A human tripszin bioldgiai funkciojanak felderitése: uj stratégia

(zardjelentés)

A primata specifikus szerin proteazt, a human tripszin 4-et munkacsoportunk
Klonozta ¢és fejezte ki elészor heterolég rendszerben. Az aktiv enzim
kristalyszerkezetét is mi hatdroztuk meg eldszor. A humaén tripszin 4
biologiai funkcidjanak felderitése volt a jelen palyazat célja. Tekintettel a
fehérje primatakban vald eléfordulasara a funkciét nem elsdsorban az
¢lettan, hanem a modern molekularis biologia, enzimologia és sejtbiologia
eszkozeivel kutattuk. Végleges felderitésével ugyan adésak maradtunk, az
elmalt négy ¢év kutatdsai szdmos, a human protedz funkcidjanak
tisztazasahoz tampontot nyujto felfedezéshez vezettek. Ezek a jovetkezok: 1)
Megallapitottuk, hogy a primata-specifikus tripszin 4 egyik, feltehetden
biologiai szubsztratja a mielin bazikus fehérje. 2) Post mortem emberi agy
mintakbol tripszinogén 4 B-izoformat izolaltunk és megallapitottuk, hogy a
fehérje transzlacioja egy CUG triplett altal kodolt iniciator leucinnal indul.
Feltételeztiikk, hogy ez a mechanizmus a gén expresszid szabalyozasanak
eszkoze. 3) Felderitettiik a human tripszinogén 4 asztroglia sejten beliili
transzportjanak utjat és aktivacidjanak lehetséges helyet.

1. Szubsztratspecifitasi vizsgalatok

1.1. A ciklikus szerkezetii peptidszubsztrat torténete

A human tripszin 4 szubsztratspecifitasanak kutatasdhoz az egyik oOtletet a
kigyoméregbdl szarmazd plazminogén aktivatorral (TSV-PA) kapcsolatos
vizsgalatok eredményei adtak (Parry et al., 1998, Structure 6:1195-1206). A
szerzOk a szerin protedz szilk szubsztratspecifitasat a 193-as pozicidban
megjelend fenilalainnal magyaraztak. Ertelmezésiink szerint ez a fenilalanin
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protedz nagyméretli szubsztratokkal és kanonikus inhibitorokkal vald
kolcsonhatasat. A humén plazminogént azonban szelektiven hasitja a
kigyéméreg protedz. A plazminogén hasaddsa egy 9 aminosavbol allo,
diszulfidhiddal &ssszehurkolt peptidszakasz, a 577CPGRVVGGC585
szerkezetén belill az Arg-Val aminosavak kozt torténik. Ez inditott
bennunket arra, hogy kémiai szintézissel eldallitsuk ezt a peptidet és ennek
15 variansat, linearis és ciklusos formaban is. Ezeknek a peptideket
rekombinans human tripszin 1 és human tripszin 4 enzimekkel hasitottuk és
a hasitasi termékek megjelenésének sebesseget HPLC-vel hataroztuk meg.
Probélkozasaink soran azonban nem sikeriilt egyetlen olyan szubsztratot sem
eldallitanunk, melyet a tripszin 1 és 4 szamottevOen eltérd sebességgel
hasitotta volna. A peptidek proteaz gatlo hatasat sem tudtuk kimutatni. Az a
reménylink szertefoszlott tehat, hogy a human plazminogen szerkezetébdl
szarmaztatott,  ciklikus  peptidszubsztratok  megkiilonboztetten o
szubsztratjai (vagy inhibitorai) lesznek a human tripszin 4-nek.

1.2. Proteomikai kozelités

Mas elgondolast kovetve, a humdn agyszovet teljes homogenizatumat
hidrolizaltuk rekombinans human tripszin 4-el. Post mortem human kortex
mintat homogenizaltunk 20 mM trisz pH 8,0, 10 mM CaCl2, 150 mM NacCl,
0,2 % Triton X-100 tartalmi pufferben. A homogenatum 0sszfehérje
human tripszin 4-gyel emésztettiink, 1 ora hosszat, 37 C°-on. Kontrolként a
homogenatumot human tripszin nélkiil inkubaltuk. Az inkubalasi id6
elteltével a mintak fehérjetartalmat 10 % TCA-val kicsaptuk, centrifugaltuk
majd 8 M ureat tartalmaz6 IEF pufferben feloldottuk. 18 cm hosszi pH 3-10
IEF (IzoeElektromos Fokuszalas) csikot duzzasztottunk a fehérje oldattal,
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% SDS-poliakrilamid gélen futtattuk, majd Coomassie festékkel festettiik.
Az emésztett €s a kontrol gélek vizualis 6sszehasonlitasa alapjan a kontrol és
az emésztett mintdk tartalmazo gélekbdl 8-8 olyan foltot vagtunk ki, melyek
csak az egyik gélen voltak megfigyelhetok, vagyis megvaltoztak az emésztés
hatdsara. A kivagott fehérjéket a gélben tripszinnel emésztettilk majd a
tripszines  peptideket MALDI-TOF  segitségével analizaltuk. A
peptidtomegek alapjan a Mascot program segitségével 9 fehérjét sikeriilt
azonositanunk. Az azonositott fehérjék a kovetkezdk voltak: kollapszin,
tubulin alfa-2, kreatin kindz B, szeptin 5, NAD+-izocitrat dehidrogenaz
alegység, tejsav dehidrogendz, ,,capping” alfa protein, alfa B-krisztallin €s
kofilin-1. Erdemes megjegyezni, hogy az azonositott 9 fehérje koziil 5, az
alfa-tubulin, szeptin 5, kofilin 1, collapszin és ,.capping” alfa protein a
citoszkeletalis rendszer alkotorésze, vagy szabalyozo fehérjéje.

1.3. A Mielin Bazikus Protein (MBP), mint a human tripszn 4 lehetséges
biologiai sszubsztratja

A fentiektdl fliggetlen gondolatmenet vezetett arra a felismerésre, hogy az
emberi mielin bazikus fehérjét sajatos, a pankreatikus tripszinekétdl eltérd
specifitdssal hasitja az agyi tripszin (Medveczky ¢és mtsai, 2006). Korabbi
immunohisztokémiai vizsgalataink deritettek fényt arra, hogy a proteaz az
idegsejtek mellett a gliaban is el6fordul (Toth és mtsai, 2007). Ez a
felismerés, tovabba az oligodendroglia mielin hiively processzéaldsdban
ismert szerepe adta az Otletet ahhoz, hogy megvizsgaljuk az MBP human
tripszin 4-el, kalpainnal és pankreatikus tripszin 1-el valo hasithatosagat. A
kalpainnal vald Osszevetést az indokolja, hogy a kalpainnak az idegsejt
patoldgids demielinizaciojdban vald részvétele mar kordbban felvetdodott. A
pankreatikus tripszint referens enzimként hasznaltuk. Kideriilt, hogy mig a
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esetén, nagyszamu fragmens felszabaduldsahoz vezet, addig az agyi
tripszinnel kapott fragmensek szdma korlatozott. Megallapitottuk tovabba,
hogy a lipiddel asszocialt MBP (szubsztrat fogyas alapjan becsiilt) azonos
mértékli hasitasahoz a kalpainnal 200-szor kevesebb rekombinans human
tripszin 4-et kell felhasznalni. A két proteaznak egyetlen kozos hasitohelye
van, az Arg98-Thr99 peptidkotés, mely a tobbi hasadd kotéshez képest
kiemelkedd sebességgel hasad el mind a kalpainnal, mind a human tripszin
4-el. A tripszin 4 a lipidhez kot6dé6 MBP Arg79-Thr80 peptidkotését is jol
hidrolizalja. Az Arg97-Thr98 hasitasi helyet magaban foglald
IVTPRTPPPSQ szekvencidju peptidet kémiai szintézissel allitottuk eld. A
human tripszin 4 ezt a peptidet i1s az Arg97-Thr98 aminosavak kozott
hasitotta. Az a hipotizisiink, hogy ennek a proteolizisnek szerepe lehet a
sclerosis multiplexet kisérd, vagy kivaltd autoimmunitas kialakulasaban.
Ismert ugyanis, hogy a betegek agyfolyadékabol izolalt IgG dominans
frakcioja az MBP Arg98-Thr99 hasitoéhelyét6l N-termindlis irdnyban
elhelyezked6 peptidszakaszt ismeri fel.

1.4. Szerpinek, mint a human agyi tripszin potencialis inhibitorai
Kutatdsi munkaterviinkben a szerpinekkel tervezett kutatasokat a 3.
munkatervi pontba soroltuk. Az elvégzett munka eredményei azonban
inkdbb a Szubsztratspecifitasi vizsgalatok korébe tartoznak. Heterogén
human agyszovetbdl nyert teljes RNS preparatumbol reverz transzkripcios
PCR technikéval klonoztunk harom szerpin tipust szerin protedz inhibitort,
a neuroszerpint, a gliabol szarmazo6 nexint (PN-1) és az alfa-1-antitripszint
(AAT-1). A cDNS-eket pET17c expresszidos vektorba helyeztik és a
fehérjéket BL21(DE3) gazdasejtekben expresszalttuk. Valamennyi fehérje
jelentds mennyiségben, de zarvanytest formajaban termelodott. Az alfa-1
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a neuroszerpin és a PN-1 esetében nem sikeriilt megtaldlnunk az optimalis
koriilményeket. A nativ AAT-1 teljesen inaktivnak bizonyult a human
tripszin 4 gétlasi kisérletekben. Ez a szerpin az. u.n. ,reakativ hely
hurokban” az idealisan Arg-Ser tripszinhasitd hely helyett, Met-Ser
szekvenciat tartalmaz.. Minthogy az agybdl izolalt masik két szerpinnek
optimalis Arg-Ser tripszinhasito helye van, iranyitott mutagenezis
segitségével elkészitettik az AAT-1 Met358Arg mutansat, amelynek
aminosav szekvenciaja megegyezik az ismert természetes varians, az
ugynevezett Pittsburg mutans szerkezetével. Ez a mutans 1:1
sztochiometrikus aranyban galtolja a humdn tripszin 4-et. A gatolt
komplexben kimutattuk a szerpinekre jellemz6 stabil acil-enzimet. Hasonlo
eredmeényeket kaptunk az agyban eddig még ki nem mutatott, de
kereskedelmi forgalomban beszerezhetd alfa-1-antiplazminnal is. Ez az
inhibitor nem Arg-Ser, hanem a tripszin szamara szintén elfogadhatdé Arg-
Met tripszinhasitdo hellyel rendelkezik. Eredményeink alapjan joggal
feltételezziik, hogy az agyban két szerpin is el6fordul, melyek gatoljak a
human tripszin 4-t.

1.5 Tripeptid aldehid inhibitorok.

Vizsgaltuk annak lehetOségét is, hogy a Bajusz Sandor €s munkacsoportja
altal eredetileg antitrombolitikumként szintetizalt tripeptid aldehidek
korében talalunk olyat, amelyik a human tripszin 4-et mas Szerin
protedzoknal jobban gatolja. Jelentdsebb szelektivitasra utald jelet ugyan
nem talaltunk, a két legaktivabb tripszin inhibitort, a D-Phe-Pro-Arg-H és
CHs;-D-Phe-Pro-Arg-H  inhibitorokat  tripszin  4-el  komplexaltuk,
kristalyositottuk  ¢€s a komplexek szerkezetét meghataroztuk. A
kristalyszerkezetbdl jol latszik, hogy az inhibitorok aldehid csoportja
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hemiacetal szerkezet a katalizis soran kialakuld atmeneti allapot szerkezeti
modelljének tekinthetd. A kristalyszerkezetbdl az is kitlinik, hogy a
tripeptidaldehid és a tripszin kozott kialakuld hemiacetal csoport oxigénje
két kiilonboz6 pozicidt foglal el az enzim szerkezetében: vagy az oxianion
lyukban helyezkedik el, vagy a His 57-tel alkot H-hidat. Tovabbi vizsgalatok
donthetnék el, hogy a hemiacetal oxigénnek ez viselkedése Osszefiigg-e az
Argl93 jelenlétével a human tripszin 4 szerkezetében? Az inhibitor P3-P1
régidja €s az enzim S-hatohelyei kozott antiparallel B-redd struktiura jon
létre, melynek kialakuldsara nincs torzitdé hatassal a human tripszin 4-ben
eléforduld Argl93 oldallanca.

2. Human agyi tripszinogén izolalasa emberi agybol

A palyazat keretében és annak tamogatasaval végzett kutatasaink minden
bizonnyal legjelentdsebb eredménye a human tripszinogén 4 post mortem
emberi agymintakbol torténé izolalasa ¢és kémiai azonositasa volt.
Mindaddig, mig erre nem Kkeriilt sort, az expresszalodo fehérje lehetséges
bizonytalan kisérlet eredményébdl lehetett kovetkeztetni. Ez az informacio
nyitva hagyta azt a keérdést, hogy az emberi agyban a tripszinogén 4
nagyméreti, u.n. A-izoformaja, vagy egy rovidebb, u.n B-izoforma
fejezodik-e ki? Feltételezés szerint ugyanis az A-izoforma N-terminalis
metioninjat a tripszin régiotol 5’ iranyba esé els6 ATG kodolja, mig a B-
izoforma atirdsa egy leucint kodold, az emlitett ATG-t61 3’ iranyban
elhelyezked6 CUG kodonnal indulna el. A predikcié szerint a B-izoforma
N-terminalis aminosava a CUG kodon dacdra metionin. Az irodalomdl
szamos példat ismeriink arra nézve, hogy egy megfeleld szekvencialis

kornyezetbe keriilt és ezért startkodonként funkcionalo CUG metionint



kodol. A két feltételezett izoforma N-termindlis szekvenciait az alabbiakban

mutatjuk be:

A-izoforma:
MCGPDDRCPARVPGPGRAVKCGKGLAAARPGRVERGGAQRGGAG-
LELHPLLGGRTWRAARDADGCEALGTVAVPFDDDDK
B-izoforma:

MELHPLLGGRTWRAAR DADGCEALGTVAVPFDDDDK

Az vezetd (leader) peptidek C-termindlis végén talalhat6 a VPFDDDDK
szekvenciaju propeptid régio, amely az enterokinaz felismerd helyét
tartalmazza. A két feltételezett izoforma, az A és B, vezetd (leader)
polipeptidjei  tehat a propeptid N-terminalisaig szamolva 72, ill. 28
aminosavbol allnak. A post mortem emberi agy kiilonb6zé régidibol
szdrmazd (occipitalis cortex, frontdlis cortex), 60-85 gramm sulya
szovetmintakbdl kisérletenként 2-3 pg  human tripszinogént tudtunk
izolalni. Az aminosavszekvencia analizis tanusaga szerint ez a fehérje csak a
Leu-N-terminalist, 28 aminosavbol allé B-izoformat tartalmazta (Németh €s
mtsai, 2007). Nem tudtuk bizonyitani sem az A-izoforma post mortem
agymintakban torténd el6fordulasat, sem a rekombinans A-izoforma
agyszovet homogenizatum hozzaadasara bekovetkezé — protolitikus
atalakulasat B-formava. A transzlacio inicidcid kérdésének megnyugtatd
tisztazasa érdekében kiilonbozo, tobbek kozott a teljes hosszisagh A
izoformat kodold ¢cDNS konstrukcioval (p72VT4) és ennek egy ATG-t nem
tartalmazé variansaval (p28-T4) is transzfektaltunk Hela sejteket és U87
globlastoma sejtvonalakat. Mindkét sejtvonalban, mindkét konstrukcidrol

kifejez6dott a CUG-kodolt Leu N-terminalisi B-izoforma. Ez utobbi



expresszoja azonban mindkét sejtvonalban szerényebb volt, mint a Met
iniciator aminosavval miikodd expresszido mértéke. Felvetettiik, hogy ennek
a hagyomanyostol eltérd, Leu-iniciator aminosavval miikodo transzlacios
mechanizmusnak szerepe lehet a génexpresszid szabalyozasaban (Németh ¢s
mtsai, 2007, Medveczky és mtsai, 2007).

3. A human agyi tripszinogén sejten beliili lokaliziaciojanak és
transzportjanak felderitése glia sejtekben enzim-zoldfehérje (GFP)
konstrukcio segitségével

Az MTA-SE munkacsoportjaval kollaboracioban post mortem human
agymintakban elvégzett in situ hibridizacios és immunhisztokémiai festések
eredménye azt mutatta, hogy a human tripszinogén 4 a kozponti
idegrendszerben elsésorban asztroglia sejtekben fejezddik ki (Toth és mtsai,
2007). A human tripszinogén 4 sejten beliili lokalizaciojanak,
transzportjanak és lehetséges aktivacidjanak felderitésére ezért egér primer
asztroglia sejtek tenyészeteit hasznaltuk. A C-terminalison GFP fehérjével
kapcsolt, az N-terminalison pedig 28 (B izoforma), illetve 72 aminosavbol
allo (A izoforma) vezetd (leader) peptidszakaszt tartalmazé human
tripszinogén 4 izoformékat 1jsziilott egerek el6agydbol nyert primer
asztroglia sejtekben Lipofectamine 2000 transzfekcioval fejeztettiik ki. A
GFP jel alapjan a glia sejtekben mind az A-, mind B izoforma kifejez6dott,
de a B izoforma expresszioja viszonylagosan alacsony szintii volt. A B
izoforma megjelenése mindenesetre jelezte, hogy az izoforma leucint kodold
elsé kodonja egér asztroglia sejtekben is képes start kodonként funkcionélni.
Amikor a B izoforma eredeti, Leu start kodonjat ATG kodonra cseréltiik, az
expresszid mértéke jelentdsen novekedett. Ezek az eredmények a kordbban
az U87 human glibma sejtvonalban tapasztaltakkal megegyeztek, ezért a

tovabbi vizsgalatokban a rovidebb, 28 aminosavnyi vezeté peptiddel



rendelkez6 B izoforma lokalizacidjanak vizsgalatakor is az ATG start
kodont tartalmaz6 konstrukcidt hasznaltuk. Az izoformak kifejez6dését a
GFP jel mikroszkopos detektalasa mellett a rovid (p28), illetve a hosszl
vezetd peptid N-terminalis szakaszara (p40) specifikus, a Pécsi
Tudomanyegyetem Immunoldgiai ¢és  Biotechnologiai  Intézetében
kifejlesztett ellenanyagokkal is ellendriztiikk. Immuncitokémiai vizsgalataink
alapjan a transzfektalt sejtekben megfigyelheté GFP jel a p28, illetve a p40
vezetd peptid ellen termeltetett ellenanyaggal teljes mértékben atfedett. A
hibridoma feliiluszok koziil kettd a Western blot detektalasra is kivaloan
alkalmas volt. Asztroglia sejtekben a két izoforma expresszidos mintazata
hasonl6 volt: a citoplazmas GFP jel mellett gyakran tapasztaltunk Kisebb-
nagyobb, fehérjeaggregatumra emlékeztetd struktirakat is, amelyek gyakran
iranyitottan, sugar-iranyban vagy a membrdn kozelében helyezkedtek el.
Fluoreszcensen jelzett falloidinnel végzett immunfestéseink alapjan a GFP-
vel jelolt human tripszinogén 4 izoformak a filamentaris aktin citoszkeleton
mentén rendezOdtek el, a mikrotubuldris haldzattal azonban nem estek
egybe. A human tripszin 4 a kozponti idegrendszer egyes patologias
folyamataiban, igy pl. a demielinizacio kialakuldsaban is valdsziniisithetd
szerepet jatszik. Extracellularis proteazok aktivalodasat mas kozponti
idegrendszeri patoldgids folyamatok (pl. ischemia vagy hipoxia) soran is
leirtak.

A humén tripszinogén 4 izoformak patologias folyamatok hatasara torténd
aktivaciojat egér asztroglia tenyészetekben vizsgaltuk. A primér asztroglia
tenyészeteket GFP-vel fuzionaltatott A- és B izoforma, valamint a vezetd
peptid nélkiili tripszinogén 4 konstrukciokkal transzfektaltuk, majd a
transzfekciot kovetd 23. oraban a sejteket 1 oran at hipoxids koriilmények

kozott tartottuk. A tenyészetekben a hipoxidt az un. oxigén-glikoz



deprivacio (OGD) kezeléssel értiik el: a tenyészetek tapfolyadékat 16ran at 2
mM KCN ¢és 10 mM deoxigliik6z oldatra cseréltiikk (pH 7,2 és 300 mOsm;
10 mM Hepes, 145 mM NaCl, 3 mM KCI, 1mM MgCl,, 2 mM CacCl,), majd
a kezelést kovetden a sejteket fixaltuk. A GFP-vel jelzett konstrukciok
eloszlasat a szokasos immuncitokémiai modszerekkel és Olympus FV500
konfokalis mikroszkoppal elemeztik. A OGD kezelésre adott
valaszreakciokat ,live cell imaging” technikaval is megvizsgaltuk, igy a
folyamatok idébeliségérdl is informaciot kaptunk. ,,Live cell imaging”
vizsgalataink alapjan az OGD-kezelést kovetd 15-20. percben a GFP-vel
jelzett A- és B izoforma fluoreszcens jele a plazmamembran koézelében
erésen megnovekedett, de a vezetd peptid nélkiili, GFP-vel kapcsolt
tripszinogén formanal ilyen mintazatot nem lattunk. Immuncitokémiai
vizsgalataink alapjan a plazmamembran kozeli GFP fluoreszcencia a
kortikalis aktinhalozat mellett volt megfigyelhetd. Erdekes médon a human
tripszinogén 4 vezetd peptidjeire specifikus ellenanyagokkal (p24, p40)
végzett immunfestések OGD kezelés esetén csak rendkivill gyenge
plazmamembran kozeli kolokalizaciot mutattak. Az eredmények alapjan
feltételezhetd, hogy a plazmamembranhoz transzlokalodo, vezetd peptidet
tartalmazo tripszinogén 4 1zoformak vagy aktiv tripszinné alakulnak, mely a
vezetd Szekvencia levagodasaval jar egyiitt, vagy az ellenanyagok Aaltal
detektalt epitopok OGD kezelésre elfedddnek. Az utdbbi lehetdség kapcsan
elképzelhetd, hogy a vezetd szekvencia esetleg magaba a plazmamembranba
agyazddhat. A kérdeés eldontésére az asztroglia sejteket olyan tripszinogén 4
konstrukcidval transzfektaltuk, amelyben a GFP fehérjét a vezetd peptid elé,
az N-terminalis szakaszhoz fuzionaltuk. Igy a tripszinogén aktivalodasa,
azaz a vezetd szekvencia lehasitdsa a GFP jel lehasitdsaval is egyiitt jar.

Mivel a plazmamembran kozeli GFP jel az OGD kezelést kovetden is
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detektalhato volt, valoszintisithetd, hogy a tripszinogén 4 aktivacioja a sejten
beliil nem kovetkezik be, de a fehérje valdsziniileg a membranhoz
kapcsolddik. A tripszinogén 4 izoformak sejten kiviili aktivaciojat BZiPAR
(rhodamine 110 bis-(CBZ-L-isoleucyl-L-prolyl-L-arginine-amide) dihdro-
chloride fluoreszcens szubsztratmolekula segitségével elemeztiik. A
BZiPAR a tripszin mesterséges szubsztratja, mely elhasitasat kdvetéen 496
nm-en gerjeszthetd és fluoreszcenssé valik, igy a tripszin aktivacidja és
aktivitasa €16 sejtekben is kovethetd. Mivel az elhasitott BZiPAR
fluoreszcencia emisszidja 520 nm koril van, a human tripszinogén
izoformak konstrukcioit mCherry-jeldléssel is eldallitottuk. Az A izoforma
tripszinogén  4-mCherry  konstrukcioval  transzfektalt  asztroglia
tenyészetekben kontroll korilmények mellett és BZiPAR szubsztrat
jelenlétében nem tapasztaltunk fluoreszcens jelet, azaz a BZiPAR nem
hasadt el. Az OGD-kezelt tenyészetekben ezzel szemben a hipoxias kezelés
alatt és azt kovetden is fokozott BZiPAR fluoreszcenciat tapasztaltunk. A
BZiPAR hasitasat jelzd fluoreszcens jelet elsOsorban a transzfektalt
asztrogliasejtek aljzathoz letapadt teriiletén, extracellularisan detektaltuk,
elsésorban ott, ahol a plazmamembranban az mCherry-vel jelzett human
tripszinogén 4 izoforma 1is felhalmozddott. Eredményeinbdl azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy hipoxias allapotban a humén tripszinogén
A ¢és B izoformdk a plazmamembran kozelében lokalizalédnak &s
aktivaciojuk elsésorban a sejtek kornyezetében, extracellularisan torténik

meg.
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