DOKTORI (PHD) ERTEKEZES TEZISEI

A Tyl retrotranszpozon proteaz enzimatikus
sajatsagainak és human tripszinek gatolhatosaganak
vizsgéalata

Gazda Livia Diana

Témavezeto: Dr. Tozsér Jozsef

S
S

@

DEBRECENI EGYETEM
MOLEKULARIS SEJT- ES IMMUNBIOLOGIAI DOKTORI ISKOLA

Debrecen, 2023



A Tyl retrotranszpozon protedz enzimatikus sajatsagainak és human
tripszinek gatolhatésaganak vizsgalata

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
elméleti orvostudomany tudomanyagaban

Irta: Gazda Livia Diana, okleveles molekularis biologus
Készilt a Debreceni Egyetem Molekularis Sejt- és Immunbioldgiai doktori iskolaja keretében
Témavezet6: Prof. Dr. T6zsér Jozsef

A doktori szigorlati bizottsag:
elnok: Prof. Dr. Balogh Istvan, MTA doktora
tagok: Dr. Ambrus Attila, MTA doktora
Dr. Csoma Eszter, PhD

A doktori szigorlat idépontja: Debreceni Egyetem AOK, Elméleti Témb 5. szamui
szeminariumi  tanterem,

2023. janius 15, 10:30

Az értekezés biraloi:
Dr. Boros Eszter, PhD
Dr. Docsa Tibor, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Balogh Istvan, MTA doktora
tagok: Dr. Boros Eszter, PhD
Dr. Docsa Tibor, PhD
Dr. Ambrus Attila, MTA doktora
Dr. Csoma Eszter, PhD

Az értekezés védésének idépontja: Debreceni Egyetem AOK, Belgyogyaszati Intézet "A™ épiilet
tanterem, 2023. janius 15, 13:00



1. BEVEZETES

1.1 A proteazokrol altaldban

Az enzimek az 6sszes ¢él6lényben el6forduld biokatalizatorok, amelyek a peptidkdtés
hidrolizisének sebességet gyorsitjak fel. A proteazok minden szervezet szamara
nélkilozhetetlen enzimek. Az emberi szervezetben részt vesznek tobbek kozott az
emésztésben, véralvadasban, jelatviteli Utvonalakban, és az immunrendszer megfeleld
mukodésében. Mivel a biokémiai Utvonalak fontos résztvevoi, rendellenes miukodésiik
patologias allapotot idézhet eld, mint példaul daganatos, gyulladasos megbetegedések vagy
neuro-degenerativ  rendellenességek. A virusokban és egyeb mikroorganizmusok
életciklusaban is kulcsfontossagu szerepet toltenek be.

A legismertebb proteazok emésztdenzimek, mint példaul a gyomorban termelddd
pepszin, ami egy aszpartil protedz, vagy a hasnyalmirigyben termel6do tripszin, ami a szerin
protedzok csoportjaba tartozik. A viralis protedzok kozul a legjobban karakterizalt a HIV-1
protedz, ami terapias célpontént is szolgal, ezért a retroviralis €s retrovirus-szerti aszpartil
proteazok karakterizaldsa az utobbi évtizedekben el6térbe kertilt.

1.2 Az aszpartil és szerin proteazok

Az aszpartil protedzok kdzul sz&mos enzim ismert és jol karakterizalt, ebbe a csoportba
tartozik példaul a pepszin, renin, katepszin D, katepszin E. A Nemzetkozi Biokémiai és
Molekuléris Bioldgiai Unié (International Union of Biochemistry and Molecular Biology,
IUBMB) besorolasa szerint az aszpartil protedzok az altaluk katalizalt reakcié alapjan a
hidrolazok és ezen belll olyan endopeptidazok, amelyek katalitikus helyén aszpartat aminosav
talalhatd (EC 3.4.23). Ezekre az enzimekre 0sszességében jellemzd, hogy a katalitikus
aszpartat koriili motivum a kovetkez6: Xaa-Xaa-Asp-Xbb-Gly-Xbb, ahol az Xaa hidrofob
aminosav, az Xbb pedig szerin vagy treonin. A csoport mas klinikai szempontbdl fontos
aszpartil protedzokat is magaba foglal, mint példaul az 1-es tipusu human immundeficiencia
virus (HIV-1) protedz (PR) vagy a Saccharomyces cerevisiae-eredetii Tyl retrotranszpozon
proteazt. A transzlacié soran egy fehérjelancot kddold gén irddik at és két monomer fehérjelanc
dimerizalova hozza létre az aktiv enzimet.

A szerin proteazok csaladjdban sok viralis illetve emésztd enzimet talalhatunk. Ide
tartoznak példaul az emészté enzimek, mint a kimotripszin és tripszin. A szekvencia, a
negyedleges szerkezet, valamint a katalitikus aminosavak sorrendjére alapozva korulbelil 14
klant és 50 csaladot kiilonboztethetiink meg a szerin protedzokon beliil. A legtobb peptidaz az
S1 csaladon beliil prekurzorként szintetizalodik, egy N-terminalis szignalt tartalmaz, aminek
az eltavolitasa limitalt proteolitikus hasitast igényel, igy aktivalva az enzimet. A szerin, treonin
és cisztein peptidazok abban kilénbdznek az aszpartil, glutamat és metalloproteazoktol, hogy
a viz helyett az aktiv centrum nukleofilje egy aminosav rész. Ennek kdvetkezményeképp az
acil intermedierek csak a szerin, treonin és cisztein peptidazok altal katalizalt reakcidkban
johetnek létre. Szerin peptidaznak nevezziik azokat a proteazokat, ahol a kalatitikus aktivitas a



szerin hidroxil csoportjan alapszik, ami nukleofilként fogja tamadni a peptidkdtést a
szubsztratban.

1.3 Az aszpartil és szerin proteazok gatloszerei

Az aszpartil proteazok altalanos erds inhibitora a hat aminosavbol (lva-Val-Val-Sta-
Ala-Sta; Iva: izovaleril, Sta: sztatin) all6 peptid, a pepsztatin A. Az acetil-pepsztatin a
pepsztatin A N-acetil szarmazéka (Ac-Val-Val-Sta-Ala-Sta-OH; Ac: acetil), az aszpartil
proteazok aktiv centrumahoz kotédik, a kotédés kovetkeztében tetraéderes allapot alakul ki,
mert az aktiv centrum aszpartatjai a peptid kozepén elhelyezkedd sztatin OH csoportjaval
1épnek kolcsonhatasba, igy a hidroliziskor az aktiv helyre ko6t6d6 katalitikus vizmolekula
kiszorul a reakciobol. Az acetil-pepsztatin majdnem azonos kémiai szerkezettel rendelkezik,
mint a pepsztatin A, azonban az acetil-pepsztatin hatékonyabb gatloszere a retroviralis eredetii
proteazoknak, mint a pepsztatin A in vitro kisérletekben.

A szerin proteazok és inhibitoraik a legjobban kutatott fehérje komplexek kdzé
tartoznak. A kiilonboz6 tipusu inhibitorokat a hatasmechanizmusuk alapjan kilénboztetjuk
meg és harom csoportba sorolhatjuk, i) kanonikus vagy mas néven standard mechanizmusu, ii)
nem-kanonikus és iii) szerpin-tipusu inhibitorokrdl beszélhetlink. A kanonikus inhibitorok egy
konvex-kot6 hurkon keresztiil kotédnek az enzimekhez, amely az aktiv centrumba illeszkedik.
A géatladsi mechanizmus nagyon hasonlit egy idealis szubsztrat koétéséhez. A kanonikus
inhibitorok csoportjaba tartozik a Kazal 1-es tipusy szerin proteaz inhibitor (SPINK1), amely
a human hasnyalmirigy acinus sejtjeiben termelédve a tripszin id6 el6tti aktivalodasat és igy a
szerv Onemésztddését gatolja.



2. CELKITUZESEK

Habar az S. cerevisiae Tyl retrotranszpozon proteaz tisztitdsi protokollja régota
elérhetd volt, a proteazt biokémiai szempontbdl nem karakterizaltak, ezért kutatdcsoportunk
célul tlizte ki a proteaz enzimatikus tulajdonsagainak feltérképezését. Célunk volt az enzim
tisztitasat kovetden a proteaz szamara optimalis koriilmények meghatirozasa, az enzim
aktivitasanak ¢€s specificitdsanak tanulmanyozésa, kiillonb6z0 protedz inhibitorok hatasanak,
valamint a szerkezeti sajatsdgok in silico modszerekkel torténé vizsgalata. A biokémiai
sajatsagokat minden esetben mas retroviralis és retrovirus-szerti proteazok tulajdonsagaival
kivantuk d&sszehasonlitani, az &ltalanos hasonldsagok és kulonbségek meghatérozasa
erdekében.

A kronikus hasnyalmirigy-gyulladas kivaltd oka genetikai szempontbol komplex,
kialakithatja a PRSS, CTRC, SPINK1, CPA1 genek mutacioja. A mutaciok két patoldgiasan
kiilonb6z6 utvonalon vezetnek a betegség kialakulasahoz. Az egyik utvonal a megndvekedett
tripszin aktivitast jelenti a hasnyalmirigyen belll, a masik pedig a hibas fehérje folding altal
okozott funkcid vesztést foglalja magaba. A SPINKI tripszin inhibitor fiziologiasan az idd
elotti tripszin aktivaciot gatolja a hasnyalmirigyben, ezért a mutaciok, amelyek a SPINK1 gént
érintik, rendellenességet okozhatnak a tripszin aktivacioban. Betegektdl vett mintakbol a
SPINK1 N34S, illetve sz&mos mas mutaciot is kimutatott tobb kutatocsoport és feltételezték,
hogy szerepet jatszhat a hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasaban. A szdmos tanulmany ellenére
a mechanizmust, ami emogo6tt all nem vizsgaltak, ezért célul thztik ki a human tripszin
kationos és anionos izoforma szulfatalas hatasanak vizsgalatat a SPINK1 inhibitor kotésére,
valamint a SPINK1 kiilonb6z6 mutansainak hatdsat a proteaz-inhibitor kotés erdsségére.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 A Tyl proteaz vizsgélata
3.1.1 A Tyl proteaz klonozéasa, expresszidja és tisztitasa

A Tyl Gag-PR-Hise-t kddolé pET11a vektort Dr. J.F. Lawler kutatdcsoportja (The
Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA) bocsajtotta
rendelkezéslinkre. A Tyl protedzt kodolo szekvenciat pET1la vektorba klonoztuk PCR
modszerrel. A protedzt Gag-PR és PR forméban BL21(DE3) Escherichia coli sejtekben
termeltik. Mig a Tyl Gag-PR-Hise fehérjét a szolubilis frakciobol nyertik ki és Ni-kelat
affinitas kromatografiaval tisztitottuk, a Tyl PR-t az inszolubilis frakcidbdl gélsziiréssel
tisztitottuk. A fehérjék tisztasagat a 14%-os SDS-PAGE modszerrel vizsgaltuk. A fehérjét
tartalmazé frakciokat ,,éleszt6 in vivo-szert” puffer ellen dializaltuk majd 10K, valamint 3K
Amicon Ultra 0,5 ml centrifugacsévek segitségével ultrasziiréssel koncentraltuk. A
fehérjekoncentracié meghatéarozasat Bradford mddszerrel végeztiik.

3.1.2 A Tyl proteéz azonositasa Western-blot modszerrel

A fehérjéket 14%-os poliakrilamid gélen valasztottuk el, majd nitrocelluléz membranra
transzferaltuk. A fehérjéket egér anti-His els6dleges antitestetel €s torma peroxidazzal
konjugalt kecske anti-egér maésodlagos antitesttel mutattuk ki. A  detektalashoz
kemilumineszcens szubsztratot hasznaltunk.

3.1.3 Aktivitas mérések szintetikus oligopeptid szubsztratokkal

A mérésekhez vizben oldott oligopeptid szubsztratot hasznaltunk, amit 0,2-1,2 mM
koncentracidban inkubaltunk 2-5 6ran &t 30°C-on TylPR-His6 vagy Tyl PR-ral (400-1600
nM). A hasitasi termékeket HPLC mddszerrel valasztottuk el. Az enzimkinetikai méréseket a
Tyl PR/IN hasitohelyet reprezentald oligopeptid szubsztrattal (VPTIN*NVHTS) végeztiik el.
A Kkinetikai paramétereket a 20% hidrolizis alatti mérési adatokbol szamoltuk.

3.1.4 A pH, ionerdsség, h6mérséklet és urea hatasa a Tyl proteaz aktivitasara

A kiilonb6z6 reakciokoriilmények hatasat a Tyl proteaz aktivitasaraa VPTIN*NVHTS
szekvencigju szintetikus oligopeptid szubsztraton vizsgaltuk. A Tyl PR-Hiss aktivitas pH
optimum értékenek vizsgalata soran az enzim reakciot 4 6ran at 30°C-on inkubaltuk, 6,5-t61
9,0-ig terjedo pH érték skalan. Az ionerdsség hatasat az aktivitasra 0,5-t61 2 M-ig terjedé NaCl
koncentracié mellett hataroztuk meg. A proteaz hdmérsékleti optimumat 18-t0l 37°C-ig terjedd
skalan vizsgaltuk. Az urea disszociacios allando (UCsg, a homodimer enzim aktivitdsanak
50%-os csokkenését eredményezd urea koncentracid) meghatarozasat olyan pufferben (pH 8,0)
végeztik el, ami 0,05-0,25 M ureét tartalmazott.

3.1.5 A Tyl proteaz gatlas vizsgalata



A gatlasi vizsgalatok soran kiilonb6z6 HIV-1 protedz gatloszerek hatasat vizsgaltuk
Tyl PR-Hise aktivitasara. A vizsgalt gatloszerek a kovetkezOk voltak: atazanavir, nelfinavir,
saquinavir, darunavir, amprenavir, lopinavir és tipranavir HIV-1 proteaz gatlok, az acetil-
pepsztatin és pepsztatin A &ltalanos aszpartil proteaz inhibitorok. Az 50%-0s gatlashoz tartozo
inhibitor koncentracid (ICso) meghatarozasahoz az acetil-pepsztatint 100 nM-t6l 1000 nM-ig
terjedd koncentracid tartomanyban alkalmaztuk.

3.1.6 Fluoreszcens feheérje szubsztratok klénozasa, expresszidja és tisztitasa

A fluoerszcens fehérje szubsztrattal végzett kinetikai mérésekhez a munkacsoportunk
altal kidolgozott kisérletes rendszert alkalmaztuk, a rekombinans fehérjék el6allitasahoz az
eredeti pDest-Hiss-MBP-mTurquoise2 expresszios plazmidot moédositottuk. A restrikcios
enzimekkel hasitott vektorba két oligonukleotiddal kl6noztuk a (GGGGS)s flexibilis linkert
kodold szekvenciat, amit végul T4 DNS ligazzal kapcsoltunk dssze. A konstruktot TOP10 E.
coli-eredetii kompetens sejtbe traszformaltuk, majd a plazmidokat High-Speed Plasmid Mini
Kit-tel izolaltuk, és kapillaris DNS szekvenalasi eljarassal ellendriztik. A Tyl
retrotranszpozon protedz hasitohelyeit kédold szevencidkat a BamHI és Pacl restrikcios
endonukleazokkal linearizalt  pDest-Hiss-MBP-(GGGGS)s-mTurquoise2  plazmidba
klonoztuk. Az endonukledzokkal hasitott linearizalt plazmidot elészor 1% agar6z gélen
futtatuk meg, NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit-tel tisztitottuk, végul 150 ng tisztitott
linearis plazmidot 200 ng oligonukleotid primer-rel inkubaltunk és ligaltunk.

3.1.7 A fluoreszcens fehérje szubsztratok vizsgalata SDS gélelekroforézissel

A rekombinans fluoerszcens szubsztratokat BL21(DE3) E. coli sejtvonalban
expresszaltuk. A Hiss cimkével ellatott rekombinans fluoreszcens szubsztratokat a szolubilis
frakciobdl tisztitottuk, a feliiluszot 30 percig szobahdn inkubaltuk folyamatos forgatas mellett
Ni-NTA magneses gyongyokkel. A gyongy és feliiliszo elvalasztasahoz Dynamag™-2
magnetic particle concentrator méagneses allvanyt hasznaltunk, majd a feliiliiszot eltavolitottuk
és a gyongyoket pufferrel valé mosas utan az aktivitas mérésekhez hasznélt pufferben vettik
fel.

3.1.8 A fluoerszcens szubsztratok analizise gélelektroforézissel

A rekombinans szubsztratokat az oldatban val6 emésztéshez elucids pufferrel elualtuk
a magneses gyongyokrol, majd 10K Amicon Ultra 0,5 mL ultrasziiré csdveket hasznalva az
ellcios puffert vizre cseréltiik. A reakciok peptid puffert, rekombinans fehérje szubsztratot (1-
3 mg/mL) és Tyl proteazt (300-1200 nM) tartalmaztak, mig a kontroll reakciok ,,éleszt6 in
Vvivo-szerli” azaz tarolo puffert az enzim helyett. Az enzim reakciokat 16 6ran &t 30°C-on
inkubaltuk és Laemmli mintapufferrel allitottuk le. Gélelektroforézis eldtt a fehérjéket 95°C-
on denaturaltuk. A hasitatlan szubsztratokat a hasitasi termékektdl SDS-PAGE segitségével
valasztottuk el. A denaturadlodott fluoreszcens fehérjéket a poliakrilamid gélben renaturaltuk,
agy, hogy az SDS-t a @él vizben torténé razatva inkubalasaval (szobahOmérsékleten)
tavolitottuk el. A renaturdcio utan a gélben a fehérjéket kék atvilagito talcan torténd
atvilagitassal, illetve Coomassie festéssel detektaltuk.



3.1.9 Kinetikai méreések fluoreszcens fehérje szubsztratokon

A Kinetikai mérések soran a fluoreszcens fehérje szubsztratokat a Ni-NTA méagneses
gyongyokhdz immobilizaltuk majd kiilonb6zé mennyiségii gyongyot mértiink ki. A gyongyok
és felliluszo elvalasztasahoz mégneses allvanyt hasznaltunk, majd a szubsztratotkat tartalmazé
gyongyoket egyenld térfogati reakcid pufferben vettiik fel. A szubsztrat koncentraciot
Bradford assay-el allapitottuk meg. A szubsztratok koncentracioja maximum 0,08 mM-t ért el
és a mérésekhez a fOziés cimke nélkili Tyl proteazt hasznaltuk mikromolaris
koncentraciokban. A mintakat 2 déran at 30°C-on inkubaltuk, majd az enzimreakciot a
méagneses gyongyok és a folyadék fazis fizikai elvalasztasaval allitottuk le. Az igy kapott
feliluszo fluoreszcenciajat multimode mikrotiter plate-olvaso készulékkel mértiik meg, 400/10
nm gerjesztési és 460/40 nm elnyelési tartoméanyu filterekkel. A relativ fluoreszcens intenzitas
(RFU) értékeket a vak mintakkal korrigaltuk, elosztottuk a referencia egyenes meredekségével,
végul abrdzoltuk az igy kapott szubsztrat koncentracio (uM) fliggvényében. A kinetikai
paramétereket kevesebb, mint 20% hidrolizisnél mértiik és Michaelis-Menten nem-lineéaris
regresszio alapjan hataroztuk meg, GraphPad Prism 5.00 verzioju szoftver segitségével.

3.1.10 Insilico analizis, a Tyl protedz modellezése

A masodlagos szerkezet jéslasa PredictProtein szerver felhasznalasaval a Tyl proteaz
szekvencidja alapjan (UniProtKB: Q07793) készilt. A rendezetlenség joslasahoz az IUPred
web szervert hasznaltuk. A homoldég modellezést Modeller 9v13 szoftverrel végeztik. A
szerkezetek megjelenitése a PyMOL Molecular Graphics System szoftverrel tortént. Az in
silico analiziseket Dr. Motyan Janos Andrés végezte.

3.1.11 Mintaelokészités és MALDI-TOF MS analizis

A Ni-NTA maégneses gyongyokhoz kotottik a rekombinédns fehérje szubsztrtokat,
majd a Tyl protedzzal inkubaltuk 16 6ran at 30°C-on. Inkubacié utan a hasitasi termékeket
imidazol-tartalmu elual6 pufferrel eludltuk. Az eludlt frakciokat koncentraltuk, valamint 10K
Amicon Ultra 0,5 ml ultrasziiré csévekkel az eluald puffert 50 mM Tris pufferre (pH 8,0)
cseréltik. A koncentralt mintdkhoz a dohany karcolatos virus (Tobacco Etch Virus, TEV)
proteazt adtunk és 16 6ran at 30°C-on inkubaltuk. Inkubalas utan a mintakban talalhaté hasitasi
termékek molekulatdmegét matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids, ionizacios, repiilési id6
mérésen alapul6 tomegspektrometriaval (MALDI-TOF MS) vizsgaltuk.

A MALDI-TOF MS méréseket Dr. Nagy Tibor az Alkalmazott Kémia Tanszék
munkatarsa végezte el, Bruker Autoflex Speed tomeg spektrofotométer hasznalataval. A
mintékat 2,5-dihidroxibenzoat (DHB) matrixban készitettiik el6 0,1% TFA-t tartalmazo viz-
acetonitril (1:1) oldatban oldva, a koncentracié 100 mg/ml volt. 1 pl matrixot helyeztiink a
plate-re és 1 ul mintat adtunk hozza, amit szaradni hagytunk.



3.2 A SPINK1 vizsgalata

3.2.1 Expresszios plazmidok

Az expresszio vizsgalatdhoz a vad tipusu és mutans SPINK1 fehérjéket kddolé DNS
szekvenciat Xhol és BamHI restrikcios enzimekkel pcDNA3.1(-) plazmidba kl6nozta Dr.
Szabd Andras, C-termindlis Hisio cimkeével, illetve anélkil. A fehérje tisztitasokhoz a SPINK1
vad tipusu és mutans fehérjéket kodol6 DNS szekvenciat kordbban a SPINK-1-minigene-1
vektorba klonoztak, amely a SPINKI1 els6 intronjat és egy C-terminalis Hisio cimkét is
tartalmazott (SPINK1-Hisio). A human kationos tripszinogén (pTrapT7-Hul, pcDNA3.1(-)-
Hul), humén anionos tripszinogén (pTrapT7-Hu2, pcDNA3.1(-)-Hu2) és tirozil protein
szulfotranszferaz 2 (pcDNA3.1(-)-TPST2) expresszios plazmidok kldénozasat korabban mar
leirtak, laborunkban ezekkel a plazmidokkal dolgoztunk.

3.2.2 Sejtkulturak és transzfekcid

Human embriondlis vese sejteket (HEK293T) pcDNA3.1(-) plazmiddal transzfektaltuk
Lipofectamin segitsegével Opti-MEM mediumban. A sejteket 15 o¢ran & 5% CO»
inkubatorban, 37°C-on inkubaltuk, majd a feliiliszot eltavolitottuk a sejtekrdl és PBS-sel (pH
7,4) mostuk 6ket, végiil Opti-MEM-et mértiink rajuk. A felllszot végil 48 dra utan tavolitottuk
el és 15% SDS-PAGE-el, illetve Western-blot-tal azonositottuk a SPINK1 fehérjét.

3.2.3 Western-Blot

Elektroforézis elott a mintakat 2x Laemmli mintapufferrel és 1 M DTT-vel elfoztiik
95°C-on 15 percig. A SPINK1-Hisio fehérjét Western-blottal mutattuk ki, a P\VDF membrant
blokkolo pufferben blokkoltuk, majd torma peroxidazzal konjugélt anti-His antitesttel 1:2000
aranyban, 1 oOraig inkubaltuk szobahdmérsékleten. A HRP aktivitast kemilumineszcens
szubsztrattal detektaltuk. A Hisio cimke nélkili, nativ SPINK1 fehérjét szintén Western-blottal
mutattuk ki, PVVDF membrant egér monoklonélis anti-SPINK1 antitesttel inkubaltuk 1 éjszakan
at. Masodlagos antitestként HRP-konjugalt anti-egér IgG hasznaltunk. A HRP aktivitast itt is
kemilumineszcens szubsztrattal detektaltuk.

3.2.4 A SPINK1 expresszioja és tisztitasa

A HEK293T sejteket polietilénimin (PEI) illetve expresszids vektor keverékével
transzfektaltuk. A sejteket 15 oran at inkubaltuk CO> inkubatorban, majd Opti-MEM-mel
mostuk, végul 20 mL friss Opti-MEM-et mértlink rajuk. 48 6ra inkubalas utan a felliliszokat
begyiijtottiikk és ujbol 20 ml friss Opti-MEM-et mertunk a sejtekre. A SPINK1-Hisio fehérjét
Ni-NTA oszlopon tisztitottuk. A fehérjét tartalmazo frakciokat 20 mM Tris-HCI (pH 8,0) ellen
dializaltuk, vagy 5 ml HiTrap somentesit6 oszloppal csereltiik le az elualo puffert 20 mM Tris-
HCI (pH 8,0) pufferre.

3.2.5 A tripszinogén expresszidja és tisztitasa

A nem-szulfatalt, rekombinans kationos tripszinogént (Hul) és az anionos tripszinogént (Hu?2)
Escherichia coli BL21(DE3) baktérium sejtekben expresszaltuk. A sejteket szonikalassal
tartuk fel, majd cetrifugalassal valasztottuk el a szolubilis és inszolubilis frakciokat. Végil a



feluliszét 1 mM L-cisztin és 1 mM L-cisztein tartalmud pufferhez adtuk és egy éjszakan at
inkubaltuk a fehérje folding elésegitésére. Az igy kapott oldatbol a tripszinogéneket ekotin-
affinitas kromatografiaval tisztitottuk. A szulfatalt, nativ tripszinogéneket human
hasnyalmirigy valadékbol tisztitottuk MonoQ anion cserélé oszloppal, amit ekotin-affinitas
kromatogréfia kovetett. A nem-szulfatalt és szulfatalt tripszinogéneket HEK293T sejtekben is
expresszaltuk. A sejteket 10 pg pcDNA3.1(-)-Hul vagy pcDNAS3.1(-)-Hu2 plazmiddal
transzfektéaltuk és 50 mM natrium kloréat jelentélében ndvesztettilk, ezzel gatolva az endogén
ATP szulfurilazt. A sejteket ko-transzfektaltuk 8 pg pcDNA3.1(-)-Hul vagy pcDNA3.1(-)-
Hu2 plazmiddal és 2 pg pcDNA3.1(-)-TPST2 plazmid DNS-el. Utobbi a tirozil protein
szulfotranszferazt kodolja, amely a termelt tripszinogének szulfatalasaért felelds. A
tripszinogéneket 200-400 ml sejtfeliliszobol tisztitottuk, ekotin-affinitds kromatografiaval. A
zimogéneket huméan enteropeptidazzal aktivaltuk és a tripszin koncentraciot titralassal
hataroztuk meg.

3.2.6 Koncentracié meghatarozasok

A HEK293T sejtek altal termelt SPINK1-His10 fehérje koncentracidjat a sejtes
feliiliszoban human tripszin elleni titralassal hataroztuk meg. Felez6 higitasi sort készitettlink
96-lyukd plate-n mintapufferrel és tripszin oldattal. Minden Iyukban 40 nM volt a tripszin
végkoncentracidja. A reakciokat 30 percig inkubaltuk szobahémérsékleten majd Z-Gly-Pro-
Arg-p-nitroanilidin szubsztratot (szintén mintapufferben oldva) adtunk a lyukakhoz, igy
inditva a reakcidkat. A tripszin aktivitasat az inhibitor koncentracio fliggvényeben abrazoltuk,
a SPINKI1 koncentracidt a mérési pontokra illesztett egyenes X tengely keresztmetszetébdl
allapitottuk meg.

A marha tripszint p-nitrofenil p-guanidinobenzoattal titraltuk. Az E. coli BL21(DE3)
sejtekben termeltetett ekotint a periplazmabdl nyertlik ki majd tisztitottuk. Az ekotin
koncentécidt ugy hataroztuk meg, hogy marha tripszin ellen titraltuk. Ezt az ekotin
torzsoldatotot hasznaltuk a human tripszinek aktiv centrum titralasara. A reakciok 25-50 nM
tripszint tartalmaztak, legalabb 2 nagysagrenddel meghaladtak az ekotin egyensulyi
disszociaciés allando értékét. A SPINK1 koncentraciojat szintén aktiv centrum titralassal
hataroztuk meg 25-50 nM tripszinnel a reakciokban. A K41N SPINK1 muténs esetében az
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vad tipust SPINK1 standard-ot hasznalva.
3.2.7 Az egyensulyi alland6k meghatarozasa

A vad tipust ¢és mutans SPINKI1 fehérjék kotédését a tripszin izoformakhoz az
egyensulyi allapotban a disszociacids allandé (Kp) meghatarozasaval allapitottuk meg. A 0,2
ml térfogatl reakcidkat alland6é tripszin koncentracid mellett novekvé SPINKI
koncentracidval allitottuk 6ssze, majd 15 6ran at inkubaltuk, kivéve K41N SPINK1 mutanst,
amit 1 oran at inkubaltunk. Az egyensuly beéallta utan a szabad tripszin koncentraciéjat Z-Gly-
Pro-Arg-AMC fluoreszcens szubsztrat felhasznalasaval hataroztuk meg, fekete 96-lyuku
platen, 380 nm excitacios és 460 nm emisszids hullamhosszon. A Kp értékeket a szabad tripszin



és teljes inhibitor koncentracié fliggvényeben hataroztuk meg. A gorbéket legalabb harom
mérés eredmenyének adataibol, globalis illesztessel készitettik.

3.2.8 Enzim asszociaci6 vizsgalata

A reakciok 50 pM tripszint és 500 pM SPINK1-et tartalmaztak szobah6n inkubalva. A
tripszin aktivitasat Z-Gly-Pro-Arg-AMC fluorogén szubsztrat hozzaadasat kovetéen mértiik
96-lyukd platen, 380 nm gerjesztési és 460 nm kibocsajtasi hullamhosszon. A pszeudo-
elsérendti allandét (kobs) Ugy kaptuk meg, hogy a In(vt/v0) szemilogaritmikus abrézolashol
kapott egyenes meredekségét a gatlasi id6 fuggvényében abrazoltuk, ahol vO a maximum, nem
gatolt enzim aktivitds, vt a szabad enzim aktivitdsa, a kovetkez6 egyenlet alapjan: (-
Kobs) (1d6)=In(vt/v0). A masodrendii asszociacids sebességi allandét (Kon) @ pszeudo-elsérendii
allando és gatloszer koncentracio hanyadosabdl szamoltuk.

3.2.9 Enzim disszociacio vizsgalata

-z

Osszekeverésével és 1 6ran at 23°C-on torténd inkubacidjaval készitettiik el. A reakciokat
ezutan higitottuk és Z-Gly-Pro-Arg-AMC szubsztrat hozzdadasaval inditottuk. A tripszin
aktivitast fekete 96-lyuku plate-n, 380 nm excitacios és 460 nm emisszids hullamhosszon
kovettiik szobahdmérsékleten. A parabolikus gorbéket a masodrendii polinominalis egyenlettel
fuggvényeében abrazoltuk (pM), a Kost-ot (mp-1) az egyenes meredekségébdl hataroztuk meg.
A tripszin atviteli szaméat a peptid szubsztratra a kalibracidés egyenes segitségével, a
disszociacidés mérésekkel azonos kisérleti koriilmények kozott allapitottuk meg. A szubsztrat
hidrolizis kezdeti sebességét (RFU/mp) az enzim koncentracio fliggvényében abréazoltuk, az
igy kapott egyenes meredeksége az atviteli szam (RFU/mp/pM).
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1 A Tyl proteaz vizsgalata
4.1.1 A Tyl proteaz klonozéasa, expresszioja és tisztitasa

A Tyl proteaz nativ, Hise fuzids cimkét nem tartalmazo valtozatat pET11a plazmidba
klonoztuk és szekvenalassal ellendriztiik. A cimke nelkili és a Hiss cimkeét tartalmazd (Tyl
Gag-PR-Hiss) Tyl proteazt kodolo plazmidokat egyarant E. coli sejtekbe transzformaltuk. Ezt
kovetden a Tyl protedzt expresszaltuk, majd gélsziréssel tisztitottuk. A Tyl Gag-PR-Hiss
fehérje feltételezhetéen autoproteolizis révén processzalodott a Ni-kelat kromatogréfiaval
torténd tisztitas soran, igy a Tyl Gag-PR-Hise prekurzor (molekulatomeg: ~72 kDa) fehérjérél
a Tyl PR-Hiss formaja hasadt le (molekulatémeg: ~21 kDa). A processzalt Tyl PR-Hiss-t
hasznaltuk a biokémiai tulajdonsagok vizsgéalata soran.

4.1.2 Tyl proteaz aktivitas esszé szintetikus oligopeptid szubsztratokkal

Az optimalis feltekeredés elérése érdekében a Tyl proteazt szamos kiilonboz6 puffer
ellen dializaltuk és az aktivitast szamos pufferben vizsgaltuk, amiben a retroviralis protedzok
aktivitasat kimutattak. A reakcidkban a proteadzt és a szintetikus oligopeptid szubsztratokat a
pufferhez adtuk, 30°C-on inkubaltuk, végll TFA hozzaadasaval allitottuk le, majd az aktivitas
megallapitasa érdekében a keletkezett termékeket a hasitatlan szubsztratoktol reverz fazisu
oszlopon valasztottuk el, és meghataroztuk a szubsztratok konverziojanak mértékét.

A Tyl protedz tobb retroviralis protedz szdmara optimdlis pufferben sem mutatott
aktivitast. Kizardlag az ,.éleszté in vivo-szer(i” puffer ellen dializalt fehérje esetében
tapasztaltunk enzimaktivitast, a reakcidkat PIPES- (,,A” peptid puffer) vagy MES-alapu (,,B”
peptid puffer) pufferekben végezve. A pufferek ardnya a reakcidkban is fontos tényezének
bizonyult az aktivitas szempontjabol. Az optimalis arany Y viz, % ,éleszt6 in vivo-szerti”
puffer, 2/4 PIPES vagy MES alapu puffer. A puffer 6sszetétel meghatarozasa mellett vizsgaltuk
a kiillonboz6 reakcid koriilmények hatasat az aktivitasra, igy karakterizaltuk a protedz
biokémiai tulajdonséagait.

Az ioner6sség hatasat vizsgaltuk az enzim aktivitasra, a legoptimalisabbnak a 1,5-2 M
tartomany bizonyult. Az I-es tipustd human immundeficienca virus (HIV-1), 1, 2, 3-as tipusu
human T-sejtes leukémia virus (HTLV-1, -2, -3) és (huméan foamy virus) HFV proteazokhoz
hasonléan az ioner6sség novelte a Tyl proteaz aktivitasat >1 M NaCl koncentracidban. A D.
melanogaster Copia transzpozon proteaz szintén magas, 2 M NaCl koncentracié mellett érte el
az aktivitas maximumat, ezalatt és felett csokkent az aktivitasa.

A Tyl proteaz pH optimuma enyhén lugosnak adddott (pH 7,7), ami magasabb, mint
altalaban a retrovirdlis vagy retrovirus-szerii proteazoké. Példaul a HFV proteaz pH optimuma
6,6-6,8, mig a HIV-1 protedzé 4-6 kozotti tartomanyba esik. A human ASPRV1 proteaz
optimuma pedig az enyhén savas tartomanyba esik (6,0-6,5). A pH optimum a huméan peg10
gén altal kodolt apai allélrol expresszal6do gén 10 (paternally expressed gene 10, PEG10) proteaz
enzim esetében is lGgos tartomanyba esik pH 6,9-7,4 kdzé a Tyl proteazhoz hasonléan.
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Erdekesség, hogy a D. melanogaster Copia transzpozon proteaz pH optimuma a HIV-1
protedzhoz hasonld, a legmagasabb aktivitast 4-es pH értéken mérték szintetikus szubsztraton.

A Tyl proteaz hoémérsékleti optimuma 30°C korilinek adodott, magasabb
hémérsékleten alacsonyabb aktivitas értékeket mértiink. Ezt a tulajdonsagot megfigyelték sok
nem retrovirus-eredetli proteaz tanulmanyozasa soran is, példaul a dohany érfoltossag virus
(tobacco vein mottling virus, TVMV) és a TEV PR esetén is alacsonyabb aktivitdst mértek
34°C felett.

Ezzel ellentétben a HFV protedz és a HIV-1 proteaz legmagasabb aktivitas értékeit
37°C-on mérték. Az altalunk megallapitott hdmérséklet optimum a Tyl proteaz esetén egyezést
mutat a Lawler és munkatarsai altal megfigyelt alacsonyabb retrotranszpozicios képességgel
magasabb homérséklet tartomanyban (32-36°C), ami a Tyl proteaz hdmérséklet szenzitasanak
az eredmeénye.

A Tyl protedz érzékenynek bizonyult egy kaotropikus agenssel, az ureaval szemben,
ami jelent6sen csokkentette az aktivitast. Az altalunk megallapitott urea koncentrdcid, ami
50%-0s aktivitas-vesztést okoz, az Ugynevezett urea disszociacios alland6 (UCso) 0,05 M
értéknek adddott a Tyl proteaz esetében. Ez egy nagysagrenddel alacsonyabb az ASPRV1
(UCs0=0,54 M), mig ket nagysagrenddel kisebb a HIV-1 protedz esetében meghatarozott
értékhez keépest (UCs0=1,47 M), viszont hasonlo a munkacsoportunk altal az XMRV proteaz
esetében meghatarozott UCs0=0,2 M értéknél.

Az alacsonyabb UCsg érték alacsonyabb dimer stabilitast sejtet a Tyl proteaz esetén,
amelynek a lehetséges szerkezeti okara a késébbiekben in silico analizis részben tériink ki. A
retroviralis proteazok, ugy, mint a HIV-1, HTLV-1, BLV és a MMLYV protedzok altalaban
magas aktivitdst mutatnak a természetes hasitohelyeikkel megegyez6 szekvencidju
mesterséges oligopeptid szubsztratokon, ellenben a Tyl proteaz és a Tyl PR-Hiss is alacsony
aktivitast mutatott a Tyl természetes hasitohellyel azonos mesterséges oligopeptid
szubsztratokon. Hasonl6képp alacsony aktivitast figyeltek meg laborunk munkatarsai a HFV
protedz és a Gag-encoded Avian myeloblastosis virus (AMV) protedz esetén. A Tyl proteaz és
a Tyl PR-Hiss is hasitotta a VPTIN*NVHTS szekvencidju szintetikus oligopeptid szubsztratot,
ami a PR/IN hasitohelyet reprezentdlja a Tyl retrotranszpozon prekurzor fehérjében. A
kinetikai paramétereket ezen szubsztrat segitségével mértiik. A katalitikus allandé (kcat) a His
cimkével ellatott és a His cimke nélkdili nativ fehérje esetén nem mutatott szignifikans eltérést,
ami arra utalt, hogy a C-terminélis hexahisztidin cimke nem befolyasolja a fehérje foldingjat
és aktivitasat.

A mért alacsony specificitasi allandot (0,028 mMZst) a PR/IN szubsztratra
munkacsoportunk mar a HFV protedz esetén is meghatarozta, a proteazra optimalizalt
korilmények mellett 0,007 mMs értéket allapitott meg. Teszteltiik a Tyl retrotranszpozon
tobbi hasitéhelyét, igy az IN/RT (IHLIA*AVKAV) és a Gag/lPR (TARAH*NVSTS)
hasitohelyet reprezentalo szintetikus szubsztratot is, ezeken a szubsztratokon azonban nem
figyeltiink meg aktivitast.

4.1.3 Kinetikai mérések fluoreszcens fehérje szubsztratokon
A kinetikai mérésekhez az elézdekben publikalt rekombindns fazios fehérje
szubsztratokat hasznaltuk. A szubsztratok tartalmaztak egy N-termindlis Hiss cimkét, ami
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elOsegitette az immobilizaciot, valamint egy malt6z-kotd fehérje cimkét (MBP) ami segitette a
foldingot, illetve egy C-termindlis fluoreszcens fehérjét (mTurquoise2), ami a fluoreszcens
detektalast tette lehet6vé. Tovabba a szubsztratok tartalmaznak egy TEV protedz kontroll
hasitohelyet is, amelyet a Tyl protedz hasitasi pozicijanak azonositasa soran alkalmaztunk,
valamint tartalmaztak a Tyl retrotranszpozon hasitohelyet. Az elézéekben leirt szubsztratokat
ugy modositottuk, hogy a fluoreszcens fehérje rész elé egy (GGGGS)s flexibilis linkert
klonoztunk, ezzel megndvelve a tdvolsagot az MBP és mTurquoise2 fazids cimkék kdzott, ami
a hasitohely jobb hozzaférhet6ségét biztositotta a proteaz szamara. Hét kiilonbozo, a
természetes hasitohelyeket reprezentald fluoreszcens szubsztraton vizsgaltuk a Tyl proteaz
aktivitasat, kiilonb6zo pufferekben.

A hasitatlan szubsztratokat, valamint a hasitott fragmenseket SDS-PAGE-sel is
vizsgaltuk. Nem figyeltlink meg nem-specifikus hasitasi termekeket az inkubéacid ideje alatt. A
Tyl protedzzal inkubalt mintdkban egyetlen fluoreszcens fragmenst mutattunk ki minden
szubsztrat, azaz hasitohely esetében. Ez azt jelenti, hogy nincsenek alternativ hasitési helyek a
rekombinans fehérje szubsztratokban és a Tyl protedz csak egyetlen, altalunk beépitett
specifikus helyen hasitja ¢ket. A hasitott mintakat MALDI-TOF témeg-spektrométerrel
analizaltuk.

A Tyl proteaz kinetikai paramétereit fluoreszcens esszével vizsgaltuk. A 10 aminosav
hosszU hasitéhelyet tartalmazé szubsztratokon mért katalitikus allandé minden esetben azonos
nagysagrendi volt, a legmagasabb értéket a PR/IN hasitohelyet tartalmaz6 szubsztraton mértiik
,,B” reakcio pufferben (50 mM MES, 100 mM Tris, 50 mM Na-acetét, 150 mM NaCl, 75 mM
KCI, 12,5 mM NaH2POs, 61,25 mM Na-glutamat, 12,5 mM MgSO4, 0,125 mM CaCls, 0,05%
Tween20, pH 8,0). A mért katalikus allandék magasabbnak addédtak a 20 aminosav hosszu
hasitohelyet tartalmaz6 szubsztratokon mint a rovidebb, 10 aminosavat tartalmazo
szubsztratokon. Ezzel ellentétben, a kca/Km allanddk alacsonyabbak voltak a hosszabb 20
aminosavat tartalmazo szubsztratok esetén (IN/RT és Gag/PR) amikor a méréseket ,,A” reakcio
pufferben (10 mM PIPES, 75 mM NacCl, 0,25% Nonidet P-40, 5% glicerol, 75 mM KCI, 12,5
mM NaH2PO4, 61,25 mM Na-glutamat, 12,5 mM MgSOg4, 0,125 mM CaCl2, 0,05% Tween20,
pH 7,0) végeztiik. Ennek az eltérésnek az oka a kiilonb6z6 mérési koriilmény, kiilonb6z6 puffer
lehet, valamint az, hogy egy kiterjedtebb szubsztrat (vagy linker) szekvencia esetén sok
alternativ, de nem-produktiv bekotddés is térténhet, ami befolyasolhatja a mért paramétereket.
A felszini aminosavak szerepét a szubsztrat-kotésben nemrég bizonyitottdk a HIV-1 és HTLV-
1 proteazok esetében, ezt a kotofelszint szubsztratkoté aroknak (substrate groove vagy S-
groove) nevezték el. A HIV-1 matrix (MA) és kapszid (CA) fehérje kozotti régio a HIV-1
poliproteinben nem vesz fel masodlagos szerkezetet és hozzaférheté a HIV-1 proteaz szamara.
Amig a HIV-1 és HTLV-1 protedz aktiv centruma a P5-P5’ aminosavakat koti, a felszini S-
groove lehetové teszi, hogy a proteaz kdolcsonhatdsba 1épjen a P12-P6 és P6’-P12'
aminosavakkal a domén kozotti régiokban, ami kiterjesztett szubsztrat kot felszint fog
Iétrehozni. A kotési energia a P12-P12” aminosavak kotése esetén magasabbnak adodott, mint
amikor csak a P4-P4' aminosavak kotddtek az aktiv centrumhoz. (15. abra).

A Kkatalitikus allanddkat dsszehasonlitva nem figyeltink meg kilénbséget a 10 és 20
aminosav hosszisagu kotShelyek kozott a Tyl protedz esetén, ezért nem feltételezhetjiik
egyértelmilen a szubsztratkoto arok enzimfelszini kotOhelyek jelenlétét a Tyl protedzban. Ezt
Ggy vizsgaltuk, hogy a rekombinans szubsztratok nem csak a PR/IN hasitohely 10

13



(VPTIN*NVHTS) és 20 aminosav (PSNISVPTIN*NVHTSESTRK) hosszusagu részét
tartalmaztak, hanem annak egy mutans verziojat is (GGGGGVPTIN*NVHTSGGGGG) ahol a
P10-P6 és P6’-P10’ poziciokban az aminosavakat glicinre cseréltiik. Ezzel azt vizsgaltuk, hogy
az oldallanc kozvetitett enzim szubsztrat interakciot rontja-e a mutacio. A Kea/Km katalitikus
allandod hasonl¢ értéket mutatott a PR/IN 20 aminosav vad tipus és PR/IN 20 aminosav mutans
szubsztratokon. A glicin szubsztiticié csak minimalis eltérést okozott a Kca/Km €rtékekben,
amelyek nem adddtak szignifikansak. Amig a HIV-1 protedz esetében igazoltak az
enzimfelszini szubsztratkoté arok kotéhelyek jelentdségét a szubsztrat kotésben, addig az
altalunk mért in vitro eredmények nem szolgaltak egyértelmii bizonyitékkal, de arra utalnak,
hogy a Tyl protedz felszini aminosavai is hozzajarulhatnak a szubsztrat felismeréséhez. A
szubsztratban a P10-P6 és P6’-P10’ poziciokban talalhato aminosavak megvaltoztatasa, azaz
az oldallanc kozvetitett interakciok torlése ezekben a pozicidkban, nem okozott szignifikans
eltérést a katalitikus allandéban kilonféle pufferekben mérve. Ezért azt feltételezzik, hogy a
Tyl proteaz felszini aminosavai gyenge kolcsonhatasba lépnek a szubsztrattal ezekben a
poziciokban.

4.1.4 Hasitohelyek azonositésa a rekombinéns fluoreszcens szubsztratokban

Munkacsoportunk az SDS-PAGE alapjan nem azonositott a vartnal tobb hasitasi
terméket a rekombinans fluoreszcens szubsztratokban, tehat nem detektaltunk nem-specifikus
hasitohelyeket ezzel a mddszerrel.

A kontrolként hasznalt TEV protedz hasitohelyet a Hiss-MBP-mTurquoise2
szubsztratokban ezen tanulmanyban haszndltuk eldszor a protedz pontos hasitohelyének
maghatarozasaban. Célunk az volt, hogy igazoljuk, hogy a Tyl proteaz nem hasit alternativ,
nem-specifikus helyeken a szubsztratban. Ahhoz, hogy ezt igazoljuk, a szubsztratokat Tyl és
TEV proteazokkal egyarant hasitottuk. A keletkezd rovid termék fragmenseket MALDI-TOF
tdmegspektrométerrel azonositottuk, minden szubsztrat varians esetében. A kisérleteket ,,B”
reakcié pufferben végeztik, majd a Tween20 detergenst - ami a tdmegspektrometria
eredményét befolyasolhatja - eltvolitottuk Ggy, hogy a puffert 50 mM Tris (pH 8,0) oldatra
cseréltik. A puffer cseréhez centrikon csdveket hasznaltunk 10 kDa-os porus mérettel, ami a
polietilén glikol szarmazékokat bizonyitottan eltavolitotta, a fragmensek azonositasat
tomegspektrométerrel nem befolyasolta. Miutan Tyl és TEV protedzzal hasitottuk a
szubsztratokat, a hasitasi termékeket MALDI-TOF tdmegspektrométerrel azonositottuk és a
szamolt m/z értékeket ([M+H]") dsszehasonlitottuk.

A mert értékek megegyeztek az altalunk szamoltakkal. A tdmegspektrométerrel mért
eredmeények tehat 6sszhangban voltak az SDS-PAGE analizis eredményeivel és azt igazoltak,
hogy a Tyl proteadz egyetlen specifikus helyen hasit a szubsztratban, tehat nem hasit alternativ
poziciokban, sem a (GGGGS)4 flexibilis régioban, sem a felismerd helyet koriil vevo egyéb
pozicidkban.

4.1.5 Tyl proteaz gatolhatosaganak vizsgalata

Teszteltik a Tyl proteaz aktvitasara potencialisan hatd azon gatloszereket, amelyek a
Food and Drug Administration (FDA), az Amerikai Egyesiilt Allamokban miikodd
élelmiszerbiztonsagi szervezet altal elfogadott és retrovirdlis terdpiaban hasznalt HIV-1
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protedz gatldszerek. A galtoszerek a kovetkezOk voltak: atazanavir, nelfinavir, saquinavir,
darunavir, amprenavir, lopinavir és tipranavir. Teszteltik tovabba a DMP-323-t, ami egy a
HIV-1 proteazhoz erésen kot6dé gatloszer, valamint teszteltiik az altalanos aszpartil proteaz
gatloszereket is, az acetil-pepsztatint és pepsztatin A-t.

Az emlitett gatloszerek kozul egyedil az acetil-pepsztatin gatolta a Tyl proteaz
aktivitasat, a tobbi gatloszer nem okozott valtozast az aktivitasban 100 nM-o0s
végkoncentracioban sem. Mig kor&bbi eredményeink alapjan az amprenavir, atazanavir,
darunavir, tipranavir, lopinavir és DMP-323 az XMRYV proteaz aktivitasat gatoltak, a Tyl
protedz esetében ezen gatldszerek mellett a nelfinavir és a saquinavir sem mutattak gatoltd
hatdst. A HIV protedz inhibitorok nem mutattak gatlast tobb retrotranszpozon-eredetii
protedzra irdnyul6 tanulmanyban sem, valamint a human ASPRV 1 proteazt és a human PEG10
protedzt sem gatoltak. Az XMRV protedzt az acetil-pepsztatin és pepsztatin A csak Kis
mértékben gatolja, am a pepsztatin A semmilyen mértékben nem géatolta a Tyl proteazt. Az
acetil-pepsztatinra a kovetkez6 értékeket allapitottuk meg, IC5=367,5 nM és a Ki=296 nM.
Ezek az értékek a HIV-1 (Ki=13,15 nM, 1C50=1,18 nM) proteéz esetén alacsonyabbak, tehat az
acetil-pepsztatin gatlasi képesége a Tyl protedzra vonatkoztatva alacsonyabb, az XMRV
proteazhoz hasonlithatd (Ki=712 nM, 1C5=1290,2 nM). A copia retrotranszpozon proteaz
esetén mert erték Ki=15 nM pedig, a HIV-1 protedzon mért értékhez hasonlo. Annak ellenére,
hogy egyedul az acetil-pepsztatin gatolta a Tyl proteaz aktivitasat, a fenti értékek azt igazoljak,
hogy az acetil-pepsztatin A is csak gyenge gatldszere a Tyl protedznak. Erdekesség, hogy az
acetil-pepsztatin kivételes modon kotddik az XMRV proteazhoz, egyszerre két molekula
kotédik az aktiv centrumban fej-fej orientdcidban. A jovOben krisztallografiai mérések
igazolhatjak, hogy ez az elmélet a Tyl protedz acetil-pepsztatin komplexre is megvaldsul-e.

4.1.6 In silico vizsgalatok

A Tyl protedz szerkezetét homoldg modellezés segitségével jésoltuk, ugyanis a Tyl
proteaz szerkezetérél 2022 majusaig sem all rendelkezésre kisérletes adat. Az el6z6ekben
leirtak alapjan, a Tyl protedz domén a megszokottnal hosszabb, 181 aminosavbol all. Az N és
C-terminalis régidok jelentdsen hosszabbak, mint az a retroviralis és retrovirus-szeri
proteazokra altalaban jellemz6. Ezen régiok szerkezeti vagy funkcionalis jelentdségét ez idaig
még nem vizsgaltak. Hosszabb N- és C-terminalis régiokat megfigyeltek néhany retroviralis
protedz esetében, példaul a MMLV protedz N és C-termindlis régidja néhany aminosavval
hosszabb, mint a HIV-1 proteazé, de még igy is joval rovidebb, mint a Tyl protedz N-terminalis
része. Habar ennek a résznek az MMLV proteaz aktivitasaban nincs szerepe, a HIV-1 proteaz
N-terminalis részének preciz processzalodasa - hasitas a dimerizacios régio eldtt - ndveli az
enzim aktivitasat. Az MMLYV és XMRYV proteazok 98% szekvencia azonossagot mutatnak és
csak két aminosavban tér el a szekvenciajuk, igy mindkett6 6sszehasonlithato a Tyl proteazzal,
jelen esetben az XMRYV proteazt hasonlitottuk a Tyl proteazhoz.

A masodlagos szerkezeti elemek in silico josolt elrendezédése nagyfoku hasonlosagot
mutatott a retroviralis és retrovirus-szeri proteazokéval. Tovabba a D-S-G-A szekvenciaa Tyl
protedzban megegyezik a retroviralis protedzok konszenzus D-S/T-G-A aktiv centrum
motivumaval, illetve a folding is megegyezett a retroviralis proteazokéval. Az N-terminalis
(N1-H56) rész josolt szerkezete nem mutatott rendezett masodlagos szerkezeteket (a-hélixeket

15



vagy P-redoket). A rendezettlenségi joslas szintén szerkezet nélkiili természetet josolt az N-
terminalis részre, hasonloképp az MMLYV proteazhoz, ahol ez a rész flexibilis, konforméacioja
nem ismert. Egy o-helixet josoltunk a katalitikus motivumhoz kozel (A71-H75), ami
megegyezik a DNS karosodas altal indukal6do protein (Ddil) proteazban és a lovak fert6z6
kevésvériiségét okozo virus (equine infectious anemia virus, EIAV) protedzban leirt helikalis
inzerttel. A joslasi eredmények azt sejtetik, hogy a dimerizacios régié a Tyl protedz
homodimerben csak C-terminalis B-redéket tartalmaz, amelyeket rovid hurkok kotnek dssze.
nem mutatnak alteraciot. Mindkét monomer C-terminalis részén négy-négy B-reddt josoltunk.

Egyetlen ismert szerkezetii retroviralis vagy retrovirus-szerti protedz sem rendelkezik
nyolc B-redébél alld dimerizacios régioval. Azt feltételezziik, hogy a Tyl proteaz dimerizacios
régidja is csak hat B-red6bdl all, hasonldéan a Ddil proteazéhoz. Ebbél kiindulva, a Ddil
proteazt vettiik alapul a Tyl proteaz dimerizacios régidjanak modellezéséhez. Tovabba, mivel
nem allt rendelkezésiinkre templat nyolc B-redébol allo dimerizacids régioval, nem volt
lehetséges egy ilyen modellt épiteniink, a negyedik B-redd szerepe csak hozzavetdlegesen lett
volna becsiilhet6. A Tyl proteaz érzékenysége az urea koncentraciora - a HIV-1 protedzhoz
hasonlitva - magyarazatot szolgaltat a dimerizacios régié elrendezédésére. Amig a HIV-1
proteaz N és C-terminalis régidja alternalo B-redokbél all, addig az XMRV és Tyl protedzok
csak C-termindlis B-reddket tartalmaznak, amelyek nem valtakozva helyezkednek el. Mindkét
proteaz alacsonyabb dimer stabilitast, tehat nagyobb érzékenységet mutatott a HIV-1
proteazhoz képest. Ez azt jelentheti, hogy a nem véaltakoz6 C-terminalis B-red6ket tartalmazo
dimerizacios régio stabilitasa kisebb (Tyl és XMRV proteazok), mint ahol a homodimerek
kozott valtakozo B-redok kozotti kolesonhatas alakul ki, mely erdsiti a dimerizaciot (HIV-1
proteaz). A katalitikus motivum szintén szerepet jatszhat a dimer stabilitasban. A retroviralis
aszpartil protedzok homodimerjei a monomerek konszenzus aktiv centrum (D-S/T-G-A)
motivum szerin vagy treonin oldallancai kozotti interakcidk, ugynevezett tiizoltofogas revén
stabilizaljak a dimerizaciot. Kordbban kimutattak, hogy azok az enzimek dimerjei, amelyek
szerint tartalmaznak treonin helyett az aktiv centrumban, kevésbé stabilak. Ezt igazolta a T26S
HIV-1 protedz mutéans, amely alacsonyabb specifikus aktivitast mutatott a vad tipushoz képest,
a HFV S25T muténsa pedig kevésbé volt érzékeny a novekvd urea koncentraciora. A Tyl
proteazban szintén szerint talalunk az aktiv centrumban, ami szerepet jatszhat az alacsonyabb
dimer stabilitasban.

A N- and C-terminalis régiok megvizsgalasanak érdekében modelleztik a teljes
hosszUsagu Tyl proteaz szerkezetét. Ezekrdl a kiterjesztett régiokrol nem all rendelkezésre
semmilyen szerkezeti adat az aszpartil protedzok korében, ezért templat nélkil a jésolt
konformaciok csak nagy bizonytalansaggal becsilhet6ek. A teljes proteaz josolt szerkezetét an
in vitro eredmények értelmezesehez hasznaltuk fel. Abbdl a célbol, hogy megértsik a
szubsztratkotd arok szerepét a szubsztrat kotésben, a kinetikai méreseket fluoreszcens
rekombinans fehérje szubsztratokon végeztiik el, de a Tyl proteaz interakciojat a P10-P6 és
konformécids variansok szerkezete azt sejteti, hogy a Tyl proteaz felszini aminosavai nem
annyira hozzaférhetdek, mint a HIV-1 protedz esetében, bar megfelelé templat szerkezet
hidnyaban a hosszabb N- és C-terminalis szakaszok pontos konformacidja nem volt
megbizhatéan modellezhetd.
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Ennek az lehet az oka, hogy az N- és C-termindlis Kiterjesztesek térben kdzel vannak
az aktiv centrumhoz, valamint az enzim felszinéhez. Figyelembe véve ezt a potencialis,
sztérikus elrejtését a szubsztratk6té aminosavaknak feltételeztiik, hogy a Tyl protedz P10-P6
¢s P6’-P10’ poziciokkal kolcsonhatasba 1épd felszini aminosavai hidnyoznak, vagy teljesen
maés szerkezetet vesznek fel, mint a HIV-1 protedz esetében. Pontosabb szerkezeti modellek,
illetve kiterjedt molekuladinamikai szamitasok nélkil nem tudtuk megéllapitani, hogy a Tyl
protedz felszini aminosav-maradékai hozzaférhetetlenek vagy esetleg az N- és C-terminalis
régiok térben gatoljak a szubsztrat kotést. A Tyl és Ty-3 proteazok természetes hasitohelyeit
mar vizsgaltak korabban, a hidrofdbitasi indexét a P10-P10’ aminosav pozicioknak
meghataroztak. Osszehasonlitva ezeket az értékeket jelentds specificitasbeli eltéréseket
allapitottak meg, mint ami altalaban a retroviralis hasitohelyekre jellemzd, de a proteazok
szerkezetét idaig senki sem hasonlitotta 6ssze. A szubsztratk6td zsebek tanulmanyozasanak
celjabol a josolt teljes Tyl protedz szerkezetet hasznaltuk fel. A P4-P1 poziciok aminosav
Osszetetelét a HIV-1 és Tyl szerkezet-alapu illesztésével hataroztuk meg. A HIV-1 proteéaz
szubsztratk6to zsebeit a megfeleld helyen 1évé aminosavak azonositasaval térképeztiik fel.

Azt talaltuk, hogy a Tyl proteaz S1 koté zsebe foként hidrofob aminosavakat
tartalmaz, ami hasonlosagot mutat a HIV-1 proteaz S1 k6t6 zsebéhez. Habar a retroviralis
proteazok altalaban féként hidrofob aminosavakat preferalnak a P1 pozicidoban, a harom ismert
Tyl felismerési és hasitohelyeken hidrofil aminosavmaradékokat taldlunk a P1 és P1’
poziciokban. A modell alapjan az S2 szintén hidroféb aminosavakbol all, ami megfelel a P2 és
P2’ magasabb hidrofobitasanak, itt altalaban valin vagy izoleucin aminosavak talalhatdéak. Az
enzim S3 pozicioban foként hidrofil aminosavakat azonositottunk, ami §sszhangban van a
hasitohelyek P3 ¢és P3’ pozicidival, ugyanis ezekben itt is foként hidrofil aminosavak
jellemzéek a szekvenciara. A P4 és P4’ poziciok nem bizonyultak se hidrofobnak, sem pedig
hidrofilnak, illetve az enzim S4 helyet hidrofobként azonositottuk, habar fontos megjegyezni,
hogy ez nehézségekbe Utk6zott, mert a protedz ezen része a felszinhez kbzel helyezkedik el. A
hidrofob, hidrofil és toltéssel rendelkezé aminosavak eloszlasa a Tyl protedzban nem tért el
jelent6sen a HIV-1 proteédztél, kivéve a Tyl protedz S3 zsebét, amely nem tartalmaz toltéssel
rendelkez0 aminosavakat. Habar a kotohelyek 0Osszetételének profilja megegyezik a
hasitohelyek hidrofébicitasi profiljaval, a specificitdst nem lehet pontosan megbecsiilni
kizarolag a szubsztratkoté zsebek Osszetétele alapjan. Az enzim specificitds pontos
megallapitasahoz kiterjesztett in silico vizsgalatokra és in vitro Kisérletekre lenne sziikség
valtozatos szubsztrat sorozattal.

4.2 A SPINK1 vizsgalata
4.2.1 Szekretal6doé misszensz SPINK1 variansok

A szekrécids vizsgalatokat Demcsak Alexandra és Sahin-Téth Miklds végezték el.
Irodalmi adatok és az eldzetes kisérleteik azt mutattak, hogy a mutacidk tobbsége az inhibitor
szekrécids defektusat okozza. Hét SPINK1 mutacié (N34S, N37S, K41N, 142M, P55S, R65Q
és Q68R) azonban nem befolyasolta az inhibitor expresszidjat és szekréciodjat. A kisérleteket
elvégeztik C-termindlis Hisio cimkeét tartalmazo és anelkuli SPINK1 varidnsokkal is, hogy
meggy6z0djlink arrdl, hogy a cimke nem hat az inhibitor szekréciora. Eredmeényil azt kaptuk,
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hogy a Hisio cimke 0sszeségében fokozta a SPINK1 szekrécidjat. A K41N és Q68R variansok
expresszdja kismértékben csokkent a vad tipushoz képest. A tébbi varians szekrécioja nem
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meg. A variansok tripszin elleni gatlasi aktivitasat is megvizsgaltuk a transzfektalt sejtek
médiumaban. A K41N SPINK1 gétl6 aktivitasat nem tudtuk kimutatni. Tovabbi kisérleteink
soran funkcionalis vizsgalatokkal arra a kéerdésre kerestiik a vélaszt, hogy a szekretalédd
SPINK1 variansok fokozhatjak-e a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas rizikdjat.

4.2.2 A tripszin-SPINK1 komplex modellezése

A kovetkezékben leirt modellezés Szabé Andras munkaja. A SPINK1 fehérje huméan
tripszinnel alkotott komplexérél napjainkig nincs elérhetd rontgenkrisztallografias adat, ezért
munkacsoportunk épitett egy modellt, ahol a nativ, illetve szulfatalt kationos human tripszint a
borju kimotripszinogén A rekombindns SPINK1 K41Y, illetve I142E varianssal alkotott
komplexére vetitettlik, végul a reaktiv hely peptidkotésben résztvevé Lys41-1le42
aminosavakat helyredllitottuk. A hét szekrécios mutansban vizsgalt aminosav oldallancok azt
mutatjak, hogy a K41N és 142M mutéciok befolyasoljak a Lys41-1le42 reaktiv peptidkotés
erdsségét (P1 és P1° poziciok) és valdsziniileg rontjak az inhibitor-kotés erdsségét. A tobbi
varians, N34S, N37S, R65Q és Q68R mutacio altal érintett aminosav oldallancok ezzel
szemben kozvetlen nem allnak kolcsonhatasban a tripszin oldallancaival, ezért valoszintileg
nem befolyasoljak az inhibitor kotédését. Erdekesség, hogy a modellben a szulfat csoport a
tripszin Tyrl54 oldallancon, a Pro55 aminosav oldallanc kozelében helyezkedik el, igy
feltételezhetd, hogy a P55S varidns kotddését befolydsolhatja a tripszin szulfatalasa.

= sz

szintén a tripszin Tyr154 oldallanc szulfat csoportjanak kozelében helyezkedik el sztérikusan.
Ezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ez a mutacio is a SPINKI szulfatalt tripszin
kdlcsonhatasat gyengitheti. Munkéank soran ezeket a feltételezéseket teszteltiik kisérletesen.

4.2.3 A vad tipusu és N34S SPINK1 kotodése a human tripszinekhez

A kérdés nyitott, hogy az N34S mutacié valtoztat-e a SPINKL1 tripszinhez valo
kotodésén, ezért ezt a varidnst részletesebben vizsgaltuk. A kisérletekhez rekombinans
SPINK1-Hisio fehérjéket hasznaltunk, mint ahogy az anyagok és modszerek részben leirjuk.
Korébbi kutatasok kimutattak, hogy a tripszin gatlasa vad tipust és N34S SPINK1 varianssal
0sszehasonlithatd, bar a kisérletek technikai hatteriikbdl adddoan csak félkvalitativnak
mindsiiltek. Els6ként megmértiik a gatlas egyensulyi allandojat Eschericia coli-ban termelt
rekombinans tripszin ellen, amely poszttranszlacios modositason nem megy keresztil, nem-
szulfatalt.

A vad tipust SPINKI1 esetében erdés kotodést figyeltiink meg a kationos (Kp 1,1 pM)
és anionos tripszinhez (Kp 0,3 pM) egyarant. Hasonlo KD értékeket mértiink az N34S mutans
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esetében is Kp=1,5 pM Kationos tripszinre, illetve 0,4 pM anionos tripszinre. Ahogy a
szerkezeti model joslas is sejteti, az allandok magasabbnak adddtak a hasnyalbol tisztitott
szulfatalt tripszinek esetében. A vad tipusu SPINK1 esetében a Kp érték kationos tripszinre
62,2 pM anionos tripszinre 36,7, az N34S muténs eseteben 32,3 és 16,7 pM volt.

Ez azt jelenti, hogy a tripszin szulfatalasanak jelent6s szerepe van a SPINKI
inhibitorral val6 kdlcsonhatasban. A N34S muténs gatlasi értekei azt mutatjék, hogy valamivel
erésebben gatolja a tripszin izoformakat, de ez a kiilonbség a kisérlet hiba tartomanyan beliil
esik. EbbOl arra kovetkeztethetiink, hogy a N34S mutans SPINK1 tripszin-gatlasi kepessége
nem gyengébb a vad tipusu SPINK1-hez képest. Bioldgiai rendszerekben az inhibitor
asszociacios vagy disszociacios sebessége a funkcio szempontjabol relevansabb lehet, mint az
egyensulyi kotés erdssége, ezért a Kon €s Kofr értékeket is meghataroztuk a vad tipusu, illetve
N34S SPINK1 mutansra, kationos és anionos szulfatalt, valamint nem-szulfatalt rekombinans
tripszinekre is. Hasonl6 értékeket kaptunk mindkét inhibitor esetében. Ha dsszehasonlitjuk a
szulfatalt és nem-szulfatalt tripszineket, a SPINK1 inhibitor a nem-szulfatalt formakhoz
gyorsabban kétédik, mig a szulfatalt formak esetében a disszociacio gyorsabb. Osszességében
a nagyobb disszociacids érték magyarazatot ad a magasabb Kp értékre, amelyet az egyensulyi
kotés vizsgalata soran allapitottunk meg. A Kp értékeket a sebességi allandobadl szamoltuk és
hasonlitottuk az egyensulyi kotés erdsségéhez. A kapott értékek itt is a pM-0S vagy
alacsonyabb tartomanyba tartoztak a nem-szulfatalt tripszinek esetében. Megjegyzendd
azonban, hogy a hasznélt kisérletes modszer nem megbizhatd a subpikomolaris Kp
tartomanyban. A szulfatalt és hasnyalbol tisztitott nativ tripszinek a szdmolt Kp értekek két-
OtszOros eltérést (alacsonyabb) mutattak a kisérletes eredményekhez képest. Ez az eltérés még
elfogadhat6 két eltéré modszer esetében.

4.2.4 A tripszin atmeneti gatlasa SPINK1 inhibitorral

A SPINK1 egy ugynevezett &tmeneti inhibitor, idovel inaktivalodik és az aktiv proteaz
felszabadul a gatlas alol. A galtas aloli felszabadulas elsé 1épéseként a tripszin hasitja a
SPINK1 reaktiv hurokjaban talalhaté peptidkotést Lys4l-l1le42, amelyet a véglegesen
inaktivalo, foként Arg67-GIn68 kozotti peptidkotés, illetve az inhibitoron belil tobb helyen
torténd hasitas kovet. A szulfatalt és nem-szulfatalt tripszinek vad tipust SPINK1 gétlas aldl
val6 felszabadulasat 6sszehasonlitva azt talaltuk, hogy a szulfatalt tripszin sokkal gyorsabban
szabadult fel, mint a nem-szulfatalt tripszin.

Erre magyarazatot ad, hogy a szulfatalt formak esetében az inhibitor disszociacié a
tripszinr6l gyorsabb, ami magasabb Kp értéket jelent. A SPINK1 lebomlasat Western-blottal
is igazoltuk, ami megegyezett a mintakban mért novekvd tripszin aktivitissal. Az atmeneti
gatlas kinetikaja hasonlé volt a vad és N34S mutéans esetében, a felszabadulds valamivel
lassabban kovetkezett be a mutans SPINK1 estében.

4.2.5 A tripszin szulfatalas gyengiti a SPINK1 kotést

Ahogy fentebb leirtuk, azt talaltuk, hogy a human tripszin szulfatalas a 154-es tirozinon
gyengiti a SPINKI inhibitor kotddését a tripszinhez és eldsegiti annak gatlas aloli
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felszabadulasat. A munkank soran human hasnyalbol izolalt szulfatalt tripszin izoformakat,
illetve E. coli-ban termelt nem-szulfatalt tripszineket hasznaltunk. A vizsgalatok teljessege
érdekében HEK293T sejtekben termelt szulfatalt és nem-szulfatalt kationos és anionos
tripszineket is bevontuk a kisérletekbe, 1dsd Anyagok es modszerek fejezet. A tripszineket a
sejtes fellluszdbdl tisztitottuk és az egyensulyi kotés er6sségét megmértiik a vad tipust és az
N34S mutéansra is. A Kp értékek mindig magasabbnak adddtak szulfatélt tripszinre, mint a
nem-szulfatélt tripszinekre, alatdmasztva, hogy a szulfatdlas gyengiti az inhibitor kotést.
Erdekesség, hogy az E. coli és hasnyalbol tisztitott tripszinekkel torténd dsszehasonlitas esetén
a Kp értékek a nem-szulfatalt HEK293T sejtekben termelt tripszinekre magasabbak voltak, a
szulfatalt HEK293T sejtekben termelt tripszinekre pedig alacsonyabbak. Ezért a HEK293T
sejtekben termelt szulfatalt és nem-szulfatalt tripszinek kisebb eltérést mutatnak, igy a
kiilonbség a gatlas csokkenésében kisebb lesz, azonban az eldzéekben megfigyelt megallapitas
még mindig igaz marad, hogy a szulfatalas gyengiti a SPINK 1 kotédését.

4.2.6 A SPINK1 Y43 szerepe a human tripszinek kotésében

A molekuléaris modellezés azt sejttette, hogy a Y43 térben kozeli elhelyezkedése a
szulfat csoporthoz csokkent gatlast eredményezhet. Ennek igazolasara a SPINK1 tirozin 43
aminosavat alaninra, valamint argininra cseréltik és meghataroztuk az egyensalyi kotési
allandot szulfatalt és nem-szulfatalt kationos tripszinre. A vad tipusi SPINK1-el
0sszehasonlitva azt kaptuk, hogy a Y43A mutans hasszoros, a Y43R mutans pedig szazszoros
csokkenést mutat a kotés erésségében nem-szulfatalt tripszinre. A kotés erdssége a Y43A
mutans esetében hasonlé volt a vad tipushoz a szulfatalt tripszinre, a Y43R pedig haromszor
er0sebben kotodott a vad tipushoz képest. Az Y43 A mutans csokkent kotédése a nem-szulfatalt
tripszinhez céfolja, hogy a SPINK1 Y43-nak fontos szerepe lenne a tripszin 154 tirozinnal vald
kdlcsonhatasban és igy a kotés stabilizalasaban. A szulfatalt tipszinre ugyanakkor nem mutat
elérést a vad tipusi SPINK1-hez képest. A Y43R mutacio csokkent inhibitor tripszin kotést
eredményez a nem-szulfatalt tripszin esetén, azonban a szulfatalt tripszinhez erésebben
kotddik, valdszintileg elektrosztatikus kotés révén a guanidium és szulfat csoport kozott.
Osszességében kijelenthetd, hogy a Y43 mutacidi a kulcs meghatarozdi a gyengébb szulfatalt
tirozin-SPINK1 kdlcsdnhatasban.

4.2.7 A misszensz SPINK1 mutansok kotodése a nativ human tripszinekhez

Munkank soran az N34S mutans mellett tovabbi 6 kiilonb6zé SPINK1 mutanst
tisztitottunk, amelyek normal szekréciot mutatnak. A gatlasi képességik karakterizalasa
céljabol meghataroztuk az egyensulyi allanddkat hasnyalbdl tisztitott human, nativ szulfatalt
anionos és kationos tripszinekre. Klinikai szempontbol ezek a mutéciok pathobiokémiai
jelentdséggel rendelkezhetnek, igy fontos, hogy karakterizaljuk 6ket. A K41N mutans a
vartnak megfelelden gyengén kotddott mindkét tripszin izoforméhoz, az altalunk mért Kp
értékek a mikromolaris tartomanyba estek, ami 20-30 ezerszeres csokkenést jelent. A reaktiv
hurok muténs 142M kotédése 3-7-szeresére csokkent. A P55S muténs csak nagyon Kis eltérést
mutatott a vad tipushoz képest, 1,6-3,4—szeres csokkenest. A t6bbi SPINK1 mutans, N34S,
N37S, R65Q és Q68R KD értékei hasonléak vagy kisebbek voltak, mint a vad tipusé.
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Osszességében arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a ritka K41N és 142M mutaciok, amelyek
a reaktiv hurokban talalhatéak, okoznak szignifikans valtozast a tripszin inhibitor kotésében.

Megfigyeléseink és kisérleteink arra engednek kovetkeztetni, hogy a SPINK1
lecsokkent kotddése a human tripszinekhez nem gyakori jelenség kronikus hasnyalmirigy-
gyulladasban, és altalaban ritka mutacidk okozzak, amelyek az inhibitor reaktiv hurkat érintik.
A SPINK1 mutaciok fé6 patogén mechanizmusa, amely hozzajarul a hasnyalmirigy-gyulladas
kialakulasahoz inkabb az inhibitor szintjének csdkkenésében rejlik, amit a csokkent expresszid
és szekrécio, valamint a nem megfelel6 feltekeredés okoz.
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5. OSSZEFOGLALAS

Tanulményaim soran két proteaz és azok inhibitorainak tanulmanyozésara nyilt
lehetéségem. Az S. cerevisiae Tyl retrotranszpozon-eredetli Tyl proteaz Hise cimkével jeldlt
és nativ jel6letlen formait BL21(DE3) E. coli baktérium tdrzsben termeltettiik. A proteéaz
jellemzoit, biokémiai sajatossagait els6ként vizsgaltuk. A Tyl proteaz legfontosabb sajatsagai
nagymeértékben hasonldéak a retrovirus és retrovirus-szerii proteazokéhoz. Megallapitottuk a
protedz Kinetikai parametereit (Km, Kecat, Kea/Km) kiilonb6z6 természetes hasitohelyeket
reprezentalo szubsztratokra. Mdodositott szubsztratokkal arra kerestiik a valaszt, hogy a Tyl
proteaz esetében létezhet-e a kordbban HIV-1 proteaz esetén azonositott felszini szubsztrat
koto rész, azonban eredményeik alapjan ez a Tyl proteaz esetében nincs jelen. Vizsgéltuk az
ionerdsség, hdmérséklet, pH és urea koncentracio hatasat az enzim aktivitasara, az eredmények
mind ésszehasonlithatdak voltak a retrovirus-szerti proteazokra jellemz6 értékekkel. Tovabba
vizsgaltuk a HIV1 proteaz és egyéb altalanos aszpartil proteaz gatlészerek hatdsat a Tyl
protedzra. Méréseink alapjan, a proteaz természetes rezisztenciaval rendelkezik a legtobb HIV-
1 proteaz inhibitorral szemben.

Munkank soran a vad tipusu, illetve hét betegben azonositott SPINK1 varians (N34S,
N37S, K41N, 142M, P55S R65Q és Q68R) gatlasi képességét vizsgaltuk szulfatalt és nem-
szulfatalt human tripszin izoformakon. A vad tipust és a mutans SPINK1 fehérje valtozatok
hatasat a kotéserdssegre az asszociacios es disszociacios allandok megallapitasaval vizsgaltuk.
Amikor a vad tipus SPINK1 kotédését vizsgaltuk E. coli-ban termelt (nem-szulfatalt) és
hasnyalbdl tisztitott tripszin (szulfatalt) esetében, a kationos tripszin esetében 50-szeres, az
anionos tripszin esetében tobb mint 120-szeres csokkenést meértlink a Kp értékekben.
Megvizsgaltuk a nem-szulfatalt és szulfatalt human kationos tripszin tmeneti gatlasat a vad
tipust és a szakirodalomban hasnyalmirigy-gyulladassal asszocialt N34S SPINK1 varianssal.
Nem figyeltiink meg jelentds eltérést a kotéserdsségben vagy degradacidoban. Vizsgaltuk
tovabba a SPINK1 fehérjében két mesterséges mutacio (Y43A és Y43R) hatasat a szulfatalt és
nem-szulfatalt kationos tripszin Y154-nel valo kdlcsonhatasra. A kotés erdsséget a tripszinek
szulfatacios allapota hatarozta meg, gyengitve vagy erGsitve azt. Mindent Osszevetve,
eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a SPINK1 inhibitor gyengébb kotddése a
tripszin izoformakhoz elhanyagolhatd, nem kivalté oka a hasnyalmirigy gyulladasnak, a
betegség kialakulasdhoz inkabb az inhibitor csokkent expresszidja és/vagy megvaltozott
foldingja jarulhat hozza.
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