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1. BEVEZETES

A protedzok, peptidazok vagy proteindzok minden el6 szervezetben megtalalhatoak,
az emésztéstdl a véralvadasig szamos élettani folyamatban fontos szerepet toltenek be. A
protedzok miikodési mechanizmusanak megértése fontos mind az ipar mind az

élettudomanyok, orvostudomany szempontjabol.

1.1 A Tyl retrotranszpozon eredetii proteaz karakterizalasa

A Tyl retrotranszpozon egy a sz&mos Saccharomyces cerevisiae retrotranszpozon
kozul. A Tyl retrotranszpozon életciklusa nagyon hasonlo a retrovirusok eletciklusdhoz. A
proteaz feladata a fehérje prekurzor Gag-Pol poliprotein limitalt proteolizise azaz
feldarabolasa strukturalis fehérjékre és enzimekre. A retroviralis proteazok az antiretroviralis
terapidnak fontos célpontjai, ezért tanulmanyozasuk kiemelten fontos. A retoviralis és
retrovirus-szeri proteazok Osszehasonlitdé jellegii analizise segithet megérteni azokat a
mechanizmusokat, amik a protedz inhibitorok ellen létrejott rezisztencia kialakulasaban
vesznek részt. Jelenleg a retrovirus-szerii, kilondsen a retrotranszpozon eredetli proteazokra
vonatkozoan korlatozottan allnak rendelkezésre szerkezeti és biologiai informaciok.

Munkank soran a Tyl retrotranszpozon eredetii proteaz (Tyl PR) f6 jellemzbit
vizsgaltuk. A fehérje nativ és His-fuzids formait expresszaltuk Escherichia coli sejtekben,
majd tisztitas utan vizsgaltuk a rekombinans fehérjék aktivitasat mesterséges oligopeptid és
rekombinans fluoreszcens fehérje szubsztratokon, amelyek a természetesen el6forduld és
maodositott hasitohelyeket tartalmaztak. A proteaz aktivitdsat megvizsgaltuk kiilonb6z6
korulmények kozott, igy eltéré pH-n, hémérsékleten, kiilonb6zé urea koncentracid, illetve
valtozé NaCl koncentracio mellett egyarant. Optimalis kortilmények mellett vizsgaltuk az
enzim Kinetikai paramétereit, valamint gatlasi profiljat kiilonboz6 retroviralis protedz
inhibitorokkal. A Tyl proteazt az I-es tipusd human immundeficienca virus proteaz (HIV-1
PR) ellen kifejlesztett és az antiretroviralis terapiaban hasznalt gatloszerek egyike sem
gatolta. Homol6g modellezéssel josoltuk a Tyl protedz negyedleges szerkezetét, melyet
felhasznaltunk a kisérletes vizsgalatok eredményeinek értelmezéséhez, illetve a retroviralis és

retrovirus-szerti protedzok sajatsagaival valo 6sszehasonlitashoz is.



1.2 A human tripszin izoformak szulfatalasdnak hatésa és szekretaloddé SPINK1

mutaciok vizsgalata

A human hasnyalmirigy szamos emésztd enzimet valaszt ki, ezek kdzott szerepel tObb
protedz és azok izoformai is, mint példaul a tripszin, a kimotripszin, az elasztaz és a
karboxipeptidaz. Ezek tgynevezett zimogén formaban szekretalddnak és csak késobb, a
duodénumban alakulnak aktiv formajukka limitalt proteolizis altal. Ha ez az aktivalasi
esemény id6 elott a hasnyalmirigyben térténik meg, egy gyulladasos allapot, hasnyalmirigy-
gyulladas alakul Kki. A szervezet természetes szabalyozé mechanizmusa a korai, nem
kivanatos aktivalodas ellen egy hasnyalmirigy-eredett tripszin inhibitor, a Kazal 1-es tipusu
szerin proteaz inhibitor (SPINK1) termelése és szekréci6ja a hasnyalmirigyben. Szamos
mutans SPINK1 varianst hoztak 0sszefliggésbe a hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasaval,
ennek magyarazata a defektiv tripszin-kotés és -gatlas lehet. A human tripszin két f0
izoforméja a kationos és anionos tripszin. Ezen enzimek poszttranszlacios maodositason
mennek keresztil, ami soran a fehérje lancban a 154. pozicioban talalhato tirozin oldallanca
szulfatalodik, megvaltoztatva ezzel az S2° szubsztratkoto zsebet. Munkank soran vizsgaltuk a
betegekben kimutatott kiilonb6z6 SPINK1 mutans (N34S, N37S, K41N, 142M, P55S, R65Q
és Q68R) feherjék kotddését a szulfatalt (azaz nativ kationos) és az anionos tripszinhez,
illetve azok rekombinans technikaval eléallitott valtozatahoz. Vizsgaltuk tovabba a SPINK1
Y43A és Y43R mesterséges mutaciok (betegekben nem megfigyelt) hatasat a Y154 mutans

tripszinnel valo kdlcsonhatasra.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A proteézokrodl altaldban

A protedzok az Osszes él6lényben el6forduld olyan biokatalizatorok, amelyek a
peptidkotés hidrolizisének sebességet gyorsitjak fel. A protedzok minden szervezet szdmara
nelkulozhetetlen enzimek. Az emberi szervezetben részt vesznek tobbek kozott az
emésztésben, véralvadasban, jelatviteli utvonalakban, és az immunrendszer megfeleld
miikodésében. Mivel a biokémiai utvonalak fontos résztvevoi, rendellenes miikodésiik
patologias allapotot idézhet eld, mint példaul daganatos, gyulladdsos megbetegedések vagy
neuro-degenerativ  rendellenességek. A  virusokban és egyéb mikroorganizmusok
életciklusaban is kulcsfontossagu szerepet toltenek be.

A ribozimek kivételével az enzimek mind fehérje természetii molekulak. A fehérje
természetli enzimeket hét csoportba sorolhatjuk a katalizalt reakcio alapjan: oxidoreduktazok,
transzferdzok, hidrolazok, lidzok, izomerazok, ligazok és transzlokazok. A protedazok a
hidrolazok csoportjaba tartoznak, a fehérjéket peptidekre, aminosavakra bontjak a
peptidkotéseik hidrolizise révén. A kiilonboz6 proteazok eltéré fehérje szekvenciakat,
peptideket ismernek fel és hasitnak. Ez az specificitas teszi lehetdvé a kiilonbozé funckidik
betdltését.

A protedzok osztalyozasa alapvetéen a katalitikus mechanizmus vagy a hasitott kotés
pozicidja alapjan torténik. Utobbi szempont szerint megkilénboztethetlink exo- és
endopeptidazokat annak alapjan, hogy a fehérjelanc végén vagy kdzepén hasitanak, illetve az
exopeptidazokon belul amino- és karboxipeptidazokat. A pH preferencia alapjan alkalikus,
neutralis és savas proteazokat kilonboztethetiink meg. A katalitikus mechanizmus, azaz a
katalizisért felelds aminosav alapjan pedig hét alcsoportba sorolhatjuk 6ket: szerin, cisztein,
treonin, aszpartil, glutamat és metalloproteazok, valamint aszparagin peptid lidzok (Laskar
és Chatterjee, 2009).

A legismertebb proteazok emésztéenzimek, mint példdul a gyomorban termelédd
pepszin, ami egy aszpartil protedz, vagy a hasnyalmirigyben termel6dd tripszin, ami a szerin
proteazok csoportjaba tartozik. A viralis protedzok kozil a legjobban karakterizalt a HIV-1
protedz, ami terdpiés célpontként is szolgal, ezért a retroviralis és retrovirus-szer(i aszpartil
proteazok karakterizalasa az utobbi évtizedekben el6térbe keriilt. Novényi protedzok kozil
ismert példaul a bromelin, ami az ananészban talalhato, a papain, amit a papaya gyiimdlcsbél

nyernek és hasok érlelésére hasznaljak a hasiparban.



2.2 Aszpartil protedzok
2.2.1 Az aszpartil proteazok csoportositasa

Az aszpartil protedzok kozul szd&mos enzim ismert és jol karakterizalt, ebbe a
csoportba tartozik példaul a pepszin, renin, katepszin D, katepszin E. A Nemzetkozi
Biokémiai es Molekuléaris Biologiai Unié (International Union of Biochemistry and
Molecular Biology, IUBMB) besorolasa szerint az aszpartil protedzok az altaluk katalizalt
reakcid alapjan a hidrolazok (EC 3.) csoportjaba sorolhatéak, amelyek peptidkdtés hasitasara
képesek (EC 3.4) és ezen belll olyan endopeptidazok, amelyek katalitikus helyén aszpartat
aminosav talalhaté (EC 3.4.23). Az aszpartil protedzokat a MEROPS adatbazis tovabb bontja
és 5 klanba sorolja: AA, AC, AD, AE és AF (1. tablazat). Az AA Kklan enzimjeire
Osszességeben jellemzd, hogy a katalitikus aszpartat koriili motivum a kdvetkezd: Xaa-Xaa-
Asp-Xbb-Gly-Xbb, ahol az Xaa hidroféb aminosav, az Xbb pedig szerin vagy treonin. Az
AA klanon belill az Al csaladba sorolt enzimek, amelyek eukariota eredetiiek, Ugynevezett
két lebenyli enzimek, a két lebeny, azaz két fehérjelanc kozott helyezkednek el a katalitikus
aminosavak, az aktiv cetrumot képezve. Az ebbe a csaladba sorolt protedzok génje
génduplikécidval jott 1étre az evolicid soran, a masodik lebeny az els6b6l evolvalodott, erre
példa a pepszin szerkezete (Handbook of Proteolytic Enzymes, Chapter 1, 3. oldal,
Fujinaga és mtsai, 1995). Az Al csaladban talalhaté enzimekre jellemz6, hogy az enzimen
belli két lebeny aminosav szekvenciaja jelentOsen eltér, viszont a harmadlagos szerkezetiik
nagyon hasonlo. Ez felveti a kérdést, hogy a génduplikacio eldtt az eredeti génrdl atirddo

egyetlen fehérjelanc, ami egy aszpartatot tartalmaz, hogyan toltotte be a szerepét.

Erre valaszként szolgalhat az AA klan A2 csaladja, amely viralis eredetti aszpartil
proteazokat foglal magaba, mint példaul az 1-es tipusi human immundeficiencia virus (HIV-
1) proteaz (PR) (Rowlings és Barrett, 1995) vagy a Drosophila melanogaster eredeti Gypsy
transzpozon peptidaz (Marlor és msai, 1986). A viralis enzimek esetén nem beszélhetlink
génduplikéciorol. Egy fehérjelancot kdodold gén irddik at és két monomer fehérjelanc

dimerizacidja hozza létre az aktiv enzimet.

A MEROPS adatbazis a Tyl retrotranszpozon proteazt az AA klan All csaladjaba
azon belul pedig az A11B alcsaladba helyezi. A csaldd maésik aga az A11A Drosophila

melanogaster Copia transzpozon proteazt tartalmazza.
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1. tablazat Az aszpartil protedzok csoportositésa. A baloldalon a klanok és alcsoporijtaik, a jobb
oldalon katalitikus aminosavak és 1-1 példa talalhato.

Aszpartil peptidazok

Klan AA Katalitikus aminosavak: Asp, Asp vagy His
Csalad
AlA pepszin A (Homo sapiens)
AlB nepentezin (Nepenthes gracilis)
A2A HIV-1retropepszin (human immunodeficiencia virus tipus 1)
A2B Ty3 transzpozon peptidaz (Saccharomyces cerevisiae)
A2C Gypsy transzpozon peptiddz (Drosophila melanogaster)
A2D Osvaldo retrotranszpozon peptidaz (Drosophila buzzatii)
A2E retrotranszpozon peptidaz (Schizosaccharomyces pombe)
A2G retrotranszpozon 17.6 peptidaz
(Drosophila melanogaster)
A2H retropepszin (walleye dermal sarcoma virus)
A3A karfiol mozaik virus endopeptidaz (karfiol mozaik virus)
A3B bacilliform virus protaz (rice tungro bacilliform virus)
A9 spumapepszin (human spumaretrovirus)
All1A Copia transzpozon (Drosophila melanogaster)
Al1B Tyl transzpozon peptidaz (Saccharomyces cerevisiae)
A28 DNS-karosodas indukalt fehérje 1 (Saccharomyces cerevisiae)
A32 PerP peptidaz (Caulobacter crescentus)
A33 bér aszpartil proteaz (Mus musculus)
Klan AC Katalitikus aminosavak: Asp, Asp
Csalad
A8 szignal peptidaz Il (Escherichia coli)
Klan AD Katalitikus aminosavak: Asp, Asp
Csalad
A22A presenilin 1 (Homo sapiens)
A22B impas 1 peptidaz (Homo sapiens)
A24A IV tipusu prepilin peptidaz tipus M1 (Pseudomonas aeruginosa)
A24B preflagellin peptidaz (Methanococcus maripaludis)
Klan AE Katalitikus aminosavak : Asp (or Glu), Asp, His (or Lys)
Csalad
A25 gpr peptidaz (Bacillus megaterium)
A31 HybD peptidaz (Escherichia coli)
Klan AF Katalitikus aminosavak: Asp, Asp, Asp, His
Csalad
A26 omptin (Escherichia coli)

11



Az eukariota/celluléris és virus-eredetii aszpartil proteazok nem csak harmadlagos
szerkezetiikben és az aktiv centrumban taldlhaté aminosavakban hasonlitanak, hanem pH
optimumuk is &ltaldban alacsony érték, mint példaul a HIV-1 protedz pH 4-6 korili
optimuma (Boross és mtsai, 1999) vagy a human pepszin igen alacsony, pH 2 optimuma
(Foltmann, 1988). Kivétel ezek kozul a humén foamy virus (HFV) proteaz, amely pH
optimuma semleges korli (pH 6,6-6,8) (Fenyofalvi és mtsai, 1999).

2.2.2 Az aszpartil proteazok hatdsmechanizmusa

A celluléris aszpartil peptidazok szubsztratk6td zsebe a fehérje dimer kdzepén, térben
az N- és C-termindlis talalkozasa felett talalhato és altalaban 7 vagy 8 aminosavat foglal
magaba, amelyet S5-S3°-ként jeldlink. A szubsztratkotd zseb kdzepén helyezkedik el a két
aszpartat aminosav, amelyek a Asp-Thr/Ser-Gly-Thr/Ser motivumban talalhatéak meg, ami
fenttartja a karboxil csoportok szamara megfeleld kornyezetet. A virdlis enzimekben a
szubsztratkotd zseb rovidebb, S3-S3°-ként irhatd le (Wlodawer és Erickson, 1993). Az
aszpartil, glutamat és metallo peptidazok abban kiilonbdznek a szerin, cisztein és treonin
peptidazoktdl, hogy a peptidkdtest megtdmadd nukleofil nem egy nukleofil aminosav
oldallanc, hanem egy aktivalt vizmolekula. Az aszpartil protedzok aktiv centrumaban
altalaban két - a katalizis szempontjabdl fontos - aszpartat aminosav talalhatd, azonban egyes
enzimekben a masodik aszpartatot mas aminosav helyettesiti. Az aszpartil proteazok
katalitikus aktivitdsdnak mechanizmusat (Suguna és mtsai, 1987; Brik és Wong, 2002) a
kovetkezoképp irtak le: A katalizisben részt vevd egyik aszpartdt deprotonalt formaja
megtamadja a szubsztrat karbonil csoport szénatomjat egy aktivalt vizmolekulan keresztil (1.
abra). A karbonil csoport oxigénjét ekdzben protonalja a masik aszpartat és kialakul egy
tetraéderes atmeneti allapot. VVégil a szubsztrat amid csoportja protonalodik ami a tetraéderes
allapot felbomlasdhoz vezet és a szubsztrat a peptidkotés helyén két termékre hasad.
Erdekesség, hogy az eddig leirt aszpartil protedzok mindegyike endopeptidéaz, pedig a hasitas

mechanizmusa nem kizar6 oka az exopeptidaz aktivitasnak.
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1 bra. Az aszpartil protedzok katalitikus mechanizmusa.

A retroviralis proteazok aktiv helyre jellemzé motivuma a (D-S/T-G), az itt talalhato
aminosavak kozott er6s hidrogénkotések alakulnak ki, ezt tiizolté fogasnak (fireman'’s grip)
nevezzilk. A HIV-1 proteaz katalitikus aminosavai a kovekezOk: D-T-G. A Thr 26 és Thr26’
a dimerizdcioban tolt be fontos szerepet, a treonin alaninra torténd cseréje esetén a hianyzo
hidroxil csoportok okozta destabilitds miatt katalitikus aktivitdis nem figyelhetd meg
(Strisovsky es mtsai, 2000). Az Asp25 és Asp25’ aminosavak a szubsztrattal keriilnek direkt
kolcsonhatasba és a katalizisben fontos szerpet toltenek be, a Gly27 és Gly27’ aminosavak

pedig a szubsztrat kdtésben és stabilizacidjaban vesznek részt (Mager, 2001).

2.2.3 Aszpartil protedz gatloszerek

Az aszpartil proteazok altalanos erds inhibitora a hat aminosavbol (Iva-Val-Val-Sta-
Ala-Sta; Iva: izovaleril, Sta: sztatin) all6 peptid, a pepsztatin A, amelyet eldszor Actinomyces
fajokbdl izolaltak 1970-ben (Umezawa és mtsai, 1970). Nevét onnan kapta, hogy a pepszint
mar pikomolaris koncentracioban is gatolja (Marciniszyn és mtsai, 1976) illeve egy ritka
aminosavat is tartalmaz, sztatint (4-amino-3-hidroxi-6-metilheptansav), az A betii pedig az
Actinomyces torzseket jeloli. A pepsztatin A az eukariota/cellularis eredetii proteazok erés

inhibitora (Knight és Barrett, 1975) (Pourmotabbed és mtsai, 1982), példaul a katepszin D
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50%-o0s gatlashoz tartozd inhibitor koncentracié (ICso) 8,8 nM, renin esetében 6,6 uM és

pepszinre pedig 14 nM-t mértek (Katoh és mtsai, 1987).

Egy évvel kés6bb a pepsztatin A N-acetil szarmazékéat (Ac-Val-Val-Sta-Ala-Sta-OH;
Ac: acetil) Streptomyces naniwaensis torzsbdl izolaltak (Satoi és Murao, 1971). A pepsztatin
és az acetil-pepsztatin (2. abra) az aszpartil protedzok aktiv centrumahoz kot6dik, a peptid
kozepén elhelyezked6 sztatin OH csoportja a viz helyett az aktiv centrum aszpartétjaival
kdlcsonhatva tetraéderes allapotot hoz létre, igy a viz molekula 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 gatlasi képességét a HIV-1 és HIV-2 protedzokra mar
a nyolcvanas évek végén megallapitottak, pH 4,7 értéken a HIV-1 proteazra a Ki=20 nM
(Richards és mtsai, 1989a), a HIV-2 proteazra pedig Ki=5 nM (Richards és mtsai, 1989b).
A pepsztatin A ICso ertéke HIV-1 PR-ra 1,8 uM (Lee és mtsai, 1998), ami gyenge gatlast
jelent. Az acetil-pepsztatin a pepsztatin A-nal jobb gatlészernek bizonyult a xenotropikus
egér leukémia virussal-rokon virus (XMRV) proteazra is (Matuz és mtsai, 2012). A
pepsztatin A relative magas, 0,1-0,5 mM ICs értékeket mutat az 1-es tipusu human T-sejtes
leukémia virus (HTLV-1), a Moloney egér leukemia virus (MMLYV) és a marha leukémia
virus (BLV) proteazokra is (Katoh és mtsai, 1987). A retrotranszpozon eredetii human
retrovirus-szerli aszpartil proteaz 1 (ASPRV1) esetében is 15,5 uM ICso értéket mértek
(Golda és mtsai, 2020b). A pepszatinokat nem hasznéljak a klinikumban, azonban
hatasmechanizmusuk megértése az elsé és masodik generaciés HIV-1 protedz inhibitorok
kifejleszteseben fontos szerepet jatszott, ezeknek a gatloszereknek a tobbsége ugyanis peptid-
mimetikus. A HIV-1 protedz gatloszerek Ggynevezett erés kotédésti kompeptitiv inhibitorok,
a protedz aktiv centruméaért versengenek a viralis poliproteinekkel, igy gatolva a virus

életciklusat, a viralis fehérjék érését.
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2. abra. Az acetil-pepsztatin szerkezete. Kép forrasa: Medchemexpress

(https://www.medchemexpress.com/).

Az ismert HIV-1 protedz gétloszerek a pepsztatin szarmazékok mellett a kovetkezoek:
atazanavir, darunavir, fosamprenavir, indinavir, lopinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir,
tipranavir és DMP-323. Ezek koziil elsé generacids inhibitor az indinavir, nelfinavir,
ritonavir, saquinavir és amprenavir, masodik generacios inhibitor az atazanavir, darunavir,
fosamprenavir, lopinavir, tipranavir. Jelen tanulmany készitésekor az amerikai Elelmiszer- és
Gyogyszerbiztonsagi Feligyelet (Food and Drug Administration, FDA) szerint a
klinikumban az ismert HIV-1 protedz inhibitorokbdl hatot hasznalnak. Ezek a kovetkezdek:
atazanavir, darunavir, fosamprenavir, ritonavir, saquinavir és tipranavir. A tipranavir és
darunavir, illetve a klinikumban nem alkalmazott DMP-323 kivételével az dsszes inhibitor
peptid-mimetikus. A tiprinavir és a darunavir a HIV-1 proteaz aktiv centrum mutacidinak
jobban ellenall, mint a tobbi gatloszer ugyanis elobbi kevesebb hidrogénkotéssel kotodik
(Larder és mtsai, 2000), utébbinak pedig a molekularis flexibilitasa biztosit nagyobb
rugalmassagot (Purohit és Sethumadhavan, 2009; De Meyer és mtsai, 2004). A HIV-1 és
HIV-2 proteazok erds gatloszere a DMP-323, amelyet az ismert inhinitorok haromdimenziés
szerkezete alapjan terveztek és allitottak el6. A protedz inhibitorok napjainkban kezdenek
kiszorulni a HIV terapias szerek kozil, ennek oka pedig az elleniik gyorsan kilalkuld
rezisztencia. Ennek ellenére a ritonavir ismét a figyelem kozéppontjaba kerilt, hiszen a
COVID-19 betegek kezelésére elfogadott Paxlovid gyogyszer a SARS-CoV-2 {6 proteaz
inhibitora (nirmatrelvir) mellett ritonavirt is tartalmaz, melynek célja a nirmatrelvir
stabilitasanak ndvelése azéaltal, hogy annak metabolizmusat gatolja (Mo6tyan és mtsai, 2022).
A retrovirus eés retovirus-szerii proteazok és inhibitoraik tanulmanyozasa ezért kiemelten

fontos az Uj inhibitorok fejesztésében.
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2.3 A retrotranszpozonok

A retrotranszpozonok egy specialis fajtai a “mozgékony” genetikai elemeknek, azaz a
transzpozonoknak. A retrotranszpozonok RNS intermedieren Kkeresztil irédnak at, majd az
errél keletkez6 DNS-t illesztik be a genomba (Xiong és Eickbush, 1990). Ezen genetikai
elemek megtalalhatbak minden eukariota ¢él6lényben, a prokariotdkban azonban nem
fordulnak elé. Az éleszté eredetii retrotranszpozonok mindegyike kivétel nélkil a hosszu
terminalis ismétl6dést tartalmazo, un. long terminal repeat (LTR)-retrotranszpozonok
csoportjaba tartozik (Maloy és Hughes, 2013). Ezt a csoportot két alcsoportra bonthatjuk, a
Tyl-copia és a Ty3-gypsy csoportokra. A Saccharomyces cerevisiae sarjadzo éleszté genomja
szamos LTR retrotranszpozont tartalmaz, amelyek kozul a legtébb tanulmany a Tyl

retrotranszpozonra iranyul (Coffin és mtsai, 1997; Curcio és mtsai, 2015).

2.3.1 A Tyl retrotranszpozon genomja és életciklusa

A Tyl genom 5918 bazispar hosszusagu, valamint ahogy az a retrovirusokra is
jellemz6, a genom mindkét végén azonos, 334 bazis parbdl allé LTR szekvenciak talalhatdak.
Az LTR szekvenciak végén megtalalhaté a 5°-TG...CA 3’ invertalt ismétlédé szekvencia és a
harom j6l megkiilonboztethetd domén: U3, R és US5. A génrdl atir6do transzkripten a 38
nukleotid hosszdsagu U5 régio az 5° végen, mig a 240 nukleotid hosszusagi U3 régié a 3°
vegen helyezkedik el, az 56 nukleotid hossz( R régioé pedig megtalalhatd a processzalodott

transzkript mindkét végén (Curcio és mtsai, 2015).

A Tyl retrotranszpozicidja replikativ. modon torténik, a folyamat két
retrotranszpozont eredményez, az eredeti retrotranszpozont, illetve annak a masolatat a
genomban. A retrotranszpozicioban részt vevé fehérjéket a retrotranszpozon genom kodolja.
A Tyl genom két részlegesen atfedé nyitott olvasasi keretet tartalmaz (open reading frame,
ORF), a gag és pol genekét (Coffin és mtsai, 1997). A gag ORF a Gag prekurzor fehérjét
(p49-Gag) kddolja, ami kapszid és nukleinsav chaperon funkciokkal rendelkezik. Az R régi6
utolsd harom nukleotidja a gag els6é kodonja, illetve a gag és a pol szekvencidk egy 38 bp
hosszlsagu szakaszok atfednek egymassal. A Tyl genomrdl az mRNS-t a cellularis RNS
Polimeraz Il (Pol I1) irja at, majd az RNS érésen megy keresztil. Az érett mRNS egy hét
nukleotidbol allé szignalt tartalmaz, ami +1 riboszémalis frameshifthez vezet a gag ORF-en,

igy valtva a pol ORF-re és ezéltal a Pol expresszidjara (Clare és msai, 1988). A
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kereteltolodas (frameshift) utan Gag-Pol prekurzor poliprotein (p199-Gag-Pol) transzlalodik,

ami a proteéz, integraz és reverz transzkriptaz enzimeket kodolja (3.4bra).

A) Retrovirus

LTR gag pol eny LTR

Tyl retrotranszpozon

_ 5.6 kb

p49- G)& 19%

v v

Tt
e

3. abra. A retrovirusok és a Tyl retrotranszpozon genomja. (A) A retrovirusok és a Tyl
retrotranszpozon genomjanak sematikus &brazolasa. (B) A Tyl gag és gag-pol ORF-rél atir6déd
fehérjék. A piros szaggatott vonalak a Tyl protedz altal a prekurzor poliproteinbdl processzalodo
fehérjéket jeldlik. A szdmok a fehérjék molekulatémegét jelentik (kDa).

B)

A retrovirusokhoz hasonléan a prekurzor fehérjék limitalt proteolizise a Tyl
replikacios ciklusanak is fontos részét képezi, amit a protedz hajt végre, ami elsé 1épésként
autoprocesszalodas révén sajat magat fogja kihasitani a p199-Gag-Pol fehérjébdl. A
struktaralis fehérjék a Gag és a Gag-Pol prekurzor poliproteinekrél processzalodnak (Adams
és mtsai, 1987; Muller és mtsai, 1987; Youngren és mtsai, 1988). Ahogy azt fentebb
emlitettiik, elébbi a p45-Gag fehérje, utdbbi a pl99-Gag-Pol fehérje, ami proteazra,
integrazra és reverz transzkriptazra hasitodik, amely fehérjék a megfelelé retroviralis
fehérjékhez hasonldak (Garfinkel és mtsai, 1991; Mellor és mtsai, 1985). Habar az LTR
retrotranszpozonok és retrovirusok életciklusa hasonlo, az extracellularis 1épések hianya miatt
a retrotranszpozonok életciklusa a sejten belllre korlatozédik (4. abra), igy nem

fert6z6képesek (Curcio és mtsai, 2015).
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4. dbra. A Tyl retrotranszpozon életciklusa Saccharomyces cerevisiae sejtben. A ciklus elsé
lépéseként a sejtmagban taldlhatd (vilagoskék koér) Tyl genom atirodik mRNS-re (z6ld vonalak)
melyekr6l a virus-szert részecskék (VLPs, virus like particles, sarga korok jelolik) fognak atirédni, az
érésiiket kovetden ezek a fehérjék osszeépiilnek (két sarga kor egymasba illszetve), de a sejtb6l nem
jutnak Ki. Az mRNS-rél tovabba ¢cDNS (kék dupla vonal) irddik at a retrotraszpozon kddolt reverz
transzkriptaz altal, ami a sejtmagba transzportalodik és beintegralodik az éleszté genomba.

Ennek oka, hogy az env gén, ami a burok fehérjét kodolja, hianyzik a
retrotranszpozon genombol. A Tyl mRNS, Gag és Gag-Pol fehérjébdl kihasitodo strukturalis
és enzim fehérjék, amiket virus-szerii részecskéknek is nevezink, virus-szerti képletekké
allnak 6ssze, amik intracellularis érésen mennek keresztil (Brookman és mtsai, 1995; Roth
és mtsai, 2000). A Tyl fehérjék érése utan, a Tyl RNS-r6l, reverz transzkripcié altal irdédik
at a Tyl genom (cDNS). Az atirddast nuklearis import koveti és a cDNS, az integraz enzim
altal a sejt genomba integralédik (Curcio és mtsai, 1992; Curcio és mtsai, 2003; Moore és
mtsai, 1998; Moore és msai, 2000; Friedl és mtsai, 2010). Az integracio utan az életciklus

ujrakezdddhet.
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2.3.2 A retrotranszpozon eredetii protedazok

Annak ellenére, hogy a retrovirus-szerii proteazokr6l a tudasunk egyre né, a
retrotranszpozon-eredetii protedzok biokémiai, enzimatikus ¢és strukturdlis jellemzdir6l
rendelkezésre all6 adat igen kevés. Az egyetlen retrotranszpozon eredetii proteaz, amelyet
munkacsoportunkon Kiviil rekombinans formaban tisztitottak és karakterizaltak, a Drosophila
melanogaster Copia Gag prekurzor fehérje (Athauda és mtsai, 2006). A S. cerevisiae Tyl
retrotranszpozon és a D. melanogaster Copia retrotranszpozon protedz ugyan a Copia
transzpozon endopeptidaz csaladba tartoznak (family All) a MEROPS adatbazis szerint
(Rawlings és mtsai, 2018), azonban tavoli rokonsagban allnak egymastdl ezen a csaladon
belil (Malik és mtsai, 2001).

A 20 kDa nagysdgu monomer aszpartil protedz N-termindlis részét a Tyl
retrotranszpozon gag ORF 3’ és a pol ORF 5’ vége egy rovid reszen atfedésben kodolja. A
Tyl proteaz processzalasi utvonala és szerepe a virus-szerii fehérjék létrehozasaban mar
szamos kutatas célpontja volt (Garfinkel és mtsai, 1991; Merkulov és mtsai, 1996,
Merkulov és mtsai, 2001; Lawler és mtsai, 2001). Az ismert, hogy a Tyl protedzban
megtalalhat6 a retroviralis aszpartil protedzok konszenzus katalitikus motivuma, a D-S/T-G-
A szekvencia, illetve, hogy a proteaz a pl199-Gag-Pol prekurzor fehérjér6l funkcioképes
virus-szerti fehérjéket hasit le. A limitalt proteolizis a Gag/proteaz (Gag/PR, RAH*NVYS),
proteaz/integraz (PR/IN, TIN*NVH) és integraz/reverz transzkriptaz (IN/RT, LIA*AVK)
hasitohelyeken torténik, amelyeket el6z6leg kémiai szekvanalassal azonositottak (Garfinkel
és mtsai, 1991; Merkulov és mtsai, 1996) (5. abra). A prekurzor fehérje el6szér a Gag/PR
hasitohelyen hasitodik el, és ez a 1épés szigoruan hémérséklet-fiiggd (Lawler és mtsai,
2002). Kisérletes adatok nem allnak rendelkezésre a Tyl retrotranszpozon eredetii proteazrol,
illetve a homolog modellezésen alapuld szerkezet sem kerilt publikalasra, ezért a szerkezeti
hasonlésag a retrovirdlis és Tyl retrotranszpozon proteaz kozott ismeretlen volt

tanulmanyunk megjelenése el6tt (Gazda és mtsai, 2020).
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5. &bra. A Tyl proteaz hasitdhelyei. A hasitohelyeket a genomrdl atirddott prekurzor poliproteinben
a nyilak jelolik. A Gag fehérjerész zold szinnel, az enzim fehérjéket lila szinnel jel6ltik.

2.4 Szerin protedzok
2.4.1 A szerin protedzok osztalyozasa

A szerin, treonin es cisztein peptidazok abban kilonbdznek az aszpartil, glutamat es
metalloproteazoktol, hogy a viz helyett az aktiv centrum nukleofilje egy aminosav rész.
Ebbol kovetkezdleg az acil intermedierek csak a szerin, treonin és cisztein peptidazok altal
katalizalt reakciokban johetnek létre. Szerin peptidaznak nevezziik azokat a proteazokat, ahol
a katalitikus aktivitas a szerin hidroxil csoportjan alapszik, ami nukleofilként fogja tdmadni a

peptidkotést a szubsztratban.

A szerin proteazok szerkezete alapjan két nagy csoportot kulonboztetiink meg: a

kimotripszin-szert és a szubtilizin-szer( szerin proteazokat (Hedstrom, 2002).

A szekvencia, a negyedleges szerkezet, valamint a katalitikus aminosavak sorrendjére
alapozva korulbelul 14 klant és 50 csaladot kildnboztethetiink meg a szerin proteazokon
belil (2. tablazat). A katalitikus folyamat altalaban a szerinen Kivil, ami a nukleofilt
hordozza, egy proton donor vagy altalanos bazis bevonasat is megkoveteli. A PA, PC, SB,
SC, SH, SK és SS klanokban a proton donor a hisztidin, a katalitikus tridd harmadik tagja
pedig a hisztidin imidazolium gy{irijének orientaci6jaban miikodik kozre. A harmadik
aminosav altaldban aszpartat, vagy az SH klanban egy masodik hisztidin, illetve glutamat a
PC és SS klanokban. A PA(S) szubklan S1 csaladja a legjobban karakterizalt proteazokat
foglalja magaba, mint a kimotripszin és tripszin. Az enzimek peptidaz alegysége két doménes
struktdrat mutat, mindkét domén tartalmaz egy B hordot és az aktiv centrum a két domén
kozott helyezkedik el. Az ilyen doménekkel rendelkez6 szerin peptidazok mind az SA klanba
tartozak, de mara mar vilagos, hogy ez az evollcids vonala a peptidazoknak szintén magaba
foglalja a cisztein peptidazokat, ezért a szerin és cisztein peptidazok csaladjait a klan PA azon
belil is két szubklanba, a PA(S) és a PA(C) szubklanokba soroljuk. A katalitikus triad
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sorrendje His, Asp €és Ser a PA(S) szubklanban, és a negyedleges szerkezet foként 3 redokbol
all. Minden peptiddz a klanban endopeptidéaz, egyetlen protedz, a Porphyromonas gingivalis
dipeptidil peptidaz 7 kivételével és a csoportban megtalalhatunk RNS virus, baktérium archae
¢s eukariota eredetli enzimeket is. Az S1 csalad a legnagyobb a PA(S) szubklanon beliil,
mind a megszekvenalt fehérjék, mind pedig a kiilonb6z6 peptidaz aktivitds szamaban. A
csalad szintén tartalmaz olyan enzimeket, ahol a peptidaz aktivitds nem ismert. A szubsztrat
specificitdst az S1 zseb specificitdsa dominalja, az itt talalhaté aminosav szolgaltatja a
karbonil csoportot a peptidkotés hasitdsahoz (Sichler és mtsai, 2002). A legtobb peptidaz az
S1 csaladon belll prekurzorként szintetizalodik, egy N-terminalis szignalt tartalmaz, aminek
az eltavolitasa limitalt proteolitikus hasitast igényel, igy aktivalva az enzimet (Handbook of

Proteolytic Enzymes, Elsevier, Chapter 559, 2491. oldal).
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2. tblazat. Az szerin protedzok csoportositdsa. A baloldalon a klanok és alcsoporjtaik, a jobb
oldalon katalitikus aminosavak és 1-1 példa talalhato.

Szerin peptidazok

Klan PA(S) Katalitikus aminosavak: His, Asp, Ser

Csalad

S1A kimotripszin A (Bos taurus)

S1B glutamil endopeptidaz (Staphylococcus aureus)

sic DegP peptidaz (Escherichia coli)

S1D lizil endopeptiddz (Achromobacter lyticus)

S1E streptogrizin A (Streptomyces griseus)

S1F szerin peptidaz (human astrovirus)

S3 togavirin (Sindbis virus)

S6 IgA1-specifikus szerin-tipusu prolil endopeptidaz (Neisseria
gonorrhoeae)

S7 flavivirin (sargaldz virus)

S29 hepacivirin (hepatitis C virus)

S30 potyvirus P1 peptidaz (plum pox potyvirus)

S31 pestivirus NS3 poliprotein peptidaz (borju virusos hasmenés
virus)

S32 equine arteritis virus szerin endopeptidaz (equine arteritis virus)

S39A sobemovirus peptidaz (cocksfoot mottle virus)

S39B luteovirus peptidaz (potato leaf roll luteovirus)

S46 dipeptidil-peptidaz 7 (Porphyromonas gingivalis)

S55 SpolVB peptidaz (Bacillus subtilis)

S64 Ssy5 peptidaz (Saccharomyces cerevisiae)

S73 gpO0 peptidaz (Enterobacteriafag P2)

S75 szerin peptidaz (white bream virus)

Klan PB(S) Katalitikus aminosavak: Ser

Klan PC(S) Ser, His, Glu

Klan SB Asp, His, Ser vagy Glu, Asp, Asp, Ser

Klan SC Ser, Asp, His

Klan SE Ser, Lys

Klan SF Ser, Lys (His)

Klan SH His, Ser, His

Klan SJ Ser, Lys vagy Ser, Arg

Klan SK Ser, His, Asp vagy Ser, Lys vagy Ser, His, Ser, Glu

Klan SP His, Ser

Klan SQ Ser

Klan SR Lys, Ser

Klan SS Ser, Glu, His

Klan ST Ser, His
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2.4.2 A szerin protedzok hatdsmechanizmusa

A szerin protedzok szubsztratjai az enzim felszinéhez kotédve olyan konforméaciot
vesznek fel (6. abra), hogy a polipeptid lanc az aktiv helyre, a szubsztratkoté zsebekbe fog
illeszkedni és igy a karbonil csoport szénatomja az aktiv centrum szerinjéhez (S200 - patkany
anionos tripszin, genetikai szdmozas szerint) térben kozel kerll (Craik és mtsai, 1987). A
reakcio els6 1épése soran egy enzim-szubsztrat komplex alakul ki, majd a masodik I1épés
sorén ez egy vizmolekula segitségével felbomlik. A kovalens tetraéderes atmeneti allapot gy
fog Iétrejonni, hogy az S200 hidroxil csoport fogja nukleofil mddon tdmadni a szubsztrat
peptidkotésben talalhatd karbonil szénatomjat. A H63 proton donorként segiti a reakciot, a
szerin hidroxil csoportrél proton transzferaloédik a hisztidinre. Ezt a plusz pozitiv toltést a
D107 fogja stabilizalni (Craik és mtsai, 1987), a tetraéderes atmeneti allapotot pedig az
oxianion zseb fogja stabilizalni. A G198 eés S200 imino csoport a karbonil csoport negativ
oxigeénjével hidrogén hidat hoz létre, igy alakul ki az oxianion lyuk. A szubsztratnal az
atmeneti allapot er6sebben kotddik az enzimhez, ezért az aktivalasi szabad energia csokkenni
fog. Az atmeneti allapot gy sziinik meg, hogy a H63-r61 a proton transzfer torténik a
peptidkotés nitrogénjére, ezéltal a peptidkotés felbomlik. Ezutan egy acil-enzim komplex és
tavozd csoport marad az atmeneti tetraederes allapotbdl. Az utolsé 1épés deacilezés, ahol egy
vizmolekula nukleofil moédon tdmadja az acil-enzimet, amiben a H63 szintén kozremiikodik
és Ujra tetraéderes atmeneti allapot alakul ki. Végul ez is felbomlik és a karboxisav termék,
valamint a S200 szabaddé valik (Ishida és Kato, 2003).
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6. abra Az szerin protedzok katalitikus mechanizmusa

2.4.3 A szerin proteazok gatloszerei

A szerin proteazok és inhibitoraik a legjobban kutatott fehérje komplexek kozé
tartoznak. A kiilonboz6 tipust inhibitorokat a hatasmechanizmusuk alapjan kilonboztetjik
meg és harom csoportba sorolhatjuk, i) kanonikus vagy méas néven standard mechanizmusu,
i) nem-kanonikus és iii) szerpin-tipust inhibitorokrél beszélhetiink. A kanonikus inhibitorok
egy konvex-koté hurkon keresztiil kotédnek az enzimekhez, amely az aktiv centrumba

illeszkedik. A gatlasi mechanizmus nagyon hasonlit egy idealis szubsztrat kdtéséhez. A nem-
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kanonikus inhibitorok az N-terminalis régiojuk segitségével kotédnek a proteazokhoz, a
szerpinek pedig a kanonikus inhibitorokhoz hasonléan a szubsztrathoz hasonldéan kotédnek az
enzimhez, de ezekben az inhibitorokban a k6t6 hurok egyetlen peptidkotésének hidrolizise
jelentds szerkezeti valtozashoz vezet.

Az SPINK1 inhibitort Kazal és munkatarsai mutattdk ki szarvasmarha
hasnyalmirigyb6l 1948-ban. A human format 1976-ben izolaltdk és szekvenaltdk meg
(Pubols és mtsai, 1976). Az irodalomban sok helyen PSTI-ként emlitik (pancreatic secretory
trypsin inhibitor), de az utobbi idében a SPINKI1 (serine protease inhibitor, Kazal type 1) név
terjedt el. A Kazal tipusu inhibitorok a természetben sok helyen eléfordulnak (Bartelt és
mtsai, 1977; Odani és mtsai, 1983), példaként megemlithetjik a tojasban talalhato
ovomukoidot vagy az emlés6kben kimutatott akrozin inhibitorokat (Laskowski és mtrarsai,
1980; Bode és Huber, 1992). A Kazal domént egy B-lemez és egy a-helix alkotja, amit
harom diszulfid hid stabilizal. A B-lemezen belul harom antiparallel B-redé helyezkedik el. A
Kazal tipusu inhibitorokban egy vagy tébb Kazal domen talalhato, amelyek egyenkent
tartalmazzak a reaktiv helyeket. Specificitasuk eltérd, kiilonbozé szerin proteazokat képesek
gatolni, mivel a P1 pozicidbban elhelyezked6 aminosavak valtozhatnak (Laskowski és
mtrarsai, 1980; Bode és Huber, 1992). A SPINK1 reaktiv hurokban a P1-P1" helyeken K41

és 142 aminosavakat talalunk (Bartelt és mtai, 1977).

2.5 A hasnyalmirigy
2.5.1 A hasnyalmirigy és az altala termelt proteazok

A hasnyalmirigy az abdomenben mélyen iil6, hosszu lapos szerv, amely egy része a
gyomor és gerinc kdzott talalhatdé, masik része pedig a vékonybél kezdeti szakaszan a
duodénumon llve helyezkedik el. A hasnyalmirigy két fontos funkciot tolt be, kiilsé és belsd
elvalasztasti mirigyként is miikodik: az emésztérendszer része, valamint kritikus szabalyzéja
a vércukorszintnek. Bels6 elvalasztasu endokrin mirigyként a Langerhans sejtek hormonokat
termelnek, amelyek a vércukorszint fenttartdsdban jatszanak szerepet Ggy, mint inzulin,
glukagon, gasztrin és amilin. A szerv foként acinus sejtekbdl all, és exokrin mirigykeént
emésztd enzimeket termel és juttat a ductusokba, amelyek a vékonybél felsé szakaszaban, a
duodenumban végzédnek. Naponta korllbelil 200-800 mL hasnyal termelédik, ami lipazt,
amilazt és proteazokat is tartalmaz. A szekretin a bolygoideg intrapancreatikus kolinerg

neuronojain keresztul aktivalja az enzim termelést és bikarbonat kivalasztast. A részlegesen
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emésztett taplalek a gyomorbol a duodénumba keril, ahol a hasnyéllal és az epével
keveredik. A téaplalék ezutdn a vastagbélbe kertl (Camilleri és Vazquez, 2014). A
hasnyalban talalhaté protedzok a taplalék fehérjéit di- és tripeptidekre, valamint
aminosavakra bontjak, amiket aztan a bélhdmsejtek vesznek fel masodlagos aktiv szimporttal.
Ezek a protedazok a kovetkezbek: tripszin, kimotripszin, elasztaz és karboxipeptidaz.
Szubsztratkoto zsebiik 0sszetétele és ezert szubsztrat specificitsuk is eltér, igy kiillonboz6
helyen hasitjak a taplalék fehérjéket. Az elasztaz, kimotripszin és tripszin a szerin protedzok
csoportjaba sorolhatd, a karboxipeptiddz pedig metallopeptidaz. Az enzimek zimogén
formaban, proenzimként termelédnek. A bélhdmsejtekben termelt enteropeptidaz altal
aktivalt tripszin fogja autoaktivicid révén a tripszinogéneket, illetve a tobbi proteazt is
hasitani (7. dbra). A propeptid hasitdsa a zimogénekben konforméacié valtozast okoz, igy
hozva létre az aktiv enzimeket (Neurath és mtsai, 1989). Ha az aktivalas nem a

duodénumban térténik, hanem a hasnyalmirigyben, az 6nemésztédéséhez vezet.

tripszinogén
enteropeptidaz —»\l/

tripszin

!

tripszinogén » tripszin
kimotripszinogén » kimotripszin
prokarboxipeptidaz » karboxipeptidaz
proelasztaz » elasztaz
prokolipaz » kolipaz

profoszfolipaz A2 foszfolipaz A2

A 4

7. &bra. A hasnyal emésztéenzimek aktivalasa a duodenumban. A hasnyélba kivalasztott
tripszinogént az enteropeptidaz fogja limitélt proteolizissel aktivalni a duodénumban, ami ezutan sajat
magat is képes lesz hasitani és igy aktivalni (fekete nyilak). Az aktivalddott tripszin ezutan a tébbi
emésztd enzimet fogja aktivalni (kék nyilak).

2.5.2 A hasnyalrimigy-gyulladas és genetikai hattere

A protedzok az emberi szervezetben is fontos szerpet toltenek be, részt vesznek

példaul a taplalék emésztésében, a véralvadasban, a komplement rendszer aktivalodasaban,
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az apoptozisban, a sejtfehérjék proteoszomaban torténd lebontasaban. Aktivitdsukat azonban
szabalyozni kell, a fehérje-bont6 képességiik a szervezetre karos is lehet, ha nem megfeleld
helyen és id6ben aktivalodnak. A protedzok expresszidjanak és szekrécidjanak szabalyozéasan
Kivil a szervezet az aktivalodas gatlasara specifikus inhibitorokat is termel, amelyek
altalaban szintén fehérje természetli molekulak. A hasnyalmirigy acinus sejtjei kiilsé
elvalasztast mirigyként a proteazokat, illetve tripszineket inaktiv, zimogén formaban termeli,
amik granulumok formajaban halmozdodnak fel és valasztddnak ki a duodenumba. A
tripszineket a vékonybélhamsejtek kefeszegélyében termelédé enterokindz fogja proteolitikus
hasitassal aktivalni a duodenomban (Mellanby és mtsai, 1912). A szervezet természetes
veédekez0 mechanizmusaként a zimogén tripszin formak mellett a SPINKI is kivéalasztodik,
védve ezzel a hasnydlmirigyet a korai tripszin aktivalodastol (Greene és mtsai, 1976;
Rinderknecht, 1986). Ha azonban a véddmechanizmus nem megfeleléen miikddik, a
tripszinek a hasnyalmirigyben ektopidsan aktivalodnak és emészteni kezdik a hasnyalmirigy
szovetet, ami szovetkarosodast, nekrozist okoz és igy hasnyalmirigy-gyulladashoz vezet. A
hasnyalmirigy-gyulladasnak akut és kronikus formajat kulonboztethetjik meg (Pap és mtsai,
1998; Pap és mtsai, 2003). Az akut forma epeké vagy alkohol fogyasztas
kovetkezmenyeképp kialakult gyulladas, a krénikus forma esetén a gyulladas folyamatossa
valik. Az orokletes hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasaban részt vevé géneket régota
vizsgaljak, leirtak szamos mutaciot a kationos tripszin génjében (PRSS1), a SPINK1, illetve a
kimotripszin C (CTRC), a cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator (CFTR)
génjeiben (Whitecomb és mtsai, 1996; Gorry eés mtsai, 1997; Witt és mtsai, 1999;
Ravnik-Glavac és mtsai, 1996; Sharer és mtsai, 1998; Witt és mtsai, 2000) valamint a
pankrasz lipaz (PNLIP), karboxil-észter peptiddz (CEL), karboxipeptidaz Al (CPAL),
kimotripszin és elasztaz 3B (CELA3B) génjeiben is (Lasher és mtsai, 2019; Toldi és mtsai,
2021; Fjeld és mtsai, 2015; Witt és mtsai, 2013; Rosendahl és mtsai, 2018; Moore és
mtsai, 2019). A kélcium-érzékeny receptor (CASR) szerepe egyeldre vitatott (Takéats és
mtsai, 2021).

=z =7

fokozott aktivaciojat okozzak (Sahin-Téth és Tath, 2000; Sahin-Toth, 2001; Sahin-Téth,
2000; Szabd és Sahin-Toth, 2012). A leggyakoribb mutacioként az R122H mutaciot irtak le,
ezt korulbelll az estek 70%-aban mutattak ki. A masodik leggyakoribb mutacioként az N291
mutaciot figyelték meg, amit az esetek 25%-ban, az A16V mutéciét pedig az esetek 4%-ban

mutattdk ki (Howes és mtsai, 2004; Applebaum és mtsai, 2001; Keim és mtsai, 2003;
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Otsuki és mtsai, 2004). Ezeken a mutéacidkon kivil tobb mutaciot is leirtak betegekben, de
ezek szama nem jelentés (A lipcsei Egyetem adatbézisa, az adatbazis link az

irodalomjegyzékbne megtalalhato).

A kronikus pankreatitiszben azonositott SPINK1 mutaciok kozal tébb az inhibitor
csokkent szekréciojahoz vezet, igy a funkciojat nem tudja betOlteni és ez koros tripszin
aktivitast okoz (Zhou és Sahin-Tath, 2011; Sahin-To6th és mtsai, 2008; Sahin-Téth, 2006).
Léteznek azonban olyan mutansok, amelyek szekréci6ja nem érintett (N34S, N37S, K41N,
142M, P55S, R65Q és Q68R), igy a mutacio hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasaban
betdltott szerepe mas mechanizmussal magyarazhatd. A mutansok tripszin gatlasi profiljat
kisérletes korulmények kozott meég nem vizsgaltak ezért munkacsoportunk célul tiizte ki a

SPINK1 mutaciok gatlasi profiljanak vizsgalatat a human tripszinogénekkel szemben.

2.6 A human tripszinogének
2.6.1 A human tripszinogének izoformai

A legjobban karakterizalt enzimek a szerin proteazok kozul a tripszinek (Chen és
mtsai, 2004). A tripszinek a hasnyal emésztéenzimeinek koriilbelil 20%-at teszik ki. A
tripszinek a lizin és arginin bazikus aminosavak utani peptidkotések hidrolizisét katalizaljak.
A tripszin izoformait izoelektromos fokuszalassal lehet elvalasztani. A human hasnyalmirigy
harom izoformat termel: kationos, anionos és mezotripszinogén (Rinderknecht és mtsai,
1973; Rinderknecht és mtsai, 1984). A hasnyalban tdlnyomd tébbségben a kationos (8.
abra) (60-65%) és anionos izoforma (30-50%) fordul el6. A mezotripszinogén a hasnyal
Osszes tripszin tartalmanak csak alig, 3-10%-éat teszi ki, ez az arany patoldgias esetekben

eltérhet.
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\ Aktiv centrum

8. dbra. A human kationos tripszin szerkezete. A bemutatott oldallancok a vad tipusu proteaznak
megfeleléek. A narancssarga szin a Ca®*-kotd hurkot jeldli, kozépen a Ca**-ionnal (gomb). Az aktiv
centrumot séarga szin jeloli. Palcika modellel feltiintettik a L81 és R122 aminosavakat is, amelyek a
tripszin degradaciojaban toltenek be fontos szerepet. Az abra a fehérje rontgenkrisztallografiaval
meghatarozott szerkezeti koordinatai alapjan késziilt (PDBID: 2RA3) (Salameh és mtsai, 2008).

Habar a human tripszinogén 9 génjéb6l harom expresszalodik (PRSS1, PRSS2,
PRSS3), megsem harom izoforma létezik. Megkulonboztetlink egy negyedik izoformat is, az
agyi tripszinogént, ami a PRSS3 gén alterativ splicingjaval jon létre (Rinderknetch és mtsai,
1984). A harom tripszint kdédold gén koziil ketté6 a 7-es kromoszoma hosszU karjan, a
mezotripszin pedig a 9-es kromoszdéman helyezkedik el. A tripszinogének a pankredsz acinus
sejtjeinek durva felszinli endoplazmatikus retikuluman termelédnek, majd a szignal peptid
lehasad és a tripszinogének a Golgi komplexbe keriilnek. Itt a proenzimek koncentralédnak
szekretorikus vezikulumokba, zimogén granulumokba transzportalddnak, végul neurélis és
hormonalis stimulusokra Urtilnek a hasnyalmirigy vezetéken keresztiil a duodenumba
(Rinderknecht, 1986).

Mindharom tripszin izoforma pre-formaja tartalmaz egy N-termindlis szignal peptidet,
ami 15 aminosavbol all - ez lehasad miel6tt a tripszinogének a Golgi komplexbe keriilnek - és
egy 8 aminosavbdl allé aktivacios peptidet. Az aktiv tripszinek pedig a szignal peptid és
aktivacios peptid rész lehasadasa utan megmaradd 224 aminosavbol allnak. A szignal peptid
nélkili zimogén tripszinogének aminosav szekvenciajat a 9. abra szemlélteti. A harmadlagos
szerkezetet diszulfid hidak stabilizaljak. Az anionos tripszinogén esetében négy, a
mezotripszinogénben és kationos tripszinogénben pedig o6t diszulfid hidat talalunk a

szerkezetben (Nyauhucha és mtsai, 1997, Kenesi és mtsai, 2003).
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Mezotripszinogén IVGGYTCEENSLPYQVSLNSGSHEFCGGSLISEQWVVSAAHCYKTRIQVRLGE
Kationos IVGGYNCEENSVPYQVSLNSGYHFCGGSLINEQWVVSAGHCYKSRIQVRLGE
Anionos IVGGYICEENSVPYQVSLNSGYHFCGGSLISEQWVVSAGHCYKSRIQVRLGE

.************ *****:********* ********.*******'****:********
Mezotripszinogén HNIKVLEGNEQFINAAKIIRHPKYNRDTLDNDIMLIKLSSPAVINARVSTISLPTTPPAA
Kationos HNIEVLEGNEQFINAAKIIRHPQYDRKTLNNDIMLIKLSSRAVINARVSTISLPTAPPAT
Anionos HNIEVLEGNEQFINAAKIIRHPKYNSRTLDNDILLIKLSSPAVINSRVSAISLPTAPPAA

***:******************:*: **:***:****** ****:***:*****:***:
Mezotripszinogén GTECLISGWGNTLSFGADYPDELKCLDAPVLTQAECKASYPGKITNSMECVGFLEGGKDS
Kationos GTKCLISGWGNTASSGADYPDELQCLDAPVLSQAKCEASYPGKITSNMECVGEFLEGGKDS
Anionos GTESLISGWGNTLSSGADYPDELQCLDAPVLSQAECEASYPGKITNNMECVGFLEGGKDS
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Mezotripszinogén CQRDSGGPVVCNGQLQGVVSWGHGCAWKNRPGVYTKVYNYVDWIKDT IAANS 248
Kationos CQGDSGGPVVCNGQLQGVVSWGDGCAQKNKPGVYTKVYNYVKWIKNT TAANS 248
Anionos CQGDSGGPVVSNGELQGIVSWGYGCAQKNRPGVYTKVYNYVDWIKDT TAANS 248
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9. &bra. A human tripszin izoformak aminosav szekvencidinak illesztése a szignal peptid nélkal.
Piros: katalitikus aminosavak, sarga: aktivacios peptid, kék: R198 (amely a mezotripszin inhibitor
rezisztencia létrejottéért felelds), félkOvér: a szubsztratk6td zseb glicin aminosavai, zOld: a
szubsztratspecificitas kialakitasaért felelds aszpartat.

2.6.2 A tripszinek aktivitasanak szabalyozasa

Az enteropeptidaz a tripszinogén propeptidet a K23-124 pozicioban hasitja (Mellanby
és Woolley, 1912), igy vélik le a 8 aminosavbdl allo aktivacios peptid és alakul ki az aktiv
enzim konformacioja. Az aktivalddott tripszin ezutan képes lesz aktivalni a tripszinogént az
aktivacios peptid lehasitasaval a K23 utan. Ezt autoaktivacionak nevezzik. A tripszin
aktivitas duodenum el6tti megjelenése a szervezetre veszélyes, ezért aktivitdsat szabalyozni
kell (Rinderknecht, 1986). A szervezet védekezé mechanizmusként, a hasnyalmirigy acinus
sejtjei a tripszinogénekkel egyitt SPINK1-et is termelnek, igy védve az esetleges id6 elotti
tripszin aktivalodastol (Rinderknecht, 1986; Greene és mtsai 1976).

A tripszin aktivacioja és degradacioja is szabalyozva van. A vékonybélben 1étrejovo
pH- és Ca?*-gradiens a tripszin szabalyozasaban is szerepet jatszik. A kezdeti szakaszon a
magas Ca?* koncentracio és alacsony pH gatolja a tripszin degradaciot és el8segiti az
autoaktivaciot. A késébbi szakaszokon viszont az alacsonyabb Ca®* koncentracid és

magasabb pH a degradaciora lesz serkent6 hatassal.

Bizonyitott, hogy a kimotripszin C fokozza a kationos tripszin autoaktivacio
sebességét (Nemoda és Sahin-Téth, 2006). A CTRC a tripszin F18 utan hasit és igy az

aktivacios peptid N-terminalisb6l lehasit egy harom aminosavnyi részt. A mar aktivalédott
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tripszin az autoaktivalas soran az igy létrejové pre-format haromszor gyorsabban fogja
hasitani (Szmola és Sahin-Téth, 2007). Az autoaktivalas soran a tripszin a tripszinogént a
K23-124 peptidkotésnél hasitja, a degradéacié pedig az R122-V123 peptidkotés hasitasan
keresztul torténik (Whitcomb és Lowe, 2007). Ez azonban 6nmagéaban nem elég az enzim
inaktivalasahoz, mert az R122-V123 peptidkotés a két domént Osszek6tdé hurokban
helyezkedik el és a hasitott fehérje lanc darabok diszulfid hid kotések révén kdtve maradnak.
A kimotripszin C a tripszin inaktivaldsaban is részt vesz. A tripszint a L81-E82 pozicioban
hasitja (Szmola és Sahin-To6th, 2007), ami 6nmagaban szintén nem jar aktivitas vesztéssel,
azonban ha az R122 és L81 utan is bekdvetkezik a hasités, a tripszin elveszti aktivitasat. A
kationos tripszinben a E75-E85 szakaszon helyezkedik el a Ca?*-k&td hurok, ami térben kézel
helyezkedik el az R122 aminosavhoz, illetve magaba foglalja a L81 aminosavat is. Ebb6l
kifolydlag a magas Ca?* koncentracio a tripszin autodegradaciojat és a kimotripszin C altali
degradaciot is csokkenteni fogja, ugyanis a Ca?*-koté hurok Ca?*-ot két, ami kimereviti a
szerkezetet és gatolja a tripszin hasitasat mindkét peptidkétésnél. Az alacsony Ca?

koncentracio viszont a tripszin degradacidjanak fog kedvezni.

2.7 ASPINK1

2.7.1 A SPINK1 gén és mutacidi

Ve

7,5 kb hosszu és 4 exonbdl all, ami 79 aminosavat kodol, egy 23 aminosavbdl allé szignal
peptid résszel. Az érett fehérje nem tartalmaz poszttranszlacios maédositast, molekulastlya
6,2 kDa. A reaktiv rész, ami a tripszin szdmara szubsztratként is szolgal a 3-as exonban
talalhato.

A SPINK1 expesszalodik a bélsejtekben (Shibata és mtsai, 1986, Freeman és mtsai,
1990) majban, gyomorban, epevezetékben és epehdlyagban, tiiddben, vesében, petefészekben
¢és eml6kben is (Fukayama és mtsai, 1986, Marchbank és mtsai, 1996, Shibata és mtsai,
1987). Daganatos elvaltozasokban is kimutattadk az expresszidjat (Stenman és mtsai, 2002),
valamint leirtdk prosztata elvaltozasok esetén is (Paju és mtsai, 2007). A SPINK1-et az akut
fazis feherjék kozé is soroljak (Ogawa és mtsai, 1988), mivel gyulladasok és sériilések
esetén megndvekedett szérum szintet figyeltek meg (Matsuda és mtsai, 1985, Ogawa és
mtsai, 1985, Tanaka és mtsai, 1988, Shibata és mtsai, 1988, Lasson és mtsai, 1986).

Feltételezheté, hogy a SPINKI1 mutaciok a hasnyalmirigyben megvéltoztatjak a tripszin-
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SPINK1 kozotti kolcsonhatast ezzel befolyasolva a protedz/inhibitor egyensulyt a
hasnyalmirigyben (Kume és mtsai, 2006). Witt és munkatarsai a hasnyalmirigy-gyulladas
genetikai okainak vizsgalata sordn nem taldltalak a PRSS-1 vagy a CFTR génben mutéciot,
leirtak viszont egy 18%-ban hordozott mutéciot a SPINK1-ben, egy mutéciot a harmadik
exonban, a ¢.101A>G tranziciot. Ez az N34S mutacié gyakrabban fordul elé kronikus
hasnyalmirigy-gyulladasos betegekben (16,2%), mint egészséges kontrollokban (1,9%) (Witt
és mtsai, 2000). Azt azonban, hogy ez a varians hogyan jatszik szerepet a hasnyalmirigy-
gyulladas kialakitasaban, vizsgaltdk ugyan, de csak szemikvantitiativ mddon, igy nem volt
konkllziv, ezért célul thztik ki a tripszin gatlasi profil vizsgalatat. A SPINK1 gén
intronjaiban, promoterben, illetve splice helyein is szamos mutaciot leirtak (Hegyi és mtsai,
2017).

Napjainkig 19 aminosav cserével jar6 mutaciot azonositottak a SPINK1 inhibitorban.
Hét mutacio esetében azonban nem figyelték meg a szekrécio elégtelenségét, illetve szerepiik
a hasnyalmirigy-gyulladasban tisztazatlan maradt, ezert keriltek a figyelmink kdzpontjaba.
A mutaciok helyét a SPINK1 fehérjében a 10. dbra szemleélteti. Két mutacio (K41N és 142M)
az inhibitor reaktiv hurokban talalhatd, mig a tobbi az inhibitor vdzaban helyezkedik el. A
tripszin a SPINKI1 géltas aloli felszabadulads elsé Iépéseként a reaktiv hurokban talalhaté
K41-142 peptidkotest hasitja, amit az R67-Q68 kozotti peptidkdtés, illetve az inhibitoron
beliil tobb helyen torténd hasitas kovet (Szmola és Schneider mtsai, 2003; és mtsai, 1973;
Schneider és Laskowski, 1974; Kikuchi és mtsai, 1989). Felmerult tehat a kérdes, hogy a
illetve a kotés er6sség megvaltoztatasaban. Az N34S, N37S, P55S, R65Q és Q68R mutaciok
hatdsmechanizmusa, illetve szerepe a hasnyalmirigy-gyulladas kialakuladsaban szintén nem

volt ismert, ezért ezeket a mutansokat is vizsgaltuk jelen dolgozatban.
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10. dbra. A SPINK1 szerkezete a szekretalé6dé mutansokban kimutatott mutaciok feltlintetett
helyeivel. A kérok az aminosavakat jelzik, a sziirke kérok a mutacio helyeit.
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3. tablazat.

Kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban szenvedékben és egészséges Kkontroll

csoportban kimutatott missense mutaciok az érett SPINK1 fehérjében. Az exon 1 missense
mutansokat, amelyek hatassal vannak a szekrécids szignalra, kizrtuk a tdblazatbol. Munkank soran a
félkovér betiitipussal kiemelt variansokat vizsgaltuk, amelyek normal szekréciét mutattak. A
homozigéta hordozék (hh) szdma az 0Gsszes esetszdm mellett zarojelben lathatd. Az adatok a
pancreasgenetics.org, illetve a gnomad.broadinstitute.org weboldalakrél szarmaznak (2020. julius 9).

Kronik
Exon Nukleotid | Aminosav hasnygllmil#isgy- Egészséges kont,roll Hordoz6 frekvencia
csere csere gyullao!as estek | csoportesetek szama (gnomAD)
szama

exon3 | c.101A>G p.N34S 1889 (238 hh) 402 (9 hh) 1,8%
exon 3 | ¢.110A>G p.N37S 3 0,04%
exon3 | ¢.123G>C p.K41N 1 1 nincs adat
exon 3 | ¢.126A>G p.142M 1 0,006%
exon3 | ¢.133C>T p.P45S 2 nincs adat
exon3 | c.137T>A p.V46D 1 nincs adat
exon3 | c.143G>A p.G48E 1 1 nincs adat
exon3 | ¢.150T>G p.D50E 1 0,0004%
exon 3 | ¢.160T>C p.Y54H 2 nincs adat
exon3 | ¢.163C>T p.P55S 50 (1 hh) 57 (1 hh) 0,9%
exon 3 | ¢.190A>G p.N64D 2 nincs adat
exon3 | ¢.193C>T p.R65W 1 0,003%
exon 3 | ¢.194G>A p.R65Q 6 (1 hh) 2 0,1%
exon4 | ¢.198A>C p.K66N 2 0,023%
exon4 | ¢.199C>T p.R67C 4 0,003%
exon4 | c.200G>A p.R67H 15 0,32%
exon4 | c.203A>G p.Q68R 1 0,02%
exon4 | c.206C>T p.T69I 1 0,001%
exon4 | ¢.236G>T p.C79F 1 nincs adat

2.7.2 A SPINK1 fehérje

A SPINK1-et (11. &bra) a hasnyalmirigy acinus sejtjei termelik, majd a zimogén

granulumokba keriil, amelyek neviikb6l adoddéan a szekretdlt zimogén proenzimeket

tartalmazzak. A szekretalt SPINK1 a hasnyalban talalhato dsszes fehérje mennyiségének 0,1-

0,8%-at teszi ki. Ez a mennyiség az 0Ossztripszin aktivitds nagyjabol 20%-at képes

semlegesiteni (Rinderknecht és mtsai, 1986). A tripszinnel azonos mennyiségli, azaz

ekvimolaris SPINK1 a protedzzal komplexet képez, azonban a tripszin hasitani képes az

inhibitort az R67-E68 pozicidban, igy a gatlas csak atmeneti (Laskowski és mtsai, 1953;
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Kikuchi és mtsai, 1989). Ennek magyarazata az lehet, hogy a gatolt tripszin a duodénumban
Ujra aktivalédhat és igy az emésztésben be tudja tdlteni a szerepét (Tschesche és mtsai,
1974). A SPINK1 nem gétolja se a tobbi emésztéenzimet, se az enterokinazt. Mivel szamos
szdvetben expresszalddik, igy tobb tanulmény kdzpontjaba is kerllt, kimutattak példaul, hogy
gatolja a spermiumokban talalhaté akrozint (Huhtala és mtsai, 1984), illetve a granzim A-t
(Tsuzuki és mtsai, 2003).

11. dbra. A SPINKZ1 szerkezete szalag abrazolasban. A reaktiv hurok aminosavak (kék) a vad
tipusi SPINK1-nek megfelel6en keriiltek abrazolasra. A modellt a PDBID 1CGI kristalyszerkezet
felhasznalasaval (Hecht és mtsai, 1991) készitettik (Dr. Szab6 Andras munkaja).

2.7.3 Tovabbi SPINK fehérjék

A SPINK csaladba tébb gén is tartozik, az emberi genomban tovabbi SPINK géneket
talalunk. Az ezekrdl a génekrdl expresszalodd fehérjék mind Kazal tipust inhibitorok és
szerepiik a kiilonb6zé szovetek védelme a proteolizistél. A SPINK2 gén a 4-es kromoszoma
hoszu karjan helyezkedik el és az ondéhdlyagban, herékben, mellékherékben expresszalodik
(Rockett és mtsai, 2004). A SPINK4 gén a 9-es kromoszoma rdvid karjan talalhatd és
bélben, monocitdkban (Metsis és mtsai, 1992) és az idegrendszerben fejezédik ki (Norberg
és mtsai, 2003). A SPINKS5, -5L2, -5L3, -6, -7 és -9 gének a SPINK1-hez hasonl6an szintén
az 5q32 regidban helyezkednek el. A SPINK5 gén hamszovetben fejezddik ki, leirtdk a
mellékpajzsmirigyben, pajzsmirigyben, bérben, szajiiregben és nemi ductusokban (Magert és
mtsai, 1999). Mutéaciok a SPINK9 (Brattsand és mtsai, 2009) és SPINK5 génekben a
Netherton szindroma nevii bérbetegséget okozzak (Bitoun és mtsai, 2002, Bitoun és mtsai,
2003) A SPINK5L2 funkcidja ismeretlen, a SPINK5L3-t plazminogén deficiencaval, a
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SPINK7-et pedig nyelocsd rakkal asszocialtak, mig a SPINK6 és SPINK9 bér-specifikus
Kazal-tipusu inhibitorai, szerepilk a kallikrein géatlasa (a genecards.org oldalon elérhetéek
az adatok a kiilonb6z6 SPINK fehérjékrol).
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3. CELKITUZESEK

Kitiizott céljaink a kovetkezok voltak:

3.1 Habar az S. cerevisiae Tyl retrotranszpozon protedz tisztitasi protokollja régota
elérhet6 volt, a protedzt biokémiai szempontb6l nem karakterizalték, ezért kutatbcsoportunk
célul tiizte ki a proteaz enzimatikus tulajdonsdgainak feltérképezését. Célunk volt az enzim
tisztitasat kovetben a proteaz aktivitas szdmara optimalis korilmények meghatarozasa, az
enzim aktivitdsanak és specificitdsanak tanulméanyozésa, kiilonb6zd protedz inhibitorok
hatasanak, valamint a szerkezeti sajatsagok in silico modszerekkel torténd vizsgalata. A
biokémiai sajatsagokat minden esetben mas retroviralis és retrovirus-szerii proteazok
tulajdonsagaival kivantuk 6sszehasonlitani, az altalanos hasonldsagok és kulonbségek

meghatarozasa érdekében.

3.2 A kronikus hasnyalmirigy-gyulladas kivaltd oka genetikai szempontbol komplex,
kialakithatja a PRSS, CTRC, SPINK1, CPA1 genek mutécidja. A mutaciok két kiilonb6z6
utvonalon vezetnek a betegseg kialakuldsdhoz. Az egyik Gtvonal a megndvekedett tripszin
aktivitast jelenti a hasnyalmirigyen bell, a méasik pedig a hibas fehérje folding altal okozott
funkcié vesztést foglalja magaba. A SPINKZ1 tripszin inhibitor fiziologiasan az id6 el6tti
tripszin aktivaciét gatolja a hasnyalmirigyben, ezért a mutaciok, amelyek a SPINK1 gént
érintik, rendellenességet okozhatnak a tripszin aktivaciéban. Betegekt6l vett mintakbol a
SPINK1 N34S, illetve szdmos mas mutaciét is kimutatott tobb kutatocsoport és feltételezték,
hogy szerepet jatszhatnak a hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasaban. A szamos tanulmany
ellenére a mechanizmust, ami emdgott all nem vizsgaltak, ezért célul tiztik ki a human
tripszin kationos és anionos izoforma szulfatalas hatasanak vizsgalatat a SPINK1 inhibitor
kotésére, valamint a SPINK1 kiilonb6zé mutacidinak hatdsat a proteaz-inhibitor kotés

erosségére.

37



4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 A Tyl proteaz vizsgalata
4.1.1 A Tyl proteaz klonozésa, expresszidja és tisztitasa

A Tyl Gag-PR-Hise-t kddol6 pET11a vektort Dr. J.F. Lawler kutatdcsoportja (The
Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA) bocséjtotta
rendelkezésilinkre. A Hisg cimkével fuzionalt és a fazids cimkét nem tartalmaz6 Tyl proteazt
kodold (543 bp hosszlsagu) szekvenciat pET11a vektorba klonoztuk PCR mddszerrel, a fent
emlitett szekvenciat hasznalva templatként, BamHI és Ndel restrikciés endonukleazokkal. A
plazmidokat High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid) segitségével preparaltuk. A
szekvencidkat és a klonozas sikerességét szekvenalas segitségével ellendriztik BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-et (Applied Biosystems) hasznélva, a kiértékelest ABI
Prism 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems) szoftverrel végeztik.

A tisztitott plazmdokat BL21(DE3) Escherichia coli sejtekbe transzforméaltuk, majd a
baktérium kultarat 100 ml Luria-Bertani (LB) médiumban 0,1% (w/v) ampicillinel
kiegészitve 37°C-on novesztettiik amig elérte a 0,6-0,8 600 nm-en mert optikai denzitast. A
fehérje expressziot 1 mM izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG) hozzaadasaval
indukaltuk és 4 oran keresztll 26°C-on inkubaltuk. A baktérium sejteket 6000 g-n, 4°C-on,
20 percig centrifugdltuk Thermo Scientific Sorvall Lynx 4000 centrifugaval. A fellluszo
eltavolitasa utan a sejtpelletet 10 ml lizis pufferben vettik fel (20 mM Tris-HCI, 5 mM
imidazol, 0,5 mM NaCl, 10% glicerol, pH 8,0) (Lawler és mtsai, 2001) és 9 percig
szonikaltuk jégen. A lizalt mintat 20 percig 12000 g-n centrifugaltuk 4°C-on. Mig a Tyl
Gag-PR-Hiss fehérjét a szolubilis frakciobol nyertiik ki, a Tyl PR-t az inszolubilis frakciobdl,
amit 5 ml guanidin HCI-tartalmu pufferben vettlink fel (50 mM Tris-HCI, 6 M guanidin-HCI,
pH 8,0). A nem-flzionalt nativ Tyl proteazt gélsziiréssel tisztitottuk Superose 12 10/300 GL
oszlopon (GE Healthcare) Akta Purifier késziilék (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden) segitségével. A Tyl Gag-PR-Hiss fehérjét Ni-kelat affinitas kromatogréafiaval
tisztitottuk His-Trap oszlopon (GE Healthcare) Akta Prime késziilékkel (Amersham
Pharmacia Biotech). A fehérjék tisztasagat a 14%-os poliakrilamid gélen végzett
elektroforézis eredménye alapjan hataroztuk meg. A fehérjét tartalmazoé frakciokat ,,éleszt6 in
vivo-szerii” puffer ellen dializaltuk (50 mM foszfat puffer, 300 mM KCI, 245 mM glutamat,
50 mM MgSOs, 0,5 mM CaCl,, 100 mM NacCl, pH 6,8) (Eunenn és mtsai, 2014) 16 Oran at
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4°C-on, majd 10K, valamint 3K Amicon Ultra 0,5 ml centrifugacsévek segitsegével (Merck,
Millipore) ultrasziiréssel koncentrdltuk. A fehérjekoncentracié meghatarozasat Bradford
madszerrel (Sigma) vegeztik.

4.1.2 A Tyl proteéz azonositasa Western-blot mddszerrel

A fehérjéket natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE)
vélasztottuk el 14%-os poliakrilamid gélen, majd nitrocellul6z membrénra transzferaltuk 70
perc alatt 100 V-on. Referenciaként ProSieve PreStained Protein Ladder Plus (Lonza) fehérje
létrat hasznaltunk. A szabad kotéhelyeket a membran 2% tejport tartalmazd Tris-pufferelt
sooldatban (TBS, pH 7,5) 1 6ran at szobahémérsékleten torténd razatasaval blokkoltuk. A
Tyl fehérjék azonositasara (Gag-PR-Hiss és PR-Hiss) Western-blot mddszert hasznaltunk.
Az elsddleges antitestet (egér anti-His, 460693, Invitrogen) 1:5000 higitasban hasznaltuk
(0,24 pg/ml) TBS + Tween20 (TTBS) + 0,1% tejport tartalmazd pufferben. A membrant 2
orén at inkubaltuk az elsédleges antitesttel, szobahdmérsékleten, majd haromszor 15 percig
mostuk TTBS pufferrel, végiil 1 o6rdn at inkubaltuk szobahdémérsékleten a masodlagos
antitesttel (torma peroxidazzal konjugalt kecske anti-egér masodlagos antitest, A4416,
Sigma). A membrant vegil haromszor 15 percig mostuk TTBS pufferrel majd a
detektalashoz SuperSignal West Pico kemilumineszcens szubsztratot (Thermo Scientific)

hasznaltunk.

4.1.3 Aktivitas merések szintetikus oligopeptid szubsztratokkal

A mérésekhez hasznalt oligopeptid szubsztratok elballitasat munkacsoportunk
elézbleg mar leirta (Tézsér és mtsai, 1996). A reakciok 10 ul ,,A” peptid puffert (20 mM
PIPES, 100 mM NacCl, 0,5% Nonidet P-40, 10% glicerol, 2 mM dithiotreitol (DTT), pH 7,0),
5 ul tisztitott Tyl PR-Hiss (Tyl Gag-PR-Hiss-bol processzalddott proteaz) vagy Tyl PR-t,
illetve 5 ul vizben oldott oligopeptid szubsztratot (2 mg/ml) tartalmaztak. A kiilonb6z6
reakciokozegeket 2-5 ordn at inkubaltuk 30°C-on. Az enzimreakciot 180 pl 1%
trifluoroecetsav (TFA) hozzéaadasaval allitottuk le.

A hasitasi termékeket HPLC modszerrel valasztottuk el 0-100% viz-acetonitril
gradienssel 0,1 % TFA jelenlétében Merck Hitachi késziilékkel. Az enzimkinetikai méréseket
a Tyl PR/IN hasitohelyet reprezentald oligopeptid szubsztrattal (VPTIN*NVHTS) végeztik
el (0,2-1,2 mM), a reakcidkat 400-1600 nM Tyl PR hozzdadéasaval inditottuk, majd 30°C-on
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2 Oran at inkubaltuk. A Tyl PR-Hiss esetén 500-1500 nM enzimet adtunk a reakciokhoz és
2,5 oran at inkubaltuk. A Kinetikai paramétereket a 20% hidrolizis alatti mérési adatokbdl
szamoltuk, amit a GraphPad Prism 5.00 Windows operécios rendszerre készilt verzidval
(GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com) &brdzoltunk. A
statisztikai ~ kilonbségeket GraphPad QuickCalcs web szerveren  értékeltik  Ki
(https://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest2).

4.1.4 A pH, NaCl koncentracio, hémérséklet és urea hatasa a Tyl protedz aktivitdsdara

A kilonbozé reakciokoriilmények hatdsat a Tyl protedz aktivitasdra a
VPTIN*NVHTS szekvenciaju szintetikus oligopeptid szubsztraton vizsgaltuk. A reakciok
Osszetétele a kovetkezé volt: 10 pl ,,B” peptid puffer (100 mM 2-(N-morfolino)-etan-
szulfonsav (MES), 200 mM Tris, 100 mM Na-acetat), 5 ul vizben oldott szubsztrat (0,47
mM), valamint 5 pl enzim. A Tyl PR-Hiss aktivitas pH optimum értékének vizsgalata soran
az enzim reakciot 4 oran at 30°C -on inkubaltuk, 6,5-t61 9,0-ig terjed6 pH érték skalan. A
NaCl koncentracio hatasat az aktivitasra szintén ,,B” peptid pufferben hataroztuk meg, 0,5-t61
2 M-ig terjed6 NaCl koncentracié mellett 5 6ran at 30°C-on inkubaltuk a reakciokat. A
proteaz homérsékleti optimumat ,,A” peptid pufferben hataroztuk meg 18-t6l 37°C-ig terjed6
skalan. Az urea disszociacios allandd (UCso, a homodimer enzim aktivitasanak 50%-0s
csokkenéset eredményez6 urea koncentracio) meghatarozasast ,,B” peptid pufferben (pH 8,0)

vegeztik el, a reakcidk 0,05-0,25 M ureat tartalmaztak és 4 éran at 30°C-on inkubaltuk.

4.1.5 A Tyl proteaz gatléas vizsgalata

A gatlasi vizsgalatok soran kiilonb6z6 HIV-1 protedz géatloszerek hatdsat vizsgaltuk
Tyl PR-Hiss aktivitdsara. Az atazanavir, nelfinavir, saquinavir, darunavir, amprenavir,
lopinavir és tipranavir HIV-1 proteaz gatlészerek (Mahdi és mtsai, 2015), az acetil-
pepsztatin és pepsztatin A altalanos aszpartil proteaz inhibitorok (Matlz és mtsai, 2012),
valamint a DMP-323 (Fehér és mtsai, 2002) gatloszer rendelkezésiinkre alltak a
kutatocsoport korabbi munkaibol. A reakciok 10 pl ,,A” peptid puffert, 4,8 pl oligopeptid
szubsztratot (VPTIN*NVHTS, 0,44 mM), 5 ul tisztitott Tyl PR-Hiss enzimet (400-1600
nM), valamint 0,2 pl inhibitort tartalmaztak. A torzsoldatok a DMSO-ban oldott inhibitorokat
<100 nM koncentracioban tartalmaztdk. A kontroll reakciokhoz 0,2 pl DMSO-t adtunk. A

reakciokat 2 éran at 30°C-on inkubéaltuk. Az 50%-0s géatlashoz tartozé inhibitor koncentracio
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(ICs0) meghatérozasahoz az acetil-pepsztatint 100 nM-tdl 1000 nM-ig terjedé koncentracio

tartoméanyban alkalmaztuk.

4.1.6 Fluoreszcens fehérje szubsztratok klénozasa, expresszidja és tisztitasa

A fluoerszcens fehérje szubsztrattal végzett kinetikai mérésekhez a munkacsoportunk
altal kidolgozott kisérletes rendszert alkalmaztuk (Bozoki és mtsai, 2018), a rekombinans
fehérjék elballitasahoz az eredeti pDest-Hiss-MBP-mTurquoise2 expresszids plazmidot
(maltéz-ko6té fehérje, MBP; fluoreszcens fehérje, mTurquoise2) modositottuk. A mdédositas
soran az ures pDest-Hiss-MBP-mTurquoise2 plazmidot Pacl és a Nhel endonukleazokkal
(New England Biolabs) hasitottuk. A fragmenseket 1% agar6z geélelektroforézissel
valasztottuk el, a linearizalt plazmidot NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kittel (Macherey-
Nagel) nyertuk ki a gélbol. A klonozéshoz hasznalt oligonukleotid (4. tablazat) tartalmazta a
BamHI restrikciés enzim hasitohelyét, valamint a (GGGGS)s flexibilis linkert kddolo
szekvenciat. Az oligonukleotidot a tisztitott linearizalt pDest-Hiss-MBP-mTurquoise2
plazmiddal (150 ng) inkubaltuk 2 percig 65°C-on, majd 2 percig 4°C-on, majd T4 DNS ligaz
puffer (10X) és T4 DNS ligaz (New England Biolabs) hozzaadasa utan a reakciot 16 oran at
16°C-on inkubaltuk. A ligalt konstruktot (5 pl) hésokkal TOP10 E. coli-eredetii kompetens
sejtbe transzformaltuk, majd ampicillin-szelektiv LB agar lemezen novesztettik. A szelektalt
telepeket LB tapfolyadékban novesztettilk, majd a plazmidokat High-Speed Plasmid Mini
Kit-tel (Geneaid) izolaltuk, BigDyel Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-tel (Applied
Biosystems) készitettiik ¢l6 ¢és kapillaris DNS szekvenalasi eljarassal ellendriztik a
sequencing forward primer-rel (4. tablazat). A Tyl retrotranszpozon protedz hasitohelyeit
kodolo szevencidkat a BamHI és Pacl restrikcios endonukledzokkal (New England Biolabs)
linearizalt  pDest-Hiss-MBP-(GGGGS)s-mTurquoise2  plazmidba  klonoztuk. Az
endonukledzokkal hasitott linearizalt plazmidot el6szor 1% agardéz gélen futtatuk meg,
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kkit-tel (Macherey-Nagel) tisztitottuk, végil 150 ng
tisztitott linearis plazmidot 200 ng oligonukleotid primer-rel inkubaltunk és ligaltunk (4.
tablazat).
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4. tablazat. A klonozashoz haszndlt oligonukleotid primerek listdja. A tablazatban szerepld
oligonukleotidok szekvenciaja a http:/Irb.med.unideb.hu/index.php/research/oligos weboldalon is

megtalalhato.

Név

Szekvencia

Tyl PR forward

5-GCGCATATGAATGTATCCACATCTAATAACTCTCC-3

Tyl PR reverse

5-CGCGGATCCATTGATGGTGGGTACGG-3'

Uj k1lénédzd 5’TAATCTTCTGGATCCGGTGGCGGCGGCTCAGGTGGTGGTGGCTCGGGTGGCGGCGG
kazetta forward TTCGGGCGGTGGTGGCTCAG-3°
Uj kldénédzd 5’CTAGCTGAGCCACCACCGCCCGAACCGCCGCCACCCGAGCCACCACCACCTGAGC

kazetta reverse

CGCCGCCACCGGATCCAGAAGATTAAT-3’

PR/IN 10aa wt
forward

5’- TAAAGTACCCACCATCAATAATGTCCATACAAGTG -3’

PR/IN 10aa wt
reverse

5’- GATCCACTTGTATGGACATTATTGATGGTGGGTACTTTAAT -3’

PR/IN 20aa wt
forward

5’- TAAACCATCAAATATCTCCGTACCCACCATCAATAATGTCCATACAAGTGAAAGT
ACACGCAAAG -3

PR/IN 20aa wt
reverse

5’-
GATCCTTTGCGTGTACTTTCACTTGTATGGACATTATTGATGGTGGGTACGGAGATAT
TTGATGGTTTAAT -3’

PR/IN 20aa mut
forward

5’-
TAAAGGAGGCGGGGGTGGAGTACCCACCATCAATAATGTCCATACAAGTGGAGGC
GGGGGTGGAG -3

PR/IN 20aa mut
reverse

5’ - GATCCTCCACCCCCGCCTCCACTTGTATGGACATTATTGATGGTGGGTACTCC
ACCCCCGCCTCCTTTAAT -3’

IN/RT 1l0aa wt
forward

5’- TAAAATTCACCTGATTGCAGCTGTAAAAGCAGTAG - 3’

IN/RT 10aa wt
reverse

5’- GATCCTACTGCTTTTACAGCTGCAATCAGGTGAATTTTAAT -3’

IN/RT 20aa wt
forward

5’-
TAAAAGATCGAAGAAACGAATTCACCTGATTGCAGCTGTAAAAGCAGTAAAATCAA
TCAAACCAG -3’

IN/RT 20aa wt
reverse

5’-
GATCCTGGTTTGATTGATTTTACTGCTTTTACAGCTGCAATCAGGTGAATTCGTTTCTT
CGATCTTTTAAT -3

Gag/PR 1l0aa wt
forward

5’- TAAAACAGCCAGGGCTCACAATGTATCCACATCTG - 3’

Gag/PR 1l0aa wt
reverse

5’- GATCCAGATGTGGATACATTGTGAGCCCTGGCTGTTTTAAT -3’

Gag/PR 20aa wt
forward

5’-
TAAAAATTCGAAATCGAAAACAGCCAGGGCTCACAATGTATCCACATCTAATAACTC
TCCCAGCG -3’

Gag/PR 20aa wt
reverse

5’-
GATCCGCTGGGAGAGTTATTAGATGTGGATACATTGTGAGCCCTGGCTGTTTTCGATT
TCGAATTTTTAAT -3

szekvenald
forward primer

5-GATGAAGCCCTGAAAGACGCGCAG-3'

4.1.7 A fluoreszcens fehérje szubsztratok vizsgalata SDS gélelekroforézissel

A rekombinans fluoreszcens szubsztratokat BL21(DE3) E. coli sejtvonalban

expresszaltuk, ahogy azt kordbban mar leirtuk (Bozoki és mtsai, 2018; Mébtyan és mtsai,

2018; Bozdki és mtsai, 2019). A Hiss cimkével ellatott rekombinans fluoreszcens

szubsztratokat a szolubilis frakcidobol tisztitottuk, a feliiluszot 30 percig szobahdmérsékleten

inkubaltuk folyamatos forgatas mellett Ni-NTA (Qiagen) magneses gydngyokkel. A gyongy

és feliiluszo elvalasztasahoz Dynamag™-2 magnetic particle concentrator magneses allvanyt
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(Thermo Fischer Scientific, Invitrogen) hasznaltunk, majd pufferrel mostuk (50 mM Na-
acetadt, 300 mM NaCl, 5 mM imidazol, 0,05% Tween20, pH 7,0). Végul a magneses
gyongyokhoz kotott szubsztratokat ,,A” (10 mM PIPES, 75 mM NaCl, 0,25% Nonidet P-40,
5% glicerol, 75 mM KCI, 12,5 mM NaH2PO., 61,25 mM Na-glutamat, 12,5 mM MgSOa,
0,125 mM CaCl, 0,05% Tween20, pH 7,0) vagy ,,B” reakcio pufferrel mostuk (50 mM MES,
100 mM Tris, 50 mM Na-acetat, 150 mM NaCl, 75 mM KClI, 12,5 mM NaH2PO4, 61,25 mM
Na-glutamét, 12,5 mM MgSOs, 0,125 mM CaCls, 0,05% Tween20, pH 8,0) (5. tablazat).

5. téblazat. A fluoreszcens fehérje szubsztratok vizsgalatahoz hasznalt ,,A” és ,,B” reakcio
pufferek dsszetétele. A ,,B” reakcio puffer tobb NaCl-ot, valamint kevesebb detergenst tartalmazott.

Osszetétel »A” reakcio puffer »B” reakcio puffer

Puffer 10 mM PIPES (pH 7,0), 12,5 | 50 mM MES (pH 8,0), 100 mM Tris, 50 mM Na-
komponensek | mM NaH,PO4 acetat, 12,5 mM NaH2PO4

S61 75 mM KCI 75 mM KCI

S62 61,25 mM Na-glutamat 61,25 mM Na-glutamat

S6 3 12,5 mM MgSO, 12,5 mM MgSO4

S6 4 0,125 mM CaCl, 0,125 mM CaCl,

S65 75 mM NaCl 150 mM NaCl

Detergens 1 0,05% Tween 20 0,05% Tween 20

Detergens 2 0,25% Nonidet P-40 nem tartalmazott Nonidet P-40 detergenst
Glicerol 5% glicerol nem tartalmazott glicerolt

4.1.8 A fluoerszcens szubsztratok analizise gélelektroforézissel

A rekombinans szubsztratokat az oldatban valé emésztéshez elucios pufferrel (100
mM EDTA, 0,05% Tween20, pH 8,0) elualtuk a magneses gyongyokrél, majd 10K Amicon
Ultra 0,5 mL ultrasziir6 csévekkel (Millipore) hasznélva az elicios puffert vizre cseréltik. A
reakciok 10 pl ,,A” peptid puffert, 5 pl rekombinans fehérje szubsztratot (1-3 mg/mL) és 5 pl
Tyl protedzt (300-1200 nM) tartalmaztak, mig a kontroll reakciok 5 ul ,.éleszté in vivo-
szerl’” puffert az enzim helyett. Az enzim reakciokat 16 6ran at 30°C-on inkubaltuk es (SDS-
t és B-merkaptoetanolt is tartalmazd) Laemmli mintapufferrel allitottuk le. Gélelektroforézis
elott a fehérjéket 95°C-on 7 percig denaturéltuk. A hasitatlan szubsztratokat a hasitasi

termékekt6l SDS-PAGE segitségével valasztottuk el, 16%-os poliakrilamid gélen. A
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denaturdlodott fluoreszcens fehérjéket a poliakrilamid gélben renaturaltuk, Ggy, hogy az
SDS-t a gél vizben torténd razatva inkubalasaval (szobahémérsékleten) tavolitottuk el. A
renaturdcio utan a gélben a fehérjéket kék atvilagito talcan torténé atvilagitassal (Dark Reader
transilluminator, Clare Chemical Research) illetve Coomassie festéssel (Page- Blue Protein
Staining solution, Thermo Scientific) detektaltuk (12. abra).

ENLYFQ*GGASTRGLIK
"s" | His, | MBP |TEVPR| |Tyl PR | (GGGGS), | mTurquoise2
Tyl PR
‘
»Nv | His, | MBP |TEVPR| | |
"C" . || (GG6GGS), | mTurquoise2
." A.."‘..

SDS-PAGE  =-====': * Renaturicié gélben

v .
a fluoreszcens jel
detektaldsa

v
Coomassie festés

12. abra. A fluoreszcens szubsztratok hidrolizise és analizise SDS-PAGE gélen. A rekombinans
fazioés fehérje hasitasnak sematikus abrazolasa. A TEV és Tyl protedz hasitasd helyeket kék és z6ld
szin jel6li. A piros nyil a Tyl hasitas helyét jel6li a szubsztratban (,,S™) az N- és C-termindlis hasitasi
termékeket az ,,N” és ,,C” betiik jelolik. Hasitas utan a fragmenseket SDS-PAGE-gel valasztottuk el.
A gélbdl ezutan vizzel kimostuk az SDS-t és renaturdltuk a fehérjéket, amit kék fénnyel torténd
atvilagitassal vagy Coomassie festéssel detektaltunk.

4.1.9 Kinetikai mérések fluoreszcens fehérje szubsztratokon

A Kinetikai mérések soran a fluoreszcens fehérje szubsztratokat a Ni-NTA magneses
gyongyokhéz immobilizdltuk és novekvé koncentracibban 2 ml-es Protein Lobind
mikrocentrifuga csovekbe (Eppendorf) mértik. A gyongyok és fellliszo elvalasztasdhoz

Dynamag™-2 mégneses allvanyt (Thermo Fischer Scientific, Invitrogen) hasznaltunk, majd a
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szubsztratotkat tartalmazd gyongyoket egyenld térfogata ,,A” vagy ,,B” reakcid pufferben
vettik fel. A szubsztrat koncentracioét Bradford assay-el allapitottuk meg. A koncentracié
meghatarozasahoz hasznalt kontroll mintakkal és vak mintakkal is ugyanigy jartunk el, annak
érdekében, hogy detektaljuk a nem-specifikus szubsztrat disszociaciot a magneses
gyongyokrol. A szubsztrat koncentracié megallapitdsdhoz hasznélt kontroll mintékat eluélé
pufferben inkubéltuk a Kinetikai mérések alatt. A kinetikai mérésekhez a PR/IN
(VPTIN*NVHTS), IN/RT (IHLIA*AVKAV) és a Gag/PR (TARAH*NVSTS) természetes
hasitéhelyeket reprezentalé fluoerszcens rekombinans fehérje szubsztratokat hasznaltuk. A
szubsztratok koncentrécidja kisérletenként valtoz6 volt az expressziés hozam, feltart
szolubilis frakcié fehérje tartalma, valamint a magneses gyongyok szubsztrat kétése miatt. A
szubsztratok koncentracidja maximum 0,08 mM-t ért el és a mérésekhez a fuziés cimke
nélkili Tyl proteazt hasznaltuk mikromolaris koncentraciokban. A mintakat 2 6ran at 30°C-
on inkubaltuk, majd az enzimreakciot a magneses gyongyok és a folyadék fazis fizikai
elvalasztasaval allitottuk le. Az igy kapott felliluszo fluoreszcenciajat Synergy2 multimode
mikrotiter lemez-olvasd késziilékkel mertik meg, 400/10 nm gerjesztési és 460/40 nm
elnyelési tartomanya filterekkel. A relativ fluoreszcens intenzitas (RFU) értekeket a vak
mintakkal korrigaltuk, elosztottuk a referencia egyenes meredekségével, végil abrazoltuk az
igy kapott szubsztrat koncentracio (uM) fliggvényében. A szubsztrat kontroll mintékat a
szubsztrat koncentracié meghatarozasahoz hasznaltuk, a szubsztrat koncentraciohoz tartozé
fluoreszcencia értéket Ugy szamoltuk ki, hogy elosztottuk az eludlé pufferben mért RFU
értékeket a referencia egyenes meredekségével. A Kinetikai paramétereket kevesebb, mint
20% hidrolizisnél mértik és Michaelis-Menten nem-linearis regresszié alapjan hataroztuk
meg, GraphPad Prism 5.00 verzioju szoftver segitsegével (GraphPad Software, La Jolla,

California USA, www.graphpad.com).

4.1.10 In silico analizis, a Tyl proteaz modellezése

A masodlagos szerkezet joslasat PredictProtein szerver (Yachdav és mtsai, 2014)
felhasznalasaval végezte munkacsoportunk a Tyl proteaz szekvenciaja alapjan (UniProtKB:
Q07793). A rendezetlenség joslasahoz az 1UPred web szervert (Dosztanyi és mtsai, 2005)
hasznaltuk. A homoldég modellezéshez templatként az éleszt6 DNS karosodas Altal
indukalédd protein 1 (Ddil) (PDBID: 211A) (Sirkis és mtsai, 2006) és a xenotrOp egér
leukémia virussal rokon virus (XMRV) proteaz (PDBID: 4EXH) (Matluz és mtsai, 2012)
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szerkezetét hasznéltuk, a szerkezetek felépitését a Modeller 9v13 (Sali és Blundell, 1993)
szoftverrel végeztlik. A szerkezetek megjelenitése a PyMOL Molecular Graphics System
(Version 1.3 Schrddinger, LLC) szoftverrel tortént. Az in silico analiziseket Dr. Motyan

Janos Andras végezte.

4.1.11 Mintaelbkészités és MALDI-TOF MS analizis

A mintaelékészités menetét a 13. &bra szemlélteti. A Ni-NTA magneses
gyongyokhdz kotottiik a rekombinans fehérje szubsztratokat, majd a Tyl proteazzal
inkubaltuk ,.B” reakci6 pufferben 16 6ran at 30°C-on. Inkubécié utan a hasitasi termékeket
imidazol-tartalmu elualé pufferrel elualtuk (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM
imidazol, pH 8,0). Az eludlt frakciokat koncentraltuk, valamint 10K Amicon Ultra 0,5 ml
ultrasziiré csovekkel (12000 g, 10 ismételt lépésben) az elualo puffert 50 mM Tris pufferre
(pH 8,0) cseréltiik. A koncentralt mintakhoz a dohany karcolatos virus (Tobacco Etch Virus,
TEV) proteazt adtunk és 16 6ran at 30°C-on inkubaltuk. A TEV proteazt kodold plazmidot
David S. Waugh (NCI-Frederick, USA) laborjatol kaptuk es laborunkban a korabban leirt
maodszer szerint expresszaltuk és tisztitottuk (Rachel és mtsai, 2001). Inkubalds utan a
mintakban talalhaté hasitasi termékek molekulatdmegét matrix-asszisztalt lézer deszorpcios,
ionizacids, repiilési id6 mérésén alapuld tdémegspektrometriadval (MALDI-TOF MS)

vizsgaltuk.
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13. abra. A fluoreszcens szubsztratok hidrolizisének és MALDI-TOF MS analizisre
elokészitésének lépései. A Ni-NTA gyongyon immobilizalt fluoreszcens szubsztratokat elészor Tyl
proteazzal hasitottuk, elualtuk, majd TEV proteazzal hasitottuk. Az alacsony molekulatomegii
termékeket ezutdn MALDI-TOF MS analizisre kildtik.

A MALDI-TOF MS meéréseket Dr. Nagy Tibor az Alkalmazott Kémia Tanszék
munkatarsa végezte el, Bruker Autoflex Speed témeg spektrofotométer hasznalataval.
Minden minta esetében reflectron modot hasznaltunk, ahol a reflectron fesziltség 1,
reflectron fesziiltség 2, ionforras fesziiltség 1 és ionforras fesziiltség 2 a kdvetkez6képp volt
beallitva: 21,00 kV, 9,55 kV, 19,00 kV and 16,65 kV. 500 Hz-en szilard fazisu lézert
alkalmaztunk (355 nm, >100 pJ/pulse), 10000 pulzus 6sszevonasaval. A spektrumokat
Peptide Calibration Standard kit segitségével (Bruker) értékeltik ki. A mintakat 2,5-
dihidroxibenzoat (DHB) matrixban készitettikk el6 0,1% TFA-t tartalmazd viz-acetonitril
(1:1) oldatban oldva, a koncentracio 100 mg/ml volt. 1 ul matrixot helyeztink a lemezre és 1

ul mintat adtunk hozza, amit szdradni hagytunk.
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4.2 A SPINK1 vizsgélata

4.2.1 Expresszios plazmidok

Az expresszid vizsgalatahoz a vad tipust és mutans SPINK1 fehérjéket kodolo DNS
szekvenciat Xhol és BamHI restrikcios enzimekkel Dr. Szabd Andrds pcDNA3.1(-)
plazmidba kl6nozta (GenScript), C-terminalis Hisio cimkével, illetve anélkil. A fehérje
tisztitdsokhoz a SPINK1 vad tipusu és muténs fehérjéket kodolé DNS szekvenciat korabban a
SPINK-1-minigene-1 vektorba klonoztak (Kereszturi és mtsai, 2009), amely a SPINK1 els6
intronjat és egy C-termindlis Hisio cimkét is tartalmazott (SPINK1-Hisio) (Kereszturi és
mtsai, 2009). A humén kationos tripszinogén (pTrapT7-Hul, pcDNA3.1(-)-Hul), humén
anionos tripszinogén (pTrapT7-Hu2, pcDNA3.1(-)-Hu2) és tirozil protein szulfotranszferaz 2
(pcDNA3.1(-)-TPST2) expresszids plazmidok klonozasat korabban mar leirték, laborunkban
ezekkel a plazmidokkal dolgoztunk (Rénai és mtsai, 2009; Sahin-Toth, 2000; Sahin-Taéth
és Toth, 2000, Kukor és mtsai, 2003; Nemoda és mtsai, 2006).

4.2.2 Sejtkulturak és transzfekcio

Human embrionalis vese sejteket (HEK293T) 6-lyukd sejttenyésztd lemezen
ndvesztettiink 10% magzati szarvasmarha szérummal (fetal bovine serum, FBS), 4 mM
glutaminnal és 1x penicillin/sztreptomicinnel kiegészitett 2 mL Dulbecco’s Modified Eagle
sejttenyész6 médiumban (DMEM), 5% CO: inkubatorban. 70-90 %-os konfluencianal a
sejteket pcDNA3.1(-) plazmiddal (4 pg) transzfektaltuk. A transzfekcios elegyet ugy
készitettiik el, hogy a plazmidot 10 ul Lipofectamin 2000 és 0,25 ml Opti-MEM-hez adtuk és
szobahénérsékleten 20 percig inkubaltuk. A transzfekcié soran a feluliszét eltavolitottuk a
sejtekr6l és a transzfekcios elegyre cseréltik. A sejteket 15 déran at 5% CO. inkubatorban,
37°C-on inkubaltuk, majd a feliilaszot eltavolitottuk a sejtekrdl és 1 mL PBS-sel (pH 7,4)
mostuk Oket, végil 1,5 ml Opti-MEM-et mértink rajuk. A felulszot végil 48 Ora utén
tavolitottuk el és 15% SDS-PAGE-el, illetve Western-blot-tal azonositottuk a SPINK1
fehérjét.
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4.2.3 Western-Blot

Elektroforézis el6tt a mintdkat 2x Laemmli mintapufferrel és 1 M DTT-vel foztiik
95°C-on 15 percig. A SPINK1-Hisio fehérjét Western-blottal mutattuk ki, a P\VVDF membrant
blokkol6 pufferbenben blokkoltuk (0,5% 1x blokkol6 puffer és 0,1% Tween20), majd torma
peroxidazzal konjugalt anti-His antitesttel (penta-His HRP conjugate kit, katalogus szam
34460, Qiagen, Germantown, MD) 1:2000 aranyban, 1 6raig inkubaltuk szobahémérsékleten.
A HRP aktivitast SuperSignal West Pico PLUS kemilumineszcens szubsztrattal (Thermo
Scientific) detektaltuk. A Hisio cimke nélkili, nativ SPINK1 fehérjét szintén Western-blottal
mutattuk ki, a PVDF membrant 10%-os tejpor oldatban blokkoltuk 1 6rén at, majd egér
monoklondlis anti-SPINK1 antitesttel (MoBiTec PSKAN2 antibody, Boca Scientific,
Dedham, MA) inkubaltuk 1:500 aranyban, 1 éjszakan at. Masodlagos antitestként HRP-
konjugalt anti-eger 1gG (katalogus szam HAF007, R&D Systems) antitestet hasznaltunk
1:2000 higitasi aranyban 1 oran at inkubaltuk a membrant. A HRP aktivitast SuperSignal
West Femto Maximum Sensitivity (Thermo Scientific) kemilumineszcens szubsztrattal
detektaltuk.

4.2.4 A SPINK1 expresszioja és tisztitasa

A HEK293T sejteket 70-90%-o0s konfluencidig novesztettik T75 sejttenyésztd
flaskdkban, majd polietilénimin (PEI) illetve 10 pg expresszios vektor keverékével
transzfektaltuk a sejteket (Toldi és mtsai, 2020). A sejteket 15 6ran at inkubaltuk CO:
inkubatorban, majd Opti-MEM-mel mostuk, végul 20 mL friss Opti-MEM-et mértlink rajuk.
48 6ra inkubalas utan a feliiliszokat begyiijtottiik és tjbol 20 ml friss Opti-MEM-et mértiink
a sejtekre. A SPINK1-Hiszo fehérjét Ni-NTA Superflow Cartridge oszlopon tisztitottuk Akta
Prime FPLC segitségével. Az oszlopot NPI-20 pufferben mostuk (50 mM NaH2PQO4, 300 mM
NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0) majd ~200 mL feliiliszot injektaltunk 2 ml/perc sebességgel.
Az oszlopot ezutdan 60 mL NPI-20 pufferrel mostuk, majd a SPINK1 fehérjét NPI-250 (50
mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8,0) pufferrel eludltuk. A fehérjét
tartalmaz6 frakciokat 20 mM Tris-HCI (pH 8,0) ellen dializaltuk, vagy 5 ml HiTrap

somentesitd oszloppal cseréltik le az elualé puffert 20 mM Tris-HCI (pH 8,0) pufferre.
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4.2.5 A tripszinogén expresszidja és tisztitasa

A nem-szulfatalt, rekombindns kationos tripszinogént (Hul) és az anionos
tripszinogént (Hu2) Escherichia coli BL21(DE3) baktérium sejtekben expresszaltuk. A
sejteket 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM EDTA pufferben szonikalassal tartuk fel, majd
cetrifugaltuk 16000 g-n, 10 percig, 4 °C-on. A pelletet 4 M guanidin-HCI, 0,1 M Tris-HCI
(pH 8,0), 2 mM EDTA és 30 mM DTT pufferben vettiik fel, tjra centrifugaltuk, végul a
feltiluszot 0,9 M guanidin-HCI, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0), 2 mM K-EDTA, 1 mM L-cisztin és
1 mM L-cisztein tartalmd pufferhez adtuk és egy éjszakan &t inkubaltuk a fehérje folding
elosegitésére. Az igy kapott oldatbdl a tripszinogéneket ekotin-affinitas kromatografiaval
tisztitottuk (Lengyel és mtsai, 1998; Kiraly és mtsai, 2011). A szulfatalt, nativ
tripszinogéneket human hasnyalmirigy valadékbol tisztitottuk MonoQ anion cseréld
oszloppal, amit ekotin-affinitds kromatografia kovetett (Sahin-Toth és mtsai, 2006; Nemoda
és mtsai, 2006). A nem-szulfatalt és szulfatalt tripszinogéneket HEK293T sejtekben is
expresszaltuk, T75-0s flaskakban. A sejteket 10 pg pcDNA3.1(-)-Hul vagy pcDNA3.1(-)-
Hu2 plazmiddal transzfektaltuk és 50 mM natrium klorat jelentélében ndvesztettiik, ezzel
gatolva az endogén ATP-szulfurilazt. A sejteket ko-transzfektaltuk 8 pg pcDNA3.1(-)-Hul
vagy pcDNA3.1(-)-Hu2 plazmiddal és 2 ug pcDNA3.1(-)-TPST2 plazmid DNS-el. Utobbi a
tirozil protein szulfotranszferazt kodolja, amely a termelt tripszinogéenek szulfatalasaért
felel6s. A tripszinogéneket 200-400 ml sejtfeliluszébdl tisztitottuk, ekotin-affinitas
kromatogréafiaval. A zimogéneket human enteropeptidazzal (R&D Systems, Minneapolis,

MN) aktivaltuk és a tripszin koncentraciot titralassal hataroztuk meg.

4.2.6 Koncentréacié meghatarozasok

A HEK293T sejtek altal termelt SPINK1-His10 fehérje koncentracidjat a sejtes
feliiluszoban human tripszin elleni titralassal hataroztuk meg. Felez6 higitasi sort keészitettiink
96-lyukd lemezen 50 pl mintapufferben (0,1 M Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM CaCly,
0,05% Tween20, pH 8,0) és 50 pl tripszin oldatot (80 nM tripszin, 0,1 M Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 1 mM CaCl,, 0,05% Tween20, pH 8,0) adtunk minden lyukhoz. igy a végtérfogat 100
ul volt, illetve minden lyukban 40 nM volt a tripszin végkoncentracioja. A reakciokat 30
percig inkubaltuk szobahémérsékleten majd 100 pl 200 uM-0s Z-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilidin
szubsztratot (szintén mintapufferben oldva) adtunk a lyukakhoz, igy inditva a reakcidkat. A

tripszin aktivitdsat az inhibitor koncentracié fuggvényében Aabrazoltuk, a SPINK1
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koncentraciot a mérési pontokra illesztett egyenes X tengely keresztmetszetébdl allapitottuk

meg.

A marha tripszint p-nitrofenil p-guanidinobenzoéttal titraltuk (Chase és mtsai, 1967).
Az E. coli BL21(DE3) sejtekben termeltetett ekotint a periplazmab6l nyertik ki majd
tisztitottuk, ahogy azt mar kordbban leirtak (Kiraly és mtsai, 2011). Az ekotin konentéciot
Ugy hatéroztuk meg, hogy marha tripszin ellen titraltuk. Ezt az ekotin tdrzsoldatotot
hasznaltuk a human tripszinek aktiv centrum titralaséra. A reakciok 25-50 nM tripszint
tartalmaztak, és legaldbb 2 nagysagrenddel meghaladtak az ekotin egyensulyi disszociacios
allando értékét, amely 8,1 pM nem-szulfatalt rekombinans kationos tripszinre, 3,2 pM nem-
szulfatdlt rekombindns anionos tripszinre (E. coli-ban termelt), illetve 5,6 pM szulfatalt
kationos es 19,5 pM szulfatalt anionos tripszinekre (hasnyalmirigybél tisztitott). A SPINK1
koncentréciojat szintén aktiv centrum titralassal hataroztuk meg 25-50 nM tripszinnel a
reakciokban. Itt azokat az enzim torzsoldatokatokat hasznaltuk, amelyeket az egyensulyi
allandok meghatarozasanal is hasznaltunk, a pontos mérésések erdekében. A K41N SPINK1
mutans esetében az inhibitor csak nagyon gyengén kot6édott a tripszinhez, igy a

koncentraciojat SDS-PAGE analizissel, Coomassie Blue festéssel, denzitometriaval

“s s

4.2.7 Az egyensulyi allandok meghatarozasa

A vad tipusu és mutans SPINK1 fehérjék kotédését a tripszin izoformakhoz az
egyensulyi allapotban a disszociacios allandé (Kp) meghatarozasaval allapitottuk meg (Szabo
és mtsai, 2014; Szabd és mtsai, 2011). A 0,2 ml térfogatl reakciokat 0,1 M Tris-HCI (150
mM NaCl, 1 mM CaCl,, 0,05% Tween20, pH 8,0) pufferben allitottuk dssze, allando tripszin
koncentracié mellett novekvé SPINKI1 koncentracioval, majd 15 6ran at inkubaltuk, Kivéve
K41IN SPINK1 mutanst, amit 1 oran at inkubaltunk. Az egyensuly beallta utan a szabad
felhasznalasaval hataroztuk meg, fekete 96-lyukd platen, 380 nm excitatiés és 460 nm
emisszids hullamhosszon. A Kp ertékeket a szabad tripszin és teljes inhibitor koncentracio
fiiggvényében hataroztuk meg a kovetkezé egyenlettel: y = E - (E + x + -VK-((E + x + K)2 -
4EX))/2, ahol az x a figgetlen valtozd, a teljes inhibitor koncentracio; az y pedig a fliggd

valtozd, a szabad tripszin koncentracio az egyensuly beallta utan; K = Kp; E pedig az 6ssz-
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tripszin koncentraci6. A gorbéket legalabb hdrom mérés eredményének adataibol, globalis

illesztéssel készitettik.

4.2.8 Enzim asszociacié vizsgalata

A SPINK-tripszin asszociaciés sebességi allanddét Szepessy és Sahin-Toth
kdzleményében leirtak alapjan mértik meg (Szepessy és Sahin-T6th, 2006). A reakciok 50
pM tripszint és 500 pM SPINK1-et tartalmaztak 0,1 M Tris-HCI pufferben (150 mM NaCl, 1
mM CaCly, 0,05% Tween20, pH 8,0), szobah6mérsékleten inkubélva. A tripszin aktivitasat
3,75 pl 6 mM Z-Gly-Pro-Arg-AMC fluorogén szubsztrat hozzaadasat kovetéen mértiik 96-
Iyuku platen, 380 nm gerjesztési és 460 nm kibocsajtasi hullamhosszon. A pszeudo-elsérendii
allandét (kons) Ugy kaptuk meg, hogy a In(vt/v0) szemilogaritmikus abrazolasbdl kapott
egyenes meredekségét a gatlasi id6 fliggvényében abrazoltuk, ahol v0 a maximum, nem
gatolt enzim aktivitas, vt a szabad enzim aktivitasa, a kovetkez6 egyenlet alapjan: (-
Kobs)(1d6)=In(vt/v0). A masodrendii asszociacios sebességi allandét (Kon) a pszeudo-elsérendi

allando és gatloszer koncentracié hanyadosabol szamoltuk.

4.2.9 Enzim disszociacio vizsgalata

s

“z ez

(150 mM NaCl, 1 mM CaCly, 0,05% Tween20, pH 8,0) pufferben. A reakciokat ezutan 50
pM, 100 pM, 150 pM és 200 pM végkoncentracidra higitottuk a fent emlitett pufferrel. A
reakciokat 0,6 mM Z-Gly-Pro-Arg-AMC szubsztrat hozzaadasaval inditottuk. A tripszin
aktivitast fekete 96-lyuku lemezen, 380 nm excitacios és 460 nm emissziés hullamhosszon
kovettiik szobahOmérsékleten. A parabolikus gorbéket a masodrendii polinomindlis
egyenlettel illesztettik (y=a+bx+cx?), ahol a kvadratikus disszociacids koefficiens c=1/2
kezdeti komplex koncentracié x disszociacios allando, kofr X atviteli (turnover) szam. Az
illesztett ¢ koefficienst a kezdeti komplexképzddés koncentracidjanak fliggvényében
abrazoltuk (pM), a Kof-ot (mp-1) az egyenes meredekségébdl hataroztuk meg. A tripszin
atviteli szdmat a peptid szubsztratra a kalibraciés egyenes segitségével, a disszociacios

mérésekkel azonos kisérleti koriilmények kodzott allapitottuk meg. A szubsztrat hidrolizis
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kezdeti sebességét (RFU/mp) az enzim koncentracio fliggvenyében abrézoltuk, az igy kapott

egyenes meredeksége az atviteli szdm (RFU/mp/pM).

53



5. EREDMENYEK

5.1 A Tyl proteéaz vizsgalata

5.1.1 A Tyl proteaz klénozésa, expresszidja és tisztitasa

A Tyl protedz nativ, Hise fuzios cimkét nem tartalmazo valtozatat pET11a plazmidba
klénoztuk és szekvenalassal ellenériztiik. A cimke nélkili és a Hiss cimkét tartalmazd (Tyl
Gag-PR-Hiss) Tyl protedzt kodoldé plazmidokat (14. abra) egyarant E. coli sejtekbe

transzformaltuk.
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14. dbra. A Tyl protedz szekvencidja és processzalédasa. A) A Tyl proteaz klbnozasa pET1la
vektorba Ndel és BamHI restrikciés enzimekkel. A Tyl Gag-PR-Hise prekurzor poliproteint illetve a
faziés cimke nélkuli protedzt BL21(DE3) E.coli sejtekben expresszaltuk. A Tyl PR-Hiss fehérje
autoprocesszalodassal (piros pontozott vonal) hasitodik ki a Gag-PR-Hiss prekurzor fehérjébdl.
Roviditések: Amp, ampicillin rezisztencia gén; lacL, lac represszor fehérjét kddold szakasz; Ori, a
bakterialis replikacid kiindulé pontja; MCS, multi klénpzé hely. B) A Tyl Gag-PR-Hiss prekurzor
poliprotein szekvenciaja. Zold: GAG fehérje; kék: protedz; narancs: Hiss. A konszenzus aktiv hely
motivumot aldhuzas jeldli.

Ezt kdvet6en a Tyl protedzt expresszaltuk, majd gélsziiréssel tisztitottuk (15A. abra).
A Tyl Gag-PR-Hiss fehérje feltételezhet6en autoproteolizis réven processzalodott a Ni-kelat

kromatografiaval torténd tisztitas soran, igy a Tyl Gag-PR-Hiss prekurzor (molekulatomeg:
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~72 kDa) fehérjér6l a Tyl PR-Hiss formaja hasadt le (molekulatomeg: ~21 kDa). Ezt a
jelenseget kordbban mar megfigyelték a Tyl protedz esetében (Merkulov és mtsai, 1996). A
protedz mindkét formajat azonositotuk Western-blot médszerrel (15B. &bra). A processzalt

Tyl PR-Hise-t hasznaltuk a biokémiai tulajdonsagok vizsgalata soran (15C. abra).
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15. dbra. A Tyl protedz frakcidinak SDS gélelektroforézis és Western-blot analizise. A)
Gélsziréssel tisztitott cimke nélkili Tyl PR frakciok Coomasie festékkel festett SDS-PAGE gélképe.
B) A Tyl PR-Hiss tisztitds frakcidinak Western-blot képe. A tisztitds soran a Tyl Gag-PR-Hiss
prekurzor poliproteinbdl (~72 kDa) processzalodik a Tyl PR-Hiss (~21 kDa) fehérje, amelyeket anti-
His antitesttel detektaltunk. A processzalt format az eludtumban, a teljes processzalatlan poliproteint
az éatfolyoban mutattuk ki. C) A Tyl PR-Hiss (~21 kDa) tisztitott frakciok gélképe. A protedz
esszékhez azokat a frakciokat hasznaltuk fel, amelyek kizarélag processzalt format tartalmaztak.

5.1.2 Tyl protedz aktivitas esszé szintetikus oligopeptid szubsztratokkal

Az optimélis feltekeredés elérése érdekében a Tyl proteazt szdmos kiilonboz6 puffer
ellen dializaltuk és az aktivitast szamos pufferben vizsgaltuk, amiben a retroviralis protedzok
korabbi enzmatikus vizsgalatok soran aktivitdst mutattak (Louis és mtsai, 1999). A
reakciokban a proteazt és a szintetikus oligopeptid szubsztratokat a pufferhez adtuk, 30°C-on
inkubéltuk, végil TFA hozzaadasaval allitottuk le, majd az aktivitas megallapitasa érdekében
a keletkezett termékeket a hasitatlan szubsztratoktol reverz fazist oszlopon valasztottuk el, és

meghatéroztuk a szubsztratok konverzidjanak mértékét.
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A Tyl protedz tobb kiilonbozé pufferben sem mutatott aktivitast, a kovetkezd
pufferek egyikében sem, amelyek a reakcioban kétszeresre higulnak: 1) 20 mM PIPES, 1 mM
EDTA, 100 mM NacCl, 10% glicerol, 0,5% NP-40 (Igepal CA-630), pH7,0; 2) 20 mM PIPES,
2 mM DTT, 100 mM NacCl, 10% glicerol, 0,5% Nonidet P-40, pH 7,0; 3) 50 mM Na-acetat,
100 mM NaCl, pH 5,0. Ennek oka feltételezésiunk szerint az EDTA jelenléte, vagy az
alacsony NaCl koncentracio lehetett. Kizarolag az ,.éleszt6 in vivo-szeri” puffer ellen
dializdlt (Eunenn és Bakker, 2014) fehérje esetében tapasztaltunk enzimaktivitast, a
reakcidkat PIPES- (,,A” peptid puffer) vagy MES-alapu (,,B” peptid puffer) pufferekben
végezve. A pufferek aranya a reakciokban is fontos tényezének bizonyult az aktivitas
szempontjabol. Az optimalis arany Y4 viz, Y4 ,,&leszté in vivo-szerl” puffer, 2/4 PIPES vagy
MES alapu puffer. A puffer dsszetétel meghatarozasa mellett vizsgaltuk a kiilonb6z6 reakcio
korulmények hatasat az aktivitasra, igy karakterizaltuk a protedz biokémiai tulajdonsagait (16
abra).

A NaCl koncentracié hatasat vizsgaltuk az enzim aktivitasra, a legoptimalisabbnak a
1,5-2 M tartomany bizonyult (16A. abra). A HIV-1, HTLV-1, -2, -3 és HFV protedzokhoz
hasonldan (Fenyoéfalvi és mtsai, 1999; Boross és mtsai, 1999) a NaCl koncentracio novelte
a Tyl proteaz aktivitasat >1 M NaCl koncentracioban. A D. melanogaster Copia transzpozon
protedz szintén magas, 2 M NaCl koncentracié mellett érte el az aktivitas maximumat, ezalatt
és felett csokkent az aktivitasa (Athauda es mtsai, 2006).

A Tyl proteaz pH optimuma enyhén lugosnak adddott (pH 7,7) (16B. abra), ami
magasabb, mint altaldban a retroviralis vagy retrovirus-szerii protedzoké. Példaul a HFV
proteaz pH optimuma 6,6-6,8 (Fenydéfalvi és mtsai, 1999), mig a HIV-1 protedze 4-6 kozotti
tartomanyba esik (Boross és mtsai, 1999). A human ASPRV1 protedz (Golda és mtsai,
2020b) optimuma pedig az enyhén savas tartomanyba esik (6,0-6,5). A pH optimum a human
pegl0 gén altal kddolt apai allélrol expresszalodd gén 10 (paternally expressed gene 10, PEG10)
protedz enzim esetében is lGgos tratomanyba esik pH 6,9-7,4 kdzé a Tyl proteazhoz
hasonl6an. Erdekesség, hogy a D. melanogaster Copia transzpozon protedz pH optimuma a
HIV-1 protedzhoz hasonld, a legmagasabb aktivitast 4-es pH értéken mérték szintetikus
szubsztraton (Athauda és mtsai, 2006).

A Tyl proteaz homérsékleti optimuma 30°C korulinek adddott, magasabb
homérsékleten alacsonyabb aktivitds értékeket mértink (16C. abra). Ezt a tulajdonsagot
megfigyelték sok nem retrovirus-eredetii proteaz tanulmanyozasa soran is, példaul a dohany
érfoltossag virus (tobacco vein mottling virus, TVMV) és a TEV PR esetén is alacsonyabb
aktivitast mértek 34°C felett (Nallamsetty és mtsai, 2004).
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16. abra. A Tyl proteadz biokémiai karakterizalasa, az aktivitas mérése kiilonb6z6 koriilmények
mellett. A reakcid korilmények hatdsa a Tyl protedz aktivitasara. Minden méréshez VPTIN*NVHTS
szintetikus peptid szubsztratot hasznaltunk és meghataroztuk a reakcié sebességet (nM x s-1). A
hibasavok szorast jeldlnek (n=2). A) A NaCl koncentracié hatdsat a Tyl PR-Hiss aktivitasara,
novekvo NaCl koncentracio mellett. B) A Tyl protedz pH optimumanak meghatarozasa a 6,5-9,0 pH
tartomanyban. C) A proteaz homérséklet optimum gorbéje. D) Az urea koncentracié hatdsa (0—
0,25M) a proteaz aktivitasara.

Ezzel ellentétben a HFV protedz (Fenyéfalvi és mtsai, 1999) és a HIV-1 proteéz
(Boross és mtsai, 1999) legmagasabb aktivitas értékeit 37°C-on mérték. Az altalunk
megallapitott hdmérséklet optimum a Tyl protedz esetén egyezést mutat a Lawler és
munkatarsai altal megfigyelt alacsonyabb retrotranszpoziciés képesseggel magasabb
homérséklet tartomanyban (32-36 °C), ami a Tyl proteaz hémérséklet szenzitasanak az
eredménye (Lawler és mtsai, 2002). A D. melanogaster Copia transzpozon proteaz
aktivitdsdnak maximumat 70 °C-n irtak le, valamint a relativ aktivitas nem csokkent 50% ala
a 20-70 °C-os hémérséklet tartomanyban (Athauda és mtsai, 2006).

A Tyl proteaz érzékenynek bizonyult egy kaotropikus agenssel, az ureaval szemben,
ami jelentGsen csOkkentette az aktivitast (16D. &bra). Az A&ltalunk megallapitott urea

koncentracio, ami 50%-0s aktivitas-vesztést okoz, az Ggynevezett urea disszociacios allandéd
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(UCs0) 0,05 M érteknek adodott a Tyl proteaz esetében. Ez egy nagysagrenddel alacsonyabb
az ASPRV1 (UCso = 0,54 M), mig két nagysagrenddel kisebb a HIV-1 protedz esetében
meghatarozott értékhez képest (UCso = 1,47 M), viszont hasonlé a munkacsoportunk altal az
XMRYV proteaz esetében meghatérozott UCso = 0,2 M értéknél (Matiz és mtsai, 2012).

Az alacsonyabb UCs érték alacsonyabb dimer stabilitast sejtet a Tyl proteaz esetén,
amelynek a lehetséges szerkezeti okara a kés6bbiekben in silico analizis részben tériink ki. A
retroviralis protedzok, ugy mint, HIV-1, HTLV-1, BLV és MMLYV proteazok &ltalaban magas
aktivitast mutatnak a természetes hasitohelyeikkel megegyezd szekvencidji mesterséges
oligopeptid szubsztratokon (Tézsér, 2010), ellenben a Tyl protedz és a Tyl PR-Hiss is
alacsony aktivitast mutatott a Tyl természetes hasitohellyel azonos mesterséges oligopeptid
szubsztratokon. Hasonloképp alacsony aktivitast figyeltek meg laborunk munkatarsai a HFV
proteaz és a Gag-encoded Avian myeloblastosis virus (AMV) proteaz esetén (Fenydfalvi és
mtsai, 1999). A Tyl proteaz és a Tyl PR-Hiss is hasitotta a VPTIN*NVHTS szekvenciaju
szintetikus oligopeptid szubsztratot, ami a PR/IN hasitohelyet reprezentalja a Tyl
retrotranszpozon prekurzor fehérjeben. A Kinetikai paramétereket ezen szubsztrat
segitségével mértiik (6. tablazat). A katalitikus allandd (kcat) a His cimkével ellatott és a His
cimke nelkili nativ fehérje esetén nem mutatott szignifikans eltérést, ami arra utalt, hogy a C-
terminalis hexahisztidin cimke nem befolyasolja a fehérje foldingjat és aktivitasat.

A mért alacsony specificitasi allandot a PR/IN szubsztratra munkacsoportunk mar a
HFV protedz esetén is meghatarozta (6. tablazat), a proteazra optimalizalt korilmények
mellett 0,007 mMs? étéket allapitott meg. Teszteltik a Tyl retrotranszpozon tobbi
hasitohelyét, igy az IN/RT (IHLIA*AVKAV) és a Gag/PR (TARAH*NVSTS) hasitéhelyet
reprezentalo szintetikus szubsztratot is, ezeken a szubsztratokon azonban nem figyeltiink meg
aktivitast (6. tablazat).
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6. tablazat. A Tyl proteaz kinetikai paraméterei. (A) A Tyl retrotranszpozon proteaz oligopeptid
szubsztrdtokon meghatérozott kinetikai paraméterei. A PR/IN (VPTIN*NVHTS), IN/RT
(IHLIA*AVKAYV) és a Gag/PR (TARAH*NVSTS) természetes hasitdhelyeket reprezentald
oligopeptid szubsztratokat Tyl PR és Tyl PR-Hiss enzimekkel inkubaltuk. (B) A HFV proteaz
oligopeptid szubsztratokon meghatarozott kinetikai paraméterei a kutatocsoport korabbi munkaja
alapjan (Fenydfalvi és mtsai, 1999). (C-D) A Tyl retrotranszpozon protedz Hiss-MBP-mTurquoise2
rekombinans fluoreszcens fehérje szubsztratokon meghatarozott Kinetikai paraméterei. A
szubsztratokban 1évé hasitohely-szekvenciak megfelelnek a Tyl retrotranszpozon PR/IN, IN/RT és
Gag/PR természetes hasitohelyeinek. A szubsztratokat Tyl protedzzal ,,A” (C) vagy ,,B” (D) reakcio
pufferben hasitottuk. Szoras (n>2).

Oligopeptid Enzim Km (mM) Keat () Keat/Km (MM s1)
VPTIN*NVHTS Tyl PR 0,21 +£0,07 0,006 + 0,001 0,028 + 0,0105
VPTIN*NVHTS Tyl PR-Hiss 0,25 + 0,09 0,009 £ 0,001 0,036 £ 0,0132
THLIA*AVKAV Tyl PR, Tyl PR-Hiss nem mutattunk ki hasitast
TARAH*NVSTS Tyl PR, Tyl PR-Hise nem mutattunk ki hasitast

Oligopeptid Enzim Km (mM) Keat () Keat!/Km (MM s1)
VPTIN*NVHTS HFV PR 0,03+0,01 0,0002 + 0,00003 0,007 £ 0,0024
IHLIA*AVKAV HFV PR 1,00+ 0,16 0,0020 + 0,00020 0,002 + 0,0004
TARAH*NVSTS HFV PR nem mutattunk ki hasitast

F;gﬁgiiﬁg?s Hasitohely szekvencia Km (LM) Keat (1) (*10%) Keat/Km (MM s1)
PR/IN_10aa_wt VPTIN*NVHTS 4,64 +1,52 2,16 £ 0,22 0,047 £ 0,016
PR/IN_20aa_wt PSNISVPTIN*NVHTSESTRK 1,90 £ 0,52 2,45+0,19 0,129 + 0,037

C | PR/IN_20aa_mut GGGGGVPTIN*NVHTSGGGGG 1,90+0,61 2,52 +0,17 0,133 £ 0,044
IN/RT_10aa_wt IHLIA*AVKAV 1,60+ 0,78 0,58 + 0,05 0,036 £ 0,018
IN/RT_20aa_wt RSKKRIHLIA*AVKAVKSIKP 3,31 +0,65 0,75+ 0,04 0,023 £ 0,005

Gag/PR_10aa_wt TARAH*NVSTS 455+1,43 3,20+ 0,17 0,070 £ 0,022
Gag/PR_20aa_wt NSKSKTARAH*NVSTSNNSPS 2,27 +0,90 0,66 + 0,05 0,029 £ 0,012

F;gﬂ{,iiﬁg?s Hasitohely szekvencia Km (LM) Keat (52) (*104) Keat/Km (MM 571
PR/IN_10aa_wt VPTIN*NVHTS 450+1,76 19,15+ 25 0,426 £ 0,176
PR/IN_20aa_wt PSNISVPTIN*NVHTSESTRK 10,00 + 1,59 55,80 £4,0 0,558 + 0,097

D | PR/IN_20aa_mut GGGGGVPTIN*NVHTSGGGGG 6,12+ 1,33 38,00+2,8 0,621 + 0,142
IN/RT 10aa_wt THLIA*AVKAV 6,96 + 2,21 20,00+ 2,0 0,287 £ 0,096
IN/RT 20aa_wt RSKKRIHLIA*AVKAVKSIKP 10,81 + 3,79 30,30 £4,7 0,280 £ 0,108

Gag/PR_10aa_wt TARAH*NVSTS 18,21 + 4,58 46,60 £ 6,1 0,256 + 0,072
Gag/PR_20aa_wt NSKSKTARAH*NVSTSNNSPS 7,92+9,11 3496+119 0,441 £ 0,530

5.1.3 Kinetikai mérések fluoreszcens fehérje szubsztratokon

A kinetikai mérésekhez az el6zdekben publikalt rekombindns fizids fehérje
szubsztratokat hasznaltuk (Bozoki és mtsai, 2018; Bozdki és mtsai, 2019). A szubsztratok
tartalmaztak egy N-terminalis Hiss cimkeét, ami elésegitette az immobilizaciot, valamint egy
maltdz-koté fehérje cimkét (MBP) ami segitette a foldingot, illetve egy C-terminalis
fluoreszcens fehérjét (mTurquoise2), ami a fluoreszcens detektalast tette Ilehetévé. A
szubsztratok tovabbéa tartalmaztak egy TEV proteaz kontroll hasitohelyet is, amelyet a Tyl
protedz hasitasi pozicidéjanak azonositasa soran alkalmaztunk, valamint tartalmaztak a Tyl

retrotranszpozon hasitéhelyet (6C. és 6D. tablazat). Az el6zéekben leirt szubsztratokat
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(Bozoki és mtsai, 2018; Bozoki és mtsai, 2019) annyiban modositottuk, hogy a fluoreszcens
fehérje rész elé egy (GGGGS)s flexibilis linkert (Chen és mtsai, 2013) klonoztunk, ezzel
megndvelve a tavolsdgot az MBP és mTurquoise2 fuzids cimkék kozott, ami a hasitohely
jobb hozzaférhetéségét biztositotta a proteaz szamara. Hét kiilonboz6, a természetes
hasitéhelyeket reprezentalé fluoreszcens szubsztraton vizsgaltuk a Tyl protedz aktivitasat,
kiilonboz6 pufferekben (6C. és 6D. tablazat). Szamos komponens megegyezett a
pufferekben, kivétel ezek kozil a PIPES tartalmu ,,A” reakcio puffer, amely alacsonyabb pH-
ju volt (7,0), glicerolt és Nonidet P-40-t tartalmazott. A MES-alapu ,,B” reakcio puffer pH-ja
magasabb, pH 8,0 volt, illetve a NaCl koncentracio is eltért a puffer A-tél, a magasabb Tyl
protedz aktivitas eléréséhez optimalizaltuk (16. &bra). A katalikus allandok jelentésen
magasabbak voltak ,,A” reakci6 pufferben (6C. tblazat) mint ,,B” reakcio pufferben (6D.
téblazat).

A hasitatlan szubsztratokat, valamint a hasitott fragmenseket SDS-PAGE-sel is
vizsgaltuk. Nem figyeltink meg nem-specifikus hasitasi termékeket az inkubacio ideje alatt.
A Tyl proteazzal inkubalt mintakban egyetlen fluoreszcens fragmenst mutattunk ki minden
szubsztrat, azaz hasitohely esetében. Ez azt jelenti, hogy nincsenek alternativ hasitasi helyek
a rekombinans fehérje szubsztratokban és a Tyl protedz csak egyetlen, altalunk beépitett
specifikus helyen hasitja 6ket. A hasitott mintakat MALDI-TOF tomeg-spektrométerrel
analizaltuk.

A Tyl proteaz kinetikai paramétereit fluoreszcens esszével vizsgaltuk. A 10 aminosav
hosszU hasitohelyet tartalmazd szubsztratokon meért katalitikus allandé minden esetben
azonos nagysagrendii volt, a legmagasabb ¢értéket a PR/IN hasitohelyet tartalmazo
szubsztraton mértik ,B” reakcio pufferben (6D. tablazat). A meért katalikus allandok
magasabbnak adodtak a 20 aminosav hosszi hasitohelyet tartalmazd szubsztratokon mint a
rovidebb, 10 aminosavat tartalmazd szubsztratokon (6D. tablazat). Ezzel ellentétben, a
kea/ Km allanddk alacsonyabbak voltak a hosszabb 20 aminosavat tartalmazo szubsztratok
esetén (IN/RT és Gag/PR) amikor a méréseket ,,A” reakcid pufferben végeztik (6C.
tablazat). Ennek az eltérésnek az oka a kiilonb6z6 mérési koriilmény, kiilonbozé puffer
lehet, valamint az, hogy egy Kkiterjedtebb szubsztrat (vagy linker) szekvencia esetén sok
alternativ, de nem-produktiv bekotddés is torténhet, ami befolyasolhatja a mért
paramétereket. A felszini aminosavak szerepét a szubsztrat-kdtésben nemrég bizonyitottak a
HIV-1 és HTLV-1 protedzok esetében, ezt a kotéfelszint szubsztratkoté aroknak (substrate
groove vagy S-groove) nevezték el (Laco és mtsai, 2015). A HIV-1 matrix (MA) és kapszid

(CA) fehérje kozotti régié a HIV-1 poliproteinben nem vesz fel masodlagos szerkezetet és
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hozzaférhet6 a HIV-1 proteaz szamara. Amig a HIV-1 és HTLV-1 protedz aktiv centruma a
P5-P5’ aminosavakat koti, a felszini S-groove lehet6vé teszi, hogy a protedz kolcsonhatésba
Iépjen a P12-P6 és P6’-P12' aminosavakkal a domeén kozotti régiokban, ami kiterjesztett
szubsztrat kot felszint fog létrehozni. A kotési energia a P12-P12° aminosavak kotése esetén
magasabbnak adodott mint amikor csak a P4-P4’ aminosavak kotédtek az aktiv centrumhoz.
(17. abra).

A) B)

VSQONY*PIVQ DTGNNSQVSONY*PIVONLQGOMVH

17. abra. A HIV-1 proteaz szubsztratkotoé felszinének abrazolasa. A) A HIV-1 PR modellezése
peptid szubsztrattal, mutatva a P5-P4 matrix/kapszid hasitéhelyeket. Az itt talalhaté aminosavak az
enzim S5-S4° szubsztratk6td zsebeibe illeszkednek. A komplex modellezéséhez hasznalt modszert
kordbban mar leirtdk (Bagossi és mtsai, 2005). B) A HIV-1 PR modellezése szintén a matrix/kapszid
peptid szubsztrattal, mutatva a P12-P12’ hasitohelyeket. A P5-P5’ aminosavak az aktiv helyhez
kotddnek, a PI12-P6 ¢és P6’-P12° aminosavak a felszini szubsztratkoté helyekkel lépnek
kolcsonhatasba. Az enzim-szubsztrat komplex modell szerkezeti koordinatait Gary S. Laco
bocsajtotta rendelkezéstinkre (Laco, 2015). A proteaz felszini megjelenitéssel, a fehérje szubsztratok
pedig palcikaként vannak megjelenitve. A szubsztratok aminosav szekvenciai szintén fel vannak
tuntetve.

Az extra, az aktiv helyen Kivili S12-S6 és S6°-S12° kotéhelyek ersebb kdlesonhatast
hoznak létre az enzim és szubsztrat kozott a rovidebb kotdhelyekhez képest (S4-S4°) (Laco,
2015). A katalitikus allanddkat 6sszehasonlitva nem figyeltiink meg kilénbséget a 10 és 20
aminosav hosszusagu kotOhelyek kozott a Tyl protedaz esetén, ezért nem feltételezhetjik
egyértelmiien a szubsztratkoté arok enzimfelszini kotéhelyek jelenlétét a Tyl protedzban. Ezt
Ggy vizsgaltuk, hogy a rekombinans szubsztratok nem csak a PR/IN hasitéhely 10
(VPTIN*NVHTS) és 20 aminosav (PSNISVPTIN*NVHTSESTRK) hosszisagu részét
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tartalmaztak, hanem annak egy muténs verziéjat is (GGGGGVPTIN*NVHTSGGGGG) ahol
a P10-P6 és P6’-P10’ pozicidkban az aminosavakat glicinre cseréltiik. Ezzel azt vizsgaltuk,
hogy az oldallanc kozvetitett enzim szubsztrat interakciét rontja-e a mutacio. A Kea/Km
katalitikus allandé hasonld értéket mutatott a PR/IN 20 aminosav vad tipus és PR/IN 20
aminosav mutans szubsztratokon (6C. és 6D. tablazat). A glicin szubsztiticié csak minimalis
eltérest okozott a kea/ Km értékekben, amelyek nem adodtak szignifikansak. Amig a HIV-1
protedz esetében igazoltdk az enzimfelszini szubsztratkoté arok kotdhelyek jelentOségét a
szubsztrat kotésben (Laco és mtsai, 2015), addig az altalunk mért in vitro eredmények nem
szolgaltak egyértelmii bizonyitékkal, de arra utalnak, hogy a Tyl proteédz felszini aminosavai
is hozzajarulhatnak a szubsztrat felismeréséhez. A szubsztrdtban a P10-P6 és P6’-P10°
poziciokban talalhatd6 aminosavak megvaltoztatasa, azaz az oldallanc kdzvetitett interakciok
torlése ezekben a poziciokban, nem okozott szignifikans eltérést a katalitikus allandoban
kalonfele pufferekben mérve. Ezért azt feltételezziik, hogy a Tyl proteaz felszini aminosavai
gyenge kolcsdnhatasba Iépnek a szubsztrattal ezekben a poziciokban.

5.1.4 Hasitohelyek azonositasa a rekombinans fluoreszcens szubsztratokban
Munkacsoportunk az SDS-PAGE alapjan nem azonositott a vartnal tébb hasitasi
terméket a rekombinans fluoreszcens szubsztratokban HIV-1 proteaz esetén, tehat nem
detektaltunk nem-specifikus hasitohelyeket ezzel a mddszerrel (Bozoki és mtsai, 2018). A
18. abran bemutatott SDS-PAGE gélképek a Tyl PR esetében kapott hasitasi mintazatot

mutatjak.
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18. abra. A fluoreszcens szubsztratok hasitasa és SDS-PAGE analizise. A gélképeken a renaturalt
PR/IN, IN/RT, és Gag/PR hasitéhelyeket tartalmazo fluoreszcens szubsztratok lathatoak, kék fénnyel
torténd atvilagitas esetén. A bal oldalon a reakci6 0. percben majd pedig 16 6ra utan lathat6, mellette
jobbszélen pedig a 16 dréan at inkubalt kontroll helyezkedik el. A gélek Coomassie festékkel festve az
alsé savban lathatoak.

A kontrolként hasznalt TEV protedz hasitohelyet a Hiss-MBP-mTurquoise2
szubsztratokban ezen tanulmanyban hasznaltuk el6szor a proteaz 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 protedzokkal egyarant hasitottuk. A keletkez6 rovid termék fragmenseket MALDI-TOF
tomegspektrométerrel azonositottuk, minden szubsztrat varians esetében. A kisérleteket ,,B”
reakcio pufferben végeztik, majd a Tween20 detergenst - ami a tdémegspektrometria
eredményét befolyasolhatja - eltavolitottuk agy, hogy a puffert 50 mM Tris (pH 8,0) oldatra
cseréltiik. A puffer cseréhez centrikon csdveket hasznaltunk 10 kDa-os porus merettel, ami a
polietilén glikol szarmazékokat bizonyitottan eltdvolitotta, a fragmensek azonositasat
tomegspektrométerrel nem befolydsolta. Miutan Tyl és TEV protedzzal hasitottuk a
szubsztratokat, a hasitasi termékeket MALDI-TOF tomegspektrométerrel azonositottuk és a
szamolt m/z értékeket ([M+H]™) 6sszehasonlitottuk.

A mért értékek megegyeztek az altalanunk szamoltakkal (7. tablazat). A
tomegspektrométerrel mért eredmények tehat 6sszhangban voltak az SDS-PAGE analizis

eredményeivel és azt igazoltdk, hogy a Tyl protedz egyetlen specifikus helyen hasit a
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szubsztratban, tehat nem hasit alternativ poziciokban, sem a (GGGGS)a flexibilis régidban,

sem a felismerd helyet koriil vevd egyéb poziciokban.

Szubsztrat Hasitohely szekvencia Szamolt Mért érték
PR/IN 10aa vt |GGASTRGLIKVPTIN 1483,86 1483,93
PR/IN_20aa_vt |GGASTRGLIKPSNISVPTIN 1982,10 1982,18
PR/IN 20aa_mut|GGASTRGLIKGGGGGVPTIN 1768,97 1769,02
IN/RT _10aa_vt |GGASTRGLIKIHLIA 1506,91 1506,96
IN/RT 20aa_vt |GGASTRGLIKRSKKRIHLIA 2162,34 2162,42
Gag/PR _10aa vt GGASTRGLIKTARAH 1495,85 1495,79
Gag/PR_20aa_vt (GGASTRGLIKNSKSKTARAH 2040,14 2040,68

7. téblazat A MALDI-TOF MS eredményeinek 0Oszehasonlitasa az altalunk szamolt
molekulatdmegekkel. A molekulatémeg értékek daltonban vannak feltiintetve.

5.1.5 Tyl proteaz gatolhatdsaganak vizsgalata

Teszteltik a Tyl protedz aktvitasara potencialisan haté azon gatldszereket, amelyek a
Food and Drug Administration (FDA), az Amerikai Egyesiilt Allamokban miikdd
élelmiszerbiztonsagi szervezet altal elfogadott és retroviralis terapiaban hasznalt HIV-1
proteaz gatloszerek. A galtoszerek a kovetkezok voltak: atazanavir, nelfinavir, saquinavir,
darunavir, amprenavir, lopinavir és tipranavir. Teszteltiik tovabbad a DMP-323-t, ami egy a
HIV-1 proteazhoz erésen kotédé gatloszer, valamint teszteltlik az ltalanos aszpartil proteaz
gatloszereket is, az acetil-pepsztatint és pepsztatin A-t.

Az emlitett gatloszerek kozul egyedil az acetil-pepsztatin gatolta a Tyl protedz
aktivitasat, a tobbi gatloszer nem okozott valtozast az aktivitasban 100 nM-os
vegkoncentraciéban sem. Mig korabbi eredményeink alapjan az amprenavir, atazanavir,
darunavir, tipranavir, lopinavir és DMP-323 az XMRYV proteaz aktivitasat gatoltak (Mataz és
mtsai, 2012), a Tyl protedz esetében ezen gatloszerek mellett a nelfinavir és a saquinavir
sem mutattak gatoltdé hatast. A HIV protedz inhibitorok nem mutattak gatlast tdbb
retrotranszpozon-eredetii proteazra irdnyulé tanulmanyban sem, valamint a human ASPRV1
proteazt (Golda és mtsai, 2020b) és a human PEG10 proteazt (Golda és mtsai, 2020a) sem
gatoltak. Az XMRV proteazt az acetil-pepsztatin és pepsztatin A csak kis mértékben gatolja
(Matiz és mtsai, 2012), am a pepsztatin A semmilyen mértékben nem gatolta a Tyl
protedzt. Az acetil-pepsztatinra a kovetkezé értékeket allapitottuk meg, ICso = 367,5 nM és a
Ki =296 nM (19. &bra). Ezek az értékek a HIV-1 (Ki = 13,15 nM, 1Cso = 1,18 nM) proteaz
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esetén alacsonyabbak, tehdt az acetil-pepsztatin gatldsi képesége a Tyl proteédzra
vonatkoztatva alacsonyabb, az XMRV protedzhoz hasonlithatd (Ki = 712 nM, 1Cso = 1290,2
nM) (Matlz és mtsai, 2012). A copia retrotranszpozon proteaz esetén mért érték Ki = 15 nM
pedig, a HIV-1 protedzon mért értékhez hasonld (Athauda és mtsai, 2006). Annak ellenére,
hogy egyedil az acetil-pepsztatin gatolta a Tyl protedz aktivitasat, a fenti értékek azt
igazoljak, hogy az acetil-pepsztatin A is csak gyenge gatloszere a Tyl protedznak.
Erdekesség, hogy az acetil-pepsztatin kivételes médon kotédik az XMRV protedzhoz,
egyszerre két molekula k6tédik az aktiv centrumban fej-fej orientacioban (Matlz és mtsai,
2012). A jovében krisztallografiai mérések igazolhatjak, hogy ez az elmélet a Tyl proteaz

acetil-pepsztatin komplexre is megvalosul-e.
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19. dbra. A Tyl proteaz gatlasa acetil-pepsztatinnal. A gatlasi allandét a VPTIN*NVHTS
szintetikus oligopeptid szubsztrattal mértik. Az inhibitor nélkili mért aktivitast vettik 100%
aktivitasnak. A hibasavok szoréast jeldlnek (n=3).

5.1.6 In silico vizsgalatok

A Tyl proteaz szerkezetét homolog modellezés segitségével josoltuk, ugyanis a Tyl
proteaz szerkezetér6l 2022 majusaig sem all rendelkezésre kisérletes adat. Az el6zéekben
leirtak alapjan (Merkulov és mtsai, 1996; Merkulov és mtsai, 2001), a Tyl protedz domén
a megszokottnal hosszabb, 181 aminosavbol all. Az N és C-terminalis régiok jelentésen
hosszabbak, mint az a retrovirélis és retrovirus-szerii proteazokra altalaban jellemzé (20A.
abra). Ezen régiok szerkezeti vagy funkcionalis jelentGségét ez idaig még nem vizsgaltak.
Hosszabb N- és C-terminalis régidkat megfigyeltek néhany retrovirdlis proteadz esetében,
példaul a MMLYV protedz N és C-terminalis régidja néhany aminosavval hosszabb, mint a

HIV-1 proteazé (Menéndez-Arias és mtsai, 1994), de még igy is joval rovidebb, mint a Tyl
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protedz N-terminalis része. Habar ennek a résznek az MMLV proteaz aktivitdsaban nincs
szerepe, a HIV-1 protedaz N-termindlis részének preciz processzalddasa - hasitas a
dimerizacios régio elétt - ndveli az enzim aktivitasat (Louis és mtsai, 1994). Az MMLV és
XMRV protedzok 98% szekvencia azonossagot mutatnak es csak két aminosavban tér el a
szekvencidjuk (Matlz és mtsai, 2012), igy mindketté Osszehasonlithaté a Tyl proteazzal,
jelen esetben az XMRYV proteazt hasonlitottuk a Tyl proteazhoz (20. abra).

A mésodlagos szerkezeti elemek in silico josolt elrendez6dése nagyfoka hasonlosagot
mutatott a retrovirélis és retrovirus-szerti proteazokéval (20A. &bra). Tovabb4 a D-S-G-A
szekvencia a Tyl protedzban megegyezik a retroviralis protedzok konszenzus D-S/T-G-A
aktiv centrum motivumaval, illetve a folding is megegyezett a retrovirdlis protedzokéval
(20B. &bra). Az N-termindlis (N1-H56) rész josolt szerkezete nem mutatott rendezett
méasodlagos szerkezeteket (a-hélixeket vagy B-reddket). A rendezettlenségi joslas szintén
szerkezet nélkili természetet josolt az N-terminalis részre, hasonlokepp az MMLV
protedzhoz, ahol ez a rész flexibilis, konforméacioja nem ismert (Menéndez-Arias és mtsai,
1994). Egy a-helixet josoltunk a katalitikus motivumhoz kézel (A71-H75), ami megegyezik a
Ddil protedzban (Sirkis és mtsai, 2006) és a lovak fert6z6 kevésvériiségét okozo virus
(equine infectious anemia virus, EIAV) proteazban leirt helikalis inzerttel (Gustchina és
mtsai, 1996) (20A. abra) A joslasi eredmények azt sejtetik, hogy a dimerizacids régié a Tyl
protedz homodimerben csak C-terminalis B-redéket tartalmaz, amelyeket révid hurkok kétnek
B-red6k nem mutatnak alteraciot. Mindkét monomer C-terminalis részén négy-négy B-redot
josoltunk (20A. abra).
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20. abra. A Tyl protedz és egyéb reprezentativ retrovirus és retrovirus-eredetii proteazok
szekvencigja és szerkezete. (A) A Tyl, a Ddil, az EIAV, az XMRV és a HIV-1 protedzok
szekvenciajanak illesztése. A Tyl PR szerkezet joslasa DSSP-vel készilt, a Ddil, EIAV, XMRYV és
HIV-1 PR kristalyszerkezetén alapszik, a Protein Data Bank weboldalan elérhet6. A szekvencia
aminosav szdmozasa a Tyl PR-ra vonatkozik. A B-redék narancs, az a-hélixek piros szinnel jeléltek.
A D-S/T-G-A katalikus motivum aminosavai félkévér alahizassal vannak feltiintetve. B) A szerkezeti
abrak a HIV-1, XMRYV, és Ddil protedzok szerkezetén alapszanak, melletik pedig a Tyl PR homolég
modellje lathato (41-164 aminosavak). A fels6 panel a proteazok szerkezetét abrazolja eldnézetbol, az
als6 panel pedig a kinagyitott dimerizacids régidkat szemlélteti, az itt talalhaté B-redokkel. A lebeny
régiok korili helikalis részek - fekete nyilak mutatjak- csak a Ddi és Tyl protedzokban van jelen. A
katalitikus aszpartatokat palcika és gomb megjelenités szemlélteti, a monomerek pedig vilagos és
sOtét arnyalatokkal vannak megkulénboztetve. Az N- és C-terminalis régiok az abran nincsenek
megjelenitve, a teljes hosszusagu Tyl protedz szerkezete a 22. abrén lathato.

Egyetlen ismert szerkezet( retroviralis vagy retrovirus-szer(i proteaz sem rendelkezik
nyolc B-red6bél allo dimerizacios régioval. Azt feltételezzilkk, hogy a Tyl proteaz
dimerizacios régidja is csak hat B-redébol all (20B. abra), hasonléan a Ddil proteazéhoz
(Sirkis és mtsai, 2006). Ebbol kiindulva, a Ddil proteazt vettilk alapul a Tyl proteaz
dimerizacids régidjanak modellezéséhez. Tovabba, mivel nem allt rendelkezéstinkre templat
nyolc B-redébdl all6 dimerizacids régidoval, nem volt lehetséges egy ilyen modellt épiteniink,

a negyedik B-red6 szerepe csak hozzavet6legesen lett volna becsiilhetd. A Tyl proteaz
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érzékenysége az urea koncentraciéra - a HIV-1 protedzhoz hasonlitva - magyarazatot
szolgaltat a dimerizacios régié elrendezddésére. Amig a HIV-1 proteaz N és C-terminalis
régidja alternald B-red6kbél all (20B. abra), addig az XMRV és Tyl protedzok csak C-
terminalis P-red6ket tartalmaznak, amelyek nem valtakozva helyezkednek el. Mindkét
protedz (Matlz és mtsai, 2012) alacsonyabb dimer stabilitast, tehat nagyobb érzékenységet
mutatott a HIV-1 protedzhoz képest. Ez azt jelentheti, hogy a nem véltakoz6 C-terminalis -
reddket tartalmaz6 dimerizacios régio stabilitasa kisebb (Tyl és XMRYV protedzok), mint ahol
a homodimerek kozott valtakozd PB-red6k kozotti kolesonhatas alakul ki, mely erésiti a
dimerizaciot (HIV-1 protedz). A katalitikus motivum szintén szerepet jatszhat a dimer
stabilitdsban. A retroviralis aszpartil protedzok homodimerjei a monomerek konszenzus aktiv
centrum (D-S/T-G-A) motivum szerin vagy treonin oldallancai kozotti interakciok,
ugynevezett tiizoltofogas réven stabilizaljak a dimerizaciot. Korabban kimutattak, hogy azok
az enzimek dimerjei, amelyek szerint tartalmaznak treonin helyett az aktiv centrumban,
kevéshé stabilak. Ezt igazolta a T26S HIV-1 protedz mutans, amely alacsonyabb specifikus
aktivitast mutatott a vad tipushoz képest (Strisovsky és mtsai, 2000), a HFV S25T mutansa
pedig kevésbé volt érzékeny a névekvé urea koncentraciora (Sperka es mtsai, 2006). A Tyl
proteazban szintén szerint taldlunk az aktiv centrumban (21. abra), ami szerepet jatszhat az

alacsonyabb dimer stabilitasban.

21. &bra. Tiizolté fogas és a Tyl PR aktiv centruma pélcika megjelenitésben. A) A homolog
modell oldalnézete. A monomereket kiilonboz6 arnyalatok jelolik, a katalitikus aszpartatokat négyzet
jeloli. B) Az aminosavak nevei mellettiik vannak feltiintetve. A szilirke pontozott vonalak a hidrogén
kotéséket jeldlik, a tavolsagok angstrom-ben (A) vannak feltiintetve.
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A N- and C-terminélis régiok megvizsgalasanak érdekében modelleztik a teljes
hosszlsagu Tyl protedz szerkezetét (22A. &bra). Ezekr6l a kiterjesztett régiokrdl nem all
rendelkezésre semmilyen szerkezeti adat az aszpartil protedzok korében, ezért templat nélkil
a josolt konformaciok csak nagy bizonytalansaggal becstlhetéek. A teljes protedz jésolt
szerkezetét az in vitro eredmények értelmezéséhez hasznaltuk fel. Abbol a célbdl, hogy
megértsik a szubsztratkdté arok szerepét a szubsztrat kotésben, a kinetikai méréseket
fluoreszcens rekombinans fehérje szubsztratokon végeztik el, de a Tyl proteaz interakcidjat
a P10-P6 és P6’-P10’ pozicioji aminosavakkal nem tudtuk bizonyitani egyértelmiien (6D.
tablazat). A lehetséges konforméacios variansok szerkezete (22B., 22C. és 22D. abra) azt
sejteti, hogy a Tyl proteaz felszini aminosavai nem annyira hozzaférhet6ek, mint a HIV-1
protedz esetében, bar megfelelé templat szerkezet hianyaban a hosszabb N- és C-terminalis

szakaszok pontos konformacidja nem volt megbizhatoan modellezhetd.

vevepe...10...,....20...,....30...,....40...,....50...,....60...,....70...,....80...,....90..

NVSTSNNSPSTDNDSISKSTTEPIQLNNKHDLHLGQKLTESTVNHTNHSDDELPG DSGASRTLIRSAHHIHSASSNPDINVVDAQKRNT

...... 100..,....110..,....120..,....130..,....240..,....150..,....160..,....170..,....180
FOQDNTETSIKVLHTPNIAYDLLSLNELAAVDITACEFTKNVLERSDG YGDEYWVSKKYLLPSNISVPTIN

22. abra. A Tyl proteaz szerkezete a rendezetlen N- és C-terminalis kiterjesztésekkel. A) A teljes
Tyl PR szekvencia. A B-red6k narancs, az o-hélixek piros szinnel, a katalitikus motivum pedig
félkovér betlikkel, illetve alahtizassal jelolt. B) A homodimer (41-164 aminosavak) josolt szerkezete
feliilnézetbdl, a kiterjesztések nélkiil. A teljes fehérje szekvencia (1-40 és 156-181 aminosavak)
ravetitve a homodimerre C) el6nézetbdl, D) és feliilnézetb6l. Az N- és C-terminalis régidkat kilon
szinek jel6lik.

Ennek az lehet az oka, hogy az N- és C-termindlis Kiterjesztések térben kdzel vannak
az aktiv centrumhoz, valamint az enzim felszinéhez. Figyelembe véve ezt a potencialis,
sztérikus elrejtését a szubsztratkoté aminosavaknak feltételeztiik, hogy a Tyl proteaz P10-P6

¢és P6’-P10’ poziciokkal kdlcsonhatasba 1épd felszini aminosavai hidnyoznak, vagy teljesen
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mas szerkezetet vesznek fel, mint a HIV-1 protedz esetében (Laco, 2015). Pontosabb
szerkezeti modellek, illetve Kiterjedt molekuladinamikai szamitdsok néelkul nem tudtuk
megallapitani, hogy a Tyl protedz felszini aminosav-maradékai hozzaférhetetlenek vagy
esetleg az N- és C-termindlis régiok térben gatoljak a szubsztrat kotést. A Tyl és Ty-3
protedzok természetes hasitGhelyeit mar vizsgaltak korabban (Merkulov és mtsai, 1996), a
hidrofobitasi indexét a P10-P10° aminosav pozicioknak meghataroztak. Osszehasonlitva
ezeket az értékeket jelentds specificitasbeli eltéréseket allapitottak meg, mint ami altalaban a
retroviralis hasitéhelyekre jellemz6, de a proteazok szerkezetét idaig senki sem hasonlitotta
Ossze. A szubsztratkotd zsebek tanulmanyozasanak céljabdl a josolt teljes Tyl proteaz
szerkezetet hasznaltuk fel. A P4-P1 poziciok aminosav 0Osszetételét a HIV-1 és Tyl
szerkezet-alapu illesztésével hataroztuk meg. A HIV-1 proteaz szubsztratkotd zsebének
kompoziciojat mar korabban meghataroztak (Bagossi €és mtsai, 2005; Eizert és mtsai, 2008),
a Tyl proteaz szubsztratkotd zsebeit a megfeleld helyen 1évé aminosavak azonositasaval

térképeztik fel (23. abra).
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A) S4 koté zseb S3 kito zseb S2 kité zseb S1 koté zseb
HIV-1 Tyl HIV-1 Tyl HIV-1 Tyl HIV-1 Tyl
D30 R65 L10 H45 A28 A63 R8 V43
M46 N84 RS V43 D30 R65 L23 L58
147 V85 D29 S64 V32 L67 D25 D60
G48 V86 G48 V86 147 V85 G27 G62
V56 195 V82 Y123 G48 V86 G49 D87
Q58 A97 G49 D87 150 AS88
L76 L116 150 A88 T80 1121
L76 L116 P81 Al22
184 L126 V82 Y123
184 1126
hidrofob (%) 60 80 33 40 86 86 72 86
hidrofil (%) 20 0 0 60 0 0 14 14
Toltitt (%o) 20 20 67 0 14 14 14 0
B) ° ]
4 9
o 3 b
]
T o1
z A 4
g 01
i
- 19
-2
3 d

Hasité hely P5 P4 P3 P2 P1 P1' P2’ P3' P4’ P5'
PR/IN vV P T I N N vV H T S
IN/RT 1 H L 1 A A v K A

GAG/PR T A R A H N V S T S

23. dbra. A HIV-1 és Tyl PR S4-S1 szubsztratkoté zsebek aminosav dsszetétele. A) A HIV-1 PR
szubsztratkotd zsebeit korabban mar meghataroztdk (Bagossi és mtsai, 2005; Eizert és mtsai, 2008), a
Tyl protedz aminosavak pedig a szerkezeti illesztésen alapszanak. A kdlcsonhatasban feltételezhet6en
résztvevo oldallancok félkovér betiikkel vannak feltiintetve. B) A Tyl protedz hasitohely szekvencidk
P5-P5' aminosavai. Az atlag hidrofébicitasi értékek a Kyte and Doolittle altal meghatarozott (Kyte és
Doolittle, 1982) értékeken alapszanak. A voros nyil a hasitasi poziciot jeldli.

Azt taldltuk, hogy a Tyl proteaz S1 koté zsebe foként hidrofob aminosavakat
tartalmaz, ami hasonldsagot mutat a HIV-1 proteaz S1 koté zsebéhez. Habar a retroviralis
proteazok altalaban foként hidrofob aminosavakat preferalnak a P1 pozicioban (Eizhert és
mtsai, 2008), a harom ismert Tyl felismerési és hasitbhelyeken hidrofil
aminosavmaradékokat talalunk a P1 és P1’ poziciokban (Merkulov és mtsai, 1996). A
modell alapjan az S2 szintén hidrofob aminosavakbdl all, ami megfelel a P2 és P2’ magasabb
hidrofobitasanak, itt altaldban valin vagy izoleucin aminosavak talalhatéak (23. dbra). Az
enzim S3 pozicidban foként hidrofil aminosavakat azonositottunk, ami dsszhangban van a

hasitohelyek P3 és P3’ pozicidival, ugyanis ezekben itt is f6ként hidrofil aminosavak
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jellemzoéek a szekvenciara. A P4 és P4’ pozicidban elhelyezkedé aminosavak atlagos
hidrofobicitasa igen alacsony, a vizsgalt hasitohelyek alapjan neutrlishoz kozeli. Az enzim
S4 helyet hidrofébként azonositottuk, habar fontos megjegyezni, hogy ez nehézségekbe
Utkdzott, mert a protedz ezen része a felszinhez kozel helyezkedik el (Bagossi és mtsali,
2005). A hidrofob, hidrofil és toltéssel rendelkezé aminosavak eloszlasa a Tyl protedzban
nem tért el jelentésen a HIV-1 protedztdl, kivéve a Tyl protedz S3 zsebét, amely nem
tartalmaz toltéssel rendelkez6 aminosavakat. Habar a kotohelyek osszetételének profilja
megegyezik a hasitohelyek hidrofdbicitasi profiljaval, a specificitdst nem lehet pontosan
megbecsiilni Kizar6lag a szubsztratkotd zsebek Osszetétele alapjan. Az enzim specificitas
pontos megallapitasdhoz Kiterjesztett in silico vizsgalatokra és in vitro Kkisérletekre lenne
szlikség valtozatos szubsztrat sorozattal.

5.2 A SPINK1 vizsgalata
5.2.1 Szekretal6d6 misszensz SPINK1 variansok

A szekreécios vizsgalatokat Demcsak Alexandra és Sahin-Toth Miklos végezték el.
Irodalmi adatok es az el6zetes kisérleteik azt mutattak, hogy a mutaciok tobbsége az inhibitor
szekrécios defektusat okozza. Hét SPINK1 mutacié (N34S, N37S, K41N, 142M, P55S, R65Q
abra). A kisérleteket elvégeztiik C-terminalis Hisio cimkét tartalmazo és anélkiili SPINK1
variansokkal is, hogy meggy6zddjiink arrdl, hogy a cimke nem hat az inhibitor szekréciora.
K41N és Q68R variansok expresszdja kismértékben csokkent a vad tipushoz képest. A tébbi

varidns szekrécioja nem valtozott jelentdsen. Egy kordbbi publikacioban a Q68R varians

Ve

Ve

(Kiraly és mtsai, 2007; Boulling és mtsai, 2007; Beer és mtsai, 2014), viszont
munkacsoportunk ennek az ellenkez6jét figyelte meg. A varidnsok tripszin elleni gatlasi
aktivitasat is megvizsgaltuk a transzfektalt sejtek médiumaban. A K41N SPINK1 gatld
aktivitasat nem tudtuk kimutatni. Tovabbi Kkisérleteink soran funkciondlis vizsgalatokkal arra
a kérdésre kerestilk a valaszt, hogy a szekretadlddé SPINK1 variansok fokozhatjak-e a

kronikus hasnyalmirigy-gyulladas rizikéjat.
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24. dbra. A SPINK1 variansok szekrécidja transzfektalt human vese embriondlis sejtvonalbol
(HEK293T). A szekretalodott Hisio cimkével ellatott (A) és jeldletlen fehérjéket (B) anti-His vagy
SPINK1-ellenes antitesttel, Western-blot modszerrel azonositottuk a sejtes felliliszdban.
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25. adbra. A SPINK1 variansok szekréciéjanak oszlopdiagrammija. A sejtes feltiliszéban a
SPINK1 koncentracidjat a human kationos tripszin elleni titralassal mértik meg. A cimke nélkili
SPINK1 variansokat a szlrke, a SPINK1-Hisio variansokat pedig a fekete oszlopok jeldlik. A relativ
SPINK1 koncentraciokat %-ban fejeztiik ki, ahol a 100%-nak a vad tipusi SPINK1 expressziojat
vettlk (atlag = széras, n = 4). A K41N mutans esetében nem mutattunk ki szekrécidt.

5.2.2 A tripszin-SPINK1 komplex modellezése

A kovetkezékben leirt modellezés Szabd Andras munkaja. A SPINK1 fehérje human
tripszinnel alkotott komplexérdl napjainkig nincs elérhetd rontgenkrisztallografias adat, ezért
munkacsoportunk épitett egy modellt, ahol a nativ, illetve szulfatalt kationos human tripszint
a borju kimotripszinogén A rekombinans SPINK1 K41Y, illetve 142E varianssal alkotott
komplexére vetitettik, végil a reaktiv hely peptidkotésben résztvevé Lys41-11e42

aminosavakat helyredllitottuk (Collins és mtsai, 1990; Hecht és mtsai, 1991; Gaboriaud és
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mtsai, 1996). A hét szekrécids mutansban vizsgalt aminosav oldallancok azt mutatjak, hogy a
K41N és 142M mutéciok befolyasoljak a Lys41-Tle42 reaktiv peptidkotés erdsségét (P1 és
P1’ pozicidk) és valosziniileg rontjak az inhibitor-kotés erésségét (26A. &bra). A tobbi
varians, N34S, N37S, R65Q és Q68R mutacid altal érintett aminosav oldallancok ezzel
szemben kozvetlen nem 4llnak kolcsonhatasban a tripszin oldallancaival, ezért valdszintileg
nem befolyasoljak az inhibitor kotédését. Erdekesség, hogy a modellben a szulfit csoport a
tripszin Tyrl54 oldallancon, a Pro55 aminosav oldallanc kozelében helyezkedik el, igy

feltételezhetd, hogy a P55S varians kotdédését befolydsolhatja a tripszin szulfatalasa (26B.

abra).
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26. dbra. A SPINK1 inhibitor kélcsonhatasa a human kationos tripszinnel. A) A SPINK1
inhibitor szulfatalt kationos tripszinnel alkotott komplexének szalagmodellje. A mutaciok altal érintett
aminosavak pozicioi a SPINK1 szerkezetben jeldlve vannak. A modell szerkezeti illesztéssel és egy
SPINK1 varians kimotripszinogén A-val alkotott komplex (Protein Data Bank ID: 1CGI) és szulfatalt
human kationos tripszin (Protein Data Bank ID: 1TRN) egymasra illesztésével késziilt. Hasznalt
szoftver: PyMOL 2.4. A reaktiv hurok peptidkotése a Lys4l és lle42 pozicioban talalhat6. B) A
SPINK1 interakcidja a kationos tripszin szulfatalt Tyr154 aminosavaval. A szulfat csoport a SPINK1
Tyr43 és Pro55 aminosavaihoz térben kozel helyezkedik el.

Tovabba a SPINK1 Tyr43 oldallanca, amely a reaktiv hurok P2" pozici6jaban talalhatd,

szintén a tripszin Tyr154 oldallanc szulfat csoportjanak kozelében helyezkedik el sztérikusan.
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Ezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ez a mutacid is a SPINKI1 szulfatalt tripszin

kdlcsonhatédsat gyengitheti. Munk&nk soran ezeket a feltételezéseket teszteltiik Kisérletesen.

5.2.3 A vad tipusu és N34S SPINK1 kétodése a human tripszinekhez

A Kkérdés nyitott, hogy az N34S mutacié valtoztat-e a SPINK1 tripszinhez val6
kotédésén, ezért ezt a varianst részletesebben vizsgaltuk. A kisérletekhez rekombinéans
SPINKZ1-Hisio fehérjéket hasznaltunk, mint ahogy az anyagok és modszerek részben leirjuk.
Korabbi kutatadsok kimutattak, hogy a tripszin gatlasa vad tipust és N34S SPINK1 varianssal
dsszehasonlithaté (Kuwata és mtsai, 2002; Hirota és mtsai, 2003; Kirély és mtsai, 2007),
bar a kisérletek technikai limitdcioba iitkoztek. ElsOként megmértiikk a gatlas egyensulyi
allandojat Eschericia coli-ban termelt rekombinans tripszin ellen, amely posztranszlacios

maodositason nem megy keresztiil, nem-szulfatalt (8. tablazat).

8. tablazat. A vad tipusu és N34S SPINK1 egyensulyi disszociacios allandéi Hul, Hul-SO., Hu2,
Hu2-SO, E.coli-ban termelt és humdén hasnyalbdl tisztitott tripszinekre. Az egyensilyi
disszociacios allandot (Kpeeqg), asszociacios (kon) és disszociacios sebességi allandot (Korr) a vad tipusd
és N34S mutans SPINKZ1 inhibitorokkal hataroztuk meg nem-szulfatalt (rekombinans, E. coliban
termelt) és nativ, szulfatalt (hasnyalbdl tisztitott) human tripszinekre. A kisérleteket az Anyagok és
modszerek fejezetben leirtak szerint végeztik el. Hul, nem-szulfatalt kationos tripszin; Hul-SOs,
nativ, szulfatalt huméan kationos tripszin; Hu2, nem-szulfatalt human anionos tripszin; Hu2-SOa, nativ,
szulfatalt humén kationos tripszin. Kpeac), €gyensulyi disszociacios allando, melyet a sebességi
allandokbdl kaptuk meg. A Kpeq értékek legalabb harom parhuzamos mérés globalis illesztésébol
szarmaznak. A sz0ras értékek a tablazatban szintén megtalalhatdak.

SPINK1 vad tipus | Hul (E. coli) | Hul-SO4(nativ) Hu2 (E. coli) Hu2-SO, (nativ)
Kon (x10° M's™) 3,003 3,5+0,2 3,8+0,2 2,4+0,1
Kott (10 s™) 8,2+0,3 54,8 £ 6,2 0,5+0,04 18,1+0,8
Kbeale) (PM) 2,7 15,8 0,1 7,5
Kbeg) (PM) 1,1+£0,2 62,2 +£10,3 0,3+0,02 36,7+2,3
SPINK1 N34S Hul (E. coli) | Hul-SO4(nativ) Hu2 (E. coli) Hu2-SO, (nativ)
Kon (x10° M's™) 53%0,2 2,7+£0,2 51+0,2 3,1+£0,3
Kofr (x107° s™) 7,0+£0,6 45,0+5,1 0,4+0,01 13,6 +0,5
Kb(calc) (PM) 1,3 16,4 0,1 4.4
Kbeg) (PM) 1,5+£0,2 32,3+29 0,4+0,1 16,7+0,8

Ahogy az a 8. tablazatban lathato a vad tipusu SPINKI esetében erés kotodést
figyeltiink meg a kationos (Ko 1,1 pM) és anionos tripszinhez (Kp 0,3 pM) egyarant. Hasonlo
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Kp értékeket mértlink az N34S muténs esetében is Kp= 1,5 pM kationos tripszinre, illetve 0,4

pM anionos tripszinre (8. tblazat). Ahogy a szerkezeti model joslas is sejteti, az 4llandok

magasabbnak adodtak a hasnyalbol tisztitott szulfatalt tripszinek esetében (8. tablazat). A

vad tipust SPINK1 esetében a Kp érték kationos tripszinre 62,2 pM anionos tripszinre 36,7
pM, az N34S mutans esetében 32,3 és 16,7 pM volt (27. és 28. abra).
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27. abra. A nem-szulfatalt human tripszinek gatlasa vad tipust és N34S SPINK1-gyel. A
SPINK 1 kotédését az E. coli bakterialis sejtekbdl tisztitott humén kationos (Hul) és anionos (Hu2)
tripszinekhez a diszociacidés konstans (Kp) meghatarozasaval vizsgaltuk. Az értékeket globalis
illesztéssel abrazoltuk. A Kp értékek az abrakon lathatéak. A hibasavok a szorast jel6lik (atlag +

sz0Orés, n = 3).
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Szulfatalt tripszin (nativ)
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28. abra. A szulfatalt human tripszinek gatlasa vad tipust és N34S SPINK1-gyel. A SPINK1
kotodését a hasnyalbol tisztitott human kationos (Hul) és anionos (Hu2) tripszinekhez a diszociacios
konstant (Kp) meghatarozasaval vizsgaltuk. Az értékeket globalis illesztéssel abrazoltuk. A Kp
értékek az abrakon lathatéak. A szorast hibasavok jelolik (atlag £ szdras, n = 3), de mivel ezek az
értékek tul alacsonyak a méréspontokban rejtve maradnak.

Ez azt jelenti, hogy a tripszin szulfatalasanak jelentds szerepe van a SPINKI1
inhibitorral valé kolcsdonhatasban. A N34S mutans gatlasi értékei azt mutatjak, hogy
valamivel erdsebben gatolja a tripszin izoformdkat, de ez a kiilonbség a kisérlet hiba
tartomanyan beliil esik. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a N34S mutans SPINK1 tripszin-
gatlasi képessége nem gyengebb a vad tipust SPINK1-hez képest. Biologiai rendszerekben
az inhibitor asszociacios vagy disszociacios sebessége a funkcid szempontjabdl relevansabb
lehet, mint az egyensulyi kotés erGssége, ezért a Kon €S Korf ertékeket is meghataroztuk a vad
tipusa, illetve N34S SPINK1 mutansra, kationos és anionos szulfatalt, valamint nem-
szulfatalt rekombinans tripszinekre is ahogy az az anyagok és modszerek, illetve a 29. és 30.

abran talalhato.
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29. abra. Asszociacios konstans mérések nem-szulfatalt Hul tripszinnel és vad tipusi SPINK1-
gyel. A) A tripszin aktivitast kozvetlen a SPINK1 inhibitorral torténd dsszekeverés utan mértiik. B) A
pszeudo-elsérendli sebességi allandd és masodrendii asszociacids sebességi allandé meghatarozasa

(Kon).
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30. dbra. Disszociacios konstans mérések nem-szulfatalt Hul tripszinnel és vad tipust SPINK1-
gyel. A) A tripszin aktivitas folyamatos mérése a tripszin-SPINK1 komplex higitasa utan. A komplex

crer

sebességi allandé és meghatéarozasa.

Ahogy a 8. tablazatban lathatd, hasonlé értékeket kaptunk mindkét inhibitor

esetében. Ha 6sszehasonlitjuk a szulfatalt és nem-szulfatalt tripszineket, a SPINK1 inhibitor a
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nem-szulfatalt formakhoz gyorsabban kotddik, mig a szulfatdlt formdk esetében a
disszociacio gyorsabb. Osszességében a nagyobb disszociacids érték magyarazatot ad a
magasabb Kp értékre, amelyet az egyensulyi kotés vizsgélata soran allapitottunk meg. A Kp
értékeket a sebességi allandobol szamoltuk és hasonlitottuk az egyensulyi kotés erdsségéhez.
A kapott értékek itt is a pM-o0s vagy alacsonyabb tartomanyba tartoztak a nem-szulfatalt
tripszinek esetében. Megjegyzendd azonban, hogy a hasznalt kisérletes modszer nem
megbizhatd a subpikomolaris Kp tartomanyban. A szulfatalt és hasnyalbdl tisztitott nativ
tripszinek a szdmolt Kp értékek két-0tszords eltérést (alacsonyabb) mutattak a kisérletes

eredményekhez képest. Ez az eltérés még elfogadhat6 két eltéré6 modszer esetében.

5.2.4 A tripszin atmeneti gatlasa SPINK1 inhibitorral

A SPINKI egy ugynevezett dtmeneti inhibitor, iddvel inaktivalodik és az aktiv
proteaz felszabadul a gatlas alol (Laskowski és mtsai, 1953). A galtas aloli felszabadulas
elsd lépéseként a tripszin hasitja a SPINK1 reaktiv hurkéban talalhatd peptidkotést a Lys41-
Ile42 aminosavak kozOtt, amelyet a véglegesen inaktivalo, foként Arg67-GIn68 kozotti
peptidkotés, illetve az inhibitoron beliil tobb helyen t6rténé hasitas kovet (Szmola és mtsai,
2003, Schneider és mtsai, 1973; Schneider és mtsai, 1974; Kikuchi és mtsai, 1989). A
szulfatalt és nem-szulfatalt tripszinek vad tipusd SPINK1 gatlas alol valé felszabadulasat
Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy a szulfatalt tripszin sokkal gyorsabban szabadult fel, mint a

nem-szulfatalt tripszin (31. abra).
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31. &bra. A human kationos tripszin atmeneti gatlasa a vad tipust és N34S SPINK1-gyel. 25 nM
SPINK1-et 30 nM Hul vagy Hul-SOgs-el inkubaltuk 30 percig 1 M Tris— HCI, 1 mM CacCl,, 0,05%
Tween20, pH 8,0) 23°C-on ahol a tripszinek 80%-0s aktivitds csokkenést mutattak. Az adott
idépontokban 100 pl mintat kivettiink és 2,5 ul 6 mM Suc-Ala-Ala-Pro-Lys-p-nitroanilid szubsztrat
hozzdadasaval mértiik a tripszinek aktivitdsat. A 100% tripszin aktivitdsnak a maximum aktivitast
vettlik SPINK1 jelenléte nélkil. A hibasavok szérast jelélnek n= 3, a szimbdlumok néhol nagyobbak,
mint a hibasavok.

Erre magyarazatot ad, hogy a szulfatalt formak esetében az inhibitor disszociacié a
tripszinrl gyorsabb, ami magasabb Kp értéket jelent. A SPINK1 lebomléasat Western-blottal
is igazoltuk, ami megegyezett a mintakban mért ndvekvo tripszin aktivitassal (32. abra). Az
atmeneti gatlas Kkinetikaja hasonldé volt a vad és N34S mutans esetében, a felszabadulas

valamivel lassabban kovetkezett be a mutans SPINK1 estében.
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kDa 0 2 4 8 12 24 48h kDa 0 2 4 8 12 24 48h

—_ 43

A= —

5 o=

o - e — T e -
10—
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32. dbra. A human kationos tripszin atmeneti gatlasdnak vizsgalata a vad tipust és N34S
SPINK1-gyel, Western-blot mddszerrel. Az adott idépontokban 200 ul mintat kivettiink (25 nM
SPINK1-et 30 nM Hul vagy Hul-SOs-el inkubaltuk) és 10%-os triklor ecetsavval csaptuk ki, majd a
SPINK1 fehérjéket 18% SDS-PAGE-gel és Western-blottal anti-His antitesttel azonositottuk.
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5.2.5 A tripszin szulfatalas gyengiti a SPINK1 kotest

Ahogy fentebb leirtuk, azt taldltuk, hogy a human tripszin szulfatdlas a 154-es
tirozinon gyengiti a SPINKI1 inhibitor kotédését a tripszinhez €s eldsegiti annak gatlas aldli
felszabadulasat. A munkank sordn human hasnyalbdl izolalt szulfatalt tripszin izoformakat,
illetve E. coliban termelt nem-szulfatélt tripszineket hasznaltunk. A vizsgalatok teljessége
érdekében HEK293T sejtekben termelt szulfatalt és nem-szulfatlt kationos és anionos
tripszineket is bevontuk a kisérletekbe, lasd Anyagok és mddszerek fejezet. A tripszineket a
sejtes fellilisz6bol tisztitottuk és az egyensilyi kotés erésségét megmértiik a vad tipusu és az
N34S mutansra is. Ahogy az a 9. tablazatban lathatd A Kp értékek mindig magasabbnak
adodtak szulfatalt tripszinre, mint a nem-szulfatalt tripszinekre, aladtdmasztva, hogy a
szulfatalas gyengiti az inhibitor kotést. Erdekesség, hogy az E. coli és hasnyalbol tisztitott (9.
tablazat) tripszinekkel torténd Osszehasonlitas 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 kilonbség a gatlas csokkenésében
kisebb lesz, azonban az el6z6ekben megfigyelt megallapitas még mindig igaz marad, hogy a

szulfatalas gyengiti a SPINK1 kotddését.

9. tdblazat. A vad tipusu és N34S SPINK1 egyensulyi disszociacios allanddkat meghataroztuk
HEK?293T sejtekben termelt, tisztitott Hul, Hul-SO., Hu2, Hu2-SO, tripszinekre. Az egyensulyi
disszociacios allandot (Kp), vad tipusd és N34S mutans SPINKL1 inhibitorokkal hataroztuk meg nem-
szulfatalt (rekombinans, HEK293T sejtekben termelt) és szulfatalt (szintén HEK293T sejtekben
termelt) human tripszinekre. A Kisérleteket az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint
végeztik el. Hul, nem-szulfatalt kationos tripszin; Hul-SO., szulfatalt huméan kationos tripszin; Hu2,
nem-szulfatalt human anionos tripszin; Hu2-SQ,, szulfatalt human kationos tripszin. A Kp értékek
legalabb harom péarhuzamos mérés globalis illesztésébdl szarmaznak. A szOrés értékek a tdblazatban
szintén megtalalhatdak.

Ko (OM) Hul Hul-SO, Hu2 Hu2-SO,

o (P (HEK293T) | (HEK293T) | (HEK293T) | (HEK293T)
SPINK1 vad tipus 4,4+0,4 40,2 +7,8 0,5+0,2 9,0+1,1
SPINK1 N34S 4,7+0,3 375+4,3 0,8+0,2 6,3+0,7
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5.2.6 A SPINK1 Y43 szerepe a human tripszinek kotésében

A molekuléris modellezés azt sejttette, hogy a Y43 térben kdzeli elhelyezkedése a
szulfat csoporthoz csokkent géatlast eredményezhet (26. 4bra). Ennek igazolasara a SPINK1
tirozin 43 aminosavat alaninra, valamint argininra cseréltiik és meghataroztuk az egyensulyi
kotési allanddt szulfatalt és nem-szulfatalt kationos tripszinre (10. téblazat). A vad tipusu
SPINK1-el 6sszehasonlitva azt kaptuk, hogy a Y43A mutans hisszoros, a Y43R mutéans
pedig szdzszoros csokkenést mutat a kotés erésségében nem-szulfatalt tripszinre. A kotés
er0ssége a Y43A mutans esetében hasonld volt a vad tipushoz a szulfatélt tripszire, a Y43R
pedig haromszor erdsebben kotddott a vad tipushoz képest. Az Y43A mutans csokkent
kotédése a nem-szulfatalt tripszinhez cafolja, hogy a SPINK1 Y43-nak fontos szerepe lenne a
tripszin 154 tirozinnal valdé kolcsénhatdsban és igy a kotés stabilizalasdban. A szulfatalt
tipszinre ugyanakkor nem mutat elérést a vad tipusi SPINK1-hez képest. A Y43R mutécio
csokkent inhibitor tripszin kotést eredményez a nem-szulfatalt tripszin esetén, azonban a
szulfatdlt tripszinhez erdsebben kotddik, valdszinilileg elektrosztatikus kotés révén a
guanidium és szulfat csoport kozott. Kiserleteinkkel igazoltuk, hogy a tripszin szulfatalasa

gyengiti a proteaz-inhibitor komplex kialakulasat.

10. téblazat. A vad tipust, Y43A és Y43R SPINK1 egyensulyi disszociacios allanddkat
meghataroztuk Hul, Hul-SO4 E. coli és human hasnyalbdl tisztitott tripszinekre. Az egyensilyi
disszociacios allandot (Kpeg), vad tipusu, Y43A és Y43R mutans SPINK1 inhibitorokkal hataroztuk
meg nem-szulfatalt (rekombinans, E. coliban termelt) és nativ, szulfatalt (hasnyalbdl tisztitott) human
tripszinekre. A Kisérleteket az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint végeztik el. Hul,
nem-szulfatalt kationos tripszin; Hul-SO4, nativ, szulfatalt human kationos tripszin. A Kpeq) értékek
legalabb harom péarhuzamos mérés globalis illesztésébdl szarmaznak. A szOrés értékek a tblazatban
szintén megtalalhatdak.

Kbeq) (PM) Hul (E. coli) Hul-SO, (nativ)
SPINK1 vad tipus 1,1+0,4 67,477
SPINK1 Y43A 20,325 62,2+ 5,6
SPINK1 Y43R 103,8 + 13,9 27,1+23

5.2.7 A misszensz SPINK 1 mutansok kétédése a nativ human tripszinekhez

Munkéank sordn az N34S mutins mellett tovabbi 6 kiilonboz6 SPINKI1 muténst

tisztitottunk, amelyek normal szekréciot mutatnak (3. tablazat). A gatlasi képességik
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karakteriz&lasa céljabdl meghataroztuk az egyensulyi allandokat hasnyalbdl tisztitott human,
nativ szulfatalt anionos és kationos tripszinekre. Klinikai szempontbol ezek a mutéciok
pathobiokémiai jelentdséggel rendelkezhetnek, igy fontos, hogy karakterizaljuk oket. A
kisérletek gorbéi a 33-34. dbran lathatéak a Kp értékek dsszefoglalva pedig 11. tablazatban
és 35. dbran lathatéak. A K4IN mutans a vartnak megfeleléen gyengén kot6dott mindkét
tripszin izoforméahoz, az altalunk mért Kp értékek a mikromolaris tartomanyba estek, ami 20-
30 ezerszeres csokkenést jelent. A reaktiv hurok mutans 142M kot6dése 3-7-szeresére
csokkent. A P55S muténs csak nagyon Kis eltérést mutatott a vad tipushoz képest, 1,6-3,4 —
szeres csOkkenést, ami még a mérési hibanak betudhatd. A tobbi SPINK1 mutéans, N34S,
N37S, R65Q és Q68R KD értékei hasonléak vagy kisebbek voltak, mint a vad tipusé.
Osszességében arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a ritka K41N és 142M mutaciok,
amelyek a reaktiv hurokban talalhatoak, okoznak szignifikans valtozast a tripszin inhibitor
kotesében.

11. tablazat. A vad tipusu és mutans SPINK1 egyensulyi disszociacios allandokat
meghataroztuk Hul-SO4 és Hu2-SO4 human hasnyalbol tisztitott tripszinekre. Az egyensulyi
disszociacios allandot (Kpeg), vad tipusu és hét mutans SPINK1 inhibitorral hataroztuk meg szulfatalt
(hasnyalbdl tisztitott) human tripszinekre. A kisérleteket az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak
szerint végeztik el. Hul-SQOs, nativ, szulfatalt human kationos tripszin; Hul-SO4, nativ, szulfatalt
huméan kationos tripszin. A Kpeq értékek legalabb harom parhuzamos mérés globalis illesztésébol
szarmaznak, a szoréas értékeket is feltuintettuk.

Kbeq) (PM) Hul-SO4 Hu2-SO,
SPINK1 vad tipus 62,2 £10,3 36,7+2,3
SPINK1 N34S 32,3+29 16,7+0,8
SPINK1 N37S 86,9+1,0 21,4+19
SPINK1 142M 200 + 42 258 + 32
SPINK1 P55S 101 £ 20 123 + 26
SPINK1 R65Q 59,2+94 6,0+£25
SPINK1 Q68R 68,0+7,1 27,0+0,6
Ko (LM)
SPINK1 K41N 1,29 £ 0,07 1,15 +0,03
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Szulfatalt tripszin (nativ)
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33. dbra. A human tripszinek gatlasa SPINK1 N37S, K41N, és 142M variansokkal. A SPINK1
variansok kotédését a human hasnyalbdl tisztitott szulfatalt kationos (Hul) és anionos tripszinekhez
(Hu2) a disszociacios allandé (Kp) megéallapitasaval mértiik. A hibasavok szoérést jeldlnek n= 3, a
szimbdélumok néhol nagyobbak, mint a hibasavok.
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Szulfatalt tripszin (nativ)
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34. abra. A human tripszinek gatlasa SPINK1 P55S, R65Q, és Q68R variansokkal. A SPINK1
variansok kotédését a human hasnyalbdl tisztitott szulfatalt kationos (Hul) és anionos tripszinekhez
(Hu2) a disszociacios allandé (Kp) megallapitasaval mértiik. A hibasavok szorast jeldlnek n= 3, a
szimbdélumok néhol nagyobbak, mint a hibasavok.
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Szulfatalt tripszin (nativ)
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35. dbra. A SPINK1 varéansok egyensulyi disszociécios allandéi human tripszinre oszlopdiagram
abrazolasban. A szulfatalt tripszineket human hasnyalbdl tisztitottuk. A hibasavok szérast jeldlnek

(n=23).
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6. MEGBESZELES

6.1 A Tyl proteéz biokémiai karakterizalasa

Munké&nk sordn biokémiai szempontbol karakterizaltuk az E. coli sejtekben
termeltetett rekombinans S. cerevisiae Tyl retrotranszpozon proteazt. Az enzim Hise f0zios
cimkével ellatott és Hiss cimke nélkili valtozatat is expresszaltuk. Elébbit Ni- kelat affinitas
kromatografiaval a processzalt Tyl Gag-PR-Hiss fehérjébdl, utobbit pedig gélsziliréssel
tisztitottuk. Ahogy azt korabbi kisérletekben is kimutattdk, a tisztitas soran a protedz a Tyl
Gag-PR-Hiss prekurzor fehérjébdl autoproteolizissel kihasitodik (Merkulov és mtsai, 1996).
Ezt a processzalt format (Tyl PR-Hiss) hasznaltuk kisérleteink soran. A proteaz
karakterizalasdhoz és biokeémiai tulajdonsagainak vizsgalatdhoz az aktivitasbeli eltéréseket
mértik. Magas NaCl koncentracid mellett (>1M NaCl), gyengén alkalikus korilmények
kozott mértink a legmagasabb aktivitds értékeket. A proteaz hémérséklet optimuma
méréseink alapjan 30 °C-nak adddott, ami a sarjadd éleszté intracellularis életciklusanak
alacsonyabb hdmérsékletéhez torténé adaptalodast jelzi. Az altalunk megfigyelt
homérsékletvaltozasra adott aktivitasbeli eltérések a Tyl retrotranszpozon transzpozicio
hatékonysagara is hatassal lehetnek. Habar a proteaz hémérséklet optimuma 30 °C korili
értéknek bizonyult, ez a hdmérséklet a legtobb éleszté esetén szuboptimalis a transzpozicid
hatékonysagara nézve, amelynek optimuma 24 °C koriil adodik (Lawler és mtsai, 2002). A
reverz transzkriptdz szintén a transzpozicio hémérséklet fliggésének meghatarozo eleme, a
virus-szeri fehérjék 37 °C-on processzalodnak, de ezen a hdémérsékleten a reverz
transzkriptaz aktivitasa is jelentdsen csokken a Tyl retrotranszpozon esetében (Lawler és
mtsai, 2002). A templat-primer komplex és Gag-Pol poliprotein hémérséklet-indukalta
konforméacids valtozasai szintén hozzajarulnak a Tyl életciklus homérséklet fiiggéséhez.
Mindent 6sszegezve tehat a transzpozicidé hianya magasabb hémérsékleten (Lawler és mtsai,
2002) a Tyl proteaz és reverz transzkriptaz aktivitds csokkenésének is koszonhetd, a

tranzpozicio hatékonysagara egyértelmiien kdzvetlen hatéssal van a két enzim aktivitasa.

Az urea koncentracid, amely az aktivitds 50%-os csokkenését okozza, jelentGsen
alacsonyabb a HIV-1 protedzhoz hasonlitva, és hasonlé az XMRV proteazhoz (Matlz és
mtsai, 2012). A proteolitikus esszék soran a Tyl protedz esetében csak nagyon alacsony
specifikus aktivitdst mértink a retroviralis protedzokhoz viszonyitva. A HFV és AMV

protedzokhoz viszonyitva viszont hasonld ertékeket kaptunk. Kdzleménylink el6tt a Tyl
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retrotranszpozon eredetii proteaz gatlasi profiljat nem vizsgaltdk. Munkacsoportunk ezért a
HIV-1 protedz ellen kifejlesztett, antiretrovirdlis terdpiaban hasznalt gatloszerek hatasat
vizsgélta a Tyl protedz aktivitasara. A HIV-1 protedz gatloszerek mind hatastalannak
bizonyultak a Tyl protedz esetében. Gatlast csak egy altalanos aszpartil protedz gatldszer
esetén, az acetil-pepsztatinnal tudtunk kimutatni. Az acetil-pepsztatin a pepsztatin A

szarmazéka, mely szintén nem géatolta az enzimaktivitast.

A Tyl proteaz szerkezeti jellemzdit sem vizsgaltdk korabbi tanulményokban
kutatocsoportunk el6tt, sem kisérletes, sem pedig in silico modszerekkel. Munkank sorén a
protedz masodlagos és negyedleges szerkezetét is vizsgaltuk, homolég modellezéssel. A
szerkezet a HIV-1 protedz aktiv centrum motivumahoz és szerkezetéhez nagyon hasonlo, de
néhany eltérés a retroviralis proteazokhoz képest megfigyelhetd. Egy extra helikalis szakasz
és a kiterjedt N- és C-terminalis régiok jelenléte miatt a Tyl protedz nagyobb szerkezeti
hasonldsagot mutat a retrovirus-szerii Ddil proteazhoz mint a HIV-1 proteazhoz. Tovabb4, a
Tyl PR dimerizacios regio felépitese is a Ddil és az XMRV protedzhoz volt hasonlé. Az in
vitro stabilitas teszttel is 6sszhangban, a dimerizécids régioban talalhaté valtakozd B-redék
hidnya alacsony dimer stabilitast és nagyobb érzékenyseget okoz az urea koncentraciora. Ezt
nem csak a Tyl proteaz, de az XMRYV protedz esetében is alatdmasztotta munkacsoportunk
(Matiz és mtsai, 2012). A D-S/T-G-A aktiv hely motivum szintén szerepet jatszhat az
alacsony dimer stabilitasban, mivel a szerin a Kkatalitikus motivumban csokkenti az
ugynevezett tlizolto fogas (fireman’s grip) er0sségét a treoninhoz képest (Strisovsky és
mtsai, 2000). A proteaz esszékhez szintetikus oligopeptideket és fluoreszcens rekombinans
fehérje szubsztratokat hasznaltunk. Az altalunk alkalmazott fluorometrids protedz esszét
elézetesen mar HIV-1 és TEV protedzok vizsgalata soran hasznaltak (Bozoki és mtsai, 2018;
Moétyan és tsai, 2018; Bozoki és mtsai, 2019). Az ezekben a kisérletekben hasznalt pDest-
Hiss-MBPmTurquoise2 expresszids vektort hasznaltunk egy extra (GGGGS)s linker
hozzdadasa utdn. Ennek oka a szubsztrat és fluoreszcens fehérje rész kozotti rész
flexibilitdsdnak novelése, ezaltal az enzim hasitohely konnyebb hozzaférhetdsége. A
rekombinansan termelt fluoreszcens szubsztratok a Tyl protedz el6z6 tanulmanyokban
megallapitott (Merkulov és mtsai, 1996) kiilonbozé hasitohelyeit tartalmaztak. Annak
bizonyitasara, hogy a szubsztratot egyetlen specifikus helyen hasitja a proteaz SDS-PAGE és
MALDI-TOF MS mdbdszereket hasznaltunk. A szubsztratok vad tipusd és maodositott
hasitohelyeket is tartalmaztak. Ennek oka pedig az volt, hogy a szubsztrat kdlcsonhatasat

vizsgaljuk a protedz feltételezett felszini szubsztratkotd képességét. Nemrég bionyitotték a
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HIV-1 protedz esetében a felszini szubsztratkdtd helyek fontossagat a protedz gatloszerek
elleni rezisztencia Kialakuldsédban (Laco, 2015). Eredményeink azt igazoljék, hogy a Tyl
protedz esetében a felszini szubsztratk6td helyek nincsenek jelen. A modellezés eredményei
alapjan, az S4-S1 szubsztratkotd zsebek kialakitasaban résztvevé aminosavakat azonositottuk
és feltételezzlk, hogy a P10-P6 és P6’-P10” kotéhelyek a Tyl protedzban kilonboznek a
HIV-1 proteaztol. A kiterjedt N- és C-terminélis régiok szerepe a Tyl proteaz
szubsztratkdtésében, illetve az esetleges felszini kotdhelyek hozzaférhetdségében, tovabbra is

tisztazatlan.

6.2 Szekretaléd6 SPINK1 variansok vizsgalata

Elvegeztik a szekretalt SPINK1 variansok atfogo és funkcionalis vizsgalatat a human
tripszin izoformakkal valo kolcsonhatasara. A kérdés az volt, hogy a SPINK1 mutaciok
gyengitik-e a SPINKI1 tripszin inhibitor kités erdsségét a human tripszin izoformakhoz és igy

=sez

megvalaszolatlanul all.

El6zetesen mar vizsgaltak az N34S, P55S és R65Q variansokat, azonban a hasznalt
modszer ezekben a kisérletekben félkvantitativnak tekintheté (Kuwata és mtsai, 2002;
Hirota és mtsai, 2003; Kiraly és mtsai, 2007), valamint nem-szulfatalt rekombinans huméan
kationos tripszint, marha tripszint vagy ismeretlen eredeti human tripszint hasznaltak a
mérésekhez. A marha vagy mas emlds tripszinekkel ellentétben a human tripszinek a 154-es
tirozinon egy szulfat csoportot tartalmaznak, amely hatassal van a szubsztrat, illetve inhibitor
kotésre (Scheele és mtsai, 1981; Sahin-Téth és mtsai, 2006; Roénai és mtsai, 2009).
Munkank soran a nativ, hasnyalbol tisztitott human kationos és anionos tripszint hasznaltunk,
amelyek a hasnyal 0Ossztripszin tartalmanak 95%-at teszik ki. A harmadik izoforméat a
mezotripszint a SPINK1 csak nagyon gyengén gatolja (Szmola és mtsai, 2003;
Rinderknecht, 1984), ezért vizsgalataink erre az izoformara nem terjedtek ki. A szulfatacio
hatasat is vizsgaltuk a SPINK1 mutaciok kotésre gyakorolt hatasa mellett, ezért a vad tipusd
és az N34S valtozatot is vizsgaltuk nem-szulfatalt rekombindns E. coli-ban termelt
tripszinekkel, nativ hasnyalbdl tisztitott szulfatalt tripszinnel. A kapott eredményeket
Osszevetettiik a nem-szulfatalt és szulfatalt rekombinans HEK293T emlds sejtvonalban
termelt tripszinekkel. Azt taldltuk, hogy az E. coliban termelt és hasnyalbol tisztitott
tripszinek esetében a szulfatacid ndvelte a vad tipust SPINK1 Kp-t, tdbb mint 6tvenszeresére

a kationos és szdzhlsszorosara az anionos nem-szulfatalt tripszin esetében, amikor az E.
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coliban termelt nem-szulfatalt és a hasnyabol tisztitott szulfatalt tripszineket hasonlitottuk
0ssze. Ennél kisebb, de szignifikans Kilenc-tizennyolcszoros kilonbséget figyeltink meg
amikor a nem-szulfatalt és szulfatalt rekombinans HEK293T emlds sejtvonalban termelt
tripszinekkel kapott értékeket hasonlitottuk dssze. A gyengébb inhibitor kbtés magyarazata a
SPINK1-tripszin komplex gyorsabb disszocidcidja. A tripszin model alapjan arra
kdvetkeztethetlink, hogy a 154 tirozin szulfat csoportja kdlcsonhatasba Iép a SPINK1 reaktiv
hurokkal. A Tyr4d3 mutéacidja alatamasztotta ezt a feltételezést, amikor a tirozin aminosavat
alaninra vagy argininra cseréltiik, a kotés erdssége a tripszinek szulfaticios allapotatol
fuggott. Ez a megfigyelés bizonyitja, hogy a SPINK1 mutéacidk hatasanak a vizsgalata soran,
kiemelt jelentdségli a szulfatalt tripszinek hasznalata. A kisérletek konkliziv bizonyitékot
szolgéltatnak arra, hogy az N34S mutacidnak nincs hatasa a tripszinhez valdé kotés
erOsségére. Tovabba megfigyeltik, hogy ha a vad tipusu és N34S mutaciot tartalmazo
SPINK1 inhibiort hosszabb ideig inkubaltuk a tripszinekkel, azonos sebességgel
degradalodtak és igy a tripszin felszabadult a gatlas alol. Ezt a jelenséget atmeneti gatlasnak
nevezzilk. A mezotripszin esetében kordbban kimutattak, hogy degradalja a SPINK1-et
(Szmola és mtsai, 2003) ami felveti a kérdést, hogy az N34S mutécidénak van-e hatasa az
ellatni a funkciojat a hasnyalmirigy vedelmében. A Kisérleteink nem ezt igazoljak. Fontos
méas mechanizmusokat is figyelembe venni, amelyek magyarazhatjak az N34S mutacio
szerepét a hasnyalmirigy kialakuladsaban, ugyanis ez a varians egy kiterjedt haplotipus része,
ami 4 intron varianst tartalmaz, amelyeket gyakran karakterizaltak genetikai és funkcionalis
tanulmanyokban. Transzfektalt eml6s sejtekben, minigénes €s teljes génes splicing esszékben
egyik intron varians esetében sem figyelték meg, hogy hatassal lenne a SPINK1
expressziojara (Kereszturi és mtsai, 2009; Boulling és mtsai, 2012). N34S mutaciora
heterozig6ta hasnyalmirigy rak sejtvonalban azonban az allél csdkkent expresszidjaat azaz
csokkent mRNS szintjét mutattak ki, valamint kimutattak egy 0j upstream varianst a
haplotipus részeként (Kereszturi és Sahin-Toth, 2017). Kimutattak (Boulling és mtsai,
2017), hogy ez a mutacioé egy enhancer elemben talalhat6 és feltételezik, hogy ez okozhatja a
csokkent expresszidt és mRNS szintet. Habar ez nem teljesen bizonyitja, de a bizonyitékok
szama novekszik tlinik arra, hogy az N34S mutécioval asszocialt haplotipus csokkenti a védo

hatas SPINKI1 szintet, ennek okozodja pedig az 5 vessz6 régioban talalhato.

Munkank soran megfigyeltiik a K41N, [42M, és P55S variansok kiilonb6zé mértéki
kotési defektusat a human tripsznekhez. A K41N és 142M mutaciok a Lys41-11e42 raktiv
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hurok peptidkdtését érintik, és igy azt sejtetik, hogy hatassal lehetnek az inhibitor tripszinnel
valo kolcsonhatasara. Mindkét varidnst egyszer irtdk le visszaterd akut pankreatitisben
szenvedd gyermekekben (Terlizzi és mtsai, 2013; Werlin és mtsai, 2015). A 41-es
pozicidban talalhatd lizin a SPINKI f6, specifikus aminosava, amely a tripszin S1
szubsztratkotd zsebébe illeszkedik, ahol egy aszpartat aminosavval lép kolcsonhatasba.
Amikor a lizint a toltés nélkili aszparaginra cseréltiik, jelentés 20-30 ezerszeres csokkentést
figyeltiink meg a tripszinhez vald kotésben, ami nagymértékii csokkenést jelent a SPINKI
hasnyalmirigy védelmében betoltott szerepeben. Az 142M mutécio relativ konzervalt cseréje
a 42-es poziciéban talalhatd izoleucinnak, ami alacsony, de emlitésre mélt6 3-szoros
csokkenést okoz a kationos tripszin és 7-szeres csokkenést okoz az anionos tripszin kotés
affinitdsban. A betegben a SPINK1 mutéacion kivil kimutattak egyéb genetikai kockazati
tényzoket, mutaciot a CTRC és CFTR génekben. Ez azt igazolja, hogy az 142M SPINK1
varians kisebb jelentdsséggel bir a hasnyalmirigy kialakuldsaban, mint a K41N varidns, mert
a betegség kialakulasahoz méas genek mutacioi is jelen kell legyenek (Werlin és mtsai,
2015). A P55S varians csak nagyon alacsony csokkenést mutatott, 1,6X csokkenést a
kationos és 3.4X csokkenést az anionos tripszin esetében. A prolin térbeli kdzelsege a tripszin
szulfat csoportjahoz igazolja ezt a megfigyelest. Ez a mutans azonban csak nagyon alacsony,
0,9%-o0s jelenlétet mutat a populacidban, valamint nem mutathatd ki szignifikans szinten
hasnyalmirigy-gyulladasban szenved6 betegekbdl (3. tablazat). Néhany tanulmanyban
azonban a mutacio transz helyzetben kapcsolva jelen van mas pathogén SPINK1 mutaciokkal
egyutt (Pfutzer és mtsai, 2000; Chandak és mtsai, 2002; Drenth és mtsai, 2002; Le
Maréchal és mtsai, 2004; Hamoir és mtsai, 2013). Az eredményeinkkel 6sszegezve azt
feltételezhetjiik, hogy a P55S mutaci6 ugyan nagyon Kkis mértékben novelheti a
hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasat, de klinikai szempontbdl dnmagaban nem jelentés. A
N34S varianshoz hasonloan az R65Q és Q68R variansok is normadl, valtozatlan eréséggel
kotddtek a human tripszinekhez, mint a vad tipusi SPINKI1. El6zetesen mar leirtak, hogy az
R65Q varians csokkent szekréciot mutatott a vad tipushoz képest (Beer és Sahin-Toth,
2014; Kiraly és mtsai, 2007; Boulling és mtsai, 2007), ezt mi is igazoltuk. Elézetes
kisérletekben komplementer DNS és minigén konstruktokat hasznalva azt talaltak, hogy az
R65Q varians esetében az mRNS stabilitasa és splicingja érintett lehet, de késobb teljes gén
expresszios konstrukciokkal ezt nem figyelték meg (Beer és Sahin-To6th, 2014; Kiraly és
mtsai, 2007; Boulling és mtsai, 2007; Wu és mtsai, 2017). Osszegezve tehat, az R65Q
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csokkent stabilitasa felelés. Ezt az is alatdmasztja, hogy munkank soran a SPINKI-Hisio
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R65Q mutans fehérje emelkedett szekrécios szintjét figyeltik meg a Hisio flzids cimkét nem
tartalmazd fehérjéhez képest. A Q68R varians esetében megndvekedett szekréciot figyeltek
meg transzfektalt sejtekbél (Boulling és mtsai, 2012). Ezt azonban munkacsoportunk nem
tudta reprodukalni. VVégezetil, a SPINK1 gén homozig6ta delécidja egerekben és emberekben
is sulyos hasnyalmirigy-gyulladas kialakuldsahoz vezet, ahol a hasnyalmirigy tripszin altali
dnemésztését allapitottdk meg (Ohmuraya és mtsai, 2005; Ohmuraya és mtsai, 2006; Vnet
és mtsai, 2017; Sahin-Téth és mtsai, 2017).

Megfigyeléseink és kisérleteink arra engednek kdvetkeztetni, hogy a SPINK1
lecsokkent kotddése a human tripszinekhez nem gyakori jelenség kronikus hasnyalmirigy-
gyulladasban, és altaldban ritka mutaciok okozzadk, amelyek az inhibitor reaktiv hurkat
érintik. A SPINK1 mutaciok f6 pathogén mechanizmusa, amely hozzajarul a hasnyalmirigy-
gyulladas kialakulasahoz inkéabb az inhibitor szintjének csokkenésében rejlik, amit a csokkent

expresszio es/vagy feltekeredés és szekrécio okoz.
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7. OSSZEFOGLALAS

Tanulmanyaim sordn két protedz és azok inhibitorainak tanulmanyozasara nyilt
lehetéségem. Az S. cerevisiae Tyl retrotranszpozon eredetti Tyl proteaz His cimkével jelolt
és nativ jeldletlen formait BL21(DE3) E. coli baktérium térzsben termeltettiik. A proteaz
jellemzo6it, biokémiai sajatosagait elséként vizsgaltuk. A Tyl proteaz legfontosabb sajatsagai
nagymertékben hasonldak a retrovirus és retrovirus-szerii proteazokéhoz. Megallapitottuk a
protedz kinetikai paramétereit (Km, Kea, Kea/Km) kiilonboz6 természetes hasitohelyeket
reprezentald szubsztratokra. Mddositott szubsztratokkal arra kerestik a valaszt, hogy a Tyl
protedz esetében létezhet-e a kordbban HIV-1 protedz esetén azonositott felszini szubsztrat
koté rész, azonban eredményeik alapjan ez a Tyl proteaz esetében nincs jelen. Vizsgaltuk a
NaCl koncentracio, homérséklet, pH és urea koncentracidé hatasat az enzim aktivitasara, az
eredmények mind @sszehasonlithatoak voltak a retrovius-szerti proteazokra jellemzd
értéekekkel. Tovabba vizsgaltuk a HIV1 protedz és egyeb altalanos aszpartil proteaz
gatloszerek hatésat a Tyl proteazra. Méreseink alapjan, a proteaz természetes rezisztenciaval

rendelkezik a legtdbb HIV-1 protedz 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 izoformékon. A vad tipusu és a mutans SPINK1 fehérje valtozatok
hatdsat a kotéserdsségre az asszociacios ¢és disszociacios allandok megallapitasaval
vizsgaltuk. Amikor a vad tipusa SPINKI1 kotédését vizsgaltuk E. coli-ban termelt (nem-
szulfatalt) és hasnyalbdl tisztitott tripszin (szulfatalt) esetében, a kationos tripszin esetében
Otvenszeres, az anionos tripszin esetében tobb mint szdzhlsszoros csokkenést mértiink a Kp
értékekben. Megvizsgaltuk a nem-szulfatalt és szulfatalt human kationos tripszin atmeneti
gatldsat a vad tipust és a szakirodalomban hasnyalmirigy-gyulladassal asszocialt N34S
SPINK1 varianssal. Nem figyeltiink meg jelentds eltérést a kotéserOsségben vagy
degradacioban. Vizsgaltuk tovabba a SPINK1 fehérjében két mesterséges mutacio (Y43A és
Y43R) hatasat a szulfatalt és nem-szulfatalt kationos tripszin Tyr154-nel valé kdlcsonhatéasra.
A kotés er6sségét a tripszinek szulfatacios allapota hatarozta meg, gyengitve vagy erdsitve
azt. Mindent Osszevetve, eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a SPINK1
inhibitor gyengébb kotddése a tripszin izoformakhoz elhanyagolhatd, nem kivaltdo oka a
hasnyalmirigy gyulladasnak, a betegség kialakulasdhoz inkabb az inhibitor csdkkent

expresszidja, foldingja jarulhat hozza.
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7. SUMMARY

During my studies | had the opporunity to study two proteases, their properties and
their inhibitions. We expressed and purified the protease from the S. cerevisiae Tyl
retrotransposon. We characterized the His-tagged and untagged form of the Tyl protease
using HPLC and fluorometric enzyme activity assay methods. The biochemical properties of
the protease are similar to the retroviral and retroviral like proteases. We have measured and
calculated the kinetic parameters of the protease (Kwm, Keat, Keat/ Km) on artificial oligopeptides
and fluorophore fused protein substrates mimicking natural cleavage sites. An extended
surface binding site of HIV1 protease has been discovered recenlty, therefore with modified
substrates we were studying the putative surface substrate binding grooves of Tyl protease.
We have not found proof of the presence of surface substrate binding sites. We have studied
the effect of ionic strength, temperature, pH and urea concentration on the enzyme activity,
the properties of Tyl protease were comparable to the properties of other retroviral and
retroviral-like proteases. Finally we have performed studies with HIVV1 and other aspartic
protease inhibitors. Based on our results the Tyl protease is naturally resistant against most
of the HIV-1 inhibitors.

We have also studied the inhibitory potencial of seven SPINK1 variants (N34S,
N37S, K41N, 142M, P55S, R65Q, and Q68R) on sulfated and non-sulfated human trypsin
isoforms. We determined the association and dissociation rate constants and calculated the
equilibrium dissociation constant for the wild-type and mutant SPINK1 variants. We
measured the Kp of the wild type SPINK1 with the recombinant (non-sulfated), and native
(sulfated) human cationic and anionic trypsins. In the case of cationic trypsin we observed a
50X increase, whilst for the anionic tripsin we measured more than 120X increase of the Kp
values. We studied the temporary inhibition of the sulfated and non-sulfated forms of human
cationic trypsin by N34S SPINKZ1, and found no significant difference between the mutant
and the wild type of the inhibitor. Moreover, we have studied the effect of two artificial
mutations (Y43A and Y43R) and their interaction with the Tyr154 residue of sulfated and
non-sulfated cationic trypsin. The inhibitory effect was dependent on the sulfation of the
trypsin isoforms. Altogether, we suggest that the SPINK1 mutations do not affect the
inhibitory potencial significantly, the SPINK1 mutations probably contribute to the
development of pancreatitis through the impared expression of the gene and/or by the

reduced folding and secretion of the inhibitor.
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