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BEVEZETES

A kimotripszin C (CTRC) a hasnyalmirigyben termelddé szerin-
protedz, amely a taplalékkal bevitt fehérjék emésztése mellett részt
szabalyozasdban. A CTRC tripszin degradild szerepe védelmet
biztosithat a tripszinogén hasnydlmirigyen belil fellépd korai
aktivaloddsa ¢€s 1igy a hasnyalmirigy-gyulladds (pankreatitisz)
kialakulasa ellen. Ezt az elméletet tamasztja ala, hogy a CTRC
funkciovesztd  mutacidoi  novelik a  kronikus  pankreatitisz
kialakulasdnak eselyét. A mutaciok az esetek tobbségeben csokkent
enzimaktivitashoz, illetve a fehérje hibas feltekeredéséhez és elégtelen
szekrécidjahoz vezetnek. Ugyanakkor a CTRC mutacioinak
kovetkeztében hibasan feltekeredett fehérjék endoplazmas retikulum
stresszt €s apoptozist valthatnak ki az acinus sejtekben, ami szintén
hozzajarul a hasnyalmirigy kdrosodasahoz.

Mindezek alapjan felmeriilt annak lehetésége, hogy a CTRC
esetleg mas hasnyadlmirigy eredeti enzimek aktivitdsanak
szabalyozasaban 1S részt vesz. Doktori munkam sordan a CTRC
prokarboxipeptiddz aktivaciojara gyakorolt hatasat vizsgaltam. A
CTRC egy szekretoros fehérje, igy nagy valosziniiséggel
keresztiillmegy N-glikozilacion. Munkdm tovéabbi részében a CTRC
esetleges N-glikozilaciojat és annak szerepét tanulmanyoztam.

A hasnyalmirigy eredetli karboxipeptidazok metalloproteazok,
amelyek exopeptidaz aktivitassal rendelkeznek és a fehérjék C-
terminalis végét hasitjdk. A human hasnyalmirigyben harom
karboxipeptidaz-izoforma talalhato: a CPAL1l, CPAZ2 illetve a CPB1.
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hasnyalmirigy acinus sejtjeiben. A prokarboxipeptidaz inaktivitasaért
az enzim 94-96 aminosav hosszusagt N-terminalis propeptidje felel0s,
amely a karboxipeptidaz inhibitoraként mikodik. A propeptid egy
inhibitoros globuldris doménbdl all, amelyet egy a -hélix szegmens
kovalensen kapcsol az enzimhez. A jelenlegi irodalom szerint a
prokarboxipeptidaz aktivacidjanak elsé Iépése az a-helix C-
terminalisanak tripszin altali hasitasa. Ennek eredményeként az a -
hélix  destabilizalodik ¢és az inhibitoros globularis domén
disszocialodik az enzimrdl. Az aktivacidés folyamatban a tripszinen
kiviil egyes elasztaz és kimotripszin izoformak szerepét is kimutattak,
azonban ezek a tanulmanyok nem tisztaztak az aktivacid pontos
mechanizmusat illetve az enzimek hasitési helyeit.

A szekretoros fehérjék jelentds része Kkeresztiilmegy N-
glikozilacion, mikdzben a naszcens polipeptidlanc az endoplazmas
retikulum Iumenébe transzlokalédik. Az N-glikozilacid soran az
egységes szerkezetli oligoszacharid-lanc a fehérjék Asn-X-Ser/Thr
konszenzus szekvenciajanak aszparagin-oldallancahoz kapcsolodik. A
fehérjékhez kapcsolddd oligoszacharid szamos funkciot tolthet be,
tobbek kozott elosegiti a fehérjék foldingjat, sejten beliili transzportjat
¢s szekreciojat. A glikozil-csoport egyrészrol kozvetlen hatast
gyakorolhat a fehérjelancra, azonban kiilonb6z6 chaperonok, lektinek
kotodését is lehetévé teszi. Emellett az oligoszacharid-oldallanc
befolyassal lehet az érett fehérjék stabilitdsara valamint specifikus
funkcidikra is. A human illetve egyéb emlds fajok CTRC-jének
elsddleges aminosav szekvencidjaban egy vagy tobb potencidlis N-
glikozilacios hely talalhato, azonban jelenleg nem ismert, hogy ezek a
konszenzus szekvenciak valéban hordoznak-e glikozil-csoportot.



CELKITUZESEK

A jelen dolgozatban bemutatdsra keriild munka célkitlizései a
kovetkezOk voltak:

1. A CTRC prokarboxipeptidaz aktivacigjaban betoltott
szerepének vizsgalata

1.1. A CTRC hatasanak vizsgalata a proCPA1, proCPA2 ¢s proCPB1
aktivaciojara

1.2. A CTRC hatasanak vizsgalata a proCPA1, proCPA2 ¢s proCPB1
tripszin altali aktivacidjara

1.3. A prokarboxipeptidaz aktivacidos mechanizmusanak pontos
feltarasa €s a propeptid tripszin illetve CTRC altali hasitasi helyeinek

meghatarozéasa

2. A CTRC N-glikozilaciojanak vizsgalata

2.1. A human CTRC N-glikozilaltsdganak vizsgalata: annak
meghatarozasa, hogy a harom potencialis N-glikozilacios hely koziil
melyek hordoznak ténylegesen glikozil-csoportot

2.2. Az N-glikozilacié hatdsanak vizsgalata a CTRC feltekeredésére
2.3. Az N-glikozilacio hatasanak vizsgalata a CTRC aktivitasara €s
inhibitor-kotésére

2.4. Kiilonb6z0d fajokban taldlhaté CTRC-fehérje N-glikozilacidjanak

Osszehasonlitd vizsgalata

crcr
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MODSZEREK

Plazmidok készitése és transzfektalasa

A human embrionalis vesesejtek (HEK 293T) transzfektalasahoz
cukariota expresszios vektort hasznaltunk. A patkany eredetii acinus
sejteket (AR42J) adenovirus segitségével infektaltuk. A
génvariansokat PCR-mutagenezissel allitottuk eld.

Fehérjetermelés és -tisztitas

A proenzimeket HEK 293T sejtekben termeltettiik tranziens
transzfekcid segitségével. A sejtek kondicionalt médiumabol a
kimotripszinogén C-t ecotin-affinitaskromatografiaval tisztitottuk. A
prokarboxipeptidazt tartalmazo kondicionalt médiumot Tris-HCI (pH
8,0) oldattal szemben dializaltuk, majd ioncserés kromatografiaval
tisztitottuk MonoQ anioncseréld oszlop segitségével.

A karboxipeptidaz aktivalodasanak vizsgalata

A tripszinnel illetve CTRC-vel inkubalt CPA1, CPA2 és CPBI
aktivitasat fotometrias modszerrel, szintetikus kromogén szubsztrat
hasitdsanak sebességével meértik. A proCPA aktivalédasanak
folyamatat SDS-gélen is nyomon kovettilk. A propeptid tripszin
illetve CTRC altali hasitohelyeit A. Carpentieri és C. E. Costello
(Boston University) hatarozta meg tomegspektrometria modszerével.
A CTRC szekréciojanak vizsgalata

A HEK 293T ¢s az AR42] sejteket tranziensen transzfektaltuk a vad
tipusu illetve a mutans CTRC ¢DNS-t tartalmazo6 konstrukcidkkal. A
kovettiik a sejtek médiumabdl torténd mintavetellel. A médiumba
szekretalt fehérje mennyiséget SDS-gélelektroforézissel illetve a

CTRC aktivitasdnak mérésével hataroztuk meg.
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Az ER-stressz marker-gének expressziéjanak vizsgalata

A CTRC-variansokkal transzfektalt AR42J sejteket a transzfekciot
kovetéen 24 oraval gyijtottik be. A sejtek kivonatabol 6sszRNS-t
izolaltunk majd reverz transzkripcid segitseégével cDNS-t készitettiink.
Az XBP1 transzkripcids faktor mMRNS-mennyiségét szemikvantitativ
PCR segitségével, mig a BiP, calnexin és calreticulin chaperonok
MRNS-mennyiségét valos idejii PCR-rel hataroztuk meg.

A kimotripszinogén C deglikozilacioja

A CTRC variansokkal transzfektalt HEK 293T sejtek médiumat
PNGaseF ¢és EndoH glikozidaz enzimekkel vald inkubécidt kovetden
SDS-gélen megfuttatuk, majd a fehérjéket Coomassie Blue-val
festettiik. Az enzimek altal eltavolitott glikozil-csoport hianya az SDS
gélen kimutathatd molekulatomeg-csokkenést idéz elo.

A CTRC enzim funkcioinak vizsgalata

A kinetikai paraméterek meghatarozdsahoz a felaktivalt CTRC-t
szintetikus kromogeén szubsztratot hasznaltunk, melynek hasitasi
sebességét fotométer segitseégevel hataroztuk meg. Az aktivitas
adatokat (mOD/perc) a szubsztrat-koncentracié fiiggvényében
abrazoltuk, majd az igy kapott pontokra hiperbolat illesztettiink. A
hiperbola egyenlete alapjan meghataroztuk a V.« €s Ky-értékeket és
a ke/Kyv specificitas konstanst. A CTRC aktivitasat természetes
szubsztratjai, a B-kazein ¢és human kationos tripszinogén
felhasznalasaval is nyomon kovettik SDS-gélen. A CTRC-inhibitor
disszociacios allandojat (K;) a Schistocerca gregaria Kimotripszin-
inhibitor (SGCI) segitségével hataroztuk meg a Laskowski-

laboratériumban kidolgozott modszer alapjan.



EREDMENYEK

1.1. A proCPAL illetve proCPA2 human kationos tripszin altali
aktivaciojanak SDS-gélen vald vizsgalata soran megallapitottuk, hogy
a tripszin mindkét proCPA izoformarol lehasitja a propeptidet, amely
stabil maradt a reakcié sordn. A propeptid tomegspektrometriai
analizise alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a tripszin a
propeptid a -hélixének C-terminalis végéhez kozel esé arginin
aminosavak utdn szekvencialis modon hasit.

1.2. Aktivitasmeéreseink alapjan a CTRC 6nmagaban nem képes a
proCPA illetve a proCPB aktivalasara. Tripszinnel valo inkubalast
kovetden azonban a CTRC tizszeresére novelte a CPA1 és a CPA2
aktivitasat, ugyanakkor a proCPBI1 tripszin &ltali aktivitisat nem
befolyasolta. A CTRC-n kiviil mas hasnyalmirigy eredetli enzimek,
igy a human elasztdz 2A/3A/3B, kimotripszin B1/B2 ¢és a
Kimotripszinszerii enzim-1 hatasat is megvizsgaltuk. Ezek az enzimek
a CTRC-vel ellentétben csak kis mértékben novelték meg a tripszinnel
eldemésztett CPA1/CPA2 aktivitasat.

1.3. A CPALI illetve a CPA2 tripszin és CTRC altali aktivaciojanak
SDS-gélen vald vizsgéalata kimutatta, hogy a CTRC hozzdadasat
kovetéen a propeptid mindkét enzim esetében teljes mértekben
degradalodik. A tomegspektrometriai mérések alapjan a CTRC szintén
a propeptid a -hélixének C-terminalis végét hasitja, majd ezt koveti az
a -hélix N-termindlis végének hasitasa. Végiil az inhibitoros globularis
domén is degradalodik. Ebben a folyamatban a tripszin, a CTRC,
illetve maga az aktiv CPA is részt vesz.

2.1. Megallapitottuk, hogy a human CTRC harom potencialis N-
glikozilaciés helye koziil egyedill az 52-es aszparagin hordoz
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ténylegesen glikozil-csoportot, mivel az Asn52 aminosav cseréje
(N52S) jelentés molekulatomeg-csokkenést idéz eld. PNGaseF és
EndoH glikozidaz enzimekkel igazoltuk, hogy a molekulatomeg
csokkenését a glikozil-csoport hianya okozta.

2.2. A glikozilalatlan N52S mutians CTRC a vad tipushoz képest
kisebb mennyiségben szekretalodott a HEK 293T és az AR42J
sejtekben. Eredményeink szerint az N52S mutans overexpresszidja
ER-stresszt valt ki AR42J) sejtekben, amelyet a BiP és calretikulin
gének intenziv expresszidja, illetve az érett XPB1 splice varians
mennyiségének megnovekedése igazol.

2.3. A glikozilacié megléte nem befolyasolta a CTRC enzim Kinetikali
paramétereit és a B-kazein illetve a tripszinogén szubsztratok
emesztését. A vad tipusu és az N52S fehérje SGCI kimotripszin-
inhibitorral meghatarozott K;-értéke ugyancsak azonosnak bizonyult.
2.4, Kritikus funkcidja ellenére az AsnS52 glikozilacios hely nem
konzervalt a kiilonb6z6 emlos fajok CTRC aminosav-szekvenciajaban.
Vizsgalataink szerint a patkany CTRC az Asn90-es pozicidban hordoz

glikozil-csoportot, amely szintén sziikséges a fehérje normal

crer

vizsgaltuk, amelyben az Asn52-es glikozilacios helyet mutagenezis
segitségével a patkany CTRC-ben taldlhaté Asn90-es helyre cseréltiik.
Az Ujonnan létrehozott konszenzus  Szekvencia  sikeresen
keresztiilment glikozilacion, azonban a fehérje szekrécidja csupan
40 %-a volt a vad tipusu CTRC esetén mért értéknek.



KOVETKEZTETESEK

Munkéank eredményeként bizonyitast nyert, hogy a CTRC a
proCPA1 illetve a proCPA2 fiziologias koaktivatora. A CTRC
onmagaban nincsen hatdssal a proCPA aktivitasara, azonban annak
tripszin altali aktivaciojat tizszeresére noveli. Ugyanakkor a CTRC a
proCPBI tripszin altali aktivitasat nem befolyasolja.

A proCPA aktivalodasa egy tobblépcsds folyamat, amelynek
soran a propeptid a -hélixének C-termindlis szakaszat eldszor a
tripszin hasitja. Az emésztett propeptid tovabbra is megorzi az
inhibitoros hatasat, azonban a kotési affinitasa csokken, és ennek
kovetkezteben egy korilbelil 10 %-os karboxipeptidaz-aktivitast
figyelhetiink meg. A triptikus hasitas fellazitja az a -hélixet, ami
lehetdvé teszi a propeptid CTRC altali hasitdsat. A CTRC az a -
hélixet eldszor szintén a C-terminalis végén hasitja, amelyet az N-
terminalis vég hasitasa kovet. Ezek a hasitasok destabilizaljak az a -
hélixet, aminek kovetkeztében a propeptid globuldris doménje lehasad,
majd degradalodik. Az inhibitoros globularis domén lebontasaban a
tripszin, CTRC illetve maga az aktiv CPA is részt vesz. A globularis
domén lebomlasat kovetoen a CPA teljes mértékben felszabadul a
gatlas alol.

Eredményeink tehat megerdsitettek laboratoriumunk korabbi
megfigyelését, amely szerint a CTRC a taplalekkal bevitt fehérjek
emésztése mellett fontos szabdlyozo szerepet jatszik egyéb
szabalyozasaban. A CTRC egyediilallo szabalyozd szerepe

valészintileg a specificitdsaban rejlik, mivel semelyik masik
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pankreatikus emésztéenzim sem képes a CTRC-specifikus szabalyozé
helyeket jelentdsebb mértékben hasitani.

Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a CTRC harom
potencialis N-glikozilacios helye koziil egyediill az Asn52 hordoz
ténylegesen glikozil-csoportot.

A glikozil-csoport elengedhetetlen a CTRC normal
szekréciojahoz. A glikozildlatlan N52S mutans CTRC thltermelése
endoplazmatikus retikulum (ER) stresszt valt ki, ami nagy
valoszintiséggel a hibasan feltekeredett fehérjék felhalmozodasanak
koszonhetd. Ennek megfelelden tehat a human CTRC N-glikozilacidja
minden bizonnyal a fehérje megfeleld feltekeredéset segiti eld.

Annak ellenére, hogy az Asn52 egy felszini hurokban
helyezkedik el, amely részt vesz a szubsztrat megkdtésében, az N-
glikan megléte nem befolyasolja a CTRC enzimaktivitasat, szubsztrat-
specificitasat, illetve inhibitorkotését.

Osszehasonlito vizsgalataink szerint a kiilonb6z6 emlds fajokban
talalhato CTRC glikozil-csoportjanak pozicigja illetve a glikozilaciod
mértéke és megléte a fehérjek nagyfoka hasonldsaga ellenére eltérd.

Megallapitottuk tovabba, hogy az N-glikan pozicioja kritikus a

human CTRC megfeleld feltekeredese €s szekrécidja szempontjabol.
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