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1. BEVEZETES

A kronikus hasnydlmirigy-gyulladas a hasnyalmirigy irreverzibilis gyulladasos
megbetegedése, amelyben a funkcionalis sejtek fokozatosan elhalnak. A folyamatos ¢és
visszafordithatatlan sejtpusztulas hatassal lehet a hasnyalmirigy exokrin és endokrin
funkciojara, mivel a szerv szamos emésztéenzimet és anyagcserét szabalyozd hormont termel
¢és szekretal. A betegség o rizikofaktorai az alkohol-fliggdség €s a dohanyzas, de bizonyos
emésztoenzimekben eléforduldé mutaciok is jelentdsen hozzdjarulhatnak a betegség
kialakulasdhoz. A kornyezeti hatasok €s a genetikai rizikofaktorok a hasnyalmirigy-gyulladas
tekintetében rendkiviil 0sszetettek. A betegség sok esetben tobb rizikdfaktor egyiittes megléte
esetén alakul ki.

Megfigyelték, hogy a hasnyalmirigy-gyulladas korai szakaszaban szerven beliili tripszin
aktivacio torténik. A humdan hasnyalmirigy harom tripszin prekurzort termel inaktiv
formaban: jelentdsebb mennyiségben kationos ¢€s anionos tripszinogént és kisebb
mennyiségben mezotripszinogént. Az elsé genetikai rizikdfaktor, amelyet kronikus
hasnyalmirigy-gyulladasban azonositottak, egy kationos tripszinogénben eléforduld mutéacid
volt. A tripszin kiemelt jelent6ségii a hasnyalmirigy altal termelt emésztéenzimek kozott,
hiszen nemcsak a taplalékfehérjék emésztését végzi, hanem szamos mas hasnyalmirigy
emésztdenzimet is aktival a tripszin kaszkaddon keresztiil.

A tripszin inaktiv formaban torténd bélbe juttatasat tobb szabalyozé mechanizmus
biztositja. A hasnyalmirigy acinus sejtjei egy kismérett tripszin inhibitor (SPINK1) fehérjét
¢s egy minor kimotripszin izoformat (CTRC) szekretalnak, amelyek késleltetni tudjak a
tripszinogén autoaktivacidjat. A tripszinogénben vagy az aktivitasat szabalyozo fehérjek
valamelyikében megjelend mutaciok, amelyek korai tripszinogén aktivaciohoz vezetnek,
novelik a hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasanak esélyét.

Késdbb szamos olyan kutatds latott napvilagot, amely nem csak a tripszinben, hanem a
hasnyalmirigy altal termelt egyéb emésztéenzimekben el6forduldé mutaciokra fokuszalt.
Figyelembe véve, hogy a hasnyalmirigy milyen nagy mennyiségben termeli és szekretalja
ezen enzimeket, valoszinii, hogy tobb patoldgias Gtvonalon keresztiil is hozzajarulhatnak a
kronikus hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasdhoz, igy karakterizalasuk és a mutaciok

azonositasa kiemelt jelentdségii.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Human hasnyalmirigy

A hasnyalmirigy egy hosszukas, falevél alaka mirigyes szerviink, amely a gyomor
mogott helyezkedik el és a nyombélt6l a 1épig terjed (1). Kozponti szerepet jatszik az
energiafogyasztas ¢és az anyagcsere szabalyozdsaban. Morfologiai ¢és funkcionalis
szempontbol két kiillonalld részbdl tevddik Ossze, a kiilsé (exokrin) és a belsd elvalasztasu
(endokrin) hasnyalmirigybdl (2). Szerkezetét tekintve az exokrin hasnyalmirigy foként
mirigy- és csatornasejtekbdl all, mig az endokrin hasnyalmirigyet szigetsejtek alkotjak (3). A
mirigysejtek emésztéenzimeket termelnek, amelyek a duktalis sejtek altal képzett csatornakon
keresztiil jutnak el a duodénumba (4). Az endokrin szovetek Langerhans-szigetei kiilonbozo
sejttipusokat tartalmaznak, amelyek hormonokat valasztanak ki. Az a-sejtek a glukagon, a [3-
sejtek az inzulin, a &-sejtek a szomatosztatin, az -sejtek a ghrelin mig a y (vagy PP) sejtek a
hasnyalmirigy polipeptid termelésért feleldsek (5).

Mivel a kutatdsaim a hasnyalmirigy exokrin funkcidira Osszpontositanak, a
tovabbiakban ezt részletezem.

Az exokrin hasnyalmirigy funkcionalis egysége az acinus, amely piramis alaka
mirigysejtekbdl tevddik Ossze. Az acinus sejtek a hasnyalmirigy térfogatanak kozel 82 %-at
teszik ki. Feladatuk az emésztdenzimek termelése és tarolasa (6). Ugynevezett fehérjetermeld
gyaraknak tekintheték, mivel tobb fehérjét termelnek, mint barmely mas sejttipus (7). Ezért a
mirigysejtek rendkiviil kiterjedt endoplazmas retikulum (ER) rendszerrel rendelkeznek (8,9).

Az emésztéenzimek a durvafelszinii ER-ben szintetizalodnak, majd itt veszik fel a
harmadlagos és negyedleges szerkezetiiket (folding). Ezen feliil specialis modositasokon
mennek keresztiil (diszulfid hidak kialakitasa, foszforilacio, szulfatalas, glikozilacid). Ezt
kovetden a fehérjék a plazmamembranba vagy a kivant organellumba (Golgi-apparatus,
zimogén granulumok, lizoszoéma) transzportalodnak. A szekretoros emésztéenzimek a Golgi-
apparatusba keriilve tovabbi poszttranszlacidos modositasokon mehetnek keresztiil és zimogén
granulumokba csomagolodnak (10). A zimogén granulumokboél exocitdzissal szabadulnak Ki
az étkezést kovetd neurohormonalis stimulacidé hatasara (9,11). Az exocitozis a szekrécios
granulum mozgasabol all, amely az apikalis felszinhez érve fuziondl a plazmamembran
felismer6 helyével. Ezt kovetden a granulum membran/plazmamembran felhasad (12).

Mivel az emésztéenzimek karosithatjadk a hasnyalmirigy szoveteit, sziikség van olyan
védOdmechanizmusokra, amelyek biztositjdk a szovetek integritdsat. Egyrészt az enzimek

proenzim forméban szintetizalodnak és csak azt kovetden aktivalodnak, hogy a duodénumba



kerlilnek; masrészt a zimogén granulumok savas kémhatasuak igy nem optimalis a pH a
mikodésiikhoz (13-15). Ezen feliil az acinus sejtek inhibitor fehérjéket is szintetizalnak és
szekretalnak, amelyek feladata az emésztoenzimek gatlasa, ezéltal védve a hasnyalmirigyet az
Oonemésztéstol (16-18).

Mind a neuralis mind a hormonalis rendszer kdzponti szerepet jatszik a mirigysejtek
keresztiil (19). Az exocitozis a megnovekedett kalcium koncentracionak kdszonhetd, amely az
intracellularis raktarakbol szarmazik (20,21). Az ER a legfontosabb intracellularis
kalciumraktar a fehérjeszintézisben és feldolgozasban bet6ltott funkcidja mellett (11).

A mirigysejtek szekrécios termékei a sejtek kozotti  csatornakba, majd a
csatornarendszerbe végiil a bél lumenébe keriilnek. A mirigysejtek plazmamembranjan
kalcium aktivalt kloridion csatornak talalhatéak. Ha ezek a csatornak kinyilnak, Kloridionok
aramlanak az acindris lumenbe. A megndvekedett negativ toltés az extracellularis natrium
bearamlasahoz vezet. A natrium-klorid ozmotikusan maga utan vonja a viz bearamlasat,
létrehozva ezzel az acinaris aramlast (22).

Az acinus ¢és a duktalis sejtek egyiittesen termelik a hasnyalat, amely egy
elektrolitokban gazdag folyadék. Ezen kiviil szdmos emésztéenzimet és nem emésztd fehérjét
is tartalmaz. A viz és az elektrolitok foként a duktalis sejtekbdl szarmaznak, az acinus sejtek
szolgaltatjak az emésztdenzimeket, mig a nem emészto jellegi fehérjék (példaul az albumin) a
szérumbol keriilnek a hasnyalba (23). A megfeleld mennyiségii bikarbonat elengedhetetlentiil
sziikséges az erdsen savas gyomor pH semlegesitéséhez, ezzel megteremtve az optimalis

koriilményeket az emésztéenzimek mikodéséhez (24).

2.2. A hasnyalmirigy emésztéenzimei

2.2.1. Altaldnos jellemzés

Az emésztéenzimek kozponti szerepet jatszanak a taplalékban el6forduld esszencialis
tapanyagok emésztésében. A hasnyadlmirigy minden f6 emésztdenzim tipust termel és
kivalaszt, igy a hasnyalban szénhidratok, lipidek és fehérjék bontasara specializalodott
enzimek is megtalalhatok (25).

Szénhidrdtok: A szénhidratok egyszerli (monoszacharidok, diszacharidok) vagy
Osszetett cukrok (keményitd) formajaban fordulnak eld a taplalékban. A keményitd a gliikdz
polimerje, bontasa soran amiloz és amilopektin keletkezik. Mivel a szénhidratok kizardlag

monoszacharidok form4jaban képesek felszivodni a bélben, az étrendi keményitdt a-amilaz



izoformék hidrolizaljak gliik6zzd. A keményitd emésztése a szdjliregben kezdddik a
nyalamilaz (AMY1A) altal, majd a duodénumban folytatdodik a hasnyal amilaz (AMY2A)
altal. Ez utobbi egy 57 kDa nagysagu glikoprotein és a hasnyal teljes fehérje 5-6 %-at teszi ki.
A hasnyal proteazokkal ellentétben az amilazoknak nincs inaktiv prekurzor formaja. Az
amilaz katalizalta reakcid termékei 6-8 gliikkdz egységbdl allo a-1,4 és a-1,6 kotést tartalmazo
oligoszacharidok (dextrinek, maltoz, maltotridz és elagazd lanct oligoszacharidok). Ezek az
oligoszacharidok a bélben alakulnak tovabb monoszacharidokka (14).

Lipidek: A lipidek valtozatos formaban fordulnak el és esszencialisak a szervezet
megfelelé muiikodéséhez, mint energiaforrasok, sejtmembran alkotok (foszfolipidek,
szfingolipidek, galaktolipidek, koleszterin, koleszterin-észterek), illetve a zsirban old6do
vitaminok felszivodasa szempontjabdl is elengedhetetleniil sziikségesek (14). Az étkezési
zsirok hasitasa kritikus hasznosulasuk szempontjabol, hiszen a trigliceridek nem képesek
felszivodni a bélhamsejtekben. Az étkezési triglicerideket felszivodasuk el6tt szabad
zsirsavakka és monoacil-gliceridekké kell alakitani. A lipazok végzik az étkezési zsirok
lebontésat, a zsirok felvételét kiillonbozo szovetekbe és azok mobilizalasat a sejteken beliil.
Emberben a triglicerid lipazok a gasztrointesztinalis traktusban talalhatoak, epitelialis
felszinhez kotve, illetve a zsirtarold sejtekben. Habar egyes lipazok az észterek széles
spektrumat bontjak, mindegyik enzimre jellemz6, hogy hidrolizaljak az acilglicerolok, koztiik
a trigliceridek észter-kotését (26). A trigliceridek emésztése mar a szajiiregben elkezdédik és
a gyomorban folytatodik (27).

A triglicerid lipazok egy k6z6s hidrolaz 6sb6l evolvalodtak. A gyomor lipaz a zsirsavak
10-30 %-at szabaditja fel. Azonban a trigliceridek tobbségét a hasnyalmirigy lipaz (PNLIP)
hidrolizalja zsirsavakra és monoacilglicerolokra (14). A hasnyalmirigyben két masik homolog
hasnyalmirigy triglicerid lipazt iS azonositottak, amelyeket hasnyalmirigy lipaz szeri
fehérjéknek (PLRP-1 és PLRP-2) neveziink (26). A PLRP1 és PLRP2 k6z0s vonasa, hogy a
PNLIP-hez hasonléan képesek kolipazt kotni, de a PLRP1 in vitro kisérletek soran inaktivnak
bizonyult. Patkdny hasnyalmirigyen végzett génexpresszids kisérletek azt mutattak, hogy a
PLRPI1 és PLRP2 a patkdnyok megsziiletésekor érték el maximalis expresszidjukat, amely
késébb csokkenni kezdett. A PLRP expresszio csokkenésével a PNLIP expresszioja
fokozodott (28).

Az étkezési trigliceridek hatékony emésztéséhez a hasnyalmirigy lipaz, kolipaz és az
epesavak egyiittes jelenléte sziikséges a duodénumban. A human PNLIP-et a hasnyalmirigy
mirigysejtjei termelik és szekretaljak. Elengedhetetleniil sziikséges az étkezési trigliceridek

hatékony bontdsaban ¢és felszivodasaban. A kolipaz fontos szerepet jatszik abban, hogy



kihorgonyozza a lipazt a lipid micellak felszinére, ellenstilyozva az epesavak destabilizalo
hatasat (29).

A human hasnyalmirigy lipaz (PNLIP) 465 aminosavbol allo fehérje. Az éretlen fehérje
egy 16 aminosav hosszusagi N-terminalis hidrofob szignalpeptidet tartalmaz, igy az érett
fehérje 449 aminosavbodl all. A hasnyalmirigy lipdz két doménre oszthatd, a globularis N-
terminalis doménre, amely a-hélix és B-red szerkezeti motivumokban gazdag és egy C-
terminalis doménre, amely kizarélag B-redé motivumokbol all (1. abra). A domének egy rovid
rendezetlen szerkezeti elemen keresztiil kapcsolodnak egymashoz és diszulfidhidakkal
stabilizaltak. A human hasnyalmirigy lipaz N-terminédlis doménjében taldlhatd lipolitikus
katalitikus tridd a szerin protedzok aktiv centruméahoz hasonl6 (Ser152, His152, Aspl176). A
lipaz azonban proteolizis helyett konformaciovaltozassal aktivalodik (30) (1. abra).

Nyilt konformacio

Zart konformacio

1. abra. A human hasnyalmirigy lipaz kolipazzal alkotott komplexének térszerkezeti
modellje kétféle konformacios allapotban

A modellek az 1N8S (zdrt konformacio) és az 1LPB (nyitott konformdcio) Protein Data Bank (PDB)
fajlok haszndlataval késziiltek a PyMOL 2.4.1 (Schrédinger LLC) programmal. A lipdz N-termindlis
domén hordozza az enzim aktiv centrumat, a C-termindlis domén kolipaz kofaktort kot. Triglicerid
csepphez torténd kotédéskor a fedél elnevezésii felszini hurok elmozdul a lipdzban, és szabadda valik
az enzim aktiv centruma. A Kolipdz stabilizdlja az enzim aktiv dallapotat, és hidrofob felszinének

kdszonhetden segiti az enzim lipid csepphez torténd kapcsolodasat.



A kolipaz egy 10 kDa molekulastlyt fehérje és a hasnyalmirigy lipaz kofaktoraként
miikodik. A hasnyalmirigy prekurzor (prokolipaz) formaban termeli és szekretalja a
duodénumba, ahol az N-terminalisar6l triptikus hasitassal leemésztédik egy 6t aminosav
hosszisagu propeptid. A kolipaz két sohidon keresztiill kotddik a PNLIP C-terminalis
doménjéhez. A kolipaz lipazhoz vald kotddése egy nagyméretii hidrofob kotéfelszint hoz
1étre, amely segitségével a lipaz hatékonyabban kapcsolodik a triglicerid cseppekhez.

A PNLIP enzim felszini hurok elmozdulasokkal kétféle konformacios allapotot vehet
fel (1. abra). Az ugynevezett zart konformacioban a PNLIP inaktiv. Ilyenkor egy fedének
nevezett felszini hurok eltakarja az aktiv helyet. A fedél elmozdulasa létrehozza a nyilt
konformacios allapotot, amikor a triglicerid molekulak bejuthatnak az enzim aktiv
centrumaba. Ugyan a PNLIP a monomer vizoldhatatlan szubsztratokkal szemben is
rendelkezik aktivitdssal, de a Szubsztrat partikuldkba rendezddésekor (micelldkba vagy
emulziokba) né az aktivitdsa. A fed6 motivum felnyildsa a kolipaz kotddését kovetd
konformacidovaltozasok eredménye. A fedd motivum felnyilasa utan az enzim aktiv centruma
hozzéaférhetévé valik a szubsztratok szamara. A kolipaz nem csak a fed6 domén felnyitasaért
felelds, de stabilizalja is azt egy nyitott pozicidban. Az epesavak gatoljak a PNLIP enzimet. A
kolipaz feladata, hogy aktiv allapotban tartsa a PNLIP-et, epesavak jelenlétében is (26).

A karboxil-észter lipaz (CEL) a hasnyal teljes fehérjemennyiség kozel 4 %-at teszi ki
(31). A CEL két domént tartalmaz, egy N-terminalis hidrolaz és egy C-terminalis domént,
amely szamos prolin gazdag ismétlédo régiot tartalmaz (VNTR), amelyek szdma emberben 3-
28 kozé tehetd. A prolin gazdag ismétlddések nagyfokti O-glikozilaltsagot mutatnak és
fontosak a fehérje stabilitas szempontjabol (32). A CEL egy Ser-His-Asp katalitikus triaddal
rendelkezik és a monoacil-glicerolok és mas glicerin lipidek hidrolizisét végzi (33).

A foszfolipaz A2 (PLA2) egy 14 kDa molekulatomegi fehérje (34) és 135 aminosavat
tartalmaz, egy szignalpeptidet és egy 7 aminosav hosszusag aktivacios peptidet (35). Az
enzim epesavakkal aktivalodik a duodénumban. Részt vesz a koleszterin és a lipidoldékony
vitaminok bontasaban és felszivasaban (36).

Fehérjek: A fehérjék aminosavakbdl tevddnek Ossze €s elengedhetetleniil sziikségesek a
megfeleld novekedéshez, fejlédéshez €és az energiasziikségletek kielégitéséhez. A taplalék
fehérjék sokfélesége és Osszetettsége, valamint kritikus szerepe tiikr6zddik abban, hogy a
hasnyalmirigy enzimek kozel 80 %-a protedz. Habar az acinus sejtek f6 exokrin termékei
proteazok, szdmos tovabbi protedz fejezddik ki az emésztérendszer egészében, kiilondsen a
gyomorban és a vékonybélben. A fehérjéket a gyomor altal termelt pepszin Kkisebb

polipeptidekké hasitja. Emésztésiik a duodénumban, majd a vékonybélben folytatodik. A
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rendszer fontossagat alatamasztja, hogy tobb parhuzamos ¢és redundans rendszer miikodik
annak érdekében, hogy az 0Osszes kulcsfontossagli aminosav megfeleld mennyiségben

rendelkezésre alljon az é16 szervezetek névekedéséhez és fenntartasdhoz (14).

2.2.2. Hasnyalmirigy protedzok

A hasnyalmirigy protedzok kiemelt jelentdségiick a taplalékkal bevitt fehérjék
e.mésztésében. Aminosavakat ¢s dipeptideket tavolitanak el a polipeptidlancok C-te.
rminalisardl (karboxipeptidazok) vagy a polipeptideteket rovidebb darabokra bontjak
specifikus lanckozi hasitasokkal (tripszin, kimotripszin, elasztaz). Ezen enzimek tobb
izoforméaja is szekretalodik a human hasnyalmirigyb6l, amelyek szamos tulajdonsagban (pl.
expresszi0, specificitas, stabilitas) eltérdek lehetnek egymastol. A katalizis mechanizmusat
tekintve a hasnyalmirigy proteazok a metalloproteazok és a szerinproteazok osztalyaba
sorolhatok.

A metalloproteazok legjelentésebb képviseldi a karboxipeptidazok, amelyek
cinkatomot tartalmaznak az aktiv helyen. Miikodésiik soran az étkezési polipeptidlancok
termindlis peptidkotését hidrolizaljak. A hasnyalban harom izoformat azonositottak. Az A-
tipust karboxipeptidaizok (CPA1, CPA2) aromas és alifais aminosavakat hasitanak le a
fehérjék C-terminalisarol, mig a B-tipusu (CPB1) a triptikus hasitast kdvetden keletkezett C-
termindlis lizin és arginin aminosavakat hidrolizalja. A karboxipeptidazok proenzimként
szintetizalodnak és a tripszin aktivalja 6ket. Az inaktiv preproprotein 419 aminosavbol all,
amely egy 16 aminosav hosszusagu szekrécios szignalt és egy 94 aminosav hosszlsagu
propeptidet tartalmaz (37).

A tripszinek, kimotripszinek és elasztazok szerin endopeptidazok. A szerin proteazok
er6sen homoldgok, de kiilonboz6 specifikus szubsztratkotd zsebbel rendelkeznek, amelyek
csak egy bizonyos peptidk6tés hidrolizisét teszik lehetévé (14). Ahogyan neviik is mutatja, a
szerin proteazok egy szerint tartalmaznak a katalitikus helyen (38). Minden szerin proteaz
egyetlen polipeptidlancbol all, amely két doménbdl tevodik Gssze. A katalitikus triadot harom
aminosav alkotja (szerin, hisztidin, aszpartat) és a proteazok a szubsztratkotd hely
segitségével ismerik fel a szubsztrat fehérjékben talalhatd hasitohelyeket.

A tripszinogén a legnagyobb mennyiségben termelddd hasnyalmirigy emésztéenzim.
A hasnyalban talalhat6 fehérjék kozel 19 %-at teszi ki. A tripszin olyan endopeptidaz, amely a
peptideket arginin és lizin aminosavak utan hidrolizalja. A tripszin kitlintetett jelentdséggel
bir, mivel kdzponti szerepet tolt be a tobbi emésztéenzim aktivalasaban.

A kimotripszinogén a masodik legelterjedtebb szerin protedz a hasnyélban, a teljes

hasnyal fehérjemennyiség kozel 9 %-at teszi ki (39). A kimotripszin egy endopeptidaz, amely
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els6sorban aromas oldallanci aminosavak (fenilalanin, tirozin, triptofan) utani
peptidkdtéseket hidrolizal. Az inaktiv kimotripszinogén egy 230 aminosavbol allo aktiv
molekuldbol, egy 18 aminosav hosszusagu szignalpeptidbdl és egy 15 aminosav hosszisagu
aktivacios peptidb6l tevodik G6ssze (40). Emberben négy kimotripszin izoforma
expresszalodik, a kimotripszinogén Bl (CTRB1), a kimotripszinogén B2 (CTRB2), a
kimotripszinogén C (CTRC) ¢és a kimotripszinszeri enzim 1 (CTRL1). Nagyobb
mennyiségben az elobbi két izoforma termelddik, mig az utdbbi két izoforma csak kisebb
mennyiségben expresszalodik. A CTRB1 és CTRB2 szerepe foként a taplalékfehérjek
emésztésében van. A CTRL1 szerepe még nem teljesen tisztazott, mig a CTRC valdsziniileg
nagyobb szerepet jatszik egyes emésztOenzimek aktivitdsanak szabalyozasdban. A CTRC
tobb specidlis hasitohelyen processzalja a tripszinogént, amely kritikus fontossagh az
aktivitasa szempontjabol (41). Emellett a CTRC a karboxipeptidazok (CPA1, CPA2)
aktivitasat is szabalyozza. A CTRC a proCPA1 és proCPA2 hatékony tarsaktivatora, mert
CTRC a propeptid proteolizisén keresztiil fejti ki hatasat, amely csak triptikus aktivalas utan
valik hozzaférhetévé (42).

Az elasztazok a szerin endopeptidazok harmadik 6 osztalyaba tartoznak. Zimogén
formaban termelddnek ¢és tripszin altal aktivalodnak. A human hasnyalmirigy négy
Kimotripszin-szeri elasztaz izoformat (CELA2A, CELA2B, CELA3A, CELA3B) szekretal a
hasnyélba. A fehérje és oligopeptid szubsztratokat f6ként az alifds aminosav oldallancok utan

emésztik (43,44).

2.2.3. A hasnyadlmirigy emésztoenzimek aktivdcioja

Szamos protedzra jellemzd, hogy inaktiv prekurzor zimogénként szintetizalodik és
szelektiv peptidkotések hasitasai altal alakul at fizioldgiasan aktiv formaba. Ezt a folyamatot
zimogén aktivacionak nevezzilk és ezen mechanizmus alapjan mikodik a prekurzor
proteolitikus enzimek processzalasa. A szekretalt proteaz prekurzorok egy aktivacios peptidet
tartalmaznak a fehérjék N-terminalis végén (45). Az aktivacios peptid hasitdsa limitalt
proteolizissel egy j N-terminalist general, amely séhidat képez egy Asp-oldallanccal, amely
kovetkeztében kialakul a funkcionalisan aktiv centrum (46). A hasnyalmirigy zimogének a
bélbe keriilésiiket kovetden aktivalodnak. A human tripszinogén aktivaciojat a bél
kefeszegélyében taladlhato enteropeptidaz inditja a nyolc aminosav hosszisdgi aktivacios
peptid lehasitasaval. A megjelend aktiv tripszin ezutan képes autokatalitikusan aktivalni a
tobbi tripszinogént. A tripszinnek fontos szerepe van a tobbi hasnyalmirigy zimogén

proteolitikus aktivalasaban (kimotripszinogének, proelasztazok, prokarboxipeptidazok és
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profoszfolipazok) (45). Ezt a kétlépcsés folyamatot a hasnyalmirigyenzimek aktivacios

kaszkadjanak nevezziik (2. dbra).

Tripszinogén
Enterokinaz —— l Autoaktivacio
Tripszin
Kimotripszinogén —  Kimotripszin (B1, B2, C, L1)

Prokarboxipeptidaz —  Karboxipeptidaz (A1, A2, B1)

Profoszfolipaz — > Foszolipaz (A2)
Proelasztaz — > Elasztaz (2A, 3A, 3B)
Kallikreinogén — Kallikrein

Prokolipaz — Kolipaz

2. abra. A tripszin kaszkad
A human hasnyalmirigy emésztéenzimek aktivacioja a duodénumban torténik, melynek soran elso
lépésben a tripszinogén alakul at aktiv tripszinné az enteropeptiddz, illetve a tripszin dltali

aktivacioban. Ezt kévetden a tripszin aktivalja a tovabbi zimogéneket az aktivacios peptid hasitasaval.

Habar a tripszin képes az inaktiv tripszinogént aktivalni, az enteropeptidaz kétezerszer
hatékonyabban végzi ezt a folyamatot. Az enteropeptidaz két alegységbdl all, az elsé egy
tripszin-szerti katalitikus alegység, amely az aktivacios peptid lehasitasaért felelés, mig a
masodik alegység egy lizin klasztert tartalmaz, amely interakcioba 1ép az emlds
tripszinogének aktivacios peptidjében talalhaté evolucidosan konzervalt tetra-aszpartat
motivummal €s a membranhoz horgonyozza az enteropeptidazt. Ez utdbbi kotddés noveli az
elsd alegység katalitikus hatékonysagat. Az enteropeptidaz kimagasloan specifikus, mivel az
egyetlen fiziologids szubsztratja a tripszinogén. Az enzim 6-9 kozotti pH értéken miikddik a
leghatékonyabban és az epesavak alacsony koncentrdcioban novelik az aktivitasat. Nem
gatolhato fehérjetipusu tripszin inhibitorokkal (pl.: hasnyalmirigy tripszin inhibitor, szdjabab
inhibitor) (15).

A tripszinogénen kiviil a tobbi hasnyalmirigy zimogén nem képes autoaktivaciora, kis

crer

eltér6 a kiillonboz6é zimogénekben, igy a human kimotripszinogénekben 13-15, a
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proelasztazokban 11-12, a profoszfolipaz A2-ben 7, mig a prokarboxipeptidaz A és B
esetében 94 aminosav hosszusag. A limitalt proteolizis soran az aktivacios peptidek nem
minden esetben emésztédnek le teljesen a zimogénekrdl, esetenként tovabbra is az aktiv

enzimhez kotédnek diszulfid hidon keresztiil (Kimotripszin és elasztaz egyes izoformai) (15).

2.2.4. Tripszinogén izoformak és jellemzoik

A tripszinek arginin és lizin aminosavak utan hasitjak a taplalékfehérjéket (47). A
tripszinogének a szerin endopeptidazok kimotripszin szupercsaladjaba tartoznak, igy jellemzo
a hisztidin, aszpartat, szerin katalitikus triad jelenléte az aktiv centrumban. A tripszinek
kalcium iont képesek kotni és enyhén lugos kémhatason (pH 8,0) aktivak (48).

A humén hasnyalmirigy harom tripszinogén izoformat szekretdl, amelyek hdrom
kiilonb6z6 szerin proteaz (PRSS) gén altal kodoltak: kationos tripszinogén (PRSS1), anionos
tripszinogén (PRSS2) és mezotripszinogén (PRSS3). A PRSS3 gén alternativ promoterekkel
rendelkezik, igy megfigyelheté az alternativ splicing jelensége, ezaltal a hasnyalmirigyen
kiviili szovetekben is expresszalodik (48).

A harom izoforma kdzismertebb elnevezése az eltérd izoelektromos pontjukhoz kdthetd.
A human hasnydlat kétdimenzids izoelektromos fokuszalassal vizsgaltak, majd az eltérd
izoelektromos pontjuk alapjan nevezték el 6ket: a PRSSI altal kodolt tripszinogén-1 a
kationos, a PRSS2 altal kodolt tripszinogén-2 az anionos tripszinogén, mig a PRSS3 altal
kodolt tripszinogén-3 a mezotripszinogén, mivel izoelektromos pontja a kationos és az
anionos izoforma izoelektromos pontja k6z¢ esik (49).

A kationos tripszinogén a legjelentdsebb izoforma, ez alkotja a human hasnyalban
talalhato Osszes tripszinogén kétharmadat, mig az anionos tripszinogén az egyharmadat. A
mezotripszinogén minor izoformdnak tekinthetd, mivel az Osszes tripszinogén minddssze 5
%-at teszi ki (48).

Az emlés tripszinogének tobbségével ellentétben a human tripszinogének
poszttranszlaciés modositason mennek keresztiil a hasnyalmirigyben. Ez a poszttranszlacios
modositas egy O-szulfatilas a Tyr154 oldallancon. A foszforilacidval ellentétben a szulfatalas
egy irreverzibilis proszttranszlaciés modositas, mivel az emlds szovetek nem rendelkeznek
szulfatdiz enzimmel (50). A tirozin szulfatdlasit —membrankotott —tirozilprotein
szulfotranszferaz izoformak (TPST1, TPST2) végzik a transz Golgi-apparatusban. A human
hasnyalmirigyben a TPST2 termelddik nagy mennyiségben (51). Mivel a Tyrl54 része a

tripszin szubsztratktd zsebének, a modositas hatassal van a szubsztrat, illetve az inhibitorok

crer
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3. abra. Proteolitikus hasitohelyek a kationos tripszinogénben

Az abra a kationos tripszinogén elsédleges szerkezetét mutatia. A kationos tripszinogén két CTRC
hasitohelyet tartalmaz, amelyek ellentétesen szabalyozzak az aktivitasat. Egyrészt a CTRC lehasit egy
tripeptidet a tripszinogén N-termindlisarol. Az N-terminalis processzaldas kovetkeztében a tripszin
hatékonyabban hasitia az aktivacios peptidet (Lys23), amely a kationos tripszinogen valamelyest
gyorsabb autoaktivaciojat eredményezi. Emellett a CTRC a kalciumkoto hurokban (LeuS81) is hasitja a

tripszinogént, amely egy triptikus hasitis (Argl22) egyiittes eredményeként a tripszin jelentds

crer

alapjan (53).

A CTRC két egymastdl fliggetlen mechanizmus altal proteolitikusan szabalyozza a
kationos tripszinogén aktivaciojat. Egyrészt kismértékben stimuldlja az autoaktivaciojat,
masrészt jelentdsen eldsegiti a degradacidjat. Az autoaktivacid sebességének fokozdsa annak
koszonhet6, hogy a Phel8-Aspl19 peptidkotés hasitasa révén lehasit egy tripeptidet a nyolc
aminosav hosszisagu aktivacios peptidrdl (3. abra). A processzalt aktivacios peptid ideélisabb
Szubsztrat a tripszin szamara, ezaltal fokozott hasitast figyelhetiink meg, amely koriilbeliil
négyszeres sebességnovekedést jelent az autoaktivacio tekintetében. Ez a hatas valdszintileg
az aktivacios peptidben kialakuld tetra-Asp motivum és a kationos tripszinben eléforduld
Asp128 kozotti elektrosztatikus kdlcsonhatas mérséklésének koszonhetd, amely korlatozza az
autoaktivaciot. Az aktivacios peptid processzalasanak koszonhetéen a CTRC noveli a vad
tipust tripszinogén autoaktivaciojanak sebességét.

Masrészt a CTRC a tripszinogén kalciumkotd hurok régidjaban talalhatd Leu81
aminosav utan is hasit, amelyet egy autolitikus hasitas kdvet az Argl22 utan, ez pedig a
hurokban t6rténé hasitas nagyon specifikus, mivel a tobbi hasnyalmirigy proteaz egyike sem

katalizalja ezt a reakciot (41).
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A CTRC a kationos tripszinogéntdl eltéréen szabalyozza az anionos tripszinogén
aktivacigjat proteolitikus hasitdsokkal. Egyrészt az anionos tripszinogén aktivacios peptid
processzalasa CTRC-vel nem stimulalja a tripszinogén autoaktivacidjat. Masrészt az anionos
tripszinogén CTRC altali lebontasa hatékonyabb a kationos tripszinogén bontasanal. Ez
utobbi azzal magyarazhato, hogy az anionos tripszinogén a kalciumkoté hurokban talalhatod
Leu81 hasitohelyen kiviil egy tovabbi CTRC hasitohelyet is tartalmaz az autolizis hurokban
(Leul48). Ezen feliil az anionos izoformaban hianyzik a stabilizalo Cys139-Cys206
diszulfidkotés, amely fokozza a CTRC altali hasitas sebességét a konnyebben mozgd
polipeptidlancnak koszonhetéen (54).

2.2.5. Mezotripszin

A tobbi hasnyalmirigy tripszinogénhez hasonléan a mezotripszin is keresztiilmegy egy
proteolitikus aktivacion, amelyet az enteropeptidaz katalizal a duodénumban (55). A
mezotripszin magasfoku szekvencia azonossagot mutat a két {6 tripszin izoformaval, amelyek
96 %-ban megegyeznek egymassal, mig a mezotripszin 88-89%-ban egyezik meg a kationos
és anionos tripszinnel.

A f6 tripszin izoformaktol eltéréen a mezotripszin szerkezete modosult az evolicio
soran. Ezek a modositasok az enzim funkciondlis sajatsagainak valtozasat eredményezték. A
legszembe6tlobb eltérés, hogy a szerin proteazok esetében evolucidésan konzervalt Gly198
arginin aminosav oldallancra cserélodott a mezotripszinben. Szerkezeti tanulmanyok
ravilagitottak, hogy az Argl98 pozitiv toltésli elektrosztatikus feliiletet hoz létre a protedz
Fehérje szerkezeti modellezés azt mutatta, hogy sztérikus iitkoz¢€s, esetenként elektrosztatikus
taszitds figyelhetd meg a mezotripszin Argl98 aminosav és a tripszin inhibitorok, illetve
sziikség, hogy lehetévé tegye a szubsztratok és az inhibitorok megkotését. Valoszintileg ennek
a jelenségnek koszonheté, hogy az aminosavcsere tobb nagysagrenddel csokkenti a
mezotripszin peptid szubsztratok €s inhibitorok iranti affinitdsat a két f6 izoformahoz
viszonyitva. Ezért a mezotripszin egyediilalloan ellendlld szamos kisméretli fehérje tipust
szerin proteaz inhibitor gatlasaval szemben, viszont nem hatékony a szubsztratokban
megtaldlhatd triptikus hasitohelyek processzalasaban, illetve autoaktivaciora és mas

hasnyalmirigy zimogének aktivalasara sem képes (48,56,57).
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4. abra. Proteazok szubsztratkoté helyének nevezéktana

A Schechter és Berger nevezéktan (58) alapjan definialhatok a protedz aktiv centrumdban olyan
aminosav oldallancok, amelyek részt vesznek a polipeptid szubsztratlanc megkotésében. A szamozds a
hasitando peptidkotéstol indul. A szubsztrat aminosav poziciok szamozdasa N-terminalis iranyba Pl-
Pn, mig C-termindlis iranyba P1'-Pn' szamozds szerint torténik. Az enzim szubsztratkotd alhelyeit N-
termindlis iranyba S1-Sn, valamint ellenkezd iranyba S1'-Sn'-ként jeloljiik. A mezotripszinogénben az

S2' helyen tortént egy Gly-Arg evolicios mutdcio, amely befolydsolja az enzim miikodését.

A mezotripszin egyik legérdekesebb funkcionalis jellemzdje, hogy a tobbi tripszin
izoformaval ellentétben nem gatolhaté polipeptid tripszin inhibitorokkal. Ez a rezisztencia
kulcsfontossagi lehet biologiai szerepe szempontjabol. Noha a mezotripszin csak Kis
mennyiségben expresszalodik, egyediilalld szerepet tolthet be az emésztésben az étkezési
tripszin inhibitorok bontasa révén (57). A mezotripszin gyorsan inaktivalja a Kunitz-tipust
inhibitorokat a reaktiv helyen megtalalhato peptidkotés hasitasa révén és bontja a Kazal-
tipust inhibitorokat. Ez a funkci6 magyarazatot adhat a mezotripszin mas, nem specifikus
emésztdenzimekkel szembeni alacsony szekrécios szintjére. Elképzelhetd, hogy mas emésztd
protedzokkal egyiittesen fejti ki hatasat, amelyek a részlegesen emésztett inhibitorokat
degradaljak. Ismert példa a karboxipeptidaz B, amely a reaktiv hely hidrolizise utan generalt
C-terminalis lizint és arginint hasitja, ezzel inaktivalva a tripszin inhibitorokat (56).

A mezotripszinogén koncentracidja emelkedett kronikus alkoholizmus esetén ¢és
csokkent a hasnyalmirigy-gyulladasban szenvedd betegekben. Ezen megallapitasok felvetik a
kérdést, hogy a mezotripszin inhibitor-rezisztens aktivalasa szerepet jatszhat-e a

hasnyalmirigyet érint6 betegségek patogenezisében (49).
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2.2.6. Protedz inhibitorok

A protedzok szovetkarositdé hatdsa jol ismert, ezért €16 rendszerekben szdmos olyan
mechanizmus fejlodott ki, amelyek arra hivatottak, hogy szabalyozzak a proteazok aktivitasat
fehérjetermészetli inhibitorok jelenléte, amelyek komplexeket alakitanak ki a protedzokkal. A
proteaz/inhibitor egyensuly fenntartasa kritikus fontossadgu. Az egyensuly felboruldsa szamos
patologias kovetkezményt vonhat maga utan. Az egyensiuly megtartasaban 1ényeges a fehérje
természetli proteaz inhibitorok proteazokkal szembeni rezisztencidja. Szamos inhibitor
kivételesen stabil a proteolizis tekintetében, ugyanakkor sok esetben inaktivalhatéak azokkal a
proteazokkal, amelyeket gatolnak vagy mas proteazok altal, amelyek miikodését nem
befolyasoljak. A fert6z6 mikroorganizmusok szintén termelhetnek olyan protedzokat,
amelyek megzavarhatjdk a human szovetek protedz/inhibitor egyensulyat a human protedz
inhibitorok szelektiv bontasa vagy inaktivacioja altal (59).

Az emberi szervezetben a proteazok legnagyobb csaladjat a szerin protedzok alkotjak.
Tobb mint szaz enzim tartozik ehhez a csaladhoz, koztiik az emésztdenzimek (tripszinek,
kimotripszinek, elasztazok), véralvadasi enzimek, fibrinolizis, kallikrein és a komplement
rendszer proteazai és szamos membranasszocialt jelatviteli fehérje is. Ezeket az enzimeket
aspecifikus inhibitorok szabalyozzak, tobbek kozott a szerpinek. A szerpinek nagy
molekulastlyt fehérjék, amelyek kovalens kotéseket alakitanak ki a protedzokkal, ezaltal
csapdaba ejtik Oket. Ezzel szemben a kanonikus proteaz inhibitorok (pl.: Kazal-tipusu
inhibitorok) kis molekulastlya fehérjék és szorosan, de reverzibilisen kotddnek a
proteazokhoz. A kanonikus inhibitorok szubsztratszerli modon kotédnek az enzimek aktiv
centrumahoz. Azonban az inhibitoros hurok tobb nagysagrenddel szorosabban kotédik és
lassabban hasad, mint a koézonséges polipeptid szubsztratok (60). Az egyik legismertebb
kanonikus inhibitor csalad a Kunitz-BPTI csalad, amelynek egy archetipusa a marha
hasnyalmirigy tripszin inhibitor (BPTI), egy kisméreti kompakt fehérje, amely hatvan
aminosavbol all és hidrofob maggal rendelkezik (59).

A Kazal-tipusu szerin proteaz inhibitor 1 (SPINK1) egy 6,2 kDa molekulastlyu tripszin
inhibitor, amelyet a human hasnyalmirigy acinus sejtjei termelnek és szekretalnak. A SPINK1
gén egy 79 aminosav hosszisagu fehérjét kodol, amely egy 23 aminosav hosszisagu szignal
peptidet tartalmaz az aktiv fehérjerész mellett (61). A tripszinogén autoaktivacidja soran az
ujonnan generalt tripszin komplexet képez a SPINK 1-el, ezaltal nem képes katalizalni tovabbi

crer

amely tovabbi triptikus hasitassal tarsulva lebontja az inhibitort. A SPINK1 kis mennyiségben
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termelddik, ezaltal szerepe a tripszinogén autoaktivacio késleltetése lehet. Ez a folyamat
nagyon fontos, hiszen ez id6 alatt az inaktiv emésztéenzimek a hasnydlmirigybdl a

duodénumba jutnak (62,63).

2.3. Kronikus hasnyalmirigy-gyulladas

A kronikus hasnyalmirigy-gyulladds a hasnyalmirigy progressziv és irreverzibilis
destrukcidja, amely endokrin és exokrin funkcidvesztéssel jarhat (64). Az akut és kronikus
hasnyalmirigy-gyulladas alapvetden kiilonbdzik egymastol, mivel az eldbbit a kérhazi ellatas
utani tokéletes felépiilés jellemzi. A visszatéré akut hasnyalmirigy-gyulladas kronikus
gyulladassa alakulhat (65). A betegség soran epizodikus gyulladasok jelentkeznek, amelyek
végiil szovetelhalashoz vezetnek, majd a szekretdrikus parenchima sejtek helyét fibrozus
kotészovet veszi at (66). Ennek koszonhetéen tiinetei kozé tartozik a hasi fajdalom, a
hasnyalmirigy kalcifikacio, felszivodasi zavarok, alultaplaltsag, diabetes mellitus (67). Az
emésztési zavarok az exokrin hasnyalmirigy-elégtelenséghez kothetdk, amelyet a
hasnyalmirigy altal termelt emésztdenzimek hianya okoz. A diabetes mellitus kialakulasa
pedig legféképpen a Langerhans-szigetek elvesztésének tulajdonithatdé (68). A betegség
elérehaladdsa tovabbi szovédményekkel jarhat: pszeudocisztak, hasnyalmirigy-sziikiilet,
nyombélszikiilet, érrendszeri szovédmények, az epevezetékek Osszenyomodasa (69). A
kriinikus gyulladéas és a fibrozis visszafordithatatlan, mert a diagnozis tobbnyire a betegség
elérehaladott allapotaban torténik. A kronikus hasnyalmirigy-gyulladas hossztava fennéllasa
esetén megnovekszik a hasnyalmirigyrak kialakulasanak kockazata (70). A kronikus
hasnyalmirigy-gyulladas kezelése nehéz, mert nem minden beteg esetében jelentkezik exokrin
¢és endokrin elégtelenség vagy egyéb tiinetek a betegség korai faziasban. A korai fazist
epizodikus fajdalom jellemzi, amelyet akut hasnyalmirigy-gyulladasként diagnosztizalhatnak.
Idével a fajdalom perzisztenssé és sulyossa valik. A kronikus hasnyalmirigy-gyulladas, illetve
az exokrin és endokrin elégtelenség kialakulasat képalkoto eljarasokkal lehet igazolni. Ez a
folyamat akar évekig is eltarthat. Jelenleg nem 1étezik hatékony terapia a szindroma
visszaforditdsdra és a betegség elérehaladdsanak megallitasara. A kezelések a tiinetek
enyhitését szolgaljak. Mivel a betegség sokszor eltéré tényezOk miatt alakul ki, személyre
szabott tiineti kezelésre van sziikség (71).

A Dbetegség kialakulasaban szerepet jatszanak koOrnyezeti hatasok ¢és genetikai
rizikofaktorok. A kornyezeti hatdsok koziil a legrelevansabbak az alkoholfiiggdség és a
dohényzas. Az alkoholizmus exponencialisan noveli a betegség kialakulasanak esélyét. Az

alkoholfiiggdség és a dohanyzas gyakran egyiitt jelenlévd kornyezeti tényezdk, azonban a
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dohanyzas fiiggetlen rizikofaktornak is tekinthetd. Ezen feliil nem csak a kronikus
hasnyalmirigy-gyulladas, hanem a hasnyalmirigyrak kockazatat is noveli (72). Habar az
alkoholfiiggdség és a dohanyzas a leglényegesebb rizikofaktorok, a betegség kialakuldsanak
kivaltd oka nem csak egy rizikofaktor, hanem ezek egyiittes megléte szerepel (73). A
kornyezeti hatdsok mellett genetikai rizikofaktorokat is azonositottak. Ezek hasnyalmirigy-

gyulladas esetében komplexek, egy vagy tobb gén polimorfizmusaval fiigghetnek 6ssze (74).

2.3.1. Tripszin-fiiggd ut

A kationos tripszinogén az els6 genetikai faktor, amelyet kronikus hasnyalmirigy-
autoszomalis dominans Oroklésmenetet mutat &és Szorosan asszocidlt a kronikus
hasnyadlmirigy-gyulladassal. Azo6ta szdmos muticidt azonositottak a hasnyalmirigy
emésztdenzimek és a SPINK1 inhibitor génjében. Ezek a muticiok novelik a kronikus
hasnyalmirigy-gyulladas kialakuldsdnak kockazatat. A legjelentdsebb gének, amelyek a
hasnyalmirigyen beliili tripszin aktivitds szabalyozdsdhoz vagy a duktalis folyadékaramlés
csokkenéséhez kapcsolodnak. Igy a tripszinogén, a SPINK1, cisztas fibrozis transzmembran
konduktancia regulator és a CTRC gének mutacioi tekinthetok a legfontosabb
rizikofaktoroknak (75,76). Az oOrokletes kronikus hasnyalmirigy-gyulladast a kationos
tripszinogén (PRSS1) génjében azonositottdk, de vannak olyan hasnyalmirigy altal termelt
emésztéenzimek, amelyek génjében nem alakul ki csaladi halmozddés, hanem sporadikusan
fordulnak el6 (CTRC, SPINK1) (5. abra).

Allatmodelleken végzett kisérletek arra engednek kovetkeztetni, hogy a hasnyalmirigy
acinus sejtjein beliili korai tripszin aktivacid a hasnyalmirigy-gyulladds kezdeti eseményei
kozé tartozik. Ez a folyamat eldsegiti a zimogén granulumok és a lizoszomak
kolokalizacigjat, ezéltal a tripszinogén hozzaférhetévé valik a lizoszomadlis katepszin B
szamara, amely savas pH-n is képes a tripszinogén aktivalasara (77).

Az orokletes hasnyalmirigy-gyulladas nagyon ritka genetikai eltérés, amely visszatérd
akut hasnyalmirigy-gyulladassal és kronikus hasnyalmirigy-gyulladassal tarsul. A betegséget
a kationos tripszinogén génben talalhatdo mutaciok (pl. N291 és R122H) okozzak (78). Ez a
felfedezés megerdsitette a tripszin kritikus szerepét a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas
patogenezisében. Szadmos genetikai €s funkciondlis tanulmany megerdsitette a tripszin
kozponti szerepét a betegség kialakulasaban. Ezt az utat az 6rokletes kronikus hasnyalmirigy-
gyulladas tripszin-fiiggd patologiai utvonalanak nevezziik. A modell azon alapul, hogy a
hasnyalmirigyen beliili megndvekedett aktiv tripszin koncentracid hozzajarul a betegség

kialakulasdhoz és progressziojahoz.
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5. abra. A tripszin-fiiggé ut

A hasnyalmirigy-gyulladasban szerepet jatszo genetikai  rizikofaktorok kozott kiemelkedo
jelentdségiiek a tripszin aktivaciojaban és gatlasaban szerepet jatszo enzimek, ezért ezt az utvonalat
tripszin-fiiggd utnak nevezziik. Fiziologias koriilmények kozott a tripszinogén aktivacidja gatolt a
hasnyalmirigyen beliil. Egyrészt a SPINK1 reverzibilis, kompetitiv tripszin inhibitornak kdszonhetden,
amely késlelteti a tripszin aktivaciojat, masrészt a CTRC a tripszinnel egyiittmiikédve képes lebontani
a mdr felaktivilodott tripszint. A PRSSI funkcionyerd mutdacioi, illetve a SPINKI és a CTRC
funkcioveszté mutacioi ahhoz vezetnek, hogy a tripszinogén aktivitas megnd a hasnyadlmirigyen beliil.
Ez az enzimkaszkdd elinditasdhoz és a hasnydlmirigy szovetek emésztéséhez vezethet. Ezen folyamatok
osszessege megnoveli a hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasanak kockdazatat. Modositva Dytz és mtsai.

dbrdja alapjan (79).

Ahogyan el6zdleg ismertettiik, a tripszin egy inaktiv prekurzor molekulaként
szintetizalodik, amely egy 8 aminosav hosszusagi N-terminalis aktivacios peptidet tartalmaz.
Az aktivacios peptid limitalt proteolizissel lehasad, amely a tripszinogén tripszinné alakulasat
eredményezi. Fiziologias esetben ezért a folyamatért a szerin protedz enteropeptidaz felelds a

duodénumban. A kationos tripszinogén egyes mutaciol gyorsitjak az autoaktivaciot, amely
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korai tripszin aktivacidohoz vezethet a hasnyalmirigyen beliil. A korai tripszin aktivacio a
szerv Onemésztését €s kronikus hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasat eredményezheti (80).

A SPINKI1 védi a hasnyalmirigyet a korai tripszinogén aktivaciotol. A SPINKI1 gén
funkciovesztéses mutacioi az inhibitor csokkent gatld hatasat eredményezik, ezaltal novelik a
hasnyalmirigy-gyulladas kialakuldsdnak kockazatat. Ezek a mutaciok 0Osszességében
csokkentik a funkciondlis SPINKI1 mennyiségét, azaltal, hogy lassitjdk vagy

crer

megakadalyozzdk a SPINKI1 expressziojat, mRNS érését, transzlacidjat, a nativ

A CTRC a tripszinogén aktivitasat a fent emlitett modon szabalyozza. Noveli a kationos
tripszinogén autoaktivaciojat, illetve a degradacid sebességét, a CTRC ¢és a tripszin
Osszehangolt hasitasait kovetéen. A CTRC altali degradacid aktiv tripszint igényel, amely a
kimotripszinogént aktiv kimotripszin C-vé alakitja (62). A Kationos tripszinogénnel
ellentétben az anionos tripszinogén tobb CTRC hasitohelyet tartalmaz, amely sokkal
hatékonyabb degradaciét eredményez. Ez magyarazatul szolgalhat arra, hogy nem
azonositottak kronikus hasnyalmirigy-gyulladast okozé PRSS2 mutaciokat (54).

A Kkezdeti aktivitas fokozott, ha az aktivacids peptid vagy az N-terminalis régi6 olyan
mutacidt tartalmaz, ami stimulélja az N-termindlis processzélést. Ez a jelenség figyelheté meg
az A16V mutacid esetében, ami noveli a kationos tripszinogén N-termindlis processzalasat,
ezaltal megndvekszik az aktiv tripszin koncentracid. Ehhez hasonld jelenséget figyelhetiink
meg a N29I mutacio esetén is (62,82).

A CTRC funkcidvesztéses mutacioi szamos hatasmechanizmuson keresztiil kifejthetik
negativ hatasukat, ha nem kielégitd a CTRC altali tripszin degradaci6. Ezek kozott szerepet
jatszhat a CTRC csokkent expresszidja, a tripszin altali aktivalds rezisztencidja, defektiv
katalitikus aktivitas vagy tripszin degradaci6 (62).

Osszegzésként elmondhaté, hogy az Ordkletes kronikus hasnyalmirigy-gyulladast a
kationos tripszinogén autoaktivaciojanak szabalyozasi hibaja okozza. Azok a PRSS1
mutaciok, amelyek stimulaljak a kationos tripszinogén autoaktivacidjat a CTRC érzékeny és
tripszin érzékeny szabalyozo hasitdsok megvaltoztatasaval (tobbek kozott: R122H, N291,
R122C, N29T, V39A) megakadalyozzak a tripszin CTRC altali degradaciojat a Leu81-nél
vagy gyorsitjdk a tripszinogén N-terminalis processzalasat. A tripszin-fliggé ut azokat a
mutaciokat foglalja magaba, amelyek végsé soron megnévekedett tripszinogén aktivaciot
eredményeznek a hasnyalmirigyen beliil. PRSS1 funkcionyerdé mutacioi direkten és indirekten

stimulalhatjak a tripszinogén autoaktivaciojat (83).
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2.3.2. Tripszin-fiiggetlen utvonal

Annak érdekében, hogy a hasnyalmirigy acinus Sejtek eleget tegyenek a nagy
mennyiségli emésztéenzim termelésnek és szekrécionak, kiterjedt ER haldzattal rendelkeznek,
amely szabalyozza a fehérjék helyes feltekeredését és szallitasat egy szekrécids utvonalon
keresztiil. Szamos dajkafehérje és foldaz asszisztalja a fehérjék feltekeredését az ER-en beliil.
Ezt kovetéen egy mindségellendrzé rendszer bizonyosodik meg a fehérjék helyes
Ezt a folyamatot ER-asszocialt fehérje degradacionak (ERAD) nevezziik. Barmilyen koéros
elvaltozas az ER kornyezetében (oxidativ stressz, az ER fehérje folding kapacitdsanak
tulterhelése, mutans fehérjék jelenléte) a fehérjék hibas feltekeredéséhez vezethet, amely
el6idézi a fehérjék visszatartasat, végiil az ER stresszt. Az ER stressz fontos szerepet jatszik
szamos betegség progresszidjaban, tobbek kozt a diabetesben, kardiovaszkularis
betegségekben, neurodegenerativ elvaltozasokban, bélrendszeri gyulladasban és alkoholos
majbetegségben. Az ER stressz valaszokat egyiittesen ,,selejt fehérje valasznak™ (unfolded
protein response, UPR) nevezziik (6. abra) (84).

Az UPR az ER-ben jelenlévé koriilményeket monitorozza. Erzékeli az ER fehérje
feltekerd kapacitasat, ezaltal képes kezelni a helytelen feltekeredést és kommunikacidval
tovabbitja ezt az informaciot az ER lumenbdl a sejtmagba, génexpresszios szintre is. Az UPR
az ER kiterjesztése érdekében megnoveli az ER membrant felépité lipidek és fehérjék
szintézisét, illetve a dajkafehérjék és foldazok expressziojat. Az ER-ben jelen van egy magas
szintli mindség-ellendrzo rendszer annak érdekében, hogy kizarolag a helyesen feltekeredett
fehérjék keriiljenek az ER vezikulakba és a szekrécios titvonalba (85).

Egyes human kationos tripszinogénben eléfordul6 ritka aminosaveserével jaré mutaciok
ER stresszhez vezetnek az acinus sejtekben, amely kronikus hasnyalmirigy-gyulladast
eredményezhet (86-88). Harom egymassal parhuzamosan miikodd jelatviteli utvonalat
kiilonboztethetiink meg, amelyek kozponti transzmembran fehérjéken keresztiil fejtik ki
hatasukat: IRE1, PERK, ATF6 (89).

Ezek a membranfehérjék a luminalis kornyezetet érzékelik, ezzel informaciot nyernek a
rosszul feltekeredett fehérjék hianyarol vagy meglétérél. A BiP egy éltaldnos dajkafehérje,
amely a rosszul feltekeredett fehérjékhez, illetve a transzmembran fehérjékhez (IRE1, PERK,
ATF6) kapcsolodik. Amikor megndvekszik a rosszul feltekeredett fehérjék mennyisége az
UPR receptorok (IRE1, PERK, ATF6) ¢és a rosszul feltekeredett fehérjék versengenek a BiP

kotésért, ezaltal megsziintetik a BiP csendesitd hatasat €s a szenzorok aktivalodnak (90-92).
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6. abra. Az endoplazmatikus retikulum (ER) stresszvalasz

Kiilonbozo kornyezeti, illetve genetikai faktorok jelenlétekor a sejtekben megnévekedhet a rosszul
feltekeredett fehérjék mennyisége, amely hdarom jelatviteli utvonalat aktival, az IRElo, PERK és ATF6,
ER membrankotott fehérjéken keresztiil. Mind a harom utvonal transzkripcios faktorok aktivalasan és
génexpresszios valtozdasokon keresztiil fejti ki hatdsat. A folyamat végeredményeként megnd a
dajkafehérjék és az ERAD fehérjék expressziojanak mértéke, a lipid és aminosav szintézisben részt
vevo feherjek mennyisége. Ezek a fehérjék arra hivatottak, hogy kikiiszobéoljék a stresszvalaszt és
helyreallitsak az ER fiziologids kériilményeit. Abban az esetben, ha tovabbra is fennall az ER stressz,

sejtpusztulds és gyulladds is kialakulhat. Oakes dabrdja alapjan médositva (93).

Az IRE1 (Inositol-requiring enzyme 1) aktivacidja soran homodimerizalédik, majd
autofoszforilaciot kovetéen egy specifikus RNaz aktivalodik. Az IRE1 RNaz hasitja az XBP1
MRNS-t. A splicing soran kihasitodik egy 26 nukleotid hosszusagi intron az eredeti
irodik at, amely a sejtmagba transzlokalodik (90-92). Az XBP1 transzkripcios faktor a
sejtmagban az ER stressz elemekhez (ERSE) ¢és az UPR elemekhez (UPRE) transzkripcios
faktor kotdhelyekhez kapcsolodik és felerdsiti szdmos UPR célgén expresszidjat, toObbek
kozott a nem érett XBP1 gént. Az XBP1 expresszio novekedése ahhoz vezet, hogy még tobb
érett XBP1 transzkripcios faktor irddik at, ezzel fokozva a védelmi reakcidt. Az IRE1/XBP1
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utvonal ezen feliil dajkafehérjék és foldazok (tobbek kozott a protein diszulfid izomeraz)
ezaltal az ER membran Kkiterjeszthetd, igy né az ER kapacitasa. Az XBP1 transzkripcids
faktorai kozott megtalalhatok az ERAD komponensei is (94). Az IREL/XBP1 utvonal egy
adaptiv valasz annak érdekében, hogy megmaradjon az ER folding kapacitdsa ¢€s elinditsa a
rosszul feltekeredett fehérjék lebontasat (84).

Az ATF6 egy masik ER transzmembran fehérje, amelynek C-terminalis doménje
érzékeli az ER stresszt, mig a citoplazmatikus N-terminalis doménje egy DNS transzkripcios
aktivator domént tartalmaz. Az ATF6 a Golgi apparatusba transzportalddik, ha megsziinik az
ATF6 és a BiP kozotti kotddés, ahol transzkripcids faktorra processzalodik. Mitkodése soran
fokozza az XBP1 transzkripcids faktor és mas UPR célgének expresszidjat (95).

A PERK kulcsszerepet jatszik az ER stresszhez valo alkalmazkodasban, mivel
csokkenti a fehérjeszintézist. Az aktivalt PERK autofoszforilacion megy keresztiil, majd
foszforilalja az elF2a a-alegységét (95,96). Az elF2a nem foszforilalt formaban GTP-t kot és
esszencialis a transzlacio iniciacidja szempontjabol. Az a-alegység foszforilacioja blokkolja a
transzlacio iniciaciojat, ami a fehérjeszintézis gatlasahoz vezet (97).

Az UPR képes sejthalalt indukalni folyamatosan fennallo sulyos ER stresszt kdvetden,
amikor az adaptiv valasz kiterjedt és/vagy az UPR nem képes kijavitani az ER stresszt. Az
aktivalt PERK az elF2a foszforilacigjan kiviil fokozza az ATF transzkripcios faktor
sejten beliili redox allapot és glutation szintézisében. Mig az dtmeneti PERK aktivalas enyhiti
az ER stresszt, a hosszantart6 PERK aktivacio a fehérjetermelés tartds blokadjdhoz vezethet,
amely kivaltja a C/EBP homolég fehérje (CHOP) expressziojat, ez pedig végiil az apoptotikus
valaszt.

A kornyezeti stresszorok mellett 1éteznek olyan genetikai stresszorok, amelyek jelenléte
kivalthatjia az UPR utvonal aktivacigjat. Ilyen stresszornak tekinthetok a f6 proteaz
emésztdenzimek mutacioi, amelyek kronikus hasnyalmirigy-gyulladassal asszocialtak (85).
Mutéciok a human kationos tripszinogénben ER stresszt indukdlhatnak a hasnyalmirigy
acinus sejtekben, amely a sejtek pusztulasahoz és kronikus pancreatitisz kialakulasahoz
vezethet (86).

Egyes mutaciok kovetkezménye lehet a fehérjék helytelen feltekeredése, amely
szekrécios defektussal és lebomlassal jarhat. Ez az tvonal egy alternativ mechanizmusnak
tekinthetd, amely nem kapcsolodik a tripszinogén aktivalasahoz és a tripszin aktivitashoz. A
fehérjék helytelen feltekeredése ER stresszt indukalhat, amely asszocialddhat a hasnyalmirigy

gyulladdsos megbetegedésével. Szamos kationos tripszinogén mutacidot azonositottak
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szorvanyosan el6forduld kronikus hasnyalmirigy-gyulladasos betegekben: R116C, D100H,
C139F, K29N, S124F, G208A (98).

Tobb olyan mutaciot is kimutattak, amelyek in vitro a fehérjék rossz feltekeredésén
keresztiil ER stresszt indukalnak. A leggyakoribb CPA1 varians az N256K, amely a fehérje
helytelen feltekeredése miatt felhalmozodott a sejten beliil, majd ER stressz valaszt
(megndvekedett BiP és XBP1 splicing), illetve apoptdzist (CHOP) valtott ki (99).

Szamos bizonyiték utal arra, hogy a hasnyalmirigy acinus sejtek sériilésre adott valasza
tobb utvonalon keresztiil torténik és nem kizardlag a tripszin aktivaciot érinté valtozadsoknak
tulajdonithatd. Klinikai esetek aldtdmasztottak, hogy egyes kronikus hasnyalmirigy-
gyulladasban szenvedé betegek olyan emésztéenzim mutaciokat hordoznak, amelyeknek
nincs szerepe a tripszinogén aktivacioban, sem pedig a degradacioban, tobbek kozt a karboxil-
észter lipaz (CEL). A CEL VNTR szekvenciajaban bekovetkezd valtozdsok hasnydlmirigy
betegséget okozhatnak. Egyes mutaciok a CEL-ben UPR-t, ER stresszt indukalnak, illetve
aktivaljak az NFkB utvonalat és a mirigysejtek sejthalalat. A mutans CEL fehérje ER stresszt
okozott, amely valdsziniileg egy adaptiv és védd mechanizmus. Az apoptdzis védo valaszként
szolgélhat, amennyiben csokkenti a sejtsériilés sulyossagat a sériilt sejtek eltavolitdsaval
jelent6s gyulladas kivaltasa nélkiil (100).

Az idiopatids kronikus hasnyalmirigy-gyulladas gyakran tobb mutacidval, szamos
rizikdgén jelenlétével asszocidlodik. Szdmos olyan gén ismert, amelyek szabalyozzak a
tripszin autoaktivaciojat. Ezek a gének tovabbi rizikofaktorokat jelentenek a betegség
kialakulasa szempontjabol. A CTRC-ben eléfordulé mutaciok, amelyek csokkentik a
szekréciot, illetve az enzim aktivitasat szintén rizikofaktornak tekinthetok. Szamos CTRC
mutaciot leirtak, amely a koédold régidban taldlhaté és a hatasa nem elhanyagolhato
(misszensz, nonszensz, kereteltolodassal jaro). Az A73T mutans ER stresszt indukal a mirigy
sejtekben. Az eredmények azt demonstraljak, hogy a CTRC variansok csokkent CTRC
funkciot okozhatnak egy vagy tobb mechanizmuson keresztiil: csokkent szekrécio, katalitikus
defektus, megndvekedett tripszin degradacié (101). Fontos megjegyezni, hogy mind a CTRC,
mind a SPINK1 kis mennyiségben termelddnek, igy a rosszul feltekeredett fehérjék
mennyisége csak kismértékii ER stressz kivaltasat okozza, amelyet valdszintlileg a sejtek
képesek kezelni. Valdsziniileg a mutaciok megléte nem elegendd a betegség kivaltdsahoz, de
jelenlétiik novelheti a betegség kialakuldsanak kockazatat.

Lipaz hidnyaban azonositottak egy homozigota mutaciot (T221M) egy testvérparban. A
betegeknek exokrin hasnyalmirigy elégtelenségiik is volt, ami felvetette, hogy egyuttal
hasnyalmirigy-gyulladasuk van. A Thr221 egy evoluciésan konzervalt B9 hurokban talalhato

aminosav a lipaz szekvenciaban és egyiittmiikodik a PNLIP aktiv centrumaval. A szerkezeti
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modellezés azt mutatta, hogy a lipaz valoszinilileg katalitikusan defektiv. Funkcionalis
vizsgélatok azonban kimutattak, hogy a mutéacio hibés feltekeredést okoz, ami szekréciods
defektust és ER stressz kialakuldsat eredményezi. A csokkent PNLIP szekrécié magyarazza a
lipaz hianyt, az ER stressz pedig az exokrin pancreas clégtelenséget és novelheti a kronikus

hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasanak kockazatat (102).

2.3.3. Alternativ patologias utvonalak

Egy kozelmultban megjelent tanulmény egy lehetséges eddig ismeretlen titvonalrdl tesz
emlitést egyes ritka heterozigota PNLIP mutaciokkal kapcsolatban. A kutatok kronikus
hasnyalmirigy-gyulladasos ~ kohorszokban olyan  hasnyalmirigy lipaAz  mutaciokat
azonositottak, amelyek csokkentik a hasnyalmirigy lipaz proteolitikus stabilitasat tripszin és
kimotripszin emésztésével szemben. A fokozott PNLIP degradédcié asszocialodott a
betegséggel. A hattérben allo patologias Gtvonal valdszinileg fiiggetlen a fokozott tripszin
aktivalastol és ER stressz kialakulasatol. Feltételezhetd, hogy a PNLIP degradacioja soran
toxikus fehérje fragmensek keletkeznek, amelyek a hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasahoz
vezetnek (103).

A kalcium-érzékel6 receptor (CASR) egy G-fehérje kapcsolt receptor szupercsalad
tagja. A human hasnyalmirigy acinus és duktalis sejtjeiben fejezddik ki és kulcsszerepet
jatszik a kalcium homeosztazisdban. Mivel a hiperkalcémia a kronikus hasnyalmirigy-
gyulladas egyik kockazati tényezdje, a CASR gén mutaciok kockazati tényezének tekinthetok
a kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban (104).
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3. CELKITUZES

A human mezotripszinogén a tripszinogének minor izoformdja, amely minddssze 5 %-a
a teljes tripszinogén mennyiségnek. A f6 tripszin izoformaktdl eltéréen a mezotripszin nem
gatolhatdo SPINKI inhibitorral, s6t degradalni képes azt. Korabbi megfigyelések azt mutattak,
hogy a kimotripszin C (CTRC) proteolitikusan szabalyozza a tripszinogéneket. A CTRC
hasitasokkal megakadalyozza a kationos ¢€s anionos tripszinogének aktivacidjat. Ezért azt
feltételeztiik, hogy a mezotripszinogén miikodését is befolyasolja.

oy az aldbbi célokat tliztiik ki a mezotripszinogén vizsgalata sordn:

* A mezotripszinben megtalalhatd6 CTRC hasitohelyek azonositésa.

* Egy modositott mezotripszin (L81A-mezotripszin) létrehozasa annak érdekében, hogy
kizardlag az autolizis hurok régio proteolitikus hasitasait vizsgaljuk.

* A kalcium védi a tripszineket a proteolitikus hasitasokkal szemben igy célunk volt, hogy
megvizsgaljuk a kalcium hatasat a CTRC altali mezotripszin hasités tekintetében.

+ A CTRC altal hasitott L81A-mezotripszin katalitikus tulajdonsdgainak meghatarozasa
rovid peptid szubsztratokon és nagyobb fehérje szubsztraton egyarant.

* A CTRC Altal hasitott mezotripszin inhibitor emésztd sajatossagainak vizsgalata.

A hasnyalmirigy-gyulladds kialakuldsdban szerepet jatszd genetikai rizikéfaktorok
tobbféle Utvonalon keresztiil fejthetik ki koros hatasukat. A két legjelentdsebb utvonal a
tripszin-fiiggd és a tripszin-fliggetlen utvonal. Ez utdbbi esetén a fehérjék helytelen
feltekeredése figyelheté meg, amely végiil endoplazmas retikulum (ER) stresszt indukalhat.
Laboratoriumunk egy nemzetkdzi kollabordcio keretében szamos ritka heterozigota
hasnyalmirigy lipdz (PNLIP) mutaciét azonositott kronikus pancreatitis kohorszokban.
Elézetes megfigyelések azt mutattak, hogy a talalt 23 mutaciobol négy (A174P, G233E,
C254R, V454F) szekrécios defektust okoz. Feltételeztiik, hogy a nem-szekretalodo lipaz
variansok ER stresszt eredményeznek, amely hozzajarulhat a betegség kialakulaséhoz.

Ezért kutatasunk soran az alabbi célokat tuztik ki:

* Vad tipust és mutans PNLIP expresszids plazmidok €s adenovirus vektorok 1étrehozasa.
illetve AR42J patkany hasnyalmirigy sejtekben.

* A sejtben felhalmoz6do hasnyalmirigy lipaz variansok ER-stressz markerek (XBP1 mRNS
érés, BiP expresszi0) szintjére gyakorolt hatdsdnak vizsgalata HEK 293T és AR42]

sejtvonalon.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Altalanos modszerek

4.1.1. Nomenklatura
A nukleotidok és az aminosavak szamozasa mind a mezotripszinogén mind a

hasnyalmirigy lipaz esetében az elsddleges transzlacios termék elsé metioninjaval (ATG)

kezdddik.

4.1.2. Anyagok

A szbjabab tripszin inhibitort (SBTI) a Sigma Aldrich-t6l rendeltiik, majd MonoQ
anioncserélé kromatografiaval tisztitottuk. A human enteropeptidazt a Bio-Techne R&D
Systems-tdl rendeltiik €s human kationos tripszinnel aktivaltuk. A human CTRC, SPINK1 és
kolipaz C-terminalis His-tag-et tartalmaz, igy a fehérjéket HEK 293T sejtekben expresszaltuk
¢és nikkel-affinitas kromatografiaval tisztitottuk.

Az ekotin fehérje egy altalanos szerin-proteaz inhibitor, amely viszonylag erds
komplexet képez az inaktiv zimogénekkel, ezért az immobilizalt ekotin felhasznalhato a
szerin proteazok tisztitdsara és az aktiv tripszin koncentrdci6 meghatarozasara is. Elso
1épésben Escherichia coli BL21 (DE3) sejtekben expresszaltuk. A fehérjét ozmotikus sokkal
(30 % szachar6z oldattal) izolaltuk a baktériumok periplazmajabol, majd tripszin affinités
kromatografiaval tisztitottuk. Koriilbeliil 30 mg ekotin sziikséges egy affinitas kromatografias
oszlop elkészitéséhez. A tisztitott ekotin redukalé aminalasahoz AminoLink Coupling Resint

hasznaltunk, amelyhez cianoborohidrid hozzaadéasaval rogzitettiik a fehérjét.

4.1.3.In vitro mutagenezis, plazmid DNS sokszorozds és tisztitas
In vitro mutagenezis
A mezotripszinogén L81A és a PNLIP mutaciokat (A174P, G233E, C254R, V454F)

szekvencia specifikus mutagenezissel hoztuk 1étre, majd pTrapT7 vagy pcDNA3.1(-)
vektorba klonoztuk. A moddszer két PCR reakciobol all, két primerparbol (mutagén/belsd
primerek; kiilsé primerek: T7 forward, pcDNA rev). A vad tipusu mezotripszin és lipaz
szolgéltak tepmlatként. A kapott PCR termékeket agardz gélelektroforézissel és etidium-
bromid festéssel detektaltuk, majd Nucleospin Gel és PCR Clean-up kit (Machenery-Nagel)
segitségével tisztitottuk. A maésodik PCR sordn sokszorozott terméket a tisztitds utan

restrikcids enzimekkel emésztettiik.
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A huméin mezotripszinogént kdodold6 c¢DNS-t Xhol ¢és BamHI restrikcios
emésztdenzimek felhasznalasaval klonoztuk pcDNA3.1(-), illetve pTrap-T7 expresszios
vektorokba.

A PNLIP variansokat Nhel ¢és Kpnl restrikcidos enzimek alkalmazasaval klonoztuk

PCDNAS3.1(-) expresszios vektorba.

Plazmid DNS sokszorositds és tisztitas

Kémiailag kompetens E. coli ToplO sejteket transzformaltunk mutans
mezotripszinogént/lipazt tartalmazé ligatummal, hogy bejuttassuk, majd felsokszorozzuk a
mutaciot hordozé plazmid DNS-t a baktériumban. A transzformalast az alabbi protokoll
alapjan végeztiik: 30 perc inkubacié 4 °C-on; 42 °C-on hésokk 1 percig; majd jégre tettiik 2-3
percre. Ezt kovetden 1 oran keresztiil inkubaltuk a baktériumokat 37 °C-on 300 pl Luria-
Bertani (LB) folyékony taptalajban, majd szélesztettik 100 pg/ml ampicillin tartalmazu
Luria-Bertani/agar petri csészére.

Egy izolalt baktérium koldniat leoltottunk 10 ml 100 pg/ml ampicillint tartalmazo LB
tapoldatba és egy éjszakan at folyamatos razatas mellett novesztettik 37 °C-on. Plazmid
DNS-t izolaltunk a baktérium sejtekb6l High-speed plazmid mini kit (GeneAid) segitségével,
majd DNS szekvenalassal ellendriztik a mutaciok meglétét (Eurofins Genomics).
Amennyiben a mutagenezis sikeres volt, 50 ml LB/Amp-ben ndvesztettik az ujra
transzformalt E. coli ToplO sejteket, amelybdl plazmid DNS izolatumot készitettiink
NucleoBond Xtra Midi Plus Kit (Machenerey-Nagel) hasznalataval. A plazmid DNS

crcr

Adenovirus konstruktok léetrehozdsa

Az 5-0s szerotipusu adenovirus vektorokat, amelyek hordozzak a C-terminalis hisztidin
cimkével ellatott vad tipusu €s mutans lipazokat kodold6 DNS-t az AdenoONE Cloning ¢és
Expression kit (Sirion Biotech) segitségével hoztuk 1étre.

Els6 1épésben a human lipazt kodolo gént atklonoztuk a pcDNA3.1(-) plazmidbol egy
ingazo (shuttle) vektorba (pO6A5-CMV) Nhel és Kpnl restrikcids enzimeket alkalmazva. Ezt
kovetéen a pO6AS5-CMV-PNLIP hordozo vektort kémiailag kompetens E. coli PIR1 sejtekbe
(Invitrogen) transzformaltuk. A kanamicint tartalmaz6 LB/agar lemezeket 16 6raig inkubaltuk
37 °C-on. Egy koloniat atoltottunk 50 ml kanamicint tartalmazé folyékony LB tapoldatba és
egy ¢jszakan at novesztettiik, majd megtisztitottuk a lipazt tartalmazé hordoz6 vektorokat

NucleoBond Xtra Midi Plus kit (Macherey-Nagel) segitségével.
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Ezutan elektroporalassal bejuttattuk a PNLIP ingazd vektort a BAS-FRT
elektrokompetens E. coli sejtekbe, amelyek hordoztak a SIR-BAC-AD5 vektort (Sirion
Biotech), majd kiszélesztettiik a sejteket kanamicint €s kloramfenikolt tartalmazé LB-agar
lemezekre és 16 oOraig inkubaltuk 42 °C-on, hogy létrejojjon a homoldg rekombinacid a
PNLIP shuttle vektor és a BAC vektor kozott. Egy egyedi baktérium telepet 300 ml
kanamicint és kloramfenikolt tartalmaz6 LB folyékony taptalajban ndvesztettiink 37 °C-on. A
PNLIP-BAC vektorokat NucleoBond PC100 kit (Macherey-Nagel) segitségével tisztitottuk,
majd linerizaltuk Pacl restrikciés enzimmel és 1jbol tisztitottuk fenol-kloroformos
extrakcioval. Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk rola, hogy csak egy kopia pO6AS5-
PNLIP DNS épiilt be a BAC vektorba, agar6z gélelektroforézissel detektaltuk a PNLIP-BAC
DNS fragmenteket és ellendriztiik a mintazatot.

A human embrionalis vesesejteket (HEK 293AD) hatlyuka sejttenyészté lemezen
novesztettilk 10 % magzati marhaszérummal, 4 mM glutaminnal és penicillin-streptomicinnel
kiegészitett magas gliilkdz-tartalma DMEM tépfolyadékban. Amikor a sejtek elérték a 80-90
%-os konfluenciat, transzfekcioval bejuttattunk 3 pg linearizalt PNLIP-BAC vektort 6 pl
jetPEI transzfekcios reagenssel (Polyplus-transfection) a gyart6 protokolljat alkalmazva.

Harom nap inkubdci6 utdn feltartuk a lecentrifugélt sejteket ismételt fagyasztas-
olvasztas ciklusokkal, hogy kinyerjiikk az adenovirusokat a sejtekbdl. A magasabb virustiter
elérésnek érdekében ezt a 1épést kétszer megismételtiik egy, majd harom T75 flaskdban
novesztett HEK 293AD sejt megfertézésével, begylijtésével ¢és feltarasaval. Végiil
megtisztitottuk a rekombinans adenovirusokat AdenoOne Purification kittel (Sirion Biotech)
és alikvotokban taroltuk -70 °C-on. Az adenovirus vektorba bejuttatott vad tipusti és mutans
lipazok nukleotid szekvenciajat nukleotid szekvenalassal ellenériztiik (Eurofins Genomics). A
fertdzoképes adenovirus koncentraciét az AdEasy Viral Titer kit (Agilent) hasznélatdval
titralassal hataroztuk meg és IFU/ml egységben fejeztiikk ki (infectious unit per ml). Az
adenovirus minték virustitere 10°-10'° IFU/ml volt. A vad tipust és muténs lipazt tartalmazo
adenovirusok relativ PNLIP mRNS mennyiségét qPCR-rel erdsitettiik meg a fert6zott AR42J
sejtekbdl TagMan probat (Thermo Scientific) alkalmazva, a human PNLIP cDNS-t
(Hs00609591_m1) a patkiny GAPDH (Rn01775763 gl) c¢DNS mennyiségéhez
viszonyitottuk, mint belsé kontrollhoz. Az alkalmazott protokollt alabb részletezziik. Kontroll

kisérletekhez l1étrehoztunk lipazt nem kodolo, igynevezett iires adenovirus vektort is.
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4.1.4. Fehérje expresszio

Bakteridlis expresszio

Az E. coli sejtek alkalmasak a human hasnyalmirigy tripszinogének nagy mennyiségii
termelésére. A fehérjék inkluzios testekbe keriilnek, igy sziikséges a baktériumok feltarasa,
majd a tripszinek in vitro refoldingja és ekotin affinitas kromatografias tisztitasa.

Els6 1épésben E. coli BL21 (DE3) kompetens sejteket transzformaltunk a tripszinogén
CDNS-t tartalmazo pTrap-T7 expresszids vektorral. Ezt kovetden starter kulturat inditottunk
10 ml 100 pg/ml ampicillin tartalma LB tapoldatban, amit egy éjszakan at razattunk 37 °C-
on. A kovetkezé nap meghigitottuk a 10 ml éjszakai kultarat 200 ml 100 pg/ml ampicillint
izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranoziddal (IPTG) indukaltuk a fehérjetermelést. Négy ora
fehérje expressziot kovetden szétporcioztuk a 200 ml tapoldatot 50-50 ml-ként és 20 percig
centrifugaltuk 15 000 g-n. A pelletet refoldoltuk vagy eltaroltuk késébbi felhasznalasra -20
°C-on.

A nem szulfatalt human tripszinogéneket BL21 (DE3) sejtekben expresszaltuk, in vitro

foldoltuk és ekotin affinitas kromatografiaval tisztitottuk.

Emlos sejtes fehérjetermelés

HEK 293T sejtek transzfekcioja

A human embrionalis vesesejtek (HEK 293T) alkalmasak jelentds mennyiségli nativ
szerkezetli rekombinans fehérje termelésére. A sejteket 75 cm? feliiletii sejttenyésztd
flaskaban novesztettilk 20 ml 4,5 g/1 gliikkozt, 4 mM L-glutamint, 10 % FBS-t és 100 U/ml
penicillin-streptomicint tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s) sejtkultira
médiumban 5 %-0s CO, tartalom mellett 37 °C-o0n sejttenyésztd inkubatorban.

Amikor a sejtek elérték a 80-90 %-os konfluenciat, transzfektaltuk azokat elagazo
polietilén-imin transzfekciés reagenssel (PEI stock: 45 mg elagazd polietilén-imin
(katalogusszam 408727, Sigma-Aldrich), 80 ml desztillalt H,O, pH 7,0). Elsé 1épésben
eléhigitottuk 1 ml Opti-MEM-mel (Thermo Fisher Scientific; csokkentett szérumalbuminnal
hasznalhatd médium) a célfehérje cDNS-t tartalmazo pcDNA3.1(-) plazmidot és a PEI-t. Ezt
kovetéen a transzfekcios elegyet husz percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd
hozzaadtuk a sejtek médiumahoz (DMEM). A transzfektalt sejteket tartalmazé flaskakat 15
oraig inkubaltuk a sejttenyészté inkubatorban 37 °C-on, majd mostuk foszfattal pufferelt
sooldattal (PBS). Ezutan 100 U/ml penicillin-streptomicint tartalmaz6é Opti-MEM médiumot
adtunk a flaskakhoz, amelyben 48 o6raig inkubaltuk a sejteket 37 °C-on.
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Szamos fehérjét expresszaltunk és tisztitottunk, tobbek kozott a szulfatalt mezotripszint,
kimotripszin C-t, SPINK1-et. Ehhez a transzfekciot és a fehérje expressziot is 75 cm? feliiletii
flaskaban végeztiik: egy flaskat 10 ug pcDNA3.1(-) plazmid DNS-sel és 60 pl PEI reagenssel
transzfektaltunk. A fehérjetermelést 20 ml antibiotikumot tartalmazé Opti-MEM-ben
végeztiink. A médiumcserét kdvetd 48 ora inkubacid utdn begytijtottiik az expresszalt fehérjék
médiumat és 20 ml friss Opti-MEM-re cseréltiik, amit Gjabb 48 ora inkubacids id6 utan
gylijtottink be.

A human hasnyalmirigy lipaz (PNLIP) transzfekciojat hasonlé modon végeztiik el, de
hatlyuku sejttenyészté lemezeken. Ehhez 2 ml DMEM sejtkultira médiumban névesztettiik,
majd transzfektaltuk a sejteket 4 ng pcDNA3.1(-)-PNLIP plazmid DNS-sel és 20 ul PEI-vel,
amelyeket 500 ul Opti-MEM médiummal elére meghigitottunk. A médiumcserét kovetd 48
ora inkubécios 1d6 lejartakor mind a médiumot mind a sejteket 0sszegylijtottiik a tovabbi
kisérletek elvégzése érdekében.

A szulfatalt mezotripszinogén fehérje expressziojahoz a HEK 293T sejteket
kotranszfektaltuk 8 pug pcDNA3.1(-) Hu3 és 2 ug pcDNA3.1(-) - TPST2 plazmid DNS
preparatumokkal. A TPST2 gén a triozil protein szulfotranszferaz 2-t kodolja, amely a Golgi-
apparatusban lokalizalt és egyes fehérj¢k szulfatdlasat végzi. A szulfatalas sikerét a
mezotripszin tisztitdsa utdn SDS-PAGE segitségével ellendriztiik, mivel a szulfatalas

kismértékben megvaltoztatja a fehérje elektroforetikus mobilitasat.

ARA42] sejtek transzdukcidija

A patkany hasnyalmirigy sejtvonal (AR42J) alkalmas egy human hasnyalmirigyhez
hasonl6 modellrendszer 1étrehozéasara. A sejteket T75 sejttenyésztd flaskaban novesztettiik 20
ml 4,5 g/l glikézt, 4 mM L-glutamint, 20 % FBS-t és 100 U/ml penicillin-streptomicint
tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s) médiumban 5 %-0s CO, tartalom mellett
37 °C-on sejttenyésztd inkubatorban.

A sejteket 12-1yuku sejttenyésztd lemezen (~ 4x10° sejt) novesztettiik 48 oraig 100 nM
dexametazon jelenlétében, hogy eléidézziik a sejtek differencialodasat. A transzdukciot 5x10”
IFU/ml lipazt tartalmazo adenovirus vektorral végeztik 1 ml antibiotikumot és 100 nM
dexametazont tartalmazé Opti-MEM tapfolyadékban. 48 ¢6ra inkubaciés id6 utan

Osszegyljtottiik a médiumot ¢€s lizéltuk a sejteket.
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4.1.5. Rekombindns fehérjék tisztitdasa, titraldsa

Human tripszinogének in vitro refoldolasa

A tripszinogén hibas térszerkezetet vesz fel a baktériumok citoplazmajaban és inkluzios
testek formajaban felhalmozodik, ezért sziikkség van a baktériumok feltarasara, szonikalassal,
illetve a tripszinek helyes feltekeredését segit6 folyamatra.

Ehhez els6 1épésben az 50 ml expresszatumbdl szarmazé baktérium pelletet felvettiink 6
ml szonikalé pufferben (0,1 M Tris/HCI (pH 8,0), 5 mM K-EDTA) és 1-1 ml-ként
alikvotoltuk. Ezt kdvetden haromszor 20 masodpercig szonikaltuk a sejtszuszpenziot, majd
centrifugalassal Osszegyiijtottikk az inkluzios testeket (16 000g, 10 perc, 4 °C), majd mostuk
szonikalo oldattal. Még kétszer megismételtiik a mosasi-centrifugalasi 1épést a szonikalod
puffer mennyiségének csokkentésével, igy a hat cs6bdl egyetlen inklazios test pelletet
kaptunk a folyamat végén.

Az inkluzios test frakciot felvettik 0,5 ml magas guanidin tartalma, Ggynevezett
unfolding oldatban (4 M guanidin/HCI, 0,1 M Tris/HCI (pH 8,0), 2 mM K-EDTA, 30 mM
DTT), majd inkubaltuk 30 percig 37 °C-on, annak érdekében, hogy a tripszinogént oldatba
juttassuk.

Végiil centrifugalassal (16 000 g, 10 perc, 4 °C) tavolitottuk el a be nem oldodott
anyagokat, a feliiliszot pedig hozzaadtuk 50 ml refolding oldathoz (0,9 M guanidin-HCI, 0,1
M Tris/HCI (pH 8,0), 2 mM K-EDTA, 1 mM L-cisztin, 1 mM L-cisztein). Az oldatot

kevertettiik 5 percig magneses keverdn, majd egy ¢éjszakan keresztiil inkubaltuk 4 °C-on.

FEkotin affinitas kromatografia

A human tripszinogén izoformakat ekotin affinitds kromatografiaval tisztitottuk meg
(korébbiakban ismertetett refoldolast, illetve 400 ml HEK 293T kondicionalt médiumot). Els6
lépésként 40 mikronos sziirével atszirtiik a mintakat, hogy eltavolitsuk a tormeléket, majd
kiegészitettiik 50 mM Tris/HCI (pH 8,0) és 200 mM NaCl végkoncentracioju oldatokkal. Az
ekotin oszlopot Akta Prime késziilékhez csatlakoztattuk és 50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 200
mM NaCl ekvilibralo pufferrel mostuk, majd felkotottiik a tripszinogént. Ezt kdvetéen az
ekvilibralé pufferrel eltavolitottuk a nem kotddd fehérjéket az oszloprol és 50 mM HCI
oldattal elualtuk a tripszinogént.
hataroztuk meg a kovetkezd molaris extincids koefficiens értékek hasznalataval (kationos

tripszinogén € = 37525 M™* cm™; mezotirpszinogén e= 41535 M cm-1).
g g
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Nikkel-affinitds kromatografia

A pcDNA3.1(-) plazmidban expresszalt fehérjék tartalmaznak egy C-terminalis 10
hisztidinb6l all6 ugynevezett His-cimkét, amely segitségével a proteinek nikkel-affinitas
kromatografiaval tisztithatok. Az expresszalt fehérjét tartalmazo begyljtott médiumot
atsziirtiik 40 mikronos sziirén, hogy eltavolitsuk a sejttormeléket. Ezt kdvetden a mintdkat
megtisztitottuk 5 ml térfogati Ni-NTA superflow affinity cartridge (Qiagen) oszloppal Akta
Prime FPLC rendszeren. Miutan felkotottiik a fehérjét az oszlopra, mostuk egy alacsony
imidazol tartalmu pufferrel (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol (pH 8,0)),
hogy eltavolitsuk a gyengén kotédo fehérjéket, majd eludltuk a célfehérjét egy magas
imidazol koncentracioja pufferrel (30 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol (pH
8,0)). A begyiijtott frakciokat elsd 1épésben dializaltuk, hogy eltavolitsuk az imidazolt, majd

koncentraltuk 10 kDa pérusméretli Amicon Ultra centrifuga sziirével.

Emésztoenzimek aktivalasa, titralasa

A tripszinogénekhez és a CTRC-hez 0,1 M végkoncentracioju Tris/HCI (pH 8,0)

puffert ¢s 1 mM CaCl,-ot adtunk, majd az elébbit human enteropeptiddzzal (R&D Systems),

az utobbit pedig kationos tripszin hozzdadéasaval aktivaltuk.

e

cre

felezd higitasi sort készitettiink 0-200 nM koncentracidtartomanyban 96-lyuka lemezen minta
pufferrel (0,1 M Tris/HCI (pH 8,0), 1 mM CacCl,, 0,05 % Tween20). A szabad tripszin, illetve
CTRC aktivitasat 405 nm-en spektrofotométerrel detektaltuk 6 mM Suc-Ala-Ala-Pro-Lys-p-
nitroanilid  (Suc-AAPK-pNA) ¢és Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid  (Suc-AAPF-pNA)

crer

aranyu egyensulyi allapotanak meghatarozasa alapjan szdmitottuk ki.

4.1.6.Redukalo SDS gélelektroforézis és denzitometria

A tisztitott fehérje frakciokat, a médiumokat, illetve a hasitasi reakciok mintait 10 %
triklorecetsavval (TCA) kicsaptuk, 5 percig inkubaltuk jégen, majd 16 000 g-n 10 percig
centrifugaltuk. A feliiluszot eltavolitottuk, a fehérje csapadékot pedig visszaoldottuk 15 ul 0,1
M DTT-t tartalmazo redukalé Laemmli pufferben és hddenaturaltuk 5 percig 95 °C-on.

A fehérjéket megfuttattuk 15 %-0s SDS-poliakrilamid gélen. A gélt Coomassie Brillant
Blue R-250 (1,25 g/liter 40 % metanolban és 10 % ecetsavban oldva; Thermo Fisher
Scientific) segitségével festettiik meg, majd a fehérjesavokat 10 % metanol és 10 % ecetsav

oldattal tettiik lathatova. A géleket DryEase mini-gel dryer (Thermo Fisher Scientific)
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rendszerrel széritottuk ki, majd scanneltik. A fehérjesavok mennyiségi értékelését
szemikvantitativ denzitometrias analizissel végeztiik a Quantity one 4.6.6 szofterverrel (Bio-
Rad).

PNLIP fehérje szekrécio vizsgalata: A HEK 293T sejtek esetében 200 ul, az AR42J
sejtek esetében 40 pl kondicionalt médiumot precipitaltunk 10 % triklérecetsavval, majd a
fent ismertetett modon jartunk el, azzal a kiilonbséggel, hogy 12 %-os toménységii SDS gélt
alkalmaztunk.

4.1.7. Statisztikai analizis

A hasnyalmirigy lipaz variansok aggregacidjardl, illetve ER stresszmarkerekre
gyakorolt hatasarol statisztikai értékeléseket készitettiink. A szamitasokat a MedCalc online
szoftver segitségével készitettilk. A program a mintak atlagat és szorasat felhasznalva t-teszt
probat alkalmaz a szignifikancia értékek (p-érték) meghatarozadsdhoz. Az enzimologiai

kisérleteink soran nem végeztiink statisztikai szamolast.

4.2. Kisérletek mezotripszinogénnel

4.2.1. Mezotripszinogén hasitds és aktivalas

Az autolizis hurok hasitasanak vizsgalatdhoz 2 pM mezotripszinogént 5-100 nM
CTRC-vel inkubaltunk 0,1 M Tris/HCI (pH 8,0) és 20 nM SPINKI1 jelenlétében 37 °C-on. A
tripszin inhibitort azért adtuk a reakcidhoz, hogy blokkoljuk az esetleges tripszin
szennyezddest, amely a CTRC-vel kertilt a rendszerbe. Kiilonb6z6 idépontokban (0, 2, 5, 10,
20, 30 perckor) kivettiink 75 pl-t a reakcioelegybdél majd 10 % TCA-val precipitaltuk és a
fehérjesavokat 15 %-os redukalé SDS-PAGE-t kovetd Coomassie festéssel detektaltuk.

A mezotripszinogén proteolitikus hasitdsanak azonositdsit Edmann degradacidval
végeztik el. Elsé lépésben 15 %-os redukald poliakrilamid gélelektroforézis segitségevel
elvalasztottuk a hasitasi fehérjetermékeket, majd PVDF membranra transzferaltuk és
Coomassie Brilliant Blue festéssel tettiik lathatova. Az N-terminalis fehérje szekvenalast a
Midwest Analytical (St. Louis, MO, USA) végezte.

A nem szulfatalt és szulfatalt L81A-mezotripszinogént a fent targyalt médon hasitottuk
CTRC-vel, 1 és 10 mM CaCl; jelenlétében.

Hasitott mezotripszin eldallitdsahoz 2 uM L81A-mezotripszinogént inkubaltunk 50 nM
CTRC-vel egy orat 37 °C-on 0,1 M Tris/HCI (pH 8,0) pufferben, majd kiegészitettik 1 mM
kalcium-kloriddal és 300 ng/ml human enteropeptidazzal aktivaltuk 30 percig 37 °C-on.
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4.2.2. Mezotripszin aktivitdismérés

A mezotripszin aktivitast 0,3 mM Suc-Ala-Ala-Pro-Lys-p-nitroanilid (Bachem) tripszin
szubsztrattal mértik 100 ul reakcio pufferben (0,1 M Tris/HCI (pH 8,0), 1 mM kalcium-
klorid, 0,05 % Tween20). A feltiintetett idépontokban 2,5 ul alikvotokat kevertiink 92,5 pul
reakcio pufferrel és a reakciot 5 ul 6 mM szubsztrat oldat hozzaadasaval inditottuk el. A
szubsztrat hasitasat 1 percig 405 nm-en a Synergy H1 96-lyuku lemez olvasoval kovettiik. Az

enzimreakcio kezdeti sebességét a gorbe linearis szakaszabol hataroztuk meg.

4.2.3. Kazein degraddcio vizsgalata

CTRC-vel hasitott és intakt L81A mezotripszinnel 0,1 M Tris/HCI (pH 8,0) pufferben, 1 mM
kalcium-Klorid és 20 nM eglin C jelenlétében 37 °C-on. A CTRC inhibitort azért adtuk a
rendszerhez, hogy blokkoljuk a CTRC aktivitasat, ami megmaradhatott a CTRC hasitott
L81A mezotripszin elegyekben. A feltiintetett iddpontokban 100 pl alikvotot kicsaptuk 10 %-

0s végkoncentracioju TCA-val ¢és a kazein bomlasait 15 %-os redukaldé SDS

gélelektroforézissel vizsgaltuk.

4.2.4.SBTI emésztés vizsgalata

10 uM SBTI-t inkubaltunk 200 nM L81A mezotripszinnel (CTRC-vel hasitott és nem
hasitott nem szulfatalt és szulfatalt forma) 0,1 M Tris/HCI (pH 8,0) és 20 nM eglin C
jelenlétében 37 °C-on. A jelzett idopontokban (0, 15, 30, 60 perckor) kivettink 75 pl
reakcidelegyet, majd kicsaptuk 10 %-0s TCA-val és az SBTI hasitasat 15 %-os redukalé SDS

gélelektroforézissel vizsgaltuk.

4.2.5.SPINK]1 degraddco vizsgdlata

0,5 uM SPINKI1 tripszin inhibitort inkubaltunk 200 nM L81A mezotirpszinnel (nem
szulfatalt, szulfatalt, CTRC hasitott szulfatalt és nem szulfatalt forma) 0,1 M Tris/HCI (pH
8,0), 1 mM Kkalcium-klorid, 0,05 % Tween20 pufferben 37 °C-on 200 ul végtérfogatban.
Adott idépontokban (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 percnél) Kivettiink 5 pl-t a reakcidelegybdl
¢és hozzaadtuk 40 pl 55 nM kationos tripszinhez (0,1 M Tris/HCI (pH 8,0) pufferben, 1 mM
kalcium-klorid és 0,05 % Tween 20). Ezt kdvetden 3 percig inkubaltuk az elegyet 23 °C-on,
majd megmértiik a kationos tripszin aktivitasat 5 ul 6 mM Suc-Ala-Ala-Pro-Lys-p-nitroanilid

szubsztrat hozzaadasaval 405 nm-en 96-lyuku lemezolvaséval.
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4.2.6. Enzim kinetikai mérések

A mezotripszin varidnsok Michaelis-Menten kinetikai paramétereit kromogén
szubsztratok segitségével hataroztuk meg (Suc-Ala-Ala-Pro-Lys-p-nitroanilid, Suc-Ala-Ala-
Pro-Arg-p-nitroanilid és N-benziloxikarbonil-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilid (Bachem)). A
szubsztrat koncentraciok 5 és 16200 uM kozott valtoztak 200 pl végtérfogatban (Mintapuffer:
0,1 M Tris/HCI (pH 8,0), 1 mM Kkalcium-klorid, 0,05 % Tween20). A reakciokat 2 nM
mezotripszin hozzdadasaval inditottuk. A sebesség értékeket a koncentracio fliggvényében
abrazoltuk és a Ky, ket értékeket hiperbolikus illesztéssel szamitottuk a Microcal Origin
programmal.

Meértiik az intakt és CTRC-vel hasitott szulfatalt L81 A mezotripszin (2 nM) Michaelis-
Menten paramétereit Suc-Ala-Ala-Pro-Arg-p-nitroanilid szubsztrat hozzaadasaval, novekvé
SBTI koncentraciok mellett (0; 0,5; 1; 1,5; 2,5 uM). Ezt kovetden meghataroztuk az SBTI-re

vonatkoztatott inhibitoros allandé (Kj) értéket.

4.3. Kisérletek hasnyalmirigy lipazzal

4.3.1. Lipaz aktivitasmérés

A PNLIP aktivitaismérését a transzfektalt sejtek médiumabol végeztiik p-nitrofenil
palmitat (Sigma-Aldrich) szubsztrat segitségével. 3 mg/ml szubsztratot feloldottunk
izopropanolban, majd 0,3 mg/ml végkoncentraciora higitottuk 0,1 M Tris/HCI pufferrel, amit
kiegészitettiink 1 mg/ml gumiarabikummal és 0,4 mg/ml natrium-deoxikolattal.

Az enzimreakcid inditdsdhoz a 180 pl emulzifikalt szubsztrathoz 10 pl 6 uM
rekombinans humén kolipazt és 10 ul kondicionalt Opti-MEM médiumot adtunk. Ezutan 15
percig inkubaltuk a reakcidelegyet szobahdmérsékleten. A reakciot 10 pl Triton-X100
hozzaadasaval allitottuk le. A mintakat ezutan 10 percig centrifugaltuk 17 000 g-n, majd 100
ul tiszta feliiluszot 96-1yuka lemezre pipettaztunk és 405 nm-en mértiik a képzodott szabad p-
nitrofenol mennyiségét. Kontrollként a lipaz mentes Opti-MEM aktivitasa szolgalt, amelyet
kivontunk a lipazt tartalmaz6é médiumok aktivitasabol. Csak azokat az értekeket fogadtuk el,
amelyek kisebbek voltak ODy4gs 0,5 értéknél, mert ezek mutattdk az enzimatikus reakciod

kezdeti sebességét.
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4.3.2.Sejtlizatumok készitése

Fehérje sejtlizatumok készitéséhez a transzfektalt/transzduktalt HEK 293T és AR42J
sejteket PBS-sel mostuk, 6vatosan szuszpendaltuk 1 ml PBS-ben és lecentrifugaltuk 10 percig
850 g-n. A sejteket felvettiik 200 ul Promega Reporter Lysis pufferben, amit kiegészitettiink
cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche) oldattal, majd a sejteket ismételt
fagyasztas-olvasztas ciklusokkal tartuk fel. 5 perc centrifugéalast kovetden (2400 g) a
feliiluszot eltavolitottuk és BCA Protein Assay Kit (Pierce) segitségével hataroztuk meg az

crer

4.3.3. Ultracentrifugaldas

Az ultracentrifugalast a transzfektalt HEK 293T sejtek lizatumabol végeztilk el 48
oraval a transzfekcio utan. 100 pl sejtlizatumot centrifugaltunk le 90 000 g-n 12 percig. A
feliiluszot elmentettiik és kiegészitettiik 100 ul Laemmli pufferrel, amely 100 mM DTT-t
tartalmazott. Ezt kovetden 5-5 pl feliiluszot és pelletet valasztottunk el SDS-PAGE

segitségével, majd western blot analizissel vizsgaltuk.

4.3.4. Fehérje immunoblot

A transzfektalt HEK 293T sejtek médiumabdl 5 pl-t, a transzduktalt sejtek médiumabol
pedig 3 pl, illetve a sejtlizatumok esetében 10 pg dssz-proteint dsszekevertiink 10 pl, 0,1 M
DTT-t tartalmazd 2x Laemmli pufferrel. A hddenaturacio utan (95 °C, 5 perc) a mintik
fehérjéit 12 %-os poliakrilamid gélen valasztottuk el redukaloé SDS gélelektroforézissel, majd
a fehérjéket attranszferaltuk nitrocelluloz membranra. A membrant 0,1 % Tween20-at
tartalmazo PBS-ben oldott 5 %-os sovany tejporral blokkoltuk.

A detektalt PNLIP His-cimkét tartalmaz, igy egy HRP konjugalt polihisztidin elleni
antitesttel (Qiagen, Kkatalogusszam: 34460) inkubaltuk 1:2000 aranyban. A BiP (GRP78)
fehérje kimutatasanak érdekében 1:3000 higitasban nyul anti-GRP78 antitesttel (Invitrogen,
katalogusszam: PA1-014A) inkubaltuk a blokkolt membrant. Mésodlagos antitestként HRP-
konjugalt anti-nyul IgG (Bio-Rad, katalégusszam: 1706515) ellenanyagot hasznaltunk 1:15
000 x-es higitasban. A GAPDH fehérjét 1: 15 000 x-es anti-GAPDH (Sigma-Aldrich,
katalogusszam: G9545) elsédleges és 1:10000 x-es HRP-konjugalt anti-nyul IgG masodlagos
antitesttel detektaltuk. Az antitesteket minden esetben 1 6raig inkubdltuk a blokkolt
membrannal. A fehérjesavokat WesternBright ECL HRP szubsztrat (Advansta) segitségével
tettiik lathatova.
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4.3.5.RNS izoldlas, reverz transzkripcio

Ossz-RNS izolalast a transzfektalt HEK 293T, illetve transzduktalt AR42] sejtekbdl
végeztilk el NucleoSpin RNA Plus kit (Macherey-Nagel) segitségével. A mintak RNS
elnyelésiik alapjan. Ezt kdvetden reverz transzkripcidt végeztiink, az RNS koncentraciot gy

allitottuk be, hogy az RNS mennyisége a reverz transzkripcidoban 2 pg legyen.

4.3.6. XBP splicing vizsgalata

Az X-box-kot6 fehérje-1 (XBP1) mRNS splicing ardnyat PCR analizissel hataroztuk
meg. Az XBP1 mRNS processzalas kimutatasara szemikvantitativ PCR-t alkalmaztunk a
szerkesztett €s nem szerkesztett forma elvalasztasara. HEK 293T sejtek esetében a primerek a
kovetkezok voltak hXBP1 forward primer: 5-CCT TGT AGT TGA GAA CCA GG-3' és
hXBP1 reverz primer, 5-GGG CTT GGT ATA TAT GTG G-3'. A felamplifikalt PCR-
termékek 441 (teljes hosszsagn) és 415 bp (kivagott) hosszusaguak voltak. AR42J sejtek
esetében alkalmazott primerek: rXBP1 fwd: 5-GCT TGT GAT TGA GAA CCA GG-3,
rXBP1 rev: 5'-AGG CTT GGT GTA TAC ATG G-3'; a teljes hosszisagi XBP1 447 bp
hosszlisagu, a splicolodott 421 bp. A PCR termékeket 2,5 %-os agar6z gélen futtattuk meg és

etidium-bromid festéssel tettik 1athatova.

4.3.7. BiP expresszio vizsgdlata

Az Immunglobulin k6t6 fehérje (BiP) mRNS expresszidjat qPCR-ral hataroztuk meg (Roche
LightCycler 480 II), TagMan primereket (Thermo Scientific, human Hs00607129 gH, rat
Rn00565250_m1), illetve TagMan Universal PCR Mastermixet (Applied Biosystems)
alkalmazva. A méréseket az alabbi protokoll alapjan végeztiik: 10 perc, 95 °C (a polimeraz
aktivalasa), 15 mp 95 °C, 60 mp 60 °C (ez utobbi két 1épés egy ciklusnak felel meg, amely
40x ismétlodott). A génexpresszid kvantitdlasira a komparativ CT (AACT) modszert
alkalmaztuk. A kiiszobértékeket (Ct) a LightCycler software 1.5.0.SP3 segitségével
hataroztuk meg. A BiP expresszios szintjét el6szor a belsé kontrollhoz, a GAPDH-hoz
normalizaltuk (Thermo Scientific, human Hs02758991 g1, rat Rn01775763 g1) (ACT), majd
a sejteket transzfektalt 5x107 IFU/ml adenovirus vektorkontrollhoz (AACT). A Kkapott
adatokat a 2—-AACT formula alapjan szamitottuk és fold change (expresszios valtozas

mérteke) értékben fejeztiik ki.
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5. EREDMENYEK

5.1. Mezotripszinogén inaktivalasa CTRC altali proteolitikus hasitasokkal

5.1.1. Mezotripszinogén CTRC dltali hasitisa

A kationos tripszinogén proteolitikus szabalyozasa CTRC-vel jol ismert. A tripszinogén
autoaktivacioja soran a CTRC jelent6sen degradalja és inaktivalja a proteazt. A CTRC a
kalciumkotd hurok Leu81 utani specifikus hasitasaval, €s ezzel Osszehangolt triptikus
hasitasokon keresztiil fejti ki hatasat. Az exokrin hasnydlmirigy altal szekretalt tobbi
kimotripszin és elasztaz izoforma a kalciumkotd hurok emésztésében alulmaradt, amely arra
utal, hogy a CTRC a tripszinogén szabalyozasara fejlodott ki.

A mezotripszinogén ¢és a kationos tripszinogén aminosav szekvencidja nagyfoki
egyezést mutat. Els6 1épésként egy enzimologiai kisérletben megvizsgaltuk, hogy a korabbi
megfigyelésekkel 6sszhangban a CTRC csokkenti-e a mezotripszinogén aktivaciojat (7. abra).

Ehhez a mezotripszinogént katalitikus mennyiségii CTRC-vel inkubaltuk, és aktivaltuk.

1001 Tk
P A HJJ CTRC nélkl

. & 5nMCTRC

Mezotripszin aktivitas (%)

. ® —e 25nM CTRC

1d6 (perc)

7. abra. CTRC-vel kezelt mezotripszinogén aktivalasa human enteropeptidazzal

2 uM mezotripszinogént inkubdltunk 5, illetve 25 nM CTRC-vel 5 percig 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0)
pufferben 37 °C-on, majd a mintat kiegészitettiik 1 mM kalcium-kloriddal és 25 ng/ml human
enteropeptidazzal (Bio-Techne). A jelzett idopontokban a mezotripszin aktivitasat az Anyagok és

Modszerek részben leirtak alapjan kévettiik. Az abra harom parhuzamos mérés eredményét mutatja.
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A mezotripszinogén és a CTRC fizioldgias ardnya megfeleltethetd a kisérleteinkben
alkalmazott koncentracioknak. Mind a mezotripszinogén mind a CTRC minor izoformaknak
tekinthetdk, de a hasnyalmirigy altal termelt emésztéenzimek koziil a tripszinek mennyisége a
legjelentdsebb.

Eredményeink azt mutattdk, hogy 5 nM CTRC hozzdadésa jelentdsen csokkentette a
mezitripszin végsé aktivitasat, mig 25 nM CTRC kezelést kdvetden a protedz nem
aktivalodott. Tovabbi kisérleteinkben arra a kérdésre kerestik a valaszt, hogy mi a

molekularis hattere a markans aktivitasvesztésnek.
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8. abra. A mezotripszinogén CTRC altali hasitasa

2 uM mezotripszinogént (HU3) 5 nM CTRC-vel inkubdltunk 37 °C-on az Anyagok és Modszerek
részben leirtak szerint. A jelzett idépontokban mintat vettiink és TCA-S kicsapas utdn redukadlo SDS-
PAGE és Coomassie Blue festéssel detektaltuk a hasitasi termékeket. A proteolitikus hasitdsokat
Edman degradacioval azonositottuk az Anyagok és modszerek fejezetben ismertetett modon. A
folyamatos nyil a fo hasitasi termékeket jeloli, mig a pontozott nyil a masodlagos hasitasi termékeket
mutatja. 4 csillaggal jelolt fehérjesavok azokat a hasitdsi termékeket jelolik, amelyek a kalciumkoté
hurok (Leu81) és az autolizis hurok (Leul48/Phel50) egyidejii hasitasanak kovetkeztében keletkeztek.

Az abra harom parhuzamos kisérlet egyikét mutatja be.

Tovabbi kisérleteinkben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy mi a molekularis
hattere a markans aktivitdsvesztésnek. A  kationos tripszinogénhez hasonldéan a
mezotripszinogén is tartalmaz kiemelt CTRC hasitohelyeket. A hasitohelyek vizsgalata
érdekében a mezotripszint katalitikus mennyiségli CTRC-vel inkubéltuk hozzaadott kalcium
nélkiil. A megjelend savokat redukaldé SDS-PAGE-t kovetdé Coomassie blue festéssel
detektaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy az 1d6 eldrehaladtdval a CTRC elhasitotta a
mezotripszinogént, harminc perc elteltével szinte teljesen eltliint a gélrdl az intakt fehérjesav
(~ 30 kDa). Ezzel egyidejlileg 10-20 kDa molekulastlyti tartomanyban tobbszords hasitasi

termékek megjelenését tapasztaltuk (8. abra).

42



OLECEYOAG
Phel50
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9. abra. A mezotripszin elsédleges és harmadlagos szerkezete

(A) A mezotripszinogén aminosav szekvencidja, amely mutatja a CTRC és a tripszin dltali
hasitohelyeket. (B) A mezotripszin szarvasmarha hasnydlmirigy tripszin inhibitorral (BPTI) alkotott
komplexének szalagmodellje, kiemelve a CTRC hasitohelyeket. Az dbrdn a szulfatalds helyét (Tyrl54)
és az inhibitorban a P2' aminosav oldallancot is jeloltiik. A modell a PyMOL 1.3 haszndlataval késziilt
a Protein Data Bank 2R9P fdj! felhaszndldsaval.

A hasitas kovetkeztében megjelend termékeket Edman degradacioval azonositottuk. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a CTRC a kalciumko6té hurok hasitdsan kiviil tovabbi
hasitohelyeket is tartalmaz az autolizis hurokban. A 81. leucin egy konzervalt CTRC
hasitohely és a kalciumkotd hurok régidban talalhato, mig a 148. leucin és a 150. fenialanin az
autolizis hurokban megtaldlhatdé aminosavak. A jobb atlathatosdg érdekében kiemeltiik a
mezotripszinben megtalalhatd6 CTRC hasitohelyeket mind az elsédleges aminosav

szekvenciaban mind a haromdimenziés szalagmodellen (9. abra).
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A keletkezett termékek fehérje szekvendldsdval nemcsak az aminosav sorrendet
hataroztuk meg, hanem az egyes termékek egymashoz viszonyitott aranyat is, amibdl a hasitas
sebességére kovetkeztettiink. A mezotripszinogénben talalhatd hasitéhelyek koziil 150.
fenilalanin bizonyult a CTRC szamara a legkedvezdbbnek, tekintve, hogy a Phel50 hasités
kétszer olyan hatékony volt, mint a Leul48. Ezen feliil azt is megallapitottuk, hogy a CTRC
sokkalta gyorsabban processzalta az autolizis hurok régiot, mint a kalciumkoté hurokban
talalhatd Leu81 helyet. Ez a jelenség egy viszonylag stabil duplaszali mezotripszin
koztiterméket eredményezett, amely egy lassabb, tovabbi emésztésen ment keresztiil a Leu81
helyen.

A Leul48 utdni CTRC hasitds szintén megfigyelhetd az anionos tripszinogénben. A
CTRC gyorsabban emészti az anionos tripszinogént, mint a mezotripszinogént. A Phel150
CTRC hasitohelyhianyzik a kationos és az anionos tripszinogénbdl, amely azt sugallja, hogy a
mezotripszinogén egy pozitiv szelekcion ment keresztil a CTRC altali hurok régi6
hasitasanak tekintetében.

Eredményeink alapjan valoszinusithetd, hogy az aktivacids peptidben taladlhaté Phel8
CTRC altali hasitdsa segiti a gyorsabb tripszin aktivaciot, mivel a processzalt, rovidebb
aktivacios peptid fokozza a Lys23 utdni hasitas sebességét. Ismert, hogy a CTRC proteolitikus
hasitasokkal degradalni képes a kationos és anionos tripszinogént. A CTRC a
mezotripszinogént foként az autolizis hurokban hasitja a Leul48 és Phel50 oldallancok utan.
Ezzel ellentétben a kationos tripszinogénnél a kalcium-koté hurokban a Leu81 utan lattunk
hasitast.

A CTRC proteolitikus szabalyozo szerepe a kationos és anionos tripszinogén esetén mar
jol ismert, az N-terminalis processzalas és a kalciumkotd hurok hasitasa jol karakterizalt.
Viszont a mezotripszinogén autolizis hurokjaban talalhato hasitohelyek hatasa korabban nem
volt ismert. Igy tovabbi kisérleteinkben az autolizis hurok CTRC Aaltali proteolizisének

hatdsara 0sszpontositottunk.

5.1.2. A mezotripszin proteolitikus hasitasanak vizsgdlata

Annak érdekében, hogy kizarélag az autolizis hurokban megtalalhat6 CTRC
hasitohelyeket vizsgaljuk, anélkiil, hogy az eredményeinket befolyasolna a Leu8l utdni
masodlagos hasitas, 1étrehoztunk egy olyan mezotripszinogén mutanst, amelyben a
kalciumkotd hurokban talalhato 81. leucint alaninra cseréltiik (L81A mezotripszin). Az L81A

mutacié nem modositja a tripszin aktivitasat.
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10. abra. Az L81A-mezotripszinogén autolizis hurok hasitasa CTRC-vel

(A) 2uM nem szulfatalt és szulfatalt (SO,) L81A-mezotripszinogént (Hu3) inkubaltunk 5 nM CTRC-vel
0, 1 és 10 mM kalcium-klorid koncentracié mellett 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0) pufferben 37 °C-on. A
megadott idépontokban frakciokat vettiink ki a reakcioelegybdl és a hasitast redukalo SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel detektdltuk az Anyagok és modszerek fejezetben ismertetett médon.
A gélek hdarom parhuzamos kisérletet egyikét mutatjak. (B) Az intakt L§1A mezotripszinogén savok

intenzitasanak valtozdasdt denzitometridsan értékeltiik ki. Az abrazolt pontok hdrom mérés dtlagat és

szordasat mutatjak.
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A human tripszinogének az acinus sejtekben poszttranszlacids szulfatalason mennek
keresztiil a TPST2 szulfotranszferdz éaltal. Ez a poszttranszlacids szulfatalas a 154. tirozin
oldallancon kovetkezik be, amely az S2' szubsztratk6to zseb része (9.B dbra). A mezotripszin
haromdimenzios szalagmodelljén jol lathatd, hogy a Tyr154 az autolizis hurokban talalhato
CTRC hasitohelyek (Leul48, Phel50) kozelében helyezkedik el. Ezért arra kdvetkeztettiink,
hogy a szulfatalas befolyasolhatja a CTRC hasitas sebességét, amely kiterjedhet a CTRC altal
hasitott mezotripszin katalitikus tulajdonsagaira is. Ebbdl a feltevésbdl addédoan a tovabbi
kisérleteinkben mind a nem szulfatalt (Hu3 L81A) mind a szulfatalt (Hu3-SO4 L81A) L81A-
mezotripszinogén és L81 A-mezotripszin enzimeket vizsgaltuk.

A human hasnyal fiziologids kalcium koncentracidja koriilbeliill 1 mM. Elsd 1épésként a
nem szulfatalt, illetve a szulfatalt mezotripszinogén CTRC altali hasitas kiilonbségeit és a
kalcium hatasat tanulmanyoztuk. gy a nem szulfatalt és szulfatalt mezotripszinogént CTRC-
vel inkubaltuk ugyanolyan reakciokoriilményeket biztositva hozzaadott kalcium nélkiil, illetve
1 és 10 mM kalcium jelenléte mellett.

Miutan létrehoztuk az L81A mezotripszinogén mutanst, a CTRC kizarolag az autolizis
hurokban talalhato hasitohelyeket processzalta (Leul48, Phel150). Ennek eredményeképp a
redukalo SDS gélelektroforézissel két egymashoz kozel futd savot detektaltunk a 10-20 kDa
molekulastlyt tartomanyban (10.A ébra). Az N-terminalis fehérje szekvenalas megerdsitette,
hogy a felsd sav a mezotripszinogén N-termindlis fragmense, mig az als6 sav a
Phel50/Leul48 wutani hasitas termékei és a mezotripszinogén C-terminalis régidjat
tartalmazta. Ahogyan a vad tipusi mezotripszinogén esetében is megfigyeltiik, a CTRC
elényben részesitette a Phel50-t a Leul48 hasitohellyel szemben, a keletkezett termékek
aranya 2:1.

A redukaldé SDS gélelektroforézis utan kapott gélképeket denzitometriasan is
kiértékeltiik. A sadvok intenzitdsat szdmszerUsitettiik, majd szdzalékos formaban abrazoltuk. A
reakcid kezdeti intakt mezotripszinogén mennyiségét 100 %-nak feleltettilk meg, majd ehhez
viszonyitottuk a reakcid eldrehaladtaval csokkend mezotripszinogén mennyiségét. Lathato,
hogy a CTRC hatékonyan hasitotta az autolizis hurok régiot. Kozel 30 perc alatt az intakt
fehérje jelentds részét emésztette. A CTRC a szulfatalt L81A-mezotripszinogént gyorsabban
hasitotta, mint a nem szulfatalt megfeleldjét. Vizsgaltuk a novekvd kalcium koncentracio
hatasat a CTRC altali mezotripszinogén hasitasra. A kisérletben azt tapasztaltuk, hogy mar 1
mM kalciumkoncentrécio is csokkentette a hasitasi sebességet, mig 10 mM kalcium mar teljes
védelmet nyujtott a mezotripszinogén szdmara a CTRC elleni hasitasokkal szemben (10.B

abra).
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5.1.3.L81A-mezotripszin katalitikus tulajdonsagai

Ezt kovetéen arra voltunk kivancsiak, hogy a mezotripszin autolizis hurok hasitasa
CTRC-vel milyen kovetkezményekkel jar az enzimfunkcié tekintetében. A tripszinben az
autolizis hurok része a szubsztratkotd helynek, ezaltal fontos szerepet tolt be a tripszinek
aktivitasa és szubsztratspecificitasa szempontjabol. (9.B abra). Figyelembe véve, hogy az
autolizis hurok milyen kitiintetett szerepet tolt be a mezotripszin szerkezetében, feltételeztiik,
hogy a CTRC altali autolizis hurok hasitdsa megvaltoztathatja a mezotripszin szerkezetét,
ezaltal a funkcidjara is hatassal lehet.

Annak érdekében, hogy teszteljiik ezt az allitast olyan L81A mezotripszinogént hoztunk
létre, amelyet CTRC-vel hasitottunk, majd enteropeptidazzal aktivaltunk. Ezt kovetden
vizsgéltuk az enteropeptidaz altali aktivalds idofliggését a nem szulfatdlt és szulfatalt
mezotripszinogén (Hu3 L81A, Hu3-SO, L81A), illetve az eldzetesen CTRC-vel hasitott
megfeleldjiik (Hu3 L81A + CTRC, Hu3-SO4 L81A + CTRC) esetében.

100~ Hu3-SO, L81A
80- //+ Hu3 L81A
60-

Mezotripszin aktivitas (%)

40
20 - {}/,/,_% Hu3-SO, L81A + CTRC
N o — o9 Hu3L81A+ CTRC
0 5 10 15 20 25 30
Id6 (perc)

11. abra. CTRC altal hasitott L81A-mezotripszinogén aktivalasa enteropeptidazzal.

2 uM nem szulfatalt és szulfatalt (SO,) L81A-mezotripszinogeént hasitottunk 50 nM CTRC-vel 0,1 M
Tris (pH 8,0) és 0,05 %-os Tween 20 pufferben 37 °C-on 1 oraig 150 ul végtérfogatban. A CTRC-
hasitott L81A-mezotripszinogént rekombinans human enteropeptidazzal aktivaltuk 1 mM kalcium-
klorid jelenlétében. A jelolt idopontokban mértiik a meztoripszin aktivitasat az Anyagok és modszerek

részben leirtak alapjan. A mérési pontok harom kisérlet atlagat és szordsat abrazoljak.
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A reakcié soran azt tapasztaltuk, hogy a nem szulfatalt és a szulfatdlt L81A-
mezotripszinogén aktivitdsa magas volt (a szulfatalt forma aktivitasa magasabb, mint a nem
szulfatalt forma¢), ezzel szemben a CTRC altal kezelt formak aktivitasa jelentdésen csokkent
(11. abra).

Ezt kovetden meghataroztuk a kiilonb6zé L81A mezotripszin forméak (nem szulfatélt és
szulfatalt; CTRC altal hasitott nem szulfatalt, illetve szulfatalt forma) kinetikai paramétereit.
A reakcidk soran harom kromogén peptid szubsztratot hasznaltunk: Suc-Ala-Ala-Pro-Lys-p-
nitroanilid  (AAPK-pNA), Suc-Ala-Ala-Pro-Arg-p-nitroanilid (AAPR-pNA) és N-
benziloxikarbonil-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilid (GPR-pNA) (1. tablazat).

1. Tablazat. Intakt és CTRC altal hasitott L81A-mezotripszin kinetikai paraméterei
AAPKA-pNA: Suc-Ala-Ala-Pro-Lys-p-nitroanilid; AAPR-pNA: Suc-Ala-Ala-Pro-Arg-p-nitroanilid;
GPR-pNA: N-benziloxikarbonil-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilid. A tabldzatban szereplé adatok hdrom

parhuzamos mérés atlagat és szorasat mutatjak.

AAPK-pNA AAPR-pNA GPR-pNA

Hasitatlan Hasitott Hasitatlan Hasitott Hasitatlan Hasitott
Nem szulfatalt
Keat () 240+ 3 240+ 4 22342 191 £13 154 +2 131+2
Km (HM) 191 +9 3223 + 183 493+23 1346 £ 213 36,1 +£1,9 377+ 16
k /K tpM?) 126 0,07 4,52 0,14 4,27 0,35

cat m

Szulfatalt
Keat (87) 156 + 2 176 =2 112+1 119 £1 88,5+1,3 136 +2
Km (LM) 842 +4,1 888 + 42 19,0 + 1,0 185+ 4 11,1 £0,7 933+5.4
Keat Kin (S'1 uM'l) 1,85 0,20 5,89 0,64 7,97 1,46

Az eredményeink azt mutattak, hogy a szulfatalas csokkentette a mezotripszinogén Ky,
s kear értékét. A Ky, érték 2,3-3,3-szoros mértékben, mig a kegr érték 1,5-2-szeres mértékben
csokkent a szulfatalas kovetkeztében. Mivel a specificitasi konstans (kea/ Kim) € két kinetikai
paraméter hanyadosa, igy ebben az értékben egy 1,3-1,9-szeres ndvekedést tapasztaltunk. Ez
az eredmény igazolta azt a felvetésiink, miszerint a szulfatalds hatasara fokozodik a
mezotripszin katalitikus hatékonysaga.

Az autolizis hurok hasitasa CTRC altal megkozelitdleg egy nagysagrenddel ndvelte az
L81A-mezotripszinek K, értékeit, mig a key értékek gyakorlatilag valtozatlanok maradtak. Ez
a valtozas azt eredményezte, hogy a Ke/ Ky értékek a hasitott L81A-mezotripszin (mind a
nem szulfatalt mind a szulfatalt forma esetében) egy nagysdgrenddel csokkentek az intakt
proteazhoz viszonyitva. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a CTRC éaltali mezotripszin

autolizis hurok hasitasa jelentdsen csokkenti annak funkciojat.
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Az eddigi kisérleteink soran  kizar6lag néhdny aminosav  hosszusagu
peptidszubsztratokat hasznaltunk, igy a tovdbbiakban megvizsgaltuk a mezotripszin formak
(nem szulfatalt és szulfatalt L81A-mezotripszin; CTRC altal hasitott nem szulfatalt és
szulfatalt L81A-mezotripszin formak) katalitikus aktivitasdt egy nagyobb fehérje
szubsztraton. Kisérleteinkhez a kazeint valasztottuk, amely kivaldéan hasznalhat6 protedzok

aktivitasanak kovetésére (12. abra).
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12. abra. p-kazein emésztése CTRC-vel hasitott L81A mezotripszinnel

(A) 2 mg/ml Kazeint emésztettiink 10 nM L81A-mezotripszinnel (Hu3) (nem szulfatalt, szulfatalt, nem
szulfatalt CTRC-vel hasitott és szulfatalt CTRC-vel hasitott) 1 mM kalcium-klorid jelenlétében 37 °C-
on. A4 jelzett idopontokban kivettiink 100 ul alikvotokat, a fehérjét precipitaltuk és 15 %-0s redukalo
SDS-poliakrilamid gélen megfuttattuk. (B) Az intakt kazein sdvok intenzitds vdltozdsat

denzitometriaval értékeltiik ki, a pontok harom kisérlet atlagat és szordsat reprezentaljak.
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Az intakt L81A-mezotripszin gyorsan emésztette a fehérje szubsztratot. 60 perc alatt
gyakorlatilag teljesen lebontotta a kazeint. Az el6z6 eredményeinknek megfeleléen a
mezotripszin szulfatdlas 5-6-szorosara novelte a kazein emésztés sebességét. A hasitatlan
mezotripszinnel ellentétben a CTRC 4altal hasitott L81A-mezotripszin formék joval lassabban
degradaltak a B-kazeint. Statisztikai analizist nem végeztiink.

Az elézdekben ismertetett modon szamszerisitettiik a hasitds mértékét. A redukaldo SDS
gélelektroforézis eredményét denzitometriaval értékeltik ki, majd a kezdeti B-kazein
savintenzitasat 100 %-nak tekintettiik és ehhez viszonyitottuk az idében fogyo intakt B-kazein
savok intenzitasat (12.B abra). Az igy kapott adatok alapjan megallapitottuk, hogy a CTRC
altali hasitds a nem szulfatalt L81A-mezotripszin esetében kozel nyolcszorosara, mig a
szulfatalt L81A-mezotripszin esetében megkozelitdleg harmincszorosara csokkentette az
enzim katalitikus aktivitasat.

Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a mezotripszin autolizis hurok CTRC éaltali

processzalasa nagyobb szubsztratok esetében is negativan befolyasolja az enzim mikddését.

5.1.4.L81A-mezotripszin inhibitor kotésének vizsgdlata

A tripszin inhibitorok, a SPINKI, illetve a szdjabab tripszin inhibitor (SBTI) csak
Kismértékben gatoljak a mezotripszint. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, milyen hatasa
van a CTRC altali mezotripszin autolizis hurok hasitdsdnak a kisméretii fehérje inhibitor

kotédésére tanulmanyoztuk a szulfatalt L81A-mezotripszin és az SBTI kotodését.

2. Tablazat. Az intakt és CTRC altal hasitott szulfatalt L81A-mezotripszin
enzimkinetikai paraméterei SBTI jelenlétében
A mérésekhez a Suc-Ala-Ala-Pro-Arg-p-nitroanilid peptid szubsztrdtot haszndltunk. A tabldazatban

szereplo értékek harom parhuzamos mérés atlagat és szorasat mutatjak.

Hasitatlan SBTI nélkiil 0,5 pM 1 M 1,5 pM 2 M 5 1M
Keat (57 112+1 122+1 114+ 1 111 1 108 +£1 117 £2
Kn (UM) 19,0+ 1,0 313+1,8 375+0,9 46,7+09 528+1,9 119+6

CTRC-hasitott  SBTI nélkiill 2,5 nM 5uM 7,5 tM 10 pM 19 uyM
Keat (59 119+ 1 124+ 1 119+ 1 125 +1 119+1 112 +2
Ken (LM) 185 + 4 254 + 8 279 +7 348+ 11 373+12  598+22

A Michaelis-Menten paramétereket egy rovid kromogén peptid szubsztrat, a Suc-Ala-
Ala-Pro-Arg-p-nitroanilid (AAPR-pNA) segitségével hataroztuk meg ndvekvd inhibitor
koncentracio mellett. Eredményiil azt kaptuk, hogy a Ky, érték jelentdsen megndtt, mig a keat

érték szinte teljesen valtozatlan maradt az SBTI jelenlétében (2. tablazat).
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Ezutan ébrazoltuk a K, értékeket a funkcionalis SBTI koncentracié fiiggvényében (13.
abra), majd az x tengely metszéspontjabol meghatdroztuk a gatlasi allando (K;) értéket (a
részletek a 6. abra alairasaban ismertettiik). Az SBTI K értéke 0,9 uM volt az intakt szulfatalt
L81A-mezotripszinre vonatkoztatva, ezzel szemben a CTRC altal hasitott L81A-mezotripszin

esetében a K érték jelentdsen megnétt (K= 8,6 uM).

600 |

Hasitott HuU3-SO, L81A
K 8,6 uM

500

Ko (UM)

Hu3-SO, L81A
K 0,9 uM

SBTI (uM)

13. abra. CTRC altal hasitott L81A-mezotripszin gatlasa SBTI inhibitorral

Az intakt (hasitatlan) és a CTRC dltal hasitott szulfatalt L81A4 mezotripszin Michaelis-Menten kinetikai
paramétereit Suc-Ala-Ala-Pro-Arg-p-nitroanilid szubsztrat segitségével hatdroztuk meg SBTI jelenléte
nélkiil, illetve névekvé SBTI koncentracioknadl. A Ky, értékeket az SBTI koncentracio fiiggvényében
abrazoltuk. Az inhibitoros dllando (K;) értéket az illesztett egyenes x tengely metszéspontjabol
dllapitottuk meg. Az adatpontok harom méres atlagat jelenitik meg, a szordst az egyértelmiiség

kedvéért kihagytuk.

A megfigyeléseink azt mutattdk, hogy a CTRC altali hasitast kovetden az inhibitor egy
nagysagrenddel gyengébben kotddik a mezotripszinhez. Ez az eredmény 6sszhangban all a
CTRC Adltali hasitasok soran mért K, értékekkel, amelyeket a rovid peptid szubsztratokon
hataroztunk meg (1. tdblazat).
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5.1.5.L81A-mezotripszin inhibitor emésztésének vizsgalata
A mezotripszin tobb szempontbol is kiilonbozik a kationos és anionos tripszin
izoformaktol. Azon tul, hogy a mezotripszin nem gatolhat6 jol fehérje tripszin inhibitorokkal,

megfigyelték, hogy a mezotripszin proteolitikus hasitasokkal képes inaktivalni azokat.

A Intakt Hu3 L81A Intakt Hu3-SO, L81A
gfa 0 15 30 60min 0 15 30 60min
26—
17_---- S W s wee «—— SBTI
- W W T Hasitott SBTI
10—
Hasitott Hu3 L81A Hasitott Hu3-SO, L81A
%20 15 30 60min 0 15 30 60min
28—
17— - - - - - e e W <« SBT
~ <«— Hasitott SBTI
10—
B 1o0sc B = e % Hasitott Hu3-SO, L81A
[ T Hasitott Hu3 L81A
80 i
S .
= 60" :
7 T ~ = Hu3L81A
£ 40 i - 4 Hu3-SO, L81A
g |
20
0 !

(VJ'1'0'2VOv370747075VOV6>0

I1d6 (perc)
14. abra. SBTI emésztése CTRC altal hasitott mezotripszin-L81A-val
10 uM SBTI-t inkubdltunk 200 nM L81A-mezotripszinnel (nem szulfatdlt, szulfatalt, nem szulfatalt
CTRC-vel hasitott, illetve szulfatalt CTRC-vel hasitott) 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0) pufferben 37 °C-on. A
jelolt idépontokban 75 ul alikvotokat vettiink ki a reakcioelegybdl és megfuttattuk redukalé 15 %-0s
SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel. Az dbra hdarom pdrhuzamos kisérlet egyikét mutatja. (B) Az

intakt SBTI fehérjesavok intenzitasanak valtozasat denzitometridsan szamszeriisitettiik. Az adatpontok

harom pdarhuzamos kisérlet datlagat és szordasat mutatjak.
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Az el6z0 eredményeink igazoltdk, hogy a mezotripszin gyengébben kotddott az
kovetkez6 kisérleteink arra iranyultak, hogy a gyengébb kotddés csokkent tripszin inhibitor
emésztéssel tarsul-e. A mezotripszin hasitja az SBTI reaktiv hely peptidkotését az inhibitor
hurokban, amely egy 50-50 %-os egyensulyhoz vezet a hasitott és nem hasitott SBTI forma
kozott. Megvizsgaltuk redukald SDS-PAGE segitségével, hogy az intakt és a CTRC Aaltal
hasitott L81 A-mezotripszin forméak (nem szulfatalt és szulfatalt) hogyan emésztik az SBTI-t
(14. abra).

Az el6z6 kisérletekhez hasonldéan denzitometia segitségével szamszerusitettiik a hasitas
mértékét. Ezuttal a hasitatlan SBTI savintenzitasat tekintettiik 100 %-nak és ehhez az értékhez
viszonyitottuk a tovabbi idépontokban kapott intakt SBTI savintenzitasat.

A korabbi eredményeinkkel Osszhangban a szulfatalt L81A-mezotripszin tobb mint
kétszer olyan gyorsan hasitotta az SBTI-t, mint a nem szulfatalt L81A-mezotripszin, amely
egy sokkal gyorsabb egyensulyi allapot eléréséhez vezetett, azonban szignifikancidt nem
emésztés sebessége jelentdsen lecsokkent. Mind a nem szulfatilt mind a szulfatalt L81A-
mezotripszin szinte teljesen inaktivva valt.

Végezetiil az intakt és CTRC altal hasitott L81A-mezotripszin formakat (nem szulfatalt
és szulfatalt) human SPINK1 inhibitorral inkubaltuk (15. abra). A mezotripszin tobb helyen is
hasitja a SPINKI fehérjét, ami teljes degradaciot eredményez. A tripszint gatld hatas
gyengiilésével kovettiik nyomon a SPINK 1 bomlasat. A kisérletiink soran a kationos tripszin
aktivitasat mértiik kromogén szubsztrat segitségével a kiilonbozé L81A-mezotripszin
formakkal (nem szulfatalt és szulfatalt intakt enzim, illetve CTRC 4altal hasitott szulfatalt €s

nem szulfatalt mezotripszin) eldinkubalt SPINK1 hozzaadéasat kdvetden.
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15. abra. Human SPINK1 bontasa CTRC altal hasitott L81A-mezotripszinnel

0,5 uM SPINKI tripszin inhibitort inkubdltunk 200 nM L81A-mezotripszinnel (nem szulfatalt,
szulfatalt, CTRC-vel hasitott nem szulfatalt, illetve CTRC-vel hasitott szulfatalt mezotripszin) 0,1 M
Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM CaCl, és 0,05% Tween 20 pufferben 37 °C-on 200 ul végtérfogatban. A
jelolt idépontokban kivettiink 5 ul alikvotokat és osszekevertiink 40 ul 55 nM kationos tripszinnel.
Hdarom perc inkubdcié utan megmértiik a kationos tripszin aktivitdasat 5 ul 6 mM Suc-Ala-Ala-Pro-Lys-
p-nitroanilid szubsztrat hozzaaddsa utan. A SPINK1 inhibitor inaktivalasat szazalékosan fejeztiik ki a
kationos tripszin aktivitasanak relativ értékébdl. A mérési pontok harom kisérlet atlagat és szorasat

reprezentaljak.

Eredményiil azt kaptuk, hogy az intakt szulfatalt és nem szulfatalt L81A-mezotripszin
aktivabbnak bizonyult, mint a nem szulfatalt mezotripszin. Ezzel szemben a CTRC altal
hasitott L81 A mezotripszin nem volt képes emészteni a SPINK1-et, igy ebben az esetben a
SPINK1 gatlé funkcidja csak elhanyagolhatdé mértékben (szulfatalt forma) vagy egyaltalan
nem (nem szulfatalt forma) csokkent. Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a CTRC
specifikus proteolitikus hasitasokkal inaktivalni képes a mezotripszint ezzel védve a SPINK 1

inhibitort a mezotripszin bont6 aktivitasaval szemben.
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5.2. Hasnyalmirigy lipaz mutaciok szerepének vizsgalata kronikus hasnyalmirigy-
gyulladasban

5.2.1. Human hasnydalmirigy lipaz (PNLIP) mutdciok

Munkank soran négy missense hasnyalmirigy lipaz (PNLIP) mutaciot karakterizaltunk
(Al74P, C233E, C254R, V454F). Egy a Protein Data Bank adatbazisban talalhatod
kristalyszerkezet alapjan létrehoztuk a lipaz haromdimenzios szalagmodelljét kiemelve az

érintett aminosavakat (16. abra).

Aktiv hely

{ '\ Val454

B5'-hurok

16. abra. A human hasnyalmirigy lipaz (PNLIP) szalagmodellje.

Az dabrat a PyMOL 2.4.1 (Schrédinger LLC) programmal készitettiik a Protein Data Bankban (PDB)
talalhato 1LPB fajl atomi koordinatai alapjan. A modellben jeloltiik az N-terminalis és C-termindlis
doméneket, az , az dltalunk vizsgalt mutaciokat és azokat a szerkezeti elemeket,

amelyeket befolyasolhat az aminosavcsere.

Az Alal74, Gly233 és a Cys254 mutacios helyek a lipdz N-termindlis doménjében
talalhatoak, kozel a katalitikus helyhez. Az Alal74 a szerkezetileg fontos a-hélix része, amely
felelds a katalitikus tridd szerin aminosav pozicionalasért az aktiv centrumban. A Gly233
részt vesz a 9-hurok kialakitdsdban, mig a Cys254 diszulfidkotést képez a 278. pozicidban
talalhato ciszteinnel, ezzel stabilizalva a fedélnek nevezett felszini hurok régiot. Ezek a hurok
motivumok befolydsoljak a triglicerid szubsztratok hozzaférését a katalitikus triadhoz. A

crer

domén a fedéllel egyiittmiikddve részt vesz a lipaz lipidcseppekhez valé kotddésében.
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A genetikai vizsgalatok azt mutattdk, hogy a PNLIP-ben azonositott ritka A174P,
G233E, C254R és V454F mutaciok heterozigotdk és mind kronikus hasnyalmirigy-
gyulladasban szenvedd betegekben mind egészséges egyénekben elofordulhatnak. A
mutaciokat Polyphen2 ¢és SIFT fehérje funkciot prediktald szoftverek segitségével vizsgaltuk,
amelyek azt mutattdk, hogy a mutéaciok jelenléte valoszintlileg kédros a PNLIP szerkezetére,

illetve funkcidjara nézve (3. Tablazat).

3. Tablazat. Csokkent szekréciot mutatéo missense PNLIP mutaciok

A mutdciok jellemzdi, valamint a Polyphen2 és SIFT programok dltal josolt patogenitasuk. CP —

kronikus pancreatitis
Exon Nukleotidcsere ~ Aminosav CP Nem CP Hordozok Polyphen2 SIFT
csere hordozo  hordozok  eléfordulasa a
gnomAD-ben
6 €.520G>C p.Al74P 0 1 Nincs k6zolve  Valésziniileg Toleralt
karos
8 €.698G>A p.G233E 1 0 0,0008% Valosziniileg ~ Karos
karos
8 c.760T>C p.C254R 1 0 0,0035% Valészinlileg ~ Karos
karos
13 c.1360G>T p.VA454F 0 1 0,0040% Valészinlileg ~ Karos
karos

Egy kozelmultban megjelent publikécio ravilagitott, hogy az A174P, G233E, C254R ¢és
V454F PNLIP variansok emlés sejtekben gyengén szekretalodnak (103). Annak érdekében,
hogy megerdsitsiik ¢és Kkiterjesszik a korabbi megfigyeléseket HEK 293T sejteket
transzfektaltunk vad tipust és mutans PNLIP plazmidokkal. Ezt kdvetden vizsgaltuk a lipaz
mennyiségét a transzfektalt sejtek médiumaban 48 oraval a transzfekciot kovetden redukalod
SDS poliakrilamid gélelektroforézissel, amit Coomassie blue festés vagy western blot analizis
kovetett (17.A é&bra).

A vad tipusu lipazzal ellentétben, amely megfeleld mértékben szekretalodott, egyik
PNLIP mutans sem volt detektalhatd a transzfektalt sejtek médiumaban, amelyet az SDS-
PAGE-t kdvetd Coomassie blue festés (17.A abra, felsé panel) és az immunoblot analizis

(14.A abra, also panel) is megerdsitett.
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17. abra. A vad tipusu és mutans PNLIP fehérjék szekrécioja HEK 293T sejtekben.
(4) PNLIP szekréciot a transzfektalt sejtek médiumadban vizsgaltuk 48 ordval a transzfekciot kévetben
SDS-PAGE és Coomassie blue festessel (felsé panel), illetve western blot analizissel (also panel) az

Anyagok és Modszerek fejezetben ismertetett modon. Az abra négy parhuzamos kisérlet egyikét

crer

meghataroztuk az Anyagok és modszerek részben leirtak alapjan. Az abran harom parhuzamos mérés

atlagertéket és szorasat tiintettiik fel.

A gatolt PNLIP szekrécid igazoldsdra megmértilk a kondicionédlt médiumok lipaz
aktivitasat is végpontméréssel, amelyhez p-nitrofenil palmitat szubsztratot hasznaltunk (17.B
abra). A lipaz aktivitasara a 405 nm-en mért abszorbanciabol kovetkeztettiink. A vad tipusa
PNLIP-et tartalmazo médium aktivitasat 100 %-nak tekintettiik, majd ehhez viszonyitottuk a
lipaz variansokat tartalmaz6é médiumok aktivitasat. Az eredmények megerdsitették, hogy a
vad tipust PNLIP-tdl eltéréen, amely jol szekretdlodott a sejtekbdl, a mutdnsok nem voltak
kimutathat6ak a médiumban.

A korabbi kisérletek alapjan feltételezhetd, hogy a PNLIP varidnsok gyenge szekrécidja
HEK 293T sejtekben vagy a gyenge fehérje termelésnek vagy a fehérjék hibas

feltekeredésnek, illetve sejten beliili retencidjanak kdszonhetd.
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A sejten beliili PNLIP variansok mennyiségének vizsgalata érdekében lizaltuk a sejteket
48 oraval a transzfekciot kovetden és a lipaz variansokat redukalo SDS poliakrilamid
gélelektroforézist kovetd western blottal analizaltuk (18. &bra). A kapott savokat
denzitometridval szamszerUsitettiik, majd a GAPDH belsé kontroll segitségével hataroztuk
meg az expresszid mértékét. Ezt kovetden a vad tipusi PNLIP fehérjemennyiségét tekintettiik

100 %-nak és ehhez viszonyitottuk a mutans lipazok fehérjemennyiségét.
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18. abra. A vad tipusu és mutans PNLIP fehérjék expressziéjanak vizsgalata HEK 293T
sejtlizatumokban.

48 oraval a transzfekciot kévetéen feltartuk a sejteket, majd meghataroztuk a sejtlizatumok PNLIP
mennyiségét SDS-PAGE-t kévetd immunoblottal. Kontrollként GAPDH fehérjét detektaltunk (felso
panel). A teljes sejtlizatumok relativ PNLIP mennyiséget denzitometriaval szamszertsitettiik. A PNLIP
savok intenzitasat a GAPDH sdvok intenzitasdhoz normalizaltuk, majd a mutdns lipazok expresszidjat
a vad tipusu lipazhoz képest abrazoltuk szdzalékban kifejezve. Az oszlopdiagram hdrom pdrhuzamos

kisérlet atlagat és szorasat mutatja (also panel).
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Az eredményeink azt mutattak, hogy minden PNLIP varians termelddik, mivel a PNLIP
varidnsok sejten beliili mennyisége kozel azonos a vad tipusu lipaz mennyiségével. Ebbdl az
eredménybdl a transzfekciod sikerességére is kovetkeztethetiink.

Miutan igazoltuk, hogy a csokkent szekrécid6 nem a fehérjetermelés hibdjanak
tulajdonithatd, be akartuk bizonyitani, hogy a rosszul feltekeredett fehérjék oldhatatlan
aggregatumokat hoznak létre a sejten beliil. Az 0sszecsapzodott fehérjék ultracentrifugélassal
elkiilonithetéek az oldatban 1évd fehérjéktdl, igy a sejtlizdtumokat ultracentrifugaltuk, hogy
elvalasszuk egymastoél az oldhaté és oldhatatlan frakciokat, majd SDS-PAGE-t kovetd
western blottal vizsgaltuk a frakciok PNLIP mennyiségét (19. abra).
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19. abra. A PNLIP variansok sejten beliili felhalmoz6dasanak vizsgalata HEK 293T
sejtekben.

A sejtlizatumokat ultracentrifugadltuk, majd a feliiluszot (S) és a csapadékot (P) SDS-PAGE-t kévetd
western blot analizissel vizsgaltuk az Anyagok és Modszerek fejezetben leirtak szerint (felsé panel). A
PNLIP savok intenzitdsat denzitometriaval kvantifikaltuk. A PNLIP aggregdciot az alabbi formula
alapjan szamitottuk: P/(S+P)*100 (also panel). A diagram harom kiilonbéozo mérés atlagat és szorasat
mutatja. A4 statisztikai analizist az Anyagok és Modszerek fejezetben leirtak alapjan végeztiik.
**pP<(0,01; ***P<0,001
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Az aggregalodott és oldatban taldlhaté PNLIP mennyiségére a fehérjesavok
denzitometrids kiértékelésébdl kovetkeztettiink és meghataroztuk, hogy az oldhatatlan
csapadékban megtaldlhatd lipaz mennyisége hany szézaléka a sejtlizatum teljes lipaz
mennyiségének. A varttal megegyezden a vad tipust lipaz f6ként az oldhaté frakcidban, mig

a PNLIP mutansok elsésorban az oldhatatlan csapadékban voltak megtalalhatoak.

5.2.2. Endoplazmads retikulum (ER) stressz valasz HEK 293T sejtekben

A koradbban ismertetett eredmények azt mutatjdk, hogy a PNLIP variansok
felhalmozodnak ¢és sejten beliili oldhatatlan aggregatumokat hoznak létre HEK 293T
sejtekben. Ezek a megfigyelések elorevetitik, hogy a mutaciét tartalmazé PNLIP fehérjék
stlyosabb szekrécios defektust okoznak, amely ER stresszt indukalhat.

Hipotézisiink tesztelésére a sejteket feltartuk 48 ordval a transzfekciot kdvetden €s ssz-
RNS-t izolaltunk azokbol, amelyet atirtuk cDNS-sé reverz transzkripciot alkalmazva. Az ER
stressz mértékét két ER stressz marker, az XBP1 transzkripcios faktor és az ER egyik 6

A rosszul feltekeredett fehérjék felhalmozodnak az ER-ben, amelyek hatasara
kiilonb6z6 szignal transzdukcios tGtvonalak indulnak el, tobbek k6zott az inozitolt igényld
enzim-la (IREla) aktivacid. Az IREla processzalja az XBP1 mRNS-t, létrehozva egy
rovidebb format, amely templatként szolgal az XBP1 fehérje szintéziséhez. Az XBP1 mRNS
érés mértékét RT-PCR segitségével kovettiik, majd agar6z gélelektroforézissel detektaltuk
(20.A abra). A savok intenzitisat denzitometrias analizissel szamszerisitettilk, majd
kiszamoltuk, hogy a teljes XBP1 mRNS (a teljes hosszisagu €s a szerkesztett mRNS 6sszege)
hany sz4zal¢ka ment keresztiil az mRNS érésen (szerkesztett mRNS mennyisége).

Az eredményeink azt mutatjak, hogy az XBP1 mRNS érés szignifikansan emelkedett
azokban a sejtekben, amelyeket a PNLIP variansokkal transzfektaltunk a vad tipusu lipazzal
transzfektalt sejtekhez képest. Az XBP1 mRNS érés mértéke kozel 10 %-kal magasabb volt a
mutans lipdzzal transzfektalt sejtek esetében (A174P: 47+6,84 %, C254R: 46,43+£9,93 %,
G233E: 49,05+7,22 %, VA54F: 49,6+ 5,12%) a vad tipussal transzfektalt sejtekhez képest
(33,17+£5,4 %).
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20. abra. A PNLIP variansok hatasa az endoplazmatikus retikulum (ER) stressz
markerekre HEK 293T sejtekben.

A sejteket lizdltuk 48 ordaval a transzfekciot kovetden és dssz-RNS-t izoldltunk azokbol, amelyet reverz
transzkripcioval atirtuk ¢cDNS-s¢. (4) Az XBP1 mRNS splicingot PCR amplifikacio és agaroz gél
elektroforézis segitségével vizsgaltuk (felsé panel). A hasitott és nem hasitott DNS sdvok intenzitdsat
denzitometriaval szamszeriisitettiik. Az XBPI mRNS érés mértékét az alabbi formula alapjan
szdamoltuk: processzaltl(nem-processzalt+processzalt)*100. Az adatok 9 parhuzamos mérés dtlagat és
szorasat mutatjak. (B) A BiP mRNS expressziot kvantitativ RT-PCR-rel TagMan probakkal vizsgaltuk.
A BiP expresszios szintet GAPDH mRNS szintjére normalizaltuk, majd kiszamoltuk az expresszio
valtozast az iires pcDNA3.1(-) plazmid DNS-sel transzfektalt sejtekben mért értékekhez képest. A
diagram hat pdrhuzamos mérés datlagat és szorasat mutatjak. A statisztikai analizist az Anyagok és

Modszerek fejezetben leirtak alapjan végeztiik. *P < 0,05; **P <0,01; ***P < 0,001
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Az endoplazmas retikulum chaperon BiP expresszidja megndvekszik, amikor az ER-
ben tilsdgosan nagy mennyiségben vannak jelen a rosszul feltekeredett fehérjék. A BiP
mRNS szintjét RT-qPCR-ral és TagMan probaval vizsgaltuk a vad tipusi és mutans
lipazokkal transzfektalt sejtek cDNS mintaiban (20.B 4bra). A vad tipusu PNLIP altal
transzfektalt sejtekkel dsszehasonlitva 2,2-3,0-szoros BiP mMRNS expresszios szintndvekedés
figyelhetd meg a PNLIP varidnsok esetében. (Vad tipus: 1,03+0,32, A174P: 2,16+0,68,
C254R: 2,36+0,82, G233E: 2,52+0,71).

Az eredmények azt mutattak, hogy a felhalmozodott rosszul feltekeredett PNLIP
variansok ER stresszt indukalnak HEK 293T sejtekben.

5.2.3. PNLIP varidansok szekrécidja és feltekeredése AR42J sejtekben

Az acinus iranyba differencialt AR42J patkany hasnyalmirigy sejtek alkalmasabbak a
sejtvonal egyetlen hatranya, hogy kis hatékonysaggal transzfektalhaté plazmid vektorokkal.
Annak érdekében, hogy bejuttassuk a PNLIP gént az AR42J sejtekbe, rekombinans
adenovirus vektorokat hoztunk létre, amik hordozzak a vad tipusu €s mutans lipazt.
vizsgaltuk redukalo SDS-PAGE-t koveté Coomassie blue festéssel és immunoblottal (21.A
abra). Az eredmények megfelelnek a HEK 293T sejtvonalban kapottakkal. A vad tipusu lipaz
készségesen szekretalodott AR42J sejtekben, mig a PNLIP varidnsok szekrécids defektust
mutattak, mivel egyik lipaz varidnst sem tudtuk detektalni a transzduktalt sejtek médiumaban.

A PNLIP aktivitdsdit nem tudtuk meghatarozni a transzduktalt hasnyalmirigy sejtek
médiumaban, ami valdszinileg annak kdszonhetd, hogy magas az endogén lipaz enzim
szekrécidja, amely gyorsan degradalja a p-nitrofenil palmitat szubsztratot és elfedi a PNLIP
aktivitasat.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a PNLIP varidnsok AR42J sejten beliili
mennyiségét, feltartuk a sejteket 48 oraval a transzdukcidé utan, majd SDS-PAGE-t kovetd
western blot analizissel detektaltuk a lipazt (21.B abra). A kapott savokat denzitometria
segitségével szamszerisitettilk, majd GAPDH-ra normalizaltuk. Ezt kovetéen a vad tipusu
PNLIP fehérjemennyiségét tekintettilk 100 %-nak és ehhez viszonyitottuk a mutans lipazok
fehérjemennyiségét.

Az eredményeink azt mutattak, hogy a sejten beliili PNLIP G233E, C254R és V454F
fehérjeszintje kozel azonos a vad tipusu lipdz mennyiségével. Ezzel ellentétben az A174P
varians mennyisége lényegesen csokkent, valdszinlileg a sejten beliili degradacionak

koszonhetoen.
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21. abra. A vad tipusu és mutians PNLIP fehérjék expressziojanak vizsgalata AR42J
sejtekben.

A sejteket transzduktaltuk a PNLIP ¢DNS-t hordozé adenovirus vektorokkal, majd 48 ora utdn
PAGE és Coomassie Blue festéssel (felsd panel) és western blot analizissel (also panel) kovettiik. Az itt
bemutatott abrak hdarom parhuzamos kisérlet reprezentativ dabrdi. (B) A teljes sejtlizatum PNLIP
mennyiségét immunoblot analizissel is vizsgaltuk. Kontrollként GAPDH-t hasznaltunk. Hdrom
parhuzamos kisérlet reprezentativ abraja keriilt bemutatasra (felsé panel). A PNLIP fehérjék relativ
mennyiségét denzitometriaval szamszerisitettiik (alsé panel). A PNLIP relativ mennyiségét GAPDH-

ra normalizaltuk, majd a mutans lipazok expresszios szintjét a vad tipusu lipazhoz viszonyitottuk.
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5.2.4.ER stressz markerek vizsgdlata AR42J sejtekben

A PNLIP varidnsok szekrécios defektusa azt sejteti, hogy kialakulhat ER stressz a
patkany hasnyalmirigy sejtekben is. Ezért a HEK 293T sejtvonalon végzett kisérletekkel
megegyezden két ER stressz indikator szintjét vizsgaltunk: az XBP1 mRNS érést és a BiP
mRNS expresszidt 48 oraval a transzdukciot kovetden. A savok intenzitasat denzitometrias
analizissel vizsgaltuk, majd meghataroztuk, hogy a teljes XBP1 mRNS (a teljes hosszisagu és
a processzalt mRNS 0Osszege) hany szdzaléka az érett XBP1 mRNS (processzalt mMRNS
mennyisége). A lipaz varidnsokkal transzduktalt sejtek esetében 1ényegesen megnovekedett az
XBP1 mRNS érés (A174P: 65,89 + 10,91 %, C254R: 49,34 + 6,7%, G233E: 51,51 + 6%,
55,45 + 12,06 %) a vad tipust lipazzal transzduktalt sejtekben mért XBP1 éréshez képest
(30,82 £2,12%).

XBP1

<4— Nem processzalt
<“— Processzalt

XBP1 processzalas (%)

22. abra. A PNLIP variansok hatasa az endoplazmas retikulum (ER) stressz marker,
XBP1 mRNS érés mértékére AR42J sejtekben.

A sejteket feltartuk 48 oraval a transzdukciot kovetoen, majd 0ssz-RNS-t izolaltunk, amelybdl reverz
transzkripcioval ¢DNS-t szintetizaltunk. Az XBP1 mRNS érését PCR amplifikacioval és agaroz
gélelektroforézissel vizsgaltuk (felsd panel). A processzalt és nem-processzalt DNS savokat
denzitometraltuk, majd az alabbi formulat alkalmazva hatdaroztuk meg az XBP1 mRNS érés mértékét:
processzaltl(nem-processzalt+processzalt) *100 (alsé panel). A diagram hat pdarhuzamos kisérlet

atlagat és szorasat mutatja. A statisztikai analizist az Anyagok és Modszerek fejezetben leirtak alapjan

vegeztiik. **P < 0,01; ***P <(,001.
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A rosszul feltekeredett PNLIP varidnsok megkozelitdleg kétszeresére novelték a

patkany hasnyalmirigy sejtekben az XBP1 mRNS érést (22. abra).
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23. abra. A PNLIP mutansok hatasa az endoplazmas retikulum stressz marker BiP
expresszios szintjére AR42J sejtekben.

(A) A BiP mRNS expressziot kvantitaiv valosidejii PCR segitségével hataroztuk meg, TagMan probat
alkalmazva. A4 BiP expressziot GAPDH mRNS szintre normalizaltuk, majd az iires vektort tartalmazo
adenovirus vektorral transzduktdlt sejtek BiP mRNS szintjéhez viszonyitottuk. Az eredmények harom
fliggetlen kisérlet atlagat és szorasat mutatjak. (B) A BiP fehérje szintjét SDS-PAGE-et kdvet6 western
blot analizissel hataroztuk meg AR42J sejtekben. Kontrollként GAPDH-t haszndltunk. A gél harom
parhuzamos kisérlet egyikét mutatja (felsé panel). A BiP relativ mennyiségét denzitometridval
kvantitaltuk (also panel). A BiP savok mennyiségét GAPDH-hoz normalizaltuk, majd az iires vektort
tartalmazo adenovirusokkal transzduktalt sejtek BiP mennyiségehez viszonyitottuk. Az eredmények
harom mérés atlagat és szorasat demonstrdaljak. A statisztikai analizist az Anyagok és Modszerek

fejezetben leirtak alapjan végeztiik. **P < 0,01, ***P < 0,001
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Ezen feliil a BiP mRNS expresszios szintje is megemelkedett a PNLIP varidnsokkal
transzduktalt sejtek esetében (23.A é4bra).

A BiP mRNS mennyisége 4,0-7,8-szor magasabb volt azokban a patkany hasnyalmirigy
sejtekben, amelyeket PNLIP Al174P (7,57+0,85), G233E (5,1+£1,03) és C254R (3,97+0,86)
PNLIP gént hordozé adenovirusokkal transzduktéaltunk, dsszehasonlitva a vad tipusu lipazt
expresszalo sejtekkel (2,02+0,71). Erdekes modon, a BiP mRNS szintje azokban a sejtekben,
amelyek V454F (31,3+5,04) mutanst expresszaltak 15-sz6ros emelkedést mutatott a vad
tipusu lipazzal transzduktalt sejtekhez viszonyitva.

Annak érdekében, hogy megerdsitsiik, a mutdciét hordoz6 lipdzok nemcsak mRNS
szinten, hanem fehérje expresszids szinten is okoznak kiilonbségeket megvizsgaltuk a BiP
fehérje mennyiségét az AR42J sejtek esetében (23.B abra) western blot analizissel.

A BiP fehérjesavok intenzitasat denzitometriaval szamszer(sitettiik, majd a GAPDH-ra
(belsé kontrol) normalizaltuk. Ezt kovetdéen az iires vektorral transzduktalt sejtekben
megtalalhatd BiP mennyiségét tekintettik 100 %-nak (annak érdekében, hogy az
eredményeink Osszehasonlithatdak legyenek a qPCR soran kapott adatokkal) és ehhez
viszonyitottuk a vad tipust és mutans lipazokkal transzduktélt sejtek BiP mennyiségét.

Meglepé modon a BiP fehérje mennyisége kdzel azonos volt a vad tipusu lipazzal,
illetve az A174P, G233E ¢és C254R varidnsokkal transzduktalt sejtek esetében is. Kizardlag a
V454F esetében volt megfigyelhetd kétszeres fehérje mennyiség novekedés. A jelenség
lehetséges magyarazata, hogy a fehérjemennyiséget olyan tényezdk is befolyasoljak, amelyek
fliggetlenek az mRNS mennyiségétdl (fehérje moddositasok, degradacid, stb.). Ezen feliil a
fehérjeszintézis 1ddigényes folyamat és 1dOben késleltetve koveti a transzkripcios
valtozasokat. Mivel az mRNS és a fehérje expresszidt azonos id6ben vizsgaltuk (48 oéraval a
transzdukciot kovetden), eléfordulhat, hogy fehérjeszinten késdbb tapasztaltunk volna
jelentdsebb valtozast, de kisérleteink foként az mRNS valtozasokra fokuszaltak.

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy az altalunk vizsgalt mutaciok szekrécids defektust
okoztak, ennek kovetkeztében a lipadz varidnsok felhalmozddtak a sejtekben és ER stresszt
indukaltak. Megfigyeléseink arra engednek kdvetkeztetni, hogy a lipaz varidnsok novelhetik a

hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasanak kockazatat.
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6. DISZKUSSZIO

A mezotripszin egy kiilonleges human emésztd protedz, amely nagy valosziniiséggel
arra evolvalddott, hogy eméssze az étkezési tripszin inhibitorokat (48,49,56,59,105-107). A
mezotripszin csak Kismértékben gatolhatd a fehérje proteaz inhibitorokkal, ami az S2'
alhelyen talalhat6 tolt6tt hosszt oldallanccal rendelkezdé Argl98 aminosavnak kdszonhetd. Ez
az aminosav csere akaddlyozza az inhibitor kotddését. A sztérikus valtozasokbol eredd
csOkkent kotddés nemcsak azt vonja maga utan, hogy a tripszin inhibitorok gyengébb
mértékben gatoljak a mezotripszint, hanem azt is, hogy a proteaz hatékonyan emészti azokat a
reaktiv hurok hasitasaval. Az Arg198 aminosavcserén kiviil szamos mas oldallanc cseréje is
megfigyelhetd a mezotripszinben, amelyek megkonnyitik az inhibitorok emésztését (60).

Korabbi megfigyelések azt mutattdk, hogy a mezotripszin inaktivalni képes a
hasnyalmirigy acinus sejtjei altal termelt tripszin inhibitort, a SPINK1-et, melynek feladata,
hogy védje a hasnyalmirigyet potencialisan a szerven beliil megjelend patologias tripszin
aktivitas ellen (15,105). A funkcionalis SPINKI1 csokkenése fokozhatja a pancreatitis
kialakuldsanak esélyét. A csokkent SPINK1 mennyiség lehet genetikai eredetti a SPINK1
génben eléforduld funkcidveszté mutdcid eredménye, illetve a kronikus hasnyalmirigy-
gyulladas kovetkezménye is. A CTRC protedz szintén szabalyozza a koros tripszin aktivaciot
a hasnyalmirigy védelmében (62). Azt feltételeztiik, hogy a CTRC hasitasok hatassal lehetnek
a mezotripszin funkcidjara oly modon, hogy mérséklik a SPINK1 lebomlasat.

A CTRC szabéalyoz6 szerepét mar karakterizaltdk a két fO tripszinogén izoforma
(kationos és anionos) esetében. A kationos tripszinogénben a CTRC hasitohely a kalciumkotd
hurokban a Leu81 utan talalhat6 (41,83,108). A CTRC altali hasitast egy triptikus hasitas
koveti az Argl22 aminosav utan, amely a tripszin bomlasat ¢és ezaltal inaktivaciojat
eredményezi. Ezen feliil az aktivacios peptidben is talalhaté egy CTRC hasitohely a Phel8
utan, a hasitas soran egy N-terminalis tripeptidet tavolit el (83,109). Ez a hasitas gyorsabb
autoaktivaciot eredményez, mivel a tripszinogén aktivacios peptidjében megtalalhato tetra-
aszpartat motivum ¢és az Asp218 kozotti gatld kolcsonhatas felszabadul (109). A két
szabalyozé hasitas eredményeképpen a kationos tripszinogén autoaktivacid kezdeti sebessége
nd, mig a végso tripszin aktivitas csokken (83). Az aktiv tripszin koncentracio csokkenése véd
a hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasa ellen. A CTRC funkcidévesztéses mutacioi novelik a
kronikus hasnyalmirigy-gyulladas kockazatat (101). Azon PRSS1 mutaciok, amelyek csaladi
halmozodasa figyelhetdé meg, kronikus hasnyalmirigy-gyulladassal asszocialtak, csokkent

CTRC-fiiggd tripszinogén degradacion vagy megndvekedett CTRC altali N-terminalis
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processzalason keresztiil. A végeredmény mindkét esetben az autoaktivacio fokozodasa. Azok
megnovekedett aktiv tripszin koncentraciot eredményeznek, amely noveli a hasnyalmirigyen
beliili tripszin aktivaciot és a hasnyalmirigy-gyulladas kockazatat (62).

Az anionos tripszinogén (PRSS2) CTRC altali autoaktivacidja egy sokkal szorosabban
szabalyozott folyamat, mivel egy extra hasitast figyelhetiink meg a tripszinogén autolizis
Cys139-Cys206 diszulfid hid, ezaltal fogékonyabb a degradaciora. Ennek eredményeképpen a
CTRC sokkal hatékonyabb az anionos tripszin proteolizisében, amely azt is magyarazza,
miért nem azonositottak anionos tripszinogén mutaciokat oOrokletes hasnyalmirigy-
gyulladadsban. A CTRC altali N-terminalis processzalas nem fokozza az anionos tripszinogén
autoaktivaciojat. Ellentétben egy enyhe gatlast figyelhetink meg (54) az Asp218—Tyr
evolucids mutacionak koszonhetéen, amely megtalalhato a legtobb emlés tripszinben.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a CTRC altali Phel8 ¢és Leu81 hasitisa a
mezotripszinben is konzervalt és hasonld hatést figyelhetiink meg, mint a tobbi tripszinogén
esetében. Emellett a kationos tripszinogéntdl eltéréen a CTRC az autolizis hurokban is
hasitotta a mezotripszint Phel50 és Leul48 aminosav oldallancok utan. A hasitasi termék
viszonylag stabilnak bizonyult. Ezért kivancsiak voltunk a mezotripszin autolizis hurokban
bekovetkez6 hasitdsok funkcidra gyakorolt lehetséges hatdsara.

Az autolizis hurok hasitdsa homolog szerin protedzokban, tobbek kozott a trombinban
¢és az Xa faktorban megvaltozott katalitikus aktivitasrol és bizonyos foku funkciovesztésrol
tanuskodnak (110,111). Azt feltételeztiik, hogy a mezotripszin hasonloképpen szabalyozott a
CTRC altal, végeredményben az autolizis hurok hasitdsa megvédheti a SPINKI-et a
degradaciotol. Annak érdekében, hogy kizardlag az autolizis hurok hasitas hatasat vizsgaljuk,
egy L81A-mezotripszin varianst hasznaltunk.

Eredményeink azt mutattdk, hogy az L81A-mezotripszin CTRC altali hasitasa a Kp
érték emelkedésének koszonhetden jelentésen csokkenti a proteaz katalitikus aktivitasat. A
CTRC atali hasitas kovetkezményeként az SBTI tripszin inhibitor kotédése tizedére csokkent
¢és az SBTI proteolitikus emésztése is lassult. A jelenség minden bizonnyal annak kdszonhetd,
hogy megvaltozik a szubsztrat és a szubsztratkto alhelyek kdlcsonhatasa a mezotripszinben.

A tripszinogének egy poszttranszlacios szulfatdldson mennek keresztiil, melynek soran a
Tyr154 szulfatalodik (112). Mas emldsokben ez a tripszinogén szulfatalas nem figyelhetd
meg és a modositas emberben betdltott fiziologias szerepe egyeldre még nem tisztazott. A
szulfatalas kismértékben novelte a kationos tripszinogén autoaktivaciojat ¢és modositotta az

S2' szubsztratkotd alhely szelektivitasat (50,52). Egy az afrikai populaciokban gyakori
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anionos tripszinogén mutacid megsziinteti a tripszinogén szulfatalasat, de kimutattak, hogy az
nem fokozza a hasnyalmirigy-gyulladas esélyét (47). Vizsgaltuk a CTRC hasitas hatasat a
szulfatalt L81A-mezotirpszin esetében is, mivel a Tyr154 az autolizis hurok kozelében
helyezkedik el. Kisérleteink azt mutattak, hogy a szulfatalas kismértékben noveli a CTRC
altali hasitds mértékét a mezotripszin autolizis hurokban. lgazoltuk, hogy a szulfatalt
mezotripszin 0tszOr gyorsabban hasitotta a marha B-kazeint, mint a nem szulfatalt protedz,
mig a tripszin inhibitorok emésztése csak kismértékben ndvekedett. Habar az autolizis hurok
CTRC altali hasitasa erdsen befolyasolta a gatld hatast a nem szulfatalt és a szulfatalt L81A-
mezotripszin forma esetében is.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a kisérleteink sordan demonstraltuk, hogy a
mezotripszin autolizis hurok hasitasa CTRC-vel jelent6sen csokkenti a proteaz aktivitasat és a
SPINK1 tripszin inhibitor degradaciét. Ennek eredményeként a SPINK1 képes
megakadalyozni a hasnyalmirigyen beliili tripszin aktivaciot és hasnyalmirigy-gyulladas
kialakulasat. Ez a mechanizmus egy ujabb aspektusa a CTRC védd szerepének a

hasnyalmirigyen beliil.

A kozelmultban 23 ritka heterozigota PNLIP varianst azonositottak nem alkoholos
kronikus hasnyalmirigy-gyulladasos betegekben és kontroll csoportokban egyarant. A
funkcionalis vizsgalatok azt mutattadk, hogy a PNLIP variansok jelentds része megfeleléen
szekretalodik a transzfektalt sejtekbdl, mig négy PNLIP varians (A174P, G233E, C254R,
V454F) csokkent szekréciot mutatott (103).

A szerkezeti modellezés azt mutatta, hogy a PNLIP mutaciok koziil az A174P, G233E
¢s C254R a lipaz N-terminalis domén magjaban talalhatéak, kozel az aktiv helyhez, mig a
V454F a C-termindlis doménben lokalizalt a szubsztratkotd hely kozelében. Aminosav
szekvencidk Osszehasonlitdsa alapjan megallapithatd, hogy az érintett mutacid helyek
konzervaltak a human emlds hasnyalmirigy lipdzokban. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy
ezek az aminosavak kritikus szerepet jatszhatnak a lipaz szerkezetének stabilizalasaban. Ezért
funkcionalis vizsgalatokat végeztiink HEK 293T ¢és differencialt AR42J sejtvonalakon, hogy
tanulmanyozzuk a négy PNLIP varians sejtes kornyezetre gyakorolt hatasat.

A PNLIP variansok expresszalodtak, de bent ragadtak és felhalmozodtak a sejtben
rosszul feltekeredett fehérje aggregatumokként. A rosszul feltekeredett fehérjék sejten beliili
felhalmozodasa megemelte az ER stressz markerek szintjét (XBP1 splicing, BiP mRNS
expresszid) a vizsgalt sejttipusokban. A legnagyobb hatas a PNLIP V454F variansnak
tulajdonithato, amely tobb mint egy nagysagrenddel novelte a BiP mRNS szintjét az AR42J
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sejtekben. A PNLIP misszensz mutaciok szerepe kevéssé ismert a hasnyalmirigyet érintd
betegségekben (29,113).

A hasnyalmirigy lipaz deficiencia egy ritka betegség, amelynek egy érdekes genetikai
esetét Behar ¢és munkatarsai irtak le. Kozleményiikben velesziiletett lipaz hiannyal
diagnosztizalt testvérpar kortorténetét irtak le. Erdekes, hogy a betegek exokrin hasnyalmirigy
elégtelenségben is szenvedtek, amely csokkent elasztazszintet eredményezett a székletben, ez
pedig felvetette a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas lehetdségét. A PNLIP gén szekvenalasa
homozigota mutaciot azonositott mindkét betegnél (29). A Thr221—Met mutacié a lipaz N-
terminalis domén magjaban talalhat6. Habar a T221M mutécio az aktiv hely kozelében van,
funkcionalis karakterizalds azt vetitette eldre, hogy a lipdz hiany a fehérjék helytelen
feltekeredésének ¢és sejten beliili felhalmozodasuknak kdszonhetd, nem pedig a csokkent lipaz
aktivitasnak (102). A rosszul feltekeredett T221M PNLIP fehérje ER stresszt indukalt, mivel
fokozodott az XBP1 mRNS érése és a BiP expresszio szintje. Ez az eredmény azt feltételezi,
hogy a homozigota PNLIP mutaciok szerepet jatszhatnak a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas
kialakulasaban és az aktivalt ER stressz utvonalak a betegség rizikofaktorainak tekintheték
(102,114). Mivel a testvérpar sziilei, akik a T221M mutacié heterozigdta hordozoi voltak nem
mutattak semmilyen tiinetet arra kdvetkeztethetiink, hogy a mutécio heterozigota formaja nem
okoz kronikus hasnyalmirigy-gyulladast (29). A kozelmultban az 6rokletes PNLIP deficiencia
egy masik esetét is leirtak egy ikerparnal (113). A PNLIP gén szekvenalasaval a betegekben
mindkét allélt érint6 compound heterozigdta mutaciokat (W102X, R188C) azonositottak. A
W102X nonszensz mutacidé csokkent aktivitdshoz vezet a korai transzlacido terminalas
kovetkeztében, mig az R188C misszensz mutacid abnormalis diszulfidkotések kialakulasaval
valoszinlileg hibas lipaz feltekeredést és csokkent szekrécidt okoz. Habar a funkcionélis
karakterizalas még varat magara, feltételezhetéen ezen mutaciok kombinalt hatasa hasonlo a
homozigota T221M mutacidé hatasdhoz. A rosszul feltekeredett fehérjék altali ER stressz
indukci6 a krénikus hasnydlmirigy-gyulladas kialakulasaban ¢€s eldrehaladasaban egy gyakori
patoldgiai Gtvonal (114).

A CPAI az egyik f6 emészt6 proteaz a human hasnyalban (112,115). Szamos olyan
heterozigdota CPA1 mutaciot karakterizéltak kronikus hasnyalmirigy-gyulladdsos betegben,
amelyek csokkent szekréciot mutatnak és ER stresszt valtanak ki (37). A kronikus
hasnyalmirigy-gyulladassal asszocidlt CPAl N256K mutaci6 a fehérje helytelen
feltekeredését eredményezi, ami szekrécios defektushoz vezet. A CPA1 N256K knock-in
egérmodellben végzett kisérletek azt mutattdk, hogy a mutaci6 misfoldingon és ER stressz
novelésen keresztiil spontan és progressziv kronikus hasnyalmirigy-gyulladdst eredményez
(99).
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A kationos tripszinogén, amelyet a PRSS1 gén kodol nagy mennyiségben szekretalodik
a human exokrin hasnyalmirigy 4altal. Azonositottak olyan ritka heterozigota PRSSI1
mutaciokat (R116C, C139S), amelyek kronikus hasnyalmirigy-gyulladassal asszocialtak,
csokkent tripszinogén szekrécidt okoznak €s a fehérje helytelen feltekeredése miatt a sejten
beliil felhalmozddnak (86,114). A kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban azonositott
mutaciokat hordozé PRSS1 génnel transzfektalt sejtek funkcionalis karakterizalasa fokozott
ER stresszt mutatott. Habar a PNLIP az egyik legnagyobb mennyiségben szekretalt enzim a
human exokrin hasnyalmirigy altal, az expresszidja valamelyest alacsonyabb a CPA1-nél és a
PRSS1-nél, a human hasnyal fehérje analizise alapjan (112) és mRNS expresszios adatok
alapjan a GTEx portal szerint (Genotype-Tissue Expression) (116).

Az expresszios adatokbol és a variabilis klinikai fenotipusokbdl arra kdvetkeztethetiink,
hogy az éltalunk vizsgalt heterozigota PNLIP mutdciok enyhébb ER stresszt és sejtkarosodast
indukélnak, mint a rosszul feltekeredd CPA1 ¢és PRSS1 mutaciok, amelyek kronikus
hasnyalmirigy gyulladdssal jarnak. A kordbban karakterizalt T221M PNLIP mutanssal
Osszevetve eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a lipdz mutacidk homozigota
formaban eredményeznek hasnyalmirigy-gyulladast.

Osszefoglalva, karakterizaltuk négy potencidlisan patogén PNLIP muticié sejtre
gyakorolt hatasat sejtvonalas modellrendszerben. Azt talaltuk, hogy az A174P, G233E,
C254R ¢és V454F mutaciok PNLIP feltekeredési hibat, sejten beliili felhalmozddast, fehérje
aggregaciot és ER stresszt indukalnak. Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
vizsgalt PNLIP mutaciok kockézati tényezOk a kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban, de
heterozigota forméaban tovabbi kockéazati tényezOk jelenléte sziikséges a betegség

kialakulasahoz.
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7. OSSZEGZES

Munkém soran két hasnyalmirigy altal termelt emésztdenzim vizsgalatat végeztem.

A 6 human tripszin izoformakkal Osszevetve a mezotripszin egyedi sajatsagokkal
rendelkezik, mivel nem gatoljak a tripszin inhibitorok, illetve képes bontani a protedz
inhibitorokat. Ilyen tobbek kozott a SPINK1, amely azért felelds, hogy megakadalyozza a
tripszinogén korai aktivaciojat a hasnyalmirigyen beliill. A CTRC szabélyoz6 szerepe jol
ismert a kationos ¢és anionos tripszinogének aktivaciojaban. A CTRC ndveli az autoaktivaciot
azaltal, hogy hasitja az enzimek aktivacids peptidjét, ezen kiviil a tripszinek kalcium-k&to
tripszinogén tovabbi CTRC hasitohelyeket tartalmaz. Kutatasaink a mezotripszinogén CTRC
altali proteolitikus szabalyozasara iranyultak. A mezotripszinogénben a Leu81 hely mellett
egy tovabbi hasitohelyet is azonositottunk az autolizis hurokban. Eredményeink azt mutattak,
hogy a CTRC Aéltal hasitott mezotripszin elvesztette katalitikus aktivitasat, hiszen kisebb
hatékonysaggal emésztette a szubsztratjait, amit a Ky 10x-es ndvekedése igazolt.
Végeredményként elmondhatd, hogy a CTRC védi a hasnyalmirigyet a korai tripszin
aktivaciotol, mivel a mezotripszin a CTRC altali hasitasokat kovetden inaktivalodik, igy nem
tudja hasitani a védé SPINK1-et.

A human hasnyalmirigy-gyulladés kialakulhat tripszin-fliggetlen mechanizmusok soran
i1s. Az egyik ilyen mechanizmus, amikor a hasnyalmirigy altal termelt emésztéenzimek
rosszul tekerednek fel, igy bent ragadnak a sejten beliil, aggregalodnak és beinditjak az UPR
¢és az ER stresszvalaszt. A kozelmultban két eurdpai hasnyalmirigy-gyulladdsos kohorszban
fiatal betegekben és kontrollokban azonositottak négy heterozigota hasnyalmirigy lipaz
(PNLIP) mutaciot (A174P, C254R, G233E, V454F), amelyek csokkent PNLIP szekréciot
mutattak. Célunk volt annak meghatarozasa, hogy ezek a mutaciok patogének vagy
illetve ER stressz markerek szintjét HEK 293T és AR42] sejtvonalon. Eredményeink azt
mutattak, hogy a mutaciok szekrécios defektussal rendelkeznek. Igazoltuk, hogy a PNLIP
mutansok sejten beliili oldhatatlan aggregatumokat alkotnak és felhalmozodnak a sejtekben. A
PNLIP mutansok expresszidja ER stressz indukciot eredményezett, amelyet a fokozott XBP1
mRNS érés és az emelkedett ER chaperon, BiP szint jelzett HEK 293T és AR42J sejtekben.
Eredményeink azt mutatjak, hogy habar a PNLIP variansok dnmagukban nem alkalmasak a
kronikus  hasnyalmirigy-gyulladas  kialakulasdhoz, de mas rizikofaktorok egyiittes

megjelenésével novelhetik a betegség kialakuldsanak kockazatat.
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7. SUMMARY

In my work | examined two digestive enzymes produced by the human pancreas.

Mesotrypsin is a unique human trypsin isoform, because it has several unusual
properties. Mesotrypsin cannot be inhibited by trypsin inhibitors, but it is able to degrade
protease inhibitors, including SPINK1, which is responsible for preventing early activation of
trypsinogen within the pancreas. The regulatory role of CTRC is well known in the activation
of cationic and anionic trypsinogens. CTRC enhances autoactivation by cleaving the
activation peptide of trypsinogens. Besides that CTRC cleaves the calcium-binding loop of
trypsins after Leu81, which cause trypsin autodegradation. The anionic trypsinogen contains
an additional CTRC cleavage site in the autolysis loop. Our research focused on the effect of
CTRC on the regulation of mesotrypsinogen activation. An additional CTRC cleavage site
was identified in the autolysis loop of the mesotrypsinogen. Our results showed that CTRC-
cleaved mesotrypsin lost its catalytic activity. The substrates were digested with less
efficiency, as evidenced by a 10 fold increase in Ky, values. Our data demonstrate that CTRC
protects the pancreas from early trypsin activation because mesotrypsin is inactivated after
cleavage by CTRC, as a consequence it cannot cleave the protective SPINK1.

Chronic pancreatitis can also develop through trypsin-independent mechanisms. One of
these mechanisms is when the pancreatic digestive enzymes are misfolded, retained inside the
cells and aggregated and triggered the UPR and ER stress response. Recently, four pancreatic
lipase (PNLIP) mutations (A174P, G233E, C254R, V454F) were identified in two European
pancreatitis cohorts in young patients and also in controls that showed decreased PNLIP
secretion. Our aim was to determine whether these mutations are pathogenic or harmless
variants. We examined protein secretion, intracellular aggregation and the level of ER stress
markers in HEK 293T and AR42J cells. Our results showed that the mutants had secretory
defect. Additional analyses confirmed that PNLIP mutants form insoluble aggregates after
accumulation within the cells. The PNLIP mutants induced ER stress as the level of ER stress
markers (XBP1 mRNA splicing and the expression of BiP chaperone) were elevated both in
HEK 293T and AR42] cell lines. Our results show that although PNLIP variants alone are not
suitable for development of chronic pancreatitis, but they can increase the risk of developing

the disease by the co-occurrence of other risk factors.
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