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Részletes szakmai beszamolo

Bevezetés

Jelen palyazat megirasanak idejében, 2001-ben, nagyon keveset tudtunk a human
tripszinogén 4-rél. Ismert volt, hogy génje (jelenlegi elnevezése PRSS3), a 9. kromoszdéman
talalhato, ellentétben a tobbi tripszin génnel, melyek a 7. kromoszoémén vannak (Rowen és
mtsi., 1996). Alternativ RNS splicing kovetkeztében kétféle mRNS szintetizalodik a génrdl,
egyik a pankredszban expresszalodik €s fehérje terméke a mezotripszinogén, a masikat az
agyban talaltdk meg, ennek feltételezett fehérje termékét nevezték tripszinogén 4-nek. A
mezotripszinogén aktivalt formdjat mar a nyolcvanas években izolaltak hasnyalbol, és
megallapitottak, hogy eltéréen a tobbi tripszintdl, nem gatolhaté a kanonikus proteaz
inhibitorokkal (Rinderknecht és mtsi., 1984). Az ,,agyi” fehérjét akkor még nem izolaltak, erre
a palyazatunk keretén beliil keriilt sor. Az azonban mar 2001-ben is ismert volt az mRNS
szekvenciak alapjan, hogy a mezotripszinogén és a tripszinogén 4 aktiv formdja azonos, a két
fehérje csak a kiilonbozo elsé exon altal kodolt prepro-szekvencidban tér el egymastol. Az
aktiv format mezotripszinnek ¢€s tripszin 4-nek is nevezhetjiik, a tovabbiakban a tripszin 4
elnevezést hasznalom.

A tripszin 4 aminosav szekvenciajat Osszevetve ismert tripszinekével, feltind egy
jellegzetes kiilonbség, a tripszin 4 a 193-as pozicidban arginint tartalmaz, mig ezen a helyen a
tripszinekben abszolut konzervalt glicin taldlhat6. Mivel a 193-as glicin amido hidrogénje a
tripszin katalitikus mechanizmusaban esszencialis szerepet jatszik, része a hidrolizis soran
atmenetileg kialakul6 tetraéderes intermediert stabilizald u.n. oxianion iiregnek, érdekesnek
latszott a glicin—arginin mutacid hatasainak vizsgélata. Ez a feladat a rekombinéns fehérje
eldallitasaval is megoldhatd. Ugyanakkor érdekes kérdéseket vet fel a mRNS jelenléte az
agyszovetben. Expresszalddik-e és ha igen milyen formaban a fehérje az agyban, stb. Ezért a
palyazat alapvetd célkitiizései a kovetkezdk voltak:

A tervezett munka soran, az eddigi biokémiai tapasztalataink és elokisérleteink
alapjan, tervezziik a human tripszin 4 kristalyszerkezetének meghatarozasat, valamint a
specialis agyi elso exonnal rendelkezo gén klonozasat és a fehérje heterolog expressziojat és
enzimatikus jellemzését. Megkiséreljiik a human tripszin 4 aktiv, illetve zimogén formdjanak
az izolalasat human agyszovetbol.

Az ujonnan kifejlesztett proteomikai modszerek segitségével azonositani kivanjuk az
agyszovetben a human tripszin 4 potencialis szubsztratjait. Vizsgalni fogjuk azt is, hogy a e
szubsztratok kézott vannak-e mas protedzok zimogén formdi, vagyis részt vesz-e a humadn
tripszin 4 protedz aktivdcios kaszkadokban. Ugyanakkor a természetes inhibitorok jelenlétét is
ellenorizni  kivanjuk. A szubsztratok és inhibitorok azonositasa 2D elektroforézis és
tomegspektroszkopia segitségével torténik. Tervezziik, hogy néhany agyi proteaz (kallikrein 6,
kallikrein 11, memapszin) génjét klonozzuk, és kozvetleniil meghatarozzuk, képes-e a human
tripszin 4 ezeket aktivalni. A természetes szubsztrat és inhibitor kutatast el fogjuk végezni
normdl és koros agyszéveti mintdakban.

A palyazat megirasa ota né¢hany fontos eredmény publikalasara kertilt sor. A genomi
szekvencidk alapos elemzése ravilagitott a PRSS3 gén kialakuldsanak mechanizmusara. Ma
mar tudjuk, hogy a tripszin 4 kodold szekvencidjanak a 7.-r6l a 9. kromoszdémara torténd
athelyezddésével egyidejileg a 11. kromoszémardl egy eddig ismeretlen funkcidju,
valésziniileg membran fehérje nem-kodolo elsé exonja is atkeriilt a 9. kromoszémara. Ebbdl a
szakaszbol lett a PRSS3 gén els6 exonja. Ez a parhuzamos duplikacio kizarolag a
féemldsokben tortént meg (Rowen és mitsi., 2005). Ez az analizis azonban tovabbra sem
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tisztazta a keletkezO fehérje aminoterminalis szerkezetét, ezért kutatdsainkban erre a kérdésre
nagy sulyt fektettiink.

Egy masik, a kutatdsaink irdnyat jelentésen befolyasolo felismerés 2004-bol
szarmazik. (Cottrell és mtsi., 2004) beszamoltak arrél, hogy a tripszinogén 4 mRNS és a
fehérje maga is megtalalhat6 szamos, epitelialis eredetli human sejtvonalban. Jollehet ennek a
kozleménynek a legfontosabb kovetkeztetését — a tripszin 4 a protedz aktivalt receptorok
aktivatora — egy Ujabban megjelent kozlemény kétségbe vonja, az mRNS és a fehérje
jelenlétét caco 2 sejtvonalban laboratéoriumunkban is megerdsitettik. Ez a felismerés
alapvetéen befolyasolta kutatdsaink iranyat. A palyadzat megtervezésekor nagy nehézséget
jelentett, hogy akkoriban egyediili természetes forrasként csak az emberi agy johetett szamba.
Azt hiszem, ennek a kdvetkezményeit nem érdemes részletezni.

Tovabbi fontos eredményeket hoztak a gén microarray technikak. Kideriilt, hogy
szamos tumorban (hdlyag radk, nem kis-sejtes tiidé karcinoma) a PRSS3 gén expresszidja
drasztikusan csokken. A csokkenést a promoter régid hipermetildlasaval magyardzzak. Az
eredmények alapjan a tripszinogén 4-et a tumor szuppresszor fehérjék koz¢ soroltak (Marsit
és mtsi., 2005;Marsit és mtsi.,, 2006). Egy masik kézlemény azonban nem kis-sejtes tiido
karcindmdban a tripszinogén 4 expresszid fokozodasat irja le. Megfigyeléseik szerint a tumor
metasztatizalo képessége korreldl a tripszinogén 4 expresszio szintjével (Diederichs és mtsi.,
2004).

A fentiek alapjan olyan teriiletre is kiterjesztettiik vizsgalatainkat, amely nem szerepelt
a palyazat célkitlizései kozott, nevezetesen az inhibitor tervezésre. Ameddig csak az emberi
az inhibicion gondolkodni. Az ismertetett 1j eredmények, jollehet nem mentesek az
ellentmondasoktol sem, mar elegendd indokot adtak az inhibitorok vizsgalatara.

A tripszin(ogén) 4 szerkezetének vizsgalata (Katona és mtsi 2002)

Human pankreatikus konyvtarbol klonoztuk a tripszin 4 gént €és bakterialis expresszios
rendszerben kifejeztiik a fehérjét. Megallapitottuk, hogy a tripszin 4 enzimatikus aktivitasa
szintetikus kromogén szubsztratokon mérve megegyezik az egyéb tripszinekével, ugyanakkor
gyenge enzimnek bizonyult egyes fehérje szubsztratokon, nem aktivalta példdul a
tripszinogént ¢és a kimotripszinogént.

A munka els§ fazisaban meghataroztuk a tripszinogén 4 benzamidinnel képzett
komplexének kristalyszerkezetét. A kristalyszerkezet alapjan magyarazhatdak a tripszin 4
enzimatikus tulajdonsagai. Az oxianion lireg geometridja a glicin—arginin csere ellenére is
csak csekély mértékben torzul, ami egybevag azzal, hogy a tripszinogén 4 szintetikus
kromogén szubsztraitokon mért enzimaktivitdisa nem kiilonbozik jelentésen a tobbi
tripszinétdl. A kristaly szerkezetbdl ugyanakkor lathatd, hogy az Argl93 oldallanca jol
definialt, nyajtott konformacioban beleilleszkedik egy molekulafelszini hasadékba, melyet két
oldalrdl a Tyr151 €s a His40 aromds gyurii hatarolnak. A hasadék aljat a Phe41, Trpl141 és
Gly142 peptidgerinc képezi. A Tyrl51 gytriije €s a guanidino csoport delokalizalt elektron
rendszere kozott aromas-pozitiv m kolcsonhatas alakul ki. Ezek a kdlcsonhatdsok a molekula
pozicioban glicint tartalmazo tripszinek esetében a felszini hasadék az S2’ kotbhely része, a
peptid lancban a hasad6 kotés utani masodik aminosav oldalldnca itt képes kotddni az enzim
feliiletéhez. Mivel ezt a helyet a tripszin 4-ben az arginin betolti, érthetd, hogy gyengébben
hasitja a természetes szubsztratokat és kevésbé gatolhatdo polipeptid tipusi protedz
inhibitorokkal.
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A tripszinogén 4 aminoterminalis szekvenciaja (kézirat kozlésre bekiildve)

Amint azt az el6z0 jelentésben beszamoltunk rola, tripszinogén 4 ellen termelt
monoklonalis ellenanyag segitségével sikeriilt agyszovetbol tripszinogén 4-et €s tripszin 4-et
izolalnunk. A tripszin enzimatikus aktivitdsa ¢és tomegspektrometridsan meghatarozott
molekulatdmege alapjan azonositottuk. Ugyanakkor az aminosav szekvencia meghatarozasok,
az akkoriban rendelkezésiinkre 4ll6 fehérje csekély mennyisége miatt nem adtak egyértelmii
eredményt. Azota, a szovetfeltarasi metodikak optimalizalasaval sikeriilt elérni az, hogy ~50 g
agyszovetbdl 40-60 pg fehérjét tudunk elddllitani. Ez a mennyiség mar elegendd volt kivalo
mindségli szekvencia meghatirozasra. A mellékelt 3 dbra egy mintegy 25 pg fehérjébdl
kiindulé szekvenalas elsé 3 ciklusaban kapott kromatogrammokat mutatjuk be. Valamennyi
ciklusban egyértelmii a felszabadul6 aminosav mindsége. Az elsd ciklusban kizarolag leucint
kaptunk. Az esetlegesen megjelend metionint helyét fekete nyillal jeldltem. Az elsd hét
ciklusban kapott aminosavak mindségét és mennyiségét az 1. Tablazatban foglaltam dssze.

L 1. Tablazat
Immun affinitds kromatografidval human agybol
l izolalt tripszinogén 4 amino termindlis szekvencidja

‘ ciklus # aminosav pikomol
| | 1 leucin 980
o }J' k"J L 2 glutaminsav 950
3 leucin 846
= =1 = 4 hisztidin 636
E | 5 prolin 730
‘ ‘ 6 leucin 690
| 7 leucin 720

‘ :
|

ol e | | i
ke AL AMIN = A A A A AN VI

1. Abra. 25 ug, human agyszévetbdl izolalt tripszinogén 4
amino terminalis szekvenalasanak elsé 3 ciklusaban kapott
kromatogramok (feltilrél lefelé).

. 1
A oos s %A . . o
skt AL A AX -'\,l_\ LSRN .
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A fenti tripszinogén minta egy alikvotjat enterokinazzal aktivaltuk. Az aktivalas
parcialis volt, ennek ellenére tripszin aktivitast tudtunk kimutatni a mintdban. Az aktivalt
elegy szekvenalasakor minden ciklusban két aminosavat kaptunk. Az egyik szekvencia
azonos volt a fent bemutatottal, mig a masik az aktivalt tripszin 4-nek felelt meg (2. Tablazat).

2. Tablazat
Az aktivalt tripszinogén 4 szekvendlasanak eredménye

cikus # l.aminosav pikomol 2.aminosav pikomol
1 leucin 415 izoleucin 130
2 glutaminsav 385 valin 95
3 leucin 360 glicin 102
4 hisztidin 290 glicin 110
5 prolin 328 tirozin 88
6 leucin 310 treonin 53
7 leucin 320 (cisztein) —

A tripszinogén 4 izolalasat és a szekvencia meghatarozasat harom, fiiggetlen mintabdl is
elvégeztiik, és valamennyi esetben a fent bemutatott szekvencidkat kaptuk.

Az eredmények értékeléséhez a 2. Abran bemutatott szekvencidk attekintése
szlikséges. A tripszinogén 4 cDNS klonozésat leird koézleményben Wiegand és mtsi mar
felvetették azt a lehetdséget, hogy a tripszinogén 4 két, az amino terminalison kiilonb6zo
formaban expresszalodhat (Wiegand és mtsi., 1993). Ennek a feltevésnek az volt az alapja,
hogy a klonozas soran nem sikeriilt olyan mRNS-t izolalniuk, amelyben a konvencionalis
iniciator triplet (ATG) megtaldlhaté lett volna. Az altaluk talalt leghosszabb cDNS
gyakorlatilag megegyezik azzal, amit a 2.B Abra alsé soraban lathatunk.

A Isoform A -40 -30
M ¢C G P DD RCUP AU RWUP G P
gcctggaggATGTGCGGACCTGACGACAGATGCCCCGCACGCTGGCCGGGACCG
-20 -10
G R A VvV K C G K G L A A A R P G RV E R G G A Q@ R
GGAAGGGCGGTCAAGTGTGGAAAGGGTCTGGCGGCTGCCAGGCCTGGCAGAGTGGAGCGGGGCGGGGCGCAGCGE
-1 +1 Isoform B +10 +20
G G A G M EULHPILULGGRTWURAMAURUDA AUDG C
GGCGGGGCGGGCCTGGAGCTGCACCCGCTTCTGGGTGGACGCACTTGGCGAGCGGCGCGGGATGCAGACGGCTGC
+28 Propeptide Active trypsin
E AL GTV AV P F DDTDTODTEKTITVSGSGTYTOC
GAGGCGCTGGGCACAGtggectgtecectttgacgatgatgacaagattgttgggggetacacctgt

L EL H P L L G GRTWUBRMAMAIRDM ATUDG C
ggggg9g999gGGCCTGEAGCTGCACCCGCTTCTGGGTGEGACGCACTTGGCGAGCGECEGCEGEGGATGCAGACGGCTGC

2. Abra. A: a Swissprot adatbazisban talalhaté szekvenciak a tripszinogén 4 két
alternativ transzlacio inicialasi helyének feltlintetésével. B: az altalunk meghatarozott
cDNS és fehérje szekvenciak.
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Ebben a szekvencidban az 5’ véghez legkozelebb elhelyezkedd CTG triplet olyan
szekvencia kornyezetben helyezkedik el, amely alkalmassd teheti arra, hogy iniciator
kodonként funkcionaljon. Az irodalomban szdmos olyan példa ismeretes, amikor nem ATG
hanem GTC vagy CTG az iniciator triplet. Néhany ilyen esetben kisérletesen is igazoltak,
hogy a nem-konvencionalis iniciator triplet hatdsara is metionin €piil be a polipetid lanc elsd
aminosavaként (Becerra és mtsi.,, 1985;Cigan és mtsi., 1988;Peabody, 1989). Meg kell
azonban jegyezniink, hogy az a kezd aminosav milyenségét egyelten esetben sem aminosav
szekvenalassal azonositottak, hanem indirekt moddon, altalaban a radioaktiv metionin
beépiilésének kimutatasaval igazoltdk. Mindazonaltal ezeknek a kisérleteknek az
eredményeként altalanossa valt az a gyakorlat, hogy azokban az esetekben, amikor bizonyitott
szekvenciaban metioninként azonositottak.

A tripszin 4 esetében a genomi szekvencidban az emlitett CTG-t6l 132 bazisparral 5’
iranyban talalhatd egy megfeleld leolvasasi keretben 1évé ATG. Mivel nem volt ismert a
fehérje szekvencidja, de még megkozelitd mérete sem, logikus volt feltételezni, hogy itt is
elkezdddhet a fehérje szintézis.

A fenti gondolatmenetek alapjan, teljesen bioinformatikai alapokon a Genescan
program a PRSS3 gén alternativ elsé exonjanak kifejezddésekor kétféle fehérje keletkezését
josolja, az A izoforma a 2.A Abran -44-es pozicioban 1évé metioninnal kezdédik és igy a
tripszinogén propeptid eldtt egy 72 aminosavbol allé vezetd (leader) szekvencia helyezkedik
el. A B izoforma vezetd szekvencidja csak 28 aminosav, de a predikci6 szerint itt is a metionin
az amino termindlis aminosav.

Kisérleteink azt mutatjdk, hogy az A4 izoformanak megfeleld fehérjét nem sikeriilt
izolalnunk agyszovetbdl. Ugyanakkor viszont az altalunk kapott szekvencia megfelel a B
izoforménak, azzal a nem jelentéktelen kiilonbséggel, hogy els6 aminosava leucin és nem
metionin (2.B abra).

Eredményeink legtrividlisabb magyarazata az lehet, ha azt feltételezziik, hogy a kapott
leucin amino termindlisi fehérje proteolitikus processzalads kovetkeztében keletkezett. A
fehérje szintézis ebben az esetben a -44-es metioninnal kezdddne, de specifikus proteolitikus
hasitassal atalakul az altalunk izolalt formava. Ugyanakkor viszont nem sikeriilt az A
izoformanak megfelel6 cDNS-t izolalnunk, de ez konnyen magyarazhat6 azzal, hogy a human
agymintakkal dolgoztunk, ahol az mRNS lebomlésa nagy valoszinliséggel bekdvetkezhet.

Kutatésainknak 1j irdny jeldlt ki egy 2003-ban megjelent kozlemény (Schwab és mitsi.,
2003), melyben arrdl szdmoltak be, hogy az MHC 1 altal prezentalt peptidek egy része nem a
hagyomdnyos proteolitikus processzalas Utjan keletkezik, hanem bizonyos gének 3’ nem-
kozlemény Osszefoglaldsanak szamunkra legfontosabb mondata: ,, translation of this cryptic
peptide occurs by a previously unknown mechanism that decodes the CUG initiation codon as
leucine rather than the canonical methionine”. A munkacsoport tovabbi kozleményében
részletesen tanulmanyozzdk ennek a nem-konvencionalis transzlacid inicidcios
mechanizmusnak a koriilményeit. Megéllapitottdk, hogy ez a fehérjeszintézis az elF2-tdl
fliggetlen utvonalon torténik (Schwab és mtsi., 2004).

A fehérjeszintézis kezdetének tanulmdnyozédsira a pcDNA3 eukarita expresszios
vektorban kiilonbozd tripszin 4 konstrukciokat allitottunk eld. A konstrukcidokkal human
HeLa ¢és U87 glioblasztoma sejtvonalakat transzformaltunk. A pcDNA3 erds promoterrel
(citomegalo virus) rendelkezik, ami magas szintli fehérje expresszidt biztosit. Jollehet a
pcDNA3 vektor rendelkezik antibiotikum rezisztencia génnel, kisérleteink jelenlegi fazisaban
ezt a lehetdséget nem hasznaltuk ki, csak a tranziens expresszio hatasait vizsgaltuk.

A 3. Abréan lathatd a vizsgalatainkhoz felhasznalt elsé két konstruckcio sémaja. A
pcDNA-p72MT4 vektor tartalmazza a feltételezett A izoforma teljes kodolod szekvencigjat és
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még 12 bazist 5’ irdnyban az iniciator ATG kodontdl. Minthogy ilyen hossziisagu ¢cDNS-t
nem sikeriilt izoldlnunk, ezt a szekvenciadt a genomi DNS-bdl nyertiik ki polimeradz lanc
reakcid segitségével és fuziondltuk a cDNS forméaban megkapott tripszinogén 4 kdodolo
szekvenciaval. A pcDNA-p72'T4 vektor ugyanezt a szekvenciat tartalmazza, azzal a
kiilonbséggel, hogy az inicidtor ATG tripletet AAG kodonna mutaltattuk. Ez a kodon lizint
kédol, és biztosan nem képes a fehérjeszintézis inicidlasara. A transzfektalt sejteket 24 oOra
utan fixaltuk, és az tripszinogén 4 vezetd szekvencia ellen termelt monoklonalis ellenanyaggal
(mAB p28) immunfestést végeztiink.

A p72"T4 B p28'T4
—> p72 trypsinogen ]
—> p28 trypsinogen ot — p28 trypsinogen
gaggPTC0e.. . enoeeC'TGrgag. agaggPAGie..  .goneCTG s

\

p72
p28
F p72 trypsinogen G P28 trypsinogen
M C G P D D L E L H P L
80 n.d 62 44 20 20 pmoles 125 81 72 56 69 75 pmoles

p28 trypsinogen
L E L H P L
45 32 32 18 33 19 pmoles

3. Abra. A és B: a transzfekcids kisérletekben alkalmazott pcDNA3 alapti vektorok
inzertjeinek sematikus abrazolasa. C: SDS-poliakrilamid gélelektroforézis; 1 oszlop:
rekombinans p72-tripszinogén 4, 2. oszlop: rekombinans p28-tripszinogén 4, 3. oszlop:
rekombinans tripszin 4, 4. oszlog: a pcDNA-p72MT4 vektorral transzfektalt sejtek
extraktuma, 5. oszlop: a pcDNAp72-T4 vektorral transzfektalt sejtek extraktuma. D és E:
immunfloureszcencias felvételek, a tripszinogént p28 mAB antitesttel és fluoreszceinnel
jelélt masodik antitesttel, a sejtmagokat Drag5-tel festettuk.

A 3D és E Abran lathatd, hogy mind a két konstrukcio képes tripszinogén 4
expresszié indukéalasara. A 3.C Abran latjuk, hogy a pcDNA-p72MT4 vektor hatisara (4.
oszlop) két fehérje termelddik, melyeket p72-tripszinogénnek ¢és p28-tripszinogénnek
neveztiink. A p72-tripszinogén mobilitdsa megegyezik az E. coli-ban termelt rekombinans A
izoformaéval (1. oszlop), mig a p28 tripszinogén egyiitt mozog a rekonbinans B izoformaval
(2. oszlop). A pcDNA-p72"T4 vektor, melyben elrontottuk a feltételezett A izoforma start
kodonjat, csak a p28-tripszinogén kodolasara képes. A keletkezett fehérjék amino terminalis
szekvenciaja a 3. Abra F és G paneljében lathat6. A p72-tripszinogén a véarhaté médon a -44-
es metioninnal kezdddik, mig p28-tripszinogén amino terminalis szekvencidja mind a két
vektor esetében megegyezik azzal, amit az agyszovetbdl izolalt tripszinogénnél kaptunk.

Tovabbi GFP-fuzids konstrukcidk felhasznaldsaval, melyeknek részletes ismertetésére
itt helyhiany miatt nem térek ki, megerdsitettiik a fenti eredményeket.
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Osszefoglalva a kisérleteink eredményeit, megallapitottuk, hogy a human
tripszinogén 4 vezeté szekvenciajaban +1 pozicioban 1évé CTG kodon transzefektalt
HeLa és glioblasztoma sejtvonalakban alkalmas a fehérjeszintézis inicialasara, és ebben
az esetben ez a kodon nem metionin, hanem leucin épiil be a polipeptid lanc amino
terminalisara. Tudomasunk szerint ez az elsé olyan munka, amely nem kis peptidek, hanem
»~hormalis” fehérje esetén bizonyitja a fehérje szintézisnek ezt az alternativ inicialasi
lehetdségét. A kozlemény kéziratat 2006 marcius 24-én elkiildtiik a PNAS-be.

Alternative translation initiation of trypsinogen 4 at a CUG codon with a leucine
N-terminal amino acid: a possible means to regulate the expression of a curious
protease in human brain

Attila L. Németh*!, Péter _\-[edvgczk}'*l, Julia Toth®, Erika Siklodi*, Katalin Schlett™,
Andras Patthy#, Miklos Pﬂllgn'it‘s.'f‘t'k1 Judit Ovadi™, Natdlia Toékési™, Péter Németh**, Laszlo
Szilagyi*, and Laszlo Graf

Természetes szubsztratok vizsgalata
A mielin bazikus fehérje (MBP), mint a human tripszin 4 lehetséges természetes
szubsztratja (Medveczky és mtsi, 2006)

A tripszin 4 glidban val6 el6forduldsa, valamint az oligodendroglidnak a mielin hiively
processzalasaban bizonyitott szerepe inditott benniinket arra, hogy Osszevessik a MBP
tripszin -gyel4, kalpainnal és pankreatikus human tripszinnel vald hasithatosagat. A
kalpainnal val6 hasitast az indokolta, hogy a kalpaint az idegsejt pathologias
demielinizacidjadval mar kordbban kapcsolatba hoztak.

A 4. Abran az MBP3 (az egyik MBP izoforma) kalpainnal és tripszin 4-gyell végzett
emésztéseit hasonlithatjuk 0ssze. A fragmensek ¢és a hasadd kotések azonositasa céljabol a 15
perces emésztményeket tomegspektrometridval analizaltuk, s elvégeztiik a gélekrdl blottolt
fehérjecsikok egyenkénti N-termindlis szekvencia analizisét is. Ezzel a kombinativ
megoldassal a MBP valamennyi elhasitott kotése azonosithato volt (3. Tablazat, 4. abra).

3.-Tablazat-q
Tomegspektrometriaval- és N-terminakhis anunosav-szekvenciaanalizissel

F 5 15 30 60 5 15 30 60 azonositott MBP- fracmensek: és proteaz-hagitohelveld
m-Calpain Hu try 4 - . Tripszin:
Ealpam{ Szelvenciac Molekulatémeg: Fr o 1
e Szekvencia [Dalo ragmens ﬂ_
savo
o HGFLPo 15692 27-0 4o
1o N-ternunalis™™ | 7841 1-71a o
s (HGFLP) 8010z 27-98a Sa
1 ND+a
et e ) ) et TPPPSQS 76000 980 5o
20| SDYKSo (3197)ND"o_ [ 1330 o
e — : -
(9]
1 i 20 TPPPSQo 3541o 08-1320 s
e — . el 3o SLPQKoD 3130 72-080
b e 3 a N-terminalis™o | 20790 1-260 8o
. -+ *AcenlalMN-terminalis]

*. B rekvenalassal-nem-detelctalt]
#=HE - WS -val-nem- deteltalty

4. Abra. A MBP3 hasitdsa m-kalpainnal és tripszin 4-gyel. Az m-kalpain-MBP mélarany
1:50, a Hu4 tripszin-MBP mélarany 1:10 000 volt.
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Vizsgalatainkbol kitlinik, hogy a MBP (szubsztrat fogyas alapjan becsiilt) azonos
mértékll hasitdsahoz a kalpainnal 200-szor kevesebb tripszin 4-et kell hasznalnunk. A két
proteaznak egy kozos hasitohelye van, az Arg98-Thr99 peptidkotés, mely a tobbi hasadod
kotéshez képest kiemelkedd sebességgel hasad el mind a kalpainnal, mind a tripszin 4-gyel.
Elképzelésiink szerint ennek a mozzanatnak fontos szerepe lehet a sclerosis multiplex-et
kisérd, vagy kivalté autoimmunitéds kialakulasaban. A betegek agyfolyadékabol izolalt 1gG
dominans frakcidja a mielin bazikus fehérje Arg98-Thr99 hasitohelyétél N-terminalis
iranyban elhelyezkedd peptidszakaszt ismeri fel.

Inhibitor tervezés és szintézis

Amint mar a bevezetésben emlitettem, jollehet az eredeti kutatdsi munkatervben nem
szerepelt, a munkank soran erdfeszitéseket tettiink olyan inhibitorok kifejlesztésére, melyek
specifikusan gatoljak a tripszin-4et. Az inhibitor keresés alapvetd stratégiaja az volt, hogy
kiindulasként oligopeptid konyvarakon meghataroztuk a tripszin 4 P12’ és P2’ specifitasat.

A human tripszin 4 specificitasdnak feltérképezésére iranyuld vizsgalataink
eredményei alapjan mutacids kisérleteket végeztiink kisméretli, standard mechanizmusu,
kanonikus inhibitorokkal. A wvalasztott inhibitorok a fenti inhibitor csalad ,,grasshopper”
klanjaba tartozdo SGTI és SGTI (Schistocerca Gregaria Trypsin ill Chymotrypsin Inhibitor),
melyeket néhany évvel ezelott izolalt tanszéki munkacsoportunk sivatagi saskabol. Abbol a
feltevésbdl indultunk ki, hogy nagyspecifitdsu kanonikus protedz inhibitorok tervezésénél
felhasznalhaté lesz a kompetitiv oligopeptid szubsztrat konyvtarak analizisével kapott
informacio. Megfelel6 mddon tervezett oligopeptid keverék hasitasat végeztiikk human tripszin
4 tripszin 1, tripszin 2 és szarvasmarha tripszinnel. A P;” kompetitiv rendszerben valamennyi
enzim a tripszinre jellemzd, az irodalombdl is ismert Met preferencidt mutatta. A human 4
tripszin aktivitdsa nem kiilonbozik nagysagrendileg a mdasik harom enzimétdl. Ebben az
oligopeptid konyvtarban valamennyi enzim az amidéalt C-terminalisu peptideket részesitette
elényben.

A Py’ kompetitiv rendszerben a human tripszin 4 nem kiilonbozteti meg szdmottevo
mértékben az egyes komponenseket. A kismértékii P,” Gly specificitast talaltunk, ami arra
utalhat, hogy az Argl93 oldallanc az enzim S,’ felszinét teljesen elfoglalva megakadalyozza
az aminosav oldallancok dokkolodasat. A human tripszin 4 nem részesiti eldnyben az amidalt
peptideket sem, mig a masik hdrom enzim erételjes preferenciat mutat az amidalt C-
terminalisi szubsztratok iranyaba. Erdekes, hogy a mikdzben a human tripszin 1 és 2,
valamint a szarvasmarha tripszin eldnyben részesitik a P,” helyen eléforduld hidrofob és a
pozitiv toltésti oldallancokat, teljességgel elutasitjak a P,” Glu oldallancot. Mivel a human
tripszin 4 ezt ugyanolyan mértékben tolerdlja, mint az egyéb, a masik harom enzim 4&ltal
elfogadott P,” aminosavat, a human tripszin 4-re specifikus peptidinhibitorok konstrudlasakor
szoba johet az Arg/Lys-Met-Glu, vagy egy ezzel analog szerkezeti elem felhasznalasa.”

A savas oldallanc beépitésének finom tesztelését DAIPKMD ¢és DAIPKME
peptideken elvégezve, arra az eredményre jutottunk, hogy a P,’ Asp beépitése a szelektivitas
szempontjabol még kedvezdbb, mint a glutaminsavé. Ennek megfelelden az inhibitor
molekuldk mutacidinak tervezésekor elsésorban a P,” hatdhely valtoztatdsatol vartuk a
szelektivitdas megjelenését. A minddssze 35 aminosavbol allo SGTI-t és SGCI-t, illetve ezek
varidnsait szilard fazisu peptidszintézissel allitottuk eld. A molekuldk alapszekvenciajabol
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cre

SGCI molekula esetében a P; aminosav cseréje kisérte. Eszerint mindkét molekula P,” Lys
aminosavat (izeltlabu tripszin preferencia) metioninra (emlds tripszin preferencia, lasd fent)
cseréltiik, tovabba az SGCI P; Leu aminosava helyére arginint épitettiink be. A P,” oldallanc
kiiktatasanak (Gly beépités), az oldallanc pozicié valtozasanak (D-Ala beépités), illetve a
savas csoport (Asp beépités) bevitelének a hatasat vizsgaltuk. Az SGTI-SGCI molekulapar
elkészitett variansait az 5. Abran mutatjuk be.

Py P1'P;

SGCI EVTCEPGTTFKDKCNTCRCGSDGKSAACTLKACPQ
SGCI (RMD) EVTCEPGTTFKDKCNTCRCGSDGKSAACTR{UICPQ
SGCI (RMA) EVTCEPGTTFKDKCNTCRCGSDGKSAACTRIIACPQ
SGCI (RMa) EVTCEPGTTFKDKCNTCRCGSDGKSAACTREICPQ
SGCI (RMG) EVTCEPGTTFKDKCNTCRCGSDGKSAACTRECPQ
SGTI(RMG) EQECTPGQTKKQDCNTCNCTPTGVW_ACTRGCPPH
SGTI EQECTPGQTKKQDCNTCNCTPTGVW_ACTRKGCPPH

5. Abra SGTI-SGCI variansok. Az elsé és az utolsé sorban a vad tipusu szekvenciék lathatok,
a mutansokban kiemeltiik a végrehajtott valtoztatasokat.

A fenti ,,mutansok” humdan 4, human 1 és szarvasmarha tripszinre gyakorolt gatlo
hatasat ,,progressz-gorbe” analizissel vizsgalva, meghatdroztuk az inhibicids konstansok (K; )
értekét. Az eredményeket az 4. Tablazatban foglaltuk 6ssze.

4. Tablazat SGCI és SGTI mutansok K; inhibicids allandoi.

human tripszin 4 human tripszin 1 sz.marha tripszin
M M M
SGTI(RMG) 2,04x10” 3,94x10° 6,57x10"
SGCI(RMA) 1,57x10° 1,27x10° 3,38x107"!
SGCI(RMG) 5,04x107 2,62x10” 3.87x10°
SGCI(RMD) 2,76x107 1,70x10™ 9,49x10”

Amint az eredményekbdl kitlinik, tripszin 4 esetében az aminosavcserék nem vezettek
az inhibicids hatas jelentds mértéki valtozasdhoz, bar az SGCI(RMA) ¢s az SGCI(RMGQG) jo
inhibitorai a human tripszin 1-nek és a szarvasmarha tripszinnek, gyakorlatilag hatdstalanok a
human tripszin 4-en.

Hasonléan eredménytelenek voltak azok a probalkozésaink, amikor a tripszin 4
preferalt természetes szubsztratjaban, a mielin bazikus fehérjében elhasadd peptid szekvencia
alapjan terveztlink inhibitorokat. Kémiai szintézissel eldallitottuk a tripszin 4 hasadohelyet
magaban foglalo, IVTPRTPPPSQ szerkezeti peptidet és annak kiilonb6z6 modon ciklizalt
szarmazékait abbol a célbdl, hogy ezek szubsztrat és inhibitor tulajdonsagait tanulményozzuk
tripszin 4-en. Ezek a peptidek altaldban szubsztratként viselkedtek, jelentds inhibiciét nem
sikeriil megfigyelniink.
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Az elmult évek sordn mintegy 25 kiillonbozé peptidet készitettiink el, egyik sem
bizonyult hatékony inhbitornak. Ez a sikertelenség feltehetéen a kanonikus mechanizmus
alapjan mikodo inhibitorok kotdédési modjara és a gatolt szerkezet stabilitasat biztositd
alapvetd mechanizmusok természetébdl kovetkezik.

Az inhibitor tervezés kudarcai megkdvetelték, hogy alaposabban tanulményozzuk a
tripszin 4 kanonikus inhibitorokkal kialakitott kdlcsonhatasait. Sajnos nem sikertl a tripszin
4-et protein inhibitorokkal egyiitt kristalyositani, ezért els6sorban enzim kinetikai
vizsgalatokat végeztiink.

Ami viszont a tripszin 4 kanonikus inhibitorokkal szembeni rezisztenicgjat illeti,
legujabb eredményeink erre magyarazatot adnak. Azt mar régdta tudjuk, hogy az tripszin 4
specialis enzimatikus tulajdonsdgaiért a 193-as pozicioban tortént glicin—arginin csere
felelds, mivel az R193G mutéaci6 gyakorlatilag visszadllitja az inhibitorokkal szembeni
érzékenységet (5. Téblazat)

5. Tablazat. A kanonikus inhibitorok Ki értékei

APPI STI
tripszin 4 3,0x10™ 4,2x107
tripszin 4 R193G 4,710 5,8x107°
tripszin 4 R193A 1,1x10™ 8,2x10™"

A glicin—arginin csere azonban tobb mechanizmussal destabilizalhatja az enzim -
inhibitor kolcsonhatast. Egy, a kdzelmultban megjelent kdzlemény, mely a trombinon ¢és
patkany anionos tripszinen a 193-as pozicioban glicin—alanin és glicin—prolin mutéaciok
hatasait vizsgalta, arra a koOvetkeztetésre jutott, hogy a nem-glicin aminosav a 193-as
pozicidban olyan nagy mértékben destabilizalja az enzimben, az oxianion iireget, hogy az
még a Michaelis komplex kialakulasat is gatolja (Bobofchak és mtsi, 2004). Egy masik
lehetéség, az, hogy nem annyira az oxianion iireg torzulasa, hanem az arginin oldallanc
sztérikus hatasa az S2’ kotdhelyen okozza az inhibitor rezisztenciat.

Enzim kinetikai vizsgalatok (Toth és mtsi, 2006)

A glicin—arginin cserének a katalitikus mechanizmusra gyakorolt hatasat
gyorskinetikai  vizsgdlatokkal tanulmanyoztuk. A  metilumbelliril-guanidino benzoat
szubsztrat analég rendkiviil alkalmas stopped-flow mérésekkel, mivel a felszabadulo
fluoreszcens termék mennyisége az iddben jol kovethetd, és nagyon jellemzd Ggy nevezett
burst kinetikat mutat, ami lehetové teszi valamennyi elemi sebességi allanddé meghatarozasat.
Osszehasonlitva a vad tipusa tripszin 4 (Argl93) és a glicin mutans (Argl193Gly) kinetikai
paramétereit, azt kaptuk, hogy a szubsztrat kotés egyensulyi allandoja gyakorlatilag azonos. A
vad tipust enzimben lassabban alakul ki de gyorsabban bomlik el az acil enzim, mint a glicin
mutansban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a guanidino benzoil acil enzim kialakulasa a
glicin mutdnsban entrépia hajtott folyamat, a tripszin 4 esetében nagy mértékli entropia-
entalpia kompenzacio figyelheté meg. Ezek az eredmények azonban valdszintitlenné teszik
azt, hogy a tripszin 4 inhibitor rezisztencidjanak oka a katalitikus mechanizmus lenne.

2006 marcius 26. 10



2004. évi OTKA zaréjelentés: Vezetd kutatd: Szilagyi Laszlé
OTKA nyilvantartasi szam: T037568

Az acil-enzim és az inhibitor komplexek szerkezetének 6sszehasonlitasa ( Fodor és mtsi,
2006)

A szerin protedzok kanonikus inhibitoraira altaldnosan jellemzd, hogy egyrészt
rendkiviil stabil szerkezetli, kompakt fehérjék, masrészt a proteazok aktiv centrumat lefedd
u.n. reaktiv hurok geometridja gyakorlatilag azonos. A 6. Abran 23 kiilonféle szerin protedz
Az éabran lathaté hurok valamennyi esetben rendkiviil merev, hidrogén hidak és hidrofob
kolesonhatasok rogzitik.

6. Abra. 23 kanonikus szerin proteaz inhibitor reaktiv hurkanak szuperpozicidja. A
fehér nyil az elhasadoé peptid kétést mutatja. (Radisky és Koshland, 2002)

Az enzim felszinéhez kotott inhibitorban megtorténik a peptid kotés kialakulasa, 1étre
jon az acil-enzim komplex, azonban ez nem bomlik el. Ennek az az oka, hogy az acil-enzim
komplexben felszabaduldé 0j amino terminalis nem tavozik el, mivel a reaktiv hurok rigid
struktiraja ezt nem engedi. Szubsztratként viselkedd peptidek esetében a tdvozd amino
terminalis biztosit helyet az acil-enzim elbontasat végzd ,.hidrolitikus” viz molekulanak.
Kanonikus inhibitorokndl a hidrolitikus 1épés nem kovetkezhet be. Az 1:1 sztochiometridju
enzim-inhibitor komplexben egyensuly alakul ki az acil-enzim formaban kotott és az intakt
peptid kotést tartalmazd inhibitor kozott. Az inhibitortdl valamennyire fliggden az
egyensulyban mintegy 80-90 % az intakt és 10-20 % a hasitott forma aranya. A szerin
proteazokhoz kotott kanonikus inhibitorokban tehat dinamikus egyensulyban egyiitt 1étezik a
Michaelis komplexnek megfeleld intakt inhibitor-enzim komplex ¢és az acil-enzim
intermedier. Sajnos azonban a fent emlitett, eltolt egyensulyi allapot miatt a jelenlegi rontgen
diffrakcios technikdkkal csak a nagyobb mennyiségben el6forduld forma vizsgéalhato.
Mindazonaltal, az acil-enzim ¢és az inhibitor komplexek 0Osszehasonlitdsdbol pontosan
meghatdrozhato a hidrolitikus viz pozicidja, ami az enzim-inhibitor komplexek stabilitasa
szempontjabol dontd fontossagu.

Az inhibitor rezisztencia oka. Miért nem gatoljak a kanonikus inhibitorok a tripszin 4-
et? (kézirat elokésziiletben)

Megfigyeltilk, hogy a tripszin 4 a legtobb kanonikus inhibitort hasitja. Peptid
szekvenalassal igazoltuk, hogy ez a hasitas a szoja tripszin inhibitorban (STI) és az Alzheimer
prekurzor protein inhibitorban (APPI) kizarolag a reaktiv hurokban torténik. Nagyon érdekes
viszont az, hogy ez a hasitas egyik inhibitor esetében sem 100 %-os, jol definialt egyensulyi
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allapot all be. Amennyiben az inkubaciot 37 °C-on végezziik, mintegy 30 % intakt és 70 %
hasitott forma keletkezik (7. Abra).
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7. Abra. STI hasitasa tripszin 4-gyel 37 °C-on az abran feltiintetett ideig (perc). Jobboldalt a
denzitometrias kiértékelés eredménye lathatd. Az egyensuly bealldsanak a kinetikaja
monofazisu exponencialis fliggvénnyel irhato le.

Ez az arany jelent6sen kiilonbozik a ,,hagyomanyos™ tripszinek esetében a kotott
inhibitorban kialakult, fent emlitett aranytol. A kiilonbség oka azonban teljesen nyilvanvalo, a
,hagyomanyos” tripszinek esetében egy aktivalt észter (acil-enzim) és a peptid kotés kozott,
mig a tripszin 4 esetében egy karboxildt—amino ionpdr és a peptid kotés kozott alakul ki az
egyensuly. Mivel a karboxilat—-amino ionpar termodinamikailag stabilabb, mint az acil-enzim,
érthetd, hogy az egyensulyi allapotban ez lesz a predominéns forma. Mig a ,,hagyomanyos”
tripszinek esetében stabil, 1:1 ardnyu komplexet képez az enzim ¢€s az inhibitor, a tripszin 4-
nél ,turnovert” figyelhetiink meg, és az egyensuly a hidrolizis és a visszaszintézis egylittes
hatasaként alakul ki. Azt, hogy itt valddi egyensulyrol van sz, tobb mddon is igazoltuk.
Bemutatjuk, hogy a hasitott forma aranya nem fiigg az enzim:inhibitor aranytol (8. A Abra).

8. Abra. A: STI hasadasa 37 °C-on kiilénbz6 inhibitor:enzim (I:E) arany esetében . 1.
oszlop: intakt STI, 2. oszlop: I:E=4; 3. oszlop: |:E=20, 4. oszlop: I:E=100, 5. oszlop:
I:E=500. B: 4 °C-on egyensulyba hozott STl-tripszin elegy (I:E=100) inkubalasa 37 °C-on
az abran feltlintetett idékig (perc).

Mint az varhatd, az egyensulyi alland6 értéke fiigg a homérséklettdl. Ha 4 °C-on
vizsgaljuk a rendszert, az egyensuly a hasitott forma felé tolodik el, csak mintegy 8-9% intakt
inhibitort tartalmaz az egyensulyi elegy. Ha a 4 °C-on egyensulyba keriilt mintat 37 °C-ra
melegitjiik, netto reszintézist figyelhetiink meg (8.B Abra).
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Az, hogy a szerin proteazok képesek a hasitott kanonikus inhibitorokat reszintetizalni,
nem Uj megfigyelés, mar a 60-as évek Ota ismert, a ,,hagyomanyos” tripszinek azonban ezt
nem katalitikusan, hanem 1:1 aranyu komplex képzés soran valositjak meg.

Az inhibitor folyamatos hidrolizise csak abban az esetben jatszodhat le, ha a
katalitikus viz képes az acil kotéshez hozza férni. Mivel semmi alapunk nincs azt feltételezni,
hogy az inhibitor szerkezet lazabb lenne a tripszin 4 acil-enzimben, mint a ,,hagyomanyos”
tripszinekkel alkotott komplexben, valésziniitlen az, hogy az amino csoport eltavozasa nyit
utat a hidrolitikus viz belépéséhez.

A 9. Abran bemutatom a tripszin 4 — benzamidin komplex és a szarvasmarha tripszin —
APPI komplex egymadsra helyezett térszerkezetét. Az A panelben csak a két protedz
katalitikus triadja és a 194-es peptidgerinc valamint a 193-as aminosav lathat6. A B panelen
az APPI inhibitor 15-17-es peptidszegmense is lathatd. Megfigyelhetd, hogy az inhibitor 17-
es metionin oldallanca titkdzik al193-as arginin guanidino csoportjaval.
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8. Abra. A human tripszin 4 (1h4w) és a szarvasmarha tripszin — APPI komplex (1taw)
szuzperpozicidja

Nyilvanvaloan ez az iitkdzes elképzelhetetlen a kialakuld enzim-inhibitor komplexben,
biztosan mas geometridval, kiss¢é megemelkedve kotédik az APPI a tripszin 4-hez, mint a
szarvasmarha tripszinhez. Ekkor viszont konnyen elképzelhetd, hogy az acil-enzim
kialakulasakor a felszabaduldo aminocsoport csekély elmozdulasa is elegendd a hidrolitikus
viz belépéséhez. A kialakulo lehetséges szerkezetek molekuladinamikai szimulécioja
folyamatban van.

A 9. abra als6 két paneljében mutatom azt a helyzetet, ami akkor alakulhat ki, ha a
193-es pozicidban alanin van. Lathat6, hogy ekkor gyakorlatilag torzulds mentesen
kialakulhat a komplex a tripszin és az inhibitor kozott.

Elkészitettiik a tripszin 4 alanin mutansat. Ez az enzim, amint azt az 5. Téblazatban
bemutatjuk, ,.hagyomanyos” tripszinként viselkedik, mind az APPI, mind az STI jol géatolja
(5. Tablazat). Ez a kisérlet is bizonyitja azt, hogy nem elsdsorban az oxianion lireg szerkezete,
hanem az arginin oldallanc az oka a tripszin 4 inhibitor rezisztencidjanak. Ebbdl viszont az
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kovetkezik, hogy lehetetlen eldallitani olyan inhibitort, amely a kanonikus mechanizmus
alapjan gétolna a tripszin 4-et.

10.

11.

12.
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