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5 IRODALMI ATTEKINTES

5.1 Bevezetés
A kimotripszin C (CTRC) a hasnyalmirigyben termel6d6 szerin-proteaz, amely a

taplalékkal bevitt fehérjéket a vékonybélben emészti (1). Azonban a CTRC az emésztd
funkciojan tal fontos szerepet tolt be a kationos tripszin aktivacidjanak, illetve
eredetli szerin-proteaz, amely Kkulcsfontossagu szerepet jatszik a hasnyalmirigyben
termelddé emésztdenzimek aktivaciojaban. A hasnyalmirigy Onemésztédésének
elkeriilése végett az emésztéenzimek inaktiv zimogén formaban termelddnek az
acinussejtekben és csak a vékonybélben valnak aktivva. Az aktivacios kaszkad els6
Iépéseként az inaktiv tripszinogént a bélhamsejtek altal termelt enteropeptidaz a
propeptid lehasitasaval aktiv tripszinné alakitja (4,5). Az igy keletkez6 aktiv tripszin az
autoaktivacio révén szintén képes a tripszinogén felaktivalasara, ami egy ongerjeszto
kort indit be és felgyorsitja az aktivacios folyamatokat. Szamos hasnyalmirigy eredetli
enzim, igy a CTRC aktivalédasaért is a tripszin felelés (6). Laboratoériumunk
megfigyelései szerint a CTRC fokozza a tripszin autoaktivacidjanak sebességét. Mindez
azaltal valdsul meg, hogy a CTRC lehasit a tripszinogén aktivacios peptidjérdl egy
harom aminosavnyi szakaszt. Az ily modon 1étrejott propeptidet a tripszin
hatékonyabban képes hasitani, igy az autoaktivacid mértéke haromszorosara fokozodik
Ennek soran a CTRC a tripszinogén/tripszin Ca?* koté hurkéban talalhaté Leu81-Glug2
peptidkotést hasitja, ami a tripszin Argl22-nél bekovetkez6 autolitikus hasitasaval
egylitt az enzim degradaciojahoz ¢és teljes inaktivaciojahoz vezet (3). A
tripszinaktivacioja illetve degradacidja Ca®*-koncentrécio és pH-fliggd folyamat.

A CTRC tripszindegradalo szerepe ugyanakkor nemcsak a vékonybélben,
hanem a hasnyalmirigyen belill is fontos szerepet jatszhat. Patologias esetekben ugyanis
a tripszinogén az autoaktivacid soran mar a hasnyalmirigyen beliil is felaktivalodhat,
ami az Onemésztddési folyamat beinduldsdhoz ¢és hasnyalmirigy-gyulladashoz
(pankreatitisz) vezethet (5,7,8). A CTRC tripszindegradalé funkcidja védelmet
biztosithat a talzott tripszinaktivacié €s igy a pankreatitisz kialakulasa ellen. Ezt az

elméletet tdmasztja ald, hogy kronikus pankreatitiszben szenvedd betegek CTRC-t
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kodold génjében tobb olyan mutaciot azonositottak, amelyek dsszefiiggésbe hozhatok a
betegség kialakulasaval. Az eredmények szerint a CTRC mutacidi 4-5-szordsére
fokozzak a kronikus pankreatitisz kialakulasanak esélyét. Ezek a mutaciok a legtobb
esetben a CTRC hibas feltekeredéséhez és a fehérje szekrécios defektusahoz vezetnek,
ezaltal csokkentik a CTRC tripszindegradalo funkciojat (9). Ugyanakkor a hibasan
feltekeredett CTRC endoplazmatikus retikulum stresszt és ennek kovetkeztében az
acinussejtek apoptotikus halalat is kivalthatja, ami a hasnyalmirigy funkcidovesztését
vonhatja maga utan (10).

A CTRC elsddleges aminosavszekvencidjaban harom potencialis N-glikozilacios
hely talalhat6. Az N-glikozilacid a szekrécids illetve membranfehérjékre jellemzo
poszttranszlacios modosulas, amelynek soran a glikozilcsoport a fehérjék aszparagin
aminosavoldallancahoz ko6tédik. Az N-glikanok szamos funkciot betdlthetnek, tobbek

Miutan fény deriilt a CTRC tripszin aktivaciot szabalyozo szerepére, felmeriilt
annak lehetdsége, hogy a CTRC esetleg mas hasnyalmirigy eredetii enzimek
nek a prokarboxipeptidaz aktivacidjaban jatszott szerepét tanulmanyoztam. Munkam
masodik részében a CTRC feltekeredésének mechanizmusat vizsgaltam ¢és arra
kerestem a valaszt, hogy a CTRC keresztilmegy-e N-glikozilacion és ez a

poszttranszlacids modosulas szerepet jatszik-e a CTRC megfeleld feltekeredésében és

crer

5.2 Hasnyalmirigy eredetii proteazok

A hasnyalmirigy 4allomanyanak jelentdsebb részét az exokrin funkcioval
rendelkez6 acinussejtek teszik ki, amelyek emésztéenzimeket termelnek és juttatnak a
vékonybélbe. A hasnyalmirigy altal termelt enzimek 80%-at proteazok teszik ki (6). A
protedzok kivétel nélkiil inaktiv proenzim form4jaban termelddnek €s zimogén
granulumokban tarolédnak az acinussejtekben (5). A zimogén granulumok tartalma
exocitozissal eldszor a hasnyalmirigy-vezetékbe, majd a vékonybélbe jut, ahol az addig
inaktiv enzimek aktivalédnak. A protedzokat az altaluk katalizalt hasitds biokémiai
mechanizmusa szerint csoportositjuk. A hasnyalmirigy eredetli enzimek két f6

csoportba sorolhatok: szerin- (tripszin, kimotripszin, elasztaz) illetve metallo-

10
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(karboxipeptiddz)  protedzok. Mindegyikik —mds-méas  szubsztratspecificitassal
rendelkezik, ami lehet6vé teszi a taplalékkal bevitt legkiilonfélébb osszetételt fehérjék

lebontasat.

5.2.1 Szerin-proteazok
A szerin-proteazok kozos jellemzdje, hogy az aktiv helyen egy reaktiv szerin

talalhato, amely két masik aminosavval, egy hisztidinnel és egy aszparaginsavval egylitt
alkotja az enzim reakcioért felel6s Katalitikus triddot (11). A hasnyalmirigy eredetli
szerin-proteazok csoportjaba tartozo tripszin, kimotripszin és elasztaz nagyfoku
strukturalis hasonlosagot mutatnak. Ennek ellenére azonban eltéré szubsztratkotd
zsebbel rendelkeznek, amely kiilonb6z6 szubsztratspecificitast eredményez. A szerin-
proteazok inaktiv proenzimként termelédnek és az aktivaciojukhoz a propeptid tripszin
altali hasitasa sziikséges. A propeptid lehasadasanak kovetkeztében az enzim
konformaciovaltozason megy keresztiil, ami lehetévé teszi az enzimaktivaciot és a

szubsztrat megkotését (12).

5.2.1.1 Tripszin

A hasnyalmirigy altal termelt emésztdenzimek nagy részét, kozel 19%-at a
tripszinek teszik ki (6). A tripszinek endopeptidazok, amelyek a fehérjelancokat bazikus
oldallancu aminosavak, elsésorban a lizin illetve arginin utan hasitjak. Az emberi
szervezetben harom tripszinizoforma fordul el6, a kationos, az anionos illetve a
mezotripszin. Neviiket az izoelektromos fokuszalas soran mutatott viselkedésiik alapjan
kaptak. A katodhoz legkdzelebb vandorld forma a kationos tripszin, az andd kdzelében
talalhat6 az anionos tripszin, mig a kozépsé a mezotripszin. Legnagyobb mennyiségben
a kationos tripszin termelddik, amely a vékonybélbe {liritett 6SSz-tripszin mennyiség
kétharmadat teszi ki. A tovabbi egy harmadot az anionos tripszin és 2-10% -ot a
mezotripszin adja. Mindharom tripszinogént kodold gén a 7-es kromoszoma hossza
karjan taladlhaté ¢és szekvencidjuk nagyfoki hasonlésdgot mutat. Az elsddleges
transzlaciés termékilk a pre-tripszinogén, amely egy 15 aminosav hosszusagu
szignalpeptidbdl, egy 8 aminosavnyi propeptidb6l és 174 aminosavnyi enzimbdl all. A
szignalpeptid a fehérjemolekulanak az endoplazmatikus retikulum lumenébe vald
atjutasakor lehasad. Az igy 1étrejovd proenzim zimogén granulumokba csomagolodik,

majd a vékonybélbe szekretalodik (5).

11
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5.2.1.1.1 A tripszinaktivacié szabalyozasa
A tripszinogént fizioldgias korilmények kozott a bélhdmsejtek altal termelt

enteropeptidaz aktivalja a vékonybélben. Az aktivacid sordn az enteropeptiddz a
propeptidet a Lys23-11e24 peptidkotésnél hasitja (4). Azonban a tripszinogént maga a
tripszin is képes aktivalni, amely szintén a Lys23 aminosav utan hasit. Ezt a folyamatot
autoaktivacionak nevezziik, amelynek a fizioldgids szerepe valoszintileg a proenzim
aktivaciojanak elésegitése (1. abra). Ugyanakkor az autoaktivacio révén a tripszinogén
mar a hasnyalmirigyen beliil is felaktivalédhat, ami 6nemésztédéshez és hasnyalmirigy-
gyulladashoz vezethet, igy komoly veszélyforrast jelenthet a szervezetre. Ennek
elkeriilése érdekében a tripszinaktivacio mechanizmusa t6bb szinten is szabalyozott (5).

A hasnyalmirigyben esetlegesen megjelend tripszinaktivitast az acinussejtek
altal termelt Kazal-1 tipust szerin-proteaz inhibitor (SPINK1) tripszininhibitor
semlegesiti (5,13). Az inhibitor a proenzimeket tartalmaz6 zimogén granulumokba keriil
és azokkal egyiitt szekretalodik. gy a SPINK1 mar az acinussejtekben, illetve a
hasnyalmirigy vezetékben is hatékony védelmet nyjt a korai tripszinaktivalodas ellen.
A SPINKI a tripszin aktiv centrumahoz kotddik, ezaltal gatolja a szubsztrat megkotését.
A kationos illetve az anionos tripszinnel ellentétben azonban a mezotripszin rezisztens a
SPINK1 gatlo hatasaval szemben (14,15). A mezotripszin ugyan képes a SPINK1
megkotésére, a kotddést kovetden azonban gyorsan és irreverzibilisen degradéalja az
inhibitort. Ennek a funkcionak valodszintileg a tripszin inhibitort nagy mennyiségben
tartalmazo taplalék emésztésének eldsegitésében van szerepe.

A human kationos tripszinogén esetében az autoaktivaciot a tripszin valamint a
tripszinogén kozott fellépd taszitd elektrosztatikus kolcsonhatasok is gatoljak (16). Ez a
gatld kolcsonhatds a tripszinogén propeptidjében elhelyezkedd negativ toltési
tetraaszpartdtmotivum (Asp19-22) illetve az aktiv tripszin szintén negativ toltésii
Asp218-as aminosava kozott 1ép fel. Mindez tehat gyengiti a tripszinogén tripszin altali
megkoOtését és gy lassitja az autoaktivacid folyamatat. Ugyanakkor a
tetraaszpartatszekvencia az enteropeptidaz altali aktivaciora nincsen hatéssal. Erdekes
médon a tetraaszpartdtmotivum minden gerinces tripszinogén propeptidjében
megtalalhato, azonban az Asp218 megléte és ezaltal az autoaktivacid gatlasa kizarolag a
human kationos tripszinogénre jellemzé (16,17). Az autoaktivacio sebessége pH-fliggo,

mivel a negativ toltésli aszparaginsav-oldallancok protonalodasa a gatld elektroszatikus
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kolcsonhatasok megsziinéséhez vezet. Ennek megfeleléen tehat a human kationos
tripszinogén savas kozegben gyorsabban autoaktivalodik és az elektrosztatikus
kolcsonhatds csak pHS folott valik jelentéssé. Mindennek az lehet a fizioldgias
funkcidja, hogy a zimogén granulumok 6 koriili pH értéke megakadalyozza a
tripszinogén acinussejten beliili aktivaciojat, mig a vékonybélben a bearamlo
gyomorsav atmenetileg csokkenti a pH-t, ami valoszinilileg gyorsitja a tripszinogén
teljes felaktivalodasat. A Ca®* ionok koncentracioja szintén befolyasold hatassal bir a
tripszinogén autoaktivaciojara. A tetraaszpartditmotivum negativ toltésébdl adddoan
képes a Ca’* megkotésére, ami eldsegiti az autoaktivacios folyamatokat.

A tripszin a tripszinogént illetve az aktiv tripszint az Argl22-Vall23
peptidkdtésnél is hasitja (1. dbra). Ez a peptidkotés a fehérjemolekula két globularis
doménjét 6sszekoté hurokban helyezkedik el (6). A hasitas kovetkeztében azonban a
fehérje nem degradalodik, mivel a két polipeptidlanc diszulfidhidakon keresztiil kdtve
marad. Raadasul a hasitast kovetéen az Argl22-Vall23 peptidkotés képes ujra
szinetizalodni (18). Ez valoszinlileg annak koszonhet6, hogy a hurkot 0Osszekotd
hidrogénhidak olyan kozelségben tartjak az elhasitott peptidkotést, hogy lehetdvé teszik
egy dinamikus egyensuly kialakuldsat az intakt egylanct illetve a hasitott kétlancu
forma kozott. Mindennek kovetkeztében a tripszin nem veszit az aktivitasabol. Az
Argl22-Val123 peptidkdtés tripszin altali hasitisara a Ca’* koncentracié szintén
befolyéassal van. Ebben az esetben azonban a névekvd Ca®" ion koncentracio lassitja a
hasitas sebességét. A tripszin Ca?* kotd hurka kozel helyezkedik el az Argl122-Val123
peptidkotéshez és a ca® megkotése valdsziniileg stabilizalja a kornyezd

fehérjeszerkezetet és ezaltal lassitja a tripszin altali hasadast.

kimotripszin C tripszin

Ser247
RPOVVORVIOVIBIOBVO0ADVONS

l.abra. A human kationos tripszinogén tripszin illetve kimotripszin altali hasitasi
helyei. Az abran a kationos tripszinogén elsddleges szerkezetének sematikus rajza
lathato. A fekete vonalak a diszulfidhidakat jelzik.
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5.2.1.2 Kimotripszin

A kimotripszin a tripszin utdn a masodik legnagyobb mennyiségben termel6do
pankreatikus proteaz, amely a hasnyal Osszfehérje tartalmanak 9%-at teszi ki (6). A
kimotripszinek endopeptidazok, amelyek a fehérjelancokat az aromas illetve alifas
aminosav-oldallancok utan hasitjak. A tobbi Szerin-proteaztol eltéréen az aktivalodasuk
soran a propeptid a tripszin altali hasitas utan egy diszulfidhidon keresztiil kdtve marad
az enzimhez. Az ily médon kétve maradt propeptid stabilizalja az aktiv enzimet. A
human hasnyalmirigy harom f6 kimotripszin-izoformat termel: kimotripszin B1, B2 és
C (19,20). Ezen kiviil a kimotripszin-szerii enzim-1 (CTRL-1) jelenlétét is kimutattak.
A  CTRL-1 struktardja nagyon hasonld6 a CTRB fehérjékhez, azonban a
szubsztratspecificitasuk mind a kimotripszinekkel, mind az elasztazokkal atfedést mutat
(21).

5.2.1.2.1 Kimotripszin C (CTRC)
A CTRC-t eldszor sertés hasnyalmirigybdl izolaltdk és megfigyelték, hogy ez az

enzim kimotripszinekre jellemz6 szubsztrat-specificitassal rendelkezik, azonban
nagyobb affinitassal bontja a leucil illetve glutaminil peptidkotéseket (1,22,23). Ezzel
szemben a CTRC szekvenciaja nagyobb homologiat mutat az elasztazokkal, mint a
tobbi kimotripszin izoformaval. Raadasul a human CTRC-t kodolé gén az 1-es
kromoszoman talalhato az elasztaz 2A ¢és a 2B gének kozelségében (20,24). A human
CTRC gén elsédleges transzlacios terméke a pre-Kimotripszinogén, amely az enzimen
kiviil egy 16 aminosavnyi szignalpeptidbdl illetve egy 13 aminosavnyi propeptidbdl all.
A proenzim aktivalodasa soran a tripszin a propeptidet az Arg29-Val30 peptidkotésnél
hasitja. A CTRC a taplalékkal bevitt fehérjék emésztésén tulmenden fontos szerepet tolt

be a tripszinaktivacio szabalyozasaban.

5.2.1.2.1.1 A kimotripszin C-nek a humdn kationos tripszinogén autoaktivdaciojara
gyakorolt hatasa

Annak elsd bizonyitéka, hogy a CTRC nem csupan emésztd funkcidval, hanem
fontos szabalyozo szereppel is rendelkezik, laboratoriumunk azon megfigyelésén
alapszik, hogy a CTRC stimulalja a human kationos tripszinogén autoaktivaciojat (2).
Ez azaltal valésul meg, hogy a CTRC a tripszinogén propeptidjét a Phel8-Aspl9
peptidkotésnél bontja, ami egy harom aminosavnyi szakasz lehasadasat eredményezi (1.

abra). Az ily modon létrejott propeptidet a tripszin hatékonyabban képes hasitani, igy az
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autoaktivacio mértéke haromszorosara fokozodik. Ez a hatés teljes mértékben a CTRC-
re specifikus, mivel a tobbi kimotripszin (CTRB1, CTRB2, CTRL-1) illetve elasztaz
(ELA2A, ELA3A, ELA3B) nem képes a tripszinogén propeptidjének hasitasara. A
tripeptid lehasadasa valdsziniileg konformdaciovaltozast idéz eld a tripszinogén
propeptidjében, ami gyengiti a tetraaszpartat motivum &S az Asp218 kozotti
elektrosztatikus gatlast, ezaltal a tripszin konnyebben koti a tripszinogént. Mivel az
Asp218 jelenléte ¢és ezaltal az elektrosztatikus gatlds jelensége kizardlag a human
kationos tripszinogénre jellemzd, ezért a CTRC a tobbi tripszinogén autoaktivalodasara

nincsen hatassal.

5.2.1.2.1.2 A kimotripszin C hatdsa a humdn kationos tripszinogén [ tripszin

crer

crer

Ahogy az el6z0 fejezetben emlitettem a tripszin Argl22-Vall23 peptidkotésének
tripszin altali hasitdsa utan keletkezd két polipeptidlanc diszulfidhidakon keresztiil
kotve marad, igy az enzim nem degradalodik és a hasitatlan enzimhez hasonlo
aktivitassal rendelkezik. A CTRC a tripszinogént illetve a tripszint a Leu81-Glu82
peptidkotésnél is hasitja (1. abra) (3). Ez a hasitas 6nmagaban szintén nem jar a tripszin
degradaciojaval illetve inaktivalodasaval. Azonban mivel a Glu82 és az Argl22 kozotti
szakaszt nem rogzitik diszulfidhidak, a CTRC Leu81 illetve a tripszin Argl22 utan valo
egylittes hasitdsa mar a peptidszakasz elvesztését és a tripszin inaktivaciojat okozza. A
Leu81-Glu82 peptidkotés hasitasa szintén CTRC-re specifikus, mivel a CTRB1,
CTRB2, illetve a ELA2A, ELA3A, ELA3B nem volt hatassal a tripszin degradaciojara.
A Leu81-Glu82 peptidkotés a Ca?* koté hurokban talalhatd. A Ca®* kétddése stabilizalja
a hurkot, ezaltal lassitia a CTRC A4ltali hasitast. Igy a Ca2+-k0ncentréci(')ja jelentds
mértékben befolyasolja a hasitas sebességét. Mindez élettani jelentdséggel birhat, mivel
a vékonybél kezdeti szakaszan a viszonylag magas (>1 mM) Ca’*-koncentracio a
vékonybél alsobb szakaszaiban mar a millimolaris szint ala csokken. A ca’*-
gradiens okozza, mivel az alsobb szakaszokban a lagosabb pH a Ca®* ionok
kicsapodasaval jar. Az eddigiek alapjan tehat a vékonybél kezdeti szakaszan az alacsony
pH, illetve a magas Ca?*-koncentracio a tripszinogén autoaktivaciojanak kedvez, mig a

degradacios folyamatokat blokkolja. A késobbi bélszakaszokon azonban a csokkent
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c ey

adattal egybevag, miszerint a tripszin a vékonybélen vald keresztiil haladdsa soran
inaktivalodik és a végbélben az eredeti tripszinaktivitasnak csupan a 20%-a mutathatd
ki,

Mindemellett a CTRC tripszint illetve tripszinogént degradald szerepe védo
hatéassal lehet a hasnyalmirigyen beliil megjelend tripszinaktivitassal szemben, mivel a

zimogén granulumok alacsony Ca2+-koncentréciéja (~40 uM) a

crer

5.2.1.3 Elasztaz

Az elasztazok endopeptiddzok, amelyek a fehérjéket az apolaris oldallanca
aminosavak karboxilcsoportjai altal alkotott peptidkotéseknél, foként az alanin, glicin és
szerin utan hasitjak (6). Neviiket onnan kaptak, hogy képesek az elasztin emésztésére,
amely egy oldhatatlan extracellularis fehérje és sok hibroféb oldallanctt aminosavat
tartalmaz. Az aktivacidjukhoz szintén a propeptid tripszin altali hasitasa sziikséges. A
human hasnyalmirigyben az ELA2A, 2B illetve az ELA3A, 3B termelddik. Ezek koziil
azonban az ELA2B inaktiv formaban van jelen és nem mutat proteolitikus aktivitast

(25). Tovabba az ELA1 gén nem expresszalodik a human hasnyalmirigyben.

5.2.2 Metalloproteazok
A hasnyalmirigy eredetii enzimek masik nagyobb csoportja, a karboxipeptidazok

a metalloproteazok kozé tartoznak. Jellemz6jiik, hogy az enzim aktiv helyén egy Zn?* -
ion talalhato, amely aktivan részt vesz a katalitikus mechanizmusban. A human
hasnyalmirigyben harom karboxipeptidaz-izoforma talalhat: a CPA1, CPA2 illetve a
CPB1 (26-28). A karboxipeptidazok exopeptidazok, amelyek a fehérjék C-terminalis
végét hasitjak (29,30). Az A-tipustt karboxipeptidazok az aromas illetve alifas
aminosavak, mig a B-tipusu karboxipeptidazok az arginin, illetve a lizin el6tt hasitanak.
Ennek megfelelden tehat a CPA1 illetve CPA2 a kimotripszin, mig a CPBI a tripszin
altal hasitott fehérjetermékeket emészti.

Néhany emldsfaj esetében megfigyelték, hogy az A-tipust prokarboxipeptidazok
egyéb protedzokkal asszocidlodva szekretdlodnak. A komplexképzddés foként a
kérédzokre jellemz6 (31). A szarvasmarha esetében a CPA a CTRC-vel, illetve az

elasztaz aktivitast mutatd proproteinaz E-vel (a human Ela3B ortologja) asszocialodik
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(32). A human CPAL1 esetén szintén megfigyeltek dimer képzddést az Ela2A-val illetve
az Ela3B-vel (33,34). Azonban a komplex képzddés funkcidja jelenleg nem ismert.

5.2.2.1 A karboxipeptidazok aktivacioja

A karboxipeptiddzok a tobbi hasnydlmirigy eredetli protedzhoz hasonléan
inaktiv proenzim formajaban szekretalodnak. A karboxipeptidazok egy 94-96 aminosav
hosszusagli N-terminalis propeptiddel rendelkeznek, amely az enzim inhibitoraként
miikodik (29,30). Igy tehat az enzim aktivalodasahoz az inhibitoros propeptid
lehasadasa sziikséges, ami a szerin-proteazoktol eltéréen nem jar tovabbi
konformacidvaltozassal. Mindemellett a propeptid chaperon funkciéval is rendelkezik,
mivel elbsegiti az enzim megfelelé feltekeredését. A propeptid egy inhibitoros
globularis doménbdl all, amelyet egy a-hélix szegmens kovalensen kapcsol az
enzimhez. Szarvasmarha, sertés, patkany illetve human karboxipeptidazon végzett
vizsgalatok egyoOntetien azt mutatjak, hogy a prokarboxipeptidaz aktivacidjanak elsd
Iépése az a-hélix C-terminalisanak tripszin 4ltali hasitdsa. Ennek eredményeként az o-
hélix destabilizalodik és az inhibitoros globularis domén disszocialodik az enzimrdl,
amely ezaltal felszabadul a gatlas aldl és aktivalodik (29,30,35-43). A proCPAZ2 illetve a
proCPB esetén a tripszin altali aktivacié egyfazisos gorbét adott, ami arra enged
¢s az enzim teljes felaktivalasahoz. Ezzel szemben a proCPAL triptikus aktivacioja
kétfazisos kinetikat mutat, ami arra utal, hogy az enzim felaktivalasdhoz a propeptid
tobb helyen vald hasitasa sziikséges. Ugyanakkor a tripszinen kiviil a kimotripszin
illetve az elasztaz prokarboxipeptidaz-aktivalo hatasat is megfigyelték, azonban ezek a
tanulmanyok nem tisztaztak az aktivacié pontos mechanizmusat és a hasitasi helyeket

(36,37,42,44).
5.3 A hasnyalmirigy-gyulladas

A hasnyalmirigy-gyulladas (pankreatitisz) akut ¢és kronikus formaban
jelentkezhet. Az akut forma hirtelen fellépd gyulladas, amelyet tobbnyire epekd vagy
tulzott alkoholfogyasztas idéz elé (45). A gyulladas tobbszori ismétlddése kronikus
pankreatitisz kialakuldsdhoz vezethet, amelynek soran a gyulladasos allapot akar

folyamatossa is valhat. A tobbszor visszatérd gyulladas kovetkeztében a hasnyalmirigy
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nem tud megfeleléen regeneralodni, ami visszafordithatatlan morfologiai valtozasokat,
hasi fajdalmat, illetve az exokrin és endokrin funkciok tartés karosodasat okozza (46-
48). Legtobbszor a kronikus pankreatitisz hatterében is a talzott alkoholfogyasztas
esetleg a dohanyzas all (49-51). Az esetek 15-30%-aban azonban semmilyen kiilsé
kivaltd okot nem tudnak megallapitani, ilyenkor elsédleges vagy idiopatias
pankreatitiszrél beszéliink. Ezeknek az eseteknek egy részében a megbetegedés a
csaladokban halmozottan fordul eld, igy familiaris vagy Orokletes pankreatitiszt
diagnosztizalnak (52-54). Néhany csaladban a pankreatitisz autoszomalis dominans
oroklésmenetet mutat.

A pankreatitisz kialakulasanak hatterében feltehetdleg az acinussejtek altal
termelt emésztdenzimek hasnydlmirigyen beliili aktivaloddsa 4ll. Mindez a
hasnyalmirigy 6nemésztddéséhez, szoveti karosodashoz vezet, ami gyulladasos reakciot
indukal. Ennek Iétrejottében a tripszin kulcsfontossagu szerepet jatszik. A kronikus
pankreatitisz genetikai hatterének vizsgalata soran a human kationos tripszinogén
génjében szamos mutaciot talaltak (54-56). In vitro kisérletek azt bizonyitjak, hogy ezek
a mutaciok a tripszinogén fokozott autoaktivacidjat vagy csokkent degradaciojat idézik
elé (7,8,57). Ezen feliil a tripszinogént kodold gén duplikaciojat valamint triplikaciojat
is tobb esetben kimutattak (58,59). Raadasul kronikus pankreatitiszben szenvedd
betegekben a tripszinaktivitast/aktivalodast szabalyozo SPINK1 illetve CTRC-génekben
kiesését okozzak (24,60,61). Ezek a mutaciok tehat feltehetéleg a hasnyalmirigyen
beliili tripszinogén-aktivacio illetve tripszin-inaktivacid kozotti egyensuly megbomlasat
okozzak, ami korosan megnovekedett tripszinaktivitashoz vezethet (2. dbra). Tovabba
az aktiv tripszin a hasnyalmirigy altal termelt tobbi proenzimet is képes felaktivalni, ami
tovabb fokozza az Onemésztédés és a pankreatitisz kialakulasanak esélyét (5). A
mutaciok nagy részét azonban nem orokletes, hanem sporadikus esetekben mutattak ki,
amikor a pankreatitisz nem mutatott csaladi halmozodast. Ennek megfelelden tehat ezek
a mutaciok nem okoznak feltétleniil betegséget, hanem inkabb a pankreatitisz
rizikofaktorainak tekinthetok. A jelenlegi irodalom szerint a kronikus pankreatitisz egy
komplex, multigénes betegség, amelynek kialakuldsaban tobb gén egyiittes mutacidja

illetve a kornyezeti kockazati tényezok egyarant szerepet jatszanak.
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2.abra. A hasnyalmirigyen beliill fellép6é tripszin-aktivacio és -inaktivacio
egyensilyat befolyasolé ttvonalak. Az egyensulyt érintd mutdciok kronikus
pankreatitisz kialakulasahoz vezethetnek. A kationos tripszinogént kodold6 PRSS1 gén
mutacidi eldsegitik a tripszinogén autoaktivaciojat. A SPINKI1 funkciovesztd mutacioi
csOkkentik az aktiv tripszin gatlasait. A CTRC funkcidvesztd mutacidi csokkentik az
enzim tripszinogén/tripszindegradald hatdsat. Az anionos tripszinogén génjét kodolod
PRSS2 génben azonositott GI91R mutédcidé eldsegiti a tripszinogén tripszin altali

crer

kialakulasa ellen.

5.3.1 Atripszin szerepe a hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasaban

A harom human tripszinogén-izoenzim génjei koziil kizarolag a kationos
tripszinogént kodolo PRSS1-génben azonositottak olyan mutaciokat, amelyek
Osszefliggésbe hozhatok a kronikus pankreatitisz kialakuldsaval (2. abra). Az els6 ilyen
mutaciot David Whitcomb munkacsoportja mutatta ki (55). A mutacié a kationos
tripszinogén 122-es helyén talalhatéo arginin-aminosav hisztidinre valo cserélodését
okozza (R122H). Az R122H aminosavcsere a PRSS1-mutacio okozta esetek 70%-aban
azonosithatd. Biokémiai vizsgalatok szerint a mutacié a fehérje csokkent autoliziséhez
¢és ezaltal megnovekedett tripszinogén/tripszin-stabilitaishoz vezet (7,18). Ez minden
bizonnyal annak koszonhetd, hogy a tripszin nem képes hisztidin utdn hasitani, igy a
122-es arginin hisztidinre vald cserélédése megsziinteti az Argl122-Vall23 autolitikus
peptidkotést. A tripszindegradacio pankreatitisz kialakulasaval szemben Kifejtett védo
hatasat az anionos tripszinogént kédoldo PRSS2 génben azonositott G191R mutacid is
bizonyitja (2. abra). A G191R mutdns anionos tripszinogén a vad tipust fehérjéhez
képest gyorsabban degradalodik és az egészséges populdcioban koriilbeliil 3-szor

gyakrabban fordul el6, mint kronikus pankreatitiszben szenvedé betegek korében (62).
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A biokémiai vizsgalatok soran arra is fény deriilt, hogy az R122H mutacid a
kationos tripszinogénben fokozott autoaktivaciot indukal (7). Tovabba a masodik
leggyakrabban el6forduld N291 tripszinogén-mutacié szintén a fehérje megnovekedett
autoaktivaciojat okozta (7,57,63,64). Ez a mutacié a human kationos tripszinogénben
azonositott mutacioknak korilbeliil a 25%-at teszi ki. A harmadik leggyakrabban
eléforduldé mutacio, amely a tripszinogén mutacidinak 4%-at adja, a tripszinogén
propeptidjének legelsé alanin-aminosavat valinra cseréli (A16V) (61). Az Al6V
mutacié a propeptidben talalhatdo Phel8-Aspl9 peptidkotés CTRC altali hasitasanak
sebességét négyszeresére ndveli (2). Mivel ez hasitas eldsegiti a tripszinogén
autoaktivaciojat, az Al6V mutacid kozvetett modon szintén megnovekedett
tripszinaktivaciohoz vezet. Az A16V mutacion kiviil a propeptidben szamos ritka
mutaciot is azonositottak (D19A, D22G, K23R, K23_124insIDK) (16,17,61,65). Ezeket
a mutacidkat orokletes pankreatitiszben szenvedd betegekben taldltdk és mindegyik
kivétel nélkiil a tripszinogén fokozott autoaktivacidjat okozza. Raadasul a
K23_124insIDK inzercidés mutans (amelyben a K23 és az 124 aminosavak k6zé egy IDK
motivum ¢kelédik) a propeptid katepszin B altali hasitasat is fokozza (65). Szamos
tanulmany szerint a tripszinogén acinussejten beliili patologias aktivacidjat a zimogén
granulumok lizoszomakkal valo 6sszeolvadasa is kivalthatja. A lizoszomakban talalhato
katepszin B a tripszinogén propeptidjét szintén a K23 aminosav utan hasitja és ezaltal
képes a tripszinogén aktivalasara (63,66,67). Ennek megfeleléen tehat a
K23_124insIDK inzerci6 altal kivaltott pankreatitisz patomechanizmusaban nemcsak a
tripszinogén autoaktivacioja, hanem a katepszin B altali aktivacio is szerepet jatszhat.

Munkacsoportunk a tripszinogén propeptidjében talalhatd muticidk hatasat
human embrionalis vesesejtekben (HEK293T) is megvizsgalta (68). Az eredmények
mutans fehérjék szekrécids defektusat a sejtekbe juttatott tripszin-inhibitorok teljes
mértékben helyreallitottak, ami arra utal, hogy az elégtelen szekrécid a tripszinogén
sejten beliili felaktivalodasanak koszonhetd. A D22G mutans tripszinogén patkany
eredetli acinussejtvonalban (AR42J) valo vizsgalata arra is ramutatott, hogy a mutans
fehérje taltermelddése apoptotikus sejthalalhoz vezet. Az intracellularis tripszin-
aktivacio apoptozist indukaldo hatasat Craig D. Logsdon munkacsoportja is

alatamasztotta (69).
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A tripszinaktivitast gatld6 SPINKI1 génjében szintén szamos mutaciot
azonositottak, amelyek nagyobb gyakorisaggal fordultak eld idiopatias illetve 6rokletes
pankreatitiszben szenvedd betegekben (70-73). Ezek a mutaciok nem befolyasoljak a
(74,75). Ennek alapjan tehat elképzelhetd, hogy a kisebb mennyiségben jelenlévo
SPINK1 nem nyujt hatékony védelmet a hasnyalmirigyen beliili tripszin-aktivacio ellen,

igy a SPINK1 mutacioi novelik a pankreatitisz kialakuldsanak esélyét (2. abra).

5.3.2 A kimotripszin C szerepe a hasnyalmirigy-gyulladas
kialakulasaban

5.3.2.1 A hasnyalmirigy-gyulladas kockadzatat novelé CTRC mutaciok
A CTRC tripszin/tripszinogén lebontasat szabalyozd szerepe védelmet

biztosithat a hasnyalmirigyen beliill fellépd talzott tripszinaktivitassal és igy a
pankreatitisz kialakulasaval szemben (2. abra). Mindezt alatimasztja az a vizsgalat,
amelynek soran kronikus pankreatitiszben szenvedé német betegek CTRC-t kodolo
génjében tobb olyan mutacidt azonositottak, amelyek Osszefiiggésbe hozhatdak a
betegség kialakulasaval (9). Az eredmények szerint a CTRC mutacidi 4-5-szOorosére
fokozzéak a kronikus pankreatitisz kialakuldsanak esélyét. A leggyakrabban eldfordul6
mutacio az R254W illetve a nyolc aminosavat érintd K247 R254del delécio volt. Ezek
a mutaciok idiopatias, oOrokletes illetve alkoholos pankreatitiszes betegekben is
megtalalhatéak voltak. A két varians egyiittesen a betegek 3%-aban volt jelen, mig
egészséges egyénekben csupan 0,7% gyakorisaggal fordultak el6. Az R254W illetve a
K247 R254del delécios CTRC-mutdnsokat Masson és munkatarsai is azonositottak
kronikus pankreatitiszben szenvedé francia betegekben (76). Azonban az el6z6
tanulmannyal szemben ezeket csak idiopatias estekben tudtak kimutatni, mig 6rokletes
pankreatitiszes betegekben nem volt jelen a két mutacio. Ezen tGlmenden mindkét
tanulmany talalt olyan eseteket, ahol a betegek a pankreatitisszel 6sszefiiggésbe hozhato
CTRC varianson kiviil az N34S SPINK1 mutéciot is hordoztak. Ezek az eredmények
megerdsitik a hasnyalmirigy-gyulladas multigénes eredetét. Erdekes modon, tropusi
pankreatitiszben szenvedd indiai betegekben a CTRC muticidi még gyakrabban
fordulnak el6 és akar 10-15-szorosére is fokozhatjak a betegség kialakuldsanak esélyét
(9). A tropusi pankreatitiszes betegekben leggyakrabban eléfordulé mutacié az A73T,

amely sem a német sem a francia betegekben nem mutatott szignifikans gyakorisagot.
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5.3.2.2 A CTRC mutacioinak funkcionalis hatdsai
A betegséggel 0sszefiiggésbe hozhato CTRC-mutansok funkcionalis vizsgalata

szerint a mutaciok tobbsége a fehérjék kiillonb6z6 mértékii szekrécios defektusat idézik
eléo HEK293T sejtekben (9). Az eredmények alapjan a K247 R254del delécios varians,
illetve az A73T mutéciot hordozé CTRC szekrécios mennyisége a vad tipusu fehérjének
koriilbeliil 5%-at, mig az R254W muténs a 30%-at teszi ki. Sok esetben a mutacidk az
enzimfunkciora is hatassal voltak. A K247 R254del mutans példaul teljesen inaktiv,
mig az A73T varians csokkent protedzaktivitassal rendelkezik. A ritkdbban eléfordulo
CTRC-variansok kozott is sok esetben megfigyelhetd volt a fehérje szekrécios defektusa

illetve elégtelen enzimfunkcioja.

5.3.2.3 Az endoplazmatikus retikulum (ER) stressz
A mutans fehérjék szekrécios defektusa legtobb esetben a fehérjék hibas

feltekeredésébdl adodik. Az ER-ben a nem vagy hibasan feltekeredett fehérjék
felhalmozodasa és aggregacidja ER-stresszt okozhat, amely a sejtek karosodasahoz
vezethet. Ennek clkeriilése végett a sejtekben szamos védekezé mechanizmus alakult Ki.
A hibasan feltekeredett fehérjék stresszvalaszt (unfolded protein response, UPR)
valtanak ki, ami olyan fehérjék, elsésorban chaperonok transzkripcidjat indukalja,
amelyek fokozzak az ER folding kapacitasat (77). Azok a fehérjék, amelyek tovabbra
sem képesek megfelelden feltekeredni, retrograd transzporttal a citoplazmaba jutnak,
ahol proteaszomak segitségével lebomlanak. Ezt a folyamatot ER-asszocialt
degradacionak (ERAD) nevezziik. Tehat a stresszvalasz eldsegiti a hibasan feltekeredett
fennall és a hibas térszerkezetli fehérjék eltavolitasa valamint a normal ER-funkciok
helyreallitasa nem teljes, apoptotikus sejthalal kovetkezhet be (78,79).

A hibasan feltekeredett fehérjék érzékelése €s a stresszvalasz beindulasa harom
transzmembran receptoron keresztiil valosul meg, ezek a PERK, IREL illetve ATF6
(77,80). Ezek a fehérjék az ER membranjaban talalhatoak és nyugalmi helyzetben az
ER lumene feldli szakaszukhoz ko6tédott BiP (immunoglobulin binding protein) fehérje
tartja Oket inaktiv allapotban. A BIP fehérje chaperon funkciot tolt be és ER-stressz
hatasara disszocial a receptorokrol, majd a hibasan feltekeredett fehérjékhez kotédik
(81,82). A BIP sok masik chaperonhoz hasonldan a foldolatlan fehérjék hidrofob

//////
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a PERK-receptor aktivalodik és foszforilalja az elF2 inicidcios faktort. Ennek hatdséara a
transzlacio gatlodik, igy lecsokken az ER-be jutd naszcens fehérjék mennyisége, ami
segiti a sejtek talélését. Néhany fehérje transzlacioja ugyanakkor fiiggetlen az elF2-t6l,
igy az ER-stressz alatt is végbemehet. Az egyik ilyen fehérje az ATF4 transzkripcios
faktor, amely a stresszvalaszért felel6s gének expressziojat szabalyozza. A PERK
aktivaciojat idében az ATF6 receptor aktivalodasa koveti. Az aktivalodott ATF6 a
sejtmagba transzlokalddik, ahol transzkripcids faktorként miikodik és tobbek kozott az
XBP1 mRNS expressziojat indukalja. Az XPBI1 szintén egy transzkripcios faktor,
amelynek éréséért az utolsoként aktivalodott IRE1 receptor felelds. Az IRE receptor egy
26 nukleotid hosszisagu intront tavolit el az XPB1 mMRNS-ébdl. Az igy keletkezett érett
sXPB1 forma bejut a sejtmagba ahol a stresszvalaszért felelés gének expresszidjat
indukalja. Az ER-stressz kezdeti szakaszaiban az indukalddott transzkripcios faktorok
elészor a sejt taléléséért felelos gének atirasat fokozzak. Azonban ha mindez nem
transzkripcids faktorok az apoptotikus sejthaldlban résztvevd gének, mint példaul a
CHOP expressziojat indukaljak. A CHOP transzkripcios faktor az anti-apoptotikus
gének expresszidjanak gatlasan keresztiil fejti ki hatasat.

Mindezek alapjan felmertiilt annak lehetdsége, hogy a CTRC esetében a mutaciod
indukalta szekrécios defektus a fehérjék hibas feltekeredésének ¢€s sejten beliili
lebomlasanak a kovetkezménye. A kérdés tisztdzasara laboratoriumunk a leggyakrabban
eléfordulo A73T mutans CTRC funkcionalis hatasat AR42J-sejtekben vizsgalta meg
nagyobb részletességgel (10). Az eredmények szerint az A73T mutacido a patkany
eredetli sejtekben a CTRC csokkent szekrécidjat idézte el6. Mindemellett a BiP mRNS
¢és fehérje-mennyiségének emelkedése, valamint az XPB1 splicing-janak aktivalodasa is
megfigyelhetd volt a mutans CTRC-vel transzfektalt sejtekben. Mindez arra utal, hogy
az A73T mutans CTRC ER-stresszt okoz az acinussejtekben, ami minden bizonnyal a
fehérje hibas feltekeredésének koszonhetd. Két napos transzfekciot kovetden az
acinussejtek apoptotikus sejthalala is megfigyelhetd volt. Ez valdszinlileg az ER-
stresszvalasz kovetkezménye, mivel a CHOP transzkripcios faktor expresszidja jelentds
mértékben megnovekedett a mutans plazmiddal transzfektalt sejtekben.

In vivo az acinussejtek fokozott apoptdzisa a hasnyalmirigy karosodasahoz és

funkciovesztéséhez vezethet. Patkanyokban argininnel illetve kolecisztokinin-
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analogokkal kivaltott akut pankreatitisz soran szintén megfigyelhetd volt az ER-stressz
markergének valamint a CHOP ¢és a proapoptotikus kaszpaz-12 és kaszpaz-3 fokozott
expresszidja. A sejtek apoptotikus pusztulasat TUNEL festéssel is igazoltak. Mindez azt
bizonyitja, hogy az ER-stressz jelentds mértékben kozrejatszik az akut pankreatitisz
lefolyasaban (83,84).

fgy feltehetdleg a CTRC mutaciéi nem csupan a fehérje tripszindegradald
funkcidjanak csokkenése révén, hanem az ER-stressz okozta apoptozis indukalasaval is

novelik a pankreatitisz kialakulasanak kockazatat.
5.4 A fehérjék N-glikozilacidja

Az N-glikozilacié a fehérjék egy poszt-transzlacidos modosuldsa, amely az
endoplazmatikus retikulumban megy végbe, igy foként a szekrécids illetve
membranfehérjékre jellemzo (85). Az N-glikozilacid esetén az oligoszacharid a fehérjék
aszparagin-oldallancahoz kotédik. Az Gjonnan szintetizalodott fehérjékhez elészor egy
egységes szerkezetll oligoszacharid-oldallanc rogziil, amely tovabbi moddosuldsokon
megy keresztil az ER-ben, majd a Golgiban (3. abra). Az egységes szerkezetli
oligoszacharidlanc 14 cukoralegységbdl épiil fel és az ER membranjaban elhelyezkedd
dolichol-pirofoszfat-molekuldhoz kotédik. Az N-glikan szintézise az ER membran
citoplazma feléli oldalan kezd6dik, majd az oligoszacharidlanc atfordul az ER
lumenébe, ahol tovabbi cukoralegységek kapcsolodnak az oldallanchoz. Az igy
keletkezett N-glikant a dolichol-pirofoszfat-molekulardl az oligoszachariltranszferaz

enzim kapcsolja a fehérjelanchoz (3. abra).
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a dolichol-pirofoszfathoz glikan transzfer a glikan modosulésai
kotott prekurzor szintézise

3. abra. Az N-glikanok bioszintézise. Az N-glikdn szintézise
az ER membrén citoplazma feldli oldalan kezddédik, majd az A - giikoz
oligoszacharidlanc atfordul az ER lumenébe, ahol tovabbi O= mannéz

cukor alegységek kapcsolodnak az oldallanchoz. Az igy [ - N-acetigiukszamin
keletkezett egységes szerkezeti N-glikant a dolichol- 2
pirofoszfat-molekularél az oligoszachariltranszferdz enzim .
kapcsolja a fehérjelanchoz. Az oligoszacharid-oldallanc .=ga.":"ktoz
tovabbi modosulasokon megy keresztiil az ER-ben, majd a @ - szisisav
Golgiban (85).

Az oligoszachariltranszferaz specifikusan a fehérjék Asn-X-Ser/Thr konszenzus
szekvenciajat ismeri fel, amely egy specialis konformacidt vesz fel, mikozben a
naszcens polipeptidlanc az ER lumenébe transzlokalodik (86-88). A konszenzus
szekvenciak aszparagin-oldallanca az esetek 70-90%-aban glikozilalodik. A fehérjékhez
kapcsolodd N-glikan szamos funkcidt tolthet be, tobbek kozott eldsegiti a fehérjék
kozvetlen hatast gyakorolhat a fehérjelancra, azonban kiilonb6zd chaperonok, lektinek
kotodését is lehetové teszi. Tovabba az oligoszacharid-oldallanc befolyassal lehet az
érett fehérjék stabilitasara valamint specifikus funkcioikra (92).

Bér a szekretoros fehérjék jelentds hanyada keresztiilmegy N-glikozilacion, a
pankreatikus enzimek nagy részére, igy a tripszinogénekre, a B-tipusu

kimotripszinogénekre, a karboxipeptidazokra illetve az elasztdz 2A-ra nem jellemzd ez
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a poszttranszlaciés modosulas. Ezzel szemben a human kimotripszinogén C els6édleges
aminosavszekvencidjaban harom N-glikozilacios konszenzus-szekvencia talalhato. Ezek
mindegyike a fehérje felszinén helyezkedik el, igy nagy valoszintliséggel keresztiilmegy
glikozilacion (4. abra). A CTRC-n kiviil az elasztaz 3A ¢és 3B fehérjék szekvenciajaban
is talalhatoak potencialis N-glikozilacios helyek.

4. abra. A human Kkimotripszin C potencialis N-glikozilaciés helyeinek
elhelyezkedése. A fehérje térszerkezetét mutatd szalagdiagramon a potencialis N-
glikanokat hordoz6 aszparagin aminosavak oldallancat sarga, a katalitikus triadot alkoto
aminosavak oldallancat zold szinnel jeloltik. A diagramot a DeepView/Swiss-
PdbViewer (3.7 verzid) segitségével készitettik a szarvasmarha CTRC
rontgendiffrakcioval meghatarozott kristalyszerkezetének felhasznalasaval (93).
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54.1 Az N-glikozilacié szerepe a fehérjék feltekeredésében és sejten
beliili iranyitasaban
Szamos tanulmany tamasztja ala, hogy az N-glikanok fontos szerepet jatszanak a

fehérjék foldingjanak elésegitésében. Az oligoszacharid-oldallancok eltavolitasa, illetve

crer

crer

gyakorolt hatdsat az is bizonyitja, hogy az oligoszacharid mar kotranszlaciosan a fehérje
ER-lumenbe val6 jutasakor hozzakapcsolodik a naszcens polipeptidlanchoz (85,86,88).
In vitro tanulmanyok alapjan az N-glikozilacid kozvetlen hatassal lehet a
fehérjefoldingra (98-102). Egyrészr6l a nagy méretli polaris oligoszacharid-oldallanc
noveli a naszcens fehérje oldékonysagat és ezaltal csokkenti az aggregéacio esélyét.
Masrészrdl egyes elméletek szerint az oligoszacharid-oldallanc a hidrofilitasa révén a
kornyez6 peptidszakaszt a molekula felszinére juttatja, ezéltal aktivan részt vesz a
polipeptidlanc ~ feltekeredésének folyamataban. Tovabba az N-glikozilacio a
polipeptidlanc flexibilitdsdnak csokkentése révén fokozza a fehérje stabilitasat.
Ugyanakkor az N-glikozilacionak kozvetett szerepe is lehet a folding
folyamatokra, mivel lehetévé teszi a fehérjék calnexin/calretikulin chaperonokhoz valo
kotodését (85,103). Ez a két lektinmolekula nagyfoku hasonldsagot mutat, azonban a
calnexin az ER membranjahoz kotddik, mig a calretikulin az ER lumenében szolubilis
formaban van jelen. Mindkét chaperon asszocialodik az ERp57 thiol-oxidoreduktazzal,
amely eldsegiti a megfeleld diszulfidhidak kialakulaséat €s ezaltal biztositja a fehérjék
helyes feltekeredését (104). A glikoproteinek csak akkor képesek a calnexin/calretikulin
chaperonokhoz k&tddni, miutdn a gliikozidaz I illetve II enzim eltavolit két
gliikozcsoportot az oligoszacharid-oldallancrél. Abban az esetben, ha a polipeptidlanc
megfelelden feltekeredett, a glikozidaz II enzim az utols6 gliikozilcsoportot is
eltavolitja a fehérjérdl, amely ezt kovetéen disszocialodik a chaperonokrol, majd a
Golgiba jut. Amennyiben viszont a polipeptidlanc feltekeredése nem volt sikeres, a
glikkoziltranszferaz Gjra egy gliikozilcsoportot kapcsol az oligoszacharid-oldallanchoz,
igy a fehérje ismét kotddni képes a calnexin/calretikulin chaperonokhoz. Ez a ciklus
egészen addig zajlik, amig a fehérje fel nem veszi a megfeleld strukturajat. Ha ez
mégsem kovetkezik be, a fehérje a citoszolba transzlokaldédik és proteaszomak

segitségével lebomlik. Ennek megfeleléen tehat a calnexin-calretikulin-rendszer a
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fehérjék foldingjanak eldsegitésén tul mindségellendrzd szerepet is betdlt és a hibasan
feltekeredett fehérjéket az ER-asszocialt degradacio (ERAD) felé iranyitja (85,89,91).
Mindez azaltal valosul meg, hogy a hibasan feltekeredett fehérjék oldallancarol az ER-
mannozidaz 1 tobb manndz-csoportot eltavolit. Az igy keletkezett Mans gGICNAC,
struktira konnyen felismerhetové valik az OS9 lektin szamdara, amely elOsegiti a
fehérjék ubiquitinizaciojat és proteaszomalis lebontasat. Mivel az ER-mannozidaz 1
viszonylag lassan miik6dé enzim, ezért az ERAD feltehet6leg idéigényes folyamat. Ezt
tamasztjak ala azok a tanulmanyok is, amelyek szerint a fehérjék calnexin-calretikulin-
ciklusban val6 tartozkodasanak ideje dontd szerepet jatszik a proteaszomalis lebontasuk
szempontjabol (89,105,106).

A fentiekben elmondottakkal szemben a megfeleléen feltekeredett
glikoproteinek oligoszacharid-oldallancarol legfeljebb egyetlen mannoz-csoport hasad
le. A nagy mannéztartalmt glikan strukturat (Mang.9GICNAC;) az ERGIC-53 mannoz-
specifikus lektin ismeri fel, amely a fehérjék ER-b6l Golgiba valo transzportjaért felelds
(85,90,103). A Golgiban az addig egységes szerkezetet mutaté oligoszacharid-
oldallancok tovabbi moddosuldsokon mennek keresztiil, amelynek sordn a Golgi-
mannoziddzok kiilonb6zé mértékben manndz-csoportokat tavolitanak el az N-glikanrol.
Ezen kivil Gjabb cukor-alegységek, mint példaul N-acetilgliikozamin, galaktoz, fukédz
illetve szialsav is hozzakapcsolodhat az oligoszacharidlanchoz (3. abra) (85). Ezek a
modosulasok az N-glikan nagyfoku diverzitasat teszik lehetévé, amely nemcsak az érett
fehérjék funkcioira lehet hatassal, hanem tovabbi informaciot szolgaltathat a fehérjék
megfeleld célba juttatasahoz. A VIP36 lektinmolekula a transz-Golgiban talalhato
membranfehérje, amelynek a lumen feldli szakasza specifikusan a nagy mannoztartalmu
N-glikanokat ismeri fel. Kutya vesesejteken (MDCK) val¢ vizsgalatok szerint a VIP36 a
megkotott glikoproteineket a sejtek apikalis felszine felé iranyitja (103). A lizoszomalis
enzimek lizoszomakba valéd iranyitasa szintén lektinekhez kotott folyamat (85,103).
Ennek els6 1épéseként a lizoszomalis hidrolazok glikozilcsoportjanak terminalis
mannoz-oldallancat a cisz-Golgiban talalhat6 foszfotranszferdz enzim foszforilalja. A
foszfotranszferdz a lizoszomalis enzimek felszinén specidlisan elhelyezkedd lizin-
oldallancokat ismeri fel. Az igy létrejott mannoz-6-foszfat struktura teszi lehetévé a
fehérjék mannoz-6-foszfat-receptorokhoz valdé  kotdédését. A mannoz-6-foszfat-

receptorok a transz-Golgi membranjaban elhelyezkedd integrans fehérjék, amelyek a
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lizoszomalis enzimek megkotése utan klatrinburokkal lefiizédnek a Golgirdl, majd
Osszeolvadnak a lizoszomékkal. A lizoszomak savas pH-janak hatdsara a hidrolazok
disszocialnak a receptorokrol. Ezt kovetéen a manndz-6-foszfat-receptorok visszajutnak

a transz-Golgiba, ahol Gjabb lizoszémalis enzimeket kotnek meg.

54.2 Az N-glikozilacié hatasa az érett fehérjékre
Az N-glikanok sok esetben a fehérjék feltekeredését kovetden is szamos fontos

funkciot tolthetnek be (92). Az oligoszacharid-oldallanc nemcsak a naszcens fehérjék,
hanem a mar érett fehérjék stabilitasat is nagymértékben megndvelheti (100,107,108).
Tobb esetben kimutattak, hogy a glikozilcsoportok eltavolitasa csokkenti a fehérjék
termostabilitasat (102,109). Az N-glikanok stabilizalhatjak a fehérje konformaciojat
illetve elfedhetik a fehérjék hidrofob szakaszait, ezaltal megakadalyozzak az
aggregaciojukat (99). Az immunvalaszban résztvevd glikoproteinek tanulmanyozasa
soran arra is fény deriilt, hogy az oligoszacharid-oldallancok védelmet biztositanak a
proteolitikus hasitasokkal szemben, illetve megakadalyozzak a nem specifikus fehérje-
fehérje kolcsonhatasokat (110).

Az N-glikan a fehérje funkcidjara is befolyassal lehet, igy szamos élettani
folyamatban is 1ényeges szerepet jatszik (92). Mara mar nagyon sok olyan tanulmany
talalhato az irodalomban, amelyek szerint az oligoszacharid-oldallanc jelenléte noveli
vagy éppen csokkenti az enzimek aktivitasat. Az egyik legtobbet tanulméanyozott enzim
az N-acetilgliikozamin-transzferaz, amely harom glikozilcsoporttal rendelkezik (111).
Mindhiarom N-glikdn noveli az enzimaktivitasat. A hatasuk additiv jellegli, mivel az
eltavolitott glikanok mennyiségével az enzimaktivitas aranyosan csokken és a teljes
deglikozilaci6 az enzim inaktivitasahoz vezet. Ugyanakkor a lecitin és az endotelidlis
lipaz esetében a kiilonb6z6 poziciokban elhelyezkedd glikozilcsoportok mas-mas
hatassal vannak az enzimaktivitasira (96,112-116). igy egyes glikozilcsoportok
eltavolitasa csokkenti, mig masoké noveli az enzimaktivitast. Tovabba mindkét enzim
esetén megfigyelhetd volt, hogy az enzim szubsztrat-specificitasa szintén valtozik egyes
glikan csoportok eliminalasaval. S6t a lecitin szubsztrat-specificitasat pusztan a
neuraminidazzal vald kezelés is megvaltoztatta (117). A neuraminidaz a terminalis
szialsav-csoportot tavolitja el az oligoszacharid-oldallancrol, igy nagy valoszintiséggel
nemcsak a glikozilcsoport megléte, hanem a strukturaja is befolyasolja a katalitikus

folyamatokat. Bar ezeknek a jelenségeknek a pontos mechanizmusa jelenleg nem ismert,
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az enzimaktivitds ndvekedéséért felelos N-glikanok feltehetéleg az enzim aktiv
esetekben, ahol a glikozilcsoport az enzim aktivaciojat csokkenti vagy a szubsztrat-
specificitasat befolyasolja, az oligoszacharid-oldallanc tobbnyire kozel helyezkedik el
az enzim aktiv helyéhez, igy valoszinlileg kozvetleniil részt vesz a katalitikus
folyamatokban. Egyes elméletek szerint az N-glikdn térbeli gatlassal befolyasolhatja a
szubsztrat hozzaférhetéségét (92).

Ugyanakkor tobb tanulmany beszamol arrdl is, hogy az N-glikanok a sejtfelszini
receptorok ligandkotésére illetve a sejtadhéziés molekulak funkcidira is hatassal

lehetnek, ezaltal a szignaltranszdukcios folyamatokat is befolyasolhatjak (92,118-120).
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6 CELKITUZESEK

A kimotripszin C (CTRC) tripszinaktivitast szabalyozé funkcioja Kkritikus szerepet
tolthet be a hasnyalmirigy-gyulladas elleni védelemben, mivel a CTRC funkcidvesztd
mutacioi novelik a kronikus pankreatitisz kialakuldsanak esélyét. Ebbdl kifolyolag
érdemesnek tlint megvizsgalni, hogy a CTRC milyen mas hasnyalmirigy eredetii enzim
CTRC mutécidinak kovetkeztében hibasan feltekeredett fehérjék ER-stresszt valtanak ki,
ami az acinussejtek apoptotikus sejthaldlahoz vezethet. Igy szintén fontos lehet a CTRC
feltekeredésében szerepet jatsz6 mechanizmusok megismerése.

A jelen dolgozatban bemutatasra keriil6 munka célkitiizései a kovetkezok voltak:

1. A CTRC prokarboxipeptidaz aktivaciéjaban betoltott szerepének vizsgalata

1.1. A CTRC hatésanak vizsgalata a proCPA1, proCPA2 és proCPB1 aktivacidjara

1.2. A CTRC hatasanak vizsgalata a proCPA1, proCPA2 és proCPBI tripszin altali
aktivaciojara

1.3. A prokarboxipeptidaz aktivaciés mechanizmusanak pontos feltarasa és a propeptid

tripszin illetve CTRC altali hasitasi helyeinek meghatarozasa

2. A CTRC N-glikozilaciojanak vizsgalata
2.1. A human CTRC N-glikozilaltsaganak vizsgalata: annak meghatarozasa, hogy a
harom potencialis N-glikozilaciés hely kozil melyek hordoznak ténylegesen

glikozilcsoportot

crer

crer

crer

2.4. Kiilonb6zo fajokban talalhatdé CTRC-fehérje N-glikozilacidjanak Osszehasonlito

vizsgalata
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7 FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

7.1 Plazmidkészités

A humén CTRC, proCPA1 és proCPA2 cDNS-ét kddolé pcDNA3.1(-) eukaridta
expresszios plazmidok a laboratoriumban rendelkezésre alltak.

A patkany CTRC-gén cDNS-ét az AR42J patkany eredetii acinussejtvonalbol
izolalt ¢cDNS-b6l klonoztuk. A PCR-reakciohoz a patkany CTRC Xhol sense 5'-
AAATTTCTCGAGGAACACCTGAACCATGTTGGGAATTAC-3" ¢és a patkany
CTRC Hindlll antisense 5'-TGGAAGAAGCTTTATTGCTGTTGGGAG-3' primereket
hasznaltuk. A PCR-terméket az Xhol és HindlIII restrikcids enzimekkel emésztettiik és
az ugyanezen enzimekkel emésztett pcDNA3.1(-) vektorba ligaltuk.

A szarvasmarha CTRC GenScript cég altal szintetikusan eléallitott cDNS-ét Xhol és
EcoRI restrikcidés enzimekkel emésztettiik és az ugyanezen enzimekkel emésztett
pcDNAS3.1(-) vektorba ligaltuk.

Az AR42])-sejteket adenovirus segitségével infektaltuk. Az adenovirus
eloallitasahoz a vad tipusi és az N52S mutans CTRC cDNS-ét a pcDNA3.1(-)
plazmidbdl Xhol és EcoRI restrikcids enzimek segitségével kivagtuk és a VQ AdSCMV
shuttle vektorba klonoztuk. A rekombinans adenovirusokat a Viraquest, Inc. (North
Titer Kit (Clontech) segitségével hataroztuk meg. Ennek alapjan a toérzsoldatban a vad
tipusi  CTRC-adenovirus koncentraciodja 2x10%, mig az N52S mutans CTRC-

adenovirus koncentracioja 10*° pfu/ml volt.

7.2 lIranyitott mutagenezis

A mutansokat overlap extension PCR mutagenezissel készitettiik el. Ennek soran
két mutagén primert és két kiilsé primert hasznaltunk. A mutagén primerek szekvenciait
az 1. tablazat tartalmazza. Kiilsé primerként a pcDNA3.1(-) vektorra illeszkedd sense
(T7 promoter primer, Invitrogen) illetve antisense (pcDNA3.1/BGH reverse primer,

Invitrogen) primert hasznaltuk. Az els6é 1épésben templatként a vad tipusit CTRC/CPA
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CDNS-ét  tartalmazd pcDNA3.1(-) vektort alkalmaztuk. PCR segitségével
felsokszoroztuk a sense kiilsé primer és az antisense mutagén primer, valamint a sense
mutagén primer €s az antisense kiilsé primer altal hatarolt szakaszokat. A két PCR-
terméket megtisztitottuk és ezek szolgaltak a kovetkezé6 PCR-reakcid templatjaként,
amelynek soran a kiilsé primerekkel felsokszoroztuk a teljes DNS-szakaszt, amely mar
a mutaciot is hordozta. A mutans PCR-terméket pcDNA3.1(-) vektorba ligaltuk. A HEK
239T sejtek transzfektalasara hasznalt plazmid-preparatumokat a QIAGEN HiSpeed
en mért abszorbancidjuk alapjan hatdroztuk meg, majd agardz-gélelektroforézissel is
ellendriztik. A mutagenezis sikerességér6l minden esetben szekvenalassal ia
meggy6zddtiink. A szekvenalds a Boston University Medical Center szekvenald

laboratoriumaban tortént.

1. tablazat. A mutans CTRC- (A) illetve CPA- (B) konstrukciok készitéséhez
hasznalt mutagén primerek. Minden egyes mutacio beviteléhez egy sense (S) és egy
antisense (A) mutagén primert hasznaltunk. A mutagenezis leirasat lasd a szovegben. A

vastag betlivel szedett nukleotidok a mutaciok helyét jelzik.

A)
Primer neve Szekvencia

Humé&n N25S S 5'"-TTCCCGCCCTCCCTATCCGCCC-3"
Human N25S A 5'-GGCGGATAGGGAGGGCGGGAA-3"
Huméan N52S S 5'-TACCTCAAGTCCGACACGTGG-3"
Human N528S A 5'-CCACGTGTCGGACTTGAGGTA-3"
Human N226S S 5'-CAGTTGGAGTCCGGTTCCTGG-3"
Human N226S A 5'-CCAGGAACCGGACTCCAACTG-3"
Human E92T S 5'-AACAACCTGACGGTGGAAGAC-3"
Human E92T A 5'-GTCTTCCACCGTCAGGTTGTT-3"
Patkany  N90S S 5'-GGGAAGTATAGTCTGACAGTG-3"
Patkany N90S A 5'-CACTGTCAGACTATACTTCCC-3"
Sz.marha EO92T S 5'-AACAACCTGACGGTGGAGGAC-3"
Sz.marha EO92T A 5'-GTCCTCCACCGTCAGGTTGTT-3"
Sz.marha D52N,N53D S 5'-TACCTCAGGAATGACACGTGGAGG-3"'
Sz.marha D52N,N53D A 5'-CCTCCACGTGTCATTCCTGAGGTA-3"
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B)

Primer neve Szekvencia
CPAl1 R110Q S 5'"-TTCCGGTCCCAGGCGCGCTCC-3"
CPAl1 R110Q A 5'-GGAGCGCGCCTGGGACCGGAA-3"
CPAl1 1L96I,L97I S 5'-GACGTGCAGTCGATTATTGACGAGGAGCAG-3"
CPAl L96I,L97I A 5'-CTGCTCCTCGTCAATAATCGACTGCACGTC-3"'
CPAl1 R237A S 5'"-CGCATGTGGGCCAAGACTCGG-3"
CPAl1 R237A A 5'-CCGAGTCTTGGCCCACATGCG-3"'
CPA2 R112Q S 5'-AGAAGAGAACAGAGTGGTAAC-3"
CPA2 R112Q A 5'-GTTACCACTCTGTTCTCTTCT-3"
CPA2 L96I,L97I S 5'-GACGTGCAGGTCATTATTGACAAAGAGAATGAA-3"'
CPA2 L96I,L97I A 5'-ATTCTCTTTGTCAATAATGACCTGCACGTC-3"'
CPA2 R235A S 5'-CGTATGTGGGCGAAGACCCGG-3"
CPA2 R235A A 5'-CCGGGTCTTCGCCCACATACG-3"

7.3 Sejttenyésztés és transzfekcio

A HEK 293T-sejtvonal a human embrionalis vesébdl szarmazo HEK-sejtvonal
szarmazéka (121), amely az SV40-virus nagyméretii T-antigénjét stabilan hordozza. Az
SV40 replikaciés origojat tartalmazo plazmidok a HEK 293T-sejtekben igen magas
kopiaszamot érhetnek el, igy er6s expressziot eredményeznek (122). A sejtek
tenyésztéséhez DMEM-médiumot hasznaltunk, amelyet 10% borjiszérummal, 4 mM L-
glutaminnal és 1% penicillin/streptomicin oldattal egészitettiink ki. A sejteket 37 °C-on,
5% CO,-tartalom mellett, telitett paratartalmu inkubatorban tenyésztettiik.

A transzfekcios kisérletek mindegyike két-két parhuzamos transzfekciot jelentett
a vad tipusu illetve a mutans CTRC-t tartalmaz6 plazmiddal. A transzfekcio eldtti napon
10° sejtet 6 lyuku sejttenyésztd edénybe iiltettiink. A transzfekciot 4 pg plazmiddal és
10 pl Lipofectamine 2000 reagenssel (Invitrogen) végeztiik 2 ml DMEM-ben. 16-20 6ra
mulva a sejteket OptiMEM-el mostuk és a transzfekcios médiumot 2 ml OptiMEM-re
cseréltiik le. Ettdl a tapcserétdl szamitva a sejteket 48 oran keresztiil inkubaltuk.

Az AR42] patkany acinussejteket 20% borjuszérumot, 4 mM L-glutamint és 1%
penicillin/streptomicin-oldatot tartalmazé DMEM-ben tenyésztettiik 37 °C-on, 5% CO,-
tartalom mellett. A transzfekcio el6tt a sejteket 6 lyuku sejttenyészt6 edénybe iiltettiik és
48 oran keresztil 100 nM dexamethasonnal kezeltiik, hogy differencidlédasukat

elésegitsik (123). A virdlis infekciot 10°, 5x10°, 2x10® pfu/ml adenovirus
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koncentraciokkal végeztik 1 ml 100 nM dexamethasont tartalmazé OptiMEM-ben. A

médiumot 1 napos inkubéci6 utan gyiijtottiik be.

7.4  OsszRNS-izolalas és RT-PCR

Az 6sszRNS-izolalast az RNAqueous kittel (Ambion) végeztiikk. A sejteket a
transzfektalas utan 24 oraval gytjtottiik be a kithez tartozo lizispuffer segitségével. Az
szamitottuk, mindségiiket pedig agaroz-gélelektroforézissel ellendriztik. A reverz
transzkripcidhoz 1 pg RNS-t hasznaltunk templatként, a reakciot az M-MLV reverz
transzkriptazzal (Ambion) végeztik 25 pl végtérfogatban. A PCR-reakcidhoz 1 pg
CDNS-t hasznaltunk, amelyet HotStar DNA Polymerase (Qiagen) segitségével
sokszoroztunk fel. A PCR-terméket 1-2%-0s agardzgélen megfutattuk és etidium-
bromiddal festettiik.

A PCR-reakciohoz hasznalt (patkany-specifikus) primerek szekvenciai:
XBP1 sense: 5° -GCTTGTGATTGAGAACCAGG- 3’

XBP1 antisense: 5>-AGGCTTGGTGTATACATGG-3’

GAPDH sense: 5’-GTCTACTGGCGTCTTCACCA-3’

GAPDH antisense: 5>-GTGGCAGTGATGGCATGGAC- 3’

7.5 Valos ideji (real-time) PCR

A reakcidhoz 0,2 pg cDNS-t, 1x ABI PCR Master Mix-et, gén specifikus
TagMan® primereket és gén specifikus FAM-mal jelolt probat hasznaltunk. A PCR-
reakcio 25 pl végtérfogatban zajlott. Minden gén esetén harom parhuzamos mérést
végeztiink. Az amplifikacio és szignal-detektalas az ABI 7500 Real Time PCR-késziilék
segitségével tortént. A kezdeti 95 °C 10 perces denaturalast 40 kétlépcsds ciklus kovette
(95 °C, 155 ¢s 60 °C, 1 perc). A detektalas minden ciklusban a 60 °C-0s szakaszok alatt
tortént. A Cr-értékeket az amplifikacios gorbe exponencidlis szakaszan hataroztuk meg
a 7500 System Sequence Detection Software 1.3 segitségével. A AACr—értékeket a
vizsgalt gének illetve a belsé kontrolll gének Cr-értékeinek a kiilonbségeként

definidltuk. A relativ génexpressziot a aacT képlet alapjan hataroztuk meg. A
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kisérleteket harom ,,housekeeping” kontrolll gén felhasznalasaval végeztiik, amelyek a
kovetkezOk voltak: RNS-polimeraz II (RPII); hipoxantin-guanin-foszforibozil-
transzferaz  (HPRT);  hidroximetilbilan-szintaz ~(HMBS). Mivel mindharom
kontrolllgénre viszonyitva hasonlo értékeket kaptunk, ezért a dolgozatban csak az RPII-
re viszonyitott adatok keriilnek bemutatésra.

A PCR-reakciohoz hasznalt (patkany-specifikus) TagMan primerek (Applied-
Biosystems) rendre:

RPII: Rn00580118 m1
HPRT: Rn01527840_m1
HMBS: Rn00565886_m1
BIP: Rn00565250_m1
Calnexin: Rn00596877_m1
Calreticulin: Rn00574451_m1

7.6 SDS-poliakrilamid-gélelektroforézis (SDS-PAGE)

cre

15 pul 100 mM ditiotreitolt ill. 150 mM natrium-hidroxidot tartalmazo Laemmli
pufferben oldottuk vissza. Ezt kdvetéen a mintakat 95 °C-on 5 percig hé-denaturaltuk.
A CTRC glikozilacidjanak vizsgalatahoz 12%-o0s, mig a CPA aktivacidjanak nyomon
kovetéséhez 18%-0s SDS-poliakrilamid géleket hasznaltunk. A fehérjéket Coomassie
Blue festéssel tettilk lathatova. Molekulatomeg markerként Page Ruler 1étrat

hasznéltunk (Fermentas).

7.7 CTRC deglikozilacioja PNGaseF és EndoH glikozidaz enzimek
segitségével

A HEK 293T-sejtek altal termelt vad tipust és mutans CTRC glikozilaltsagi
allapotat PNGaseF és EndoH glikozid4az enzimek (BioLabs) segitségével ellendriztiik.
Amint az 5. abran lathatd, a PNGaseF az aszparagin és az elsé N-acetil-gliikozamin
kozott hasit és ezaltal a teljes glikozilcsoportot eltavolitja a fehérjérél (124,125). A
PNGaseF specificitasat a glikozilcsoport szerkezete nem befolyasolja. A PNGaseF
emésztéshez 200 ul kondicionalt médiumot hasznéltunk, amelynek fehérjetartalmat

crer

eléz6leg 10%-0s végkoncentracioji triklorecetsav —segitségével kicsaptunk. A
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csapadékot 20 ul 10% G7-puffert (S0 mM natrium-foszfat, pH 7,5) és 0,5 pl (250 unit)
PNGaseF enzimet tartalmazd reakcideleggyel oldottuk vissza, majd 37 °C-on 3 6ran
keresztlil inkubaltuk. Ezt kovetden a mintakat 12%-0s SDS-poliakrilamid-gélen
megfutattuk és Coomassie Blue-val festettiik.

Az EndoH a glikozilcsoportot a két N-acetil-gliikkozamin kozott hasitja (5. abra).
Az EndoH kizarolag olyan oligoszacharid-lancokat hasit, amelyek nagy mennyiségben
tartalmaznak mannoz-csoportot. Mivel a CTRC rezisztensnek bizonyult az EndoH elleni
hasitassal szemben, ezért a sejteket a transzfekcio alatt, illetve az OptiMEM-es tapcserét
talalhaté mannozidaz I enzimet (125,126). Az igy nyert kondicionalt médiumbol 200 ul-
t 10% G5 pufferrel (50 mM natrium-citrat, pH5,5) és 1 ul EndoH (500 unit) enzimmel
egészitettiik ki és 37 °C-on 3 6ran keresztiill inkubéltuk. Ezt kdvetéen 10%

cre

gélen megfutattuk, majd Coomassie Blue-val festettiik.

(Man),-Man EndoH
pr—Mlan PNGase F Man-GleNAc-GleNAc-Asn-
E e
Man-GloNAc-GloMAc-Asn— x-han
- e
=Ml an y

5. abra. A PNGaseF és EndoH glikozidaz enzimek hasitasi helyei

7.8 Rekombinans CTRC, ProCPA1, ProCPA2 és ProCPB1 termelése

A proteazokat HEK 293T-sejtek segitségével termeltettiik. A transzfekcio eldtti
napon 7,5x10° sejtet liltettlink 75 cm’-es sejttenyésztd edénybe. A transzfekcidkat 30 pg
plazmid és 75 pl Lipofectamine 2000 transzfekcids reagens felhasznaldsaval végeztik a
»Sejttenyésztés és transzfekcid” cimi fejezetben leirtak szerint. A transzfekcid utan két
nappal a sejteken levé OptiMEM médiumot begyijtottik és friss médiummal
helyettesitettiik. A sejteket jabb két napig inkubdltunk, majd a médiumot ismét
begylijtottilk. A 2-3 parhuzamos transzfekci6é alkalmaval nyert médiumot

lecentrifugaltuk és 6sszedntottiik, majd a fehérjéket megtisztitottuk.
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7.9 A kimotripszinogén C tisztitasa

A kimotripszinogén C-t ecotin affinitds-kromatografiaval tisztitottuk. Az ecotin
Escherichia coli-bol izolalt pan-proteaz-inhibitor, amely a kimotripszinogénnel stabil

komplexet képez és annak kromatografias tisztitasara hasznalhat6 (127,128).

7.9.1 Ecotin affinitiskromatografias oszlop készitése
A rekombinans ecotint (129) E. coli BL21 (DE3) sejtekben fejeztiik ki. 1 liter

kultarat 0,7-es ODggo-érték eléréséig novesztettiik ampicillintartalmia LB-tapoldatban,
majd az ecotin kifejez8dését 0,5 mM IPTG hozzdadasaval indukaltuk. Ujabb 8 ora
novesztés utan a sejteket centrifugalassal begytjtottiik és mostuk. A periplazmatikus
térbe kivalasztott ecotint ozmotikus sokk kivaltasaval nyertiik ki (130). A sejtpelletet
tomény cukoroldattal (0,8 M szachar6z, 20 mM Tris-HCI (pH 8), 5 mM EDTA)
kezeltiik, majd centrifugélassal Osszegyljtottiikk és jéghideg vizben feloldottuk. A
periplazmatikus frakcionak megfeleld feliiliszot hasznaltuk tovabb. A pH bedéllitasa
utan a feliiliszobol az ecotint gyantagyongyokhdz rogzitett tripszin-affinitasoszloppal
tisztitottuk. A feliilaszo felvitele utan az oszlopot 20 mM Tris (pH 8), 0,2 M NaCl
pufferrel mostuk, majd az ecotint 50 mM-os HCl-oldattal elualtuk. Az eluatumot
dializis utan liofilizaltuk. Az oszlop készités¢éhez a termelt ecotint ACTIGEL ALD
(Sterogene Bioseparations) gyantahoz immobilizaltuk reduktiv aminalassal. Az aldehid-
aktivalt agarozgyantat a liofilizalt ecotinnal keverve 7-es pH-n, 0,1 M Na-
cianoborohidrid jelenlétében egy éjszakan at szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd 2 ml

térfogatu oszlopba toltottik.

7.9.2 Kimotripszinogén C tisztitasa
A kimotripszinogén C-t tartalmazé médiumot kozvetleniil az ecotin oszlopra

vittik fel, amelyet elé6z6leg 20 mM Tris-HCI (pH 8) és 0,2 M NaCl-ot tartalmazo
oldattal ekvilibraltunk, majd a minta felvitele utan ugyanezzel az oldattal mostuk. A

CTRC-t 50 mM HCl-oldattal elualtuk. Az eluciot kdvetéen a preparatum pH-jat 0,1 M

crer

crer

(131). A titralasi reakcidban a kimotripszin koncentracidja 40 nM volt, ami két

nagysagrenddel nagyobb, mint az ecotin gatlasara jellemzd K;. Ilyen koriilmények

.....
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7.10 A prokarboxipeptidaz tisztitasa

A prokarboxipeptidazt tartalmazé kondicionalt médiumot 20 mM Tris-HCI (pH
8) oldattal szemben dializaltuk, majd ioncserés kromatografiaval tisztitottuk. A
médiumot MonoQ anioncseréld oszlopra vittik fel Pharmacia FPLC pumpa
segitségével. Az oszlopot 20 mM Tris-HCI (pH 8) oldattal mostuk, majd a fehérjéket
NaCl-gradienssel (0-0,5 M) elualtuk. Az 1 ml-es frakciokat SDS-poliakrilamid-gél
segitségével analizaltuk és a legtisztabbnak bizonyuld mintat (90%-0sS tisztasagu)
hasznaltuk a tovabbi kisérletekhez.
szamitottuk a fehérje moléris extinkcids koefficiensének (CPA1: 72435 M™* cm™; CPA2:
66600 M cm™; CPB1: 85635 M cm™) felhasznalasaval.

7.11 A kimotripszin C aktivitasanak mérése

A kimotripszin C aktivitasat egy kromogén szubsztrat, a Szukcinil-Ala-Ala-Pro-
Phe-p-nitroanilid hidrolizisének sebességével mértiik. A szubsztratot a CTRC a Phe
utan hasitja és ennek kovetkeztében sarga szinli para-nitroanilin szabadul fel. Az utobbi
termék felhalmozodéasa a 405 nm-en mért abszorbancia iddegység alatti valtozasanak
mérésével kovethetd. Méréseinkben a kimotripszinaktivitas egysége a mODyos egy perc
alatti novekedése volt, amelyet Spectramax Plus 384 microplate reader (Molecular

Devices) segitségével mértiink.

7.11.1 Aktivitasmérés kondicionalt médiumbol
A kondicionalt médiumbdl torténdé mérés elott a HEK 293T-sejtek (37 pl) illetve

az AR42J-sejtek (20 ul) médiumat 100 nM human kationos tripszint, 10 mM CaCl,—ot
¢s 100 mM Tris-HCI-ot (pH 8) tartalmazo 50 pl végtérfogata oldatban felaktivaltuk. A
reakciot 37 °C-on 1 6ran keresztiil inkubéltuk. Ezt kdvetden 150 pl szubsztratot (150

uM végkoncentracio) adtunk az elegyhez és meghataroztuk a kimotripszin aktivitasat.
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7.11.2 A CTRC kinetikai paramétereinek meghatarozasa

crer

human kationos tripszint, 1 mM CaCl, —ot és 100 mM Tris-HCI-ot (pH 8) tartalmazo,
500 ul végtérfogati oldatban felaktivaltunk. A reakciot 37 °C-on 1 éran keresztiil
inkubaltuk.

Az enzimkinetikai mérések soran 20 nM CTRC-t (végkoncentracid) reagaltattunk
novekvd koncentracioji 1 mM CaCly,—ot és 100 mM Tris-HCI-ot (pH 8) tartalmazo
szubsztratoldattal (0-180 pM Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid). Az aktivitasadatokat
(mOD/perc) a szubsztrat-koncentracio fiiggvényében abrazoltuk, majd az igy kapott
pontokra hiperbolat illesztettiink. A hiperbola egyenlete alapjan meghataroztuk a Vi -
¢és Ky-értékeket és kiszamitottuk a Ky sebességi allandot, tovabba a Kea/ Ky specificitas

konstanst.

7.11.3 A CTRC aktivitasanak vizsgalata 3-kazein és tripszinogén
szubsztratokkal
A CTRC aktivitasat természetes szubsztratjai, a B-kazein és human kationos

tripszinogén felhasznalasaval is nyomon kovettilk. A CTRC hasitési termékeit 15%-0s,
Coomassie Blue-val festett SDS-poliakrilamid-gélen tanulmanyoztuk. A reakcid soran
0,2 mg/ml végkoncentracioji B-kazeint 5 nM CTRC-vel inkubéltuk 37 °C-on 1 mM
CaCly—ot és 100 mM Tris-HCl-ot (pH 8), illetve 20 nM SPINKI-et tartalmazo 500 pl
végtérfogati oldatban. A reakcidelegybdl 0, 2, 5 és 10 perc utan 100 pl-t 10%

A kisérletekhez a tripszinogénnek egy inaktiv mutans formajat (K23Q)

hasznaltuk, hogy elkeriiljiik az autoaktivacio illetve a degradacié lehetéségét. A 2 uM

cre

crer

triklorecetsavval kicsaptunk. A SPINKI szerepe a CTRC felaktivalasahoz hasznalt

tripszint gatlasa volt.
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7.12 A CTRC-inhibitor disszociacios allandéjanak (K;)
meghatarozasa

A CTRC-inhibitor disszociacios allandojat a  Schistocerca gregaria
kimotripszininhibitor  (SGCI) segitségével hataroztuk meg a  Laskowski-
laboratoriumban kidolgozott méddszer alapjan. A reakcié sordan 5 nM CTRC-t novekvd
koncentracidju inhibitoroldattal (0-40 nM) inkubaltunk 1 6ran keresztiil 0,1 M Tris-
HCl-ot (pH 8), 1 mM CaCl,-ot és 0,05% Tween-20-at (végkoncentracio) tartalmazo
oldatban 22 °C-on, 200 ul végtérfogatban. Az egyensuly bedllta utdn szabadon maradé
szubsztratbol 5 pl-t adtunk az elegyhez, ami elhanyagolhato térfogatvaltozast okozott,
igy nem befolyasolta az egyensulyi allapotot. A szabad CTRC-koncentraciot az Gssz-
kovetkezd fiiggvényt illesztettik: y = E-(E+x+K-sqrt((E+x+K)?-4Ex))/2, ahol az x
jelenti az ssz-inhibitor koncentraciot, az y a szabad proteaz koncentracidja, K=Kp és E

az 6ssz-protedz koncentracidja. Az egyenletbdl meghataroztuk a Kp értékét.

7.13 A karboxipeptidaz aktivitaisanak mérése

A CPA1 és CPA2 aktivitdsat N-[4-metoxifenilazoformil]-L-fenilalanin kromogén
szubsztrat segitségével hataroztuk meg. Ebben az esetben a sarga szinii szubsztrat a Phe
lehasaddsa utan szintelenné valik. A reakci6 sordan bekovetkezd abszorbancia-
csokkenést 350 nm-en 2 percig kovettiik Spectramax Plus 384 microplate reader
(Molecular Devices) segitségével.

A prokarboxipeptiddz aktivalasa 100 pl végtérfogatban zajlott. A reakcid sordn 2 uM
vel, 50 mM NaCl-ot, 20 mM Tris-HCl-ot (pH 8) és 0,05% Tween 20-at tartalmazo
oldatban. A Tween 20 szerepe a reakcidban az volt, hogy az inkubalas alatt
megakadalyozza a fehérjék kitapaddsat a milanyag felszinhez. A reakciot 37 °C-on
inkubaltuk, majd a mérésekhez 4 pl oldatot (80 nM végkoncentracid) hasznaltunk fel,

amelyet 86 ul 1 mM CaCl,—ot, 100 mM Tris-HCl-ot (pH 8) és 0,05% Tween 20-at
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cy ey

hozzaadasaval mértik.
A CPBI aktivitasat hasonld koriilmények kozott N-[4-metoxifenilazoformil)-L-arginin

felhasznaldsaval mértuk.

7.13.1 A CPA Kinetikai paramétereinek meghatarozasa

crer

koriilmények kozott 37 °C-on 30 percen keresztiil aktivaltuk.

Az enzimkinetikai mérések soran 20 nM aktiv CPA-t (végkoncentracid) reagaltattunk
novekvo koncentracidju, 1 mM CaCl,—ot, 100 mM Tris-HCI-ot (pH 8) és 0,05% Tween
20-at tartalmazé szubsztratoldattal (0-140 nM N-[4-metoxifenilazoformil]-L-fenilalanin).
Az aktivitasadatokat (mOD/perc) a szubsztratkoncentracio fiiggvényében abrazoltuk,
majd az igy kapott pontokra hiperbolat illesztettiink. A hiperbola képletének alapjan

meghataroztuk a Vimax- €s Ky -értékeket.

7.14 N-terminalis szekvenalas

A CPA N-terminalis szekvenalasahoz a fehérjéket 18%-0s SDS-poliakrilamid-
gélen megfuttattuk és PVDF (Immobilion-P, Millipore) membranra blottoltuk 300 mA
aramer6sség mellett 2 oran at. A membrant Coomassie Blue-val festettik. A
festékfelesleg kimosasahoz 50%-os metanolt hasznaltunk, majd a membrant
szobahdmérsékleten szaritottuk egy éjszakan at. A szekvenalast David McCourt végezte
a Midwest Analytical, Inc. (St. Louis, MO) laboratoriumaban. Az eljaras soran az N-
terminalis aminosavakat Edman-degradacio segitségével tavolitottak el, majd az

aminosavakat reverz fazisat HPLC-vel azonositottak.

7.15 Tomegspektrometria

A CPA propeptid tripszin illetve Kkimotripszin altali hasitasi helyeit
tomegspektrometriai modszerrel hatadroztuk meg. Az emésztési reakcidokat 0,17%
trifluor-ecetsavval allitottuk le. A mintdkat felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. A
tomegspektrometriai méréseket Andrea Carpentieri és Catherine E. Costello végezte
LTQ-Orbitrap™ hybrid témegspektrométer (Thermo Fisher Scientific) segitségével a

Boston University Medical Center laboratoriumaban.
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8 EREDMENYEK

8.1 A kimotripszin C szerepének vizsgalata a prokarboxipeptidaz
aktivaciojaban

8.1.1 A proCPAIl és proCPA2 termelése és tisztitasa

A kisérletekhez hasznalt prokarboxipeptidazt tranziens transzfekcioval HEK
293T-sejtekben termeltettilk, majd a fehérjét a kondiciondlt médiumbol ioncserés
kromatografia segitségével megtisztitottuk a ,,Felhasznalt anyagok és Mddszerek™ cimi
fejezetben leirtak szerint. A tisztitott zimogének N-termindlis szekvendldsa soran a
proCPA1 esetén a Lys-Glu-Asp-Phe-Val, mig a proCPA2 esetén a Leu-Glu-Thr-Phe-
Val homogén szekvenciakat kaptuk, amelyek megfelelnek a fehérjék szekrécios
szignalpeptid lehasadasa utan vart N-terminalis aminosav-szekvenciajanak. A felaktivalt
CPAIl illetve CPA2 kinetikai paramétereit is ellendriztiik, amelyek hasonlonak

bizonyultak az irodalomban leirtakhoz (2. tablazat) (132-134).

2. tablazat. A human CPA1 és CPA2 kinetikai paraméterei. A CPA-aktivitast N-[4-
metoxifenilazoformil]-L-fenilalanin szubsztrat felhasznalasaval mértiik 0,1 M Tris-HCI-
ot (pH 8), 1 mM CaCly,,-ot és 0,05% Tween 20-at tartalmazo, 100 pl végtérfogata
oldatban.

kcat (S-l) NV (HM) kcat/KM' (M_l' S-l)
CPA1 13%0,1 27,8+0,9 4,7 x 10°
CPA2 93%05 65,4 + 8,2 1,4 x 10°

8.1.2 A proCPAI1 és proCPA2 tripszin altali aktivacioja
Elséként a prokarboxipeptidaz tripszin altali aktivacidjat vizsgaltuk meg. Ehhez

a zimogéneket human kationos tripszinnel inkubaltuk, majd bizonyos id6kozonként a
reakcioelegyb6l mintat vettiink és az emésztési termékeket SDS-poliakrilamid-gélen
tanulmanyoztuk. Amint a 6. abran lathato, a proCPAL-et illetve a proCPA2-t a tripszin

aktiv karboxipeptidazza és az N-termindlis propeptiddé hasitja. A reakci6 mar 5 perc
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alatt majdnem teljesen lezajlik és mind a karboxipeptidaz, mind a propeptid stabil
marad még 80 perc utdn is, mivel tovabbi degradacios termékeket nem figyelhettiink
meg ¢s az emésztési termékek mennyisége sem valtozott. Az emésztési termékeket N-
terminalis szekvenalassal is megvizsgaltuk. A propeptid szekvenalasa soran ugyanazt az
aminosav-szekvenciat kaptuk, mint a proenzim esetében, ami arra utal, hogy a tripszin
csak a propeptid C-terminalis végét hasitja. A CPAl és a CPA2 N-terminalis
szekvenalasa soran homogén szekvenciakat kaptunk (CPA1: Ala-Arg-Ser-Thr-Asp,
CPA2: Ser-Gly-Asn-Phe-Asn) és az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a tripszin a proCPAl-et az Argl10-Alalll, mig a proCPA2-t az
Argl12-Ser113 peptidkotéseknél hasitja, ami megfelel az irodalomban leirtaknak
(40,43). Eredményeink megerésitésére a proCPA1 Argl10-es, mig a proCPA2 Argl12-
es aminosavat mutagenezissel glutaminra cseréltik (R110Q CPAL; R112Q CPA2). A
kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy a mutacié mindkét proenzim esetében dramaian
lecsokkentette a tripszin altali aktivacido sebességét, bizonyitva, hogy az Argl10/

Argl12 aminosavak kritikus szerepet jatszanak az aktivacids folyamatokban (6. abra).

A B
Ega_ 0 1 5 20 60 80 percc kDa 0 1 5 20 60 80 perc
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26 — 34 — — — — e | CPA2
26 —
17 —
_ 17 —
11— e — — | Dropeptid
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11— propeptid propeptid

11—

6. abra. A vad tipusu és az R110Q mutans proCPA1 (A), illetve vad tipusu és az
R112Q CPA2 (B) tripszin altali aktivaciéja. 2 pM prokarboxipeptidazt 100 nM
human kationos tripszinnel aktivaltunk 37 °C-on, 20 mM Tris-HCI-ot (pH 8) és 50 mM
NaCl-ot (végkoncentracid) tartalmazé 100 pl végtérfogata oldatban. Az abran jeldlt

crer

SDS-poliakrilamid-gélen megfutattuk, majd Coomassie Blue-val festettiik.
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Ugyanakkor a propeptid tomegspektrometriai analizise azt mutatta, hogy 5
perces tripszinnel vald inkubaciot kovetéen mind a CPA1, mind a CPA2 esetében a
reakcioelegy foként olyan peptideket tartalmazott, amelyek C-terminalis aminosava az
Argl08 volt. Kisebb mennyiségben az Argl10 (CPA1, CPA2) és az Argl12 (CPA2) C-
termindlis aminosavat hordoz6 peptidek is kimutathatéak voltak (3. tablazat).
Eredményeink tehat 0sszességében arra utalnak, hogy a tripszin szekvencialis médon
hasitja a propeptidet. Mivel az R110Q (proCPA1) illetve az R112Q mutaciok (proCPA2)
jelentés mértékben lecsokkentették az aktivacid sebességét, feltételezhetd, hogy a
proCPA1 esetén az Argll0, mig a proCPA2 esetén az Argl12 az elsd hasitasi hely. A
proCPAl-ben a kovetkez6 hasitas az Argl08 utan kovetkezik be. A proCPA2 esetén az
Argll?2 utani hasitdst az Argll10, majd az ArglO8 utadni hasitds koveti. Mindez
osszhangban van az irodalmi adatokkal (43). Igy tehat a tripszin a proCPA1l
propeptidjérdl ketté (Serl09-Argl10), mig a proCPA2 propeptidjérél négy (Argl09-
Argl110-Glul11-Argl12) aminosavat tavolit el, ami mindkét esetben egy 92 aminosav

hossztsagu peptidet eredményez (7. ébra).

proCPA1 proCPA2

QS]’:LDEEQEQMFAFRSR QV]':LDKENEEMLFNRRRER
96 96

108 110 108 110 112

7. abra. A sertés proCPA1 (Protein Data Bank code 1PCA) és a human proCPA2
(Protein Data Bank code 1AYE) szalagdiagramja. A diagramon a propeptidet
feketével jelsltiik. Az a -hélix aminosavsorrendjét és azon beliil a Leu®®—ot illetve a
triptikus hasitasi helyeket is feltiintettilk. A diagramot a DeepView/Swiss-PdbViewer
(version 3.7) segitségével készitettiik.
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8.1.3 A CTRC fokozza a CPA1 és CPA2 tripszin altali aktivaciojat
A proCPAL illetve a proCPA2 human kationos tripszin altali aktivaciojanak

idobeli valtozasat a karboxipeptiddz aktivitasinak mérésével is nyomon kovettik.
Eredményeink szerint a tripszinnel vald inkubaci6 a proCPA1l/proCPA2 gyors
aktivaciojat okozta, amely mindkét enzim esetén 10 perc utan elérte maximumat és
tovabbi novekedést nem tapasztaltunk. 15 perc elteltével kis koncentracioban (50 nM)
CTRC-t adtunk a reakcioelegyhez, ami hirtelen és dramai moddon, 8-10 szeresére
novelte a karboxipeptidaz aktivitasat (8. abra). Ugyanakkor a CTRC 6nmagéaban nem
aktivalta sem a proCPAl-et, sem a proCPA2-t, ami arra utal, hogy a tripszinnel valo
inkubacio eldfeltétele a CTRC altali aktivacionak. Eredményeink alapjan tehat a tripszin
karboxipeptidaz teljes felaktivalasa tovabbi CTRC altali emésztést igényel. A CPB1
esetén nem figyelhettiink meg hasonlo jelenséget, mivel a CTRC nem volt hatassal a

tripszin-altal emésztett karboxipeptidaz aktivitasara.
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8. abra. A proCPA1 (A) és a proCPA2 (B) tripszin és CTRC altali aktivacidja. 2
uM prokarboxipeptidazt 100 nM human kationos tripszinnel (fehér kordk), 50 nM
CTRC-vel (fekete haromszog) illetve 15 perc 100 nM human kationos tripszinnel valo
eldinkubaciot kovetéen 50 nM CTRC hozziadasaval (fekete kordk) aktivaltunk. A
reakciodelegyet 37 °C-on inkubaltuk 20 mM Tris-HCI-ot (pH 8), 50 mM NaCl-ot és
0,05% Tween 20-at (végkoncentracid) tartalmazo, 100 pl végtérfogatii oldatban. Az
abran jelolt idOpontokban 4 pul reakcidelegy aktivitasat 60 nM  N-[4-
metoxifenilazoformil]-L-fenilalanin szubsztrat felhasznaldsaval hataroztuk meg. A
100% -0s aktivitds a 450 nM-s* (CPA1) és a 340 nM's™ (CPA2) szubsztrat hasitasi
sebességnek felel meg.
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8.1.4 A tripszin altal hasitott propeptid a CPA1/CPA2 szorosan koté
inhibitoraként miikodik

Eredményeink szerint a tripszin altal emésztett proCPA1/proCPA2 aktivitasa
csupan 10%-a a teljes karboxipeptidaz-aktivitasnak, ami arra utal, hogy az inhibitoros
propeptid tovabbra is kdtve marad az enzimhez. Azonban ez a kotés a triptikus hasitast
enzim kismértéki aktivalodasdhoz vezet. Ugyanakkor a részleges aktivitas megjelenését
a propeptid triptikus hasitast kovetd konformacio-valtozasa is kivalthatja, aminek

hatéséra az aktiv hely a szubsztrat szdmara jobban elérhetdve valik.

1 CPA1 1 cpPA2 .

Szabad CPA1 (nM)
Szabad CPA2 (nM)

s Ko ~0.8 nM : Ky ~0.8 nM

6 2I0 4‘0 6IO 8I0 1(‘)0 1I20 11'10'—1&) (I) 2‘0 4IO 6‘0 8IO 1(I)0 1I20 14‘10 1I60
Tripszin-aktivalta proCPA1 (nM) Tripszin-aktivalta proCPA2 (nM)

9. dbra. A tripszin altal aktivalt proCPA1 (A) és proCPA2 (B) aktivitisanak
koncentraciofiiggése. 2 uM prokarboxipeptidazt 100 nM humdan kationos tripszinnel
aktivaltunk 37 °C-on 0,1 M Tris-HCl-ot (pH 8), 50 mM NaCl-ot, 1 mM CaCl,-ot és
0,05% Tween 20-at (végkoncentraciok) tartalmazo, 100 pl végtérfogatu oldatban. 30
perc inkubaci6 utan a felaktivalt karboxipeptidaz-oldatbol assay-pufferrel (0,1 M Tris-
HCI (pH 8), 1 mM CaCl,, 0,05% Tween 20) higitasi sort készitettiink. Az abran

felhasznalasaval —mértiik. Az  aktivitdsadatokbol a szabad karboxipeptidaz
koncentraciojat a 10. abran bemutatott, tripszinnel és CTRC-vel felaktivalt

crer

crer

A szabad karboxipeptidaz-koncentraciét az oldat 0Ossz-CPA  koncentracidjanak
fliggvényében abrazoltuk. Az igy kapott 2pontokra a kovetkezd fliggvényt illesztettiik:
y=(-K + sqrt(K? + 4Kx))/2, amelyet a K=y*/x-y egyenletbél szamitottunk. Ez az egyenlet
megfelel a karboxipeptiddz és a lehasadt propeptid tomeghatds torvényén alapulod
0ssz-CPA koncentracidja, és y az egyensulyi szabad CPA koncentracid. Az x-y
megfelel a propeptid altal gatolt egyensulyi CPA-koncentracionak.
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Annak eldontésére, hogy a két lehetséges elmélet koziil melyik érvényesiil,
meghataroztuk a tripszin altal aktivalt proCPALl/proCPA2 enzimek aktivitasanak
koncentraciofiiggését.  Amennyiben a  10%-0s  aktivitast a  propeptid
konformaciovaltozasa okoznd, az enzimaktivitdsa a koncentracidoval egyenes aranyban
linearisan novekedne. Ha azonban a propeptid részleges disszociacidjarol lenne szo, az
enzim aktivitasa ¢és koncentracidja a tomeghatas torvényének megfelelden
négyzetgyokos Osszefiiggést mutatna. Amint az a 9. abran lathatd, eredményeink az
utobbi elméletet tamasztottak ald. A kapott fiiggvénybdl a CPA1 és a CPA2
propeptidjének egyensulyi disszociacids allandojat (Kp) mindkét enzim esetén 0,8 nM-
ra becsiiltilk meg, ami arra utal, hogy a propeptid a triptikus hasitast kovetden szorosan
ko6tddd inhibitorként miikodik. Ezzel szemben a tripszin és CTRC altal teljesen
felaktivalt CPAL/CPA2 aktivitasa és koncentracidja kozott linearis Osszefliggést
tapasztaltunk (10. abra).

A B
500 1 o .
o CPA1 - & 4004 CPA2 P
< 400 <
S £ 300
= = 2001 e
% 200 cxs
l.,’ N 14"
2 100 <{ 100+ ‘
o 9 o .
O i 4 O ."'
o ® oH#
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tripszin + CTRC aktivalta CPAL (nM) Tripszin + CTRC aktivalta CPA2 (nM)

10. abra. A tripszin és CTRC altal aktivalt proCPA1 (A) és proCPA2 (B)
aktivitaisinak koncentraciofiiggése. 2 pM prokarboxipeptiddzt 100 nM humén
kationos tripszinnel és 50 nM CTRC-vel aktivaltunk 37 °C-on 0,1 M Tris-HCI-ot (pH 8),
50 mM NaCl-ot, 1 mM CaCl,-ot és 0,05% Tween 20-at (végkoncentraciok) tartalmazo,
100 pl végtérfogatt oldatban. 30 perc inkubaciéo utan a felaktivalt karboxipeptidaz
oldatbol assay-pufferrel (0,1 M Tris-HCI (pH 8), 1 mM CaCl,, 0,05% Tween 20)

cre
crer

crer

fiiggvényében abrazoltuk.
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8.1.5 A CTRC lebontja a tripszin altal hasitott propeptidet
A proCPA1/proCPA2 tripszin ¢s CTRC altali emésztésének folyamatat SDS-

poliakrilamid-gélen idében kovettiik. A kisérlet soran a proenzimeket 5 percig
tripszinnel inkubaltuk, majd CTRC-t adtunk a reakcidelegyhez. 1, 10 illetve 30 perc
mulva mintat vettiink és az emésztési termékeket SDS-poliakrilamid-gélen megfutattuk
(11. &bra). Eredményeink szerint a CTRC hozzaadasat kovetden a propeptid mindkét
enzim esetén 30 perc elteltével teljesen degradaldédott. Annak vizsgalatara, hogy az
aktiv . CPA milyen mértékben vesz részt a propeptid lebontdsdban, a kisérleteket
csokkent Katalitikus aktivitassal rendelkez6 mutans proCPA1/proCPA2-vel is
megismételtiik. Ehhez a CPA1 Arg237-es, mig a CPA2 Arg235-6s aminosavat alaninra
cseréltik (R237A; R235A). Irodalmi adatok alapjan a patkany CPA1 homolog
argininjének mutaltatasa az enzimaktivitast négy nagysagrenddel csokkentette. Amint a
11. abran lathat6é az R237A proCPAl illetve az R235A proCPA2 mutans propeptidje a
vad tipushoz hasonld sebességgel degradalodott, ami arra utal, hogy a CPA1/CPA2

aktivitas nem jatszik jelends szerepet a propeptid lebontaséban.

A B
Tri + CTRC Tri + CTRC

kba 0 511 10 30 perc kba 0 51i1 10 30 perc
55 —
23— | —— —— proCPAl 55 — | —— proCPA2
34 — — e e esw | CPAL gg: — e | CPA2
26 — 26 —
17 — 17 —
11— - propeptid 11— | e propeptid
55— :
25— e — ProCPAL R237A 55— ———7—
— : CPA1 R237A 13 — (e proCPA2 R235A
26— : gg: ————amw| CPA2 R235A
17— 17—

— - | propeptid ;
1 - | — propeptid

11. abra. A vad tipusi és az R237A mutans proCPA1 (A), illetve a vad tipusu és az
R235A mutans proCPA2 (B) tripszin (Tr) és CTRC altali aktivaciéja. 2 pM
prokarboxipeptidazt 100 nM human kationos tripszinnel aktivaltunk 37 °C-on, 20 mM
Tris-HCIl-ot (pH 8) és 50 mM NaCl-ot (végkoncentracid) tartalmazo, 100 ul
végtérfogath oldatban. Az 5 perces tripszinnel val6 inkubaciot kovetden 50 nM CTRC-t
adtunk a reakcioelegyhez. Az dbran jel6lt id6pontokban a mintdkat 10%

crc

megfutattuk, majd Coomassie Blue-val festettiik.
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Annak érdekében, hogy a propeptid CTRC altal hasitott helyeit meghatarozzuk,
az emésztési termékeket tomegspektrométerrel is analizaltuk. Mivel a CPAI illetve
CPA2 képes a CTRC altal hasitott peptidek C-terminalis aminosavait eltavolitani, ami
modosithatja az eredményeket, a kisérleteket vad tipust (3. tablazat A), illetve R237A
proCPA1 és R235A proCPA2 mutansokkal (3. tablazat B) is elvégeztiik. Tovabba
annak érdekében, hogy az a3-hélix C-terminalisan torténd hasitasi helyeket nagyobb
részletességgel tudjuk tanulmanyozni, a proCPAL illetve proCPA2 Leu96-Leu97
aminosavait izoleucinra cseréltiik (3. tablazat C). Mivel a CTRC nem képes izoleucin
utan hasitani, ezzel az aminosavcserével megakadalyoztuk a CTRC a3-hélix N-
terminalisan valo hasitasat. A mutaciot az R237A/R235A inaktiv mutansokban hoztuk
létre (L961, L971, R237A proCPAL; L96l, L971, R235A proCPA2). A harom kisérlet
eredményének Osszevetése alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
tripszinemésztést kovetden a CTRC eldszor az o3-hélix C-termindlis végén hasitja a
proCPA1/CPA2 propeptidjét (3. tablazat). A reakcid elsé percében a proCPAI1 esetén
foként a Phel05-Alal06 és a GIn103-Met104, mig a proCPA2 esetén Phel06-Asn107
¢s a Metl04-Leul05 peptidkotéseknél hasitott termékeket figyelhettiink meg. A
proCPA1 mintdkban kisebb mennyiségben kimutathatéak voltak még a Met104-Phel05,
mig a proCPA2 mintakban a Leul05-Phel06 peptidkotésnél emésztett propeptidek is.
Ezeket a hasitasokat az a3-hélix N-terminalisanak emésztése kovette (1 perc, 10 perc).
Az elsO hasitas a proCPALl illetve a proCPA2 esetében is a konzervalt Leu96-Leu97
peptidkotésnél kovetkezett be. A proCPA1 propeptidjét a CTRC a GIn94-Ser95
peptidkotésnél tovabb hasitotta. Az aktiv CPA1/CPA2 szintén részt vett az o3-hélix
degradalasaban. Eredményeink szerint a CPA1 a CTRC altal hasitott Leu96-ot, majd a
GIn9%4-et és a Val93-at, mig a CPA2 a Leu96 és a Val95-6t tavolitotta el a propeptidrol.
10 perc utan tehat a propeptid o3-hélixe teljesen lebomlott. Hosszabb inkubéciot
kovetden (10-30 perc) mar csak kisebb peptidfragmentumokat tudtunk detektélni,
amelyek az inhibitoros globularis domén tripszinnel illetve kimotripszinnel torténd
egylittes emésztésébol szarmaztak.

Eredményeink alapjan tehat a CTRC szekvencidlis modon hasitja a
proCPA1/CPA2 tripszin altal emésztett propeptidjét (12. abra). Els6ként a propeptid
a3-hélixének C-termindlis végét hasitja (1 perc), majd ezt koveti az a3-hélix N-

terminalis végének hasitasa (1 perc, 10 perc). Ezek a hasitasok destabilizaljdk az
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inhibitoros globularis domént, ami lehetévé teszi annak tripszin, illetve CTRC altali
teljes lebomlasat. A tomegspektrometriai eredményeket az aktivitds adatokkal

Osszehasonlitva, nyilvénvalc')vé valt, hogy az a3-hélix degradacioja elegendd volt az

------

proCPA2

QSLLDEEQEQMFAFRSR QVLLDKENEEMLFNRRRER

108 110 108 110 112
2 1 3 2 1
tripszin QSLLDEEQEQMFAFRlSRl QVLLDKENEEMLFNRLRRlEfi
4 3 3
CTRC QlSLLDEEQEQlMFJAFRSR QVﬁLDKENEEMJ'LFlNRRRER
2 1
CPA lQSlLLDEEQEQMFAFRSR QlVlLLDKENEEMLFNRRRER

12. abra. A proCPAL1 és a proCPA2 propeptidek a3-hélixének tripszin, CTRC és
CPA altali fobb hasito helyei és a hasitasok idobeli sorrendje.
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3. tablazat. A tripszin illetve CTRC altal emésztett proCPAl1 és proCPA2
propeptidjének tomegspektrometriai analizise. A vad tipusu és a mutans proCPA-t 5
percig 100 nM tripszinnel, majd 1, 10 és 30 percig 50 nM CTRC-vel emésztettiik. Az
emésztési reakciokat 0,17% trifluor-ecetsavval allitottuk le. Az aldbbi tablazat a
tomegspektrum alapjan azonositott peptideket tartalmazza. A peptidek relativ
mennyiségét az adott spektrumon legerdsebb jelet adod peptid mennyiségének
széazalékaban fejeztiik ki.

A. A vad tipusu proCPA1l és proCPA2 propeptidjének tripszin ¢s CTRC altali
hasitasabol szarmaz6 peptidfragmentumok.

Asg;;)i;iéoktt Szamitott tomeg Mért tomeg ml:ﬁ:;tiisvég
proCPAL, tripszin, 5 perc
Lys17-Argl10 10855,4910 10855,5641 5%
Lys17-Argl08 10612,3578 10612,5036 100%
proCPAL, CTRC, 1 perc
Lys17-Argl10 10855,4910 10855,5420 5%
Lys17-Argl08 10612,3578 10612,4379 85%
Lys17-Met104 10091,0828 10091,0946 10%
Lys17-GIn103 9960,0423 9960,0235 100%
Lys17-Ser95 8975,6023 8975,6342 30%
Lys17-Val93 8760,5117 8760,5517 60%
proCPAL, CTRC, 10 perc
Lys17-Glu102 9831,9837 9832,0749 5%
Lys17-Val93 8760,5117 8759,6040 7%
Lys17-Asp92 8661,4433 8661,7397 100%
GIn49-Lys76 3113,6562 3113,6676 45%
Asp51-Lys76 2872,5136 2872,5159 50%
proCPAZ2, tripszin, 5 perc
Leul7-Argll2 11158,7643 11158,9270 5%
Leul7-Argl10 10873,6206 10873,5662 35%
Leul7-Argl08 10561,4184 10561,4288 100%
proCPA2, CTRC, 1 perc
Leul7-Arg110 10873,6206 10873,6706 100%
Leul7-Argl08 10561,4184 10561,4774 90%
Leul7-Met104 10031,1219 10030,0599 95%
Leul7-GIn94 8830,5523 8830,6527 60%
proCPA2, CTRC, 10 perc
Leul7-Arg110 10873,6206 10873,5859 100%
Leul7-Met104 10031,1219 10030,2498 30%
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CTRC altali hasitasabol szarmazo peptidfragmentumok.

AZOHO.SitOtt Szamitott tomeg Mért tomeg Relat.i v
peptidek mennyiség
proCPA1 R237A, tripszin 5 perc
Lys17-Argl108 10612,3578 10612,3434 100%
proCPA1 R237A, CTRC, 1 perc
Lys17-Leu96 9088,6864 9088,6884 100%
Lys17-GIn94 8888,5703 8888,5656 15%
proCPA1 R237A, CTRC, 10 perc
Lys17-GIn94 8888,5703 8888,5581 100%
GIn49-Phe78 3373,8087 3373,8083 14%
Asp51-Phe78 3132,6661 3132,6681 18%
GIn49-Lys76 3113,6562 3113,6557 25%
Asp51-Lys76 2872,5136 2872,5132 31%
Gly55-Phe78 2528,3903 2528,3915 6%
Gly55-Lys76 2268,2378 2268,2379 35%
Lys38-Leu48 1351,7347 1351,7341 94%
Arg27-GIn37 1214,6255 1214,6249 38%
proCPAl R237A, CTRC, 30 perc
Lys17-GIn94 8888,5703 8888,5516 25%
GIn49-Phe78 3373,8087 3373,8086 30%
Asp51-Phe78 3132,6661 3132,6657 35%
GIn49-Lys76 3113,6562 3113,6561 40%
Asp51-Lys76 2872,5136 2872,5124 62%
Asp51-GIn73 2574,3131 2574,3134 48%
Gly55-Lys76 2268,2378 2268,2373 100%
Gly55-GIn73 1970,0373 1970,0369 45%
Lys38- Leu48 1351,7347 1351,7342 40%
Arg27-GIn37 1214,6255 1214,6248 63%
Ile28- GIn37 1058,5244 1058,5236 37%
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AZOHO.SitOtt Szamitott tomeg Mért tomeg Relat.i v
peptidek mennyiség
proCPA2 R235A, tripszin 5 perc
Leul7-Arg108 10561,4184 10561,3650 100%
proCPA2 R235A, CTRC, 1 perc
Leul7-Leu96 9042,7047 9042,6244 100%
proCPA2 R235A, CTRC, 10 perc
Leul7-Leu96 9042,7047 9042,6410 30%
Leul7-Val95 8929,6207 8929,6997 100%
Leul7-GIn94 8830,5523 8830,4956 10%
Leul7-Leu40 2726,4378 2726,4206 35%
proCPA2 R235A, CTRC, 30 perc
GIn49-Phe78 3396,7982 3396,7804 27%
GIn49-Lys76 3150,6614 3150,6441 20%
Asp51-Lys76 2909,5187 2909,4993 7%
Ser55-Phe78 2579,3859 2579,3686 27%
GIn49-Phe69 2412,2226 2412,2057 73%
Ser55-Lys76 2333,2491 2333,2236 33%
Asp51-Phe69 2171,0799 2171,0655 43%
Glu27-Leu40 1624,8672 1624,5870 45%
Ser55-Phe69 1594,8103 1594,8003 100%
Glu27-Leu39 1511,7831 1511,7733 37%
Glu27-Lys37 1284,6561 1284,6468 85%

54




DOI:10.14753/SE.2012.1738

C. Az L96I, L971, R237A proCPA1l ¢és az L961, L97l, R235A proCPA2 mutansok
propeptidjének tripszin és CTRC altali hasitasabol szarmazé peptidfragmentumok.

Azonqsitott Szamitott tomeg Mért tomeg Relat.i v
peptidek mennyiség

proCPAL L961, L971, R237A, tripszin 5 perc

Lys17-Argl08 10612,3578 10612,4045 100%
proCPA1 L96I, L971, R237A, CTRC, 1 perc

Lys17-Argl08 10612,3578 10612,3805 100%

Lys17-Phel05 10238,1512 10238,1268 100%

Lys17-Met104 10091,0828 10091,2995 10%

Lys17-GIn103 9960,0423 9960,1491 40%
proCPA1 L96I, L971, R237A, CTRC, 10 perc

Lys17-Phel05 10238,1512 10238,4076 5%

Lys17-Met104 10091,0828 10091,0778 25%

Lys17-GIn103 9960,0423 9960,0778 100%

Lys17-GIn94 8888,5703 8888,5748 5%

Gly55-Lys76 2268,2378 2268,2442 15%
proCPA2 L961, L971, R235A, tripszin 5 perc

Leul7-Argl08 10561,4184 10561,5643 100%
proCPA2 L96I, L971, R235A, CTRC, 1 perc

Leul7-Phel06 10291,2744 10291,2115 35%

Leul7-Leul05 10144,2060 10144,1777 10%

Leul7-Met104 10031,1219 10031,1386 100%
proCPA2 L96l, L971, R235A, CTRC, 10 perc

Leul7-Leul05 10144,2060 10144,3333 12%

Leul7-Met104 10031,1219 10031,1713 100%
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8.1.6 A Leu96-Leu97 peptidkotés hasitasa sziikséges a CPA1/CPA2
teljes aktivaciojahoz

Annak vizsgalatara, hogy vajon az 03-hélix teljes degradacioja sziikséges-e a
CPAI1/CPA2 maximalis aktivalodasahoz, a konzervalt 196, 197 aminosavakat
izoleucinra cseréltiik. Az el6z6 fejezetben leirtak szerint az L96-1L97 peptidkotés a
CTRC els6dleges hasitasi helye az a3-hélix N-terminalis végén, ezért az L961,L97I
proCPA1/CPA2 mutansok esetében a CTRC csak az a3-hélix C-terminalis végét tudja
emészteni. A Kisérlet soran a mutans zimogéneket 15 percig tripszinnel eléemésztettiik,
majd CTRC-t adtunk a reakcidelegyhez (13. abra). A CTRC hozzaadasat kovetden mind
a CPA1, mind a CPA2 esetében bifazisos aktivalodast figyelhettiink meg, amelynek
soran a karboxipeptiddz aktivitasanak hirtelen megndvekedését egy lassu aktivalddasi
folyamat kovette. Azonban a mutansok aktivitdsa nem érte el a vad tipusi CPA
aktivitasara jellemzo értéket. Az L961,L971 proCPAL maximalis aktivitasa 50%-a, mig
az 1961, L971 proCPA2 muténs aktivitdsa 35%-a volt a vad tipusit CPA1 aktivitdsanak.
Eredményeink tehat arra utalnak, hogy az a3-hélix C-terminalisdnak hasitdsa csak
részleges CPA1/CPA2 aktivaciot valt ki és a teljes aktivalodashoz a hélix N-

termindlisanak hasitasa is sziikséges.

>
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13. abra. Az L96I,L97I proCPA1 (A) és az L96I,L97I proCPA2 (B) tripszin és
CTRC altali aktivacioja. 2 pM vad tipust illetve mutans prokarboxipeptidazt 15
percig 100 nM human kationos tripszinnel aktivaltunk, majd 50 nM CTRC-t adtunk a
reakcioelegyhez. A reakcidelegyet 37 °C-on inkubaltuk 20 mM Tris-HCl-ot (pH 8) és
50 mM NaCl-ot és 0,05% Tween 20-at (végkoncentracio) tartalmazo, 100 pl
végtérfogatl oldatban. Az abran jeldlt iddpontokban 4 pl reakcioelegy aktivitasat 60 nM
N-[4-metoxifenilazoformil]-L-fenilalanin szubsztrat felhasznalasaval hataroztuk meg. A
100% -0s aktivitds a 450 nM-s™* (CPA1) és a 340 nM's™ (CPA2) szubsztrat hasitasi
sebességének felel meg.
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8.1.7 A CTRC a proCPAL1 és proCPA2 fiziologias koaktivatora
A CTRC-n kiviil mas hasnyalmirigy eredetii enzimeknek a CPAl és CPA2

aktivitasra gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk. A tripszinnel eldemésztett CPA1/CPA2
enzimet 50 nM koncentracioji human elasztaz 2A (ELA2A), elasztaz 3A (ELA3A),
elasztaz 3B (ELA3B), kimotripszin B1 (CTRB1), kimotripszin B2 (CTRB2) és
kimotripszinszerii enzim-1 (CTRL1) enzimekkel inkubaltuk (14. abra). Ezek az
enzimek a CTRC-vel ellentétben csak kis mértékben novelték meg a tripszin emésztette
CPA1/CPA2 aktivitasat. Erdekes modon a CTRB2 a CPAl hirtelen aktivitas-
novekedését valtotta ki, azonban a maximalis karboxipeptidaz-aktivitis csak a 30%-a
volt a CTRC altal kivaltott aktivitasnak. Tomegspektrometriai méréseink szerint a
CTRB2 a CPAI tripszin altal emésztett propeptidjét a Phel05-Alal06 peptidkotésnél
hasitja. Ezek a megfigyelések megerdsitették a korabbi eredményeinket, miszerint az
a3-hélix C-termindlisanak hasitdsa nem elegendd a CPA1 teljes aktivalodasahoz.
Eredményeink szerint tehat a CTRC CPA1/CPA2-t aktivalé hatdsa egyediilalldo a
hasnyalmirigy eredetli enzimek k6zo6tt, ami arra utal, hogy a CTRC a proCPAL illetve

proCPA2 fiziologids koaktivatora.
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14. abra. A proCPAl (A) és proCPA2 (B) tripszinnel és Kiilonb6z6 human
pankreatikus proteazokkal val6 aktivacidja. 2 uM prokarboxipeptidazt 15 percig 100
nM humén kationos tripszinnel aktivaltunk, majd az abran feltiintetett protedzbol 50
nM-t adtunk a reakcidelegyhez. A reakcioelegyet 37 °C-on inkubaltuk 20 mM Tris-
HCl-ot (pH 8), 50 mM NaCl-ot és 0,05% Tween 20-at (végkoncentracio) tartalmazo,
100 pl végtérfogata oldatban. Az abran jelolt idépontokban 4 pl reakcidelegy aktivitasat
60 nM N-[4-metoxifenilazoformil]-L-fenilalanin szubsztrat felhasznalasaval hataroztuk
meg. A 100% -os aktivitas a 450 nM's™* (CPA1) és a 340 nM-s™* (CPA2) szubsztrat
hasitasi sebességének felel meg.
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8.1.8 A proCPAL CTRB2 ltali aktiviciéja
Eredményeink szerint a CTRB2 100-200 nM koncentracioban alkalmazva

nemcsak a tripszinnel eléemésztett, hanem az intakt proCPA1-et is hasitja (15. abra). A
propeptid tomegspektrometriai analizise illetve a CPA1 N-terminalas szekvenaldsa
alapjan a CTRB2 a Phe105-Alal06 és a Phe107-Argl08 peptidkotéseket bontja. Ezaltal
a CTRB2 részleges CPAl-aktivitast indukal, ami a maximalis karboxipeptidaz-aktivitas
30%-at éri el. Azonban az emésztés sebessége 10-szer lassabb volt, mint a tripszin altali
emésztés, ezért nem valdszind, hogy fizioldgias jelentdsége lenne. Az egyensuly beéllta

utain CTRC-t adtunk a reakcidelegyhez, amely teljes karboxipeptidaz-aktivitast valtott ki.
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15. abra. A proCPA1 CTRB2 altali aktivacioja. (A) 2 uM prokarboxipeptidazt 100
nM Tr-el (fekete korok) illetve 200 nM (fehér korok) CTRB2-vel inkubaltunk 60
percen keresztiil, majd 50 nM CTRC-t adtunk az elegyhez. A reakcidelegyet 37 °C-on
inkubaltuk 20 mM Tris-HCI-ot (pH 8) 50 mM NaCl-ot és 0,05% Tween 20-at és 70 nM
SPINK1-et tartalmazo 100 ul végtérfogatu oldatban. A SPINK1 szerepe a reakciokban
az volt, hogy a CTRB2 felaktivalasahoz hasznalt tripszint legatoljuk. Az abran jelolt
idépontokban 4 pul reakcidelegy aktivitasat 60 nM N-[4-metoxifenilazoformil]-L-
fenilalanin szubsztrat felhasznalasaval hataroztuk meg. A 100% -os aktivitas a 450
nM-s™ szubsztrat hasitasi sebességnek felel meg. (B) A 100 nM CTRB2-vel inkubalt
triklorecetsavval kicsaptunk és 18%-0s SDS-poliakrilamid-gélen megfutattuk, majd
Coomassie Blue-val festettiik. A gélen lathato 14 kDa illetve 10,4 kDa nagysagu peptid
fragmentumok a CTRB2 Tyrl64-Asnl65 peptidkotésnél bekovetkezd fiziologias
autolizisének a termékei.
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8.2 A kimotripszin C N-glikozilaciéjanak vizsgalata

8.2.1 A human CTRC N-glikozilalt az 52-es aszparaginon
A human CTRC els6dleges aminosav-szekvenciajaban harom potencialis N-

glikozilacios hely (Asn-Xaa-Ser/Thr) talalhato az Asn25, Asn52 és az Asn226-0S
pozicidkban (3. abra). Annak megallapitasara, hogy ezek a glikozilacios helyek valoban
hordoznak-e glikozilcsoportot, a konszenzus szekvenciakat mutagenezis segitségével
egyenként kititottiik, azaltal, hogy az aszparagin-aminosavakat szerinre cseréltiik (N25S,
N52S, N226S). A vad tipusu illetve a mutans CTRC c¢DNS-ét kodold plazmidokat
tranziens transzfekcioval human embrionalis vesesejtekbe (HEK 293T) juttattuk és
kétnapos inkubaciot kdovetden a kondicionalt médiumot begytjtottik. Mivel a
glikozilcsoport jelentds mértékben megnoveli a fehérje molekulasulyat, ezért annak
kideritése céljabol, hogy az adott mutaciok befolyasoljak-e a CTRC glikozilaciojat, a
termelt  fehérjéket ~ SDS-poliakrilamid-gélen  tanulméanyoztuk.  Glikozilalatlan
kontrolllként E. coliban termeltetett CTRC-t hasznaltunk, mivel a baktériumok nem
képesek N-glikozilalt fehérjék eldallitasara (16. abra A). Eredményeink szerint az N52S
mutans CTRC gyorsabban futott a gélen, mint a vad tipusu, az N25S és N226S mutans
fehérje és a molekulatomege megegyezett az E. coliban termelt CTRC
molekulatomegével. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a mobilitds-valtozast a
glikozilcsoport hianya okozta. Tovabba az N52S fehérje az E. coliban termelt CTRC-
hez hasonldan joval élesebb csikot adott a gélen, ami szintén a glikozilalatlan fehérjékre
jellemz6. A glikozilcsoport meglétét PNGaseF ¢és EndoH glikozidaz enzimek
segitségével is ellendriztiik (16. abra B, C). A PNGaseF az aszparagin oldallanc és az
els6 N-acetil-gliikozamin ko6z6tt, mig az EndoH a két N-acetil-gliikozamin ko6zott
hasitja le a fehérjék glikozilcsoportjat (5. abra), és ez az SDS-poliakrilamid-gélen
konnyen kimutathato molekulatomeg-valtozast idéz elé. Eredményeink szerint az
enzimekkel vald inkubacidt kdvetden a vad tipusu, illetve mindhdrom mutans CTRC
molekulatomege megegyezett és az N52S fehérje esetében nem figyelhettiink meg
tovabbi mobilitas-valtozast az SDS-poliakrilamid-gélen. Mindez azt bizonyitja, hogy a
human CTRC egyetlen glikozilcsoporttal rendelkezik, amely az 52-es aszparagin-
oldalldncéhoz kotddik.
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16. abra. A human CTRC glikozilaltsaganak vizsgalata. (A) A vad tipust, illetve az
N258S, N52S és N226S mutans CTRC HEK 293T-sejtek altali szekrécidja. A sejteket
tranziensen transzfektaltuk a vad tipust, ill. mutans CTRC-t kodold plazmiddal. A
transzfekcid utan 48 oraval a sejtek médiumat begyiijtottilk. A médiumbol 200 pl-t 10%
végkoncentracidju triklorecetsavval kicsaptunk és a fehérjéket 12%-0s SDS-
poliakrilamid-gélen megfuttattuk és Coomassie Blue-val festettiik. Kontrolllként E. coli
altal termelt glikozilalatlan CTRC-t hasznaltunk. (B) A vad tipusu és a mutans CTRC
triklorecetsavval kicsaptunk, majd 37 °C-on 3 6ran keresztiil inkubaltuk 20 ul 10% G7-
puffert és 0,5 ul (250 unit) PNGaseF enzimet tartalmazo oldatban. Ezt kovetéen a
mintakat 12%-0s SDS-poliakrilamid-gélen, Coomassie Blue festést kovetden
analizaltuk. (C) A vad tipusti és a mutans CTRC EndoH altali emésztése. 200 pl
kondicionalt médiumot 10% G5-puffert és 1 pul EndoH-t (500 unit) tartalmazé oldattal
inkubaltunk 37 °C-on 3 6ran keresztiil. Ezt kdvetden a mintakat 10% végkoncentracioju
triklorecetsav segitségével kicsaptuk €s 12%-0s SDS-poliakrilamid-gélen megfutattuk,

majd Coomassie Blue-val festettiik.
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8.2.2 Az N-glikozilacio hatasa a CTRC szekrécidjara és enzimatikus
funkcidira

Amint az a 16. abran lathat6, az N52S mutans CTRC a vad tipusat CTRC-hez
képest joval kisebb mennyiségben szekretalodott. Az sejtek kondicionalt médiumabol
végzett aktivitdsmérések soran szintén azt tapasztaltuk, hogy az N52S mutans fehérjét
tartalmazé médium CTRC aktivitasa csupan 10%-a volt a vad tipust fehérjét tartalmazo
médiumban mért aktivitasnak (17. abra A). A kondicionalt médiumot a tripszinnel vald
aktivalast kovetéen SDS-poliakrilamid-gélen is megfuttattuk (17. abra B).
Eredményeink szerint a glikozilcsoport hianya nem befolyasolta az aktivacios peptid
tripszin altali hasitasat, mivel az aktivacioval egyiitt jaré6 molekulatomeg-csokkenést az
N52S mutans CTRC esetén is megfigyelhettiik. Az aktivaciot kdvetden az N52S fehérje
mennyisége nem valtozott és a gélen degradacids termékeket sem tudtunk kimutatni,

tehat a glikozilcsoport nem befolyasolja a CTRC érzékenységét a tripszinemésztéssel

szemben.
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17. abra. A HEK 293T-sejtek altal termelt vad tipusu, illetve az N25S, N52S és
N226S mutans CTRC aktivalasa human kationos tripszinnel (A) Kétnapos
inkubaciot kovetden 37 ul kondiciondlt médiumot 100 nM tripszinnel inkubaltunk 1
oran keresztiil 37 °C-on 10 mM CaCl,—ot és 100 mM Tris-HCl-ot (pH 8) tartalmaz6 50
ul végtérfogatu oldatban. A CTRC aktivitasat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid (150
nM végkoncentracio) szubsztrattal mértiikk. Az abrazolt értékek két parhuzamos
transzfekciobol szarmazo adatok atlagai, amelyeket a vad tipusu CTRC aktivitasanak
szazalékaban fejeztiink ki. (B) Ugyanezen kisérletbdl szarmazo kondicionalt médiumbol
200-200 pl-t 100 nM tripszinnel inkubéltunk 37 °C-on 10 mM CaCly—ot és 100 mM
Tris-HCl-ot (pH 8) tartalmazo, 250 pl végtérfogat oldatban. 1 o6ras inkubaciot

crer

SDS-poliakrilamid-gélen megfutattuk, majd Coomassie Blue-val festettiik.
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A glikozilcsoport  enzimfunkciora gyakorolt hatasanak  részletesebb
vizsgalatahoz a HEK sejtek kondicionalt médiumabdl a vad tipusu és az N52S mutans
CTRC-t ecotin affinitas-kromatografia segitségével megtisztitottuk. Kontrolllként
szintén ecotin oszlopon tisztitott, E. coliban termelt CTRC-t hasznaltunk. A fehérjék
pontos koncentracidjanak meghatarozasa utan megmértiik az enzimkinetikai
paramétereit (4. tablazat). Eredményeink alapjan mindharom fehérje Ky- és Kea- értéke
nagyon hasonl6 volt, ami azt bizonyitja, hogy a human CTRC esetén a glikozilacié sem
a szubsztratkotés erdsségét, sem a szubsztrathasitds sebességét nem befolyasolja.
Azonban a mérésekhez kis méretii szintetikus oligopeptid szubsztratot hasznaltunk,
amelynek megkdotésében a glikozilcsoport nem biztos, hogy részt vesz és igy nem
modellezi pontosan a fiziologias koriilményeket. fgy a CTRC aktivitisat nagyobb
meéretli és természetes CTRC-szubsztratokon is megvizsgaltuk. A kisérletek soran a B-
kazein és a tripszinogén CTRC altali emésztését SDS-poliakrilamid-gélen kovettiik.
Amint az a 18. abran megfigyelhetd, a degradacidos termékek mérete és idébeli
megjenenése mind a vad tipusu, mind a glikozilalatlan N52S ¢és az E. coli altal termelt
CTRC esetén hasonld volt. Ezek az eredmények tehat megerdsitették, hogy a
glikozilcsoport nincsen hatassal a CTRC aktivitasasra illetve szubsztrat-specificitasara.
A vad tipusu és az N52S fehérje Schistocerca gregaria kimotripszin-inhibitorral (SGCI)
meghatarozott Kj-értéke ugyancsak azonosnak bizonyult, tehat a glikozilacié a CTRC-

inhibitor kotését sem befolyasolja.

4, tablazat. A vad tipusi, N52S mutans és az E. coli altal termelt CTRC Kinetikai
paraméterei és inhibitor kotése. A CTRC aktivitast Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-
nitroanilid segitségével mértiik 1 mM CaCl, és 0,1 M Tris-HCI (pH 8) jelenlétében 25
°C-on 200 pl végtérfogatban. A K; meghatirozasahoz Schistocerca gregaria
kimotripszin-inhibitort (SGCI) hasznaltunk.

vad tipus p.N52S vad tipus ( E.coli)
Ky (M) 13,8+1,0 13,6£1,7 13,8+2,9
Kot (51) 16,1+0,2 16,8+0,4 14,1+0,6
Ko/ Ky (ML s1) 1,2 1,2 1,0

vad tipus p.N52S
K; (nM) 3,9+0,1 2,7+0,1
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Mindezek alapjan bizonyossa valt, hogy a glikozilcsoport nincsen hatassal a
CTRC enzimfunkciodira és az N52S mutans plazmiddal transzfektalt HEK 293T-sejtek
médiumaban kimutathatdé csokkent CTRC-aktivitas nem az enzim defektusanak, hanem
kiilonboz6 plazmid-koncentraciokkal is megvizsgaltuk (19. bra). Erdekes modon a vad
tipusi CTRC-hez képest az N52S mutdns fehérje szekrécids mennyisége nem
novekedett szignifikansan a ndvekvd plazmid-koncentraciokkal transzfektalt HEK
293T-sejtek médiumaban. Ennek megfeleléen joval nagyobb szekrécios kiillonbségeket
tudtunk megfigyelni a magasabb plazmid-koncentraciokkal transzfektalt HEK 293T-

sejtek esetén.
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18. abra. A B-kazein (A) és tripszinogén (B) emésztése vad tipusu, illetve N52S
mutans és E. coli altal termelt CTRC-vel. (A) 0,2 mg/ml B-kazeint 5 nM CTRC
jelenlétében inkubaltuk 37 °C-on 1 mM CaCl, —ot és 100 mM Tris-HCl-ot (pH 8) és 20
nM SPINKI-et tartalmazé 500 pl végtérfogati oldatban. Az abran jeldlt idépontokban
15%-0s SDS-poliakrilamid-gélen megfutattunk, majd Coomassie Blue-val festettiik. (B)
2 uM inaktiv kationos tripszinogént (K23Q mutans) 20 nM CTRC-vel inkubaltunk 37
°C-on 1 mM CaCl;, —ot, 100 mM Tris-HCI-ot (pH 8) és 20 nM SPINKI-et tartalmazo
500 pl végtérfogatu oldatban. Az abran jeldlt idépontokban mintat vettiink (100 ul),
amelyet 10% végkoncentracioju triklorecetsavval kicsaptunk és 15%-0s SDS-
poliakrilamid-gélen megfutattunk, majd Coomassie Blue-val festettiink.
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19. abra. HEK 293T-sejtek transzfekcidéja novekvé koncentraciéju vad tipusu és
N52S mutans CTRC-t kédolo plazmiddal. A sejteket 24 lyuku sejttenyészté edényben

cre

crer

triklorecetsavval kicsaptunk és 12%-0s SDS-poliakrilamid-gélen megfutattuk, majd
Coomassie Blue-val festettiikk. (B) Az aktivitisméréshez ugyanezen transzfekciobol
szarmazd médiumbol 37 ul-t felaktivaltunk 100 nM tripszinnel 37 °C-on 10 mM CaCl, -
ot és 100 mM Tris-HCl-ot (pH 8) tartalmazd 50 pl végtérfogata oldatban. A CTRC
aktivitasat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid (150 nM végkoncentracid) szubsztrattal
mértiik. Az aktivitasértékeket a 1000 ng vad tipusit CTRC plazmiddal transzfektalt
HEK-sejtek médiumabol mért aktivitas szazalékaban fejeztiik Ki.
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8.2.3 Az N52S mutacié hatasanak vizsgalata AR42J-sejtekben
A HEK 293T-sejtekben tapasztalt szekrécidos defektus acinussejtekben valo

megerdsitésére a kisérleteket egy patkany eredetii pankreatikus acinussejtvonalban
(AR42J) is megismételtiik. A sejtekbe a vad tipusu és az N52S CTRC cDNS-ét
adenovirus segitségével jutattuk be. Az infekcidhoz novekvd viruskoncentraciot
hasznaltunk. A kondicionalt médiumot SDS-poliakrilamid-gélen, illetve a CTRC
aktivitasanak mérésével tanulmanyoztuk (20. abra). Eredményeink szerint az N52S
mutans CTRC kisebb mértékben szekretalddott, mint a vad tipusu CTRC. A HEK
293T-sejtekben kapott eredményekhez hasonldan a szekrécios defektus mértéke aranyos
volt az expresszio szintjével. Ugyanakkor az AR42J-sejtekben tapasztalt

szekréciocsokkenés kisebb mértékii volt a HEK 293T-sejtekben tapasztalthoz képest.
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20. abra. A vad tipusi illetve N52S mutans CTRC szekrécioja AR42J-sejtekben. A
sejteket novekvd CTRC-adenovirus koncentracidval infektaltuk. 24 o6ras inkubdcio
elteltével a kondicionalt médiumot begytijtottiik. (A) A médiumbol 100 pl-t 10%
végkoncentracioju triklorecetsavval kicsaptunk ¢és a fehérjéket 12%-0s SDS-
poliakrilamid-gélen megfuttattuk és Coomassie Blue-val festettik. (B) Az
aktivitdisméréshez 12 pl médiumot 100 nM human kationos tripszinnel felaktivaltunk 37
°C-on 10 mM CaCl, —ot és 100 mM Tris-HCl-ot (pH 8) tartalmazé 50 pl végtérfogatl
oldatban. A CTRC aktivitasat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid (150 nM
végkoncentracid) szubsztrattal mértiik. Az aktivitasértékeket a 2x108 pfu/ml vad tipusa
CTRC-adenovirussal infektalt sejtek médiumabol mért aktivitas szazalékaban fejeztiink
ki.
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Az N52S mutans fehérje elégtelen szekrécidja arra utal, hogy a glikozilalatlan
CTRC valdsziniileg nem tud megfelelden feltekeredni az endoplazmatikus retikulumban,
feltekeredett fehérjék endoplazmatikus retikulum (ER) stresszt okozhatnak, ami a
fehérjefoldingot elésegitd dajkafehérjék expresszigjat indukalja (135). Ennek
lehet6ségét az ER-stresszben részt vevé BiP (immunoglobulin binding protein) illetve a
calnexin ¢és calreticulin chaperonok expresszios szintjének real-time PCR-rel torténd
meghatarozasaval tanulmanyoztuk. Az utobbi két chaperon kifejezetten a glikozilalt
fehérjék foldingjaban vesz részt. Eredményeink szerint az N52S mutans CTRC-t
tartalmazé adenovirussal infektalt AR42J-sejtekben jelentés mértékben megndvekedett
a BIP illetve a calreticulin mRNS-szintje a vad tipushoz képest (21. abra A, B). A
génexpresszio novekedésének mértéke aranyos volt az infekcidhoz hasznalt adenovirus
dolgozatban nem keriilt bemutatasra). Kisérleteinkben egy masik ER-stressz markergén,
az XBP1 transzkripcids faktor expresszios szintjét is megvizsgaltuk. Az XPB1 mRNS-e
ER-stressz hatasara splicingon megy keresztiil, majd az igy keletkezett rovidebb, érett
MRNS bejut a sejtmagba, ahol az ER-stresszben résztvevé kiilonbozé faktorok,
chaperonok transzkripcidjat indukalja (80). Szemikvantitativa PCR segitségével
kimutattuk, hogy az NS52S mutans fehérje overexpresszidja jelentds mértékben
megnovelte az érett XBP1 splice varians (XBP1s) mennyiségét (21. abra C).
Eredményeink szerint tehat a glikozilalatlan N52S mutans CTRC ER-stresszt valt ki az
AR42]J-sejtekben, ami nagy valosziniséggel a fehérje hibas feltekeredésének

koszonheto.
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21. abra. ER-stressz markergének expresszioja a vad tipusi illetve az N52S mutans
CTRC-t tartalmazé adenovirussal infektalt AR42J-sejtekben. (A,B) A Bip illetve
calreticulin  mRNS-szintjének meghatarozasa kvantitativ real-time PCR-rel. Az
expresszids szinteket az RPII belsé kontrollgén expresszids szintjéhez viszonyitottuk.
Az igy kapott értékeket a 107 pfu/ml vad tipusi CTRC-adenovirussal transzfektalt
sejtekben mért érték fliggvényében fejeztiik ki. (C) Az XBP1 transzkripcios faktor
splice-variansainak illetve a GAPDH kontroll gén mRNS-szintjének szemikvantitativ
PCR-rel val6 meghatarozasa. A PCR-termékeket agar6z-gélelektroforézis utan etidium-
bromiddal valo festéssel tettiik lathatova.
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8.2.4 A patkany CTRC N-glikozilaciojanak vizsgalata

Kritikus funkcioja ellenére az Asn52 glikozilaciés hely nem konzervalt a
kiilonb6z6é emlés fajok CTRC aminosav-szekvencidjaban, amelyekben az N-
glikozilaciés konszenzus-szekvencia mas-mas poziciokban talalhaté (22. abra).
Munkam soran a patkdny CTRC-t hasznaltam fel annak vizsgalatara, hogy vajon a
kiilonb6zé fajok eltéré pozicioban levé glikozilcsoportjai szintén fontos szerepet
jatszanak-e a fehérjefoldingjaban.

A patkany CTRC-szekvenciajaban két potencialis N-glikozilacios hely talalhato
az Asn25 és az Asn90-es poziciokban. Amint az a 23. abran lathato, a 90-es helyzetii
aszparagin szerinre vald cserélése (N90S) a HEK 293T-sejtekben termelt CTRC
molekulatomegének csokkenését idézte eld. Tovabba a PNGaseF glikoziddz enzimmel
valdo emésztést kovetden a vad tipusu patkdny CTRC molekulastlya megegyezett az
N90S mutans fehérje tomegével, bizonyitva, hogy a mobilitasvaltozast a glikozilcsoport
hidnya okozta (23. abra B). Mivel az N90S mutans fehérje molekulatomege az
emésztést kovetden valtozatlan maradt, feltehetéleg a patkdny CTRC egyetlen
glikozilcsoporttal rendelkezik az Asn90 pozicidban és az Asn25, ahogy a human CTRC-
nél is tapasztaltuk, nem megy keresztiil glikozilacion. A glikozilcsoport hianya a
mutanssal transzfektalt HEK 293T-sejtek médiumaban mért CTRC-aktivitas csupan
40%-a volt a vad tipusnak (23. abra C). A szekrécios defektus mértéke azonban kisebb

volt az N52S humén CTRC-nél tapasztalthoz képest, ahol a szekrécido a tizedére

csokkent.
N25 N52 N79 N90O N182 N226
Homo sapiens ‘I 1 | | |—c
Rattus norvegicus —| . | . |—c
Mus musculus Nn—[ ] | I | | ] |—c
Bos taurus N—| . | |—C

22. abra. Potencialis N-glikozilacios helyek Kiilonb6z6 emlés fajokban.
Az aktivacios peptidet sziirke, mig a glikozilacios helyeket fekete négyzettel jeldltiik.
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23. abra. A vad tipusu és az N90S mutans patkany CTRC szekrécidoja HEK 293T-
sejtekben. A sejteket tranziensen transzfektaltuk a vad tipusu, ill. mutans CTRC-t
kodold plazmiddal. A transzfekcio utan 48 draval a sejtek médiumat begytijtottik. (A)

crer

fehérjéket 12%-0s SDS-poliakrilamid-gélen megfuttattuk és Coomassie Blue-val
festettiik. (B) A vad tipusu és mutans CTRC PNGaseF altali emésztése. 200 pl

crer

°C-on 3 6ran keresztiil inkubaltuk 20 pl 10% G7-puffert és 0,5 pl (250 unit) PNGaseF
enzimet tartalmazo oldatban. Ezt kovetden a mintakat 12%-0s SDS-poliakrilamid-gélen,
Coomassie Blue festést kovetéen analizaltuk. (C) Az aktivitasméréséhez ugyanezen
transzfekciobol szarmazoé médiumbol 37 pl-t felaktivaltunk 100 nM tripszinnel 37 °C-on
10 mM CaCl; —ot és 100 mM Tris-HCl-ot (pH 8) tartalmazo6, 50 pl végtérfogata
oldatban. A CTRC aktivitasat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid (150 nM
végkoncentracid) szubsztrattal mértiik. Az abrazolt értékek két parhuzamos
transzfekciobdl szarmazo adatok atlagai, amelyeket a vad tipusu CTRC aktivitasanak
szazalékaban fejeztiink ki.

8.25 A patkany Asn90 glikozilacios hely bevitele human CTRC-be

crey

jelentésége a CTRC optimalis feltekeredésében, ezért a humédn CTRC Asn52
glikozilacios helyét a patkdny CTRC-ben talalhatdo Asn90 glikozilacios helyre cseréltiik.
Az Asn90 a human CTRC aminosav-szekvencijaban is jelen van, azonban a 92-edik
pozicioban egy glutaminsav talalhatd. Ez utobbi aminosav treoninra valé mutaltatasaval
(E92T) egy potencialis N-glikozilacios helyet hoztunk létre (Asn90-Leu91-Thr92). A
mutagenezist az N52S CTRC cDNS-ét hordozoé plazmidon végeztiik, igy tehat egy
kettés mutanst allitottunk eld (N52S, E92T), ahol az eredeti Asn52 glikozilacios helyet

eliminaltuk, és egy 1j, potencialis konszenzus szekvenciat hoztunk létre az Asn90-es
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pozicioban. A plazmidot HEK 293T-sejtekbe transzfektalva azt tapasztaltuk, hogy az
ujonnan bevitt konszenzus-szekvencia teljes mértékben glikozilalodik, mivel csak
egyetlen  csikot  lathattunk az  SDS-poliakrilamid-gélen, amely  nagyobb
molekulatomeggel rendelkezik, mint az N52S mutans fehérje (24. abra A).
Eredményeinket PNGaseF emésztéssel is megerdsitettiik (24. abra B). A kondicionalt

médiumbol valo aktivitasmérés szerint az uj Asn90-es glikozilcsoport négyszeresére

crer

N
u ‘b‘oe
A & B O
& §’b~
o & &
"\§b’ NG oV S q,@
e o 28 S
kba < S kba T, + - PNGaseF
43 — 43
Qg — | —y— 34_-:-:”' <4— PNGaseF
26 — 26 —

24. abra. Az N90 patkany glikozilaciés hely C
bevitele a human N52S mutans CTRC-be. A

HEK?293T sejteket tranziensen transzfektaltuk _ 100+

a vad tipust, ill. mutans human CTRC-t kodolo S

plazmiddal. A transzfekcio utan 48 oOraval a § 801

sejtek  médiumat  begylijtottik.  (A) A 3 44

médiumbol 200 upl-t 10% végkoncentracioju s

triklorecetsavval kicsaptunk és a fehérjéket £ 404 §
12%-0s SDS-poliakrilamid-gélen megfuttattuk &

¢és Coomassie Blue-val festettiik. (B) A vad & 207

tipusa és mutans CTRC PNGaseF altali £ o NN
emésztése. 200 pl kondicionalt médiumot 10% x £ 2 D
végkoncentracioju triklorecetsavval Kicsaptunk, 6"\@ NS
majd 37 °C-on 3 6ran keresztiil inkubaltuk 20 & Q o,'lzco

ul 10% G7-puffert és 0,5 pl (250 unit) Q‘é

PNGaseF enzimet tartalmazd oldatban. Ezt

kovetéen a mintakat 12%-0s SDS-poliakrilamid-gélen, Coomassie Blue festést
kovetden analizaltuk. (C) Az aktivitaisméréshez ugyanezen transzfekciobol szarmazo
médiumbol 37 pl-t felaktivaltunk 100 nM tripszinnel 37 °C-on 10 mM CaCl,—ot és 100
mM Tris-HCl-ot (pH 8) tartalmazoé 50 pl végtérfogatu oldatban. A CTRC aktivitasat
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid (150 nM végkoncentracio) szubsztrattal mértiik. Az
abrazolt értékek két parhuzamos transzfekciobol szarmazo adatok atlagai, amelyeket a
vad tipustt CTRC aktivitasanak szazalékaban fejeztiink ki.
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5. tablazat. A vad tipusi illetve az N90 patkany glikozilacios helyet hordozé human
CTRC kinetikai paraméterei. A CTRC-aktivitast Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid
segitségével mértiik 1 mM CaCl, és 0,1 M Tris-HCI (pH 8) jelenlétében 25 °C-on 200
ul végtérfogatban.

vad tipus p.N52S+N90 glikozilacids hely
Ky (uM) 25,5+1,2 19,3+1,5
K.y (51 20,9+0,4 17,8+0,3
K./Ky (WM s2) 0,9 0,9

Eredményeink szerint az ecotin oszlopon megtisztitott N52S, E92T kettés mutans és a
vad tipust CTRC Kco/Ky értéke (5. tablazat), illetve B-kazein emésztési mintazata
azonosnak bizonyult (25. abra). Kisérleteink alapjan tehat az Asn90 glikozilcsoportja
nem befolyasolja az enzimaktivitast, igy a kondicionalt médiumban mért
aktivitasértékek valoban megfelelnek a fehérjeszekrécido mértékének. Mindez arra utal,
hogy az Asn90-en torténd glikozilacid nem helyettesiti megfeleléen a human CTRC

Asn52 glikozilcsoportjat, mivel csak részlegesen allitja helyre az N52S mutéans fehérje

crer

vad tipus  p.N52S+N90 glikozilacios hely
kbpa O 2 5 10 0 2 5 10 perc

43—

34—
26— —
-—

- <«—NR-kazein

17—

25. abra. Az N90 glikozilacios helyet hordozé human CTRC B-kazein emésztése.
0,2 mg/ml B-kazeint 5 nM CTRC-vel inkubéltuk 37 °C-on 1 mM CaCl, —ot és 100 mM
Tris-HCI-ot (pH 8) és 20 nM SPINKI-et tartalmazé 500 pl végtérfogatu oldatban. Az

triklorecetsavval kicsaptunk és 15%-0s SDS-poliakrilamid-gélen megfutattuk, majd
Coomassie Blue-val festettiik
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8.2.6 Aszarvasmarha CTRC N-glikozilaciojanak vizsgalata
Erdekes modon a szarvasmarha CTRC aminosav-szekvenciaja csak egyetlen

potencialis N-glikozilacios helyet tartalmaz az aktivacios peptidben talalhatdé Asn25-6s
pozicioban, amely a human ¢és a patkdny CTRC-ben nem glikozilalt (22. dbra). Rdadasul
a fehérje kristalyszerkezete alapjan a szarvasmarha CTRC nem rendelkezik
glikozilcsoporttal (136). Mindezt a fehérje SDS-poliakrilamid-gél analizise is
megerdsitette, mivel a gélen tapasztalt molekulatomege megegyezett az aminosav-
szekvencia alapjan vart molekulatomeggel és a PNGaseF-emésztés nem okozott
mobilitas-valtozast. Megfigyelhettiik tovabba azt is, hogy a szarvasmarha CTRC a
patkany és human CTRC-hez képest joval kisebb mennyiségben szekretalddott a HEK
293T-sejtekben. Annak eldontésére, hogy a glikozilacio eldsegiti-e a Szarvasmarha
illetve human (Asn52) CTRC-ben megtalalhato glikozilacids helyeket hoztunk 1étre. A
patkany glikozilacios helyet (Asn90-Leu91-Thr92) a 92-es glutaminsav treoninra vald
cserélésével (E92T), mig a human glikozilacios helyet (Asn90-Asp91-Thr92) a D52N,
N53D kettés mutacid segitségével hoztuk 1étre. A mutans plazmidokat HEK 293T-
sejtekbe transzfektaltuk, majd a kondicionalt médiumot két nap elteltével SDS-
poliakrilamid-gélen tanulmanyoztuk. Ahogy az a 26/A abran megfigyelhetd, mindkét
mutans molekulatomege megndvekedett a vad tipushoz képest. A molekulatdmeg
novekedését a glikozilcsoport okozta, mivel a PNGaseF-el valo emésztést kovetden a
vad tipusi és a mutans fehérjék azonos mobilitassal rendelkeztek (26. abra B). A

kondicionalt médiumbol valo aktivitdasmérés szerint egyik glikozilcsoport sem novelte

crer
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26. abra. Az N90 patkany illetve az N52 human glikozilaciés hely bevitele
szarvasmarha CTRC-be. A HEK 293T-sejteket tranziensen transzfektaltuk a vad
tipusq, ill. mutdns humén CTRC-t kédold plazmiddal. A transzfekci6d utdn 48 oraval a

triklorecetsavval  kicsaptunk és a fehérjéket 12%-0s SDS-poliakrilamid-gélen
megfuttattuk és Coomassie Blue-val festettik. (B) A vad tipusu és mutans CTRC

triklorecetsavval kicsaptunk, majd 37 °C-on 3 6ran keresztiil inkubaltuk 20 ul 10% G7-
puffert és 0,5 pl (250 unit) PNGaseF enzimet tartalmazo oldatban. Ezt kdvetden a
mintakat 12%-0s SDS-poliakrilamid-gélen, Coomassie Blue festést kovetden
analizaltuk. (C) Az aktivitasméréshez ugyanezen transzfekciobol szarmazo médiumbol
37 pl-t felaktivaltunk 100 nM tripszinnel 37 °C-on 10 mM CaCl, —ot és 100 mM Tris-
HCl-ot (pH 8) tartalmazo 50 pl végtérfogata oldatban. A CTRC aktivitasat Suc-Ala-
Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid (150 nM végkoncentracid) szubsztrattal mértiik. Az abrazolt
értékek két parhuzamos transzfekciobol szarmazé adatok atlagai, amelyeket a vad
tipusit CTRC aktivitasanak szazalékaban fejeztiink ki.
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9 AZEREDMENYEK MEGBESZELESE

9.1 A kimotripszin C szerepe a prokarboxipeptidaz aktivaciojaban

A karboxipeptidazok a tobbi pankreatikus enzimhez hasonldan inaktiv proenzim
formajaban  termelédnek a  hasnyalmirigy  acinussejtjeiben  (29,30). A
prokarboxipeptidaz inaktivitasaért az enzim 94-96 aminosav hosszsagi N-terminalis
propeptidje felelds. A propeptid egy inhibitoros globularis doménnel rendelkezik, amely
egy a -helikalis szegmensen keresztiill kotdédik az enzimhez. Az irodalmi adatok
egyontetlien azt mutatjdk, hogy a prokarboxipeptidaz aktivacidjanak elsd 1épése az a -
hélix C-terminalisanak tripszin altali hasitasa (29,30,39). Ennek eredményeként az a -
hélix destabilizalodik és az inhibitoros globularis domén disszocial az enzimrdl, amely
ezaltal felszabadul a gatlas alol és aktivalodik. Az aktivacios folyamatban a tripszinen
kiviil az elasztaz ¢és a Kimotripszin szerepét is kimutattak, azonban ezek a tanulmanyok
nem tisztaztdk az aktivacidé pontos mechanizmusat illetve a hasitasi helyeket
(36,37,42,44).

PhD munkam soran a kimotripszin C prokarboxipeptidaz aktivaciojara gyakorolt
hatasat tanulmanyoztuk. Az aktivacio folyamatat SDS-poliakrilamid-gélen, illetve a
karboxipeptidaz aktivitdsdnak mérésével vizsgaltuk. A hasitasi helyeket N-terminalis
szekvenalassal, illetve tomegspektroszkopia segitségével hataroztuk meg.

Vizsgalataink egybehangzéan azt mutattdk, hogy a human A-tipust
prokarboxipeptidaz aktivalasdban a tripszin €és a CTRC egylittesen vesz részt €s
hatasukat szekvencialis modon fejtik ki. Az aktivacio folyamata a proCPALl illetve a
proCPA2 esetén is négy szakaszra oszthatd. Az elsé 1épésben a propeptid C-terminalis
szakaszan torténd sorozatos triptikus hasitdsok kovetkeztében a proCPA1 propeptidjérol
kett (Serl09-Arg110), mig a proCPA2 propeptidjérél négy (Argl109-Argl110-Glulll-
Argl12) aminosav hasad le, ami mindkét enzim esetén egy stabil 92 aminosav
hosszlisagu propeptidet eredményez. Az emésztett propeptid tovabbra is megdrzi az
inhibitoros hatasat, azonban a kotési affinitasa csokken, s ennek kovetkeztében egy
kortlbeliil 10%-o0s karboxipeptidaz-aktivitast figyelhetiink meg. A masodik 1épésben a
propeptid a3-hélixének C-terminalis szakaszat a CTRC tovabb bontja. A CTRC altal
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emésztett propeptid C-termindlis aminosavainak lehasadasaban valoészinileg a
CPA1/CPA2 is részt vesz. Mindez tovabb csokkenti a propeptid inhibitoros hatasat, ami
a CPA1 esetén 30%-0s, mig a CPA2 esetén 15%-os aktivitast eredményez. A harmadik
1épésben a CTRC az a3-hélix N-terminalis szakaszan talalhat6 konzervalt Leu96-Leu97
peptidkotést bontja. A proCPA1 enzim esetén ezt koveti a GIn94-Ser95 peptidkotés
CTRC altali hasadasa. Mindkét enzim esetén a karboxipeptiddz eltavolitja a propeptid
C-terminalisardl a Leu96-ot. Emellett a CPA2 a Val95 lehasadasaban is szerepet jatszik.
Ebben a fazisban a propeptid a3-hélixe teljesen lebomlik, a globularis domén disszocial,
igy a CPA1/CPA2 felszabadul a gatlas alol és megjelenik a 100%-os karboxipeptidaz-
aktivitds. A negyedik Iépésben a tripszin és a CTRC egyiittesen lebontja a propeptid
globuléris doménjét. Fiziologids koriilmények kozott az utolsd fazisban valosziniileg
egyéb protedzok is részt vesznek.

Az altalunk megfigyelt aktivacidos folyamat &sszhangban van az irodalomban
altalanosan elfogadott véleménnyel, ami szerint a proCPA1/proCPA2 aktivaciojanak
elofeltétele a propeptid C-terminalis szakaszanak tripszin altali hasitasa, ami fellazitja
az a3-hélixet és lehetdvé teszi a tovabbi proteolitikus hasitasokat (29,39-41). Sertés
CPA-n végzett tanulmanyok alapjan a propeptid teljes lebomlasaért lassu és gyakran
atipikus triptikus hasitasok felelések (40). Ezzel szemben eredményeink egyértelmiien
bizonyitjak, hogy a tripszin altal hasitott propeptid megodrzi stabilitasat és az a3-hélix
proteolizisét jelentds mértékben kizarolag a CTRC képes katalizalni. Bar a CPA1 és
CPA2 részt vesz a propeptid lebontdsdban, azonban ez nem sziikségszerii, mivel a
csokkent katalitikus aktivitasi CPA1/CPA2 mutans propeptidjét a tripszin illetve CTRC
szintén teljes mértékben degradalja. Korabbi tanulmanyok szerint a proCPA2 teljes
felaktivalasihoz a tripszin Onmagaban is elegendé (29,38,39,42,43), azonban
kisérleteink azt mutatjak, hogy a proCPAl és a proCPA2 aktivacios folyamata
hasonldképpen zajlik, amihez a tripszin €¢s a CTRC egyiittes emésztése sziikséges. Ezzel
szemben a proCPBI1 aktivacidjaban nagy valosziniiséggel csak a tripszin vesz részt,
ahogy ezt szamos mas tanulmany is alatamasztja (29,38,39,41,137).

A patkany, egér, szarvasmarha, sertés illetve human CPAL1/CPA2 propeptid
aminosav-szekvencidjanak Osszehasonlitasa alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a Leu96-Leu97 aminosavak konzervaltak, illetve az o3-hélix C-terminalisan

talalhato CTRC-szenzitiv helyek szintén jelen vannak ezekben a fajokban. Mindezek
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alapjan, az altalunk leirt aktivaciés mechanizmus nagy valosziniiséggel hasonloképpen
zajlik az emlds fajok A-tipusi prokarboxipeptiddza esetén. Erdekes modon kérédzd
allatokban, igy a szarvasmarhaban, kecskében illetve birkaban a CTRC komplexet
képez a CPA-val és a proproteinaz E-vel (amely megfelel a human Ela3B-nek)
(31,32,138). igy felmeriil annak lehet3sége, hogy komplexalt forméban a CTRC térbeli
kozelsége miatt a CPA gyorsabban aktivalodik. Azonban a jelenlegi irodalom szerint a
CPA tripszin altali aktivacioja lassabban zajlik a komplexben, mint monomer formaban,
ugyanakkor a CTRC aktivacioja viszonylag gyors. Mindez arra utal, hogy a komplexen
beliil a CPA propeptidje a CTRC szamara nehezen hozzaférhet6 (35).

Néhany tanulmany szerint a kimotripszin illetve az elasztdz a tripszin jelenléte
nélkiil is felaktivalja a prokarboxipeptidazt (36,37,42,44). Munkank soran azonban
szdmos human elasztaz illetve kimotripszin proCPA aktivitasara gyakorolt hatdsat
megvizsgaltuk és eredményeink azt mutatjadk, hogy a CTRC-n kiviil a vizsgalt
hasnyalmirigy eredetli enzimek jelentdsebb mértékben még a tripszin altal eldemésztett
proCPAL/proCPA2-t sem aktivaljak. Az egyetlen kivétel a CTRB2 volt, amely az intakt
CPALl propeptid C-terminalis szakaszanak hasitasa révén a proCPAl részleges
aktivaciojat (~30%) indukalta. Ugyanakkor az aktivacid sebessége egy nagysagrenddel
alacsonyabb volt, mint a tripszin altal katalizalt proCPA1 aktivacio, igy nem valoszind,
hogy a CTRB?2 jelent0s szerepet jatszik a proCPA1/proCPA?2 fizioldgias aktivalasaban.

Munkénk eredményeként tehat laboratoriumunk korabbi megfigyelése tovabbi
megerdsitést nyert, mi szerint a CTRC az emésztd funkcidjan tal fontos szerepet jatszik
egyeb hasnyalmirigy eredetli enzimek, mint a tripszinogén illetve a prokarboxipeptidaz
szerepe valdsziniileg a specificitasdban rejlik, mivel semelyik masik pankreatikus
emésztdenzim nem képes a CTRC-specifikus szabalyoz6 helyeket jelentdsebb
mértékben hasitani. A CTRC specificitdsa részben a leucil-peptidkotéshez valo
nagyfoku affinitadsaval magyarazhat6. Tovabba a tripszinogén szabalyozo helyeit, illetve
a proCPA1/proCPA2 Leu96-Leu97 peptidkdtését hatarold szekvenciak dsszehasonlitasa
soran megfigyelhetjiik, hogy a CTRC hasitasi helye koriil szdmos savas oldallancu
aminosav talalhato (27. abra). Ennek alapjan elképzelhetd, hogy ezek a savas
oldallancok eldsegitik a CTRC kotddését és ezaltal szerepet jatszanak a CTRC

nagyfoku specificitdsaban.
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CTRC
P3 P2 PL PI' P2 P3 P4

a kationos tripszinogén aktivacids peptidje
Ala*®-Pro’-Phe’®-Asp®-Asp?’-Asp?'-Asp?-

a kationos tripszinogen kalciumko6té hurka
-Glu”-Val®-Leu®-GIu®-Gly®*-Asn®-GIu®-

a karboxipeptidaz Al-propeptidje
-GIn®*-Ser®®-Leu®-Leu®-Asp®-Glu*-Glu*®-

a karboxipeptidaz A2-propeptidje
-GIn*-Val®™-Leu®-Leu®-Asp®-Lys®-Glu'®-

27. abra. A CTRC altal szabalyozott hasitasi helyek Osszehasonlitisa human
kationos tripszinogénben, valamint a prokarboxipeptidaz Al-ben és A2-ben. A nyil

a hasitott peptidkotés helyzetét jeloli. A P1 aminosav-oldallancat kiemeltiik.
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9.2 A kimotripszin C N-glikozilaciojanak vizsgalata

9.21 A human CTRC N-glikozilaciéjanak vizsgalata
A human CTRC aminosav-szekvenciajaban harom potencialis N-glikozilacios

hely talalhat6 az Asn25, Asn52 illetve az Asn226 pozicidoban. Annak megallapitasara,
hogy a human CTRC keresztilmegy-€ N-glikozildcién, a potencidlis aszparagin-
aminosavakat szerinre cseréltiik és a mutans CTRC cDNS-ét kodold plazmidokat
tranziens transzfekcioval HEK 293T-sejtekbe jutattuk. A szekretalt fehérjék SDS-
poliakrilamid-gélen valo vizsgalata kimutatta, hogy az 52-es aszparagin mutaltatasa a
CTRC molekulastlyanak jelentds mértékli csokkenésével jar. Glikoziddz enzimek
segitségével bizonyitottuk, hogy a megfigyelt mobilitasvaltozast a glikozilcsoport
hianya okozza. Eredményeink tehat egyértelmiien alatamasztjak, hogy a harom
potencialis aszparagin-aminosav kozil egyedill az Asn52 hordoz ténylegesen

glikozilcsoportot.

9.2.2 Az N-glikozilacio hatasa a human CTRC szekrécidjara

crer

tanulmanyoztuk human embrionalis vesesejtekben (HEK 293T), illetve patkany eredetii
pankreatikus acinussejtekben (AR42J). A sejtek kondicionalt médiumat SDS-
poliakrilamid-gélen megfutattuk, illetve meghataroztuk a médium CTRC-aktivitasat.
Mindkét sejttipus esetén azt talaltuk, hogy az N52S mutins fehérje a vad tipushoz
képest kisebb mennyiségben szekretalodik. Tovabba munkank soran kimutattuk azt is,
hogy az N52S mutans overexpresszidja endoplazmatikus retikulum-(ER) stresszt idéz
eld6 AR42J-sejtekben, amit az irodalombol jol ismert ER-stressz markergének

megndvekedett MRNS-szintje igazol. Mindez arra utal, hogy a glikozilalatlan N52S

crer

crer

a CTRC helyes feltekeredését, mint az a legtobb glikoprotein esetében megfigyelhetd, a
calnexin-calretikulin-rendszer iranyitja. Ezek a lektin tipust chaperonok az jonnan

szintetizalt glikoproteinek glikozilcsoportjahoz kotddnek. Mindkét lektin komplexet
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képez az ERp57 tiol-oxidoreduktidzzal, amely elésegiti a megfeleld diszulfidhidak
kialakulasat és ezaltal biztositja a fehérjék helyes feltekeredését (85,89). Ugyanakkor az
is elképzelhetd, hogy a glikozilcsoporthoz olyan mannéz-specifikus lektinek (ERGIC-
53, VIP36) kotédnek, amelyek a CTRC sejten beliili szallitdsaért €s iranyitasaért
felelosek (90,103,139). Azonban a CTRC foldingjara a glikozilcsoport kozvetleniil is
hatassal lehet. Szdmos in vitro tanulmany bizonyitja, hogy a glikozildcionak pozitiv
hatasa van a fehérje folding mechanizmusara (98,99,140). Egyrészrél a polaris
oligoszacharid-oldallanc néveli a naszcens polipeptidlanc viz oldékonysagat és
megakadalyozza a fehérjék aggregalodasat. Masrészrol a glikozilacid csokkenti a
fehérje flexibilitasat és ezaltal ndveli annak stabilitasat. Ezt az elméletet tdmasztja ala,
CTRC esetén szintén megfigyelhetjiik ezt a tendenciat, mivel a glikozilcsoportot
hordoz6 Asn52 egy olyan hurokban talalhatd, amely nagyfoka flexibilitassal
rendelkezik.

Erdekes modon mind a HEK 293T, mind az AR42])-sejtekkel végzett kisérlet
soran az N52S CTRC szekrécios defektusa aranyos volt az expresszid mértékével.
Ennek megfelelden a kisebb plazmid ill. virus-koncentracioval transzfektalt sejtekben az
N52S fehérje szekrécidja kozel azonos volt a vad tipuséval, tehat kisebb mennyiségben
Elképzelhetd, hogy a magasabb fehérje-koncentracido noveli a glikozildlatlan CTRC
aggregalodasanak esélyét, vagy tulteliti a sejt szabalyoz6 mechanizmusait. Azt is
megfigyelhettiikk, hogy a glikozilcsoport hianya joval nagyobb mértéki szekrécios
defektust idézett el6 a HEK 293T-sejtekben, mint az AR42J-sejtvonalban. Az AR42]-
sejtek szekretoros funkcidjukbol adoédoan joval kiterjedtebb endoplazmatikus retikulum

rendszerrel és szekrécios apparatussal rendelkeznek, amely minden bizonnyal nagyobb

crer

9.2.3 Az N-glikozilacié hatasa a human CTRC enzimatikus
funkcioira

A glikozilcsoport enzimatikus funkcidkra gyakorolt hatasat tisztitott
fehérjepreparatumon tanulmanyoztuk. A vad tipusq, illetve a N52S mutans CTRC-t

tranziens transzfekcioval HEK293T-sejtekkel termeltettik, majd a kondicionalt
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médiumbol a fehérjéket ecotin oszlopon tiszitottuk. Eredményeink szerint a glikozilacio
megléte nem befolyasolta a CTRC enzimaktivitasat, szubsztrat-specificitasat, illetve
inhibitorkotését. Tovabba azt a kovetkeztetést is levonhatjuk, hogy a szekretalt N52S
Korabbi tanulmanyok szintén azt tdmasztjadk ald, hogy a glikozilacionak foként a
polipeptidlanc folding mechanizmusaban van fontos szerepe, de a fehérje megfeleld
feltekeredését kovetéen a glikozilcsoport legtobb esetben mar nem sziikséges az érett
fehérje strukturajanak fenntartasahoz (85,98,99). Azonban szamos enzim esetén az is
bizonyitast nyert, hogy a glikozilcsoport hatast gyakorol az enzim Katalitikus
aktivitasara, a szubsztratkGtés erdsségére és az enzim szubsztratspecificitdsara is
(92,96,141). Ezekben az esetekben az oligoszacharid-oldallanc az enzim aktiv
centrumdhoz kozel helyezkedik el, igy sztérikusan befolydsolja a szubsztrat
elérhetdségét. Ezaltal a glikozilcsoport fokozza vagy éppen gatolja az enzim aktivacios
mechanizmusait.

A CTRC esetén a glikozilcsoportot hordozé Asn52 egy felszini hurokban
helyezkedik el, amely részt vesz a szubsztrat megkotésében. A hurokban talalhatd
Lys51 és Arg56 aminosavak az Arg80-al egyiitt egy pozitiv toltésii csoportot alkotnak,
amely a szubsztrat illetve inhibitor P4™ helyén elhelyezked6 savas oldallanca Glu vagy
Asp megkotését teszi lehetévé (131). Annak ellenére, hogy az AsnS52 a Lys51 és ArgS6
aminosavak kozelségében helyezkedik el, a glikozilcsoport nem befolyasolja a CTRC

szubsztratkotését illetve szubsztratspecificitasat.

9.2.4  Osszehasonlité vizsgalatok patkany illetve szarvasmarha
CTRC-vel

Kritikus funkcidja ellenére az Asn52 glikozilacios hely nem konzervalt a
kiilonb6z6 emldsfajok CTRC enzimeinek aminosav-szekvenciajaban, amelyekben az N-
glikozilacios konszenzus-szekvencia mas poziciokban talalhats. Osszehasonlitd

vizsgalataink kimutattak, hogy a patkdny CTRC az Asn90 aminosavon hordoz

crer

crer

optimalis feltekeredésében, a humadn CTRC Asn52 glikozil4dcids helyét mutagenezis

segitségével a patkany CTRC-ben taldlhatdé Asn90 glikozilacioés helyre cseréltiik. A
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mutans plazmidot HEK 293T-sejtekbe transzfektalva azt tapasztaltuk, hogy az Gijjonnan
bevitt konszenzus-szekvencia teljes mértékben glikozilalodott. A  kondicionalt
médiumbol vald aktivitaismérés szerint az Asn90-es glikozilcsoport négyszeresére
40%-a volt a vad tipust CTRC esetén mért értéknek. Mindez arra utal, hogy az Asn90-
en torténd glikozilacid nem helyettesiti megfeleléen a human CTRC Asn52 glikozil-
Eredményeink szerint tehat az oligoszacharid-oldallanc megfelel6 pozicidja kritikus a
huméan CTRC optimalis feltekeredéséhez.

Furuhashi és munkatarsai hasonld eredményre jutottak a gonadotropin
glikozilacidjanak vizsgalatakor, amelynek soran kimutattdk, hogy az 0j poziciodba bevitt
glikozilcsoport csak kismértékben allitja helyre a human gonadotropin a -alegységének
szekrécios defektusat, amit az eredeti glikozilacios helyek kititése okozott (142). Szintén
polipeptidlanc kiilonb6z6 helyein talalhato glikozilcsoportok kiilonb6z6 funkciokkal
rendelkeznek (94,95,143).

A glikozilaci6 fehérjefoldingra gyakorolt lokalis hatdsdt szdmos biofizikai
tanulmany alatamasztja (98,99). Az oligoszacharid-oldallanc hidrofilitasa révén képes a
kornyez6 polipeptid-szakaszt a fehérje felszinére juttatni, ezaltal irdnyitja a fehérje
feltekeredésének folyamatat. Tovabba a glikozilcsoport foként a flexibilis régiokban
helyezkedik el, ahol stabilizalja a fehérjeszerkezetet. Mindezek alapjan elképzelhetd,
hogy a human CTRC esetében a glikozilcsoport megfelelé pozicioja fontos lehet, mivel
lokalis hatést fejt ki a folding folyamatokra illetve a fehérje stabilitdsara. Ugyanakkor a
glikozilcsoport pozicidja a human CTRC megfeleld chaperonhoz vald kotddését is
befolyasolhatja. Egy kozelmultban megjelent tanulméany szerint ugyanis, abban az
esetben, ha a legels6 glikozilcsoport a fehérje N-terminalis végéhez kozel, koriilbeliil az
els6 50 aminosavnyi szakaszon helyezkedik el, akkor a fehérje kizarolag a
calnexin/calretikulin chaperonokhoz kotédik, s ez a kotddés megakadalyozza a BiP-el
valo asszociaciot. Ha azonban a glikozilcsoport az N-terminalistol tavolabb talalhato, a
transzlokalodo fehérje eldszor a BiP-hez, majd a calnexin/calreticulin chaperonokhoz
kotédik (144). Mivel a human CTRC Asn52-n talalhatd glikozilcsoportja kozelebb
helyezkedik el az N-terminalishoz, mint a patkany CTRC Asn90-es glikozilcsoportja, a
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fentiek alapjan valoszintsithetd, hogy a két fehérjefoldingjdban mas-mas chaperonok
vesznek részt. Ezt az elméletet tamasztja ala, az a megfigyelésiink is, hogy a patkany
csokkentette, mig a glikozilalatlan human CTRC esetén a szekrécio az eredeti tizedére
csOkkent. Tehat valosziniileg a patkany CTRC foldingjanak mechanizmusa ¢€s az érett
fehérje szekrécidja kevésbé fiigg a glikozilaciotol és ezaltal a calnexin/calreticulin
chaperonok kotodésétol.

Az N-glikozilacios helyet koriilvevé aminosav-szekvencia szintén befolyassal
lehet a chaperonok megkdtésére és az is elképzelhetd, hogy az Asn52 és Asn90
aminosavakon elhelyezkedé glikozilcsoport hatasa csupan a sajat eredeti kornyeztében
képes optimalisan érvényesiilni.

Erdekes médon a szarvasmarha CTRC nem megy keresztiil N-glikozilacion és a
human illetve patkdny CTRC-hez képest nagyon gyengén szekretdlodik HEK 293T-
sejtekben. A mutagenezissel bevitt N52 human illetve az N90 patkany glikozilacios
helyek sikeresen glikozildlodtak, de nem befolyasoltak szignifikdnsan a szarvasmarha
CTRC szekrécigjat.

Bar a patkany és szarvasmarha CTRC aminosav-szekvenciaja 80%-0S
homologiat mutat a human CTRC-vel és feltehetdleg a fehérje harmadlagos struktaraja
is nagyon hasonldé mindhdrom emlds fajban, lehetséges, hogy a primer szekvencia kis
kiilonbségei megvaltoztatjak a folding mechanizmusat. Igy tehat elképzelhetd, hogy az
N-glikozilacid6 megléte és pozicidja a kiilonbozd emlds fajokban taldlhaté CTRC
optimalis feltekeredésének biztositdsahoz adaptalddott.

Eredményeinkhez hasonléan szamos korabbi tanulmany kimutatta, hogy
ugyanazon fehérjecsalad N-glikozilaciojanak mértéke és pozicidja, s6t még a konzervalt
pozicioban 1évé glikozilcsoportok szerepe is valtozhat az evolicid soran
(114,143,145,146). Tovabba az oligoszacharid-oldallanc moédositasat végzo enzimek
eléfordulasa is kiilonbozhet a fajok kozott, ami eltérd oOsszetételti glikozilcsoportok
kialakulasahoz vezet.

Azonban ezeknek az enzimeknek az expresszids mintdzata gyakran még
ugyanazon faj kiillonb6z6 szoveteiben is eltérd lehet (147-149). Néhany tanulmany arra
is rdmutat, hogy bizonyos fehérjék foldingja és szekrécidja az egyik sejttipusban N-

glikozilacio fiiggd, mig egy masik sejttipusban a glikozilacidnak nincsen jelentsége
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(85,114). A sejttipus fehérjefoldingra gyakorolt hatasat egy kozelmultban megjelent
koézlemény is alatdmasztja, amely szerint a transthyretin fehérje mutacioinak szekrécids
defektust kivaltd hatasa sejttipus-fiiggé (150). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy
lényegesen befolyasolhatja. Mindezek alapjan nem zarhatjuk ki annak lehetdségét, hogy
a kiillonb6zé emlds fajokban taldlhaté CTRC N-glikozilacigjanak megléte illetve
pozicidja nemcsak a fehérje strukturalis kiilonbségeihez, hanem a kiilonboz6 fajok
acinussejtjeinek eltér6é kornyezetéhez is adaptalodik.

A szarvasmarha CTRC a patkany illetve human CTRC-vel ellentétben
komplexet képez a karboxipeptidaz A illetve a proproteinaz E fehérjékkel (136). igy az
is elképzelhetd, hogy a szarvasmarha CTRC foldingjat az N-glikozilaci6 helyett a

komplexképzddésben résztvevd fehérjék segitik eld.
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10 KOVETKEZTETESEK

10.1 A kimotripszin C szerepe a prokarboxipeptidaz aktivaciojaban
Munkénk eredményeként bizonyitast nyert, hogy a CTRC a proCPAI illetve a

proCPA2 fiziologias koaktivatora. A CTRC 6nmagaban nincsen hatassal a proCPA
aktivitasara, azonban annak tripszin altali aktivaciojat tizszeresére noveli. Ugyanakkor a
CTRC a proCPBI1 tripszin altali aktivitdsat nem befolyasolja.

A proCPA aktivalodasa egy tobblépcsés folyamat, amelynek soran a propeptid
a -hélixének C-termindlis szakaszat el6szor a tripszin hasitja. Ez a hasitds az a -hélixet
fellazitja, ami lehetévé teszi a propeptid CTRC altali hasitasat. A CTRC az a -hélixet
elészor szintén a C-terminalis végén hasitja, amelyet az N-terminalis vég hasitasa kovet.
Ezek a hasitdsok destabilizaljdk az o -hélixet, aminek kovetkeztében a propeptid
globularis doménje lehasad. Ezt kdvetéen az inhibitoros globularis domén degradalodik;
ebben a folyamatban a tripszin, CTRC illetve maga a CPA is részt vesz. A globularis
domén lebomlasat kovetden a CPA teljes mértékben felszabadul a gatlas alol.

Eredményeink tehat megerdsitették laboratoriumunk korabbi megfigyelését,
amely szerint a CTRC a taplalékkal bevitt fehérjék emésztése mellett fontos szabalyozo
szerepet jatszik egyéb hasnyalmirigy eredeti enzimek aktivacidjanak és
degradaciojanak szabdlyozdsdban. A CTRC egyediilallo szabalyozd szerepe
valosziniileg a specificitasaban rejlik, mivel semelyik masik pankreatikus emésztéenzim

nem képes a CTRC-specifikus szabalyozé helyeket jelentdsebb mértékben hasitani.

10.2 A kimotripszin C N-glikozilaciojanak vizsgalata

Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a CTRC harom potencidlis N-
glikozilacios helye koziil egyediil az Asn52 hordoz ténylegesen glikozilcsoportot.
ugyanakkor nincsen hatassal a fehérje aktivitasara illetve inhibitor-kotésére.

A glikozilcsoport pozicidja kritikus a CTRC megfelelo feltekeredése és
szekrécidja szempontjabol.

Osszehasonlitd vizsgdlataink szerint a kiilonbozé emlds fajokban taldlhato
CTRC glikozilcsoportjanak pozicidja illetve a glikozilaci6 mértéke és megléte a

fehérjék nagyfoku hasonldsaga ellenére eltéro.
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11 OSSZEFOGLALAS

A human kimotripszin C (CTRC) a hasnyalmirigyben termel6dd szerin proteaz,

amely a taplalékkal bevitt fehérjék emésztése mellett részt vesz a kationos tripszinogén

crer

crer

kialakulasanak esélyét. Munkam sordn a CTRC prokarboxipeptidaz aktivacidjara
gyakorolt hatasat, valamint a CTRC N-glikozilacidjanak szerepét tanulmanyoztam.

A prokarboxipeptidaz tripszin illetve CTRC altali aktivaciojanak folyamatat
SDS-gélen, illetve a karboxipeptiddz aktivitasdnak mérésével vizsgaltam.
Eredményeink szerint a CTRC 6nmagaban nincsen hatissal a prokarboxipeptidaz A
(proCPA) aktivitdsara, azonban annak tripszin altali aktivacidjat tizszeresére noveli.
Ugyanakkor a CTRC a prokarboxipeptidaz B1 (proCPB1) tripszin altali aktivitdsat nem
befolyasolja. A CTRC proCPAIl illetve proCPA2 aktivacidjat eldsegité funkcidja
egyediilallo, mivel a tobbi hasnyalmirigy eredetii protedz esetében nem tudtunk hasonld
hatast kimutatni. Mindez arra utal, hogy a CTRC a proCPAIl illetve proCPA2
fiziologias ko-aktivatora. Ezek az adatok megerdsitették laboratoriumunk korabbi
megfigyelését, amely szerint a CTRC kulcsfontossdgi szabalyozo szerepet jatszik a
hasnyalmirigy eredetii enzimek aktivitasanak szabalyozasaban.

Maga a CTRC egy szekretalt fehérje, igy feltételezhetd volt, hogy szintézise
soran N-glikozilacion megy keresztiil. A human CTRC elsédleges aminosav-
szekvencidjaban harom potencialis N-glikozilacids konszenzus-szekvencia taldlhato. A
konszenzus szekvencidkat mutagenezis segitségével egyenként megvaltoztatva azt
kaptuk, hogy a harom potencidlis aszparagin-aminosav koziil egyediil az Asn52 hordoz
ténylegesen glikozilcsoportot. Megfigyelhettiik tovabba azt is, hogy a glikozil-csoport
aktivitasat illetve inhibitor-kotését nem befolyasolja. A glikozildlatlan N52S mutans
CTRC szekrécios defektusa valdszinlileg a fehérje hibas feltekeredésének a
kovetkezménye. Eredményeink alapjan tehat elmondhatjuk, hogy a CTRC N-

glikozilacidja fontos szerepet jatszik a fehérje megfeleld feltekeredésének és

crer
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12 SUMMARY

Chymotrypsin C (CTRC) is a serine protease secreted by acinar cells of the
pancreas. Beyond its digestive function, human CTRC also facilitates activation and
degradation of human cationic trypsinogen. This regulatory function probably has a
crucial role inside the pancreas, because mutations that abolish the activity or secretion
of CTRC increase the risk for chronic pancreatitis. The aim of the present study was to
explore the effect of CTRC on procarboxypeptidase activation and examine the role of
N-glycosylation of CTRC.

We followed the activation process of procarboxypeptidase by SDS-PAGE and
activity measurements. According to our results, CTRC alone has no effect on
procarboxypeptidase A (proCPA) activation however it increases the activity of trypsin-
activated CPAl and CPA2 10-fold. In contrast, CTRC has no influence on the
activation of trypsin-activated procarboxypeptidase Bl (proCPB1). The proCPA
activating function of CTRC is unique, because other human pancreatic proteases were
less effective in promoting proCPAL and proCPA2 activation. On the basis of these
observations we propose that CTRC is a physiological co-activator of proCPAL and
proCPA2. Furthermore, the results confirm and extend the notion that CTRC is a key
regulator of pancreatic digestive zymogen activation.

CTRC is a secretory protein, therefore we proposed that it might undergo
asparagine-linked (N-linked) glycosylation during its synthesis. The primary amino acid
sequence of human CTRC contains three potential N-glycosylation sites. We eliminated
these potential sites individually by site directed mutagenesis. According to our results
the human CTRC contains a single N-linked glycan at Asn52. Furthermore, we found
that the lack of glycosylation reduces CTRC secretion about 10-fold but has no effect on
CTRC activity or inhibitor binding. The secretion defect of unglycosylated N52S
mutant CTRC may be due to misfolding of the protein. Finally, we can conclude that N-
glycosylation of human CTRC is required for efficient folding and secretion, but the N-

linked glycan is unimportant for enzyme functions.
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