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BEVEZETES

A reaktiv oxigénszarmazékokat (ROS) hosszU ideig csak a sejtek oxidativ
anyagcseréjének melléktermékeként keletkezd, karositd hatdsi  molekuldknak
tekintettik. Az utobbi évtizedek intenziv kutatdsainak koszonhetéen azonban egyre tobb
bizonyiték tdmasztja ala, hogy ezek az oxigéntartalmu intermedierek szd&mos fiziologiés
jelenségben, koztik az extracellularis matrix (ECM) szerkezetének kialakitasaban is
kdzponti szerepet jatszanak. A ROS kiilonboz6é megjelenési formai kozil is kiemelt
jelentdséggel bird hidrogen-peroxid (H20.) legrészletesebben tanulmanyozott hatasait
peroxidaz enzimek kozremiikodésével fejti ki. Az emldsokben is kifejezodd, ismert
hem-peroxidazok, a mieloperoxidaz (MPO), eozinofil peroxidaz (EPX), laktoperoxidaz
(LPO) és tireoperoxidaz (TPO), valamint a ciklooxigenaz 1 és 2 enzimek (COXI,
COX2) nagyfoku szekvenciabeli hasonlésadggal €s azonos Katalitikus ciklussal
jellemezhetéek. Doktori munkdm sordn az Aallati hem-peroxiddzok legujabban
azonositott képviseldjének, a peroxidazinnak (PXDN) és funkcidvesztéses mutans
homologjanak, a peroxidazin-szerti fehérjének (PXDNL) vizsgalataval foglalkoztam

A PXDN kildnleges szerkezettel bir, hiszen peroxidazaktivitasaért felels
katalitikus doménje mellett mas, a matrixproteinekre jellemz6 strukturalis elemek is
megtaldlhatéak a fehérjében. N-termindlisan elhelyezked6 szekrécids szignél
szekvencidjat hat leucin-gazdag ismeétlédés (LRR) és négy immunglobulin C2-szerii
domén (Ig C2) koveti, a fehérje C-termindlisan pedig egy o-helikdlis régio
szomszédsagaban egy von Willebrand faktor C-tipust domén (VWF C) helyezkedik el.
A PXDN-t elséként Drosophila melanogasterben irtak le, késébb azonban az allatvilag
szamos eltéré fejlettségi szintjén allo fajaban is kimutattak a fehérje jelenlétét. Az
ecetmuslicaban kifejez6d6 PXDN az é&llat hemocitaibol homotrimerként kerul
szekrécidra az extracellularis térbe, az oligomer forma kialakulasanak mechanizmusarol
és az abban résztvevd molekulaszakaszok helyzetér6l azonban ezidaig nem
rendelkeztiink informacioval. A human PXDN-t els6ként melanomaasszocialt
géntermékként irtak le, késobb azonban szamos sejtvonalban és szovetek széles korében
is igazoltak a PXDN expressziojat. Munkacsoportunkhoz kothetd a PXDN
szivspecifikusan kifejez6d6é homologjanak, a peroxidazin-szerii fehérjének (PXDNL)

azonositasa €s elsé részletes jellemzése is. A PXDNL a PXDN-nel szemben nem



rendelkezik mérhet6 peroxidazaktivitassal, amiért a fehérje szekvenciajaban jelenlévo
két, az emlés hem-peroxiddzokban a hem kotéseért felelds, konzervalt aminosavat
érint6 eltérés tehetd feleldssé.

A PXDN és a PXDNL ¢éI6 szervezetben betoltott funkcidjarol ezidaig keves
ismerettel rendelkezlink, de a PXDN-nel kapcsolatban kezdettdl azt valosziniisitették,
hogy az az ECM oxidativ modositasara specializaloédott enzimként toltheti be
fiziologias funkcidjat. Alacsonyabbrendi ¢él6lények (Caenorhabditis elegans,
Drosophila melanogaster, Xenopus tropicalis) szamos kiilonb6z6  fejlodési
stddiumaiban igazoltdk a PXDN részvételét egyes ECM strukturdk megformalasaban,
munkacsoportunk pedig kordbbi kodzleményében az egér vese uréterlekotés
kovetkeztében 1étrejovo fibrotikus atalakuldsa sordn mutatta ki a fehérje feldtisulasat az
extracellularis térben. Tobb olyan tanulmany is ismert, amelyben komplex
szemfejlédési és mozgatdrendszeri rendellenességekben érintett betegek genetikai
tényezOként. Az anterior szegment diszgenezis (ASD) néven Osszefoglalt, heterogén
megjelenéstii  szemészeti  korképet ezt kovetden PXDN-deficiens —egértdrzs
felhasznalasaval részletesen is jellemezték. Habar ezek a megfigyelések alatamasztottak
a korabbi feltételezéseket a PXDN ECM homeosztazisban betoltott kozponti szerepérdl,
mégis igen kevés részletet sikerilt felderiteni azokrol a molekuléris mechanizmusokrol,
amelyek a PXDN kozremiikodésével befolydsoljak ennek a rendkiviil Osszetett
fehérjehaldzatnak az integritasat.

A kutatési terileten attorést jelentett a PXDN-hez kothet6 elsd, fiziologiasan is
megjelend enzimreakcio felfedezése, amely az ECM specializalt formajat képviseld
bazalis membranokban megy végbe. A bazélis membranok endotél és epitél sejtek alatt,
valamint izomsejtek, zsirsejtek és periferias idegrostok koriil elhelyezkedd, lapszerii
képzédmények, melyek strukturalis tdmaszt biztositanak és az extracellularis térbdl
szarmazd jelzéseket kodzvetitenek a hozzajuk kapcsolddd sejtek szaméra. A bazalis
membranok legnagyobb mennyiségben jelenlévd alkotdja a kollagén 1V, amely
szintézisét kovetéen tobblépéses oligomerizécids folyamaton megy keresztil. A hat
kiilonboz6 kollagén IV izoformanak megfeleld o-lancok harom doménre, az N-
terminalis 7S szakaszra, a hosszu kollagen6zus doménre és a C-terminalisan

elhelyezked6 NC1 doménre oszlanak. A kollagén IV funkciondlis alegységeit az un.



protomerek jelentik, amelyek harom a-lanc Osszerendezddésével alakulnak ki, és
amelyeket t6bb masodrendii és kovalens kotés szilardit meg és kapcsol egyméashoz. Két
protomer Osszefekvé NC1 doménjei hexamer szerkezetet alkotnak, a 7S doméneken
keresztil pedig tovabbi tetramer komplexek alakulnak ki, ami végil a kétdimenzios
kollagén 1V héldzat kiépiléséhez vezet.

A kozelmultban der(lt fény arra, hogy a kutatasunk kdzéppontjaban all6 PXDN
kovalens keresztkotést létesit az ECM-ben 6sszerendez6d6 két kollagén IV protomer
szemben fekvé NC1 doménjei kdzott, amivel hozzajarul a funkcionalisan teljesértékii
kollagén IV halézat kialakuldsahoz. A H202-bol és bromidionbdl képzett
hipobromossav (HOBr) felhasznalaséval zajlo folyamatban kovalens szulfilimin kotés
létestil az NC1 doménben konzervalt, 93. poziciot elfoglald metionin és a 211. helyen
talalhatd hidroxilizin vagy lizin oldallancai kozétt. Ez a katalitikus folyamat tobb
szempontbdl is kiilonleges: a 1étrejové szulfiliminkotést elséként mutattdk ki biologiai
rendszerben, a reakcid pedig a brom €16 szervezetben bet6ltott esszencialis szerepének
ezidaig hianyzo bizonyitékaul szolgal.

Ezt az eredményt elsGsorban olyan in vitro Kkisérleti adatok tamasztjak ala,
amelyek a PFHR-9 embrionélis karcinoma sejtvonal peroxidazinhibitorokkal torténd
farmakolégiai géatlasan, illetve a heterolog expressziés rendszerben kifejezett,
rekombinans huméan PXDN fehérje biokémiai analizisén alapulnak. A PXDN Aaltal
katalizalt keresztkdtés in vivo jelentdségét ezidaig csak Drosophila melanogasterben és
Danio rerioban igazoltdk. Ugyan a reakci0 résztvevéinek nagyfokt evolucios
konzervéltsdga alapjan feltételezhetd, hogy a keresztkotési folyamat az allatvilag
kiilonb6z6 szintjein azonos mechanizmussal mehet végbe, emldsokbol szarmazo
kisérleti adatok ezidaig nem alltak rendelkezésiinkre ennek az igazolasara. Szintén nem
ismert, hogy a PXDN szamos doménje hogyan jarul hozza a negyedleges szerkezet és a
fehérjéhez kotheté muiikodések, igy tobbek kozott a kollagén 1V keresztkotési reakcio
Kivitelezéséhez. Az sem tisztazott, hogy a kollagén IV keresztkotési reakcio kiesése a
PXDN hianyaban kordbban tobb allatfajban is megfigyelt szamos fenotipusbeli
eltérésnek mekkora részéért felelés, és hogy azokhoz mas potencialis extracellularis
szubsztratok oxidacioja es a fehérje ltal a matrixban betdltott strukturalis szerep milyen
mértékben jarulhat hozza.



CELKITUZESEK

Doktori munkam az emlés PXDN fehérje kiilonleges szerkezete és az altala
betdltott funkciok kozotti 6sszefliggés jobb megértésére iranyult. Ennck elsd
megkozelitéseként az irodalomban kordbban leirt rendszereknél a fiziol6gias
koriilményeket jobban megkozelitd felallasban kivantam vizsgalni az endogén emlds
PXDN és egyetlen ismert szubsztratja, a kollagén 1V kozotti interakciot. A PXDN egyes
régidinak jelentdségét a fehérje negyedleges szerkezetének kialakitdsdban, illetve ismert
mitkodéseiben rekombinans PXDN konstruktok segitségével végzett struktara-funkcio
analizissel terveztiik felderiteni. Vizsgalataink eredményei alapjan a nagymértékben
homoldég PXDNL szerkezetével ¢és miikodésével kapcsolatban is szerettiink volna

kovetkeztetéseket levonni.

A fent emlitett szempontoknak megfeleléen kisérleteim kezdetén a kovetkezd

célkitiizéseket tettiik:

1. az endogén emlés PXDN kollagén IV keresztkotésben betdltott szerepének
vizsgalata €16 szovetbdl izolalt primer sejttenyészetben,

2. az emlds PXDN negyedleges szerkezetének elemzése és az altala mutatott esetleges
oligomerképzés mechanizmusanak feltarasa,

3. a PXDN ismert funkcidihoz, igy peroxidazaktivitasahoz, szekréciojahoz és adhézids
szerepéhez kothetd strukturalis kovetelmények felderitése,

4. a PXDNL és a PXDN kozotti szekvenciabeli hasonldsagok, valamint a PXDNL

sejtszintli lokalizaciojanak vizsgalata.



MODSZEREK

Rekombinans human PXDN és PXDNL konstruktok klénozasa: A vad tipust human
PXDN-t és PXDNL-t kddolo plazmidokbol kiindulva szamos, pontmutécidkat vagy
doméndelécidkat hordozo, V5-tag-gel jelolt rekombinans fehérjekonstruktot hoztunk
létre. A trunkalt forméak esetében TA kldnozéssal illesztettlik PXDN kodolo régiojanak
egyes szakaszait a pcDNA3.1/V5-His-TOPO vektorba, a helyspecifikus
nukleotidcseréket pedig a célzott mutaciokat tartalmazd, komplementer oligonukleotid

parokkal végzett PCR reakciokban hoztuk létre.

PXDN-hianyos egértorzs készitése és tenyeésztése: Laborunk megrendelésére a SAGE
Laboratories cink-ujjas endonukledz (ZFN) technoldgia alkalmazéasaval PXDN-
deficiens C57BL/6 egértdrzset hozott létre. Heterozigbta tenyészparok idézitett
paroztatdsat kovetéen 13 nappal a vemhes néstények méhébdl begyiijtottik az

embriokat, melyekbdl ezt kovetden egér embrionalis fibroblasztokat (MEF) izolaltunk.

Sejttenyésztés és sejtkultiran végzett kisérletek: A rekombindns PXDN és PXDNL
fehérjéket HEK?293 freestyle (FS) és Cos7 sejtekben fejeztik ki, melyekbe
Lipofectamine LTX és Plus reagensekkel juttattuk be az expresszids konstruktokat. A
transzfektalt HEK293FS sejtek geneticinnel torténd szelekcidjaval a rekombinans
human PXDN-V5-6t stabilan expresszalo sejtvonalat hoztunk létre. Az endogén human
PXDN-t huméan umbilikalis véna endotél sejtekben (HUVEC) mutattuk ki, ahol
phloroglucinol (PhG) altalanos peroxidaz-gatloszer alkalmazésaval vizsgaltuk a fehérje
kollagén IV keresztkotd aktivitdsait. A PXDN genetikai eredetli hidnyanak
kdvetkezményeit vad tipust és PXDN-deficiens egér embrionalis fibroblasztok (MEF)
segitségével értekeltik. A PXDN konstruktokkal végzett funkciomentd (,rescue”)
kisérleteinkben Neon transzfekcids rendszerrel torténd elektroporacioval juttattuk a

vizsgalni kivant plazmidokat a PXDN-hianyos MEF sejtekbe.

A PXDN oligomerizacidjanak vizsgalata: A PXDN oligomerizaciojat N-etilmaleimid
tiolalkilalo reagenssel torténd elkezelést kovetéen HUVEC, MEF, valamint

tranziensen transzfektalt HEK293FS sejtek teljes sejtlizdtumaban vizsgaltuk. A



redukaldszer hozzaadasa nélkil nyert mintakbdl készitett Western blotban a monomer,
dimer és trimer formdk molekulatomegének megfeleléen megjelené PXDN- vagy V5-

specifikus jel alapjan értékeltik a vizsgalt PXDN forma oligomerizacids képességet.

A kollagén 1V profil és NC1 keresztkotés vizsgalata: A vizsgalni kivant sejttenyészetet
hipotonias lizispufferben vettlk fel, majd a matrixba beépult kollagén 1V molekulakbol
kollagendz enzim segitségevel szabaditottuk fel az NC1 doméneket. A kollagenazzal
emésztett mintdkban SDS-PAGE-sel vélasztottuk szét a keresztkotott dimer és
monomer NCI1 doméneket, amelyeket a blottolast kovetéen izoforma-specifikus
antitestekkel, 55 és 25 kDa kornyéki magassdgokban mutattunk ki. A rekombinans
PXDN konstruktok kollagén 1V keresztkotd képességét PXDN-hianyos MEF sejtek

transzfekciojat kovetden, funkciomentd (,,rescue”) vizsgalatokban teszteltiik.

A PXDN szekrécidjanak vizsgalata: A rekombindns PXDN konstruktok szekréciojat
tranziensen transzfektalt Cos7 sejtek teljes sejtlizatuméanak és fellluszojanak Western
blot analizisével hasonlitottuk 0Ossze. A mintdk PXDN tartalmat V5-specifikus
antitesttel kapott jel alapjan értékeltik. A sejtlizatumok esetében a felvitt mintak
egyenletes fehérjetartalmat, a médiumban pedig a sejtes szennyez6dés hianyat az

aktintartalom vizsgalataval igazoltuk.

Western blot és immunprecipitacio: A redukaldszer hozzaadasaval vagy anélkul kezelt
fehérjemintakat sajat készitésti poliklonalis a-hsPXDN vagy a-mmPXDN, valamint
monoklondlis a-NC1 kollagén IV, a-V5 vagy a-B-aktin ellenanyagokkal el6hivott
Western blotban vizsgaltuk. A rekombinans PXDN-V5-tartalmi fehérjekomplexeket
anti-V5 agar6z affinitasgéllel izolaltuk a fehérjét stabilan expresszalé HEK293FS
sejtvonalbdl. A HUVEC sejtekben kialakulo, PXDN-t tartalmaz6 fehérjekomplexeket a
tisztitott poliklonalis a-hsPXDN ellenanyaggal precipitaltuk, melyeket ezt kovetéen

protein G agar6z gyongy segitségével kotottink meg.

Tomegspektrometriai analizis: Az immunprecipitacioval izolalt, PXDN-tartalmu
fehérjekomplexek 0Osszetételének meghatarozasahoz a mintdk emésztésével nyert

triptikus peptideket egyiittmiikod6 partnereink LC-MS/MS vizsgalatban elemezték,



majd a kapott adatokat Mascot szerver segitségevel vetették 0Ossze az NCBI

legfrissebben elérhetd nem redundans protein adatbazisaval.

Immunfluoreszcens jel6lések és konfokalis mikroszkopia: A PXDN és PXDNL
konstruktok lokalizécidjat tranziensen transzfektalt Cos7 és PXDN-deficiens MEF
sejtek PFA-val fixalt mintain vizsgéltuk. A permeabilizalé oldattal vagy anélkil kezelt
sejtekben indirekt jeldléssel, a-hsPXDN vagy a-V5 ellenanyaggal torténé inkubalast
kovetéen Alexa Fluor 488 vagy 568 masodlagos antitesttel tettlik lathatova a
rekombinans fehérjéket. Az igy kapott mintakrol ezt kovetden LSM 710 konfokalis

mikroszkdppal, 63x nagyitasu objektiv segitségeével készitettlink felvételeket.

Peroxidazaktivitds mérése: A rekombinans PXDN konstruktok in vitro enzimaktivitasat
tranziensen transzfektalt Cos7 sejtek lizdtumanak Amplex Red peroxiddz mérésben
mutatott értékei alapjan hasonlitottuk 6ssze. A reakcid soran keletkez6 rezorufin
fluoreszcencigjat 590 nm-en, POLARstar OPTIMA 96-lyukd microplate olvasoval
detektaltuk.

TobbszOrdos aminosavszekvencia-illesztés: A human hem-peroxidazok, kiilonb6z6
fajokbol szarmazé PXDN szekvenciék, valamint a huméan PXDN és PXDNL tobbszoros

szekvenciaillesztését a Clustal Omega szoftver segitsegével végeztik el.

Statisztikai analizis: A dolgozatban bemutatott &brak mindegyike legaldbb harom
flggetlen kisérlet egybehangz6 eredményét demonstralja. Az Amplex Red peroxidaz
mérésben kapott adatok értékeléséhez a GraphPad PRISM 5 szoftver segitségével
egyutas ANOVA probat végeztink, majd Sidak-féle post-hoc tesztekkel hasonlitottuk
0ssze az egyes konstruktok enzimaktivitdsat. Az eredményeket p<0,05 esetében

tekintettiik szignifikansnak.



EREDMENYEK

Az endogén emlés PXDN kollagén IV keresztkotési képességének vizsgalatdhoz
human ¢és egér szovetbdl szarmazod primer sejttenyészeteket hasznaltunk fel. A human
umbilikalis véna endotél sejtek (HUVEC) esetében phloroglucinol (PhG) nevi altalanos
peroxidaz-gatloszer alkalmazésaval teszteltik a PXDN enzimaktivitasanak szerepét a
keresztkotési folyamatban. A HUVEC sejtek a kollagén IV al és a2 izoformajat nagy,
az a5 lancot pedig kisebb mennyiségben fejezik ki. Western blot kisérleteink alapjan a
PhG kezelés nem befolyasolta az endogén PXDN fehérjeszintli expresszidjat, azonban
drasztikusan lecsdkkentette a kimutathatd NC1 dimerek mennyiségét a HUVEC sejtek
kollagendzzal emésztett lizatumaban. A farmakologiai megkdzelitéssel kapott
eredményeket lehetdségiink volt genetikai bizonyitékkal is megerdsiteni, amihez
PXDN-deficiens, illetve vad tipusi egérembridkbdl szarmazo6 fibroblasztokat (MEF)
hasznaltunk fel. Amig a vad tipusu sejtek kollagenazzal kezelt mintaiban er6s al és a2
dimer NC1 csikokat detektaltunk, a keresztkotott forma teljesen hianyzott a PXDN-
deficiens lizatumokbdl készilt Western blotokon. Eredményeink arra utalnak, hogy in
vitro kortlmények kozott a PXDN enzimaktivitasa a vizsgalt primer emlds sejtekben is
elengedhetetlen a kollagén IV NC1 doménjeinek kovalens keresztkitésehez.

Az emlés PXDN negyedleges szerkezetét HUVEC sejtekben, illetve V5-tag-gel
ellatott, rekombinans human PXDN-t kifejezo stabil HEK293FS sejtekben vizsgaltuk. A
sejtek nem redukalt lizatumaibol készilt Western blot kisérletekben harom PXDN-
tartalmd sdvot detektaltunk 160, 300 és 500 kDa-os molekulatémeg kornyekeén,
amelyek kozil a legmagasabb adta a legintenzivebb jelet. A lizatumok p-
merkaptoetanollal torténd kezelésének hatasara az emlitett komplexek szétestek és csak
a monomer PXDN molekulatomegének megfeleld, 165 kDa-0s magassagban észleltiink
PXDN-specifikus jelet. A PXDN-tartalmu komplexek dsszetételének meghatarozasahoz
azokat immunprecipitacioval izolaltuk az emlitett sejtek lizatumabol. A stabil
HEK293FS sejtvonalbdl o-V5 antitesttel tisztitott fehérjemintaban a korébban latott
harom molekulatdmegnek, 500, 300 és 160 kDa-nak megfelel6 magassagban mutattunk
ki fehérjekomplexeket a szétvalasztasra hasznalt SDS-poliakrilamid-gél Coomassie-
festését kovetden. A fehérjesavok proteomikai analizise mindharom minta esetében a
PXDN-t azonositotta azok egyediili 6sszetevdjeként. A HUVEC sejtekben detektélt 500



kDa-os PXDN-tartalmu fehérjekomplex tisztitasat kovetéen annak tdmegspektrometriai
vizsgélata is azonos eredményre vezetett. Ezek alapjan azt a kdvetkeztetést vontuk le,
hogy az emlés PXDN a Drosophila fehérjéhez hasonléan redukciéra érzékeny
homotrimert formal, és a vizsgalt komplexek az oligomerizacios folyamat egyes
alloméasainak felelnek meg. Tovabbi kisérleteinkben a homotrimer Osszeépiilésének
mechanizmusat rekombindns PXDN konstruktok segitsegével deritettik fel.

A PXDN oligomerformalasa és endogén peroxidazaktivitdsa kozotti kapcsolat
vizsgalatahoz a vad tipusu PXDN iranyitott mutagenezisével funkciovesztéses mutans
konstruktot kldnoztunk. Ehhez két, a Kkatalitikus aktivitds szempontjabol esszencidlis
cseréltink, igy létehozva a Q823W, D826E fehérjét. A mutans fehérje in vitro
enzimaktivitasat tranziensen transzfektalt Cos7 sejtek lizatumaval veégzett Amplex Red
peroxidaz mérésben értékeltlik. A bevitt mutaciok valéban megszintették a Q823W,
D826E konstrukt peroxidazaktivitasat, ez azonban nem akadalyozta meg a rekombinans
fehérje trimerképzesét tranziensen transzfektalt HEK293FS sejtekben. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy a PXDN endogén peroxidazaktivitdsa nem sziikséges a
trimer negyedleges szerkezet kialakitasahoz.

Kovetkezd 1épésként szerettiik volna azonositani a PXDN azon szakaszait,
amelyek szerepet jatszanak a fehérje homotrimer formajanak 6sszeépuléseben és
stabilizaldsaban. Ehhez els6 megkdzelitésben doménhianyos PXDN konstruktokat
klonoztunk, melyek oligomerizacids képességét tranziensen transzfektalt HEK293FS
sejtekben vizsgaltuk. A redukéloszerrel nem kezelt sejtlizatumok Western blot
vizsgélata azt mutatta, hogy az N-termindlis szekrécids szigndl szekvencia
megtartottsaga esetén sem a VWF C domén, sem a LRR és Ig C2 régiok hianya nem
gatolta meg a PXDN oligomerizaciéjat. Ez arra utal, hogy a homotrimer harom
alegységének 06sszekapcsolodasat a human PXDN 696. és 1412. aminosava k6zé eso
fehérjeszakasz mediélja, amely a peroxidaz domén kezdetétdl az a-helikalis régio
végéig huzddd szegmensnek felel meg.

A PXDN homotrimer redukalészer-érzékenysége arra utalt, hogy a
fehérjekomplex stabilizalasaért diszulfidhidak lehetnek a felelések. A human PXDN és
a tobbi hem-peroxiddz szekvencigjanak 0sszehasonlitdsdval négy olyan ciszteint
azonositottunk a PXDN 736., 1315, 1316. és 1319. pozicioiban, amelyek



feltételezhetden nem vesznek részt a fehérjelancon beluli diszulfidhidak kialakitasaban,
igy alkalmasak lehetnek a homotrimert stabilizalo intermolekularis kotések létesitésére.
Ezek helyspecifikus mutagenezisével cisztein-szerin mutans konstruktokat hoztunk
létre, melyeket HEK293FS sejtekben fejeztiik ki. A sejtek nem redukalt lizatumabdl
készilt Western blotok alapjan az 1316. és 1319. ciszteinek kilon és egyiittes mutacidja
sem befolyasolta a rekombinans PXDN trimerizaciojat. Ezzel szemben C736S és a
C1315S konstruktok esetében az 500 kDa kornyéki komplex eltiint, és a monomer
mellett a dimer formanak megfelelé magassagban kaptunk erds jeleket, a két cisztein
egylttes hidnya pedig az oligomerképzés teljes elmaradasdhoz vezetett. Ezek a
Kisérletek arra utaltak, hogy PXDN homotrimer szerkezetét megerdsitd diszulfidhidak a
736. és az 1315. cisztein kozott alakulnak ki. Az utobbi két ciszteint az allatvilag eltérd
fejlettségi szintjein all6 fajok (Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans,
Xenopus tropicalis, Mus musculus) PXDN szekvencidiban is konzervalt pozicioban
talaltuk. Ez azt valoszintsiti, hogy a PXDN trimerformaldsa a vizsgalt fajok kozott
megdrzott mechanizmussal, a human szekvencia 736. és 1315. ciszteinjeinek megfeleld
reziduumokon keresztil valdsulhat meg.

A PXDN ismert funkcidinak szerkezeti feltételeit az eddig bemutatott
rekombinans konstruktokkal végzett struktdra-funkcié vizsgalatokban igyekeztiink
feltarni. A PXDN szekrécidjahoz szikséges fehérjerégiok felderitése céljabdl
modositott szekvencidju PXDN konstruktok tranziens transzfekcigjat kovetéen Cos7
sejtek médiumban vizsgaltuk a rekombinans fehérjék megjelenését. Ezek minden egyéb
szerkezeti jellemzdjiiktdl fiiggetleniil detektalhatoak voltak a sejtek feliiliszojaban, ha
N-terminalis végiikon megoériztiik az eredeti PXDN szekvencia elsé 26 aminosavabol
allo peptidszakaszt. Ezek alapjan az N-terminalis szignal szekvencia jelenléte szlikséges
és egyben elégséges feltétele a PXDN hatékony szekrécidjanak.

A PXDN in vitro peroxidazaktivitdsanak szerkezetfliggéset Amplex Red
peroxiddz meéréssel hataroztuk meg a rekombinans konstruktokkal tranziensen
transzfektalt Cos7 sejtek lizatumabol. A vad tipusi PXDN a funkcidvesztéses
muténshoz és a negativ kontrollhoz képest jelentds enzimaktivitast mutatott, amit sem
az oligomerizaciot meggétlo, 736. és 1315. ciszteineket érinté mutaciok, sem a VWF C
domén hidnya nem befolyésolt. Ezzel szemben a LRR és Ig C2 doméneket nem

tartalmazé6 PXDN konstrukt nem rendelkezett mérheté peroxidazaktivitassal. Ennek
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hatterében feltételezéseink szerint a drasztikus N-termindlis trunkalassal létrehozott
fehérje hibéas foldingja allhat.

Ezt kdvetden a PXDN és egyetlen ismert fizioldgias szubsztratja, a kollagén 1V
kozotti interakcid szerkezeti feltételeit tanulmanyoztuk. Ehhez hasznos eszkdznek
bizonyultak a PXDN-deficiens MEF sejtek, amelyeket funkciémentd (,rescue”)
kisérletekhez hasznaltunk fel. Ezek soran vad tipusu és mutdns PXDN konstruktokat
juttattunk vissza a sejtekbe, majd azt vizsgaltuk, hogy azok milyen mértékben képesek a
hianyzo kollagén IV keresztkotési mitkodés helyreéllitdsara. A kollagendzzal emésztett
sejttenyészetek Western blot vizsgalata azt igazolta, hogy a vad tipusu és a VWF C
domen nélkili konstruktok hatékonyan katalizaltdk az NC1 domének 6sszekapcsolasat,
a peroxidazaktivitas-hianyos PXDN mutans azonban nem volt képes az NC1 dimerek
kozotti kovalens kotes létrehozdsara. A monomer C736S, C1315S konstrukt ugyan
megtartotta NC1 keresztkotd képességét, de a vad tipusu fehérjéhez képest jelentosen
kisebb mennyiségii NC1 dimer Kialakulasat katalizalta.

A vad tipusu és a monomer PXDN mutans kollagén IV keresztkotési
vizsgalatban tapasztalt eltérd hatékonysaganak okat a konstruktok szubcellularis
lokalizaciojanak vizsgalataval kivantuk felderiteni. A tranziensen transzfektalt Cos7
sejtek permeabilizalt mintadiban minden vizsgalt PXDN forma esetében er6s
endoplazmas retikulum festédést figyeltink meg, emellett azonban a vad tipusy,
peroxidazaktivitas nélkuli és a VWF C doméndelécios fehérjék a plazmamembran
mellett elszért, granularis jellegli strukturakban is intenziven jel6lddtek. Az intra- €s
extracellularis szignélok elkulonitése érdekében az immunfestést nem permeabilizalt
mintdkon is megismételtik. Az endoplazmés retikulumhoz asszocialt szignaloktol
eltéréen a sejtmembran lefutdsa mentén elhelyezkedd, pontszeri képletekhez kothetd
festédés nem permeabilizalt mintdkban is megmaradt, ami alatdmasztotta azok sejten
kivuli elhelyezkedését A monomer PXDN konstruktot expresszaldo Cos7 sejtek nem
permeabilizalt mintaiban nem tudtunk PXDN-specifikus jelet detektalni. A vad tipusu
és monomer PXDN konstrukt eltér6 lokalizacidjat mas rendszerben is meg kivantuk
erdsiteni, ezért azokat PXDN-hianyos MEF sejtekben is kifejeztiik, amelyekben a Cos7
sejtek esetében latottnak megfelel6 festddési mintazatot tapasztaltunk.

Eredményeink alapjan egy 0sszefoglal6 modellt alkottunk meg a PXDN

oligomerizéciés mechanizmuséval ¢és kollagén IV  keresztk6té mikodésével
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kapcsolatban. Eszerint a PXDN az endoplazmas retikulum lumenében human
szekvencia 736. és 1315. pozicidjat elfoglald cisztein reziduumain keresztil
diszulfidhidakkal stabilizalt homotrimer format alakit ki, majd az extracellularis térbe
torténd  szekrécidjat kovetden sejtfelszini  adherens struktirdkba rendezddik.
Feltételezéslink szerint ezek a korabban nem ismert képletek jelenthetik a kollagén 1V
keresztkotes fiziologias helyét, ami magyarazataul szolgélhat a sejtfelszini adhéziot nem
mutatdé monomer PXDN forma vad tipusu fehérjéhez képest mutatott alacsonyabb
keresztkotési hatéekonysagara.

Dolgozatom utolsd részében a PXDN homoldgjanak, a PXDNL fehérjének
szekvenciaelemzése és a rekombindns forma lokaliz&ciéjanak vizsgalata sordn nyert
eredményeinket ismertetem. Kollégam, Dr. Péterfi Zalan doktori értekezésében
bemutatta, hogy a PXDNL nem redukald koérilmények kozdtt a PXDN-hez hasonlo,
magas molekulatomegli komplexek kialakitdsdban vesz részt, ami a PXDNL esetleges
oligomerizécidjara utalhat. A két fehérje kdzotti szekvenciaillesztéssel igazoltuk, hogy a
PXDN esetében a trimerizacio szempontjabol esszencialisnak bizonyult 736. és 1315.
ciszteinek megfeleléi a PXDNL 722. és 1298. pozicidiban is megdrzottek, és a
kornyez6 aminosavrégiok is nagymértékben konzervaltak a két homoldgban. Ez felveti
annak a lehetdségét, hogy a PXDNL a PXDN-hez hasonl6 mddon, az emlitett ciszteinek
kozotti diszulfidhidak segitségével alakithat ki homotrimert szerkezetet.

Az PXDNL a PXDN-nel szemben ugyan nem rendelkezik enzimaktivitassal, de
a matrixfehérjékre jellemz6 doménjei az ECM-ben adheziv funkciok ellatasara teszik
alkalmassa a fehérjét. A fehérje sejtfelszini adhézidjat a rekombinans PXDNL-V5-6t
kifejez6 Cos7 sejtek immunfestésével vizsgaltuk. A sejten kiviili és beliili jelolodések
elkiilonitése érdekében az antitestek adasat megeldzden detergens oldattal kezelt és
anélkul processzalt mintékat hasonlitottunk 6ssze. A rekombinans konstruktot kifejez6
sejtek permeabilizalt mintaiban kettds, az endoplazmas retikulum mellett a sejtmembran
mentén pontszeriien megjelend PXDNL festddést észleltiink, amelyek kozil

permeabilizalas hidnyaban csak az utobbit tudtuk detektalni.
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KOVETKEZTETESEK

1. Az endogén PXDN enzimaktivitdsa primer emlds sejtekben is esszencialis a bazalis
membranokat alkoté kollagén 1V protomerek NC1 doménjeinek kovalens
0sszekapcsolasahoz.

2. A PXDN sajat peroxidazaktivitdsatol fuggetlen mechanizmussal dominans
megjelenési  formajat jelentdé homotrimerbe rendezddik. Ennek szerkezetét
intermolekuléris diszulfidhidak stabilizaljak, melyek a peroxidaz doménben és annak
kdzvetlen szomszédsagaban talalhatd, a huméan szekvenciaban 736. és 1315. poziciot
elfoglalo, evoltciosan erdsen konzervalt cisztein reziduumok kozott jonnek Iétre.

3. A PXDN szekréciojanak az azt iranyitd szigndl szekvencia, in vitro
peroxiddzaktivitasanak pedig a hemet kotd katalitikus domén intakt harmadlagos
szerkezetének megtartottsaga a szikséges és egyben elégséges szerkezeti
kdvetelmenye. A von Willebrand faktor C-tipusu domén az eddig megismert PXDN-
hez kotheté miikodések egyikében sem bir funkcionalis jelentdséggel. A homotrimer
forma kialakulasa a PXDN endoplazmas retikulum lokalizaciojanak nem, a feheérje
sejtfelszini megjelenésének és az optimalis hatékonysagu kollagén IV keresztkotési
lépésnek azonban egyarant eldfeltétele. Ezek alapjan a kollagén IV NC1 domének és
a PXDN kozott lejatsz6do enzimreakcio fiziologids helyét a sejtmembrénhoz
asszocialt PXDN-tartalmu “hot spot”-ok jelenthetik, melyek emellett a PXDN
katalitikus aktivitasatdl fuggetlen, adheziv szerepet is betdlthetnek.

4. A két fehérje homologidja és a résztvevd ciszteinek konzervaltsdga alapjan
valészintsithetd, hogy a PXDNL a PXDN-nel azonos moédon alkot homotrimer
szerkezetet. A rekombinans PXDNL heterolog expresszids rendszerben a PXDN-hez
hasonldéan kettds lokalizaciot mutat és az endoplazmds retikulumbdl az
extracellularis térbe szekretalddva kapcsolodik a sejtmembran kiilsé oldalahoz, ahol

peroxiddzaktivitas hidnyaban ezidaig ismeretlen, vélhetden adheziv funkciot 14t el.
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