok azonos elrendezddését figyeltik meg. A PXDN-t tartalmazo
fehérjekomplexeket immunprecipitacidéval izolaltuk a két sejttipus lizdtumaibol, ezt
kovetden pedig a HUVEC sejtbdl tisztitott magas molekulatomegli fehérjekomplex,
illetve a stabil HEK sejtekbdl nyert harom fehérjesav proteomikai analizisével hatdroztuk
meg azok Osszetételét. A tomegspektrometriai vizsgélatot végzd egylittmiikodd
partnereink a PXDN-t a mintak egyediili 0sszetevdjeként azonositottak mind a négy
esetben. A fehérjekomplexek latszolagos molekulatomege és kizarélagos PXDN tartalma
alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az 500 kDa-os fehérjekomplex az emlds
PXDN altal domindnsan képzett homotrimernek felel meg, amig a 160 kDa-os és 300
kDa-os forma a talexpresszalt fehérje esetében nagyobb mennyiségben megjelend
kiindulési és koztes allapotot jelentheti az oligomerizacios folyamatban. A komplexek -
merkaptoetanollal szemben mutatott érzékenysége azt valoszinisitette, hogy a lancok
Osszeéplilése intermolekularis diszulfidkotések kialakitasaval valosul meg.

A PXDN homotrimert stabilizalo diszulfidhidak helyzetének meghatarozasara
elsé megkozelitésben a dolgozatban nem targyalt tomegspektrometriai vizsgalattal
tettiink kisérletet. Két kiilonboz6 SH-reagens, az N-etilmaleimid (NEM), majd
kozbeiktatott redukcios 1épést kovetéen a jodacetamid (IAA) szekvencidlis
alkalmazéasaval kapott ciszteinalkilaciés kép alapjan kivantuk meghatarozni a
fehérjeminta kiindulasi allapotdban szabad ¢és diszulfidhidat képezd ciszteinjeinek
diszulfidkotésekkel Osszetartott triptikus és egyéb emésztéenzimekkel nyert peptidek

azonositasat. A rekombinans fehérje trimerizacios folyamatanak harom allomasat jelento
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mintakbol nyert adatok eltérései alapjan szerettiik volna felderiteni az egyes allapotok
kozotti  atmenetben Gjonnan  képzO6d6  diszulfidhidak elhelyezkedését. Ezek
meghatdrozdsa a gyakorlatban kiemelkedden nehéz analitikai feladatnak bizonyult,
amivel csak korlatozott sikereket értiink el. Habar tobb, a hem-peroxidazok kozotti
szekvenciahomologia alapjan elore feltételezett intramolekularis diszulfidhidat is sikertilt
megbizhatéan kimutatnunk, a 46 ciszteint tartalmazo, igen nagyméreti PXDN fehérje
esetében a protedzemésztéssel nyert fehérjedarabok méretébdl adodo technikai
problémak, a peptidek kinyerésének alacsony hatdsfoka és az LC-MS/MS mérés soran
kapott komplex adathalmaz elemzésének nehézsége mas megkozelitést tett sziikségessé
a kérdés megvalaszolasara.

Az endogén ¢és a rekombindns human PXDN oligomerizaciés mintdzatdnak
egyezése lehetdséget teremtett arra, hogy a trimerképzés mechanizmusat HEK293FS
sejtekben kifejezett, modositott szerkezetli PXDN konstruktok segitségével vizsgaljuk.
Doméndelécios mutansainkkal az ECM motivumok potencialis szerepét kivantuk
tisztazni a folyamatban, de a fehérjekomplex oxidativ érését lehetdvé tevd, N-terminalis
szignal szekvencia megtartottsaga mellett sem a ciszteinekben gazdag VWF C domén,
sem az LRR ¢és Ig C2 domének hidnya nem gatolta meg a magas molekulatomegti PXDN
komplexek Osszeallasat. Kisérleteinkben az oligomerizaciot mutato legkisebb, a human
doménnek és az azt kdvetd a-helikalis régionak felelt meg. Mindkét doménrdl ismert,
hogy képes egyes fehérjék oligomerizacidjat medialni, am amig az a-helikalis région
keresztiili asszocidcid elsdsorban masodrendli kémiai kotések kialakitdsaval teszi

lehetdvé valtozatos sztochiometridjii komplexek dsszerendezddését, 8

addig a peroxidaz
domén az MPO esetében diszulfid, az LPO-ban pedig ditirozin kovalens kotéseken
keresztiil kapcsolja 6ssze a dimer formékat alkoto két fehérjealegységet.3®4 Bar elézetes
eredményeink valosziniisitették, hogy a PXDN homotrimerben diszulfidkotések felelnek
a komplex struktirajanak megerdsitéséért, az LPO esetében igazolthoz hasonlo,
autokatalitikus oligomerizacios folyamat lehetdségét peroxidazaktivitas-hianyos mutans
PXDN konstrukt vizsgalataval zartuk ki.

Az 4llati hem-peroxiddz csaladba tartozd fehérjék szekvenciaillesztésével a

huméan PXDN vizsgalt szakaszan négy olyan ciszteint azonositottunk, melyek a peroxidaz

domén kialakitasaban résztvevd cisztein reziduumoktdl eltérd helyet foglalnak el a
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cre

trimerképzésben betoltétt egyéni szerepét a vad tipusa PXDN helyspecifikus
mutagenezisével modositott formak oligomeralkotasi képességének vizsgalataval
hataroztuk meg, aminek sordn a 736. és 1315. cisztein esszencialis szerepe igazolodott a
folyamatban. A két dominans cisztein egyikének hidnyaban a dimer formaju PXDN
magassagaban figyeltiink meg megerdsodo jeleket. Ennek magyarazataul szolgalhat a C-
terminalisan  érintetlenil marad6, 1316. vagy 1319. pozicioju ciszteinek
kozremikodésével 1étrehozott 1) diszulfidhidak megjelenése a PXDN lancok kozott,
melyek lehetové teszik a fehérje erdltetett (,,forced””) dimerekbe rendez6dését, azonban a
teljes trimerizacids folyamat visszaallitasara aspecifikus pozicidjuk miatt mar nem
alkalmasak. Amig az 1316. cisztein szerinre cserélése nem befolyasolta a PXDN
oligomeralkotasi képességét, az 1315. vagy az 1319. cisztein mutacioja esetében a
dimerként ¢€s trimerként azonositott formaknal magasabb molekulatomeget mutatd
komplexek megjelenése 10j molekularis partnerek, legvaldsziniibben chaperonok
kapcsolodasara utalhat. Az 1319. cisztein megtartottsaga ugyan nem bizonyult
elengedhetetlennek a homotrimer-formalas soran, azonban elképzelhetd, hogy az
redoxérzékeny aminosavként a kornyezet oxidativ statuszanak kozvetitésével képes
befolyasolni a komplex megfelelé szerkezetének kialakulasat, ennek vizsgalata azonban
meghaladta a dolgozatban targyalt munka kereteit.

A fenti eredményeket ismertetd kozleménylink megjelenését kovetden nem
sokkal egy, a rekombinans human PXDN biokémiai analizisével foglalkozo fiiggetlen
munkacsoport is megerdsitette annak homotrimer szerkezetét, azonban az azt stabilizalo
intermolekularis diszulfidhidakat 6k a vWF C doménen beliili, tovabb nem pontositott
poziciéju ciszteinekhez kototték.82 Az eredményeink kozotti latszolagos ellentmondés
magyarazataul szolgalhat a két tanulmanyban vWF C doménhianyosként azonositott
rekombinans PXDN formak C-terminalisan eltér6 trunkalasi pozicidja. Sajat vizsgalatunk
soran a PXDNi-1412 konstrukt 1étrehozasdhoz az UniProt alapjan kijeldlt 59 aminosavbol
allo domén kezdetétdl induld C-terminalis szakaszt hagytuk csak el a szekvenciabol, az
osztrak kutatocsoport azonban a peroxidaz domént kézvetleniil kovetd, 1314. pozicidban
végzett trunkalasaval nem csak az oligomerizaci6 szempontjabdl vélhetden szintén
jelentdséggel bird o-helikalis régiot, hanem a mutagenezis profilunk alapjan

esszencialisnak bizonyult 1315. ciszteint is levagta a fehérjérél. A C-termindlisan
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elhelyezked6 harom cisztein rontasaval l1étrehozott haromszoros PXDN mutansunk, a
C1315S, C1316S, C1319S vizsgalatainkban nem csak a fiziologias trimer, de erdltetett
dimer forma kialakitasara sem bizonyult alkalmasnak. Ez alapjan érthetd, hogy az emlitett
ciszteinek mindegyikének elvesztésével jaro, drasztikus csonkolds esetében teljesen
eltin6 PXDN oligomerek alapjan a szerzOk téves kovetkeztetést vontak le az
intermolekularis  diszulfidhidak fiziologias helyzetével kapcsolatban. A bécsi
munkacsoport tomegspektrometriai analizis segitségével egy kivételével az 0Osszes
prediktalt intradomén diszulfidhidat ki tudta mutatni a vizsgalt PXDN mintabdl, azonban
is szabad formaban detektaltak. Ezt az eredményt eclméletben magyarazhatna a
negyedleges szerkezet kialakitdsaért felelds diszulfidok esetlegesen nagyobb
sériilékenysége a fehérjeminta preparalasa soran. A 736. és 1315. ciszteinek igazolhatdéan
intramolekularis kotésekben résztvevd tarsaiktol eltérd redox allapota mindenesetre
inkabb megerdsiti feltételezésilinket azoknak a komplex molekulaszerkezet kialakitasaban
betdltott kdozponti szerepével kapcsolatban.

A human, egér ¢és Drosophila PXDN oligomerizaciojaval kapcsolatos
egybecsengo kisérletes adatok, illetve a kollagén IV NCI1 keresztkotési reakcid szamos,
egymastol igen tavoli fejlddési szinten 4llé allatfajban igazolt megtartottsdga®® felveti,
hogy a folyamat a PXDN oldalarol is jol megdrzott szerkezeti jellemzdket igényelhet az
allatvilag kiilonbozd szintjein. Az emlitett fajokon kiviil Xenopus tropicalisban és
Caenorhabditis elegansban irtak le a PXDN-nel osszefiiggésbe hozhato fenotipusos

t,8598990 o741t azok PXDN szekvenciajanak Osszehasonlitdsdval vizsgaltuk,

eltéréseke
hogy a trimerizaci6 human PXDN esetében igazolt strukturalis feltételei vajon
mindegyikben adottak-e. A fehérjék aminosavsorrendjét jellemz6é nagyfoka hasonlosag
az oligomerképzéshez esszencialis ciszteinekre is kiterjed, ami azt valdszindisiti, hogy a
PXDN homotrimer kialakuldsa a vizsgalt fajok kozott altalanos jelenség €s azonos
molekularis mechanizmussal mehet végbe. Habar a PXDN nagyfoka evolucios
konzervaltsaga® alapjan joggal feltételezheté a humén fehérje esetében felderitett
trimerizacids mechanizmus univerzalis jellege az éldvilagban, a feltevés igazolasa atfogd
filogenetikai vizsgélatot és kisérletes megerdsitést is igényelne.

Sajat kisérleti eredményeink €és a Drosophila PXDN forgé arnyékoléssal (,,rotary

shadowing”) nyert elektronmikroszképos képének szimmetrikus jellege’™® alapjan
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felallitott szerkezeti modelliink szerint a PXDN homotrimer harom alegysége
viragcsokorszertien rendezddik 0ssze, melynek kialakitasaért feltételezéseink szerint a
fehérjelancok a-helikalis régidi lehetnek felelések. A komplex szerkezetét ezt kdvetden
kozott paronként kialakulo, ezéltal a harom fehérjét korben dsszekapcesold diszulfidhid
rendszer szilarditja meg. A PXDN primer szekvenciajaban egymastol tavol esé kritikus
ciszteinek az MPO348 ¢s LPO kristalyszerkezetébd1*%28 kiindulva a peroxidiz domén
harmadlagos szerkezetének kialakulasat kovetoen térben igen kozel keriilnek egymashoz,
¢és az a-helikalis région keresztiili kapcsolodas is szerepet jatszhat az intermolekularis
diszulfidhidakat adé ciszteinek pozicionalasaban. A folyamat komplexitasa alapjan
feltételezhetd, hogy az oligomerizacidoban résztvevd doméneket érintd, azok szerkezetét
jelentésen befolyasold esetleges szekvenciabeli eltérések a trimerképzés folyamatat is
megzavarhatjak, aminek lehetséges funkcionalis kdvetkezményeit tovabbi kisérletekben

igyekeztiink feltarni.

7.3. A PXDN ismert mikodéseinek szerkezeti feltételei

A PXDN egy, az ECM fehérjékre jellemz6 motivumainak koszonhetéen adheziv
tulajdonsdgokkal is bird peroxidaz enzim, amely a sejten kiviili térbe szekretalodva latja
el eddigi egyetlen ismert fizioldgids feladatat, a kollagén IV protomerek NCI1
doménjeinek keresztkdtését. Annak érdekében, hogy jobban megértsiik a PXDN dsszetett
szerkezete ¢s miikodése kozotti Osszefiiggéseket, klasszikus struktira-funkcid analizist
végeztiink, melynek keretében a rendelkezésiinkre 4ll6 vad tipusi és moddositott
szerkezetli rekombinans PXDN konstruktok viselkedését kiilonb6z6 tesztrendszerekben
hasonlitottuk 6ssze.
sejttenyészté médiumban vizsgaltuk a heterolég expresszids rendszerben kifejezett
rekombinans fehérjék megjelenését, melyek minden egyéb szerkezeti jellemzdjiiktol
fliggetleniil detektalhatoak voltak a sejtek feliiliszdjdban, ha N-termindlis végiikon
megOriztiik az eredeti PXDN szekvencia elsé 26 aminosavabol allo peptidszakaszt.
Predikcios szoftverek elemzése alapjan ez a régio erds szekrécids szignal szekvenciaként

iranyitja a PXDN-t az endoplazmas retikulumon ¢€s szekrécios vezikuldkon keresztiil a
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felallasban csak az apikalis iranyt fehérjetranszportot detektaltuk, de feltételezhet6en a
bazolateralis membranon keresztiili szekrécionak is sziikséges és elégséges feltétele az
polarizalt sejttipusokban in vivo koriilmények kozott is 1ényeges kérdés lehet. Egy
korabbi kozleményében a PXDN-t vaszkularis peroxidaz 1-ként (VPO1) azonositd
munkacsoport feltehetden az érendotélbdl szarmazo, enzimatikusan aktiv. PXDN
monomereket mutatott ki human, egér és borju vérplazmaban,®® aminek késébb mind
lehetséges antimikrobidlis hatasat, mind a plazmalipidek oxidativ modositasaban jatszott
potencialis szerepét felvetette,’®! laborunk azonban mar a kiindulasi megfigyelést sem
tudta megerdsiteni. A szekrécid iranya befolyasolhatja az ECM fehérjéire gyakorta
jellemzé ¢és mikodésiiket alapvetden befolyasold esetleges poszttranszlacios
fehérjeprocesszalasi 1€épések lehetdségét, hiszen az azokat kivitelezd enzimek, tobbek
kozott a limitalt proteolizist végzd proprotein konvertazok egy része eltéré megoszlast
mutat a polarizalt sejtek apikalis és bazolateralis membréanjaban. 18318

Habar munkacsoportunk érdeklddésének kozéppontjaban elsdsorban a PXDN
kollagén IV-gyel ¢és ezidaig ismeretlen fizioldgias szubsztratjaival kialakitott
interakcidinak felderitése 4ll, a fehérje biokémiai jellegzetességeit targyalod
kozleményeknek koszonhetéen szamos, kiillonb6zé kémiai tulajdonsdgokkal bird
molekula iranyaban mutatott in vitro peroxidazaktivitasarél —rendelkeziink
informacioval #4781 Vizsgalatunkhoz mi a H202 és aktiv peroxidaz jelenlétében
fluoreszcens oxidacios termékké alakulé Amplex Red peroxidaz szubsztratot
valasztottuk. A folyamatban keletkez6 rezorufint érzékeny fluorimetrids méréssel
detektaltuk, igy tajékoztato képet kaptunk az egyes rekombinans konstruktok katalitikus
aktivitdsarol. A PXDNL aminosavsorrendjében a tobbi hem-peroxiddz hemkotéséért
felelds konzervalt reziduumok helyén taldlhaté aminosavakat a PXDN szekvenciajaba
atiiltetve  enzimaktivitas-hianyos mutanst nyertiink, ami indirekten igazolta a
természetesen kialakult mutdciok oki szerepét a PXDNL peroxidazaktivitdsdnak
elvesztésében. A mérés sordn a trimer és monomer PXDN forma esetében kapott
megegyez0 fluoreszcenciaértékek arra utaltak, hogy a komplex negyedleges szerkezet
nem befolyésolta a fehérje peroxiddaz doménjének hozzaférését a kisméretli mesterséges

szubsztrathoz. Amig a C-terminalis VWF C domén hianya nem modositotta a PXDN in
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vitro enzimaktivitasat, a peroxidiz doméntél N-terminalisan elhelyezkedd
molekularészleteké megsziintette azt. Az utdbbi rekombinans konstrukt Iétrehozaséhoz a
PXDN kordbban leirt rovid izoformdjadnak tanulmanyoziasa sordn nyert cDNS-t

hasznaltuk fel,”’

amelynek 5’ vége egybeesik a peroxidaz domént kodolé DNS
szekvencia kezdeti szakaszaval. Feltételezéseink szerint a konstrukt hidnyz6 katalitikus
aktivitdsanak hatterében az atir6do protein hibas feltekeredése allhat, ami az N-terminalis
iranyban talalhat6 linker régid jelentdségére utal a domén megfeleld szerkezetének
kialakitasa soran. A révid PXDN izoformat leir6 kdzleményben a fehérje apoptdzis soran
megnovekedd expresszidjanak a folyamatra szintén jellemzd oxidativ stressz
kialakitdsaban tulajdonitottak szerepet,”” ami a rekombinans fehérje hianyzo
peroxidazaktivitasat kimutatd eredményeink fényében megkérddjelezhetdnek tlinik. Ezt
a konstruktot a harmadlagos szerkezet feltételezett anomaliaja miatt tobb funkcionalis
assay-ben nem teszteltiik, emiatt azonban a peroxidaz doméntél N-terminalisan
elhelyezked6 molekulafél kollagén IV keresztkotést €s lokalizaciot befolyasolo szerepét
nem tudtuk felderiteni. Mivel az itt taldlhato domének fontos szerepet jatszhatnak a
PXDN ezidaig ismeretlen molekulapartnereihez, azon beliil is esetleges sejtfelszini
receptoraihoz torténd kapcsolodasaban, a tovabbiakban megkeriilhetetlen feladat lesz uj,
megeldzd linker régidot még tartalmazd N-termindlisan trunkalt rekombindns PXDN
forma klonozasa és bemutatott tesztrendszereinkben torténd szisztematikus vizsgalata.
Az ismert fiziologias miikodést modellezd kollagén IV keresztkotési vizsgalatban
PXDN-hidnyos MEF sejteket hasznaltunk fel, amelyek a génkiiités kovetkeztében
hianyzo fehérje kivételével a kollagén IV halézat szintéziséhez sziikséges Osszes
molekularis résztvevével rendelkeznek. A nehezen transzfektalhatdé primer sejtekbe
sikeriilt hatékonyan bejuttatnunk a rekombinans PXDN konstruktokat, majd az endogén
PXDN vizsgalata sordn is alkalmazott protokoll szerinti hipotdnias lizist és kollagendz
enzimmel torténd emésztést kovetden a kollagén IV NC1 doménjeit felismerd érzékeny
antitesttel detektaltuk a keresztkotott dimerek megjelenését. Az enzimaktivitas-hidnyos
PXDN muténs funkcidémentd ,,rescue” kisérletekben tapasztalt hatdstalansaga az endogén
fehérje esetében phloroglucinol peroxidaz-gatloszer alkalmazasaval kapott eredmény 0j
megerdsitését is jelentette, mely szerint a kollagén IV keresztkotéshez az emlés PXDN

enzimaktivitdsa elengedhetetlen tényezd. Az N-terminalisan trunkalt konstruktot az
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Amplex Red peroxidaz mérésben kimutatott hianyzo enzimaktivitidsa miatt ebben a
felallasban nem teszteltiik, a vVWF C doménhidnyos fehérje azonban a vad tipusu
rekombinans formaval azonos hatékonysaggal allitotta vissza az NC1 domének vad
tipusa MEF sejtekben tapasztalt keresztkotottségi mintazatat. A monomer szerkezetli
PXDN ugyan megtartotta kollagén IV keresztkotési képességét, a masik két hatékony
konstrukthoz viszonyitva azonban konzisztensen kisebb mennyiségli NC1 dimer
kialakulasat katalizalta. Ennek hatterében a két konstrukt kétféle heterolog expresszios
rendszerben is megerésitett lokalizaciobeli kiilonbségének oki szerepét feltételeztiik. A
vad tipusu fehérje a tranziensen transzfektalt Cos7 és MEF sejtek esetében is kettds, az
endoplazmas retikulum mellett membran menti extracellularis struktarakra is kiterjedd
elhelyezkedést mutatott, amig a monomer forma esetében az utobbi megjelenés nem volt
megfigyelhetd.

peroxidazaktivitasait nem befolyasolta, az el6zOeknél joval Osszetettebb kollagén IV
keresztkotési folyamat optimalis hatékonysagahoz elengedhetetlennek bizonyult a PXDN
trimerképzése, aminek részben magyarazataul szolgalhat a fehérje sejtfelszini
asszociaciojanak az intakt negyedleges szerkezet megtartottsagaval —mutatott
Osszefiiggése. A NC1 domének kozotti szulfiliminkotések létrehozasahoz a PXDN
homotrimer és a kollagén IV protomerek megfeleld pozicionalasan kiviil Br és H202
jelenléte is sziikséges. A keresztkotési reakcio Br™ igényének mértékérdl, illetve az ion
sejten kiviili térben valdo megoszlasarol — részben a nyomelem bioldgiai jelentdségének
nemrégiben tortént felismerése okan — egyeldre kevés ismerettel rendelkeziink, bar a
koézelmultban publikalt adatok alapjan az ion valdsziniileg a szovetek nagy hanyadaban
megjelenik.!8 Az ezidaig tisztazatlan forrasbol szarmazo H202 elérhetdsége a Katalitikus
folyamat szempontjabdl meghatarozo jelentdségii lehet. A H202 extracellularis térben
torténd termelddéséért tobb kiilonb6zd enzimfehérje, koztik egyes NADPH-oxidazok
miikddése is feleldssé tehetd, azonban a sejtek metabolizmusanak melléktermékeként
intracellularisan keletkez6 ROS szabalyozatlan kicsorgésa is hozzajarul a sejten kiviili tér
H20: tartalmahoz.”?® A kollagén IV keresztk&tésnek a bazalis membran stabilizalasan til
az ECM-bdl kiindul6 szignalizacids utvonalak moduldlésat is magaban foglalo, dsszetett
bioldgiai jelentdsége alapjan feltételezhetd, hogy az térben €s idében is precizen regulalt

folyamat, amelynek kovetelményeit egy szabalyozott H202 forras feltehetden jobban
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kielégitené. Az éllati hem-peroxidaz csalad egy¢éb tagjainak esetében szoros funkcionalis
egyiittmiikdés igazolhatdo bizonyos NADPH-oxidazokkal, ami felveti az enzimcsalad
képviseldinek potencidlis szerepét a PXDN miikodéséhez sziikséges oxigéntartalmu
intermedierek elallitdsaban. Habar a PXDN ubikviter szdveti megjelenése® egy szintén
altalanos eldéforduldst ROS forrast feltételez, az egyes NADPH-oxiddzok expresszios
mintazataval kapcsolatban napi szinten valtozo ismereteink?® alapjan a PXDN-nel valo
funkcionalis kapcsolatuk nem zarhat6 ki pusztan elméleti alapon, igy a kérdés genetikai
kontrollokkal torténd részletes vizsgalata munkacsoportunk tovabbi kisérleteinek fontos
szegmensét jelenti.

Eredményeink alapjan valodsziniisithetd, hogy a korabban nem ismert,
sejtfelszinen megjelend, PXDN-ben gazdag strukturak a kollagén IV keresztkotés ,,forrd
pontjaiként” a folyamat fiziologias helyét jelentik, melyek a H202 ezidaig ismeretlen, de
minden bizonnyal sejtekhez kothetd forrdsdhoz kapcsolhatjdk a reakcid tovabbi
résztvevoit. A rekombinans PXDN esetében pontszeriien festddd képletek emellett
adheziv funkciot is betolthetnek, amire a peroxiddzaktivitads-hidnyos mutans
konstruktunk, valamint a PXDNL rekombinans formajanak azonos elhelyezkedése is
utalhat. A vad tipusti rekombinans PXDN sejtfelszini lokalizacidjanak igazolasat két
kiilonboz6 antitesttel is elvégeztiik, azonban mind a PXDN-specifikus poliklondlis nyul,
mind a V5-6t felismerd monoklonalis egér antitest a fehérjekonstrukt C-terminalis
szegmensét ismeri fel. Hogy az emlitett régio korlatozott hozzaférhetésége vagy esetleges
processzalodasa ne vezethessen minket hibas kovetkeztetésekre az egyes rekombinans
talalhato epitop kimutatasaval is érdemes lehet megerdsiteniink a kapott eredményeket.

Az endogén PXDN vizsgélataval, valamint a rekombinans forma struktara-
funkci6 analizisével nyert eredményeink alapjan alkottuk meg a fehérje kollagén IV
keresztkotési mitkodésérdl felallitott modelliinket, melyet a 38. dbra mutat be. A PXDN
intakt negyedleges strukturdjanak és fiziologias mitkodésének szoros kapcsoltsaga felveti
annak elméleti lehetdségét, hogy a fehérje oligomerizacidjat megzavard szerkezeti
modosulasok annak definitiv degradéacidja nélkiil is konnyen vezethetnek a NCI1
keresztkotési reakcid deficitjéhez vagy mas, a homotrimer PXDN ezidéig ismeretlen
fehérjepartnereinek kozremikodésével kialakuld funkciondlis kovetkezményekhez.

Munkank, bar sok lényeges és eziddig nem ismert részletet fedett fel a PXDN
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mikodésével kapcsolatban, jelen tuddsunk mellett sem tekinthetd teljesnek.
Feltételezheté, hogy az ECM mas komponensei is modosulhatnak a PXDN katalitikus
muikodése soran, valamint az adhéziés doménekkel kialakitott molekularis
interakcioknak is fontos szerepiik lehet a fehérje funkciojanak szabalyozasaban, melyeket
az ismertetett technikai okokbol egyeldre csak igen kis részben sikeriilt feltérképezniink.
Vizsgalatunk egyik igen érdekes eredménye volt, hogy a ciszteinekben gazdag vWF C
domén egyetlen tesztelt funkcidoban sem birt érdemi jelentdséggel, ami arra utal, hogy ez
a molekularészlet eltérd folyamatok medidlasaban vehet részt. Ezek felderitése a domén
jellegébdl ado6do potencidlis biologiai szerepek ismeretében érdekes kérdés. A PXDN
ECM fehérjék tobbségére nem jellemzd endoplazmas retikulumban megfigyelt dasulasa
az er6sen oxidativ kozeget képviseld sejtorganellumra lokalizalt enzimhatasok
lehetdségét is felveti, amelyek vizsgalatdban a rekombindns PXDN ER-retencios
szignallal ellatott formajanak Ilétrehozasa, majd annak segitségével rezidens

molekulapartnerek azonositasa nytjthat segitséget.

PXDN lokalizacio

endoplazmads retikulum Sejtfelszini adherens strukturdk
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homotrimerképzés konzervalt ciszteineken keresztiil kollagén IV keresztkotés

38. abra: A PXDN trimeriziciéjanak és kollagén IV keresztkotési reakciojanak
modellje. A rekombinans konstruktok vizsgalata alapjan felallitott modelliink szerint a
PXDN 736 és 1315 pozici()ban talélhat() cisztein reziduumain keresztﬁl homotrimer
kollagén IV keresztkotési reakcid helyét biztosito sejtfelszml adherens struktirakba
rendezddik.
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7.4. A PXDNL szekvencia- és lokalizaciovizsgalata

A PXDNL a PXDN szivspecifikusan expresszaldodé homologja, amely a
nagymértékben hasonlé aminosavsorrenden til azonos doménszerkezeten is osztozik az
ubikviter eléfordulasu fehérjével. Munkacsoportunk mar kordbban kimutatta, hogy a
human PXDNL nem rendelkezik peroxidazaktivitassal, aminek okaként a hem-peroxidaz
enzimcsaladban konzervalt, a hem kotéséhez sziikséges aminosavakat érintd
szekvenciabeli eltéréseket valdszintsitettiik.}®> A PXDN struktara-funkcio vizsgalata
soran az emlitett aminosavakat a PXDNL homolog pozicidiban talalhatokra cserélve
hoztuk Iétre a Q823W, D826E konstruktot, amelynek hianyz6 peroxidazaktivitasa
megerdsitette a bevitt mutaciok jelentdségét a PXDNL funkcidvesztésének hatterében. A
PXDNL ¢l6vilagban mutatott elterjedése kiilondsen érdekes mintazatot mutat, hiszen
tobb alacsonyabbrendli ¢él8lényben is azonosithatd a PXDNL-nek megfeleltethetd
PXDN-homolég fehérje, azonban az tobb esetben sem tartalmazza az emlitett,
enzimmiikddést befolyasolo aminosavceseréket, a ragesalok genomjabol pedig hidnyzik a
pxdnl gén. Ezek a megfigyelések a gén folyamatban 1év6 elcsendesedésére utalhatnak a
fajfejlodés sordn, de ennek a feltevésnek az igazolasa részletes molekulaevolucios
analizist igényelne. A human PXDNL esetében mindenesetre sikeriilt bizonyitanunk az
enzimaktivitas elvesztését az adheziv molekularészletek megtartottsaga mellett.

A PXDNL jellegzetes szivspecifikus expresszoja, illetve fajok kozotti korlatozott
megjelenése a megfeleld kontrollok hidnya miatt az endogén fehérje vizsgalatanak
komoly korlatjat jelenti. A PXDNL szoveten beliili elhelyezkedését kollégaim
szivizommetszeten végzett immunhisztokémiai vizsgalattal probaltak feltérképezni,'%2
azonban human eredetli minta 1évén nem allt rendelkezésiinkre genetikai kontroll a festés
validalasara. Tobb, szivizomsejt jellegzetességekkel is bird sejtvonal (HL1, HOC2,
AC16) is felmeriilhet a sejtszintli PXDNL lokalizacio detektaldsanak eszkozeként. Az
emlitett sejtvonalak azonban igen jelentés fenotipusos eltéréseket hordoznak a
differencidlt szivizomsejtekkel torténd Osszehasonlitasban, melyek izoldldsa ¢és
sejtkultira-koriilmények  kozotti  fenntartasa  technikai  nehézségeket okozhat.
Munkacsoportunk egyes kisérleteihez indukalt pluripotens 6ssejt (iPS) eredetii
kardiomiocitakat is felhasznalt, amelyekben ugyan lehetdség nyilik a fehérjeexpresszios

szintek, igy akar a PXDNL kifejez6désének RNS interferenciaval torténd csokkentésére
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¢s ezaltal a fehérje festddési képének kontrollalasara, a megfeleld reagensek hidnyaban
azonban ilyen kisérleteket nem allt modunkban elvégezni.

Munkacsoportunk sajat készitésti, PXDNL-specifikus antitestjével human
szivizommetszeteken az interkalaris korongoknak (Eberth-vonalak), valamint a
kardiomiocitdk oldals6 membranjanak megfelelden kapott jelolddést, az iPS-eredetii
kardiomiocitdkban pedig az endoplazmas retikulumban és a sejtmembran mentén
észleltiink erds festédést.'%? Annak megerdsitésére, hogy az endogén fehérje esetében a
membran mellett megfigyelt szigndlok valdban a szekréciot kdvetden az extracellularis
térbe keriilt PXDNL-hez kothetok, a heterolog expresszids rendszerben kifejezett
rekombinans, V5-tag-gel ellatott fehérje elhelyezkedését vizsgaltuk a transzfektalt Cos7
sejtek megeldz6 permeabilizalasaval vagy anélkiil végzett immunfestés segitségével. A
V5-specifikus antitesttel a rekombinans PXDN esetében latotthoz igen hasonld, kettds
jelolodést tapasztaltunk, melynek endoplazmas retikulumhoz lokalizalt komponense csak
a membranszerkezet detergenssel tortént megbontasat kovetéen valt hozzaférhetévé az
antitestek szdmara. A sejtek membranja mentén megjelend, pontszerlien fest6dod
struktarak a megel6z6 permeabilizalastol fliggetleniil is detektalhatoak voltak a PXDNL-
t kifejez0 sejtekben, ami azok extracellularis elhelyezkedését tdmasztotta ala.

A PXDNL részletes szerkezet-funkcio vizsgalata helyett igyekeztiink felderiteni
azokat a PXDN-nel mutatott szekvenciabeli hasonlosagokat, amelyek magyarazataul
szolgalhatnak a rekombinans konstrukttal kapott eredményeinknek. A PXDNL N-
terminalis 23 aminosavbol allo szakaszat tobb predikcids szoftver is szekrécids szignal
szekvenciaként azonositotta, amelynek PXDN-ben taldlhatdo megfeleldjérol
bebizonyitottuk, hogy igen hatékonyan iranyitja az extracellularis tér iranyaba a fehérjét.
Kollégam, Dr. Péterfi Zalan doktori értekezésében bemutatta, hogy a PXDNL nem
redukalo koriilmények k6zott magas molekulatomegii komplexek részét képezi, melyek
Osszetételét azonban nem elemezte részletesen a késdbbiekben. Mivel a komplexekbdl
szarmazo, PXDNL-specifikus jelek a PXDN oligomerek molekulatomegének megfeleld
magassagokban jelentek meg a Western blot analizis sordn, azt feltételeztiik, hogy azok
ebben az esetben is egy trimerizacids folyamat kiillonb6z6 allomdsainak felelhetnek meg.
A PXDN homotrimer stabilizalasdban kulcsszerepet jatszo, konzervalt ciszteinek a
PXDNL homolog, 722. ¢és 1298. pozicidiban is megorzottek, ¢és a kdrnyezd

aminosavrégiok is nagymértékben hasonlok a két fehérje kozott. Ez azt timogatja, hogy

111



DOI:10.14753/SE.2017.2244

a PXDNL a PXDN-hez hasonldéan homotrimert alakit ki, melynek 1étrejottében az emlitett
ciszteinek kozotti diszulfidhidak jatszhatnak kozponti szerepet. Mivel a PXDN esetében
az extracellularis, pontszerii festddés megjelenése a fehérje trimerképzésétdl fiiggott, a
PXDNL vizsgalata soran latott igen hasonld festddési kép is megerdsitheti a fehérje
homotrimer formajaval kapcsolatos feltevésiinket.

A PXDN ¢és PXDNL szerkezete €s sejtszintli lokalizacioja kozott tapasztalt
nagymértékii hasonlosag kiilondsen érdekes a kollégadm doktori értekezésében targyalt
korabbi eredmények fényében, melyek szerint a rekombinans PXDNL a PXDN-nel
komplexet alkotva képes antagonizalni annak peroxiddzaktivitasat. Az ehhez sziikséges
molekularis interakcio létrejottének logikus modja lehetne a két fehérje részvételével
torténd heterotrimer-képzés az endoplazmas retikulumban zajlé oligomerizacié soran.
Megfelel6 vizsgalati rendszer hianyaban egyeldre nem tudtuk azt megfigyelni, hogy a
rekombinans fehérjék esetében latott Osszefliggések az endogén PXDN és PXDNL
esetében is fennallnak-e, melyek a PXDN funkcid szabalyozasanak egy igen kiilonleges
és egyben szivspecifikus megjelenési formajat jelenhetnék. A PXDN és PXDNL
potencialis antagonizmusa nem csak a sziv ECM-jében zajlé kollagén IV keresztkotési
reakciot, hanem mas, ezidaig ismeretlen PXDN szubsztratok modositasat is
befolyasolhatna. Az is elképzelhetd, hogy a kiemelten nagy energia- és oxigénigénnyel
jellemezhetd szivizom esetében a két fehérje ardnyanak valtozasa a szdvet oxidativ
statuszat befolyasolhatna, ami azért is kiilondsen izgalmas lehetdség, mert csoportunk
korabbi munkdjaban a PXDNL mRNS megnovekedett szintjét mutatta ki az ismerten
eltolodott ROS egyenstllyal jellemezhet6 dilatativ kardiomiopatiaban (DCM) szenvedd
betegek szivizommintaiban.!%? Ezek a spekulativ feltételezések nem zarjak ki, hogy a
PXDNL az emlitettektdl teljesen eltérd, elsésorban adhézios jellemzdin alapuld funkciot
tolt be a szivben, de a fehérje mRNS-ének pitvarokban €s az ingervezetd rendszer egyes
részein mutatott magas expresszidjal®? az ingeriiletterjedésben betdltdtt szerepet is
valdsziniisithet. A rekombinans fehérje elhelyezkedése és a PXDN és PXDNL kozotti
szekvenciahomolodgia elemzése alapjan azt valdszintsitjiik, hogy a PXDNL fehérje
szintézisét kovetden a kardiomiocitakbol szekréciora kerill, és az azokat beburkolo
bazalis membranban trimer formaban latja el ezidaig ismeretlen funkcidjat. Megfeleld
vizsgalati rendszerek fejlesztését kdvetden a szivizomban endogénen kifejez0dd fehérje

analizise teszi majd lehetové ezeknek a felvetéseknek az igazolasat vagy cafolatat.
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8. KOVETKEZTETESEK

Az emlés PXDN ¢és PXDNL vizsgalata soran nyert kisérleti eredményeinkbdl az

alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

1. Az endogén PXDN enzimaktivitasa primer emlGs sejtekben is esszencialis a bazalis
membranokat alkotd kollagén IV protomerek NC1 doménjeinek szulfilimin
csoporton keresztiili 6sszekapcsolasahoz.

2. A PXDN sajat peroxidazaktivitasatol fliggetlen mechanizmussal dominans
megjelenési formdjat jelentdé homotrimerbe rendezddik. Ennek szerkezetét
intermolekularis diszulfidhidak stabilizaljak, melyek a peroxidaz doménben és annak
kozvetlen szomszédsagaban talalhatd, a human szekvencidban 736. és 1315. poziciot
elfoglalod, evolicidsan erdsen konzervalt cisztein reziduumok kozott jonnek 1étre.

3. A PXDN szekréciojanak az azt iranyitd szignal szekvencia, in Vitro
peroxidazaktivitisanak pedig a hemet k6té katalitikus domén intakt harmadlagos
szerkezetének megtartottsiga a sziikséges ¢és egyben elégséges szerkezeti
kovetelménye. A von Willebrand faktor C-tipusti domén az eddig megismert PXDN-
hez kotheté miikodések egyikében sem bir funkcionalis jelentoséggel. A homotrimer
forma kialakuldsa a PXDN endoplazmas retikulum lokalizacidjanak nem, a fehérje
sejtfelszini megjelenésének és az optimalis hatékonysagl kollagén IV keresztkotési
1épésnek azonban egyarant eléfeltétele. Ezek alapjan a kollagén IV NC1 domének és
a PXDN kozott lejatsz6dd enzimreakcid fiziologids helyét a sejtmembranhoz
asszocialt, PXDN-t tartalmaz6 “hot spot”-ok jelenthetik, melyek emellett a PXDN
katalitikus aktivitasatol fliggetlen, adheziv szerepet is betdlthetnek.

4. A két fehérje homologidja és a résztvevd ciszteinek konzervaltsaga alapjan
valoszintsithetd, hogy a PXDNL a PXDN-nel azonos moddon alkot homotrimer
szerkezetet. A rekombinans PXDNL heterolog expresszios rendszerben a PXDN-hez
hasonldan kettds lokalizaciot mutat és az endoplazmas retikulumbol az extracellularis
térbe szekretalddva kapcsolédik a sejtmembran kiilsd oldaldhoz, ahol

peroxidazaktivitas hianyaban ezidaig ismeretlen, vélhetéen adheziv funkciot 1t el.
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9. OSSZEFOGLALAS

Az extracellularis matrix (ECM) a szoveti homeosztazis fenntartdsanak fontos
tényezdje. Az ECM fizioldgids miikodésében ¢és egyes korallapotokra jellemzd
karosodasanak kialakuldsdban egyarant fontos szerep jut a reaktiv oxigénszarmazékok
(ROS) sok esetben peroxiddz enzimek altal kozvetitett hatasainak. Az allati hem-
peroxidazok legujabban megismert képviseldjének, a peroxidazinnak (PXDN) széleskora
szoveti expresszidja és a matrixproteinek és peroxiddz enzimek strukturalis jegyeit
kombindlo, kiilonleges doménszerkezete elOrevetitette a fehérje nemrégiben igazolt
professzionalis ECM-moédositd szerepét. A PXDN az ECM specializalt formdjat jelentd
bazalis membranokban H20: és Br™ felhasznalasaval kovalens szulfiliminkotést 1étesit két
kollagén IV protomer szemben fekvd NC1 doménjei kozott, ezaltal stabilizdlva a matrix
dominans fehérjehdlozatdnak szerkezetét. Doktori munkdm sordn tobbféle
megkozelitéssel 1is alatdmasztottuk, hogy a korabban csak alacsonyabbrendi
¢lolényekben vizsgalt, PXDN altal katalizalt reakcid emldsokben is a kollagén IV
keresztkotés fizioldgias Utvonalat jelenti. Kimutattuk, hogy az emlds PXDN konzervalt
homotrimer formaba rendezddik, ami a fehérje dominans megjelenési formajat jelenti.
Rekombindns konstruktokkal végzett struktira-funkcido vizsgalatunk segitségével
keresztkotési képességének szerkezeti kovetelményeit, valamint a fehérje korabban
megfigyelt endoplazmas retikulum (ER) lokalizacidjan tul ezidaig ismeretlen, PXDN-ben
dias képleteket mutattunk ki a sejtmembran kiilsd oldalan. A fehérje homotrimer
formdjanak megtartottsdga az optimalis kollagén IV keresztkotési reakciohoz és a
sejtfelszini asszocidcidohoz is elengedhetetlennek bizonyult, ami alapjan azt feltételezziik,
hogy az extracellularis PXDN tartalmu struktarak potencialis adheziv funkcidjuk mellett
az NC1 domének Osszekapcsoldsanak fiziologids helyét is jelenthetik. A PXDN
szivspecifikusan kifejez6dd funkciovesztéses homoldgjaban, a peroxidazin-szerii
fehérjében (PXDNL) szekvenciaanalizissel igazoltuk a trimerizacié strukturalis
feltételeinek megtartottsagat, a rekombinans fehérje immunfestésével pedig annak

PXDN-hez hasonloan kettds, az ER mellett az ECM-re is kiterjedd elhelyezkedését.
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10. SUMMARY

Extracellular matrix (ECM) plays a key role in the maintenance of tissue
homeostasis. Both in its physiological function and in pathological alterations affecting
the ECM, reactive oxygen species (ROS) are central mediators whose effects are often
exerted by peroxidase enzymes. A novel member of the animal hem-peroxidase family,
peroxidasin (PXDN) is characterized by widespread tissue expression and a unique
domain structure combining features of matrix proteins and peroxidase enzymes which
suggested its recently confirmed role as a professional ECM-modifying enzyme. In basal
membranes, which constitute a specialized form of ECM, PXDN creates sulfilimine
bonds between the NC1 domains of two adjacent collagen IV protomers using H202 and
Br for the process, thus stabilizing the structure of the dominant protein network in the
matrix. As the PXDN-catalyzed reaction has only been studied in lower species so far, in
my PhD project we applied different approaches to confirm that collagen IV crosslinking
is also a physiological function of mammalian PXDN. We demonstrated that PXDN
assembles into its dominant homotrimeric complex through the formation of
intermolecular disulphide bonds between conserved cysteine residues. In a structure-
function analysis performed with various recombinant PXDN constructs we determined
the structural requirements for secretion, peroxidase activity and collagen IV crosslinking
activity of the protein. Besides its well-studied endoplasmic reticulum (ER) localization
we also identified previously unknown PXDN-rich structures on the outer surface of the
plasma membrane. Since homotrimer formation of PXDN appeared to be necessary for
both optimal collagen 1V crosslinking and association to the cell surface, we assume that,
in addition to their possible adhesive role, these PXDN-rich extracellular “hot spots”
might constitute the physiological sites of action for NC1 binding. Investigating
peroxidasin-like protein (PXDNL), the heart-specific loss-of-function homologue of
PXDN, we found the structural prerequisites for trimerization preserved in its sequence
and with immunostaining of the recombinant protein we revealed its dual, ER-ECM

localization pattern similar to PXDN.
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