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Az emlds sejtek legaldbb négy proteolitikus rendszert
tartalmaznak, amelyek a sejtek fehérjéinek feldolgozasaban
lathatéan kiilénbdzd funkcibkat latnak el. A citoszolban egy
oldhaté proteolitikus bioszintézis Gt létezik, amelynek ATP-re
van sziliksége, és az ubiquitin nevli polipeptid jatszik szerepet
benne. Ez a tdbbkomponens{i rendszer kataliz&lja a nagyon
abnormilis fehérjék és a rdvidéletd szabdlyozd fehérjék
szelektiv lebontasat. Azonban valészinfileg ez az eljarés a
felelds a legtdbb fehérje lebontasaért az érett retikulocitédkban
[Bocheé, F. and A.L. Goldberg, Science, 215, 978-980 (1982),
Spenser,S and J. Etlinger, Journal of Biological Chemistry, 257,
14122-14127 (1985)] és a szaporodd fibroblasztokban
[Ciechanover, A. et al., Cell, 37, 57-66 (1984); Gronostajski,
R. et al., Journal of Biological Chemistry, 260, 3344-3349
(1985) 1. Azokban a sejtekben, amelyektdl a szérumot vagy az
inzulint megvontdk, az atlagos sejtfehérjék lebomldsi sebessége
egészen a kétszereséig fokozédik. Ez a felgyorsult proteolizis
magaban foglalja a lizoszdémakat, amelyek a szinhelyei az
endocitbézison Atesett és membran fehérjék lebontasanak. Egy
masik rendszer, amely révén a vazizom fokozni képes az 6ssz-
proteolizist, magaban foglalja a Ca2* dependens protedzokat (a
calpain I-et és calpain II-t). A disztr6fiés vagy roncsolt
izomban, vagy a normdl izomban olyan kezelés utéan, amely fokozza
az intracellularis Ca2t szintet, a fehérjelebontds &ssz-szintje
fokozédik, f&leg a calpainok aktivdlédasa k&vetkeztében.
Emellett létezik egy nem-lizoszdémdlis lebonté&si rendszer, amely
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katalizdlja az oxidalészerek &altal roncsolt fehérjék szelektiv
lebomlasat. Ezeknek a rendszereknek a viszonylagos fontosséga a
kiil6nbdz8 sejtkomponensek lebontaséban kiilénbdzd koriilmények
k6z6tt az izomban ismeretlen.

Az Ub-t igényld folyamatban sz&mos fehérje lebontasanak
az elsd lépése magiban foglalja konjugadciéjukat ezzel a Kis
fehéfjével, egy ATP-t igényld folyamatban. Az ubiquitinezett
fehérjéket azutadn egy 1000-1500 kDa (26S) ATP-filiggd
proteolitikus komplex, az Ub-konjugatum-lebontdé enzim ("UCDEN")
bontja le. Ezt a lebont&si utat a legjobban a retikulocitédkban
jellemezték, de kimutatt&k a vazizomban és egyéb sejtekben is.
Az a vélemény terjedt el, hogy a nagyon abnormédlis fehérjék és
szamos rovid-életd enzim vagy szabalyozdé fehérje gyors
lebontasaért felelds.

Egy nagy (700 kDa) méretd multimer protedz az eukaridta
sejtekben, amelyet proteaszoéma néven emlitenek, az UCDEN
komponense. 12-15 kiilén alegységet tartalmaz, valamint hérom
kiilénb®z8 proteazt, amelyek eltérd specifitadssal rendelkeznek.
Onmagaban a proteaszéma nem képes lebontani az ubiquitinezett
fehérjéket, és az UCDEN f& proteolitikus aktivitéasat
szolgéaltatja.

A jelen taldlmany targya eljdrds a vazizmok felgyorsult
lebomlasanak gatlasara (csodkkentésére vagy megelSzésére)
sz0lgdld eljaras, amely a kiilénbdz& fiziolégias és patoldgias
dllapotok kisérdje, és nagymértékben felelds az izomtdmeg
elvesztéséért (atrdéfia), amely az idegsériilést, éhezést, lazat,

acidézist és bizonyos endocrinopathia-kat (belsd elvalasztéasi



mirigyek betegsége) kiséri. Amint az aldbbiakban ismertetjiik,
kimutattdk, hogy a nem-lizoszémalis ATP-ubiquitin-dependens
proteolitikus folyamat fokozédik az izomban ezekben az
dllapotokban, és ez a felelds a legtdbb felgyorsult
proteolizisért,amely a sorvaddé izmokban fellép. Ezt tamogatja
annak kimutatédsa, amit szintén ismertetiink az aldbbiakban, hogy
specifikus névekedés figyelhetd meg az ubiquitin mRNS
mennyiségében, azaz a proteaszéma mRNS indukciéjaban, és megnd
az ubiquitinezett fehérje tartalom a sorvadd izmokban,ami nem
figyelhetd meg a nem-izom sz&vetekben, ugyanilyen &llapotoknil.

A jelen talalmany targya tovabba egy Gj ATP-dependens
protedz, amely az ubiquitinezett fehérjék lebontasiban jatszik
szerepet, komplexet képez a proteaszéméval, és az 1300-1500 kDa
méretd ATP-dependens proteolitikus komplex (az UCDEN-t nevezik
1500 kDa-os komplexnek is) részének tfinik, amely gyorsan
lebontja az ubiquitinnel konjugalt fehérjéket. Ez az G4j proteaz,
elnevezése multipain, l&thatbélag kritikus szerepet jatszik az
ATP-ubiquitin~dependens lebont&si Gtban.

A multipain egy multimer enzim, molekulasilya koriilbeliil
500 kDa, amely az aktivaléd&shoz ATP hidrolizisét igényli, és
fdleg az ubiquitinezett fehérjéket bontja le. Ez az Gj ATP-
dependens enzim tiol prote&znak tQnik, és kimutattuk réla, hogy
az ubiquitinnel konjugalt fehérjéket savban oldhatd termékekké
hasitja. A multipaint azonositottuk az izomban, és kimutattuk
réla, hogy lényeges szerepet jatszik abban a citoszélban
lejatsz6dd6 lebontasi Gtban, amely az izomvesztés kiilénbdzd

formadiban aktiv&lédik.



A jelen taldlmany targya tovabbd a tisztitott multipain,
olyan forrasokbdél kinyerve, amelyekben természetes koriilmények
kdz6tt eldfordul, azaz példaul vazizom sejtekbdl; a multipaint
k6dol DNS vagy RNS; a rekombinéns Dﬁs mbédszerrel eldallitott
multipain; az enzimre specifikus antitestek; a multipaint
haszndldé eljarésok; valamint a multipain inhibitorok és
alkalmazasuk, f&leg azzal a céllal, hogy csdkkentsiik az
izomtdmeg veszteségét, ami szamos kiilénbdzd betegségben és
&4llapotban eldfordul.

Uj multipain inhibitorokat lehet eld&allitani és tervezni
az enzim és szerkezete ismeretében, amint azt az al&bbiakban
ismertetjiik, valamint a szakterlileten ismert médszerekkel.
Példaul a multipain kiilénbdzd alegységeinek ismerete, azaz a
proteolitikus alegység, az ATP-az és az ubiquitin-k&td komponens
ismerete hasznos ebbdl a szempontbdédl. A jelen taladlmény targya
tovabba olyan létezd vegyliletek vagy molekuldk azonositéasara,
amelyek a multipain vagy ezen multimer enzim egy komponensének
inhibitorai. A multipainrdl ki lehet mutatni, hogy a cisztatin A
gatolja. Ennélfogva a klénozott multipaint expressz&ld sejteket
arra lehet haszndlni, hogy a cisztatin analégokat megvizsgaljuk
abbdél a szempontbdl, hogy gatoljdk-e az enzimet, valamint arra
is, hogy mas multipain inhibitorokat azonositsunk veliik. Az is
lehetséges, hogy a multipain antibiotikum inhibitorait
mikroorganizmusok fermentlevében keressiik. A multipain inhibitor
lehet egy peptid, egy peptid-szer@ molekula, vagy egy peptid-
szarmazék, példaul egy peptid-aldehid, egy B-laktém szarmazék,

egy peptid-klérmetil-keton, egy epoxid vagy egy peptid



izokumarin.

Az alabbiakban ismertetettek szerint a taldalmény téargya
egy 40 kDa méret( proteaszéma reguldtor. A 40 kDa méretd
polipeptidet tisztitottuk, é&s igazoltuk réla, hogy egy nagy
komplex tagja, amely ATP-t kdt meg, és gatolja a proteaszéma
peptidaz (lebontd) aktivitésat.

A természetben eldforduldé 40 kDa inhibitor elérhetdsége
lehetdvé teszi, hogy meghatarozzuk a struktirélis
kdvetelményeket, amelyek a proteaszéma gatlasdhoz sziikségesek,
azonositsuk az aktiv régidé(ka)t vagy fragmente(ke)t ezen a
szabalyozd peptiden, és Gj proteaszdédma inhibitorokat tervezziink,
vagy azonositsunk 1létezd vegylileteket, amelyek gatoljak a
proteaszémat.

Egy multipain inhibitort vagy az 1500 kDa komplex egy
masik komponensének inhibitordt egy olyan betegnek lehet beadni,
akiben az izomvesztés fellép (azaz idegsériilést, éhezést,
fertdzést, vagy bizonyos endokrinopatidt kdvetden). Az izomtdmeg
elvesztése ilyen kdériilmények k&ézdtt az izomfehérjék felgyorsult
lebomlasanak kdvetkezménye, amirdl kimutattuk, amint az
alabbiakban ismertetijiik, hogy nagymértékben annak a
kdvetkezménye, hogy a nem-lizoszémélis ATP-ubiquitin-dependens
lebont&si Gt aktivalddik, amelyben a multipain szerepet jatszik.
Egy multipain inhibitor, illetve az ATP-fiiggd proteolitikus
komplex egy masik komponense inhibitor&nak a beadédsa zavarja,
illetve csdkkenti a fokozddott fehérje-lebontast, ami &ltalédban
ilyen koriilmények k&zdtt eldfordul. Ennek eredményeképpen a

proteolizis csékken, az izomfehérje vesztése kisebb mértékben



folyik tovabb, mint amilyen mértékben ilyen koriilmények kodzott
folyna. Ezt a médszert a multipain vagy az 1500 kDa komplex
masik komponensének gatlasara, &s ennek eredményét, az
izomfehérje lebomldsdnak gatlasat haszndlhatjuk széles koérben
eldforduldé koriilmények kozdtt, azaz példaul rak, krdénikus
fertdz3 betegségek, 14z, az izom nem haszn&lisa és idegelhalés
esetében, ahol eldfordul, és gyakran rendkiviil kdros hatéast. Az
eljaras vese-elégtelenség esetében is haszndlhaté, amikor
acidézis vagy maj-elégtelenség 1lép fel, mivel lehetséges az
aminosavak keletkezésének csdkkentése, és ezdltal csodkkenteni
lehet a beteg vesékre vagy a majra jutd nitrogén-terhelést.

Az aléabbiakban réviden ismertetjiik a mellékletben
szerepld abrakat.

Az 1. abra grafikus bemutatdsa a nyGl vazizom II-es
frakcidé frakciondlasa eredményeinek mono-Q anioncseréld
kromatografiaval. Az ezt kdvetd elemzés a 2-es cslcsra
8sszpontosit, mivel az alabbiak szerint igazoltuk, hogy a
lizozim ATP-vel stimuldlt leboml&sénak legnagyobb részéért ez a
felelds, erds aktivitassal rendelkezik az oxidalészerek &altal
roncsolt hemoglobinnal szemben, é&s csekély az aktivitésa az
SLLVT-MCA ellen, amely a proteaszdéma jellegzetes szubsztréitja.

A 2. &bra az elemzés grafikus bemutatédsa, amelynek
targya a 2-es cslcs Ubiquitin-125I-1izozim konjugatumot lebonté
aktivitédsa, amelyben a mint&dkat az Ubiquitin-125I-lizozimra
nézve vizsgaljuk ATP jelenlétében (fekete haromszdg) vagy ATP
nélkiil (lires haromszdg), illetve OH/O,-vel kezelt l4c-

hemoglobinra nézve (tele kor). A haszndlt molekulasGly markerek



a kék dextran, a tiroglobulin, a ferritin és a B-amilaz.

A 3. 4bran az 500 kDa protedz SDS-poli(akril-amid)
gélelektroforézise lathatdé (10%), amelynél a Superose 6
oszloprdl szarmazé Ubiquitin-125I1-1izozimet bontd cslcs-
aktivitast koncentraljuk, és 25 ug fehérjét analizé&lunk.

A 4. dbra a lizozim, az ubiquitinezett lizozim, a
hemoglobin és az oxidadlészerrel roncsolt hemoglobin 500 kDa
protedz altali hidrolizisének relativ sebessége lathaté.

Az 5. 4bra egy 1300 kDa méretd multienzim komplex
képzddésének grafikus bemutatdsa, a proteaszéma és a multipain
MgATP-vel vald eldinkubdlasa uté&n. A haszndlt molekulasaly
markerek a kék dextran, a tiroglobulin, a ferritin és a B-
amilaz.

A 6. 4bradn a multipain, a proteaszéma-multipain komplex
és a részlegesen tisztitott proteaszéma SDS-poli(akril-amid)
gélelektroforézisének eredményei lathaték.

A 7. &bran az Ubiquitin-1251-l1izozim konjugatumok
multipainnal (tele kdr), vagy a proteaszéma és a multipain
inkubalasaval kapott komplex (lires kor) valdé lebontéasaval kapott
savban 01d6dé termékek grafikus Aabrédzolédsa lathatd. A
molekulasGly markerek a szubsztancia P (1347 kDa), az ATP (551
Da), az ADP (427 Da) és az adenozin (267 Da).

A 8. abran az Ubiquitin-1251-1izozim degradacidé ATP
filggésének grafikus &brézolésa lathatdé multipainnal, vagy a
proteaszéma és a multipain inkubdlésa sordn képzddd komplexszel.

A 9. 4bra az ATP megvonasnak a fehérje lebomlésra

gyakorolt hatds&nak grafikus &bré&zolasa l&thatdé ideg-irtott és



normilis talpemeld izmokban. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy
az 8ssz-proteolizis elsddlegesen azért névekszik, mert az
idegirtast kdvetSen az ATP-dependens lebontasi Gt aktivalédik.
Az értékek az atlagok + SEM legalabb 5 patkanyra, amelyekben
mindkét #i18ideqg ki van vagva, illetve operdlatlan patkanyokra
vonatkoztatva. A bal felsd rész: Teljes fehérje degradacid
minden egyes napon az l&ideg kivagédsa utédn, illetve hasonlé
méretd (60-70 g) patkéanyok norméiis izmaiban. Jobb felsd sarok:
Az ATP megvonis hatisa a proteolizis sebességére. Bal alsd
sarok: az Ossz-fehérje lebomlds és az energia-fliggetlen
proteolitikus eljaras idegirtas uténi relativ valtozasa (azaz, a
proteolizis &tlagos sebességeinek kiildnbségei az idegirtott
izmok &s a normdl izmok k&zdtt. Jobb alsé sarok: Az ATP-fiiggd
folyamat relativ valtozdsa az idegirtas utén.

A 10. Abra az éhezés és Gjratiaplalds hatasat mutatja
grafikusan patkany extensor digitorum longus izomban. Baloldali
panel: A teljes fehérje lebomlast és az energia-filiggetlen
folyamatot a taplalt és é&heztetett patkényokban tapléalék
eltivolitasa utéani kiilénbdzd iddpontokban mérjiik, valamint 24
éraval az Gjrat4aplalas utén. Jobboldali panel: A fehérje
lebontas ATP-filiggetlen komponense. Az értékek atlag + SEM 6
patkanyra.

A 11. abra az ubiquitin mRNS Northern blot elemzését
mutatja éheztetett és &heztetett-Gjrataplalt patkanyok izmaiban.
A poli-ubiquitin mRNS szintjét mutatjuk 10 pg &ssz-RNS/sav
felviﬁt nukleinsavban, amelyet taplalt patkényok (a), 24 éra

hosszat éheztetett (b), 48 6ra hosszat éheztetett (c) vagy 48
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éra hosszat éheztetett és 24 6raja Gjratdplalt (d) esetében. A
28S é&s 18S jelzi ezeknek a riboszémdlis RNS-eknek a helyzetét.

A 12. &bra az 8ssz-mRNS szintjeinek grafikus bemutatéasa
dot blot elemzéssel talpemeld izomban meghatirozva éheztetett
valamint éheztetett &s Gjra taplalt patkanyokban, a 6. példaban
leirtak alapjan. Szignifikdns kiilénbség a taplalt &llatoktédl,
*<0,005, **<0,05.

A jelen talalmany azon alapul, hogy azonositottuk azt a
metabolizmus utat, amely a fb6lésleges fehérje-lebontasért
felelds, ami olyan kdriilmények vagy kéros &llapotok esetében
fordul eld, amikor a testtdmeg silyos vesztesége &ll fenn (lasd
kahexia), valamint negativ nitrogén-egyensily, valamint
felfedeztiik ennek a lebont&si Gtnak a komponenseit, ami lehetdvé
teszi, hogy gatoljuk ezt a lebontasi utat és a negativ nitrogén-
egyensiilyt ezekben a katabolikus &llapotokban.

Amint az aldbbiakban ismertetjiik, az annak
tanulmidnyozasara végzett munka, hogy a proteolitikus rendszerek
kéziil melyik felelds a nagymérv( fehérje-lebomlasért a
vazizomban a denervaciés sorvadis, az éhezés és mas katabolikus
4llapotok (példidul laz) esetében, kimutatta, hogy az izomban a
felgyorsult proteolizis legnagyobb része éhezésnél vagy
denervacibés sorvaddsnidl a nem-lizoszdémalis (citoszdlos) ATP-
ubiquitin-fiiggé proteolitikus folyamat aktivalédasé&nak
kdvetkezménye, amirdl mostandaig altaldban azt hitték, hogy egy
konstitutiv folyamat (gyakran "alap fehérje-lebomlas"-nak
nevezték), és f6leg ez felelds az abnormilis vagy rovid-életd

szabilyozd polipeptidek elimindl&s&ért. Amint azonban az
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alabbiakban ismertetjiik, kimutattuk, hogy létezik egy specifikus
celluliris valasz, amely az izomfehérje vesztéséhez vezet, és
sz&mos kiilénbdzd fiziolbégads és patoldgids valasz stimuléalja.
Péld4ul az éhezésnél az izomfehérje lebomléas&nak fokoz&sahoz
gliikokortikoidokra van sziikség, valamint alacsony inzulin-
szintre, l4azzal jaré fertdzések esetében interleukin-1 és TNF
jelenléte is szilikséges. Azt is leirjuk, hogy az ubiquitin
kritikus szerepet jatszik a nem-lizoszémadlis ATP-dependens
folyamatban az izomban denervacidés sorvadéas, é&hezés é&s hormon-
vagy endotoxin kezelés esetében.

Az is lehetséges, hogy az ATP-ubiquitin-dependens
lebomlasi folyamatban tobb 1épést is érint az izomban az éhezés
és idegirtds, de az alabbiakban ismertetett munka eredménye egy
4j, sebesség-meghatarozé komponens izol&lasa a nagy (1500 kDa)
enzim-komplexben, amely hidrolizilja azokat a sejtfehérjéket,
amelyek a lebontds céljara az ubiquitin kofaktorral kovalens
kotéssel meg vannak jeldlve. Tehat az aldbbiakban ismertetett
munkival azonositottunk egy kulcsot a gatlashoz. A leiréas
szerint egy protedzt azonositottunk az izomban, amelyrdl
kimutattuk, hogy lényeges szerepet jatszik a citoszdél ATP-
ubiquitin-dependens proteolitikus folyamatédban, amelyrdl mar
tudjuk, hogy az izomvesztés kiildnb6zd formdiban aktivalédik.
Amint azt a tovabbiakban ismertetjiik, a proteaszéma lebontd
aktivitasanak egy peptid-inhibitorat is azonositottuk.

A jelen taldlmany targya eljards a felgyorsult vagy
felfokozott proteolizis gdtlasdra (csbkkentésére vagy

megeldzésére), amely sorvadd izmokban fellép, és most mar ismert
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réla, hogy a nem-lizosz6mélis ATP-igényes folyamat
aktivalédasanak kdvetkezménye, amelyben az ubiquitin
kulcsszerepet jatszik. A jelen eljarasban a felgyorsult
proteolizist Ggy gatoljuk, hogy zavarjuk az ATP-ubiquitin-
dependens folyamatot egy vagy tobb lehetséges lépésben (azaz
csbkkentjiik az ubiquitin konjugalédasat a fehérjékkel, oly mddon
hogy zavarjuk az UCDEN aktivitasat, vagy zavarjuk egy vagy tobb
komponensének aktivitasat, azaz az Gj protedz multipaint, vagy a
természetes inhibitort).

A jelen taldalmany ta&rgya tovabba egy protedz felfedezése
az izomban, amelynek ATP hidrolizisére van szilikség ahhoz hogy
mikédjon, és lényeges szerepet jatszik a citoszdél ATP-ubiquitin-
dependens proteolitikus folyamatban, amely az izomvesztés
kiilénbdz8 formdiban aktivaldédik. Ez a proteolitikus enzim,
amelyet "multipain"-nak neveziink, egy 500 kDa méretd multimer
vagy fehérje-komplex, amely a protedzok papain csaléddjéba
tartozé tiol-protedznak ttinik. Hat vagy tobb nagy molekulasilyd
alegységet tartalmaz (50-130 kDa méretliek), és kimutattdk réla,
hogy eldszeretettel bontja le az ubiquitinnel konjugalt
fehérjéket egy ATP-fliggd reakcidban. Széamos kiilénbdzd
megfigyelés, amelyeket szintén ismertetiink, azt mutatja, hogy ez
a proteaz a sebesség-meghatdrozd 1épés az ubiquitinnel konjugédlt
fehérjék felismerésében é&s lebontasdban. A multipain képes
depolimeriz&lni a tobbszords ubiquitin lancokat is egy
izopeptidaz aktivitas révén. Erzékeny a szulfhidril-blokkold
adgensekre, a cisztatinra é&s a rokon polipeptidekre és a peptid-

k1lérmetil-ketonokra, de nem érzékeny a leupeptinre, az E-64-re
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vagy a szerin-protedz inhibitorokra. ATP jelenlétében a
multipain 1:1 aranyG komplexet képez a proteaszdédmidval; a komplex
képzddését a cisztatin gatolja.

Tehat az ATP-ubiquitin-dependens lebomlési Gt gatlésa
egy Gj megkbzelitése a negativ nitrogén-egyensily kezelésének a
katabolikus &llapotokban. Ezt befolyasolni lehet példaul az
Gjonnan felfedezett proteolitikus enzim egy inhibitoré&nak
alkalmaz&saval, aminek az eredménye az izomtdmeg vesztésének
csbkkenése azokban az &llapotokban, amikor ez el&fordul. Egy
ilyen inhibitor haszndlhatd arra is, hogy csdkkentsilik a citoszé6l
ATP-ubiquitin-dependens proteolitikus rendszer aktivitasat mé&s,
az izomsejtektdl eltérd sejtekben is. A nagyon jelentds
fehérjevesztés &dltaldnos szamos betegtipusnal, beleértve azokat,
akik szepszisben, égésekben, traum&ban, szamos kiilénbdzd forméaja
rakban, krénikus vagy szisztémds fertdzésekben, neuromotoros
degenerativ betegségekben, példaul izomsorvadasban, acidézisban,
gerincveld vagy idegsériilésben szenvednek. El&fordul olyan
betegeknél is, akik kortikoszteroidokat kapnak, valamint
olyanoknal is, akiknél a téaplalékfelvétel csdkkent és/vagy az
abszorpcidé gatolt. Emellett a fehérjelebontési folyamat gé&tlésa
valészinlleg érdekes lehet az dllatokndl (példaul az "utazési
laz" lekiizdésében, ami gyakran vezet jelentds teststlyvesztéshez
a borjaknal és sertéseknél).

Az alabbiakban ismertetjiik azt a munk&t, amelynek
eredménye vezetett azokhoz a felfedezésekhez, hogy a felgyorsult
proteolizis az izomban ezeknél az allapotokndl a nem-

lizosz6émélis ATP-igényes folyamat aktivdlédaséanak a
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kovetkezménye; ennek funkciédja a proteolizisben; a
proteaszémanak egy 250 kDa méretli, term&szetben eldforduld
inhibitoranak izolilasa és jellemzése; mbébdszer multipain
inhibitorok azonositaséira, az ezzel a mbédszerrel azonositott
inhibitorok, és mbédszer a multipain gétlasdra, hatédsa az izom
lebomléaséra.

Annak igazol&sa, hogy a citoszé6l ATP-dependens

proteolitikus lebomldsi Gtja kritikus a vdzizom sorvad&s&nil
Amint az alabbiakban ismertetjiik, kiilénésen a 3-5.

példakban, annak megbecslését végeztiik el, hogy a felgyorsult
proteolizist, ami magatdél értetddik a vazizom sorvadasanal
idegirtés vagy éhezés esetén, a nem-lizoszémalis ATP-dependens
vagy energia-fiiggetlen lebonté rendszerek katalizaljak. Ez a
munka vildgosan igazolja a kapcsolatot a nem-lizoszémalis ATP-
dependens lebontasi Gt és az izomvesztés kdzott. Amint az
alabbiakban ismertetjiik, kimutattuk, hogy szamos kiilénbozd
katabolikus &llapotban (példiul idegirtas, éhezés, 14z, bizonyos
endokrinopatidk vagy metabolikus acidézis) az izomvesztés
elsddlegesen a felgyorsult fehérje-lebomlds kovetkezménye, és
emellett a felgyorsult proteolizis a citoszé6l ATP-ubiquitin-
dependens proteolitikus rendszer aktivdlédasanak eredménye,
amelyrdl kordbban azt hitték, hogy csak az abnormilis fehérjék
és bizonyos rovid életd enzimek elimindlasat szolgdlja. Annak a
felfedezése, hogy ez a lebontdsi Gt a felelds a felgyorsult
proteolizisért ezekben a katabolikus &llapotokban, azokon a
vizsgdlatokon alapul, amelyekben a kiilénbdzd proteolitikus

lebontéasi utakat blokkoltuk, vagy szelektiven mértiik az
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inkub&alt izmokban, &s ennek a lebontasi itnak a komponensei
megndvekedett mRNS szintjének felfedezése (példiul az ubiquitin
és a proteaszdéma alegységek), valamint az ubiquitin-fehérje
konjugdtumok megndvekedett szintje a sorvadd izmokban. Amint az
alabbiakban ismertetjiik, egyszerd &llati modelleket
fejlesztettiink ki, amelyek jél utanozzak ezeket a katabolikus
dllapotokat (példaul haszndlatlansdg, sorvadés, szepszis,
endotoxin kezelés, ami a lazat é&s az izomsorvadast utanozza), és
vannak médszereink a fehérje-lebontds pontos mérésére az
izmokban az in vitro inkub&l&sok soréan.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy ha in vitro inkubdlt
normalis vazizmokat majdnem teljesen megfosztunk az ATP-t&1,
akkor a fehérje-lebontads mértéke 40-70%-kal csékkent. Az ATP-
dependens (nem-lizoszémélis) proteolitikus folyamatot akkor
tudtuk specifikusan és reprodukdlhatdéan mérni, ha a rezidullis
ATP-dependens folyamatot kivontuk az 8sszes fehérje-lebontésbdl,
amelyet a kontroll ellenoldali izomban lehet 1l&tni. A talpemeld
izom idegirtasa utani 1-3 napon beliil ez az ATP-dependens
folyamat 50-250%-kal megndvekedett, mig a maradék (energia-
fiiggetlen) folyamat nem valtozott. Az ebben az ATP-dependens,
nem-lizoszémdlis folyamatban megfigyelt emelkedés volt az oka a
fehérje lebomlas teljes megndvekedésének az idegirtasos sorvadas
soran, beleértve az aktin gyors lebomldsat (amit a megndvekedett
3-metil-hisztidin termelés mutat). Ez a vdlasz megint megfelelt
a megndvekedett fehérje-lebontds legnagyobb részének az éhezés
soran.

Az élelem megvon&sa ut&n az izomban az ATP-dependens
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proteolizis szelektiven ndvekedett 150-130%-kal. A tapldlas Gjra
kezdése utén ez a folyamat 1 napon beliil visszatért a norméilis
szintre. Emellett az éheztetett nyulakbdl szarmazd
izomkivonatokban az endogén fehérjék és a l4c kazein ATP-
dependens lebomlasa koriilbeliil kétszer gyorsabb mint a taplalt
allatbkbél szadrmazé kivonatokban. Hasonldéképpen szelektiv
ndvekedés 1lép fel a szepszises izmok ATP-dependens
proteolizisében, amit endotoxinok injekcibézéas&val lehet
modellezni (LPS).

Teh&t, amint az aldbbiakban igazoljuk, az izomban az
ATP-dependens folyamat ndvekedése egy specifikus sejtvalasz,
amelyet szamos kiilénbbz8 katabolikus &allapot aktival, és ez
tnik feleldsnek a legtdbb felgyorsult proteolizisért a sorvadd
izmokban. Az ATP-igényes lebontédsi rendszereket befolyéasold
koriilmények kozé tartozik az idegirtésos sorvadas, az éhezés, a
14z, bizonyos endokrinopatidk és az acidézis.

Az ATP-ubiquitin-dependens rendszer aktividlasa az

izomban &hezés és idegirtisos sorvadas soran

Amint az eldzdekben ismertettiik, egy ATP-dependens
folyamat aktivalasa tinik feleldsnek a legtdbb megndvekedett
fehérjelebontasi folyamatnak a vdzizomban az éhezés és az
idegirtasos sorvadas soran. Mivel ez a folyamat magéban
foglalhatja az ATP-ubiquitin-dependens lebonté&si utat is, ezért
mérjik az ubiquitin mRNS szintjét valamint az ubiquitin fehérje
szintjét az ilyen sorvadd izmokban (lasd 6. Példa). Miutéan a
patkanyoktdl 1 napra megvontuk a taplalékot, két ubiquitin

transzkriptum (2,4 és 1,3 kDa) szintjében mutathatd ki ndvekedés
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a talpemeld és az extensor digitorum longus izmokban, jéllehet
az 8ssz-RNS és O8ssz-mRNS szintjilk 50%-kal cstkkent. A talpemeld
izomban valé idegirtds ut&n a poli-ubiquitin mRNS szintjében 2.
3-szoros ndvekedés 411t be 1 napon beliil, mikézben az &ssz-RNS
szintje lecsdkkent. Az ubiquitin mRNS szintjének ndvekedését
éhezés vagy idegirtds kdvetkeztében ezekben az izmokban az
ubiqqitin 8ssz-mennyiségének egy 60-90%-os ndvekedése kisérte.
Amikor az éheztetett &dllatokat Gjra elkezdtiik taplalni,
izmaikban az ubiquitin mRNS szintje egy napon beliil visszatért a
kontroll szintre.

A multipain protedz izol&lisa és jellemzése

Amint az eldzdkben targyaltuk, az eukaridéta sejtekben
szamos fehérje lebomldsa magdban foglalja konjugdcidjukat egy
kis polipeptiddel, az ubiquitinnel, egy ATP-igényes folyamatban.
Az UCDEN (Ubiquitin-konjugatum-lebonté-enzim, vagy megapain)
lebontja az ubiquitinezett fehérjéket. Az UCDEN pontos
természete nem ismert, jéllehet ki lehet mutatni, hogy az 1000-
1500 kDa (26S) komplex létrehozhaté energidtél megvont
retikﬁlocitakban, harom komponens ATP-dependens asszocidciébja
révén, ezek jele CF-1, CF-2 és CF-3 [Ganoth, D. et al., Journal

of Biological Chemistry, 263, 12412-12419 (1988)]. A

proteaszém&rdl, amelyet az eldz8ekben szintén targyaltunk, ki
lehetett mutatni hogy szintén az UCDEN egyik komponense (CF-3)
[Eytan, E. et al., Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA, 86, 7751-7755 (1989); Driscoll, J. and A.L.

Goldberg, Journal of Biological Chemistry, 265, 4789-4792

(1990) ). A mai napig azonban a két madsik komponens természetét
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és funkcibdjat nem sikeriilt felderiteni.

A multipain jellemz&inek 8sszefoglaléisa
Amint az aldbbiakban ismertetjiik, egy Gjtipusl proteazt

azonositottunk a vazizomban, és igazoltuk rdéla, hogy az UCDEN

komplex része. Az (j preotedz, a multipain egy koriilbeliil 1500

kDA méretd komplexet képez a proteaszdémaval és feleldsnek tlnik

az UCDEN CF-1 komponensének aktiv formd&jaért. A proteaszdmival

ellentétben, a multipain:

a)

b)

c)

d)

Az

lebontja a

egyediil képes lebontani az ubiquitinezett fehérjéket
egy ATP-dependens folyamatban, és nincs, vagy nagyon
alacsony aktivitassal rendelkezik tipikus proteaszdéma
szubsztratokkal szemben, azaz példaul az N-szukcinil-
Leu-Leu-Val-Tyr-7-amino-metil-kumarinnal (sLLVT-MCA)
és kazeinnel szemben;

érzékeny cisztatin A-ra (ez inhibitora a papain-szerf
enzimeknek) és bizonyos alacsony molekulasilyd
inhibitorokra (pé&ldaul a heminre vagy bizonyos
peptid-klérmetil-ketonokra), de nem érzékeny a
szerin-protedzok inhibitoraira (példaul a
diizopropil-fluorofoszfatra), és ennek kovetkeztében
valészinfileg egy tiol-proteaz;

nem reagdl anti-proteaszéma antitestekkel; és
legalabb hat f& alegységbdl &l1 (50-150 kDa), de
egyiket sem tartalmazza a proteaszdéma 20-30 kDa
méretd alegységeibdl.

Gj protedzrédl azt is sikeriilt kimutatni, hogy

nem-ubiquitinezett fehérjét is (példaul a lizozimet)
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egy ATP-igényes folyamatban, j6éllehet kisebb sebességgel bontja,
mint az ubiquitinezétt fehérjét (ubiquitinezett lizozim), és
lebontja az oxiddlészerek altal roncsolt hemoglobint egy ATP-
dependens mechanizmussal. Az Gj protedzrdl kimutattuk, hogy
kritikus szerepet jatszik kulcs citoszél (nem-lizoszémédlis)
fehérje-lebontd Gtban, &s szinergikusan hat a proteaszémaval
(egy méretben az UCDEN-hez hasonlithaté komplex részeként) az
ubiquitinezett fehérjék ATP-dependens lebontisiban. A nagy
komplexben Ggy tfinik, hogy a multipain katalizélja az
ubiquitinnel konjugdlt fehérjék kezdeti hasitasat. Osszetéve, az
ismertetett felfedezések azt mutatjak, hogy a multipain a
sebességmeghatirozd komponens a felismerésben és az
ubiquitinnel-konjugalt fehérjék lebontéaséban.

A multipain tisztitésa

Amint azt az 1. példaban részletesen ismertetjiik, az Gj
proteazt emlds vazizmokbdl nyerjiik ki. Roviden, izmokat
preparalunk és dolgozunk fel az 1. példaban leirtak alapjan,
azzal a céllal, hogy izoladljuk azt a frakcidét,amely tartalmazza
az ubiquitin-fehérje konjugdtumokat lebontd aktivitast. Az
aktivitast tartalmazé frakcidét kromatografidval tovabb
szepardljuk két csGcsra, amelyek ubiquitin-fehérje (ubiquitin-
1251-1izozim) lebontdé aktivit&st tartalmaznak. A 2. kimutattuk,
hogy az ubiquitinezett 1lizozim ATP-vel stimuldlt legnagyobb
részéért felelds, és erds aktivitassal rendelkezik az
oxidalészerek &ltal roncsolt hemoglobinnal szemben, de kicsi az
aktivitasa az N-szukcinil-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amino-metil-

kumarinnal (sSLLVT-MCA) szemben, amely a proteaszéma jellegzetes
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szubsztrétja (1. &bra). Az aktivitast tovéabb tisztitjuk, és igy
kapunk egyetlen aktiv csicsot, amelynek molekulastlya kdrilbeliil
440,000 kDa. Latszdlagos molekulasGlya 540 kDa.

A multipain jellemzése

A tisztitott protedz jellemzése azt mutatja, hogy
legalédbb hat f6 alegységbdl &l1 (molekulasGly értékek 40,000 és
150,000 kodzott valtoznak), és nem tartalmaz egyetlen a
proteaszémara jellemzd 20-30 kDa méretll csikot semn.

A proteaz katalitikus tulajdonsdgait megvizsgdaltuk (1.
példa). Az Ubiquitin-lizozim hidrolizisét 6tszbrdsre serkenti az
ATP hozz&dad&sa, a lizozim lebontads&t pedig hdromszorosira. Ezzel
szemben, a természetes és az oxidaldészerekkel roncsolt
hemodlobinnak a proteédzzal vald lebontésa fliggetlen az ATP-tdl.
Az oxidaldészerrel roncsolt hemoglobint 15-szdr gyorsabban bontja
le mint a természetes hemoglobint.

A protedzr6l azt is kimutattuk, hogy az ubiquitinezett
szubsztratot részesiti eldnyben (a nem-ubiquitinezett
szubsztrattal szemben). A proteaszéma, ezzel szemben az
ubiquitin-konjugatumokkal szemben nagyon alacsony aktivitéast
mutatott, ha mutatott ilyet egy&ltaldn. A proteolitikus reakcid
természetét, amellyel a protedz az ubiquitin-konjugatumokat
lebontja, Ggy becsiiltiik meg, hogy meghat&roztuk az Ubiquitin-
1257-1iz0zimbd1 keletkezd savban 01d6dd termékek méretét. Ez a
becslés azt mutatta, hogy a protedz eqgy endopeptidaz, és
lathatéan nincs exopeptidaz aktivitéasa.

Annak a lehetdségét, hogy az Gj protedz a proteaszdmaval

azonos komponenseket tartalmaz, a humin mij-részecske elleni
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monoklondlis antitesttel vizsgaltuk [II. tabl&zat; Matthews, W.
et al., Proceedings of the National Academy of Sciences, USA,
86, 2597-2601 (1989)], valamint a patkdny m&j proteaszéma elleni
poliklondlis antitesttel (1. példa). A kereszt-reaktivitéasnak
ezt a hidnyat Western blot elemzéssel erdsitettiik meg; a két
antitest nem volt képes reakcidba lépni az Gj prote&zzal.

Az enzim-inhibitorok hatésa a multipainra

A kiilénbdzd tipuslG enzim-inhibitorok hatéasait is
vizsgdltuk, amint azt az 1. példiban Osszegezziik. Az
eredményeket az I. tablazatban mutatjuk be. A diizopropil-
fluorofoszfat (DFP), a szerin-protedzok irreverzibilis
inhibitora nem érintette a konjugatum lebomlasat. Az o-
fenantrolin, amely a nehézfémeket viszi kel&tokba, mutatott némi
gatldé hatast. Ezzel szemben az N-etil-maleimid (NEM), egy tiol-
blokkolé adgens és a tojasfehérje cisztatin (cisztatin a),
amelyek szamos papainszerd tiol-protedz erds inhibitorai, erdsen
gatoltak ezt az aktivitast. Hasonlé koncentracidkban a cisztatin
B (stefin B) 55%-os gatlast mutatott, a cisztatin C-vel pedig
nem volt megfigyelhetd jelentds hatas. J6llehet ez az Gj
aktivitas tiol-protedznak tinik, ezt csak 30%-ban lehetett
gatolni a leupeptinnek, és egyaltaldn nem lehetett gatolni Eé64-
gyel, pedig mind a Kkettd szamos tiol-protedzt gatol (példaul a
lizosz6médlis enzimeket vagy a calpainokat). A leupeptinre és az
E64-re vald érzékenységet erdsen befolyasolja az elhasitott
kotést megeldzd szekvencia, és nem mindegyik tiol-proteéa:z
érzékeny rajuk. A hemin, amely képes teljesen gatolni az ATP-

ubiquitin-dependens proteolitikus rendszert é&s a proteaszdémat,
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szintén blokkolja az 4j protedz konjugdtumot degradaléd
aktivitéasat.

Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy az Gj enzimnek az
aktiv helyén tiol-csoport taldlhaté. A hatékony inhibitorok
mintdzata vildgosan elkiildéniti ennek az Gj enzimnek az
aktivitasat a proteaszém&étdl, amely ha aktivalédik, akkor
szerin-protedzként hat, tébbszdrds katalitikus hellyel. A
kiilénbsz8 inhibitorok hatdsa a 1251-lizozim (nem-ubiquitinezett)
és az oxidaldészer altal roncsolt hemoglobin Gj protedz &altali
lebont&sdra hasonld eredményeket adott, mint amilyeneket az
ubiquitin-lizozimmel kaptunk. Ez azt sugallja, hogy egyetlen
tipusi aktiv hely vesz részt ezeknek a kiilénbdzd tipusa
fehérjéknek a hidrolizisében.

Megvizsgaltuk, hogy az ubiquitinezett és nem-
ubiquitinezett fehérjék ugyanahhoz a helyhez k&étddnek-e az Gj
protedzon (1. példa). Az eredményekkel nem sikeriilt kompeticidt
igazolni a lizozim, a hemoglobin és az oxidadlészerrel kezelt
hemoglobin kézdtt (azaz ezek kdziil a szubsztratok koziil egyik
sem cs8kkentette az Ubiquitin-125I-lizozim degraddciéjat). Ez
azt sugallja, hogy az Gj protedznak specifikus k&étd-doménjei
vannak, amelyek felismerik mind az ubiquitinezett mind a nem-
ubiquitinezett fehérje szubsztratokat.

A multipain-proteaszéma komplex

Az Gj proteazrdl sikeriilt kimutatni, hogy egy 1500 kDa
méretd komplexet képez az alaposan tisztitott proteaszdémaval, ha
a két anyagot ATP és Mg2t jelenlétében inkubdljuk. A keletkezd

komplexr&l igazoltuk, hogy lebontja az ubiquitinezett lizozimet,
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és az ubiquitin-konjugdtum lebontd aktivitést blokkolni lehet
anti-proteaszéma antitestekkel vald immunprecipitéaciéval.

A multipain é&s a proteaszéma kézott létrejovd komplex
nagyon hasonlénak illetve azonosnak tfinik az 1500 kDa méreti
ubiquitin-konjugdtum degraddldé enzimmel, vagy a 26S
proteolitikus UCDEN komplexszel, amelyet kor&bban izol&ltak
retikulocitakbdl és izombdl. Ezeknek a struktirdknak nagyon
hasonlé a méretiik, labilisak, és ugyanazok a nukleotidok
aktivalj&k. Ugyanazokat a szubsztratokat bontjdk le (ubiquitin-
lizozim konjugatumok, kazein és fluorometri&s peptidek), és
ugyanazokra az inhibitor csoportokra érzékenyek. Az itt
ismertetett komplex, az eldzdkben izoldltakhoz hasonlédan, a
jellemzd 20-30 kDa méretd proteaszéma alegységeket tartalmazza,
plusz sz&mos nagyobb alegységet, beleértve a multipainban tal&lt
hat nagy polipeptidet. Az itt keletkezd komplex legaldbb 10-12
polipeptidet tartalmaz, méretiik 40-150 kDa kdzdtt van (2. &bra).

Szamos kiilonbdzd megfigyelés azt sugallja (2. példa),
hogy a proteaszéma &s a multipain azonos mennyiségben van jelen
a komplexben. Az itt ismertetett felismerések is igazoljdk, hogy
a proteaszéma és a multipain szinergisztikusan hat az
ubiquitinezett fehérﬁék ATP-dependens lebontasiban. Példaul,
amint azt a 2. példaban ismertetjiik, ha csak a multipain bontja
le az ubiquitin-1251-1izozimet, akkor az egyetlen 1251-dal
jelzett termék egy korililbeliil 11 csoportbdl 4116 peptid. Ha
azonban a proteaszéma-multipain komplex bontja le ezt a
szubsztratot, akkor ezt sokkal gyorsabban teszi (2. példa), és

csak kisebb, koriilbeliil 3-5 csoportbdl 4116 peptideket hoz
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létre.

A proteaszéma egy endogén inhibitorénak izol&lésa

Amint azt a 7. példaban ismertetjiik, a proteaszémanak
egy 40 kDa méretl regulatorat, amely a proteaszdédma proteolitikus
aktivitasat gatolja, sikerililt retikulocit&kbdél megtisztitani, és
igazolni réla, hogy egy ATP-k6td fehérje, amelynek
felszabaduldsa lathatdan aktivadlja a proteolizist. Az izoléalt
inhibitor egy 250 kDa méretd multimer formdjaban létezik, és
meglehetdsen labilis (42°C-on). Stabilizadlhatd ATP vagy az ATP
egy nem hidrolizalhatdé analdgjanak a hozzdadasaval, jdllehet a
tisztitott inhibitornak nincs sziiksége ATP-re, hogy gatolja a
proteaszdéma miikoédését, és nem rendelkezik ATP-az aktivitéassal.
Az inhibitorrél sikeriilt kimutatni, hogy az 1500 kDa-os komplex
egy lényeges komponensének felel meg. Ha a retikulocitéaktél
megvonjuk az ATP-t, akkor az 1500 kDa méretd UCDEN-t nem
taldaljuk. Ehelyett Ganoth és munkatarsai [Ganoth, D. et al.,

Journal of Biological Chemistry, 263, 12412-12419 (1988)] harom

komponenst, a CF-1-et, a CF-2-t és a CF-3-at azonositottédk
(amint az eldzdkben miar emlitettiik). Az aldbbiakban ismertetett
médon izol&lt inhibitor szamos kritérium alapjén a CF-2-vel
ttnik azonosnak. Ezek a megfigyelések azt sugalljak, hogy az
inhibitornak szerepe van az UCDEN komplex ATP-dependens
mechanizmusdban. Lehetséges példaul, hogy a fehérje lebontéas
soré&n az 1500 kDa méretd komplexben az ATP hidrolizis a 40 kDa
inhibitor funkcion&lis felszabadulds&hoz vezet, ideiglenesen
lehetdvé teszi a proteaszéma aktivitast, és az ubiquitinezett

fehérjék inditjak be ezt a mechanizmust.



.........

-25-

A tisztitott faktorrél sikeriilt igazolni, hogy géatolja
mind a fluorogén tetrapeptid mind a fehérje szubsztratok
proteaszémival valdé hidrolizisét, a 7. példdban leirtak alapjén.
Ha az inhibitort, a proteaszémit és a részlegesen tisztitott CF-
1-et ATP és Mg2+t jelenlétében keverjikk dssze, akkor az 1500 kDa
méretd komplexet helyre lehet &llitani, és az ubiquitin-1251-
lizozim lebomlédsa létrejodn.

A proteaszéma tébbszdrds peptiddz aktivitasa ezen
inhibitoranak izolal&sa a farmakoldgiai beavatkozasnak egy vonzé
pontjat teszi elérhetdvé. Amint az a tovabbiakban ismertetjiik,
ezzel egy természetes inhibitort &llitunk eld, amelynek a
szerkezeti és mikddési jellemzdit meg lehet becsiilni, hogy a
proteaszdéma inhibitorok kifejlesztésében hasznalhatéd
informacidékat kapjunk.

A jelen talalmany felhaszndlasi lehetdségei

Az ismertetett megfigyelések megvaltoztathatjak az
oldhatd ATP-ubiquitin-dependens lebontasi Gt fizioldgiai
szerepérdl jelenleg elterjedt véleményeket, amelyrdl &ltaldban
az a felfogas terjedt el, hogy egy konstitutiv folyamat (gyakran
"alap fehérje-lebontasi folyamat"-nak nevezik), és elsddlegesen
ez a felelds abnormdlis valamint rovid életl szabalyozd
polipeptidek elimindlasaért. Amint azt elsd izben itt igazoljuk,
a teststlyvesztés és negativ nitrogén-egyensily, amelyet sz&mos
kéros &llapotban vagy korilmény mellett jellegzetesen
tapasztalni lehet, az ezen a lebontasi Gton felgyorsult fehérje
lebontas eredménye. Az izomvesztés, amely az idegirtés, éhe:zés,

laz vagy metabolikus acidbézis kdvetkeztében 1ép fel, fdleg ennek
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a felgyorsult fehérje-lebontéasnak a kﬁvetkezménye.'Most, hogy a
feleldssé tehetd lebontdsi utat és annak kulcs-elemeit
azonositottuk (azaz a multipaint é&s egy természetes proteaszéma
szabdlyozbét), lehetséges a felgyorsult fehérje-lebontés
lassitdsa vagy megsziintetése, és ezdltal a testsllyvesztés
valamint a negativ nitrogén-egyensGly helyredllitasa. Az ATP-
ubiquitin-dependens lebontédsi Gtban sz&mos 1lépés érinthetd az
izomban éheztetéssel és idegirtassal, de a szabédlyozds egy
tiszta pontja az ubiquitin mRNS képzddésének szabdlyozésa, amint
azt a 6. példaban ismertetjiik. Emellett, az izomfehérjék
ubiquitinnel vald megndvekedett konjugaciéja is igazolhatd ilyen
korilmények kozott.

Az ilyen megfigyelések szolgdlhatnak olyan hatékony
médszerek alapjdul, amelyekkel lassitani lehet ezt a
proteolitikus folyamatot, és igy kiizdeni lehet az izomvesztés és
negativ nitrogén-egyens@ly ellen olyan koriilmények kozdtt, mint
a betegségekhez kapcsolhaté kahexia, amely betegség lehet a rak
kiildnbdzd tipusa, AIDS, fertdzés, idegirt&sos sorvadas
(inaktivalas és haszn&latlansdg), szteroid terépia és sebészet.
Ez hasznos lehet abban, hogy az ilyen betegségek vagy &llapotok
olyan kdvetkezményeit elkeriiljiik, amelyek stilyosan gatoljak a
betegeket és jelentSsen csbkkentik az egyének regenerdlddd
képességét. Pontosabban, az ATP-ubiquitin-dependens lebontési Gt
részleges gatlisa a kezelés egyik megkdzelitési médja. Ennek
eredménye a felgyorsult fehérje-lebontas cstkkentése (teljes
vagy részleges), amely szamos fizioldgids és patolégiéds

dllapotban eldfordul, de nem érinti azokat a normalis lebontési
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folyamatokat, amelyek ezen az Gton zajlanak le.

Az itt ismertetett munka eredményeképpen a multipain
hozz&aférhetd, é&s kimutattuk réla, hogy kritikus szerepet jatszik
a citoszélos proteolitikus lebontasi Gtban, amelyrdl igazoltuk,
~hogy az izomvesztés kiilonbdzd formdiban aktivalédik. A jelen
taldlmidny szerinti tisztitott multipain hozz&férhetdsége
lehetdvé teszi, hogy meghatirozzuk az enzim aktiv helyét vagy
proteolitikus alegységét, ismert mbébdszerek alkalmaz&iséaval.
Példaul, mivel a proteolizist a cisztatin gatolja (Ki<1l umol/1l),
az aktiv alegység affinitas-kromatografidaja elvégezhetd csirke
cisztatinnal mint ligandummal, amint azt papainnal is csinaljéak.
Egy masik médszer szerint a 125I-vel jelzett cisztatin
multipainnal valdé keresztkotése bifunkcids reagensek, példéaul
dietil-szuberimidat felhaszn&l&saval, szintén lehetdvé teszi,
hogy a cisztatin-kotd komponenst jelezziik. Egy masik médszer
szerint radioaktiv peptid-klérmetil-ketonokat (CK-k)
hasznalhatunk ezeknek az aktiv helyeknek a kovalens jelzésére.
Emellett Gj médszereket fejlesztettiink ki ezeknek az
inhibitoroknak 125I-vel vald jelzésére. A blokkold CBZ csoportot
eltavolitva a CBZ-Ala-Arg-Arg-MNA-rél, majd reagdltatva 1251-
Bolton-Hunter reagenssel, lehetségesnek taldltuk, hogy ezt az
inhibitort nagy specifikus aktivitassal jelezziik. A multipain
aktiv helye jelezhetd. Ha egyszer egy ilyen aktiv alegységet
azonositunk, akkor a kritikus polipeptid klénozhatdé, amint azt
az alabbiakban ismertetjik.

Mas multipain alegységek mikodését is meghatarozhatjuk.

Példaul érdekes az ATP-k6td alegység funkcidjanak meghatarozisa
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(amely feltehetdleg egy ATP-&z), &s annak az alegységnek az
azonositisa, amely az izopeptiddz aktivitéasért felelds, amely a
poliubiquitin l&ncokat depolimerizdlja és a szabad ubiquitint
regenerdlja. Ha egyszer az aktiv helyet vagy alegységet
azonositottuk, akkor kristalyosithatdé, é&s a krisztéalyszerkezet
jellemzdi (koordindt&i) haszndlhaték az ésszert
gybgyszertervezés alapjdul. Pé&ldiul, az aktiv alegységet egy
ismert inhibitorral képzett komplexeként lehet kristélyositani,
példaul cisztatin A-val, &s a kdlcsdnhatédsrél kapott informéciét
haszndljuk multipain inhibitorok tervezésére,amelyek lehetnek
"cisztatin-szerd" anyagok (azaz cisztatin analdégok), vagy més
molekuldk, amelyek a multipain aktiv helyéhez kotddnek, és
megakadalyozzak, hogy a multipain mikédjon, akar egyediil, akar
egy komplex tagjaként. Az inhibitorok lehetnek példaul peptidek
vagy peptid-szerd molekuldk (példaul peptid-aldehid, peptid-
k1lérmetil-keton vagy peptid-izokumarin). A multipain aktiv hely
szerkezetének ismerete lehetdvé teszi, hogy olyan gydgyszereket
tervezziink, amelyek arra hasznalhaték, hogy zavarjak az ATP-
dependens proteolitikus folyamatot, amelyben a multipain a
kulcsszerepld, és amelynek aktivdlasa, amint azt elsdként az
alabbiakban mutatjuk ki, felelds a legtdbb felfokozott fehérje-
lebontasért, ami a vAzizomban fordul eld éhezés, idegirtés és
fertdzés soran. Inhibitorok készithet8k, amelyek specifikus
kOlcsbnhatasba lépnek egy adott alegységgel vagy polipeptiddel,
amely a multipain egy komponense.

A tisztitott multipaint is hasznalhatjuk peptid-

szekvencia informdciék nyerésére olyan oligonukleotid prébéak
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eldallitasdhoz, amelyek haszndlhatédk multipain klénoz&s&ra humén
vagy egyéb emlds cDNS kdnyvtarakbdl. A tisztitott multipain egy
részének aminosav szekvenciidjat ismert mdédszerekkel kaphatjuk
meg [Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989)],
és az aminosav szekvenciat kédold nukleotid szekvencidt ebbdl
vezetjiik le. A levezetett szekvenci&val rendelkezd
oligopukleotidokat ismert médszerekkel &llithatjuk eld [Maniatis
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989)], és
haszndlhatjuk humadn vagy mé&s emlds cDNS kényvtar atvizsgaléaséra,
olyan szekvencidkat keresve, amelyek hibridizdlnak a prdébaval. A
konyvtarakbbél kapott cDNS szekvencidkat azutén egy megfeleld
vektorba épithetjiik be (példaul pBR322, pUC), majd egy megfeleld
gazdaszervezetben (példaul Escherichia coli K12)
expresszalhatjuk, ig allitva eld rekombindns Gton termelt
multipaint vagy multipain komponenseket. Az ilymédon termelt
multipaint ismert technik&k alkalmazasaval lehet azonositani
(példaul a fizikai jellemzdk alapjan, a tisztitott multipainnal
reagaié antitestekkel valdé reakcidé alapjén, valamint azon az
alapon, hogy képes-e komplexet képezni a proteaszdémaval).

A klénozott gén expresszidja hasznos abbdl a
szempontbdl, hogy a multipain proteolitikus alegységének
hozzaférhetdsége nd. J6llehet kivanatos, hogy a proteolitikus
alegységet aktiv formdban allitsuk eld, a multipain egyéb
alegységeire is sziikség lehet a helyes haromdimenzibés szerkezet

kialakitasdhoz és a stabilitashoz. Ennek az alegységnek nagy
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mennyiségben valdé hozzaférhetdsége lehetdvé teszi, hogy
kristdlyositsuk, akar Snmagdban, akar a cisztatinnal képzett
komplexe formajaban. A keletkezd kristalyokat Rdntgen-
diffrakciés elemzésnek vetjilk alid, és a kristdlyszerkezetrdl
kapott inform&ciékat haszndlhatjuk Gj gydgyszerek tervezésében,
illetve olyan, mar létezd gydgyszerek kivédlasztasdban, amelyek
gatolhatjak a multipaint.

A multipain gének szekvendlhatdék és a nukleotid
szekvencia alapjan készitett oligonukleotid prébédk (azaz olyan
prébak, amelyek azonositjak, vagy hibridizdlnak a multipain
génhéz) haszndalhaték hasonldé gének azonositasara mas emldsdkben,
valamint egyéb.sejttipusokban. Amint azt a tovabbiakban
alkalmazzuk, a multipain gének szakkifejezés olyan DNS
molekuldra vonatkozik példdul mint a leirds szerint kapott
tisztitott multipain gént kédold DNS, egy multipain alegységet
k6dold DNS, egy olyan fehérjét vagy polipeptidet kédold DNS,
amely lényegében ugyanolyan aktivitassal és funkciondlis
jellemzdkkel rendelkezik mint a leirasok szerint kapott
tisztitott multipain, vagy egy olyan DNS, amely a multipain
gének alapjan készitett oligonukleotid prébadkhoz hibridiz&alédik.

A multipainnal reagald, vagy azt felismerd antitesteket
ismert médszerekkel lehet eldallitani, és szintén a jelen
taldlmany targyat képezik. Poliklondlis szérumokat agy
dllithatunk eld, hogy egy megfeleld &allatot (példaul nyulat,
egeret, majmot) egyszer vagy tobbszor tisztitott vagy
rekombindns Gton eldallitott multipainnal injekciézunk, majd az

antitest termeléshez elegendd idd elteltével vért vesziink az
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dllattdl. A monoklondlis antitesteket ismert technikékkal
allithatjuk eld, példiul Kohler és Milstein médszerével.
Ak&rmelyik Gton készitett antitesteket haszndlhatunk a multipain
vagy alegységei azonositdsara mas szdvetekben és més allatokban.

Amint az alabbiakban ismertetjiik, az ubiquitin mRNS
szint megnd (azaz a poli-ubiquitin gén specifikusan induk&lédik)
olyan korilmények kozott, amely korililmények kozott megndvekedett
ATP-dependens fehérje lebontés folyik (azaz példaul sorvadé
izmok, éhezés). Ezek a szintek normdlis értékre térnek vissza,
ha a megndvekedett lebomlas megfordul (azaz példaul Gjra
taplalas soréan). Egy megfeleld oligonukleotid prébat
készithetiink az ubiquitin mRNS kimutatasara és annak
meghdtérozéséra, hogy a normal mennyiségnél nagyobb mennyiségben
van-e jelen. Ezt haszndlhatjuk a felgyorsult fehérje-lebontés
indik&toraként.

Azokat a sejteket, amelyekben a multipain gén
expresszilédik (azaz azokat a sejtvonalakat, amelyekben
expresszilédik) haszndlhatjuk inhibitorok keresésére. Egy masik
mbédszer szerint a tisztitott multipain vagy a rekombinéns Gton
eldallitott multipain haszndlhatd inhibitorok keresésére. A
potencidlis multipain inhibitorok keresését Ggy végezhetjiik,
hogy meghat&roz egy potencidlis inhibitornak azt a képességét,
hogy zavarja-e a protedz aktivitasat. Példaul egy potencialis
inhibitor kombindlédhat a multipainnal, egy ubiquitinezett
fehérje szubsztrattal (azaz példaul ubiquitinezett lizozimmel),
ATP-vel és Mg2*t ionnal, olyan kériilmények ko&z6tt, amelyek

megfelelnek ahhoz, hogy a prote&z lebontsa az ubiquitin-fehérje
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konjugatumot. Egy. kontroll, amely ugyanazokat a komponenseket
tartalmazza, a potencidlis inhibitor kivételével, hasznalhaté
dsszehasonlitasi célra. Az inhibitorokat azon képességiik alapjén
azondsitjuk, hogy csdkkentik a konjugdtum lebomléasat. A
mikroorganizmusok fermentlevei is hasonléképpen vizsgélhatdk,
hogy tartalmaznak-e multipain inhibitor antibiotikumot.

A multipain inhibitorok, valamint a proteaszdéma
inhibitorok é&s UCDEN inhibitorok haszndlhatdk arra, hogy
csdkkentsiik (teljesen vagy részlegesen) a nem-lizoszémélis ATP-
dependens fehérje-lebontast, amelyrdl igazolni lehetett, hogy az
éhezés, idegirtds vagy alulhaszndltsdg (inaktivités), szteroid
teripia, fertdzés és mas kdriilmények kozotti megndvekedett
fehérje-lebomlds legnagyobb részéért felelds. Amint az
aladbbiakban ismertetjiik, a cisztatin egy multipain inhibitor és
hasznalhaté arra, hogy zavarja a multipain funkcidéjat,
onmagaban, illetve a 700 kDa-os proteaszdémaval képzett 1500 kDa-
os komplex részeként. A cisztatin analdégok illetve més
molekuldk, amelyek zavarjdk a multipaint és/vagy a komplex
képzbdést, szintén haszndlhatjuk.

Lehetséges az is, hogy megbecsiiljiik az alacsony
molekulaslGlyG proted&z inhibitoroknak azt a képességét, hogy
mennyire képesek gatolni a multipaint, vagy hogyan kell
médositani ahhoz, hogy mdédositsdk a multipaint. Péld&ul az E-64
és szarmazékai potencidlis inhibitorai a legtdbb tiol-
protedznak. Ezek azonban nem képesek g&tolni a multipaint. Az E-
64-nek szamos Gj analdgjat és szarmazékat szintetizaltéak, és

ezek, valamint a jelen munk&n alapuld egyéb sz&armazékok



-33-~

multipaint g&tlé hatdsa is megbecsiilhetd. Kiilonbdzd peptid-
klérmetil-ketonok (CK-k) irreverzibilisen reagdlnak mind a
szerin- mind a tiol-protedzokban a hisztidin aktiv helyekkel.
Bizonyos tripeptid CK-k-rél (példaul a CBZ-ala-arg-arg-CK)
kimutattuk, hogy gatoljdk a multipaint, és az 1500 kDa-os
kompiéxet viszonylag alacsony koncentrédciéban (50 umol/l). Az
ilyen &genseket nagyon specifikusséa tehetjiik, oly médon hogy
dtalakitjuk a peptid szekvencidjat és igy megvizsgdljuk a
multipaint gdtlé hatasat. Mas vegyliletek, amelyek vizsgdlhatdk,
lehetnek peptid-diazomet&nok, amelyek a tiol-protedzok szelektiv
inhibitorai, az izokumarinok, amelyek heterociklusos
inhibitorok, valamint a kiilénbdzd szintetikus B-laktamok. Az
eldzetes adatok azt sugalljdk, hogy ezek kozilil a vegyiletek
koziil néhany képes az 1500 kDa méretd ATP-dependens komplex
gatlasara.

Kiilondsen érdekes potencidlis multipain inhibitorok a
cisztatin és a cisztatin szupercsalad tagjai (Stefin A és B,
cisztatin c, kininogen). A papainnal képzett komplexiik tercier
szerkezetérdl szerzett informiacidék, valamint a kldénozott human
cisztatin A helyspecifikus mutagenezise jé alap a tulajdonsagok
meghatarozasaban, a mechanizmusok meghatdroz&saban, vagy éppen a
multipain proteolitikus alegysége szerkezetének
meghatarozaséaban.

Szilikséges annak meghat&rozéasa, hogy barmely olyan
inhibitor, amelyet hatékonynak taladltunk az 1500 kDa-os
komplexszel szemben, képes-e szelektiven g&tolni a fehérje

lebomlast az érintetlen sejtekben. El8szdr, az izom nyers
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kivonatat haszndljuk az inhibitor azon képességének
vizsgalatara, hogy mennyire tudja blokkolni a teljes ATP-
ubiquitin-dependens lebontasi utat. Ezekben a vizsgdlatokban
radioaktivan jelzett szubsztratokat haszndlunk valamint endogén
fehérjéket, amelyeknek a lebomldasa kénnyen kévethetd a szabad
tirozin megjelenésének mérésével [I.C. Kettelhut et al.,
Diabetes/Metab., Rev., 4, 751-772 (1988); M.Tischler et al.,

Journal of Biological Chemistry, 257, 1613-1621 (1982)]. Az

igéretes Agenseket azutan ép patkanyizmokon és tenyésztett
sejteken vizsgaljuk, azzal a céllal, hogy meghatarozzuk,
mennyire hatékonyak az intracelluléaris proteolizis ellen,
mennyire képesek bejutni az emlds sejtekbe, és milyen hatassal
vannak a sejtek életképességére.

A gybgyszerjeldltek vizsgdlatdnak kiildndésen jo
megkdzelitése, ha azt akarjuk vizsgdlni, hogy mennyire gatoljak
az ATP-ubiquitin-dependens lebontdsi folyamatokat, ha olyan
tenyésztett sejtekben végezziik a vizsgdlatokat, amelyekben az a
rovidéletd fehérje keletkezik, amelynek az ubiquitin-dependens
leboﬁlését vizsgdljuk. A folyamat gatlasa ahhoz vezet, hogy a
fehérje felhalmozédik a citoszélban. Annak mértékét, hogy a
fehérje mennyire halmozédik fel a citoszélban, ismert
médszerekkel meghatarozhatjuk. Példaul, a folyamat egy
potencidlis inhibitorat a tenyésztett, roévidéletd enzimet
termeld sejtekbe juttatjuk, és meghatarozzuk annak mértékét,
hogy az enzim a potencidlis inhibitor jelenlétében milyen
mennyiségben fordul eld, a tavollétében mérhetd enzimszinthez

viszonyitva. Ha az enzim a potencidlis inhibitor jelenlétében
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felhalmoz6dik, akkor ez azt jelzi, hogy az ATP-ubiquitin-
dependens folyamatot a vizsgalt potencialis inhibitor gatolja. A
tenyésztett sejteket, példaul COS sejteket haszndlhatjuk erre a
célra, amelyeket stabilan transzformdltunk egy olyan génnel,
amely egy olyan r&vidélet fehérjét kédol, amelynek a lebomlasa
ubiquitin-dependens (azaz példaul egy révidéletd enzim, egy
mutans B-galaktozid&z, amelynek abnormédlis N-termindlisa van, és
ez az abnormalis N-termindlis jelzi azt, hogy az ubiquitin-
dependens lebomlas gyorsan lejatszédik rajta. Példaul
Eschefichia coli-bbél szarmazd mutédns vagy rekombinéns B-
galaktozidazt, amelynek felezési ideje korililbeliil 15 perc, és
amelynek leboml&sa ubiquitin-dependens, kédold génnel stabilan
transzformalt COS sejtek haszndlhatdédk [Bachmair, A. et al.,
Science, 234, 179-186 (1986); Gonda, D.K. et al., Journal of
Biological Chemistry, 264, 16700-16712 (1989)]. Mas mutans
enzimek is haszndlhaték, amelyek gyorsan lebomlanak. A muténs B-
galaktozidaz felhalmozdéddsa a COS citoszdlban egy olyan anyag
jelenlétében, amelynek azt a tulajdonsédgat vizsgadljuk, hogy
képes-e gatolni a folyamatot (azaz egy potencidlis inhibitor),
azt jelzi, hogy a folyamat gatlédik. A megfeleld kontroll az, ha
a COS'sejteket ugyanilyen kdérilmények koézott tartjuk, de a
potencidlis inhibitor nélkiil. Ezt a megkdzelitést haszndlhatjuk
mikrobidlis eredetl vagy vegylilet-bankokbdél szarmazdé hatékony
inhibitorok keresésénél.

Ha egy anyagot, amely gatolja a fehérjeszintézist,
hozz&adunk ilyen sejtekhez, akkor az enzimaktivitéas és az

antigén (fehérje) egyforma gyorsasdggal tfinik el, és ezzel
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lehetdvé teszi, hogy meger&sitsiik a potencidlis inhibitor
hatdsat a proteolizisre. A sejtek névekedésének, ATP tartalméanak
és a fehérjeszintézisnek a mérése az ilyen sejtekben lehetdvé
teszi, hogy azonositsunk (és elkeriiljilink) erdsen toxikus
anyagokat, ami nagyon hasznos, mivel barmely olyan anyag, amely
elvonja az ATP-t a sejtekbdl, a proteolizis hatékony
inhibitoré&nak ttinhet.

Az inhibitorral kezelt sejtekben az is adhat
informaciét, ha impulzus-jelzéses izotdpos mbédszereket
hasznalunk az endogén rdvidéletd és hosszi életl fehérjék
lebomlasi sebességének kdvetésére, kiildndsen azoknal a
fehérjéknél, amelyekrdl ismert, hogy az ubiquitin-dependens Gton
bomlanak le (ilyen példaul a myc vagy fos onkogén termék).

Barmely hatékony inhibitort vizsgédlhatunk in vivo,
inkubalt patkéanyokban. Az ilyen kisérletekben az egyik 1l&b
talpemeld vagy extensor digitorum longus izmait inkub&lhatjuk
egy inhibitorral, mig a mdsik oldali, azonos izom szolgil
kontrollként. Az ilyen megkézelités nagy eldnye, hogy nagyon
érzékeny, olcsé és nem igényli az &llatok izotdpos jeldlését
[I.C. Kettelhut et al., Diabetes/Metab., Rev., 4, 751-772

(1988); K. Furuno et al., Journal of Biological Chemistry, 265,

8550-8557 (1990)). Megfeleld tapasztalatok birtokaban hat
dllattal kdnnyen demonstrdlni lehet statisztikailag szignifikéns
valtozasokat a teljes fehérje-lebomldsban vagy szintézisben, 10-
15%-0s, nagyon alacsony szinten is. Az izomfehérjék &atlagos
turnover idejébdl sz&mithatd, hogy a proteolizisben még az ilyen

nagysagrendd valtozasok is tar&pids eldnyt jelenthetnek; ha két
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hétig sikeriil fenntartani, akkor a proteolizisnek még a csak
15%-0s csdkkenése is az idegirtott izom todmegének
megduplaz&sihoz vezethet. Az is érdekes lehet, ha kovetjik az
inhibitor hatasait a miofibrillaris fehérjékre, amelyek az
izomtdmeg 60%-4t képezik, és a f& fehérjetartalékot jelentik a
szervezetben. F8leg ezek a fehérjék vesznek el az idegirtés vagy
éhezés sordn [K. Furuno et al., Journal of Biological

Chenmistry, 265, 8550-8557 (1990)]. A miofibrilléris komponensek

leboml&asat specifikusan lehet k&vetni a 3-metil-hisztidin
izmokbbél vald felszabaduldsaval, ami az aktin lebomléasénak
specifikus vizsgdlata [K. Furuno et al., Journal of Biological
Chemistry, 265, 8550-8557 (1990); B.B. Lowell et al., Biochem.

J., 234 (1986)]. Kiilontsen érdekes lehet ha az ilyen

vizsgdlatokat olyan izmokkal végezziik, amelyek idegirtéasos
sorvadason estek &t (haszndlatlanok), vagy olyanokkal, amelyek
éheztetett vagy endotoxinnal kezelt allatokbdl szarmaznak. Az
ilyen szdvetekben a fehérjelebomlds Osszességében fokozbdik, és
ezaltal nagyon hasonlit a hum@n betegségre, de jél1 meghatarozott
in vitro koriilmények kozdtt vizsgdlhatdk. Ha ilyen
preparatumokban igazoljuk a hatékonysagot, akkor ez
nagymértékben felgyorsitja a gydgyszerfejlesztési folyamatot.

A fehérjelebontédsi folyamatok gatlasa szamos kiilonb6zd
kdriilmény k&zdtt hasznos lehet, amelyek esetében izomvesztés
fordul eld, ezzel fokozza az eldidézd ok hatasait, és tovabb
gyengiti az érintett egyént. Ilyen koriilmény példaul a r&k, az
AIDS, az izomveszteség sebészeti beavatkozds vagy sériilés utén

(a beteg mozdulatlans&ga vagy bénuldsa miatt), fertdzés, vagy
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barmely okG kahexia, kortikoszteroid kezelés, vagy barmely olyan
esemény vagy &allapot, amely aktivalja, vagy amelynek eredménye a
negativ nitrogén-egyensaly.

A multipain inhibitorokat azért is beadhatjuk, hogy
megakaddlyozzuk a stlyveszteséget az 4llatoknal, illetve
mikddhetnek ndvekedést eldsegitd anyagokként is. Mivel agy
hatnak, hogy gatoljak a fehérje lebomldsat, ezért eldsegitik a
nettd fehérje-akkumuldciét, é&s ezzel a fehérjeszintézist sokkal
hatékonyabbd tehetik a ndvekedés elbsegitésében. Példaul
beadhatjuk ezeket az anyagokat allatoknak, azzal a céllal, hogy
elkeriiljiik az izomtdmeg epidémids elvesztését (nettd fehérije
lebomlas), amelyet utazasi laznak is neveznek, ami altalaban
akkor fordul eld, ha a birkakat vagy a borjakat mozdulatlansagra
kényszeritik, példaul szdllitds soran.

A jelen taldlmany szerinti multipain inhibitorok szamos
kiildnbdz8 Gton beadhatdék (példdul intravéndsan, szubkutan,
intramuszkularisan) és &ltalaban fizioldégidsan elfogadhatd
hordozéval egyiitt adjuk be (példaul fizioldgids sdoldattal). A
beadott multipain inhibitor mennyiségét tapasztalati fGton kell
meghat&rozni, és olyan megfontoldsokon alapul, mint hogy milyen
inhibitort hasznalunk, a beteg &llapota, valamint mérete és
silya. Beadhatjuk egymagdban, vagy egyéb multipain inhibitorral
egyiitt, vagy egy masik lebonté&si Gt inhibitoraval egylitt
(példdul a lizoszoémalis vagy ca2t dependens lebontéasi Gt), amely
felelds az izomtdmeg elvesztéséért.

A jelen talalmanyt az alabbi példdkon keresztiil mutatjuk

be, amelyeket nem tekintiink a taldlmany oltalmi kdrének
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korlatozdinak.

1. Példa

A multipain izolédldsa é&s jellemzése
Kisérleti eljarésok

Anyagok
A DEAE celluldzt (DE52) a Whatman Biosystems Ltd.-tdl

(Maidstone, Kent, Anglia) vas&roljuk. Az ubiquitint, a kazein
amménium~-szulfatot (I-es mindség), a nukleotidokat és az N-
szukcinil-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-metilkumarint (sLLVT-MCA) a
Boehringertdl vasiroljuk (Mannheim, Németorszag). A t&bbi leirt
peptidet a Bachem Bioscience-t&l (Philadelphia, PA) vagy az
Enzyme Systems Products-tél (Livermore, CA) vasaroljuk. A
frissen tisztitott hum&n hemoglobint (1 mmol) Fagan, J.M. és
munkatarsai leirésa szerint &llitjuk eld (Fagan, J.M. et al.,

Journal of Biological Chemistry,, 261, 5705-5713 (1986)], majd

l4c-formaldehiddel jelezziik, Rice és Means leir&sa szerint
[Ricé, R.H. and Means, G.E., Journal of Biological Chemistry,
246, 831-832 (1972)]. Oxidaldészerrel roncsolt hemoglobin
el8411itasdhoz a l4c-metil-hemoglobint -OH és -0, gydkék
hat&sanak tessziik ki, amelyeket 60Co besugdrzassal allitunk eld
50 nmol oxigéngydk per nmol fehérje koncentraciéban [Davies,
K.J.A., Journal of Biological Chemistry, 262, 9895-9901 (1987)].
A kazeint és a lizozimet l4c-formaldehiddel és 125I-dal
jeleztiik, az eldzdkben leirt médon [Waxman et al., Journal of

Biological Chemistry, 262, 2451-2457 (1987)].

A kivonatok és az Gj enzim elddllitéasa

New-Zealand fehér nyulakat (4-5 kg) COp-os fullasztassal
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megdliink, majd a horpaszizmokat gyorsan kivagjuk. Az izmokrél a
zsirt és a kotdszovetet levagjuk, majd eldre lehGtétt hisdardldn
ledaraljuk. Kériillbeliil 250 g izmot (nedves saly) szuszpendalunk
jéghideg pufferben (3 ml/g szbvet), Osszetétele: 20 mmol/1l TRIS-
HC1 pH=8,0, 1 mmol/l MgC,, 0,1 mmol/l EDTA és 1 mmol/1l DTT, majd
egy egyliteres Waring blenderben homogenizaljuk egy percig
maximdlis sebességgel. Az &sszes tovabbi 1épést 4°C-on hajtjuk
végre. Miutan a pH-t NaOH segitségével 7,0-ra allitottuk, a
nyers kivonatokat centrifugaldssal (10000 x g, 30 perc), majd a
felililGsz6 ultracentrifugdldsaval (100000 x g, 60 perc) &llitjuk
eld.

Az ultracentrifugdlis utén a kivonatokat eéy 100 ml-es
Fenol:kloroform 1:1 aranyid elegyével-52 oszlopra visszik,
amelyet 20 mmol/l1 TRIS-HC1l pH=7,0 és 1 mmol/l DDT 6sszetételld, A
jeld pufferrel hoztunk egyensilyba. Az oszlopot addig mossuk,
ameddig az eludtumban fehérje mar nem mutathatd ki,majd a
megkotstt fehérjét (II-es frakcid), amely a legtdbb ATP-
dependens proteolitikus aktivitast tartalmazza, A pufferrel
elualjuk, amely 0,5 mmol/l NaCl-t tartalmaz. Az elualt
fehérjéket (II-es frakcidé) amménium-szulfatos frakcionaléasnak
vetjiik ala.

Abbdl a célbdl, hogy a szabad proteaszémat megtisztitsuk
az egyéb aktivitasoktdl, a II-es izomfrakcidéban 38%-os telitést
41litunk be, majd 45 percig kevertetjiik. Az oldhatatlan
fehérjéket centrifugalassal izoldljuk (10000 x g, 20 perc), majd
a 0-38%-os csapadékot 20 mmol/1 TRIS-HCl1l pH=7,0, 1 mmol/l DDT

dsszetételd pufferben szuszpenddljuk. Ugyanezzel a pufferrel
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szemben végzett kimeritd dializis utén ezt a frakcidt
téményitjiik, &s egy Pharmacia Mono Q oszlopra (FPLC) vissziik,
amelyet 20 mmol/1l TRIS-HCl pH=7,8 pufferrel hoztunk egyensilyba.
Azokat a frakcidkat, amelyek az ubiquitin-1235I-lizozimet
bontjak, (l-es és 2-es csGcsok, lasd 1A dbra) egyesitjik,
tdményitjiik, majd Pharmacia Superose 6 gélszird oszlopra
vissziik, amelyet ugyanazzal a pufferrel hoztunk egyensilyba,
amelyet a Mono Q frakciondldshoz hasznaltunk, de 150 mmol/1
NaCl-t tartalmaz. Az Gj enzim egyetlen el&allitdsa harom egymas
utani futtat&st igényel a Mono Q oszlopokon, é&s az ezekbdl a
futtatisokbbél szarmazd aktiv frakciékat egyesitjiik a gélszirés
eldtt. A Superose 6 oszloprdl szarmazd aktiv frakciékat
egyesitjiik, téményitjiik, majd a kodvetkezd kisérletekben
hasznaljuk, az alabbiakban ismertetett médon.

Vizsgdlatok

Mindegyik enzim-mérés linearis, kivéve ott, ahol ezt
kiilén jelezziik. Ha jelen van, akkor az ATP koncentracidja 2
mmol/l a reakcidelegyben. Hacsak kiilén nem jelezziik, akkor az
dsszes vizsgdlatban az oszloprdl lejové frakcidbdl vagy a
tisztitott protedzbél 50 ul-es alikvot részeket (10 ug)
inkubdlunk 200 pl térfogatban, amely 50 mmol/1 TRIS-HCl1l pH=7,8,
10 mmol/1l MgC,, 1 mmol/l DTT &sszetételd puffert, 5 ug
radioaktiv fehérjét, 0,5 pug ubiquitin-konjugatumot vagy 0,5
mmol/l fluorogén peptidet tartalmaz. A proteolizis vizsgalatahoz
a reakciéelegy koériilbeliil 15 000 cpm ubiquitin-lizozimet vagy
jelzett fehérjét tartalmaz. A 125I-lizozim, az ubiquitin-1251-

lizozim, a l4c-kazein, a l4c-hemoglobin és az OH/O; -vel kezelt
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l4c-hemoglobin leboml&s&nak vizsgdlatat Ggy végezziik, hogy
mérjiik a savban 01dé6dé radioaktivitas keletkezését, 60 perces,
37°C-on végzett inkub&las utan. Az ubiquitin-125I-lizozimot a
II-es majfrakciébdl 411litjuk eld, Hough é&s Rechsteiner
médszerével [Hough et al., Journal of Biological Chemistry, 261,
2400-2408 (1986); Hough, R. and Rechsteiner, M., Journal of
Biological Chemistry, 261, 2391-2399 (1986)]. A 125I-lizozimet
és az ubiquitin az eldzdkben leirt médon &llitjuk eld [Waxman et
al., Journal of Biological Chemistry, 262, 2451-2457 (1987);

Fagan et al., BioChem. J., 243, 335-343 (1987)]. A konjugatumok

koncentriciéjat a konjugatum szintéziséhez hasznilt 125I-lizozim
specifikus radioaktivitasa alapjan szamitjuk ki. Egy egység
SLLVT-MCA 10 nmol MCA-t keletkezését jelenti 30 perc alatt.

Elektroforézis

A fehérjéket SDS-poli(akril-amid) gélelektroforézissel
elemezziik (10%-os poli(akril-amid) gélen), Laemmli leirésa

szerint [Laemmli, U.K., Nature (London), 227, 680-685 (1970)]. A

gélt Coomassie Brilliant Blue R-250 festékkel festjiik meg. A
nem-denaturidld géleket az el&zdkben leirt mdédon &llitjuk eld
[Driscoll, J. and Golberg, A.L., Journal of Biological

Chemistry, 265, 4789-4792 (1990)].

Immunoldgiai médszerek

Az immunkicsapasokat anti-proteaszdéma IgG-vel (100 ug)
végzett inkubdlassal hajtjuk végre protein-A Sepharose-zal, az
eldzdkben leirt médon [Matthews et al., Proceedings of the
National Academy of Sciences, USA, 86, 2597-2601 (1989))]. A

kontroll immunkicsapdsokat Hyclone és az anti-Golgi monoklondlis
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53FC3. felhaszndlasaval végezziik. A tisztitott humé&n m&j
proteaszéma elleni 2-24-es monoklondlis antitesteket (Laemmli,

U.K., Nature (London), 227, 680-685 (1970)] K. Tanaka és A.

Ichihara (University of Tokushima, Japdn) volt szives a
rendelkezésiinkre bocsatani. A tisztitott humén m&j proteaszéma
elleni poliklondlis antitesteket nyulakban &llitotta eld T.
Edmunds és A.L. Goldberg [Matthews et al., Proceedings of the
National Academy of Sciences, USA, 86, 2597-2601 (1989)]. Az
immunblottoladshoz a fehérjéket elektroforézisnek vetjlik ald 10%-
os poli(akril-amid) gélen. Miutadn a fehérjéket nitrocelluldz
lapokra vittilk &t [Hershko et al., Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA, 77, 1783-1786 (1980) ], immunblottokat
hajtunk végre az el&z8kben leirt médon [Hough et al., Journal of
Biological Chemistry, 262 8303-8313 (1987); Hough et al., in
Ubiquitin (Rechsteiner, M., ed.), 101-134, Plenum Press, New
York (1988)].

Eredmények

A multipain izol&léasa

Az alabbi kisérletben a haszndlt szubsztrat az
ubiquitinnel konjugalt 125I1-1izozim, amelyet Hough és
Rechsteiner médszerével &llitunk eld [Hough et al., Journal of
Biological Chemistry, 261, 2400-2408 (1986); Hough, R. and
Rechsteiner, M., Journal of Biological Chemistry, 261, 2391-2399
(1986) )], de majkivonatokat alkélmazva. J6llehet ez az
ubiquitinezett fehérje csak lassan bomlik le nyers kivonatokban,

a II-es frakcié (azaz az a frakcid, amely a DEAE-cellulézhoz

k6t8dik és az ATP-dependens lebontasi rendszert tartalmazza)
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gyorsan savban oldhaté termékekké hidrolizdlja ezt a
szubsztratot (1. téblazat). Ez a folyamat lineédris két ora
hosszét, és 3 mmol/l ATP hozzdadasédval 2-3-szorosan lehetett
serkenteni. Ezzel szemben, a nem~hidrolizalhaté ATP analégok,
azaz az AMP-CPP vagy az AMP-PNP vagy az ATP Mg? t&vollétében (és
1 mmol/1l EDTA jelenlétében) nem serkentette az ubiquitinnel
konjugalt fehérjék lebomléasat.

1. Tablazat

A nyil vazizombdl szarmazd, az ubiquitinezett lizozimet

bonté 500 kDa-os protedz tisztitasi séméja

Frakcié Osszfehérje Specifikus ATP
(mg) aktivitas serkentés
(cpm/h x mg) (+ATP/-ATP)

+ATP -ATP
Nyers kivonat 17433 82 74 1,1
DE52 eluatum 1170 779 338 2,3

(II-es frakcid)

0-38%-0s (NH4) 5S04 392 2540 731 3,5
iledék

Mono Q 6,6 99433 20836 4,8
Superose 6 2,6 209500 63723 4,7

A Mono Q oszlop korlatozott kapacitasa kdvetkeztében a
DES2~-r&l1 kapott anyagot harom fiiggetlen oszlopozassal kellett

feldolgozni. Az egyes oszlopozasokbdl kapott aktiv frakcidkat a
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gélsz(irés eldtt egyesitettilk, az 1. példaban leirtak alapjéan.

Az ubiquitin-konjugatumokat lebonté aktivitasok
izolalasara a II-es frakciét amménium-szulféatos kicsapésnak
vetjiik ala. 38%-os (NH4),SO4-os telitettségnél a proteaszéma
kompléx legnagyobb része oldatban maradt [Waxman et al., Journal
of Biological Chemistry, 262, 2451-2457 (1987); Driscoll, J. and
Goldberg, A.L., Journal of Biological Chemistry, 265, 4789-4792
(1990)]. A kicsapott fehérjéket szuszpenddljuk, dializ&ljuk,
majd egy Mono Q-FPLC oszlopon (Pharmacia) kromatografédljuk. Két,
Ubiquitin-1251-1izozim lebontd aktivitassal rendelkezd csficsot
kapunk (2. &bra). Egy kis csGcsot eludlunk kdriilbeliil 100 mmol/1
NaCl koncentracidé mellett, és egy masodik cstcsot, amelynek
nagyobb az aktivitdsa 240 mmol/1l NaCl koncentrécidé mellett. Az
1-es csilicsnak is elfogadhatd lebontdsi aktivitédsa van lizozimmel
és kazeinnel szemben, és ezt a folyamatot is majdnem &tszdrdsre
fokozza az ATP (1. abra). Superose 6-on (FPLC) végzett
gélszliréssel a latszélagos molekulastlya 1000 és 1500 kDa kozott
van. Ez teh4it megfelel a disszocidlatlan UCDEN vagy megapain
komplexnek. Erdemes azonban megjegyezni, hogy ez a struktira a
nem-ubiquitinezett lizozimet majdnem olyan koénnyedén lebontja
mint az ubiquitinnel konjugalt fehérjét.

Az ubiquitin-lizozim hidrolizise mellett a 2-es cslcs a
lizozim ATP-vel stimuldlhaté degradacidéjat is mutatja, bar ez
utdébbi aktivitas kisebb, mint az l-es cslGcs esetében. A 2-es
cstGcs is erds proteolitikus aktivitast mutat a 60co
besugarzassal létrehozott :OH vagy -0, gydkdknek kitett, és

ennek kdvetkeztében kadrosodott hemoglobin (Hb) ellen. Az
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oxidalészerrel roncsolt hemoglobin hidrolizise sokkal gyorsabb,
mint a természetes HB-é.

Tovadbba, az oxidaldészerrel roncsolt Hb lebontésa
fliiggetlen az ATP-t&l. Korébban azt taldltak, hogy a vdrds
vérsejtekben az oxidaldszerrel roncsolt hemoglobin is gyorsan
lebomlik egy olyan folyamatban, amelyhez nincs sziikség ATP-re
vagy é proteaszémara. A 2-es csilcs azonban nem mutatott
aktivitast, vagy nagyon kis aktivit&st mutatott l4c-kazeinnel
vagy szamos oligopeptiddel szemben, amelyek mindegyike a
proteaszéma szubsztratja, beleértve a szukcinil-Leu-Leu-Val-Tyr-
MNA-t, a szukcinil-Phe-Leu-Phe-MNA-t (az MNA a metil-naftilamin
roviditése), a Z-Gly-Pro-MCA-t, a Z-Ala-Arg-Arg-MNA-t, a Z-Leu-
Leu-Glu-B8NA-t, a glutaril-Ala-Ala-Phe-MNA~-t, az Arg-Arg-MNA-t és
a 2-Gly-Gly-Arg-MNA-t.

Két cslGcsot talaltunk, amely sLLVT-MCA elleni, ATP-vel
stimuldlt aktivitassal rendelkezik. A hdrmas csGcs, amely
koriilbeliil 320 mmol/1-nél elualdédik, ATP-vel stimul&lt
aktivitast mutat SLLVT-MCA, lizozim és kazein ellen, valamint a
-OH/02~ gydkdkkel kezelt hemoglobin ATP-t&1 nem fiiggd
lebontasat. Superose 6-on (FPLC) végzett gélsziréssel ez a cslcs
elualdédott, latszdélagos molekulasilya koriilbeliil 300 kDa. Ez az
aktivitas egy Gj proteazt jelenthet, illetve ennél valdészinlibb,
hogy a proteaszéma egy fragmentjét. A négyes csGcsot 430 mmol/l-
nél talaljuk, ami normdlisan az a pozicidé, ahol a proteaszodma
eludlédik, ha a 38-80%-os ammdnium-szulfatos kicsapédssal kapott
frakciét ugyanazon a Mono Q oszlopon futtatjuk. Igy

molekulasdlya alapjan (600 kDa) és azon az alapon, hogy képes az
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SLLVT-MCA hidroliz&l&sdra, a négyes cslGcs hasonlit a
proteaszémira, de nem bont le fehérjéket (lizozim, kazein vagy
hemoglobin), eddig ismeretlen okok miatt.

Az ezt kdvetd munka a kettes cslGcsra koncentralt, mivel
az ubiquitinezett lizozim ATP-vel stimuldlt lebontésanak
legnagyobb része ennek tulajdonithaté, és erds aktivitassal
rendelkezik az oxidaldészerrel roncsolt hemoglobinnal szemben, de
csekély aktivitast mutat az sLLTV-MCA-val szemben, ami a
proteaszéma jellegzetes szubsztratja. Ezt az aktivitast
gélszliréssel tisztitjuk tovabb, Superose 6 gélsz(rd oszlopot
haszndlva, amellyel egyetlen aktiv csilcsot kapunk, amelynek
molekulasilya kdriilbeliil 440000 (2. &bra). Sepharose 300-zal
végzett analitikai gélszfiréssel a latszdblagos molekulasilya 540
kDa-nak adédott.

Az 1. tablazatban azokat a lépéseket foglaljuk &ssze,
amelyeket az ubiquitin-konjugdtum aktivitédssal rendelkezd f&
proteaz gyors izoldldsadban hasznalunk. A tisztasag
ellendrzéséhez az ATP-vel stimuldlhatdé cslicsot PAGE-nek vetjilik
ala, nem-denaturald koriilmények kozott. Nem-denaturald gélen
egyetien csikként lényegesen messzebbre vandorolt (1015 mm) mint
a tisztitott proteaszéma (lasd 2. példa). Az SDS-poli(akril-
amid) gélelektroforézissel végzett elemzéssel a tisztitott
proteazrdl kideriilt, hogy a csikok alapjdn legaladbb 5 £f3
alegységbdl &4ll, amelyeknek microbiological Reviews, értéke
50000 és 150000 k&ézdtt van (3. abra), és egyet sem tartalmaz a
proteaszémira jellemzd 20-30 kDa méretd csikokbél. Korabban

Hough é&s munkatarsai [Hough et al., Journal of Biological
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Chemistry, 261, 2400-2408 (1986); Hough, R. and Rechsteiner, M.,

Journal of Biological Chemistry, 261, 2391-2399 (1986)] leirtak,
hogy a retikulocit&kbél szarmazé nagyon nagy konjugatum-lebontd
komplex SDS-poli(akril-amid) gélelektroforézissel végzett
analizisével legaldbb 6-10 nagy molekulas(lyQ alegység
figyelhetd meg (45 és 116 kDa kozétt), valamint Waxman és
munkatdrsai [Waxman et al., Journal of Biological Chemistry,
262, 2451-2457 (1987)] is megfigyeltek 10-12 £& polipeptidet,
amelyeknek molekulasfilya 43 és 110 kDa kdzoétt valtozott a
részlegesen tisztitott készitményben. Tehat az Gj protedznak
olyan alegységei latszanak lenni, amelyek a nagyon nagy
komplexben taldlhaték meg (lasd 2. példa).

Az 500 kDA-os enzim katalitikus tulajdonsédgai

Gélsz{rés utadn (2. abra) az 500 kDa-os csilics ugyanazt az
aktivitast mutatja, mint a Mono Q kromatografia utéan. Az
ubiquitin-lizozim hidrolizisét &tszérbsre lehet fokozni 2 mmol/1l
ATP hozz&adasaval, a lizozimét pedig haromszorosadra. Masrészrdl,
a természetes és az oxidalészerrel roncsolt hemoglobin lebomléasa
is fliggetlen az ATP-t81 (mint a nyers kivonatokban), és az
oxidalészerrel kezelt szubsztrat 15-szdr gyorsabban jatszédik le
mint a természetes hemoglobiné. Ezekkel a szubsztrétokkél,
csakgy mint az ubiquitin-125I-lizozimmel és a 125I-lizozimmel
szemben az enzimnek éles pH-optimuma van, pH=7,8 értéknél. Az
aktivitas koriilbelill 50%-kal csdkken pH=7 vagy pH=10,0 koril, és
nem figyelhetd meg aktivitds pH=5,0 alatt vagy pH-12,0 folott.

Az ubiquitinnel konjug&lt fehérjék nagy mennyiségben

valé eldallitasanak nehézségei miatt a standard vizsgdlatokban
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. alkalmazott ubiquitinezett lizozim koncentréaciéja tizszer
alacsonyabb mint a szabad lizozimé (ha a 125I-lizozim moléaris
mennyiségét hasonlitjuk 8ssze). Mindazon&ltal, az Gj proteéaz
majdnem ugyanolyan gyorsan bontja az ubiquitinezett lizozimet
mint a nem-ubiquitinezettet (II. tébléazat).

II. T&blazat

Az anti-proteaszéma monoklondlis antitesttel végzett

immunkicsapis hat&sa a kiilénbdzd szubsztritok proteaszédmival és

az 0uj protedzzal vald lebontisara

Ubiquitinezett
Lizozim lizozim Kazein
-ATP +ATP -ATP +ATP -ATP +ATP
(ng/o)

Proteaszoma
Kontroll antitest 612 1872 7 8 217 856
Anti-proteaszéma 41 105 0 0 32 74
antitest
0 proteaz
Kontroll antitest 79 292 41 190 (0] 0]
Anti-proteaszéma 70 281 36 179 0 0

antitest
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OH/0j-vel kezelt

Hemoglobin hemoglobin SLLVT-MCA
-ATP +ATP -ATP +ATP -ATP +ATP
(egyséq)
Proteaszéma
Kontroll antitest 45 51 927 886 0,8 3,7
Anti-proteaszodma 0 0] 31 36 0,1 0,1
antitest
0j proteaz
Kontroll antitest 19 17 263 270 0,1 0,2
Anti-proteaszdma 15 22 267 256 0,1 0,1
antitest

Ha a lizozim két formdja azonos koncentrdacidban van
jelen, akkor az ubiquitin-125I-1izozim k&riilbeliil haromszor
gyorsabban bomlik le mint a 125I-1izozim (5. &bra). Ezek a
megfigyelések azt mutatjidk, hogy az Gj proteédz eldszeretettel
bontja az ubiquitinezett fehérjét, szemben a proteaszémaval,
amely nagyon kis aktivitdst mutatott, ha mutatott egyaltalan, az
ubiquitin-konjugatummal szemben. A proteolitikus reakcié
természetének meghatarozasdhoz az ezzel a protedzzal az
ubiquitin-125I-1izozimbdl keletkezd savban 01d6dé termékek
méretét meghatarozzuk. G25 gélsz(Qrd oszlopon végzett
kromatografiaval (0,2 mol/l natrium-acetattal és 0,1 mol/1l NaCl-
dal eéyensﬁlyba hozva) a savban 01d6dd részek egyetlen éles

csGcsban eludldédtak, hozzavetdleges molekulasGlyuk 1300 Da, a
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marker peptid, a szubsztancia P alapjén meghatdrozva. Tehat az
enzim egy endopeptidaz, és lathatdan nincs exopeptidaz
aktivitéasa.

Annak érdekében, hogy megvizsgadljuk, hogy vajon ez az Gj
protedz tartalmaz-e a proteaszdémdval kéz8s komponenseket, a
humé&n madjrészecske elleni monoklondlis antitestet [Matthews et
al., Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 86,
2597-2601 (1989), II. t&blazat], vagy a patkany mdj proteaszdma
elleni poliklonalis antitestet haszn&lunk. Akarmelyik
antitesttel végzett immunkicsapds nem érintette az Gj enzim
aktivitasat, ha lizozimmel, ubiquitin-lizozimmel, vagy
oxidalészerrel kezelt hemoglobinnal vizsg&ltuk, jollehet ezek a
kezelések kvantitative kicsapjdk a tisztitott nydlizom
proteaszémat, a l4c-kazeinnel vagy sLLVT-MCA-val végzett
vizsgalatok szerint (II. téblazat). A kiilonbdzd proteaszdma
aktivitasokat nem gatoljak k&zvetleniil az antitestek, de ezekben
a kisérletekben ezeket az aktivitésokat egyilitt eltéavolitottuk
protein A-Sepharose-zal vald kicsapdsokkal. A két multimer
protedz kdzdtti kereszt-reaktivitds hidnyat Western blottal is
megerdsitettiik, amelyben ezek a monoklondlis vagy poliklondalis
antitestek nem reagdltak az Gj proteazzal.

Nukleotid hat&sok

A III. tablazatban a nukleotidok hat&sat mutatjuk be az
ubiquitin-1251-1izozim lebont&sira, a vdzizombdl szarmazd Gj
aktivitassal. Ezekben a vizsga&latokban a Superose
kromatografisbél szarmazé aktiv csficsot ubiquitin-1251-

lizozimmel inkub&ljuk 37°C-on 1 déra hosszat. A reakcibelegy 2
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mmol/1 nukleotidot vagy 10 mmol/l PPi-t tartalmaz. Amint a III.
tablazatban lathaté, az ubiquitin-1251-1izozimnak a tisztitott
enzimmel vald hidrolizisét az ATP hétszeresére fokozta. Ezzel
szemben, az ADP vagy az AMP vagy a szervetlen foszfat nam volt
jelentds hatassal erre a folyamatra. Nem volt megfigyelhetd
serkentés a nem-hidroliz416dé ATP analdgokkal, az adenil-5'-oil-
imidodifoszféttal (AMP-PNP) és az adenozin-5'-o-tiotrifoszfattal
(ATP-gamma-S) . Ennélfogva Ggy t@inik, hogy ehhez a reakcidhoz ATP
hidrolizisre van sziikség,amint azt az Escherichia coli-bél
szArmazd ATP-t hasitd protedzoknal (La (lon) é&s Ti (clp)) és a
mitokondriumokn&l kimutattdk, valamint a proteaszdéma gyorsan
izolalt formaja&nal.

III. Tablazat

A nukleotidok hatésa az ubiggitin-lzél-lizozimnak a

vazizombdl szarmazd Gj aktivitdssal vald lebontésara

Vegylilet Relativ aktivités
semmi 100
ATP 743
ADP 113
AMP 130
AMP-PNP 90
ATP-gamma-S 103
CTP 373
GTP 435
UTP 108
PPi 118

A reakcibelegyek 1 mmolt-t tartalmaznak a
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nukleotidokb6l, illetve 10 mmol PPi-t.

Az ATP tavollétében az ubiquitin-konjugatumok
hidrolizise a tisztitott enzimmel linedris legaldbb 2 o6ra
hosszat, é&s sokszorosra fokozddik, ha ATP-t adunk hozza (5.
4bra). Ennélfogva, ez a hatds magaban foglal egy igazi
aktivalast az ATP hidrolizisén keresztiil, ink&bb, mint
egyszerfien az enzim egyszerd stabilizdlasat. Az is megjegyzésre
érdemes, hogy egy koriilbeliil 20 perces lag periddus eldzi meg az
ATP-vel vald aktivalast mind az ubiquitinezett mind a nem-
ubiqﬁitinezett lizozim esetében (5. abra). Ez az érdekes lag
periédus vildgosan az ATP serkentd hatdsdhoz kapcsolddik, nivel
nem figyelhetd meg lag peridédus ezeknek a szubsztratoknak vagy
az oxidaldészerekkel roncsolt hemoglobinnak az ATP-tdl filiggetlen
lebontasakor, ami egy linedris folyamat. Ennek az érdekes
idsfiiggésnek az alapja nem ismert, de valészinfileg annak
tulajdonithaté, hogy bizonyos addiciondlis komponensek
elvesztek. Hasonld hatasokat nem figyeltiink meg m&s ATP-
dependens proteolitikus enzimeknél eukariéta vagy prokariéta
sejtekben.

Az ATP igényt részben ki lehet elégiteni CTP-vel vagy
GTP—Qel, amelyek a fehérje lebomlas koriilbeliil négyszeres
serkentését okozzak (III. t&blazat). Ez a nukleotid igény
emlékeztet a korabbi, nukleotid specifité&sra vonatkozd
megfigyelésekre az 1500 kDa-os komplexszel valé ubiquitin-
konjugdtum lebomldsndl. Ezek a nukleotid hatasok kiilénbdznek
azoktdl is, amelyeket a proteaszdma ATP-dependens formdi

igényelnek, amikor barmely nukleotid-trifoszfat, beleértve a
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nem—ﬁidrolizélédé analégokat is, képes aktivéalni a peptid-
szubsztratok hidrolizisét, de a fehérje lebomléds serkentését
csak ATP-vel lehetett megfigyelni.

A kiilénb6z8 ATP koncentréaciékat tanulményozva a
konjugidtum degradidcidé maximdlis serkentését figyeltiik meg 1
mmol/1l koncentracidéndl. Az adatok az ATP-re 0,5 mmol/l vagy
alacsonyabb Km értéket sugallnak, ami jéval az intracelluléris
ATP koncentracidé alatt van. Teh&t ez az aktivacid fizioldégiainak
tinik, és ez a Km egyezik a tenyésztett sejteken korabban
megfigyelt kordbbi megfigyelésekkel, aholis a celluliris ATP-tdl
vald megfosztds csak akkor blokkolja a fehérje-lebontast, ha az
ATP-szintek drasztikusan csdkkentek (>75%) .

Az enzim maga meglehetdsen labilis. Ha 40°C-on téroljuk
ATP tavollétében, akkor az ubiquitin-konjugdtumokkal szembeni
aktivitas progressziv elvesztése figyelhetd meg. Még -70°C-on
is, az ubiquitin-konjugédlt lizozim, az ubiquitinnel nem
konjugalt lizozim vagy az oxid&lészerrel roncsolt hemoglobin
lebontisanak képessége 3-4 nap alatt 50%-kal csdkken. Ezt a
gyors inaktivalast meg lehet el&zni ATP vagy nem-hidroliz&lédé
analdégja, az AMP-PNP jelenlétével. Glicerin hozziadasa, amely
stabilizdlja az ATP-dependens lebontd rendszereket a nyers
kivonatokban és a proteaszémat, szintén megakad&lyozta ennek az
aktivitasnak a progressziv elvesztését, é&s az enzim teljesen
funkcidéképes hat nap elteltével. A nukleotidoknak és a
glicerinnek ez az enzimet stabiliz&16 hatéasa megfigyelhetd 40°C-
on is, ahol az inaktivalédas még gyorsabb is. A proteaszédma ATP-

dependens formidja szintén labilis, é&s nukleotidok stabiliz&ljéak;
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azonban ennek a két protedz komplexnek a stabilitasa teljesen
eltérd. Iddvel a proteaszbéma elveszti ATP-fiiggését és spontéan
akti?vé valik, az Gj enzimtdl eltérden, amely egyszerlen
elveszti az aktivitésat az ATP tavollétében. Emellett a
detergensek, amelyek a proteaszomat serkentik, ilyen példaul az
SDS vagy a zsirsavak, inaktivaljak az Gj enzimet (IV. téblazat),

ami sokkal labilisabb struktirénak ttinik.
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IV. Tablazat

Az inhibitorok hatésa az Gj proteéz kiilénbdzd

aktivitasaira és a vazizombd6l szadrmazd proteaszdméra

04 proteéz Proteaszdma

OH/O3-vel kezelt

Hozzaadva Ub-lizozim 1lizozim hemoglobin SLLVT-MCA

Relativ aktivitéas %

Semmi 100 100 100 100

DFP 96 92 91 18
(1 mmol/1l)

Cisztatin A 30 24 27 93
(4 pnmol/l)

Hemin 0 0 7 0

(0,1 mmol/1l)
NEM (1 mmol/1l) 29 27 30 37
Leupeptin 69 72 73 83
(0,1 mmol/1)
E64 100 100 100 100
(0,1 mmol/1l)
Na-oleéat 29 34 40 179
(0,125 mmol/1)
SDS (0,01%) 44 46 42 125
o-fenantrolin 48 55 54 60
(0,1 mmol/1)
Az Gj protedzt 37°C-on inkubdljuk 1 éra hosszat a
fehérje szubsztrattal és 2 mmol/1l ATP-vel. A Superose 6

kromatografi&val kapott proteaszdémat sLLVT-MCA-val inkub&ljuk.
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Az elegyeket 10 percig 20°C-on el8inkub&ljuk, mieldtt a
szubsztratot hozzdadjuk. A DFP-t DMSO-ban oldjuk, amelynek a
végkoncentracidéja (1%) nem érinti az enzimaktivitéast.

Az inhibitorok hatéasai

Az Gj ATP-dependens protedz tovabbi jellemzéséhez a
kiilénbdzd tipusG enzim inhibitorok hatésat vizsgaljuk (IV.
tablazat). A diizopropil-fluorofoszfat (DFP), amely a szerin-
proteindzok irreverzibilis inhibitora, nem érinti a konjugadtumok
lebomlasst. Az o-fenantrolin, amely a nehézfémekkel kelatokat
képez, mutat bizonyos gatlast. Ezzel szemben az N-etil-maleimid
(NEM), egy tiol-blokkolé reagens, és a tylktojas cisztatin
(cisztatin A), amely szamos papain-szerd tiol protein&z potens
inhibitora, er8sen gatolja ezt az aktivitast. HAsonldé gatléast
lehet megfigyelni a rokon human polipeptiddel, a Stefin A-val. A
cisztatinnak egy hasonld hatédsat korabban leirtédk az
ATP+ubiquitin-dependens proteolizisrdl, a nytlizomb6l szarmazd
nagyon nagy UCDEN komplexszel szemben. A Stefin A gatléasa
fiziolégiailag érdekes, mivel homoldég fehérje inhibitorok jelen
vannak szamos emlds szdvetben. Hasonld koncentracidkban a
cisztatin B 55%-os gatlast mutat, a cisztatin C-nek pedig nincs
jelentds hatésa. Jbllehet ez az Gj aktivitds egy tiol-proteédznak
tlinik, a leupeptin jelenléte csak 30%-ban gatolja, az E64
jelenléte pedig egydltaladn nem, pedig mindkettd szamos tiol-
proteindz gatldészere (ilyenek példaul a lizoszdémdlis enzimek
vagy a calpainok). A leupeptinre és az E64-re vald érzéKenységet
erdsen befolyasolja a hasadd kétést megeldzd szekvencia, és nem

mindegyik tiol proteaz érzékeny rajuk. A hemin, amely képes
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teljesen gatolni az ATP-ubiquitin-dependens proteolitikus
rendszert és a proteaszémat, blokkolja az Gj proteaz
konjugatumot lebonté aktivitdsat (IV. tablazat).

Ezek a megfigyelések azt sugalljak, hogy az Gj enzim
tiol-csoportot tartalmaz az aktiv helyén. Ennek megfelelden a
ditiotreitol fokozza az aktivitasit, és sziikséges az enzim-
funkcié fenntartasihoz. A hatasos inhibitorok minté&zata
vilégpsan megkiildnbdzteti ezt az aktivitast a proteaszématél,
amely aktivdlva szerin protedzként hat (IV. tabléazat) tdbbszdrds
katalitikus hellyel (jéllehet vannak lényeges szulfhidril
csoportjai is). Amint az a IV. tablazatban lathaté, a kiilénbdzd
inhibitorok hatasait is &sszehasonlitjuk a 125I-lizozimra és az
-OH/0Y2-vel kezelt l4c-hemoglobinra. Nagyon hasonlé gatlé
profilokat kapunk ezekkel az anyagokkal, amint azt az ubiquitin-
lizozimmel is meg lehetett figyelni. Tehat legvaldszintibbnek,
hogy egyetlen tipusiG aktiv hely vesz részt ezeknek a kiil&nbdzs
fehérje-tipusoknak a hidrolizisében.

Jé6llehet az oxidalészerrel roncsolt hemoglobin lebomlésa
fiiggetlen az ATP-t31, mig az ubiquitinezett és nem-
ubiqditinezett lizozim lebontasahoz nukleotid hidrolizisére van
sziikség, egyetlen enzim-komplex tfinik feleldsnek mind a harom
szubsztrat lebontaséaért, szamos okbdl:

a) Ez a 3 aktivitas egyiitt tisztithaté (1. és 2. abra)

b) Az ATP és a glicerin mind a harmat hasonldé médon

stabilizalja

c) A kiildnbdzd aktivitdsoknak hasonlé a pH optimuma

d) A cisztatinnak és egyéb inhibitoroknak az a



-59-

képessége, hogy csdkkenti az ubiquitin-konjugatumok
lebont&sat, korreldl azzal a képességiikkel, hogy
gatoljak mas fehérjék lebontéasat.

Ezeknek az adatoknak a legegyszerObb interpretédlédsa az
lehet, hogy mind a harom szubsztréatot egyetlen aktiv hely vagy
egyetlen tipusG hely bontja le, még akkor is, ha nehéz
megérteni, hogy az ATP miért segiti eld csak néhany, és nem az
Osszes szubsztrat lebomléasat.

Annak vizsgédlatara, hogy az ubiquitinezett és nem-
ubiquitinezett fehérjék ugyanahhoz a helyhez kdtddnek, a
tisztitott enzimet 1 6ra hosszat 37°C-on inkub&ljuk telitési
koncentraciéja (5-25 upg) lizozim, hemoglobin vagy oxidalészerrel
telitett hemoglobin jelenlétében. Ezek k&ziil a szubsztratok
kbziil egy sem csdkkenti az ubiquitin-1251-1izozim (0,5 ug
lizozimet tartalmaz) lebomlasat, jéllehet a jelzetlen lizozim és
az oxidalt hemoglobin linedrisan csdkkenti a homoldg radioaktiv
fehérjék leboml&s&t. Emellett nem mutathaté ki kompeticid a
lizozim és az oxid&lészerrel kezelt hemoglobin kdzott ezeknél a
koncentracidkndl. Az, hogy nem sikeriilt kompeticiét kimutatni a
harom szubsztrat kézdtt, azt sugallja, hogy a proteaznak
specifikus k6td doménjei vannak, amelyek felismerik ezeket a
kiil6nb6z8 fehérje szubsztratokat, valamint azt is, hogy az
ubiquitin-lizozim leboml&dsa nem jar egylitt szabad lizozim
keletkezésével.

A proteaszdédmaval vald asszocilcid

Annak k&vetkeztében, hogy az enzim képes az ubiquitinnel

konjugdlt lizozim lebontdséra, az enzim lehet egy komponense az
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1500 kDa méretd UCDEN komplexnek. Tény, hogy az Gj enzim
méretében &s kromatogriafiids viselkedésében hasonlit a
retikulocitdkbél sz&rmazd "CF-1" komponenshez. Ha igy van, akkor
komplexet képezhet a proteaszémaval ATP jelenlétében. Ennek a
hipotézisnek az ellendrzésére kdriilbeliil egyforma mennyiségd
multipaint és alaposan megtisztitott, izombdl izolalt
proteasz6mat inkub&lunk 37°C-on, Mg2+-ATP jelenlétében vagy
tavollétében. A Superose 6 gélszfirés utan kapott aktiv cslcsokat
(mindegyik 1 mg fehérje) egylitt inkubdljuk 1 mmol/1l Mg ATP
jelenlétében 30 percig, majd ugyanarra a Superose 6 oszlopra
visszﬁk fel. 1 ml-es frakcidkat szediink 0,1 ml/perc aramlési
sebesség mellett. A mintdkat ubiquitin-125I-lizozimre
vizsgaljuk.

Amint az az 5. &bran lathatd, az Mg2+-ATP jelenlétében
vald eldinkubacié lehetdvé tette egy 1300 kDa méret@ komplex
keletkezését, amely szintén bontja az ubiquitinezett lizozimet.
Az ATP vagy a Mg2t kihagyasa (5. &bra), vagy az ATP
helyettesitése az analég AMP-PNP-vel megakaddlyozza a komplex
képzddését, és az 500 valamint 700 kDa méretd enzimek valamelyes
leboml4sat is eredményezi. Ha a proteaszémat nem tessziik bele,
akkor a multipain aktivitasdban nem figyelhetd meg valtozas az
Mg2+-ATP-vel valé egyiitt inkub&dlds sora&n (nem kéz6lt adatok).
Ezek 5 megfigyelések azt is megerdsitik, hogy a multipain
készitményeknek menteseknek kell lenniiik a proteaszématél, ahogy
azt az SDS-poli(akril-amid) gélelektroforézis és a Western blot
elemzés sugallja, és azt is jelzik, hogy az ATP-vel vald

aktivalas iddbeli késése (4. &bra) nem intermolekuléris
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asszoci&cibék kdvetkezménye. Végezetiil, az in vitro keletkezd
ubiquitin-konjugatum lebontd aktivitas blokkolhatdé anti-
proteaszéma antitestekkel végzett immunolégiai kicsapéassal, Ggy
mint az el&z8 vizsgdlatokban a nativ komplexszel.

. 2. Példa

A proteaszéma és a multipain k&zdtti komplex vizsgilata,

és a komplex tulajdonséigai

Kisérleti eljarasok
A szubsztratokat (125I-1izozim, ubiquitinezett 1251-

lizozim, l4c-metil-hemoglobin &s OH valamint Oj gydkdkkel
roncsolt 1l4c-metil-hemoglobin) az 1. példaban leirtak alapjén
készitjik el.

Az izomkivonatok frakcion&dldsa - A horpaszizmokat 4-5
kilés him New Zealand White nyulakbdél (Millbrooka Farms, MA)
vagjuk ki, majd poszt-mitokondri&lis kivonatokat készitiink és
frakciondlunk DEAE cellulézon, az 1. példdban leirtak alapjan. A
DEAE celluldézra abszorb&alt és 0,5 mmol/l NaCl-dal eludlt (II.
frakcidé) fehérjéket (NH,),S04 frakciondlédsnak vetjiik ala, azzal
a céllal, hogy a szabad proteaszdémat (38-80%) a tdbbi
aktivitastdl elvalasszuk (0-38%). Mindkét frakciét
betdményitjilk, és kiildn egy Pharmacia Mono Q oszlopra visszik
(FPLC). A proteaszdéma és multipain frakcidkat emellett egy
Pharmacia Superose 6 gélsz(ird oszlopra vissziik, majd az aktiv
frakcidkat egyesitjiik, &s a tovabbi kisérletekben alkalmazzuk.

Vizsgilatok

A 1251-1iz0zim, az Ubiquitin-1251-lizozim, a l4c-kazein,

a l4c-hemoglobin és az OH/O,-vel kezelt l4c-hemoglobin
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vizsgdlatat az 1. példaban leirtak alapjan, valamint Tanaka és
munkatirsai leirasa alapjan végezzilkk [Tanaka K. et al., Journal
of Biological Chemistry, 261, 15197-15203 (1986)]. Mindegyik
mérés két éra hosszat linedris. Hacsak kiilén nem jelezziik, a
vizsgdlatokban az oszloprdl lejoétt frakcidkbdl 50 pl-es alikvot
részeket, illetve a tisztitott prote&zbdél 5 pug-ot inkub&lunk 200
ul végtérfogatban, amelynek Osszetétele 50 mmol/1l TRIS-HCl
pH=7,8, 10 mmol/l1 MgCl,, 1 mmol/l DTT és 5 ug a radioaktiv
fehérjékbsdl, 0,5 ug a 125I1-lizozim konjugatumokbdl vagy 0,5
mmol/l a fluorigén peptidbdl, a szukcinil-Leu-Leu-Val-Try-7-
amido-4-metilkumarinbdl (SLLVTA-MCA). Az ubiquitin konjugdtumok
mennyiségét az ubiquitinhez kdtétt 125I-1izozim specifikus
radioaktivitdsa alapjan szamitjuk ki. Egy egység sLLVT-MCA azt
jelenti, hogy 10 nmol MCA keletkezik 30 perc alatt.

Elektroforézis

A fehérjét Bradford médszerével mérjiik [Bradford, M.M.,
Analytical Biochemistry, 72, 248-254 (1976)]. A fehérjéket SDS-
poli(akril-amid) gélelektroforézissel vizsgdljuk (10%-os
poli(akril-amid)), Laemmli médszerének alkalmazdsdval [Pickart,

C.M. et al., Arch. Biochem. Biophys., 272, 114-121 (1989)] és

Coomassie Brilliant Blue R-250 festékkel festjiik. Nem-denaturaléd
elektroforézist 4%-os poli(akril-amid) gélben végziink, az 1.
példaban leirtak alapjan, illetve Driscoll és Goldberg leiréasa
alapjan [Driscoll, J. and A.L. Goldberg, Journal of Biological
Chemistry, 265, 4789-4792 (1990)].

Eredmények

Komplexképzddés a proteaszédma és a multipain koézoétt
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Ennek a két ATP-vel aktivalt protedznak azt a
képességét, hogy egy olyan nagyobb komplexet képeznek, amely az
ubiquitin konjugdtumokat lebontja, az aldbbiakban tovabb
definidljuk. A Superose 6 gélszliréssel kapott multipain és
proteaszéma frakcidkat ATP és Mg2t jelenlétében illetve
tavollétében 30 percig 37°C-on inkubaljuk, majd ugyanarra a
gélsz(rd oszlopra vissziik fel. Ezek a kdriilmények vezetnek
ahhoz, hogy a proteaszdéma (700 kDa) és a multipain (500 kDa)
aktivitasok legnagyobb része egy nagyobb formatumba
konvert&alédik, amely 1500 kDa-ndl elualédik. A nagyobb csics a
1251-ybiquitin-lizozim, a 125I-lizozim, az SLLVT-MCA és a l4c-
kazein ATP-vel aktivalt hidrolizisét mutatja.

Ha az ATP-t és az Mg2t-t kihagyjuk, vagy a nem-
hidroliz416d6 ATP analégot, az AMP—PNP-t.adjuk a rendszerhez az
ATP helyett, ez teljesen megakaddlyozza a komplex-képzddést.
Ezek a megfigyelések azt sugalljak, hogy a nukleotid hidrolizise
sziikséges a két enzim asszocidcidéjahoz. Mind a proteaszéma mind
a multipain sziikséges az 1300 kDa méretl komplex kialakulasdhoz;
tény, hogy ha egyediil inkubaljuk dket, akkor ezek ko&zilil az
enzimek koziil egyik sem mutatott semmilyen tendenci&t nagy
komplexek kialakitdsdra ATP és Mg2t jelenlétében. Ahogy
izolaljuk, mind a proteaszéma mind a multipain meglehetdsen
labilis a tarolas soran, jéllehet az ATP és a glicerin
valamelyest javitja a stabilitdst. Az ATP és az Mg2+
tavollétében kevesebb 8ssz-protedz é&s peptiddz aktivitéas
nyerhetd vissza az oszloprdl, és az ATP-fliggetlen aktivités

emelkedése volt megfigyelhetd. A nagy komplex izol&léasé&nal
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haszndlt Superose 6 gélsz(rd oszlopot rutinszerien ATP-t nem
tartalmazdé pufferben futtatjuk; mindazondltal, a komplex nem
disszociil jelentdsen, még az ismételt gélszlirés hatasira sem.
Tehat 4°C-on ATP-re van sziikség ahhoz, hogy a proteaszéma és a
multipain asszociaci6jat fenntartsuk.

Szamos kiilénbdzd megfigyelés alapjan azt allithatjuk,
hogy a multipain és a proteaszéma azonos mennyiségben tal&lhatd
meg 5 komplexben. Példdul ha az asszocidcids reakcibéban, vagy a
multipain vagy a proteaszdma frakciot felére csotkkentjiik, akkor
a komplexképzddés is korililbeliil a felére csodkken, ami egy
specifikus Osszetételd komplex képzddésénél varhatdé. Egy 1:1
aranyQ asszocidcid varhatd a gélszliréssel a komplexre kapott
molekulaméret (1300-1500 kDa) alapjan (700 kDa plusz 500 kDa)
valamint az SDS gélmintazatok alapjan.

Az 1500 kDa komplex polipeptid komponensei

A multipain, ha SDS poli(akril-amid)
gélelektroforézissel vizsgdljuk, akkor legalabb 6 nagy
polipeptidet tartalmaz, méretiik 70-150 kDa, ez eltér a
protéaszéma 20-30 kDa méretl alegységeitdl. Ha a proteaszéma-
multipain komplexet SDS~-poli(akril-amid) gélelektroforézissel
elemezzik (6. abra), akkor azt 1lathatjuk, hogy a tisztitott
multipainban levd Osszes polipeptidet (azaz 5 darab 70-200 kDa
kozotti csikot) tartalmazza, tartalmazza a tisztitott
proteaszdéma megismert alegységeit (azaz a 20-30 kDa kozotti
csikokat), valamint szamos, 40-110 kDa kdzdtti polipeptidet. Ez
utdébbi polipeptidek a részlegesen tisztitott proteaszédma

frakcidéban is jelen vannak (6. &bra), és beéplilnek az 1500 kDa
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méretd csikba a komplexképz&dés sordn. Ezekben a kisérletekben
sok hossz(G 1épés kombinaciéjaval tisztitott proteaszdémikat
haszndlunk (beleértve a DEAE kromatogrdfidt, az (NH4),SO4
kicsapast, a Mono Q kromatografiat és a Superose 6 gélszlrést.
Ennélfogva, a 40-110 kDa méretll polipeptideknek nagyon szoros
kapcsolatban kell 4llniuk a proteaszéméval, mivel egyiitt
tisztulnak a 700 kDa méretl részecskékkel, legaldbbis a szfirési
lépések soran.

Fontos megfigyelés, hogy ha a proteaszdéma frakciét
tovabb tisztitjuk, Affigel-blue kromatogrédfidval, oly médon hogy
f&leg 20-30 kDa méret( alegységek talalhaték SDS poli(akril-
amid) gélelektroforézissel, akkor a kapott proteaszéma nem képes
komplexet képezni a multipainnal ATP és MG2*+ jelenlétében. Tehat
az Affigel-blue lépés feltehetdleg eltavolitott néhany
komponenst, feltehetden egyet vagy tobbet a 40-110 kDa méretd
polipeptidek kodziil, amelyek sziikségesek a komplexképzddéshez.

Az 1500 kDa méretd komplex proteolitikus aktivitasa

Amellett, hogy az ubiquitin-lizozimet lebontja, az 1500
kDa méretd komplex szamos konjugédlatlan szubsztratot is lebont,
csak(gy mint a multipain és a proteaszdma (V. tablazat, 7.

abra).
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V. Tablazat

A proteaszéma, a multipain és a komplex relativ

aktivitasainak 8sszehasonlitésa kiilonbdzd szubsztratokkal

szemben

Ubiquitinezett

Aktivitas lizozim Lizozim Kazein
(#g/h x nmol)

Proteaszéma 0,3 56 24
Multipain 5 6 0
Komplex 11 92 31

*OH/05~-vel kezelt
Aktivitas hemoglobin Hemoglobin sLLVT-MCA

(egységq)

Proteaszdéma 1 30 133
Multipain 0,4 7 5
Komplex 0,7 29 162

Mindegyik fehérje szubsztrat koncentraciéja 25 ug/ml, az

ubiquitin-125I-1izozim kivételével, amelynek koncentracidja 2,5

pg/ml. (A 125I-ubiquitin-lizozim esetében ez a koncentrécid a

jelenlevd 125I-1izozim koncentraciéjara vonatkozik).

A lebomlasi sebességeket 2 mmol/l ATP jelenlétében nmol

enzimre sza&mitva sz&moljuk ki, 670 kDa-os értéket hasznilva a

proteaszéma molekulastGlyaként, 500 kDa-os értéket hasznidlva a
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multipain molekulasGlyaként és 1300 kDa-t a komplex
molekulasGlyaként.

ATP hidrolizisre nemcsak a komplex képzddéséhez van
sziikség, hanem a legtdbb szubsztrattal szembeni maximélis
aktivitashoz is. Az ubiquitin-1251-lizozim, a 125I-1izozim, az
SLLVT-MCA vagy a kazein komplex &ltal tdrténd lebomlasa linedris
sebességgel torténik, é&s az ATP 3-5-szd6rdsre fokozza (7. &bra,
illetve nem k6zdlt adatok). Jéllehet a kazein és a lizozim
komplex &ltal tdrténd lebomlasat az ATP serkenti, a hemoglobin
(egy gyenge szubsztrat) vagy az oxidalészerrel roncsolt
hemoglobin (egy sokkal jobb szubsztrdt) lebomlasat nem
befolydsolja az ATP. A proteaszOomardl &€s a multipainrédl is
kideriilt, hogy az oxidalészerrel roncsolt hemoglobint (ezekkel a
mas szubsztratokkal ellentétben) egy energia-fiiggetlen
folyamatban bontjdk le, eddig ismeretlen okbdél. Teha&t a komplex
az Osszes olyan enzimaktivitdst mutatja, amely mind a
proteaszémara mind a multipainra jellemzd, beleértve az ATP-vel
valé aktivalast is.

Az ubiquitin-konjug&dtumok nagy mennyiségben vald
eldallitasanak nehézségei miatt a vizsgalatokban rutinszerfien
alkalmazott ubiquitin-125I-1izozim koncentraciéja molarisan
kdriilbeliil tizszer alacsonyabb mint a 125I-1izozimé (a lizozim
molaris mennyisége alapjan meghatdrozva). Ha a lizozim szabad és
konjugalt form&ja ugyanabban a molaris koncentraciéban van
jelen, akkor a multipain ubiquitin-lizozimot 2-4-szer gyorsabban
hidroliz&lja mint a konjugalatlan szubsztratot.

Erdemes megjegyezni, hogy mind a lizozim, mind az
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ubiquitinezett lizozim kdriilbeliil kétszer gyorsabban bomlik le a

komplex hatésdra, mint azonos molaris mennyiségd multipain vagy

proteaszéma hatasara (V. tdblazat). Tehdt a komplexben ezek az

enzimek szinergisztikusan mkddnek a lizozimmel és az

ubiquitinezett lizozimmel szemben (VI. téablazat).

VI. tablazat

A multipain &s a proteaszdéma szinergisztikusan mikédik

az ubiquitin-lizozim konjugdtumok lebontésdban

Kezdetben hozzaadott Lebomlas az Hozzéadas a Lebomléas a
enzim 1. O6réban a 60. percben a 2. 6raban
(ng) (ng)
multipain 80 semmi 74
proteaszodma 156
cisztatin 4
proteaszdéma+cisztatin 12
proteaszdéma 9 semmi 5
komplex 71 semmi 65
proteaszodma 71
cisztatin
A VI tablazatban bemutatott adatokat az aldbbiak szerint
kapjuk: az enzimeket ekvimolaris mennyiségben adjuk az
elegyekhez, a 670 kDa, 500 kDa és 1300 kDa latszdlagos
molekulasdly alapjan. A reakcibelegyek 2 mmol/1l ATP-t é&s 500 ng
radioaktiv szubsztratot tartalmaznak. Ha kiilén jelezziik, akkor a

tyGktoj&s cisztatint 4 pmol/l koncentréaciéban adjuk a
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reakcibdelegyhez a multipain inaktivélasara. Az ubiquitin-
konjugatumok lebomldsat Ggy kovetjilik, hogy mérjiik a savban
01d6d6 radioaktivitast 60 és 120 perc elteltével 37°C-on.
Emellett, ha a proteaszéma frakcidét adjuk a multipainhoz ATP
jelenlétében, hogy ezzel lehetdvé tegylik a komplexképzddést (VI.
téblééat), egyiitt sokkal gyorsabban bontjadk le az ubiquitinezett
lizozimet mint amikor a multipain egyediil hat, illetve ha a
multipain, majd utédna a proteaszdéma frakcié hat erre a
szubsztratra (VI. tablazat). Ebben a kisérletben a
komplexképzddés kétszeres lebomlast eredményez, mint csak a
multipainnal. Emellett, ha proteaszémat adunk a multipainhoz, de
a multipaint cisztatinnal inaktivaljuk, nagyon kevés savban
01d6dé aktivitas keletkezik, vagy semennyi nem keletkezik azon
feliil, amelyet a multipain hozott létre az eldzd 6raban. Tehat
az 500 kDa-os és a 700 kDa-os enzimek szinergisztikus hatésa
csak akkor nyilvanvald, ha komplexképzddés torténik.

Jéllehet a proteaszéma frakcidnak a multipainhoz valé
hozz&adasa sokkal gyorsabb lebomlist eredményez az ubiquitin-
lizozimmel szemben mint ha csak a multipain alkalmazzuk (VI.
tablazat), a DFP-vel inaktivalt proteaszéma hozzdadasa nem
fokozza az ubiquitin-125I-1izozim lebomlasat, akkor sem, ha
ilyen kdriilmények kdzdtt komplexképzddés jatszédik le, amint azt
gélszliréssel ki lehet mutatni. A proteolitikus aktivitas tehat
nem tnik sziikségesnek a komplexképzddéshez, és a komplexen
beliil a multipain és a proteaszdéma szinergisztikusan hat,
feltéve, hogy mindkét komponens enzimatikusan aktiv. Azt is

érdemes megjegyezni, hogy ha az izolalt komplexhez (azaz azonos
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molaris mennyiségi 700 kDa és 1500 kDa méretd részecskék)
f616slegben adunk proteaszédmat, akkor ez nem fokozza tovabb az

. ubiquitin-konjugatum leboml&sat (VI. tablé&zat). Tehéat a
proteaszémaval asszocidléddé peptidédzok latszédlag nem bontjik le
jelentdsen sem az ubiquitin-konjug&tumokat sem a multipain
aktivitas termékeit, hacsak nincsenek meghatarozott
sztdchiometrikus ardnyban a multipainnal kapcsolatban.

Az ubiquitin-lizozim leboml&sinak termékei

Az ubiquitin-lizozim lebomlasanak peptid-termékeit is
vizsg4ljuk, annak elddntésére, hogy a multipainnal valé
komplexképzés megvaltoztatja-e a proteolizis mértékét (a
sebesség mellett). A szubsztratnak multipainnal vagy a
komplexszel vald inkubdlésa utdn a savban 01dédé radioaktiv
termékeket gélszilirésnek vetjik ala Sepharose G-25-6n. Amint az a
7. &bran lithatd, a multipain, mikdzben az ubiquitin-1251-
lizozimet hidrolizdlja, egyetlen éles radioaktivitasi csicsot
eredményez. A gélszlirés soran egyilitt eludlédik a P
szubsztancidval, egy linedris polipeptiddel, amelynek a
molekulasdlya 1347 kDa. Ha azonban az 1500 kDa méretti komplex az
ubiquitin-lizozim lebomlast katalizdlja, akkor nem elu&lédik
ilyen méretd 1251 aktivitads. Ehelyett az Osszes radioaktivitast
két kisebb, koriilbeliil 600 és 400 kDa méretd cslcsban taldljuk
meg (azaz koriilbeliil 5 és 3 csoportot tartalmazdé peptidekben).
Ezek a megfigyelések erdsen azt sugalljdk, hogy a proteaszdéma
peptidaz funkciéja lényeges a multipainnal inditott ubiquitin-
lizozim leboml&sinak teljessé tételéhez. Emellett, amint azt a

VI. tédblazatban is igazoltuk, mindkét enzimnek egyszerre kell
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jelen lennie, hogy ezzel a koordin&lt funkcidéjuk lehetségessé
valjon. Teh&t, ha a multipaint ubiquitin-125I-1izozimmel
inkubdlunk, majd az aktivitasat cisztatinnal gatoljuk (amint az
a VI. ta&blazatban lathatd), a proteaszdéma hozzdaddsa nem okoz
tovabbi lebomldst a multipain altal létrehozott, savban 01d6dd
peptidekben. Tehat ahhoz, hogy hatékony legyen a multipain &ltal
létrehozott peptid lebontaséban, a proteaszéménak vele
komplexben kell jelen lennie.

Az inhibitorok hatéasa

Amint az az aldbbiakban bemutatott adatokbdl
nyilvanvald, az 1500 kDa méretdl komplex érzékeny mind a
proteaszéma mind a multipain funkciéinak inhibitoraira.

Az 1500 kDa méretd komplex tovdbbi jellemzéséhez a
komponens enzimek kiilonb6z8 inhibitorait vizsgaljuk. Ezt az
alédbbi koriilmények kozdtt végezziik: Az enzimeket ubiquitin-1251-
lizozimmel inkubaljuk (komplex vagy multipain), vagy SLLVT-MCA-
val (proteaszédma), a VII. tablazatban jelzett vegyiiletek
jelenlétében. A vizsgdld elegyek 2 mmol/l ATP-t tartalmaznak. A
reakcidelegyeket 10 percig 20°C-on inkubaljuk, a szubsztrat
hozzégdasa eldtt. A DFP-t DMSO-ban oldjuk. A DMSO
végkoncentracidéja 1%, ami nem érinti a konjugatum lebomlasat. A
multipainra és a proteaszdémara vonatkozdé adatokat azonos
kisérleti koriilmények koézott kaptuk. Amint az a VII. tablazatbél
lathatdé, az izolalt komplex érzékeny mind a proteaszédma mind a
multipain funkcidék inhibitoraira. A diizipropil-fluorofoszfat
(DFP), amely a szerin prote&zok é&s a proteaszdéma irreverzibilis

inhibitora, és az o-fenantrolin, amely kelatokat képez a
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nehézfémekkel, koériilbelill 60%-ban gadtolja a konjugatum

lebomlasat. Ez utébbi megfigyelés azt sugallja, hogy egy

metalloproteindz is jelen lehet a nagyon nagy komplexben.
VII. téablazat

A komplex, a multipain és a proteaszdédma proteolitikus

aktivitasara hatdé inhibitorok hat&sainak &sszehasonlitésa

Komplex Multipain Proteaszdma

(ubiquitin-1251-1izozim) (SLLVT-MCA)

Vegyiilet Relativ aktivitas (%)
Semmi 100 100 100
DFP (1 mmol/1) 38 96 18
Cisztatin (4 umol/1l) 35 30 93
NEM (1 mmol/1) 33 29 37
Leupeptin (100 umol/l) 75 69 83
E-64 (100 umol/l) 96 100 100
Natrium-oleat (125 pmol/1l) 38 29 179
SDS (0,01%) 46 44 125
o-fenantrolin (100 pmol/1l) 57 48 60

Az inhibitoroknak a komplexre gyakorolt hatéasat
dsszehasonlitottuk azzal a hat&ssal, amit kiilén a multipainra és
a proteaszémara gyakorolnak (14sd VII. té&blazat). Az N-etil-
maleimid (NEM), egy tiol-blokkoldé &gens, és a tylktojas
fehérjéjében levd cisztatin (cisztatin A), amely széamos papain-
szerd tiol-proteindz hatékony inhibitora, 65%-kal lassitja a
komplex aktivit&sat. Az ATP-ubiquitin-dependens proteolizis

cisztatinnal valé hasonldé gatlasat irtak le korébban nydl
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izomb6él izolalt UCDEN komplexre [Fagan, J.M. et al., Biochem.
J., 243, 335-343 (1987)]. A tiol-protedzok egyéb inhibitorai,
mint példdul a leupeptin vagy az E64, nem mutattak jelentds
hatdst a komplexre, amint az varhatd volt abbél, hogy nem
képesek gatolni a proteaszémit vagy a multipaint.

Erdemes megjegyezni, hogy a komplex érzékeny mind a
proteaszéma inhibitoraira (péld&dul a DFP-re) mind a multipain
inhibitoraira (példdul a cisztatin A-ra). Tehat Ggy viselkedik,
hogy mind szerin protedz, mind tiol protedz tulajdonséagai
vannak. A detergensekr&l, példaul az SDS-rdl vagy a zsirsavakrél
(oleat) mAr korabban kdz86lték, hogy aktivaljdk a proteaszdémat
[Hough, R. et al., Journal of Biological Chemistry, 262, 8303-
8313 .(1987)], és kimutattdk réluk, hogy gatoljadk a multipaint.
Mindkét emlitett &gens gatolja a komplex miikédését. Tehat, az
ubiquitin-konjugatum komplex &ltali lebont&s&hoz sziikséges
mindkét protedz komponens. Tovdbba, ezek a megfigyelések
egyiittesen azt sugalljak, hogy a multipain inicidlja az
ubiquitin-konjugatumok lebomlisat, mig a proteaszéma teljessé
teszi (VI. tablazat és 7. &bra).

Azt is vizsgaltuk, hogy a multipain és/vagy a
proteaszéma aktiv helye befolydsolja-e azt a képességliket, hogy
komplexet képeznek. Ha a proteaszdéma frakcidt eldinkubaljuk 10
percre 1 mmol/l DFP-vel, az 1300 kDa-os struktdra képzddés még
lehetséges, még akkor is, ha a kezelés a proteaszéma funkcid
nagyon erds gatlasat okozza (VII. t&blazat). Ezzel szemben, ha a
multipaint 10 percre el&inkubdljuk 4 umol/l cisztatin

jelenlétében, akkor a komplex nem jon létre (VI. t&bléazat).
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Lehetséges, hogy a cisztatin-érzékeny proteindz is lényeges a
komplex képzddéséhez, vagy a cisztatin kotddése sztérikusan
gatolja az asszociacibés reakciét.

A nukleotidok hatésa

Az 1500 kDa-os komplex miikédéséhez sziikséges nukleotid
igény hasonlit a multipain nukleotid igényéhez (VIII. té&bl4zat,
7. &bra).

Amint az a VIII. t&bl&zatban l4thaté, az ubiquitin-1251-
lizozim komplexszel vald hidrolizisét az ATP Otszdrdsre fokozza.
Ezzel szemben az ADP vagy az AMP nincs jelentds hatéssal erre a
folyamatra. Nem lathaté serkentd hatas a nem-metaboliz&16dé ATP
analdégokkal sem, azaz az AMP-PNP-vel és az ATP-gamma-S-sel.
Ennélfogva ez a reakcidé lathatdlag igényli az ATP hidrolizisét,
amint azt kordbban kimutattdk az UCDEN hidrolizisére. Mivel az
ub-konjugitumok hidrolizise a komplexszel linedris legaldbb 2
éra hosszat ATP jelenlétében illetve tavollétében (7. &abra), és
sokszorosidra fokozddik ha ATP-t adunk hozz&, ez a folyamat
lathatélag magdba foglal egy valdédi, az ATP hidrolizise révén

lejatsz6ddé enzim-aktivaléast.
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VIII. Tablazat

A nukleotidok hatas&nak 8sszehasonlitdsa az ubiquitin-
lizozim lebomlis&ra a komplex vagy a multipain révén

Veqgylilet Komplex Multipain

Relativ aktivitas (%)

Semmi 100 100
ATP 458 743
ADP 146 113
AMP 99 130
AMP-PNP 109 90
ATP~-gamma-S 135 103
CTP 410 373
GTP 326 435
uTP 174 108
PP; 113 118

A reakcibelegy 2 mmol/l nukleotidot vagy 10 mmol/l PPj-t

tartalmaz.

Amint azt az el&z8 példaban megjegyeztiik,az ATP csak egy
hGszperces lappangdsi id& utdn fokozza a multipain aktivitasat,
aminek az ok&at nem ismerjiik. Erdemes megjegyezni, hogy ilyen
késés nem figyelhetd meg a komplexszel. Az ATP serkenti az
aktivitasat mind az ubiquitin-lizozim mind a lizozim ellen,
mindenféle késleltetési idd nélkiil (7. &bra).

Az ATP igényt részben kielégithetjiik CTP-vel vagy GTP-
vel, ami a fehérje lebomlas 3-4-szeres fokozddasat okozza (VII.

tablazat). A komplex nukleotid specifitésa emlékeztet azokra a
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korébbi megfigyelésekre, amelyeket a retikulocita kivonatok, az
UCDEN és a tisztitott multipain (VIII. t&bl&zat) ubiquitin-
konjugatumos lebontasanak nukleotid-specifit&s&ra tettek. Ezek a
hat&sok ellentétben vannak az izoldlt proteaszéma aktival&aséval,
ami csak ATP-vel fordul eld, és igy valdszinfileg egy kiildén
nukleotid-kétd fehérjét is magdba foglal.

Ha kiilénb6zd ATP koncentracidkat vizsg&lunk, akkor az
ubiquitin-konjugatumok maximdlis lebomlasat korililbeliil 0,7
mmol/1l koncentraciéndl figyelhetjiik meg. Hasonld eredményeket
lehet megfigyelni mind a multipain, mind az 1500 kDa-os komplex
esetében is (8. Abra). Ezek az adatok azt sugalljdk, hogy az ATP
Km értéke mindkét esetben 0,3 mmol/l vagy kevesebb, ami messze
az intracelluldris ATP koncentracidé alatt van. Teh&t ezeknek az
enzimeknek ATP &ltal vald aktivédlasa fizioldégidsan relevans.
Tovabba, ez a Km konzisztens a korabbi megfigyelésekkel, ami az
érintetlen fibroblasztokban lejatsz6ddé fehérjelebomlas
energiaigényére vonatkozik [Gronostajski, R., Pardee, A.B. and

Goldberg, A.L., Journal of Biological Chemistry, 260, 3344-3349

(1985) ], amelynek soran a nem-lizoszémilis fehérje lebomlas csak
akkor csokken, ha az ATP szintjét a sejtben t&bb mint 70%-kal
cs8kkentik (azaz koriilbeliil 3 mmol/1l-rél 1 mmol/l ala).

Jbllehet ezek a vizsgdlatok hangsilyozzd&k, hogy a
komplex képzddése egy asszocidcidés folyamat a proteaszdéma és a
multipain k6zo6tt, a komplex azonban vildgosan kimutathatdéan még
4-5 azonositatlan polipeptidet tartalmaz, molekulasGlyuk 65-110
kDa, valamint egy koriilbeliil 40 kDa méretll f& csikot, Amerikai

Egyesiilt Allamok megfelel az eldzdkben emlitett proteaszéma
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inhibitornak. Ezek a kiilénb$z8 csikok a részlegesen tisztitott
proteaszéma készitményekben taldlhatdék meg. A legvaldészinQbb,
hogy ezek a polipeptidek szorosan kdtddnek a proteaszdéméhoz,
mivel egyiitt tisztulnak ezekkel a részecskékkel az amménium-
szulfatos kicsapas, a DEAE Mono Q és gélszliréses kromatogréafia
sor&n. Ezek azonban nem felelnek meg a j61 defini&lt 20-30 kDa-
os alegységeknek, amelyek koziil szémosat klénoztak és
szekvencidjukat meghataroztak, és igazoltdk rdéluk, hogy
hasonlitanak egymasra [Fujiwara, T. et al., Biochemistry, 28,
7332-7340 (1989)]. Ezek koziil a nagyobb polipeptidek koziil
legalibb néhdnynak lényegesnek kell lennie a komplex képzddése
szempontjabél, mivel a jobban tisztitott proteaszdéma
készitmények nem képesek a multipainnal asszoci&lédni ATP
jelenlétében.

Ezeknek a polipeptideknek a természete és funkcidjuk a
nagyobb komplexben nem biztos. Az SDS-poli(akril-amid)
gélelektroforézis alapjan megfigyelt egyik jellegzetes komponens
egy 40 kDa-os polipeptid, amelyrdl igazoltuk, hogy megfelel a
nagymolekulasilyl protedzok Murakami é&s munkatdrsai altal leirt
[Murakami et al., Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA, 83, 7588-7592 (1986)] 250 kDa-os inhibitorénak.
Emellett a retikulocit&kndl szerzett bizonyitékok azt mutatjék,
hogy ez az inhibitor megfelel az 1500 kDa-os komplex harom
komponense k&ziil egynek (CF-2). Nemrég sikerililt egy ATP-azt
tisztitani, amely megfelel a 95-105 kDa-os proteaszémdhoz
kapcsoldédé fehérjék koziil egynek, és amely szabdlyozhatja a

proteaszéma aktivitisit a komplexen beliil. A multipainnak és a
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nagyobb komplexnek tartalmazniuk kell olyan helyeket, amelyek
felismerik az ubiquitin-konjugadtumokat, amelyek lebontjdk a
poli-ubiquitin lancokat (ez egy izopeptiddz aktivitéas), és
amelyeknek cisztatin-érzékeny proteolitikus aktivitasuk van.
Ezaltal, amellett, hogy az ubiquitinezett lizozimet kis
peptidekre bontja, az izoldlt multipain gyorsan lebontja a
t6bbsz6rdsen ubiquitinezett fehérjét, ubiquitint és fehérjét
szabaditva fel.

Az 1500 kDa-os komplexben a proteaszéma és a multipain
szinergisztikusan hat az ubiquitinnel konjugalt fehérjék
lebontasa soran. A konjugatum lebomlasdnak mind a sebessége mind
a mértéke nagyobb a komplexszel mint csak a multipainnal.
Emellett, ez a szinergizmus csak akkor lathatd, ha a multipain
és a proteaszdéma egymdshoz kapcsolédik. Ha a szubsztritokat
eldszo6r a multipainnal majd a proteaszdédmaval hozzuk
érintkezésbe, vagy ha az 1500 kDa~os komplexeket f&l&slegben
levd proteaszdémakkal keverjiikk &ssze (VI. tablazat), akkor ez nem
eredményezi az ubiquitin-lizozim gyorsabb lebomlasat. Mivel a
proteasz6mdk magukban nem emésztik ezt a szubsztratot, az elsd
tamadast a multipainnak kell intéznie, majd a termékek tovabbi
emésztéséhez kell a proteaszdéma. Erdemes megjegyezni, hogy ha a
proteaszomat a multipain utdn adjuk a reakcidelegyhez, akkor nem
emészti tovabb a multipain &ltal termelt radioaktiv peptideket,
amint azt teszi a komplexben (7. &bra), ahol ezek a proteé&zok
lathatdéan integrdalt valészinfileg processziv médon mkédnek. A
komplex roévid oligopeptideket eredményez, jéllehet in vivo és a

retikulocita kivonatokban a fehérjéket egészen szabad



-79=

aminosavakig emészti. Valészin(ileg m4s exopeptidazok
kataiizéljék ennek a hidrolitikus lebont&si Gtnak a teljes
lejatszbdasat.

A komplex mtk&déséhez vilagosan sziikséges az egyes
komponens protedzok proteolitikus aktivitésa, mivel érzékeny
mind a multipain inhibitoraira (cisztatin, zsirsavak, SDS), mind
a proteaszéma inhibitoraira (DFP). J6llehet a lizozim és az
ubiquitin-lizozim lebont&sa magdba foglalni latszik mind a két
enzim szinergisztikus hatédsat, a proteaszéma-specifikus
aktivitasok (peptid vagy kazein lebontdas) véaltozatlannak t(nik a
komplex kialakulédsa utdn. frdekes, hogy a komplex és a multipain
hasonld koncentraciéban igényli az ATP-t a maximilis
aktivitashoz, és mindkettdt aktivdlja mind a GTP mind a CTP.
Ez&dltal egy, a multipainnal asszocidlédé ATPaz tlnik a
sebességmeghatarozénak a komplex aktivitasa szempontjibdl,
j6llehet tovabbi ATP hidrolitikus 1épések, amelyek feltehetden
eltérd ATP-azokat hasznalnak, szintén fontosak ebben a
bioszintézis Gtban, a komplexképzddésben és a proteaszdéma
aktivalisaban. A komplexképzddésnek egy érdekes kdvetkezménye
az, hogy eltinik a multipain ATP-aktivdlasandl megfigyelt hosszi
lag periddus. Ha a lag fazis in vivo is eldfordul, akkor ez azt
jelentheti, hogy ha egy multipain molekula egyediil megkdt egy
ubiquitin-konjugatumot, akkor a fehérje degraddcidé nagyon lassan
jatszédik le, egészen addig, ameddig a multipain is
kdlcsdnhatasba 1lép a proteaszémaval és nagyobb, aktivabb

lebontasi komplexet képez.
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3. Példa

A citosz61 ATP-dependens proteolitikus lebontdsi Gt

aktivalasdnak jigazol&sa vazizom ideqirt&s hat&sira

bekdvetkezd sorvaddsa sorén

Amint azt a 3. és 4. példdban leirjuk, a nem-
lizoszémdlis (citoszdl) ATP-filiggetlen proteolitikus lebontédsi Gt
aktivalasat haréantcsikolt (vaz) izomban igazoltuk idegirté&sos
sorvadds és éhezés sordn, és igazoltuk, hogy ez a felelds a
megndvekedett fehérjelebontds legnagyobb részéért, amely mindkét

&llapotban el&fordul.

Anyaqgqok
Minden anyagot a Sigma Chemical Co.-t6l1l vasdroltunk (St.

Louis, MO), hacsak kiilén nem jelezziik. Az E-64c és a leupeptin
Dr. H. Hanada ajandéka (Taisho Pharmaceutical Co., Tokié,
Japén) .

Az izmok inkubdlisa

Ezekben a kisérletekben fiatal (60-80 g-os) him Charles
River patkanyokat alkalmazunk, amelyek kedviik szerint
fogyaszthattak vizet és Purina Lab Chow t&pot. A talpemeld
izomban idegirtast végeztiink az eldzdkben leirt médon [Furuno K.

et al., Journal of Biological Chemistry, 265, 8550-8557 (1990)],

majd kontrollként 1latszatbdél operdlt patkanyokat haszniltunk. Az
ildideg kivagasa utan, vagy a taplalék megvonisa utan kiilénbdzd
iddpontokban elpusztitottuk a patkanyokat, és a talpemeld izmot
vagy az extensor digitorum longus-t (EDL) kivAagtuk és in vitro

inkubéltuk, az eldzdkben leirt médon [Furuno K. et al., Journal

of Biological Chemistry, 265, 8550-8557 (1990); Baracos, V.E. et
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al., Am. J. Physiol., 251, C588-596; Kettlehut, I.C., Am. J.
Physiol., in press (1991)]. Egy egybér&s eldinkubalés utan az
izmokat friss kdzegbe tessziik, majd két 6ra elteltével mérjiik a
tirozin felszabadulasit. A legtdbb kisérletben hasznalt Ca2+t-
mentes Krebs-Ringer bikarbonat puffer Osszetétele: 5 mmol/l
gliikéz, 0,5 mmol/l cikloheximid, 4 pg/ml inzulin, 0,17 mmol/1l
leucin, 0,1 mmol/l izoleucin, 0,2 mmol/l valin, 10 pmol/l
metilamin &s 50 umol/l E-64. Ahhoz, hogy az izmokbdél elvonjuk az
ATP-t, dinitrofenollal inkubaljuk 8ket (0,1 és 0,5 mmol/l), majd
2-dézoxiglﬁkézza1 (5 mmol/l), miutdn a gliik6zt eltavolitottuk a
kbzegbdl.

Az Osszes fehérjelebomlas méréséhez a tirozin sejtekbdl
valdé felszabaduldsit olyan kériilmények kdzott kdvetjik, amely
kdriilmények kozdtt a fehérje-szintézis blokkolva van. A 3-metil-
hisztidin akkumuldlédasat Ggy mérjiik, hogy kovetjik a
miofibrillaris fehérjék lebomlasat; a 3-metil-hisztidin és
specifikus &sszetevdje az aktinnak és a miozinnak [Goodman,
M.N., Biochem. J., 241, 121-127 (1987); Lovell, B.B et al.,
Metabolism, 35, 1121-112 (1986)]. A proteolitikus sebesség
szaAmit&sihoz a tirozin vagy a 3-metil-hisztidin nettéd
felhalmozb6dasat a tdptalajban kombindljuk barmely valtozéssal,
amely ezeknek az aminosavaknak az intracellulédris pool-j&ban
eldfordul. Az ilyen valtozasok elhanyagolhaték, vagy kicsinyek,
azokkal a mennyiségekkel Osszehasonlitva, amelyek a kdzegbe
keriiltek, amint azt az eldbbiekben megjegyeztiik [Furuno, K. et
al., Journal of Biological Chemistry, 256, 8550-8557 (1997); Li,

J.B. and Goldberg, A.L., Am. J. Physiol., 231, 441-448 (1976);
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Baracos, V.E. and Goldberg, A.L., Am. J. Physiol., 251, C588-596

(1986); Tischler, M. et al., Journal of Biological Chemistry,

257, 1613-1621 (1982)].

Az izmok ATP tartalmat metabolikus inhibitorokkal vagy
azok nélkiil végzett eldinkubalas utdn hatarozzuk meg, az
eldzdkben leirt médon [Gronostajski, R., Pardee, A.B. and

Goldberg, A.L., Journal of Biological Chemistry, 260, 3344-3349

(1985); Baracos, V.E. and Goldberg, A.L., Am. J. Physiol., 251,
C588-596 (1986)].

Eredmények

Az ATP megvonds hatdsa a proteolizisre a vézizomban

Egy egyszerl kisérleti mdédszert fejlesztettiink ki arra,
hogy megfeleld médon mérjiikk az ATP-dependens rendszert az
érintetlen izomban in vitro.

Annak ellenére, hogy az izomkivonatok tartalmazzdk az
ATP-ubiquitin-dependens rendszert [Matthews, W. et al.,
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 86, 2597-

2601 -(1989); Fagan, J.M., Biochem. J., 243, 335-343 (1987)] és

az ATP-vel aktivalt protedz komplexeket [Driscoll, J. and
Goldberg, A. L., Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA, 86, 787-791 (1989); Fagan, J., Journal of
Biological Chemistry, 264, 17868-17872 (1989)], az erdfeszitések
sorra kudarcot vallottak, amelyekkel a proteolizis visszaesését
akartak demonstr&lni annak hatdsara hogy metabolikus

inhibitorokkal megfosztjdk az érintetlen izmokat az ATP-tdl

[Goodman, M.N., Biochem. J., 241, 121-127 (1987)]. Mas vizsgalt

sejtekben, beleértve a fibroblasztokat, hepatocitakat,
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retikulocitikat vagy az Escherichia colit ([Etlinger, J. and
Goldberg, A.L., Proceedings of the National Academy of Sciences,
USA, 74, 54-58 (1977); Gronostajski, R. et al., Journal of
Biological Chemistry, 260, 3344-3349 (1985); Goldbert, A.L. and
St. John, A., Ann. Rev. Biochem., 45, 747-803 (1976)] kiderlilt,
hogy azok az agensek, amelyek blokkolj&k az ATP termelését, a
fehérje lebomlasat 50-90 sz&zalékban gatoljdk. Ha azonban a
patkanyl&b izmait inkubdljuk normdl taptalajban (amely tartalmaz
ca2+ jionokat) cikloheximiddel, dinitrofenollal (DNP) és 2-
dezoxigliikézzal, akkor az izom ATP-tartalma tSbb mint 90%-kal
csdkken, a teljes proteolizis mégis 80-200 %-kal nd [Fulks, R.
et al., Journal of Biological Chemistry, 250, 190-298 (1975)].
Mind a s6tét talpemeld izom mind a vildgos EDL izom hasonléd
aktivaloédast mutat a proteolizisben az ATP-megvondst kdvetden,
mint a talpemeld izmok az &llatokban végzett idegirtast vagy az
allatok kétnapos éheztetését kovetden. Ez az emelkedés a
proteoclizisben akkor is megfigyelhetd, ha az izmokat olyan
kdrilmények kdzdtt inkubaljuk, amelyek csokkentik a nettd
fehérje lebomlast (azaz fesziiltség alatt vald inkubéalas
inzulinnal és aminosavak jelenlétében) [Baracos, V.E. and

Goldberg, A.L., Am. J. Physiol., 251, C588-596 (1986)]. Ilyen

korilmények ko6zott az izmok megmerevednek, ami jellemzd az ATP
megvonasra. Szamos Kkiilénbdzd bizonyiték (lasd az alébbiakban)
azt mutatja, hogy a proteolizisnek ez a rendellenes aktivéalésa
annak a kdvetkezménye, hogy ha az izombdl eltavolitjuk az ATP-t,
akkor Ca2* ionok lépnek a citoszblba é&s aktivaljak a ca2+-

dependens protedzokat, és a teljes proteolizis igy bedlld
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serkentése elfedi az ATP-dependens lebontdsi folyamatok egyidejd
csbkkenését (lasd IX. tablazat é&s 10. abra).
IX. tablazat
A kiildnb®zd sejt-protedzok inhibitorainak és az ATP
termelésnek a hatdsa a miofibrilliris- és az &ssz-fehérije

lebomlisira az idegirtott talpemeld izomban

Gatolt Osszfehérije Miofibrilliris fehérjék

lebontési Gt tirozin 3-metilhisztidin

felszabaduléas felszabadulas

(pmol/mg/2h) % (pmol/mg/2h) %
Semmi 328%10 100 5,11%0,21 100
Lizoszémalis 330+11 100 5,05+0,19 99
+Ca2+t dependens 324*10 99 5,23%0,22 100

+ lizoszémalis

ATP dependens 112114%* 34 2,24%0,17%* 44

lebontéasi Gt +ca2*

dependens +

lizoszéméalis

Az értékek 5 izom Atlag*SEM értékei, az lildideg kivagésa

utan harom nappal. A szignifikéns kiilénbség *p<0,01. A fehérje
leboﬁlését pihend izmokban mértiik pihend hossz mellett, ca2+
mentes Krebs-Ringer bikarbonadt pufferben, amely inzulint és
aminosavakat tartalmaz. A metilamin (10 pmol/1l) a lizoszbmalis
proteolizis inhibitora, az E-64c (50 pmol/l) gé&tolja mind a
lizosz6émalis tiolprotedzokat mind a calpaint, dinitrofenolt (0,1

mmol/l) é&s 2-dezoxigliikdézt (2DG) (5 mmol/l) az ATP-dependens



-85~

lebont&si Gt g&tl&sa cé&ljabdl tettiik a reakcibelegybe. A gliikézt

kihagytuk a DNP-t és a 2-dezoxigliikézt tartalmazé kdzegekbdl.

Az ATP-dependens proteolizis inkub&lt izmokban valé

mérésének koriilményei
Ki lehetett alakitani olyan inkubalasi kdriilményeket,

amelyek koézdtt az ATP-dependens és energiafliggetlen lebontéasi
folyamatot egymastdl filiggetleniil lehet mérni. Ahhoz hogy mérjiik
az ATP-dependens folyamatot, ahhoz az kellett, hogy
megakadalyozzuk a Ca2* dependens prote&dzok ATP-megvonds hatasira
bekévetkezd aktivalodasat (lasd fent). Az izmokat ennélfogva
nyugalmi hosszukban tartottuk ([Baracos, V.E. and Goldberg,
A.L., Am. J. Physiol., 251, C588-596 (1986)] Ca2t mentes
taptalajban, amely E-64c-t, a calpainok egy hatasos inhibitorat
tartalmazta [Hanada, K. et al., Agric. Biol. Chem., 42, 523-528
(1978) ). A korabbi vizsgdlatok igazoltdk, hogy ezek a
koérilmények blokkoljdk a proteolizis aktivalasat anoxias
(réviditett) izmokban [Baracos, V.E. and Goldberg, A.L., Am. J.
Physiol., 251, C588-596 (1986); Kettelhut, I.C. et al., Am. J.
Physiol. (1991) in press], illetve Ca2*% ionofdrokkal vald

kezelésre [Zeman, R.J. et al., Journal of Biological Chemistry,

260, 13619-13624 (1985); Baracos, V.E. and Goldberg, A.L., Am.

J. Physiol., 251, C588-~596 (1986)]. Amint azt az eldz&kben
leirtuk, ebben a téaptalajban az ATP termelés inhibitorairél
kiderﬁlt, hogy cstkkentik a fehérjék lebomlasat az izomban (9.
abra), ugyan(Ggy mint mds sejtekben [Gronostajski, R. et al.,

Journal of Biological Chemistry, 260, 3344-3349 (1985);

Goldbert, A.L. and St. John, A., Ann. Rev. Biochem., 45, 747-803
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(1976) 1. Ahhoz hogy megakadAlyozzuk a lizoszbém&lis fehérje

lebomlast ezekben az izmokban [Furuno, K. and Goldberg, A.L.,

Biochem. J., 237, 859-864 (1986); Z2Zeman, R.J. et al., Journal

of Biological Chemistry, 260, 13619-13624 (1985); Furuno, K. et

al., Journal of Biological Chemistry, 256, 8550-8557 (1990)], az
inkubdlé taptalaj tartalmaz inzulint és aminosavakat is, ami
elnyomja az autofagiat [(Dicem, J.F., FASEB J., 1, 349-356
(1937); Lardeux, B.R. and Mortimore, G.F., Journal of Biological
Chemistry, 262, 14514-14519 (1987)], valamint tartalmaz
metilamint is, amely a lizoszémilis savasodas inhibitora [Poole,
B. and Okhuma, S., Journal of Cellular Biology, 90, 665-669
(1981) ]. Emellett az E-64c inaktivalja a lizoszémalis tiol-
protedzokat (katepszin B, H 1ls L) az intakt izmokban [Baracos,
V.E. et al., Am. J. Physiol., 13, E702-710 (1986)]. Ezek az
inkubalasi korilmények nem érintik az ATP vagy a kreatinfoszféat
szintjét a szbvetekben, illetve a fehérjeszintézis sebességét

[Baracos, V.E. and Goldberg, A.L., Am. J. Physiol., 251, C588-

596 (1986); Kettlehut, I.C., Am. J. Physiol., in press (1991)].
Akkor is, ha a lizoszémilis és a Ca2t-dependens
proteolitikus rendszereket blokkoljuk, az izmokban a
fehérjelebontas sebessége linedris volt (10. abra). Ezek a
sebességek hasonldak voltak azokhoz, amelyek az inhibitorokat
nem tartalmazdé komplett taptalajokban tartott izmokban mérhetdk

[Baracos, V.E. and Goldberg, A.L., Am. J. Physiol., 251, C588-

596 (1986); Kettlehut, I.C., Am. J. Physiol., in press (1991);
Baracos, V.E. et al., Am. J. Physiol., 13, E702-710 (1986)]. Ez

a megfigyelés megegyezik azokkal a korabbi vizsgdlatokkal,
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amelyek azt mutatjak, hogy a lizoszémalis és Ca2t-dependens
folyamatok nagyon kis mértékben jarulnak hozz& az "alapszintd"
fehérje lebontashoz [Rechsteiner, M., Ann. Rev. Cell. Biol., 3,
1-30 (1987); Dicem, J.F., FASEB J., 1, 349-356 (1987);
Gronostajski, R. et al., J. Cell. Physiol., 121, 189-198 (1984);

Furuno, K. and Goldberg, A.L., Biochem. J., 237, 859-864 (1986);

Zeman, R.J. et al., Journal of Biological Chemistry, 260, 13619-
13624 (1985); [Baracos, V.E. and Goldberg, A.L., Am. J.

Physiol., 251, C588-596 (1986)]. Ha normal talpemeld vagy EDL

izmokat ebben a kdzegben 96%-ig megfosztunk az ATP tartalm&tdl
(dinitrofenollal és 2-dezoxigliikézzal) akkor a fehérje lebomléas
50-70%-kal csdkken (10. &bra), ami hasonlit a fehérje
lebomlasnak ahhoz a frakciéjdhoz, amely a fibroblasztokban ATP-
dependens [Gronostajski, R. et al., Journal of Biological

Chemistry, 260, 3344-3349 (1985)]. Ennek az ATP-dependens

komponensnek a mennyiségi meghatdrozasdra az egyik combban
lecsdkkentettiik az ATP mennyiségét, mig az ellenoldali izom
szolgdlt kontrollként. Osszehasonlitottuk a fehérjelebomlas
sebességét a két izomban. Az Osszes fehérjelebomlds nettd
novekedése tartalmazza az ATP-dependens komponenst é&s igy nagyon
reproduk&lhatdéan mérhetd a kiilonb6zd fizioldégiai &llapota
izmokban (9. abra) [Kettelhut et al., Diabetes/Metab., Rev., 4,
751-772 (1988); Han, H.Q. et al., Federation Proc., 2, A564
(1988); Kettelhut, I.C. et al., Federation Proc., 2, A564
(1988)].

Az izmok ATP-t81 vald megfosztdsdhoz az izmokat 1 o6ra

hosszat el8inkubaljuk 2,4-dinitrofenollal (DNP) és 2-
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dezoxigliikézzal, hogy blokkoljuk az oxidativ foszforilaciét és a
glikolizist. A fibroblasztokban [Gronostajski, R. et al.,
Journal of Biological Chemistry, 260, 3344-3349 (1985)] és a
hepatocitdkban [Hershko, A. and Tomkins, G.M., Journal of
Biological Chemistry, 246, 710-714 (1971)] ezek az &gensek
reverzibilisen blokkolj&k az ATP termelését és a fehérje
lebomlast. Egyik inhibitor sem érinti az ATP-dependens vagy
energia filiggetlen proteolitikus rendszereket az izom sejtmentes
kivonataiban. Tipikusan a DNP-vel (0,1 mmol/l) és 2-
dezoxigliikézzal (5 mmol/1l) vald egydrds eldinkubdlas >85%-ban
csdkkenti az ATP-tartalmat, a normadl izmokban 0,5 mmol/l DNP 5
mmol/1 dezoxigliikézzal >96%-ban cs&kkenti az ATP mennyiségét.
Ezek a kezelések hasonld cstkkenést okoznak az ATP-tartalomban
az idegirtott izmokban és éheztetett &llatokbdl szarmazd
izmokban, amelyeknek az indulasi ATP tartalmuk hasonlé a
kontroll izmokéhoz. Ezek a kiilonbdz& DNP koncentrdcidék hasonld
csdkkenést okoznak a fehérje lebomlasdban. Ezekben az ATP-t&l
megfosztott szdvetekben a maradék (energia-fiiggetlen) fehérje
lebomlas sok 6ran at linedris, &s a tirozin intracelluléris
pooljai hasonldak az ellenoldali (kezeletlen) izmokéihoz.

Valtozasok a fehérje lebomlésban idegirtésos sorvadas

soran

Ha egy patkanynak az {ildidegét kivagjuk, akkor a
hasznalatlan talpemeld izom azon a l&bon gyors sorvad&asnak
indul, és harom napon beliil elveszti sGly&nak és fehérje-
tartalm&nak koriilbeliil 30%-at [Furuno, K. et al., Journal of

Biological Chemistry, 256, 8550-8557 (1990); Goldspink, D.F.,
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Biochem. J., 156, 71-80 (1976)]. Ezalatt az idd alatt a teljes

fehérje lebomlas ndvekszik é&s 3 nap elteltével 2-3-szor nagyobb
mint az ellenoldali kontroll talpemeld izomban [Furuno, K. et
al., Journal of Biological Chemistry, 256, 8550-8557 (1990)].
Hasonld ndvekedés figyelhetd meg az 6sszes fehérje lebomlasban,
ha az idegirtott és kontroll izmokat norm&l Krebs-Ringer
bikarbonatban inkubdljuk, vagy olyan koriilmények kdzdétt, amelyek
megakaddlyozzdk a lizoszémalis vagy ca?t dependens proteolizist

[Furuno, K. et al., Journal of Biological Chemistry, 256, 8550-

8557 (1990)].

Annak vizsgalatara, hogy az ATP-dependens lebontasi 4t a
felelds-e a fokozott fehérje lebontésért, a sorvadd és a
kontroll talpemeld izmot az ideg kivagdsa utén kiilénbdzd
iddpontban megfosztjuk az ATP-t8l, az eldzdkben leirt médon. A
kontroll kisérletek azt mutatjdk, hogy sem a 3 napig tartéd
idegirtas, sem az éhezés nem érinti az izom kiindulasi ATP-
tartalmit, sem a DNP-vel és dezoxigliik6ézzal indukdlt ATP
cstkkenés (IX. tablazat). A cellularis ATP eltdvolitasa azonban
sokkal nagyobb netté ndvekedést okoz a proteolizisben az
idegirtott izmokban mint a kontrollban (9. &bra). Példaul egy
jellemz& kisérletben ezek az inhibitorok a kontroll talpemeld
izomban 43%-kal csdkkentik a proteolizist (53*13 pmol/mg/2h), és
64%-kal a 3 napja idegirtott talpemeld izomban (146%13
pmol/mg/2h) (p<0,01). Az ATP eltadvolit&sa utan a proteolizis
megmaradd szintje nem kiildnbdzik az idegirtott és a kontroll
szdvetekben (9. &bra). Tehdt a sorvaddé izmokban egy nem-

lizosz6émalis ATP-dependens proteolitikus folyamat latszik
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aktivalédni, mig nincs valtozas a maradék energia-fiiggetlen
folyamatban.

Az Osszes fehérjelebontds a talpemeld izomban egy nappal
az ideg kivA&gasa utan fokozédik, majd egyre jobban nd a
kdvetkezd 3 napban (9. &bra). Az ATP-dependens komponens
parhuzamosan fokozddik az ¥sszes proteolizissel ez alatt az idd
alatt. Ezzel szemben, az energia-fliggetlen folyamat végig
4llandé maradt, Tehat az energia-fliggetlen folyamat egy eltérd
folyamatot képvisel, és nem csak egy miitermék, ami annak a
k6vetkezménye, hogy nem sikeriil teljesen blokkolni az ATP-
dependens lebontasi utat. Az ATP-igényes folyamat fokozbédasa
tehetd feleldssé az Osszes megndvekedett fehérje lebontéasért az
idegirtott, ilymdédon fenntartott izomban (9. &bra).

4. Példa

A citoszdl ATP-dependens proteolitikus lebontasi Gt

aktivaldédasanak kimutatlsa éhezés kdvetkeztében sorvadéd

vazizomban

Az éheztetés és Gjra tadpldlas hatésai

Az éheztetett patkanyok izmait tanulményozzuk annak
vizsgdlatara, hogy vajon ez a lebontéasi folyamat més fizioldgiai
koériilmények kozdtt aktivalédik-e, ahol az izomfehérje lebomléasa
fokozddik. Az élelemtdl megfosztott dllatokban az izomfehérje
gyors novekedése figyelhetd meg, ami lényegesnek t@nik ahhoz,
hogy a szervezetet a glilkoneogenezishez sziikséges aminosavakkal
lassuk el [Li, J.B. and Goldberg, A.L., Am. J. Physiol., 231,
441-448 (1976); B.B. Lowell et al., Biochem. J., 234 237-240

(1986) ; Goldberg, A.L. et al., Federation Proc., 39, 31-36
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(1980); Lowell, B.B et al., Metabolism, 35, 1121-112 (1986)].
Amikor az éheztetett &dllatokbdl sz&rmazé EDL izmokat olyan
korilmények kdzdtt inkubdljuk, amelyek blokkoljék a lizoszdémilis
és a Ca2t-dependens lebomlasi folyamatokat, akkor ezekben az
Ossz-proteolizis nagymértékdl névekedést mutat (10. &bra),
Osszhangban a 3-metil-hisztidin termelésnél megfigyeltekkel
{Lovell, B.B et al., Metabolism, 35, 1121-112 (1986)]. Ha
azonban az éheztetett vagy t&plalt Allatokbdl szarmazd izmokat
metabolikus inhibitorokkal inkub&ljuk, hogy megakadalyozzuk az
ATP-igényes folyamatot, akkor ezek a kiilénbségek a fehérje
lebont&s sebességében eltinnek. Teh&at éhezésnél az izom
proteolizis névekedése egy energia-igényes nem-lizosz6émélis
folyamat k&évetkezményének tlinik.

Az ebben az ATP-igényes folyamatban bedlld ndvekedés
nyilvanvaldéva valik egy nappal a tdpldlék megvondsa utan, és ez
lehet a felelds az Osszes megndvekedett proteolizisért, ami az
EDL izomban lathaté ilyen inkub&léasi koriilmények kozott (12.
dbra). Ehezésnél az dssz-proteolizis ndvekedése nagyobb a
vildgos izmokban, azaz példdul az EDL-ben, mint a sotét
talpemeld izomban [Li, J.B. and Goldberg, A.L., Am. J. Physiol.,
231, 441-448 (1976)]. Ennek megfelelden a talpemeld izom egy
hasonld, de kisebb noévekedést mutat az ATP-dependens
folyamatban. A talpemeld izomban az &tlagos ndvekedés éhezés
soran 20-48%-kal kisebb mint a vilagos EDL-ben (p<0,01).

A patkanyok Gjra tapldlasdval az EDL~ben a fehérje
lebomlds az alapszintre csdkken vissza 1 nap alatt (10. &bra).

Ez a valasz ismét az ATP-dependens folyamatban be&lld valtozés
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kdvetkezménye, anélkiil, hogy valtozas &llna be az energia-
filggetlen lebontéasi Gtban.

Az idegirtdsos sorvadas egyik f& tulajdonséaga a
miofibrillaris fehérjék megkiildnbdztetett vesztése, de a
felgyorsult lebomlasért felelds rendszert még nem sikeriilt
azonositani [Furuno, K. et al., Journal of Biological Chemistry,

256, 8550-8557 (1990)]. Ezeknek a fehérjéknek a lebomléasa

kdvethetd, ha mérjiik a 3-metil-hisztidin keletkezését, amely az

aktin specifikus alkotéeleme, és bizonyos esetekben a mioziné is

(Goodman, M.N., Biochem. J., 241, 121-127 (1987); Lowell, B.B et
al., Metabolism, 35, 1121-112 (1986)]. Ha ezeket a fehérjéket
hidroliz&ljuk, akkor ez az aminosav nem haszndlhaté Gjra a
fehérjeszintézisnél, tehat megjelenése a miofibrilléris fehérje
lebomlasat jelzi [Goodman, M.N., Biochem. J., 241, 121-127
(1987); Lowell, B.B et al., Metabolism, 35, 1121-112 (1986)]. A
3-metil-hisztidin fokozott keletkezése az idegirtéas utén
jelentdsen csdkkenthetd az ATP termelés blokkolasaval, de nem
érintik az olyan kezelések, amelyek megakaddlyozz&8k a
lizoszémalis és a Ccal2t-dependens proteolizist [Furuno, K. et
al., Journal of Biological Chemistry, 256, 8550-8557 (1990)].
Ezek a megfigyelések, valamint az &ssz-fehérjelebontasra
vonatkozé megfigyelések azt mutatjdk, hogy egy nem-lizoszdémilis

ATP-dependens folyamat felelds els&sorban az izomsorvadasért.
5. Példa
Vizsgdlatok sejtmentes kivonatokban az ATP-ubiquitin-
dependens rendszer aktivaldsanak becslésére

A proteolizis mérése izomkivonatokban
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T4plalt és éheztetett nyulakbdl szérmazbé horpaszizmokat
haszndlunk arra, hogy elegendd anyaghoz jussunk az ATP-dependens
rendszer sejtmentes kivonatokban valé vizsgdlatahoz. Az
éheztetett nyulakat elég hosszG ideig fosztjuk meg a t4plaléktdl
ahhoz, hogy koriilbeliil 20%-os legyen a testsGly-veszteségiik
(hasohlé ahhoz, amit az egy napig éheztetett patké&nyoknal
tapasztalunk). Az allatokat érzéstelenitjilk, majd horpaszizmukat
kivagjuk, és az eldzdkben leirt médon homogenizdljuk [Fagan, J.,
Journal of Biological Chemistry, 261, 5705-5713 (1986)].

Centrifugdlas utdn (10000xg, majd 100000xg) az
izomkivonatokat DE52 cellulézon frakciondljuk az ubiquitin és a
legtdbb sejtfehérje eltdvolitdsa céljabdl, az eldzdkben leirt
médon [Han, H.Q. et al., Federation Proc., 2, A564 (1988);
Waxman et al., Journal of Biological Chemistry, 262, 2451-2457
(1987)]. Az ATP-Ubiquitin-dependens proteolitikus rendszert

tartalmazd frakciét [Hershko, A.J., Journal of Biological

Chemistry, 263, 15237-15240 (1988); Rechsteiner, M., Ann. Rev.

Cell. Biol., 3, 1-30 (1987); Fagan, J.M. et al., Biochem. J.,

243, 335-343 (1987)] 0,5 mmol/l NaCl-dal eludljuk ("II-es

frakcié"), 50 mmol/1 TRIS~-HCl1l pH=7,8, 1 mmol/l ditiotreitol és
20% glicerin Osszetételd pufferrel szemben dializaljuk, majd az
aktivitas mérése eldtt toményitjiik. Az endogén izomfehérjék
lebomlasat Ggy vizsgaljuk, hogy mérjiik a szabad tirozin
mennyiségét, amit fluorimetridsan hatarozunk meg a fehérjék
triklérecetsavas kicsapédsa utadn [ Tischler, M. et al., Journal
of Biological Chemistry, 257, 1613-1621 (1982); Fulks, R. et

al., Journal of Biological Chemistry, 250, 190-298 (1975)].
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Emellett az izomfehérjék leboml&sat vizsgdljuk, oly médon hogy
mérjik a savban 01d6dd radioaktivitast (Waxman et al., Journal
of Biological Chemistry, 262, 2451-2457 (1987); Fagan, J.M. et

al., Biochem. J., 243, 335-343 (1987)].

Ezek, a 3. és 4. példabdl szarmazd megfigyelések erdsen
azt sugalljdk, hogy az oldhatd ATP-igényes proteolitikus
rendszer , amely tartalmazza az ubiquitint, aktivalédik éhezés
vagy idegirtésos sorvadads sora&n. Az ilyen mérések az érintetlen
izmokon azonban nem tudnak kiilénbséget tenni m&s lehetséges
valtozasoktdl ezekben a katabolikus allapotokban. Ennélfogva a
taplalt és éheztetett nyulakbdl sz&rmazd izmok oldhatd
sejtmentes kivonatait hasznaljuk annak vizsgdlatara, hogy az
éhezés soran fellépd megndvekedett proteolizis az ATP-ubiquitin-
dependens rendszer aktivalédasanak kévetkezménye. ATP-ubiquitin-
dependens proteolizist mutatd sejtmentes készitményeket leirtak

nyGl izmokbdél [Fagan, J.M. et al., Biochem. J., 243, 335-343

(1987)]. A nyGl izmokbél szarmazd proteolitikus proteolitikus
rendszert részlegesen tisztitottuk nagysebesség
centrifugdlassal és ultracentrifugdlédssal, hogy a
miofibrillumokat és a membr&n komponenseket eltdvolitsuk, majd
DEAE Kkromatografidnak vetjliik ald, hogy a legtdbb (>90%) oldhatd
fehérjét eltavolitsuk, beleértve a szabad ubiquitint is. A
kapott frakcié tartalmazza az Osszes enzimet az ubiquitin-
konjugdlashoz és az ubiquitin-fehérje konjugatumok
hidroliziséhez [Hershko, A.J., Journal of Biological Chemistry,

263, 15237-15240 (1988); Waxman et al., Journal of Biological

Chemistry, 262, 2451-2457 (1987); Fagan, J.M. et al., Biochem.
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J., 243, 335-343 (1987); Hough et al., Journal of Biological
Chemistry, 261, 2400-2408 (1986)], valamint a proteaszéma ATP-
vel aktivalt form&jat (multikatalitikus komplex) [Waxman et al.,

Journal of Biological Chemistry, 262, 2451-2457 (1987)].

Ezekben a kivonatokban az endogén fehérjék hidrolizise
(amit a tirozintermelés mutat) 5-9-szeresre ndtt az ATP
hozz&adasaval, majd még tovabb fokozdédott, ha az ATP-t
ubiquitinnel egyiitt adtuk hozz& (X. tablazat). Ez az ATP-vel
aktivalt folyamat kétszer erdsebb az éheztetett &llatokbdl
sz&rmazd kivonatokban, mint a kontroll &llatokban. Az ubiquitin
hozz4adasa tovabb fokozta a proteolizist mindkét készitményben,
de lathatélag csdkkentette az éhezésnél 1lathatd relativ
ndévekedést. Emellett a proteolizisnek a hozzdadott ATP nélkiil
megfigyelt kismennyiség n&vekedése szintén nagyobb az
éheztetett 4llatokbdl szarmazd kivonatokban.

X. Tablazat

Az éhezés hatdsa nyulakban az ATP-ubiquitin-aktivalt

proteolizisre horpaszizom kivonatokban

Allapot Endogén fehériék hidrolizise
Nincs hozzaadas +ATP +ATP+Ubiquitin

(felszabadult tirozin nmol/2h)

Etetett 0,60,1 5,740,9 9,2+1,8
Eheztetett 2,0%0,1 10,8+2,1 15,2%3,7
Névekedés 1,410,1%* 5,1+2,3% 6,0%3,8

%$-0os valtozéas 234% 90% 65%
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_l4c-xazein hidrolizise

(ug hidrolizalt kazein/h)

Etetett 1,1%0,2 1,5%0,2 1,6%0,2
Eheztetett 1,6%0,2 2,310,2 2,5%0,2
Ndvekedés 0,5+0,3 0,8%0,3 0,9%0,3%%*
$-os valtozas 46% 56% 53%

Az értékek jelentése atlagiSEM 7 nyGlra. Szignifikéns
kiildnbség * p <0,05 és ** p <0,01. Ezeket a vizsgalatokat
részlegesen tisztitott proteolitikus frakcidkkal végezziik ("II-
es frakcidk"), amint azt a tovabbiakban a példaban ismertetjiik.
Az endogén fehérjék lebomlasat (tirozin-termelés) 2 6ra hosszat
mérjik 37°C-on 5 mg II-es frakcidé fehérjével. A l4c-kazein
leboml&sat 37°C-on vizsgdljuk 1 éra hosszat 400 ug II-es frakcid
fehérjével é&s 20 ug l4C-kazeinnel. A vizsgalatokat TRIS
pufferben (50 mmol/l, pH=7,8) végezzik, amely tartalmaz
ditiotreitolt (1 mmol/l) és MgCly-ot (10 mmol/1l) 200 pl
végtérfogatban. 5 mmol/1l ATP-t vagy 15 umol/l ubiquitint adunk
az elegyhez, ahol ezt kiilén jelezziik.

Abbbl a célbdél, hogy tovabb vizsgdljuk az ATP-dependens
lebontasi rendszer egy aktivalasat, ahelyett hogy a
szubsztratként szolgald endogén sejtfehérjék eltérését néznénk,
l4c-metil-kazeint hasznalunk szubsztratként (X. tablazat). Ezt a
fehérjét is gyorsan lebontjak az ATP-t&1l fliggetlen enzimek, és
errdl az ATP-t6l1 fliggetlen folyamatrdl tQnik Ggy, hogy éhezés
hatasira megndvekedik (jdéllehet ez a trend nem jelentds
statisztikailag). ATP illetve ATP és ubiquitin hozz&adaséaval a

kazein leboml&saban tiszta novekedés észlelhetd, és ez az ATP-
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dependens kazein hidrolizis, fiiggetleniil attél, hogy ubiquitin
jelen van-e vagy nincs, majdnem kétszer nagyobb a nyulak 6 napig
tarté élelemtdl valé megfosztésa utdn. Részletes iddlefutasok
nem vizsgadlhatdék, mert ezeket a készitményeket nehezen lehet
el@allitani, &s a nyulaknal észlelt azon tendencia
kdvetkeztében, hogy az emésztdrendszeriikben nagymennyiségl
taplalékot tartalékolnak. Azonban a proteolizisnek ilyen
ndévekedése nem volt megfigyelhetd olyan nyulak izmaibél késziilt
kivonatokban, amelyeket 6 napnal rdvidebb ideig éheztettiink, ami
alatt nem mutattak testsGlyvesztést, é&s még jelentds mennyiségl
taplalékot tartalmazott a bélrendszertik. Mindegyik esetben az
exogén vagy endogén szubsztriatokkal végzett vizsgdlatok
viladgosan jelzik az ATP-dependens lebonté rendszer megnovekedett
kapacitasat éhezés sordn, amit az inkubdlt izmokon végzett
mérések sugallnak (10. &bra).

6. Példa

Tovabbi bizonyitékok az ATP-ubiquitin-dependens folyamat

aktivdlasara a kiilénbdzd katabolikus &llapotokban

Az ATP-ubiquitin-dependens proteolitikus folyamatroél
kimutattuk, hogy a véazizomban idegirtédsos sorvadis, éhezés és
lazas fertdzés soran fellépd fokozott fehérjelebontds legnagyobb
részéért felelds. Emellett a poli-ubiquitin mRNS és a
proteaszéma mRNS szintjérdl is kimutattuk, hogy a véazizomban
idegirtasos sorvadas, éhezés és lazas fertdzés soran megnd,
amint azt az al&bbiakban igazoljuk. Hasonldé adatokat kaptunk
patkanyokkal metabolikus acidézis soran (amit amménium-kloridos

injekciéval lehet induk&lni), vagy rékos kahexia soréan (amit
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aszciteszben ndvekvd, transzplantdlhaté§ hepatdéméval lehet
indukalni).

Anyagok és médszerek

Izomkészitmények
Fiatal him patkanyokat (60-80 g, Charles River CD toérzs)

Purina Lab Chow-n és vizen tartunk, tetszés szerinti mennyiséget
fogyaszthatnak beldliik. Mindegyik kezelést a 3. példaban leirtak
alapjan végezziik el. Az egyik hatsd comb talpemeld izménak
idegirt&sihoz az iildideget kivAgjuk koriilbeliil 1 cm-rel a
térdhajlati lireg f616tt, mikdzben az &llatok el vannak altatva

[Furuno, K. et al., Journal of Biological Chemistry, 256, 8550-

8557 (1990)]. Mindegyik esetben az &llatokat nyaki
diszlokacidéval pusztitjuk el, majd az EDL és talpemeld izmokat
kivagjuk az eldzdkben leirt mdédon.

RNS készités és Northern blot elemzés

Az izmokbdl 8ssz-RNS-t izol&lunk a guanidium-
izotiocianat/CsCl médszerrel, majd az RNS elektroforézisét 1%-os
agardz gélben végezziik, amely 0,2 mol/l formaldehidet tartalmaz
[Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989)]. Az
RNS-t a gélbdl egy nylon membranra vissziik &t (Gene Screen
Dupont, New England Nuclear Research Pro.) 20XSSC (3 mol/l
natrium-klorid, 0,3 mol/l natrium-citrat). Az RNS-t
keresztkdtéssel kotjilkk a membrédnhoz UV fényt alkalmazva 1200
mikrojoule energidval egy Stratalinker berendezésben (Stratagene
Co., CA). A membranokat 65°C-on hibridizaljuk 32p-jelzett cDNS

prébaval, a random indité molekula mbédszer alkalmazéasaval
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[Feinherg, A.P. and B. Vogelstein, Analytical Biochemistry, 132,
6-13 (1983)]. A hibridiz&ciés puffer Osszetétele: polivinil-
pirrolidon 40000 (0,2%), Ficoll 400000 (0,2%), szarvasmarha
szérumalbumin (BSA, 0,2%), TRIS-HCl (0,05 mol/l, pH=7,5), NacCl
(1 mol/1l), natrium-pirofoszfat (0,1%), natrium-dodecil-szulfat
(SDS,.l%) és heringsperma DNS (100 pg/ml). A hibridiz&las utan a
membréanokat 0,5X SSC/1% SDS 8sszetételd oldatban mossuk 42°C-on
vagy 65°C-on, A membrinokat XAR-2 filmre expondljuk (KODAK) az
autoradiografidhoz.

A dot blot elemzéshez négy koncentracidéja (1,5 pg-roél
kétszeres higitasok) a talpemeld vagy EDL izombdl szarmazd Ossz-
denaturalt RNS-t cseppentiink Gene Screen membranokra. az egyes
pontokra felvitt RNS mennyiségét 1,5 ug-on tartjuk, oly médon
hogy Escherichia coli tRNS-t adunk hozza (amely a patkényizom
tavollétében nem mutat hibridizal&st). A hibridizacidés préba egy
ubiquitin cDNS fragment [Agell, N. et al., Proceedings of the
National Academy of Sciences, USA, 85, 3693-3697 (1988)], mas
HSP chS prébak és oligo 4T [Harley, C.B., Gene Anal. Tech., 4,
17-22 (1987)], az Osszes poli-A-tartalmi RNS mérése esetében. Az
ubiquitin cDNS-hez Dr. M. Schlesinger szivességébdl jutottunk
hozza (Washington University Medical School), a HSP70 cDNS-hez
Dr. R. Voellmy jévolt&bél, a HSP 90 cDNS-hez Dr. L.A. Weber
jévoltabdl jutottunk hozza (University of Miami School of
Medicine). A blottokat az ubiquitin prébaval hibridizaljuk 65°C-
on, az oligo-determinins-vel szobahdmérsékleten, majd ezen
ezeken a hdmérsékleten mossuk. A poliUb RNS és az 6ssz-RNS

szintjét az autoradiogrammokon levd pontok intenzitasabél
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hatarozzuk meg, automatizdlt denzitometrids pasztazéassal. A
paratlan Student féle t-tesztet haszndljuk a statisztikai
elemzésekben, hogy Osszehasonlitsuk a taplalt és az éheztetett
4llatok izmait, a paros Student féle t-tesztet haszndljuk arra,
hogy Osszehasonlitsuk az ellenoldali idegirtott és kontroll
izmokat.

Az Ossz-ubiquitin tartalom (amely tartalmazza mind a
szabad ubiquitint mind a fehérjéhez ligalt ubiquitint) mérését A
Riley, D.A. é&és munkatarsai &ltal leirt immunkémiai médszerrel
végezziik [Riley, D.A. et al., J. Histochem. Cytochem., 36, 621-

632 (1988)].

Eredmények
Ubiquitin mRNS éhezés soréan

Annak vizsg&latdra, hogy vajon az ubiquitin mRNS szintje
novekszik-e mikdzben az izomfehérje lebomlasa fokozddik, a
poliUb transzkriptumok szintjét patk&nyizmokban a taplalék
megvonasa utdn kiilénbdzd iddpontokban mérjiik. Amint az a 11.
abran lathaté, a talpemeld izom két transzkriptumot tartalmaz,
méretiik 2,4 illetve 1,3 kb, ami megfelel a poliUb gének
méretének mas fajokban [Schlesinger, M.J. and Bond, U., in
Oxford Surveys on Eukaryotic Genes (Maclean, N., ed.), 4, 7691
(1987)]. Mindkét transzkriptumnak a szintje progressziven
emelkedik az éheztetett A&llatok izmaiban. Az ubiquitin mRNS
relativ szintjét ezekben az éheztetett patkényokbdl szarmazd
szdvetekben dot-blot elemzéssel és autoradiografidval mérjik
(12. 4bra). A t&plalék megvondsa utén 48 dréval az Osszes

ubiquitin mRNS szintje az extensor digitorum longus (EDL)
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izmokban négyszeres ndvekedést mutat a kontroll &llatok izmaival
szemben (13. abra, felsd panel). A talpemeld izom, amely az
éhezés soran kevésbé sorvad mint az ELD [Li, J.B. and Goldberg,
A.L., Am. J. Physiol., 231, 441-448 (1976)], az ubiquitin mRNS
szintjének kétszeres emelkedését mutatja. Egy harmadik, minor
ubiquitin transzkript (mérete 0,9 kb) is kimutathatd az
autoradiogrammok tGlexpozicidéjdval. Méretében megfelel az
ubiquitin-extenzidé gén termékének [Schlesinger, M.J. and Bond,
u., ip Oxford Surveys on Eukaryotic Genes (Maclean, N., ed.), 4,
7691 (1987)], amelynek expresszidja a riboszdéma biogeneziséhez

kapcsolédik [Finley, D. et al., Nature, 338, 394-401 (1989);

Redman, K. and Rechsteiner, M., Nature, 338, 438-440 (1989)].
Ennek a transzkriptumnak nem nd a mennyisége, a poliUb mRNS-sel
ellentétben, amely igy Ggy tlinik, hogy szelektiven fokozdédik.

Annak vizsgdlatdra, hogy a poliUb mRNS ndvekedése
reverzibilis-e, az éheztetett patkanyok koéziil néhdnynak adunk
taplalékot 24 ora hosszat. Az Gjra taplalas utan 24 éraval a
poliUb mRNS szintje visszatért a normal allatok izmaiban levd
szintre. Ez a ndvekedés és csokkenés a poliUb mRNS szintjében
tehdt parhuzamosan fut az Ossz-fehérje lebomlassal (10. abra),
és az‘ATP-dependens lebontasi folyamattal (10. &abra).

Annak meghatdrozasdra, hogy a poliUb mRNS specifikus
médon szabdlyozdédik-e éhezés sor&n, megvizsg&dljuk, hogy vajon
ezekben az izmokban az 6ssz-RNS vagy a mRNS mennyisége is
megvaltozik-e a taplalék megvondsa utan, csakGgy, mint a poliUb
mRNS szintje. Az 8ssz-RNS tartalmat abszorbancia

spektrofotometriaval mérjiik, és a poli-A-tartalmG RNS Ossz-
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mennyiségét a dot blottokban 32P-0ligo-dT prébaval mérjik. A
PoliUB mRNS-sel ellentétben az Ossz-RNS-tartalom és az mRNS
mennyisége (azaz a poli-A-tartalmG RNS mennyisége) a talpemeld
izomban és az EDL-ben koriilbeliil 50%-kal csokkent a taplalt
&llatok izmaiban taldlt értékhez képest. Az G6ssz-RNS 72+3,5-ro6l
35+1,5 ug/izom szintre esett vissza, és az Ossz-mRNS (Onkényes
denzitometrids egységekben kifejezve) 2133+376-r61 1004120
egység/izomra esett vissza a talpemeld izomban é&hezés sor&n. Az
éheztetett EDL-ben az 6ssz-RNS 6816-rdl 38,5+1 ug/izom értékre
esett vissza, az 6ssz-RNS mennyisége pedig 710%73-rdél 413+11
egység/izom értékre esett vissza. Az O0ssz~RNS és az Ossz-mRNS
aranya, az ubiquitin mRNS-sel ellentétben tehdt nem valtozik
jelent6§en a 48 O6ras taplalék-megvonas soran, illetve az
Gjrataplalas soran (12. &bra).

Ubiquitin mRNS mas szdvetekben

A kovetkezd kisérletekben azt vizsgaljuk, hogy a poliUb
mRNS mennyiségének ndvekedése éhezés soran csak a vazizomra
jellemzd, vagy egyéb patkany szdvetek is mutatnak hasonlé
valaszt két nappal a taplalék megvonasa utan. Az éhezésnél
megfigyelt fokozott proteolizist els8sorban a lizoszdméalis
folyamatnak tulajdonitjuk. Az éhezd patkénydk szivében (kamra) a
poliUb mRNS hasonld ndvekedése figyelhetd meg mint az EDL
izmokban. Ezzel szemben ilyen valtozas nem figyelhetd meg egyik
vizsgdlt szdvetben sem, beleértve a méjat, lépet, zsirszdvetet,
agyat, heréket és a vesét. A mdjban, vesében és zsirszovetekben
jelentds sGly és fehérjevesztés volt megfigyelhetd éhezés sorén,

de amint varhaté volt, sem a herék, sem az agy nem mutatott
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jelentds sllyveszteséget ilyen koriilmények kézott. Tehat az
éhezéé sordn az ubiquitin mRNS ndvekedése a haréantcsikolt izmok
specidlis adaptécidéjanak t(nik, és nem figyelhetd meg méas
szovetekben.

Ubiquitin mRNS szint idegirtésos sorvad&snil

Az ATP-dependens proteolizisnek egy hasonld, 2-3-szoros
felgyorsulédsa figyelhetd meg az izmokban az idegirtésos sorvadéas
sordn. Annak vizsgalatdra, hogy vajon ebben az &llapotban a
poliUb gének expressziéja is aktivalédhat-e, vizsgaltuk az
ubiquitin mRNS-ek szintjét a talpemeld izomban 1 és 3 nappal az
idegirtas soran (XI. tablazat). Az idegirtast kovetd 1. és 3.
napon a poliUb transzkriptumok szintje jelent&sen megndvekedett,
az ellenoldali kontroll izomban mérhetd szintek f&1é. Az izmok
dot blot elemzésével kideriilt, hogy a poliUb mRNS szint 2-3-
szorosra nd az Ossz-mRNS proporacidja kdvetkeztében az
idegirtast kovetden (XI. tablazat). Joéllehet a kontroll izmokban
az ubiquitin mRNS szint nem valtozott ennek a vizsgélatnak a
sordn, ezzel szemben az 6ssz-RNS tartalom az idegirtason &atesett
talpemeld izomban 3 nap alatt 40%-kal cstkkent (XI. tablazat).

Az ubiquitin mRNS-nek ez a novekedése korreldlt az

izomban megfigyelhetd felgyorsult proteolizissel.
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XI. Tablazat

A patkany talpemeld izom egyoldali idegirt&sé&nak hatéasa

a poliUb mRNS tartalomra, az &ssz-RNS tartalomra és a sGlyra
Az opericidé utin eltelt idd

Kontroll 1Idegirtott Kontroll Idegirtott
Ub mRNS/ug Ossz-RNS 2,4%0,2 6,1+0,6%* 2,5%0,2 5,410,9%*
mRNS/ug 8ssz-RNS 23,8%1,4 23,1+1,4 22,7+0,8 23,7%1,4
Ossz RNS(ug)/ 42,3%2,2  36,7+1,3%*% 54,0%6,5 32,5%4,2%
/talpemeld izom
Izomsily (mg) 28,8+0,7 26,3+0,8%* 30,7+1,1 23,5+2,1%
Sdlyveszteség -9% -23%
(a kontroll %-a)
Az értékek hat allat atlagat * SEM jelentik. A
szignifikanciaszint a kontroll értékektdl * p <0,005,
** p <0,05.
Az izmok ubiquitin tartalma
Annak meghatirozés&ra, hogy a poliUb mRNS szintjének
ndévekedése az ubiquitin fokozott termelését eredményezi-e, ennek
a fehérjének az Ossz-mennyiségét az izmokban immunesszével
vizsgdljuk (XII. tédblazat). Ezek a tombdk mind a szabad
ubiquitin mind a sejtfehérjékhez konjugalt ubiquitin mennyiségét
mérik [Riley, D.A. et al., J. Histochem. Cytochem., 36, 621-632
(1988) ]. Két napja éhezd &llatokbdél szarmazd EDL izmokban az
ubiquitin szint 63%-o0s szintnovekedése figyelhetd meg a téaplalt
kontrollokhoz képest. Egy ennél még nagyobb, 91%-os ndvekedés
figyelhetd meg a talpemeld izom ubiquitin tartalméban, két

nappal az i(ildideg kivAgasa utan. Tehat az 6ssz-ubiquitin
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tartalom korreldl az ATP-dependens proteolizis é&s az ubiquitin
mRNS ndvekedésével.

Az ubiquitin sejtfehérjékhez vald kovalens kotésérdl
ismert, hogy a gyors lebontdshoz jelzi meg dket. Emiatt mértiik
az izﬁok ubiquitin-konjugatum tartalmat a normdl és az
idegirtott izomban. Amint a XIII. tablazatban lathaté, az
ubiquitinezett fehérjék szintje 158%-kal ndvekedett két nappal
az idegirtas utin. Hasonld ndvekedés lathatd az ubiquitinezett
fehérjékben a patkanyok éheztetése utan (nem k&z6lt adatok), és
ez a kiildnbség eltint, miutan az allatokat djra taplaltuk egy
napig. Ezek a megfigyelések jelzik az ubiquitin-dependens
folyamat aktivalasat a sorvaddé izmokban.

Az idegirtott izmokban és az éheztetett &llatokban a
proteaszéma szintézisében is megfigyelhetd ndvekedés, amit a
proteaszéma kiilénb6zd alegységeit k6dold mRNS-ek 2-3-szoros
névekedése is jelez (XIII. téablazat). A C-3 és C-9 alegységek
mRNS-ei lathatdék, és rokon Kisérletekben hasonld ndvekedés
figyelhetd meg harom masik alegység mRNS-ében. Teh&t a sorvadd
izmokban ennek a lebontdsi Gtnak tobb komponense megndvekedett
szinttel szerepel.

Ertékelés

Az ubiquitin mRNS szintjének ezek a valtozéasai az
idegirtast, éhezést vagy Gjrataplalast kovetden parhuzamosnak
tlinnek, és kapcsolddni latszanak az Ossz-fehérje lebontés
valtozéasaival, és a miofibrillaris fehérjék inkub&lt izmokban
mért lebomlasdval. A sorvaddé izmokban mért ubiquitin mRNS

szintndvekedés tlinik felel&snek a megndvekedett ubiquitin
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tartalomért (XII. t&blazat), ami az Ossz izomfehérje nettd
vesztesége ellenére &4ll eld. Emellett az eldzd példédk igazoljék,
hogy ezek, az Ossz-proteolizisben bedlld valtozasok a nem-
lizosz6émalis ATP-dependens folyamat aktivalédasénak
ko6vetkezményei, és az éhezés megndvekedett ATP-ubiquitin-
serkentett proteolizishez vezet az izmok oldhatdé kivonataiban.

Szamos friss megfigyelés is erdsen alatamasztja azt a
k6vetkeztetést, hogy az ubiquitin-dependens proteolitikus
rendszer mikddése fokozédik ilyen koériilmények kozdtt. Amint az
alabbiakban ismertetjiik, azt is megfigyeltiik, hogy az éhezd
allatokbdl szarmazd izmok és az idegirtott izmok is magasabb
ubiquitin-konjugalt fehérje szintet valamint a proteaszémit
k6dolé mRNS szintet mutatnak, ami lényeges az ilyen
ubiquitinezett fehérjék lebont&sa sordn. Ezek az eredmények
egylitt azt mutatjdk, hogy az izomban az ubiquitin-dependens
rendszert pontosan szabdlyozza az Osszeh(z6dasi aktivitéas és a
téplalékfelvétel. Az éhezésre adott valaszhoz adrendlis
szteroidokra van sziikség [Kettelhut et al., Diabetes/Metab.,
Rev., 4, 751-772 (1988); Goldberg, A.L. et al., Federation
Proc., 39, 31-36 (1980)], és a gliikokortikoszteroidokrél is
kideriilt, hogy az éhezés soran sziikségesek mind a megnévekedett
ATP-dependens proteolizishez mind az ubiquitin mRNS ezt kisérd
megnovekedéséhez.

Az itt bemutatott valtozasok az ubiquitin mRNS
szintjében pontosan parhuzamba allithatdék az Osszfehérje
lebomlas vAaltozéasaival, valamint a miofibrillaris fehérjék

leboml&saval, és mindkettdrdl kideriilt az eldz8 példak sorén,
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hogy egy ATP-dependens nem-lizoszémdlis folyamatban
eldfordulnak. A jelen adatok azt sugalljdk, hogy ez a rendszer
sokkal &altalanosabb szerepet jatszik a normélis izomfehérjék
lebont&saban, beleértve valdszinfileg a hosszGéletd
miofibrillaris komponenseket is.

A poliUb gén tlnik egy olyan gén példdjanak, amely
specifikusan induk&alédik a sorvaddé izmokban. Az éhezési vagy
idegirtasos sorvadas sorén, amikor az izomtdmeg és az &ssz-RNS
csdkken, a poliUb mRNS és az ubiquitin koncentréacié nd. Ezzel
szemben, az ubiquitin-extenziés mRNS szintje nem ndvekszik, vagy
éppen csdkkenhet, amint az varhaté, mivel ez a transzKkriptum az
Gj riboszémak keletkezésében vesz részt [Finley, D. et al.,
Nature, 338, 394-401 (1989); Redman, K. and Rechsteiner, M.,
Nature, 338, 438-440 (1989)]. Tehat a poliUb mRNS szintek és az
ubiquitin termelés szabdlyozisa forditottnak tlinik az &ssz-RNS-
sel szemben, illetve az ubiquitin-extenzidés fehérje mRNS-ével
szemben.

Kiiléndsen érdekes fizioldgiailag az a megfigyelés, hogy
az ubiquitin mRNS ndvekedése (és feltehetden az ubiquitin
ndvekedése) a harantcsikolt izmokra korlatozdédik. Ilyen
valtozasok eldfordulnak a patkanyszivben is, amely az éhezés
sordn jelentds sGlyveszteségen esik a4t. Ezek a megfigyelések azt
sugalljak, hogy az ATP-dependens proteolizis fokozdédik a
szivizomban is ilyen korilmények k&zott, joéllehet rendszeres
vizsgalatokat nem kdzdltek ebben az lUgyben. Varhaté volt, hogy a
herékben és az agyban nem lesz valtozas az ubiquitin szintekben,

mivel ezekben a szervekben a fehérjetartalom és a szerv mérete
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411landd marad. Azt azonban érdemes megjegyezni, hogy az
ubiquitin mRNS szintje nem valtozik a madjban, amelyben az Ossz-
proteolizis viladgosan fokozédik alacsony inzulinszint@ &llapo-
tokban, egy lizoszémdlis autofdgiis mechanizmussal ([Dicem, J.F.,
FASEB J., 1, 349-356 (1987); Lardeux, B.R. and Mortimore, G.F.,
Journal of Biological Chemistry, 262, 14514-14519 (1987);
Mortimore, G.E. et al., Diabetes/Metabolism Reviews, 5, 49-70
(1989)]. Ezek a megfigyelések tehat azt sugalljdk, hogy a
kiilénbdzd proteolitikus folyamatok relativ fontosséga kiilénbdézik
az eltérd szdvetekben, és az ATP-ubiquitin-dependens lebontési

Gtnak specidlis jelentdsége van a harantcsikolt izomban,

kiiléndsen katabolikus &llapotokban.
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XII. Tablazat

Az idegirtds é&s éhezés hat8sa az ubiquitin szintekre a
patkéany vazizmokban

Izom Osszfehérije Ossz-ubiquitin
(mg/izom) (pmol/izom) (pmol/mg fehérje)

Talpemeld

Beidegzett 3,510,4 8915 27%2

Idegirtott 2,7+0,2 13712 51+2

Kiilénbség -0,8+0,3%* +47+11%% +24+3%%*

%¥-os valtozas -23% +53% +91%

EDL

Taplalt 4,540,3 7146 16+1

2 napig 3,1+0,4 © 7947 2612

éheztetett

Kiildnbség -1,410,5% +749 +10+2%%

%¥-os valtozas -32% +10% +63%

Az értékek jelentése atlag + SEM az extensor digitorum
longum (EDL) izmokndl négy taplalt vagy éheztetett Aallat
alapjan, és hét paros talpemeld izomndl az egyik iildideg
kivagasa utan. A szignifikancia kiilénbség * p <0,05

*% p <0,01.
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XIII. Tablazat
A kétnapos idegirtds hatésa az ATP-dependens
proteolizisre valamint az ubiquitin és ubiquitin-konjugitumok

szintjére patkdny talpemeld izomban

ATP-dependens Szabad Ubiquitin Ossz
proteolizis ubiquitin konjugadtumok ubiquitin
(pmol tyr/mg/2h) (pmol Ub/mg
fehérje)
Kontroll 63,0+11 17,0+1,3 10,0%0,7 27+1,9
Idegirtott 201+17 25,0+1,2 26,0%+1,3 51%2,2
%-0s 232%%* 52%* 158%* 92%%*

ndévekedés
* jelentése atlag * SEM 7 &llatra
* p <0,01
XIV. Tablazat

A patkany labikraizom idegirtisa 4 napra fokozza az

ubiquitin és két proteaszéma alegység mRNS tartalmat

mRNS Kontroll Ideqirtott

(tetszBleges egységek)

Poliubiquitin 36,4%+3,58 63,413,63%%
C3~proteaszdéma alegység 32,6%4,41 67,214,29%%*
C9-proteaszdéma alegység 25,2%7,79 74,4%7,78%

** (p>0,01) * (p>0,05)
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XV. Tablazat

Az Escherichia coli endotoxin (LPS) injekcidék gyorsan
serkentik a fehérje lebomldst, hasonléképpen a patkény extensor

digitorum longus izomban

Proteolizis (nmol tirozin/rng/2h)
Injekcibd Séoldat Kezelt Kiildnbség

LPS 0,214%0,013 0,280+0,15 +31% P<0,01

Az endotoxin (LPS) injekcié aktivilija az ATP-dependens

fehérije lebomlast patkanvizmokban

Hozz&aadas Proteolizis (nmol tirozin/mg/2h)

Nem-lizoszéma-

lis proteo- 0,145+0,009 0,190+0,017 +31% P<0,05

lizisx*

ATP megvonds 0,094+0,004 0,102+0,004 NS

utan

(ATP-depen- 0,051+0,009 0,088+0,014 +73% P<0,05
dens

* A lizoszémélis és ca2*t folyamat nem valtozik ilyen
koriilmények kozott

Fiatal (60-80g) him Charles River patkanyoknak tetszés

szerint adtunk vizet és Purina Lab Chow-t. De 7 és 8

koz6tt injekcibdztuk Sket steril sbdoldattal (0,9% NacCl)

és Escherichia coli LPS-sel (40 mg/100 g testsdly,

sbdoldatban oldva), majd 6 draval késdbb a patkanyokat

elpusztitottuk.



veve

~-112-

A fehérije lebomlas aktivédldsa szisztémds fertdzések

soran

Egy masik &llapot, amely sordn az izomfehérje lebomlas
jelentdsen megndvekszik, a bakteridlis, virdlis vagy parazita
eredetl szisztémis fertdzés. A szepszises betegeknél, amely
dllapot gyakran kdveti a traumds sériiléseket, gyakran
tapasztalhatdé jelentds negativ nitrogén egyensily, ami f8leg a
felgyorsult izomlebomlds k&vetkezménye. Ez a vdlasz lazzal all
kapcsolatban, é&s a szervezet akut fazisos vdlaszénak részét
képézi. Ez allatokban utanozhatdé, ha endotoxinnal vagy €16
baktériumokkal injekcidzzuk &ket [Goldberg et al., J.Clin. Inv.
(1989)]. Sz&mos kiilénbdzd kisérlet jelzi, hogy a proteolizisnek
ezt a fokozddasat az aktivalt makrofagok altal kibocsatott
keringd faktorok jelzik. Amint az a XV. téblazatbdél lathatd, hat
éraval az endotoxin injekcié utén az dllatokat elpusztitjuk és
labizmaikat in vitro vizsgdljuk. Az EDL gyors ndvekedést mutat
az &ssz-fehérje lebomlasban. Ezt a vidlaszt nem a lizoszdémalis
vagy kalciummal aktivalt proteédzok okozz&k. Ha az ATP-dependens
degradativ rendszert mérjiik, akkor azt latjuk, hogy 70%-kal
megndtt és teljes egészében a sza&mldjara irhaté az allatokban
megfigyelt &ssz-fehérje lebomlds. Ha a patkanyokat endotoxinnal
kezeljiik, akkor ez szintén 2-3-szoros ndvekedést okoz a poliUb
mRNS szintjében ezekben az izmokban 6-7 6ran beliil. A poliUb
mRNS ilyen ndvekedése, amely hasonlit az éhezés vagy idegirtas
soran adott valaszra, nem lathatd egyéb szdvetekben. A
labikraizmokban, amelyeket az Escherichia coli endotoxin (40

4g/100g testsily) injekcidézésa utén Northern blottal elemziink,
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poliubiquitin gének cDNS prébainak felhaszndlasdval, szintén
megfigyelhetd az ubiquitin mRNS indukcidéja (nem kdz61lt adatok).
Ezek a megfigyelések tehat azt jelzik, hogy egy &ltalanos
biokémiai program van az izomban, amely ebben a harom
katabolikus &llapotban és egyéb allapotokban, amilyen péld&aul a
rdkos kahexia, amit az aszciteszben Yoshida hepatémat hordozé
patkanyokban lehet induk&lni, valamint metabolikus acidézisban,
amelyet patk&nyokban NH4Cl injekcibézads&val lehet induk&lni (nem
k6z61t adatok), fokozott fehérje lebomlashoz vezet.

7. Példa

A proteaszédma 40 kDa-os inhibitor&nak izol&léasa

Anyagok és mbdszerek
A DEAE-cellulézt (DE-52), CM-cellulézt (CM-52) és a

foszfocelluldzt (P1l) a Whatman cégtdl szerezziik be. Az
ubiquitin-konjugald enzimeket (E1, E2 és E3) ubiquitin-sepharose
affinitds-oszlop felhaszndlasaval izolaljuk [Hershko, A. et al.,

Journal of Biological Chemistry, 258, 8206-8214 (1983)], és az

ubiquitin-1251-1lizozim konjugatumok készitéséhez hasznaljuk
[Hershko, A and H. Heller, Biochemical and Biophysicél Research
Communications, 128, 1079-1086 (1985)]. Az Osszes tdbbi anyagot
az eldz6 példakban leirtuk.

Tisztitdsok

Fenilhidrazin injekcidkkal indukalt nyGl retikulocité&kat
allitunk eld [az eldzdkben leirt médon, illetve vasdroljuk a
Green Hectares (Oregon, WI) cégtdl]}. A retikulocitakat
megfosztjuk az ATP-t3l, oly médon hogy 2,4-dinitrofenollal és 2-

dezoxi-gliik6zzal inkubdljuk a leirt médon [Ciechanover, A. et
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al., Biochemical and Biophysical Research Communications, 81,
1100-1105 (1978)]. Ezutan elkészitjiik a lizatumokat, é&s DE-52
kromatografidnak vetjiik ald. A 0,5 mol/l NaCl-dal elualddd
fehérjét [Hershko, A. et al., Journal of Biological Chemistry,
258, 8206-8214 (1983)] betdményitjlik, amménium-szulfatot
hasznalva 80%-os telitésig, 10000 x g-vel centrifug&ljuk 20
percig, majd 20 mmol/1l TRIS-HCl pH=7,6, 1 mmol/l DTT &sszetételd
(A jeldl) pufferben szuszpenddljuk. Az ugyanezzel a pufferrel
szemben végzett extenziv dializis utdn a fehérjét (II-es
frakcid) vagy -80°C-on taroljuk 0,5 mmol/1l ATP-ben, vagy tovabb
frakcionaljuk.

A II-es frakciét (kb. 200 mg) ubiquitin-sepharose
oszlopra vissziik, majd az ubiquitin-konjugdld enzimeket
specifikusan eludljuk [Hershko, A. et al., Journal of Biological
Chemistry, 258, 8206-8214 (1983)], majd ubiquitin-lizozim
eldallitasara haszndljuk [Hershko, A and H. Heller, Biochemical

and Biophysical Research Communications, 128, 1079-1086 (1985)].

A nem adszorbedlt frakcidét 38%-os telitésre al11litjuk be,
amménium-szulfat felhasznalasaval, majd 20 percig kevertetjiik,
Ganoth és munkatarsai leirasa szerint [Ganoth, D. et al.,
Journal of Biological Chemistry, 263, 12412-12419 (1988)]. A
kicsapott fehérjéket centrifugdlassal nyerjik ki (10000 x g, 15
perc). Az ililedéket A pufferben szuszpendaljuk, majd ammdédnium-
szulfattal ismét 38%-os telitést 4llitunk be. A kicsapott
anyagot a fentiek szerint kinyerjiik, majd 10% glicerint

tartalmazé A pufferben szuszpendidljuk. Ugyanezzel a pufferrel

szemben végzett dializis uté&n a 0-38%-o0s liledéket Mono-Q
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anioncseréld oszlopon kromatografdljuk, amelyet 10% glicerint
tartalmazé A pufferrel hoztunk egyenstlyba. A fehérjét elualjuk,
60 ml linedris NaCl gradiens alkalmaz&isival, amelynek
koncentraciéja 20-400 mmol/1l k&zd6tt valtozik. Egyesitjlik azokat
a frakcidkat, amelyek gatoljdk a proteaszéma peptidaz
aktivitasat, majd betéményitjiik, és Superose 6 (Hirvivd 10/30)
gélsz(ird oszlopon kromatografdljuk, amelyet 100 mmol/l NaCl-t és
0,2 mmol/1l ATP-t tartalmazé A pufferrel hoztunk egyensilyba. Az
oszlopot 0,2 ml/perc &ramlési sebességgel futtatjuk, majd 1 ml-
es frakciékat szediink. Egyes olyan kisérletekben, amelyekben a
CF-2 tulajdons&gait vizsgdljuk (lasd eredmények), az inhibitor
tovabbi tisztitasa érhetd el egy masodik, sokkal keskenyebb (50-
300 mmol/1 NaCl) Mono-Q kromatogra&fids gradiens alkalmazéaséaval,
ami az inhibitor éles csfGcsban vald megjelenését eredményezi, és
ebben csak a 40 kDa-os csik lathatdé SDS-poli(akril-amid)
gélelektroforézis é&s Coomassie festés utadn. A proteaszémaval
szemben gatld hatassal rendelkezd frakcidkat egyesitjlik, majd B
pufferrel szemben dializdljuk, amelynek &sszetétele: 20 mmol/1l
KH;PO4 (pH=6,5), 10% glicerin, 1 mmol/l DTT és 1 mmol/1l ATP. A
mint&t azutan egy 2 ml-es foszfocelluldz oszlopra vissziik fel,
amelyet B pufferrel hoztunk egyensGlyba. Az oszlopot 4 ml ilyen
pufferrel mossuk, majd 4 ml ilyen puffert engediink a4t rajta, és
uténa 20, 50, 100, 400 vagy 600 mmol/1l NaCl-t tartalmazé B
puffert bocsatunk at rajta.

A részlegesen tisztitott CF-1 eld4l11it&asidhoz a mono Q
frakcidkat, amelyek 100-240 mmol/l NaCl-ndl elu&alédtak,

egyesitjiik, 1 ml-re toményitjliik, majd egy Superose 6 oszlopra
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visszﬁk fel dket, amelyet 100 mmol/1l NaCl-t és 0,2 mmol/l ATP-t
tartalmazé A pufferrel hoztunk egyensdlyba. A kériillbeliil 600
kDa-nil eludlédd frakcidkat haszndljuk CF-1 tartalmG
frakcidkként.

A proteaszémat a két 38%-os ammdénium-szulfat kicsapésnéal
kapott feliilGsz6kbdl izoldljuk. A feliilGszékban ammé4nium-
szulfattal 80%-os telitést &4llitunk be, majd 20 percig
kevertetjilik. A kicsapott fehérjét centrifugdléssal kinyerjiik, A
pufferben szuszpendaljuk, majd extenziven dializaljuk ugyanezzel
a pufferrel szemben. A proteaszém&t Mono-Q anioncseréld
kromatografidval majd Superose 6-on végzett gélszfiréssel
izoldljuk az eldzdkben leirt médon [Driscoll, J. and Goldberg,
A. L., Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 86,
787-791 (1989)].

Az 1500 kDa méretdl proteolitikus komplexet Ggy &llitjuk
eld, hogy a II-es retikulocita frakcidét 37°C-on inkubaljuk 30
percig 2 mmol/1 ATP, 5 mmol/l MgCl, jelenlétében 50 mmol/l TRIS-
HC1l pH=7,6 pufferben. 38%-os telitettségll amménium-szulfattal
vald kicsapas utéan az liledéket centrifugdlassal nyerjik ki
(10000xg, 10 perc), majd A pufferben szuszpenddljuk, és Mono Q
anioncserével majd Superose 6 Kromatografidval izol&ljuk.

Vizsgdlatok

A proteaszbéma gatlasat Ggy mérjilik, hogy az egyes oszlop-
frakcidékat a proteaszémaval inkubdljuk 1 mmol/l ATP jelenlétében
37°C-on 10 percig. Az eldinkubdlas utan a reakcibcsbveket jégre
tessziik, majd vagy 1251-lizozimet vagy Suc-LLVY-MCA-t adunk

hozz&. A reakcidkat 37°C-on hajtjuk végre, 125I-lizozimmel 60
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percig, Suc-LLVY-MCA-val 10 percig. A fehérje hidrolizisét Ggy
mérjlik, hogy mérjiik a 10%-os triklérecetsavban 0l1dédd
radioﬁktivitast, a peptid hidrolizisét pedig a metilkumaril-7-
amid felszabadulasaval [Driscoll, J. and Goldberg, A. L.,
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 86, 787-
791 (1989)]. Az ubiquitin-konjugalt 1251-1izozim lebomléaséat
27°C-on 60 percig végzett reakcidéval mérjiik. A reakcidelegyek
vagy 5 mmol/l EDTA-t vagy 2 mmol/1l ATP-t é&s 5 mmol/l MgC,-t
tartalmaznak, és 10% triklérecetsav hozzadadasaval allitjuk le.

Eredmények
Az inhibitor izoldlésa

Annak megértésére, hogy a proteaszdéma hogyan
szabalyoz6dik in vivo, és hogyan mikédik az ubiquitin-
konjuéétumot lebonté komplexben, megprébaltuk izoldlni azokat a
faktorokat, amelyek befolyasoljak az aktivitasat. A retikulocita
II-es frakciét amménium-szulfattal olyan frakcidkra valasztjuk
szét, amelyek vagy 0-38%-ndl vagy 40-80%-nal csapdéddnak ki. Az
utdébbi frakcidét haszndljuk a proteaszdédmldk izoldlasara.Ezek a
részecskék (ilymédon ATP-td81 megfosztott retikulocitéakbél
eldallitva) jelentds aktivitast mutatnak 125I1-1izozimmel és Suc-
LLVY-MCA-val szemben, ami fliggetlen az ATP-t&l [Eytan, E. et
al., Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 86,
7751-7755 (1989); Driscoll, J. and A.L. Goldberg, Journal of

Biological Chemistry, 265, 4789-4792 (1990)]. Sem a proteaszéma,

sem a 0-38%-os frakcid nem mutat jelentds aktivitast az
ubiquitin-konjugalt 125I-1izozimmel szemben [Eytan, E. et al.,

Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 86, 7751-
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7755 (1989); Driscoll, J. and A.L. Goldberg, Journal of

Biological Chemistry, 265, 4789-4792 (1990)]. Amint azonban azt

korédbban leirtdk, az ubiquitinezett lizozim ATP-dependens
degradacidéjat azutan figyelték meg, hogy a proteaszdmat és a 0-
38%-65 frakciét eldinkubaltdk ATP jelenlétében (nem kozdlt
adatok).

A 0-38% mellett kicsapott anyagot azutan Mono-Q
anioncseréldn valasztjuk szét, és mindegyik frakciét
megvizsgdljuk, hogy képes-e befolydsolni a proteaszéma Suc-LLVY-
MCA elleni vagy a 125I-1izozim elleni aktivitasat. Az
oszlopfrakcidkat 10 percig eldinkubaljuk a proteaszdémival, majd
valamelyik szubsztratot hozzdadjuk. Onmagdban egyik
oszlopfrakcidé sem mutatott jelentds hidrolitikus aktivitast, nem
érintette a proteaszdéma aktivitasat, a gatld hatds csicsat
koriilbeliil 240-280 mmol/1 NaCl-ndl eludljuk. Ez jelentdsen
csékkenti mindkét szubsztrédttal szembeni proteolitikus
aktivitasat. Emellett a lizozim és a peptid hidrolizisét hasonlé
mértékben gatolja.

A gatldé hat&st hordozbé anyag tovabbi tisztitésa
érdekében az aktiv frakcidkat egyesitjiik, majd gélszlréssel
kromatografdljuk. Az inhibitort egy éles csics form&jiban
eludljuk, latszdélagos molekulasGlya 100-150 kDa.

Az aktiv frakcidkat egyesitjiik, majd vizsgdljuk, hogy
mennyire képesek gatolni a proteaszémiak szubsztrat hidrolizalé
aktivitasait. A ndvekvd inhibitor koncentréacié mellett a
proteasz6mak aktivitdsa linedrisan csdkken mind a 1251-

lizozimmel, mind a Suc-LLVY-MCA-val szemben, jéllehet a gatlas
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mértéke erdsen valtozik az egyes preparatumok kozoétt.

Az inhibitor az 1500 kDa-os proteolitikus komplex egyik

konponense
Az inhibitorhoz hasonléan az 1500 kDa-os komplex egy

komponensérdl (CF-2) is leirtédk, hogy molekulasilya koriilbeliil
250 kpa. Annak ellendrzésére, hogy az inhibitor megegyezik-e a
CF-2-vel, a gélszliréssel kapott inhibitort foszfocellulédz
kromatografidnak vetjiik ald. Eytan é&s munkatarsai [Eytan, E. et
al., Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 86,
7751-7755 (1989)] megjegyzik, hogy a CF-2-nek kicsi az
affinitasa a foszfocellulézhoz, és kisebb mint 100 mmol/l NaCl
koncentracidé mellett eludldédik. Ennek megfelelden a gatld
aktivitast az 4tfolyobdl és a 20 mmol/l-es NaCl eludtumbdl lehet
kinyerni (azaz abbdl a régidébdél, ahol a CF-2 aktivitast
leirtak). Az egyes foszfocelluldz frakcidkat azutan
megvizsgaljuk, hogy képesek-e helyredllitani az ubiquitinezett
lizozim lebomlas&at. Egyedileg vagy kombindlva, a proteaszdémat és
a CF;I—et tartalmazdé frakcid nem téamogatja az ubiquitinezett
lizozim gyors leboml&sat. Ha azonban ezt az elegyet kombindljuk
az inhibitor aktivitéassal, akkor az ubiquitin-1251-1jzozim
aktivitas élesen megnd. Egyik masik foszfocelluldz frakcid sem
serkenti ezt a folyamatot.

Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy az inhibitor
megfelel a CF-2-nek, és ig lényeges az ubiquitinnel 1ligéalt
fehérjék hidroliziséhez. A.CF-2 egyik szokatlan tulajdonsaga,
hogy meglehetdSen labilis 42°C-ra melegitve, de az ATP

stabilizalja (Ganoth, D. et al., Journal of Biological
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Chemistry, 263, 12412-12419 (1988)]). Annak tovéabbi
vizsg&latédhoz, hogy a proteaszéma inhibitora megfelel-e a CF-2-
nek, a tisztitott inhibitort 42°C-on ATP-vel vagy anélkiil, vagy
a nem~-hidroliz416d6 analdéggal, az AMPPNP-vel eldinkub&dljuk. A
proteaszémat hozzdadjuk, majd a peptidaz aktivitast 10 perc
mGlva vizsgdljuk. A gatlas mértéke gyorsan csdkken az
eldinkubdlas sordn, ha nem adunk az elegyhez nukleotidot. Az ATP
vagy az AMPPNP jelenléte megakadalyozza ezt az aktivitas-
vesztést. Tovabba ennek az anyagnak az a képessége, hogy
helyredllitja az ubiquitinnel konjugalt lizozim lebomléasat,
szintén gyorsan csdkken 42°C-on végzett inkubalassal, és az ATP
vagy az AMPPNP hozz&adasa (nem kdz6lt adat) megeldzi ezt az
aktivalast. Mivel az ubiquitin-konjugédtum lebomlas gatlasa és
helyre&llitdsa hasonldé inaktivdlasi kinetikat mutat, és
hasonléképpen stabilizdldédik ATP hozzaadasaval, ez a két funkcid
valdészinlileg egyetlen molekuldban taldlhatdé meg,amely lathatdan
koti az ATP-t.

J6llehet az ATP stabilizalja a gatldé faktort, nem fontos
a propeaszéma gatlasdhoz. Az inhibitort 20 percig eldinkubéalva
ATP-vel vagy anélkiil, hasonld mértékd gatlas figyelhetd megq.
Mindazonaltal, az ATP-vel vald stabiliz&las kovetkeztében, ezt a
nukleotidot rutinszerfien hozzdadjuk mindegyik inkub&l&shoz.

Ha SDS-poli(akril-amid) gélelektroforézissel elemezzik,
akkor az inhibitor prepar&atum egybf6 csikot mutat koriilbeliil 40
kDa-n&l. Annak vizsgdlatara, hogy ez a 40 kDa-os alegység
megfelel-e az 1500 kDa-os komplex valamelyik alegységének,

eldallitjuk az 1500 kDa-os komplexet a II-es frakcié Mg2+-ATP-
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vel vald inkubdlésa révén, majd anioncseréld és gélsz(irési
kromatografidval izoladljuk. Ezeknek az aktiv frakciéknak az SDS-
poli(akril-amid) gélelektroforézissel vald elemzése azt mutatja,
hogy szamos, az erre a komplexre kor&bban leirt peptidekhez
hasonlé peptideket tartalmaz [Hough, R. et al., Journal of
Biological Chemistry, 262, 8303-8313 (1987); Ganoth, D. et al.,

Journal of Biological Chemistry, 263, 12412-12419 (1988); Eytan,

E. et al., Proceedings of the National Academy of Sciences, USA,
86, 7751-7755 (1989)]. Ebben a frakcidban azonban egy gyorsan
megjelend 40 kDa méretd csik a jellemzd. Hogy tovabb vizsgadljuk
azt a kérdést, hogy milyen fehérjék asszocidldédnak a
proteaszémaval, a II-es frakcidét immunolégiailag kicsapjuk,
anti-proteaszéma monoklondlis antitestet haszndlva, majd SDS-
poli (akril-amid) gélelektroforézissel elemezve. Az ubiquitin-
konjugatum lebontd aktivitasrdl kordbban kimutattidk, hogy a II-
es frakcidé immunolégiai kicsapasaval eltavolithaté [Matthews, W.
et al., Proceedings of the National Academy of Sciences, USA,
86, 2597-2601 (1989)]. Az immunolébégiailag kicsapott anyagot SDS-
poli(akril-amid) gélelektroforézissel vizsgdlva a proteaszdma
alegységek jellegzetes csoportja figyelhetd meg, méretiik 20 és
34 kDa kozoétt valtozik, mas, magasabb molekulasidlyd csikokkal
egylitt. Fontos, hogy egy 40 kDa méretli csikot, amely hasonlit az
inhibitorhoz,és hasonlit ahhoz, amelyet a részlegesen tisztitott
komplexben lehet 1&tni, ki lehet mutatni az immunolégiailag
kicsapott anyagban.

Ekvivalensek

A szakterilleten jartas szakember rutin kisérletezéssel
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az ismertetett taladlmany specifikus megvalbésitési médjainak
szamos ekvivalensét képes megvaldsitani. Ezeket az
ekvivalenseket és az alibbi igénypontok oltalmi kérébe

tartozénak tartjuk.
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Szabadalmi igénypontok

1. Izolalt multimer tiol-protedz, azzal jellemezve, hogy
molekulas@lya hozzavetdlegesen 500 kDa, az aktivdlashoz ATP-t
igényel, fdleg az ubiquitinezett fehérjéket bontja le, illetve
egy olyan enzim, amely lényegében ezzel azonos aminosav
szekvenciaval rendelkezik.

2. Az 1. igénypont szerinti multimer tiol-proteédz, azzal
jellemezve, hogy egy endopeptidaz.

3. Az 1. igénypont szerinti multimer tiol-protedz, azzal
jellemezve, hogy izombél izol&aljuk.

4. Izolalt ATP-dependens multimer tiol-proteé&z, azzal
jellemezve, hogy molekulastilya hozz&vetdlegesen 500 kDa, egy
kdriilbeliil 1500 kDa-os molekulasllyG komplexet képez a
ko6riilbeliil 700 kDa molekulaslilyld proteaszdémaval.

5. Lényegében tiszta multipain.

6. Rekombindns technikdval eldallitott multimer tiol-
proteaz, azzal jellemezve, hogy molekulasGlya 500 kDa, az
aktivalashoz ATP-t igényel, és fdleg az ubiquitinezett
fehérjéket bontja.

7. Multimer tiol-protedz, amelynek molekulasilya 500
kDa, azzal jellemezve, hogy:

a) részt vesz az ubiquitinezett lizozim ATP-vel

serkentett lebontéasédban;

b) erds proteolitikus aktivitast mutat az

oxidalészerekkel roncsolt hemoglobinnal szemben; és

c) csekély proteolitikus aktivitast mutat az sLLVT-MCA-

val szemben.
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8. DNS, azzal jellemezve, hogy egy olyan multimer tiol-
protedzt kdédol, amelynek molekulasilya 500 kDa, az aktivalashoz
ATP hidrolizist igényel, és f&leg az ubiquitinezett fehérjéket
bontja le.

9. Gazdasejt, azzal jellemezve, hogy egy koériilbeliil 500
kDa molekulasGlyG multimer tiol-protedzt expresszil, amely az
aktivalashoz ATP hidrolizisét igényli, és fdleg az
ubiquitinezett fehérjéket bontja le.

10. Eljaras annak meghatarozasara, hogy egy anyag képes-
e gatolni a multipaint, azzal jellemezve, hogy az alébbi
lépéseket tartalmazza:

a) az anyagot, a multipaint, egy ubiquitinezett

fehérjét, ATP-t és Mg2t ionokat kombin&lunk;

b) az a) pont szerint eldillitott kombindciét az
ubiquitinezett fehérje ATP-vel serkentett lebontéséara
alkalmas koriilmények kozétt tartjuk; és

c) meghatidrozzuk, hogy lejatszédik-e az ubiquitinezett
fehérje ATP-vel serkentett lebomlésa.

11. A 10. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy a c) lépésben meghatdrozzuk az ubiquitinezett fehérje ATP-
vel serkentett lebomlasanak mértékét, és az eredményeket egy
megfeleld kontrollhoz hasonlitjuk.

12. Eljaras annak meghatarozaséra, hogy egy anyag
mennyire képes a multipaint gatolni, azzal jellemezve, hogy a
kévetkezd lépéseket alkalmazzuk:

a) az anyagot multipainnal, ATP-vel &és Mg2+ ionnal

kombindljuk; és
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b) meghatarozzuk, hogy vajon komplex képzddik-e a
multipain és a proteaszéma kbzdtt, mikoris a komplex
képzddésének elmaradidsa azt jelzi, hogy az anyag
gatolja a multipaint.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az a) lépésben egy ubiquitinezett fehérje is jelen van, és
a b) lépésben egy aktiv multipain-proteaszéma komplex jelenlétét
Ggy becsiiljiik meg, hogy meghatarozzuk, vajon az ubiquitinezett
fehérje ATP-vel serkentett leboml&sa lejatszddik-e.

14. Eljaréas a sgjtekben lejatsz6dé ATP-ubiquitin-
dependens lebontdsi folyamatok inhibitor&nak gyors keresésére,
azzal jellemezve, hogy az aldbbi lépéseket tartalmazza:

a) olyan sejteket tenyésztiink amelyekben egy rovidéletd
fehérje keletkezik, amelynek lebomldsa ubiquitin-
dependens;

b) a tenyésztett sejteket egy olyan anyaggal hozzuk
érintkezésbe, amelyrdl feltételezziik, hogy képes az
ATP-ubiquitin-dependens lebont&si folyamatot gatolni,
olyan koériilmények kozott, amelyek lehetdvé teszik az
anyag belépését a tenyésztett sejtekbe;

c) meghatarozzuk, hogy a rovidéletl fehérje mennyi ideig
van jelen a tenyésztett sejtek citoszoljdban, mikoris
a rovidéletd fehérje felhalmozdddsa a citoszdlban azt
jelzi, hogy az ATP-ubiquitin-dependens folyamat
gatlodik.

15. A 14. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,

hogy a tenyésztett sejtek COS sejtek, amelyek egy enzim
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roévidéletd mutédns formdjat termelik.

16. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy az enzim az Escherichia coli B-galaktoziddz egy muténs

formaja.

17. Eljaras az izomban lejatsz6dé ATP-ubiquitin-

dependens folyamat inhibitorénak

azonositasara, azzal

jellehezve, hogy az alabbi 1lépéseket alkalmazzuk:

a) egy idegirtéasnak, éhezésnek, lazas fertdzésnek vagy

metabolikus acidbézisnak kitett allatbdl talpemeld

vagy extensor digitorum longus izmot inkub&lunk az

ATP-ubiquitin-dependens folyamat egy potenciédlis

inhibitoraval egylitt,
amelyek alkalmasak az
_lebontéasara;
b) mérjik az izomfehérje
potencidlis inhibitor
c) Osszehasonlitjuk a b)

izomfehérje lebomlasi

olyan koériilmények kozott,

ubiquitinezett fehérjék

egyik lebomlasi termékét a
jelenlétében; és
pontban kapott eredményeket az

termékeinek felszabadulasaval

olyan talpemeld vagy extensor digitorum longus

izomban, amelyet egy idegirtésnak, éhezésnek, lazas

fertdzésnek vagy metabolikus aciddézisnak kitett

allatbdél izolaltunk, a potencidlis inhibitor

tavollétében,

mikoris az izomfehérje bomlasi termékeinek csdkkent

mértékl felszabaduldsa jelzi az ATP-ubiquitin-dependens folyamat

gatlasat.

18. A 17. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemezve,
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hogy az izomfehérje bomlasi terméke a 3-metil-hisztidin.

19. El1jaras egy &llatban lejatsz6d6é6 ATP-ubiquitin-
dependens folyamat inhibitor&nak azonositéaséra, azzal
jellemezve, hogy az aldbbi lépéseket alkalmazzuk:

a) egy &allatot idegirtasnak, éhezésnek, léazas

fertdzésnek vagy metabolikus acidbézisnak tesziink ki;

b) az allatnak az ATP-ubiquitin-dependens folyamat egy

potenciidlis inhibitorat adjuk be; és

c) mérjiik, hogy az &allat mennyi 3-metil-hisztidint

valaszt ki; és

d) a c) pontban a 3-metil-hisztidin kivalaszt&aséra

kapott eredményeket &sszehasonlitjuk egy olyan
dllattal kapott eredményekkel, amelyet idegirtéasnak,
éhezésnek, lazas fertdzésnek vagy metabolikus
acidézisnak tettiink ki, hasonldé mdédon mint a a)
pontban,

mikoris a 3-metil-hisztidin csdkkent kibocsatasa jelzi
az ATP-ubiquitin-dependens folyamat gatlodasat.

20. Eljaras a multipain gatlasara, azzal jellemezve,
hogy ; multipaint érintkezésbe hozzuk egy olyan anyaggal, amely
ko6tddik a multipain egy aktiv pontjahoz, olyan koériilmények
k6zott, amelyek megfeleldek az anyag multipainhoz vald
k6tddésére, és igy egy multipain-anyag komplex képzddik.

21. Eljaras a multipain sejten beliili g&tlasénak gyors
vizsg&latara, azzal jellemezve, hogy a sejtbe egy olyan anyagot
juttatunk be, amely megakaddlyozza az 1500 kDa méretd multipain-

proteaszéma komplex mkddését.
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22. eljaras az ATP-ubiquitin-dependens folyamat
aktivalas&nak gatlasira egy sejtben, azzal jellemezve, hogy a
sejtbe elegendd mennyiségd multipain inhibitort juttatunk be,
olyan korilmények kozott, amelyek alkalmasak ahhoz, hogy a
multipain inhibitor a multipainhoz k&tddjon, ennek koévetkeztében
az inhibitor kétddik a multipainhoz, és a multipain inhibitor
gatolja a lebomlasi folyamatot.

23. Eljaras az ATP-ubiquitin-dependens folyamat
gatlasira egy izomsejtben, azzal jellemezve, hogy az izomsejtbe
egy olyan anyagot juttatunk be, amely megakad&dlyozza egy
koriilbeliil 1500 kDa molekulas(ilyG komplex képzddését, amely
tartalmazza a multipaint és a proteaszdémat.

24. Eljaras az izomtdmeg cstkkenésének gatlasara, azzal
jellemezve, hogy zavarjuk a nem-lizoszémdlis ATP-igényes
profeolitikus folyamatot az izomsejtekben.

25. A 24. igénypont szerinti eljar&s, azzal jellemezve,
hogy a nem-lizoszémidlis ATP-igényes proteolitikus gatoljuk az
izomsejtben, oly médon hogy az izomsejtekben zavarjuk egy
koériilbeliil 500 kDa molekulasiGlylG multimer tiol-proteéaz
aktivitasat, amely az aktivaladsihoz ATP hidrolizisét igényli, és
elsdsorban az ubiquitinezett fehérjéket bontja le.

26. A 24. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a nem-lizoszémdlis ATP-igényes proteolitikus folyamatot
gatoljuk az izomsejtekben, oly mdédon hogy megakaddlyozzuk a
multipain-proteaszéma komplex miikddését.

27. Eljaréas egy egyedben az izomtomeg vesztésének

gatlasira, azzal jellemezve, hogy az egyednek egy multipain
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inhibitort adunk be, olyan kdriilmények k&ézott, amelyek lehetdvé
teszik hogy a multipain inhibitor belépjen az egyed
izomsejtjeibe, és a multipain valamint a multipain inhibitor
egymdshoz kapcsoléddjon az izomsejteken beliil, aminek eredménye
az ATP-ubiquitin-dependens lebontdsi Gt gatlésa.

28. Eljaras egy citoszél ATP-ubiquitin-dependens
proteblitikus folyamat aktivalas&nak megel&zésére egy emlds
sejtben, amely folyamatban egy koriilbeliil 500 kDa molekulasGlyd
ATP-vel aktivalt tiol-protedz jatszik szerepet, azzal
jellemezve, hogy az emlds sejtet egy olyan anyaggal hozzuk
érintkezésbe, amely képes az emlitett ATP-ubiquitin-dependens
proteolitikus lebontdsi Gt aktivitasat csokkenteni, oly médon,
hogy kapcsoldédik az ATP-dependens tiol-proteédz aktiv helyéhez.

29. A 28. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az anyag a papain-szerli enzimek egy inhibitora.

30. A 28. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az anyag egy cisztatin A analég vagy annak szarmazéka.

31. Szintetikus proteaszdéma inhibitor.

32. Szintetikus peptid, azzal jellemezve, hogy uténozza
az izomsejtekbdl izolalt 40 kDa molekulasGlylG proteaszdma
inhibitor aktivitéasat.

33. Peptid, azzal jellemezve, hogy molekulaslilya 40 kDa-

ndl kisebb és gatolja a 700 kDa molekulasGlyl proteaszdmat.
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