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Eloszo

Témavezetdmtol tobbszor hallottam az alabbi két gondolatot: nevezetesen, hogy
a doktori munka célja nem a sziikséges publikaciok teljesitése, hanem annak bizonyitasa,
hogy a jeldlt képes az 6nallo kutatasra, valamint, Albert Einstein utan szabadon azt, hogy
a kutatas 90% kitartas, 10% zsenialitas.

A doktori munkam kitliz6tt céljat, egy harom diszulfidhiddal rendelkez6 fehérje
eldallitasat, majd NMR-spektroszkopiaval torténd vizsgalatat nehéz volt egy 10%-o0s
felszereltséggel rendelkezd expresszios laborban végeznem, ahol az inkubatoros razaton
kiviil, ultrahangos sejtroncsold, centrifuga, egy gélelektroforézis-rendszer és egy
kombinalt hiitd allt rendelkezésemre. Ezért a labor folyamatos fejlesztésének feladatat is
megkaptam témam mellé. Egy kozel két millio forintos autoklav volt az elsé nagyobb
beszerzésiink, amelyet a tobbi eszkdz (ultramélyhiitd, kromatografias rendszer, PCR-
késziilék, stb.) beszerzése csak évekkel késobb kovetett. A késziilékek vasarlasat egyrészt
nehezitette a szlikds palyazati forrds és elkoltésének gyakran koriilményes menete,
masrészt témavezetdm minden esetben elvarta a részletes szakmai indoklast valamint
megfeleld ar-értékardnyu eszkoz felkutatasat, mivel a cél egy hosszutavon fenntarthatd
labor kialakitasa volt. Sokéves munka eredményeként mara az ELTE TTK Kémia
Intézetben egy teljes értékii bakterilis expresszios labor miikodik, amely lehetdvé teszi
a DNS-konstrukcio kialakitasatol a célfehérje tiszta eloallitasat szerkezetkutatasi célokra.
Az erre forditott idom tetemes volt, s noha mindez doktori munkaként ,,el nem
szdmolhat6”, mégsem tartom elvesztegetettnek, hiszen ezaltal egy palyazat nemcsak
szakmai, hanem finanszirozasi €s kivitelezhetdségi szempontjait is megismertem.

Az egyik eredeti célomat, nevezetesen a GLPI1-R extracellularis részének
térszerkezet-vizsgalatat nem sikertlt teljesen elérnem, aminek az egyik oka annak a
megtapasztaldsa, hogy a publikaciokban nem feltétleniil ismertetik a felmeriild
problémakat, esetenként a mddszerleirasok nem helyesek, nem mitkddnek valamilyen
Hrejtélyes faktor” hianya miatt. Ezért dolgozatomban a beszamolok a megvalodsitas
problémakrdl is, mivel ezek — a maradék 90% — megtapasztaldsa is a kutatomunka része,
még akkor is ha a legvégén az adott problémat esetleg nem sikeriil megoldani. Ezek
leirdsa, szdmbavétele fontos, értékelésébdl rengeteget lehet tanulni — ami at- és
tovabbadhaté — még akkor is ha tényleges végeredmény hianydban nem vagy csak

nehezen publikalhato.
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1. Bevezetés

A fehérjék szamos betegség kialakuldsaban és gyogyitasaban kdzponti szerepet
jatszanak. Mutéacidik miatt bekovetkezd szerkezeti valtozasok miatt nem, vagy csak
részben tudjak betodlteni eredeti, az evolicio soran kialakult funkcidjukat. Vannak olyan
betegségek, melyekben a fehérjék gyogyszerészeti célpontok, €s olyanok melyekkel
kapcsolatban a hatdéanyag szerepét toltik be. Doktori munkam két betegség, a II-es tipust
cukorbetegség (T2DM) gyogyszerészeti célpontjadban levé Glucagon like-protein-1
receptor (GLP-1R) ¢és ligandumainak kolcsonhatas-vizsgalatat, illetve a szteroid
rezisztens nefrézist (SRNS) okozd podocin pontmutéicidi okozta szerkezetvaltozasok
miatt bekovetkezd funkciovesztés okainak felderitését tiizte ki célul.

A fehérjék szerkezet-funkcio Osszefiiggéseinek felderitését igérd spektroszkopiai
modszerek sikerének eldfeltétele a fehérjék tiszta eldallitasa, melynek bevalt modja a

heterolog bakteridlis expresszio.

1.1. Bevezetés — Bakterialis Heterolog Expresszio

A rekombinans fehérjék eldallitasanak lehetdsége kiilonbdzé mikroorganiz-
musokban mara forradalmasitotta a biokémia szamos tudomanyteriiletét. A fehérjék
eldallitasa és tisztitasa egy uj kutatoi projekt soran kulcsfontossagu, sikeressége a kutatést
nagymértékben meghatarozza. Elméletileg egyszeri a tobb ¢évtizedes irodalmi
tapasztalatok birtokaban egy-egy rekombinans fehérje eldéllitisa: az adott gént a
megfeleld expresszids vektorba klonozva, a valasztott mikroorganizmusba transz-
formalva, majd azt indukélva kinyerhet6 a megfeleld mennyiségii fehérje, melyet a
tisztitast kovetd biofizikai jellemezések tesznek teljessé. A hétkdznapi gyakorlat azonban
néha igen csak mas képet mutat: gyakori gond a célfehérje alacsony koncentracioja
¢s/vagy kinyerhetsége, azok denaturadlt formdjanak inklizids testbe zarddasa, vagy a
tisztitott forma inaktivitasa. Ezeket a problémakat okozhatja akar a fehérje térszerkezete,
a nem-megfelelden kialakul6 téralkat, a poszttranszlacios modosuldsok hianya, a fehérje
citotoxicitasa, stb. E gondok nem feltétleniil varatlanok, hiszen a gyakran alkalmazott E.
coli prokaridta sejtben legtobbszor eukaridta fehérjét probalunk eldallitani (heterolog
expresszio). Mig az elérhetd szakirodalom tele van sikeres expresszids eredményekkel,
addig a sikertelen esetek legtobbszor dokumentalatlanok maradnak, €s Gjra elkovetddnek
ugyanazok a hibak.

A doktori munkém soran harom kiilonboz6 eukaridta fehérje vagy mesterségesen

tervezett fehérjecsalad szerkezetalapt vizsgalatat terveztiik, mely feladat sikeres elvég-
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zéséhez nélkiilozhetetlen volt nagy mennyiségben és tisztasagban eldallitanom azokat.
Gazdasejtként E. coli-t vélasztottam, hogy a doktori munka sordn a kutatocsoport
fokozatosan kiépiild bakterialis expresszios laboratériumaban (Id. Eldszo) egyre
hatékonyabban ¢és rutinosabban tudjunk fehérjéket eldallitani.

Az E. coli-nak szamos elOnyds tulajdonsaga kozé tartozik, hogy optimalis
koriilmények kozott (hdmérséklet, tapoldat dsszetétel) rendkiviil gyorsan né: a koriilbeliil
20 perces duplazodasi ideje a gyakorlatban azt jelenti, hogy az un. ,starter kultirabol”
1/100 aranyban inditott nagy expresszid sordn a staciondrius fazis elérése par ora'. Nagy
stirliségli sejtkultiira is elérhetd, melynek elméleti maximuma 1x10° sejt/ml, azaz
megkdzelitéleg 200 g szaraz sejttdmeg/L tapoldat®. Gyakorlatban ennek kevesebb mint
0,1%-a érhetd el (< 1x10'° sejt/ml), hiszen a rekombinans fehérje termelésére késztetés
(indukalas) jelentésen megterheli a sejt metabolikus rendszerét, mely a generacids ido
csokkenéséhez is vezet’. Tovabbi elény, hogy a tipoldat ardnylag olcsé vegyszerekbdl
4ll, valamint hogy a kiilsd eredetii DNS transzformaldsa egyszerii és gyors folyamat*. Az
expressziora hasznalt baktériumtorzs tipusanak kivalasztasa széles korben oldhatd meg,
am altalanosnak tekinthetd a kezdeti probatermelésre (un. ,,screen ”’-re) a BL21 torzset
hasznélata’.

A gazdaszervezet mellett fontos az expresszids vektor tipusa is, melyek
kereskedelmi forgalomban elérhetd szama nagy. Legelterjedtebbnek a pET vektorcsalad
mondhat6, melyben a célgént a T7 promoter klonozo helyek egyikébe (MCS - Multi
Cloning Site) iiltethetjiik be®’. A vektor hasznalata soran figyelniink kell a megfeleld T7
RNS polimerazt (T7RNAP)® profagként a genomjaban tartalmazé baktériumtorzs
hasznélatara (ADE3), illetve ko-expresszalas esetén a plazmid inkompatibilitasra is”!°.

Az elballitando fehérje tipusa, jellege tobb problémat is okozhat, ennek elso jele,
hogy alacsony koncentracioban termelddik az indukalast kdvetéen, vagy a tisztitasi
1épések soran nem vagy alig nyerhetdek ki. Indukcio eldtt is torténhet célfehérje atiras
transzlacio-transzkripcid a tépoldat laktdz tartalma kovetkeztében, az ekkor fellépd
citotoxikus hatas megakadalyozhatd a laktéz-permedz gatlasaval gliikkoz forras
hozzaadéssal. Tovabbi lehetdség pLysS/pLysE vektorok ko-transzforméléasa, vagy az ezt
tartalmaz6 baktériumtdrzs hasznélata, mivel a képz6dd T7 lizozim géatolja a TTRNAP
miikddését. Lehetséges még mdas promoéter hasznalata vagy specidlis, kifejezetten
citotoxikus fehérjék termelésére kifejlesztett baktériumtézsek alkalmazasa (Lemo21,
C41, C43), illetve a szignalszekvenciaval célfehérjének a periplazmatikus térbe torténd

iranyitasa (pelB — pET-22b).



A fehérje sikeres termelését kovetden problémat jelenthet a célfehérje oldhatatlan
csapadékba, un. inklazios testbe keriilése, a nem-megfeleléen kialakuld térszerkezete
miatti inaktivitasa, illetve akdr elvélasztiasa a baktérium tobbi fehérjéjétdl. Inkluzios
testbe keriilés esetén, amely diszulfidhidas fehérjék esetében gyakori, az onnan térténd
izolalast kovetden elméletileg a denaturalt fehérje nativ foldja eléallithatd, mas kérdés,
hogy ez tébbnyire nehézkes, a végeredmény is kérdéses'!.

Szolubilis termeltetés esetében a kovetkezd 1épés a fehérje nagy tisztasagban
torténd izolalasa. Ennek elsO 1épése a célfehérje a baktérium tobbi fehérjéjétdl torténd
elvalasztasa, mely kivitelezhetd akar klasszikus kémiai (kicsapas, kiforralds), akar
adszorpcidés kromatografids modszerekkel. A kiilonb6zd affinitds-, ioncsere- ¢és
gélsziiréses-kromatografiai eljarasok egymasra €piil6 1épéseit kovetden a célfehérje akar
99%-o0s tisztasagban is eldallithato.

A kromatografids tisztitasi lépéseket nagymértékben segitik az un. fazios
partnerek vagy fuzids fehérjék (un. ,,tag”’-ek, magyarul cimkék). Ezek olyan kisebb (6-10
aminosav-tagszamu) peptidek vagy nagyobb méretli globularis fehérjék, amelyek

1) lehetové teszik az adott célfehérje hatékony tisztitdsat adszorpcids

kromatografias 1épéssel;

i) megvédik a célfehérjét a proteolizistdl (kisebb fehérjék / peptidek)!'?;

111) segithetik a fehérjék feltekeredését, a megfeleld térszerkezetének

kialakulasat, kialakitasat'®;

iv) novelik a hozamot és az oldhatosagot'*!;

V) tobbnyire nem modositjak a célfehérje harmadlagos szerkezetét;
vi) eltavolithatok specifikus protedz hasitéssal.

A cimkék alkalmazasdnak hatranya, hogy esetleges kolcsonhatasuk a

t16 t17

célfehérjével megvaltoztathatja annak térszerkezetét ® vagy aktivitasat'’. Emiatt a fizios
rendszer tervezésekor figyelemmel kell venni a cimke eltavolitasanak modjat és
lehetdségét, amely torténhet kémiai vagy enzimatikus Uton is. A kisebb tag-ek eldnye,
hogy tobbnyire nem interferdlnak a célfehérjével, igy nem feltétlentil kell eltavolitani
arrol: kdzvetleniil akar antigénként is felhasznalhatok'®. A nagyobb ,tag”-eket a késdbbi
szerkezetvizsgalati célok miatt tobbnyire el kell tavolitani, kivéve Carrier-driven-
crystallization modszere esetében. Figyelembe kell venni tovabba, hogyha az oldhatdsag
fokozasa a fuzi0s partner révén valosult meg, akkor az arrdl torténd lehasitast kdvetden a
célfehérje nem feltétleniil marad az oldatban. Erdemes megjegyezni, hogy a kristalyositas
céljabol eldallitott fehérjék ~75%-a fuzids konstrukcioként keriilt expressziora'®. A
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kiilonboz6 fuzios fehérjék elterjedt valtozatait,

tablazat foglalja Ossze.

1. tablazat: Az elterjedt fuzios partnerek tulajdonsagai

illetve a protedzok tulajdonsagait az 1.

Fuziés Méret Pozicicié = Tisztitas Alkalmazas Megjegyzések
partner (A. sav) célja
T7-tag? 11 N-term mAB / Tisztitas, (-)alacsony pH
alacsony pH = hozamndvelés  irreverzibilis hatas a
fehérjére
Zold 220 N-term / - Detektalas (+) ellenanyag nélkiili
Fluoreszecens C-term detektalas, monitorozas
fehérje (folding, targeting,
(GFP)! interakcio)
Glutathione 211 N-term / glutathione/ = Hozamnovelés (-)csak nativ tisztitas,
S-transferase C-term GSH R Tisztitas, dimerizacio
(GST)® Detektalas,
Szolubilizalas
Maltéz Kkoté 396 N-term amil6z /| Hozamnovelés = (-) redukaldészer nem
fehérje maltoz , Tisztitas, alkalmazhato, nagy
(MBP)? Detektalas, méret +)
Szolubilizalds = hozamnovelés,
szolubilizalas
NusA? 495 N-term - Hozamnovelés (-) nem  alkalmas
Szolubilizalas  tisztitdsra, nagy méret
(+)szolubilizalas,
Ketosteroid 125 N-term - Hozamnoévelés = (+)IB-be targeting,
isomerase (-) denaturdlt fehérjét
(KSD* refoldalni kell
Poliarginin 5-8 C-term IEX Tisztitas (+) Egylépéses tisztitas,
tag? (-) a toltott tag zavarja a
fehérjét
His-tag?¢ 2-10 N-term /  IMAC / | detektalas, (+)20-80%-o0s elsd
C-term inidazol, tisztitas tisztitds,  denaturalva
alacsony pH tisztithato, SPR-re
kézvetlen hasznalhato,
WB detektalas,
megbizhatdsaga
kérdéses
Small 100 N-term - Hozamnovelés (+)in vitro és in vivo
Ubiquitin like , szolubilizalas = jelolés,
Modifier fehérjeinterakcio,
(SUMO)*# bakterialis — eukariota
felhasznalas
Thioredoxin 109 N-term / - Szolubilizalas = (+)H0stabil
(Trx)** C-term
Ubiquitin?’ 76 N-term - Hozamnévelés = (+)Szolubilizalas,  (-)

eukariotakndl nem jo

A doktori munkam soran heterolog bakteridlis expresszioval a kovetkezo
feladatokat oldottam meg:
1. Triptofan-kalitka (20-39 aminosav hosszu)) szerkezeti motivummal
rendelkezo minifehérjék eloallitasa bakterialis uton azert, hogy azok
térszerkezeti- és dinamikai tulajdonsagaik felderitéséhez a 1>C és/vagy °N

izotopjelolés jo hozammal és gazdasagosan legyen megoldhato.
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2. Harom diszulfidhidat tartalmazo GLP-1 receptor extracellularis
doménjének  (nGLP-1r) elodllitasa nagy mennyiségben NMR
spektroszkopia alapu ligandumkotodési vizsgalatokhoz.

3. A podocin membranfehérje eloallitasa térszerkezet-vizsgalathoz (NMR és
rontgendiffrakcio).

A kiilonbozo fehérje expresszidval foglalkozo review-ek remek, tobb gyakorlati
példat is bemutatnak, a megfeleld eszkoztar kivalasztasa azonban a kutaté dolga marad.
Erdemes figyelembe venni, hogy becslések szerint az eukariota fehérjék 20-40%-a nem
eléallithatod prokariota szervezetben. A hdrom kiilonboz6 fehérje eldallitasa tobb eldzetes
probléma lehetdséget is felvetett®, amely megoldasahoz kiilonbdzd fuzids partnereket
valasztottam.

A His-taget (polihisztidin-tag) els6ként a galaktoz dehidrogenaz eldallitasara
alkalmaztak®®, mara az egyik legelterjedtebb fuzios cimkének mondhat6?’. Relativ kis
mérete nincs hatdssal tobbnyire a célfehérje térszerkezetére és aktivitdsara. His-tag
cimkével ellatott fehérjék fém-immobilizalt affinitas kromatografia (IMAC) segitségével
kozel 80%-os tisztasdgban, nativ vagy denaturdlt allapotban kozvetleniil tisztithato. A
tisztitasi 1épés ardnylag gazdasdgosan alkalmazhatd hossztdvon, a kromatografias
gyanta-regeneralhatosaga miatt>’. Becslések szerint a prokariota fehérjék kozel 50%-a
oldhatatlan csapadékot képez(ne) vele®!, emiatt célszerii mas cimkével vald egyiittes
(tandem tisztitas) alkalmazisinak megfontolasa®®?3. Hatranya a célfehérje elualasara
alkalmazott imidazol, amely zavarja a kiillonb6zd biofizikai moddszereket (NMR,
kompeticiés mérések, rontgenkrisztallografia), illetve nagy koncentracioban fehérje
aggregalodashoz vezethet, valamint fémkd&tése révén metalloproteinek eldallitasahoz
nem alkalmas.

Affinitas kromatografia tisztitast tesz lehetové a Glutathione-S transferaz (GST),
amelyet elséként a Taenia ovis antigénjeinek eldallitdsara hasznaltak**. A Schiostosomaja
punicumbdl szdrmazo 26 kDa-os GST cimke glutathione-sepharose gyantan elvélaszthatd
akar 90%-os tisztasagban a sejtlizatum tobbi fehérjéjétdl. Tapasztalatok szerint jelentdsen
noveli a hozamot €s hidrofil felszine miatt jelentds szolubilizal6 hatasa van. Kolorimetrias
assay-ekkel specifikusan detektalhato (1-chloro-2,4-dinitrobenzene vagy antiGST-
antitest). Dimerizacidja azonban zavarhatja a célfehérje aktivitdsat és térszerkezetét,

valamint a glutathione-sepharose gyanta é¢lettartama véges a sejtlizatumban levd v-

b1d. Elbzetes megfontolasok alfejezetek
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glutamyl-transpeptiddz miatt. A tisztitds soran tovabba alacsony koncentracioban
alkalmazhatunk denaturdlo- és redukaldszereket. A GST-fuziot eldszeretettel
alkalmazzak fehérje-fehérje vagy DNS-fehérje interakciok vizsgalatdhoz.

Szamos, tobb diszulfidhiddal rendelkez6 fehérjét allitottak el E. coli heterolog
expresszioval, azonban a megfeleld diszulfidhid mintazat kialakitasa problémat okozhat.
Anfiensen RnaseA-val végzett kisérletei utan, amelyben a harom diszulfidhiddal
rendelkezd fehérje in vitro refoldalas soran keriilt denaturalt allapotbol aktiv formaba,
feltételezték, hogy a diszulfidhidak kialakulésa a sejten beliil a polipeptidlancban kodolt
szerkezeti informaciok alapjan, spontan torténik. Joval késébb fedezték fel, hogy
baktériumokban a diszulfidhidas fehérjék a periplazmaban alakulnak ki a Dsb
fehérjecsalad (DsbA-D) segitségével, a citoplazma reduktiv kdzegében, termodinamikai
¢s energetikai okok miatt ez nem lehetséges. A diszulfidhidak kialakuldsa a cisztein
oldallancok kozott két egymast kovetd kémiai 1épés eredménye: a véletlenszerlien
kialakulo diszulfidhidakat tartalmazé intermedierek képzddése utan atrendez6dés soran
alakulnak ki a nativ mintazata fehérjék®>3¢. A folyamatot in vivo a redox enzimek végzik
a baktérium periplazmatikus terében (oxidazok, izomerazok)>”*%3. In vitro ,refoldalas”
soran redox pufferek (GSH/GSSG) alkalmazasa segiti a nativ diszulfidhid mintazat
kialakulasat.

A DsbC, mint fizids partner hasznalata is felmeriilhet diszulfidhidas fehérjék
eldallitasakor. A Dsb fehérjék koziil a DsbA oxidaz alakitja ki a fehérjék diszulfidhidjait
Osszekapcsolva a tiol csoportokat, a DsbC izomerazként ezt kdvetden a nem megfeleld
diszulfidhidakat atrendezve, alakitja ki a nativ mintazatot*’. A DsbC egy 23kDa-os
homodimer fehérje, amelynek aktiv kdzpontja egy V-alaka 38 A méretii hidrofob zseb,
ahol az aktiv CxxC thioredoxin motivum 1is talalhat6. A hidrofob zseb szerepe a
kolcsonhatas kialakitasa a szubsztrattal, mivel ha a célfehérje diszulfidhid mintazata nem
nativ, belsd diszulfidhidjait véd6 hidrofob magja nem alakul ki, igy azok hozzaférhetdek
az enzim szamara*!.

Er6és promoterrel taltermelve a diszulfidhidas fehérjék gyakran keriilnek
oldhatatlan inkluzios testbe, azonban irdnyité szignalszekvencia (pl. pelB) cimke
alkalmazaséaval, sikeres transzport esetén a kis térfogatu periplazmaban alacsony
koncentracioban kialakulhat a nativ diszulfidhid mintdzat. Masik lehetdség olyan
tervezett baktériumtorzs alkalmazéisa, amelyben mutacidk révén a citoplazmaban
oxidativ kozeg alakul ki. A glutathione €s thioredoxin reduktdz deléci6s mutans Origami

E. coli baktériumtorzsben, illetve az Shuffle sejtekben, ahol genomidlisan
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citoplazmatikusan kodolt DsbC chaperont is tartalmaz a rendszer, ez elméletileg
lehetséges. Szamolni kell azonban a torzsek igen lassi novekedésével. Harmadik
lehetdség redox-aktiv enzimek, mint példaul a Trx vagy a DsbC, ko-expresszidja vagy
fuzios fehérjeként torténd alkalmazasa.

Természetesen lehetdéség van az oldhatatlan csapadék vagy inklizids testek
izolalasara és tisztitasara denatural6d koriilmények kozott, majd a redukalt allapotban levd
fehérje in vitro refoldalasara is redox kozegben, tobbnyire GSH/GSSG redox rendszer
jelenétében, am a mddszer gyakran koriilményes €s nem is vezet eredményre.

A megfelelé fuzids partner kivalasztdsdban nagy szerepe van annak ,,0ldatban
tartd”, azaz szolubilizaldé hatdsa, amely ha pérosul az expresszids szint jelentOs
novelésével, nagy eséllyel teszi azt népszeriivé. Ebbe a kategoridba esik az E. coli malE
génjének terméke, a 45 kDa-os Maltoz-kotd fehérie (MBP)*2. Atlagos expresszids
hozama emiatt 10-40 mg / L tapoldat kdzott van, szignalszekvenciaval periplazmatikus
termelés is lehetséges. Affinitds kromatografia tisztitds keresztkotott amiloz gyantan
valosithatd meg, azonban a sejtlizitumban levé amildz enzim bontdsa miatt hamar
tonkremegy, az ¢lettartama hosszabbithatdo a tapoldathoz plusz glilkéz forrés
hozzaadasaval. Mivel az amil6z gyantan torténd elvalasztas sordn a fizids partner maltdz-
kotott formaba kertil, a célfehérje hasitasat kovetden egy masodik amiloz tisztitasi [épést
nem lehetséges. A gyanta nem teszi lehetdvé a denaturalt formaban torténd tisztitast, €s
alacsony redukal6 agens koncentracio szintet visel el. Az MBP fuzios cimke nagy mérete
miatt a legtobb esetben proteolitikus emésztéssel el kell tavolitani, mivel nagy eséllyel
befolyasolja a célfehérje miikodését. A hasitast kovetden szamolni kell a tdmegarany
miatt a célfehérje mennyisége alacsony mennyiségével (peptidek eldallitasa esetében).

A Maltéz-koté fehérje fuziods partnerként torténd alkalmazasa az utobbi idében
igen elterjedt, alkalmazasa esetén nagy eséllyel eldallithatd a célmolekuldval szolubilis
fiziés rendszere’*. Azonban nagy mérete miatt eltivolitasa tobbnyire sziikségszert,

ami gyakran a célfehérje kicsapodasaval jar*+*

, azaz felvethet6 a kérdés: Mi a
mechanizmusa a szolubilizalasnak? Mi ebben a fuzids partner szerepe?

Egyrészt lehetséges, hogy szolubilitas novelok egyfajta ,elektrosztatikus
pajzsként” funkcionalnak, megakadalyozva a célfehérje elektrosztatikus toltottséggel
rendelkez6 fragmenseinek aggregalodasat*®. Entropia-horgony szerepét is betdlthetik,
azaz a célfehérjével torténd kolcsonhatasaik révén csokkentik annak feltekeredési

atvonalai szamat*’*8,
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Masik lehetdség, hogy a fizids rendszer egy szolubilis aggregatum, azaz micella-
szerl struktira hidrofob célfehérjék aggregatumaval a kozpontban, a fizids partner pedig
korbeveszi. Kialakulasdra jo példa a human papilloma virus E6 fehérje esetében
tapasztaltak*’, azonban a mechanizmus felveti a kérdést: hogyan képzdédhetnek
aggregatumokbol szolubilis feltekeredett fehérjék? Az elmélet kiegészithetd, hogyha a
fuzios fehérjére egyfajta ,,chaperone-magnes”-ként tekintiink. A fenti hatasok egyiittese
révén lehetdvé teszik a sejt chaperone-jai szdmara a célfehérje helyes foldjanak
kialakitasat>®. Ez nem zarja ki a fizios fehérje egyfajta passziv chaperone-szerepét: az
oldékonysag fokozasaval lehetdvé teszi a célfehérje atmeneti allapotainak kialakulasat és
intermolekularis kolcsonhatdsok révén iterativ ciklusként megakadalyozzak azok
nem egyértelmii hatdsai miatt mara az MBP fuzios-fehérjeként torténd alkalmazasa
egyfajta mentd-megoldast jelent (a végsé kétségbeesésben)>+>3-36,

A cimke eltavolitasa torténhet kémiai iton vagy enzimatikus hasitassal®’>%. E16bbi
egyediili metioninra. A gyakori a nem specifikus hasitas és a fehérje denaturacioja miatt
az endopeptidazokkal torténd enzimatikus hasitds az elterjedtebb. Tobb esetben a
célfehérje hasitasa kdzvetleniil torténik a hasitd hely utdn, azonban példaul a thrombin és
a TEV™? esetében plusz két aminosav adddik a célfehérje N-terminalisdhoz, ami példaul
kisebb méretli peptidek (minifehérjék) esetében megvaltoztathatja annak térszerkezetét.
Az enzimatikus hasitds hatranya, hogy az enzim ardnyaiban nagy mennyiségben
sziikséges valamint az inkubdacios id6 is hosszl lehet, valamint szamolni kell a nem kivant
hasitas kdvetkezményeire, ami degradaciohoz vagy alacsony hozamhoz vezethet.

Tobbdimenzids heteronuklearis NMR spektroszkdopiai mérésekhez a célfehérjét
BC és N izotop jeloléssel latjuk el a heteronukledris mérések érdekében. Ennek

t60

modszere alaposan publikalt™, és nem okozhat problémat, amennyiben a fehérje gazdag

taptalajon eléllithato®!62

. Természetes izotoparanyt kisebb peptidek (,,jeloletlen”)
esetében (<50 aminosav) bar alternativat jelenthet a szilard fazist peptidszintézis, mar
egyes izotopjeldlésnél is megfontoland6 a bakteridlis expresszio alkalmazasa a kémiai
szintézis horrorisztikus anyagi koltségvonzata miatt. Kisebb peptidek eldéllitdsa azonban
problémaba {itkdzhet, mivel 6nmagédban expresszalva a peptid mérete és harmadlagos
szerkezetének hidnya proteolitikus degradacidhoz vezethet, fuzids partnerrel eldallitva
figyelemmel kell lenni a hordozé molekulaméretére, azaz a tomegaranyra, valamint a

proteolitikus hasitdsra, mivel a célpeptiden maradd plusz aminosavak modosithatjak a
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peptid szerkezetét. Emiatt célszerti olyan kisméretli fehérjét valasztani fizios partnernek,
amely lehetdvé teszi az aminosav-maradék nélkiili hasitast. Erre alkalmas mind az
ubikvitin (76 aminosav) mind a Small Ubiquitin like modifier (SUMO — 100 aminosav)
globularis fehérjék. Mindkét fehérje kisméretii, térszerkezetiik hasonlo, irodalmi adatok
alapjan a célfehérje szolubilitasat novelik. Hatranyuk, hogy az ubiquitin eukariota
rendszerben nem hasznalhat6, emiatt a SUMO elterjedtebb. Alkalmazasuk esetén N-
terminalis His-taggel lehetséges a fuzios fehérje tisztitasa, igy a hasitast kovetden egy
masodik Ni-IMAC tisztitassal a fuzios partner elvalaszthatd a célpeptidtdl, amely ezt
kovetden RP-HPLC-n tisztithatd tovabb. A kis tdmegardny lehetévé tesz a peptidek

gazdasagos eldallitasat.

1.1.1. Elozetes megfontolasok — nGLP-1r expresszid

A G-fehérje kapcesolt receptorok (GPCR-
ek) olyan sejtfelszini molekuldk, amelyeknek
kozos architektarajuk (extracellularis domén; 7
transzmembran hélix; intracellularis domén) ¢és
jelatviteli mechanizmusuk. Mivel szamos
fiziologiai funkcidban kdzponti szerepet toltenek
be, gyogyszercélpont-molekuldk kozel 30%-at

teszik ki. A transzmembran régidé szekvencia-

homolégiaja alapjan 5 csaladra oszthatéak (A-

1. dbra: Az nGLP-1r réntgendiffrakcioval

E), amelyek koziil az A-csaldd (rhodopsin) a )
kapott térszerkezete (PDB: 3C5T)

legnagyobb (700-tag), a B-csalad

(peptidhormon-receptorok — secretin-like receptorok) kisebb (15 tag). Mivel az
extracellularis domén szerkezetét, méretét tekintve is kiilonbség van koztik, igy a
ligandum-felismerés mechanizmusa is eltér a csaladok kozott®.

A GLP-1 receptor a G-fehérje kapcsolt receptorok Il-es vagy Un. B-csaladjaba
tartozé peptidhormonreceptor®®. Az ebbe a csaladba tartozé receptorok kozds jellemzdje
a GPCR-ekre 4ltalanosan tulajdonsdgain kiviil, hogy 100-130 aminosav nagysagi
extracellularis doménnel rendelkeznek, amelyek maximum 27 aminosav hosszisagli
endokrin eredetii peptidhormonokat kotnek. Az extracellularis domén fontos szerkezeti
jellemzodje a 3 konzervalt diszulfidhid, amely elengedhetetlen a ligandum kotodéséhez.

Jelenleg 31 rontgen és 4 NMR extracellularis domén térszerkezet szerepel a PDB
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adatbazisaban, amelyek koziil mindet E. coli heterolog expresszidval allitottak eld (2.

P
tablazat).

s e A TAYAYAVAVAVAVAVAV, —_— — - L-cisztein

Diszulfidhid — iincs masodiagos szerkezel elem
Ami k @BRPQGATVSLWETVQKWREYRRQCQRSLTEDPPPATPCFCNRTFDEYACWPDGEPGSFVNV p-szerkezeti elem
&% & % 3 % &%
SN kanyar
pssp _n_n_‘ A o W - N e

AN a-hélix

Diszulfidhid 8
3/10-helx
Aminosavszekvencia s CPWYLPWASSVPQGHVYRFCTAEGLWLQKDNSSLPWRDLSECEESKRGERSSPEEQLLFLY
%0 110

aa 100 o 130

2. abra: Az nGLP-IR réntgenszerkezetének (PDB: 3C5T) masodlagos szerkezeti elemei és diszulfidhid
mintdzata

A GPCR-ek B-csalad tagjainak extracellularis domén szekvencia-azonossaga
alacsony. Az extracellularis domén téralkatara (1. abra) altaldnossagban jellemzd a
nagyfoku hasonlésag a komplement kontroll fehérje architektardjaval (o-B-p/a
architekttra). Kozponti magjat két antiparalel B-redd alkotja, amelyet 3 diszulfidhid és
hidrofob kdlcsonhatasok stabilizalnak (2. abra). A domén N-termindlisat egy hosszabb
a-hélix alkotja, amelyet egy diszulfidhid kapcsol az els6 red6hoz, igy alkotva a ligandum
kotézsebét. A B-csaladba tartozd6 GPCR-ek extracellularis doménjei kozott meglepden
alacsony a szekvencia homoldgia (3. abra), Iényegében a 6 cisztein és egy tucatnyi
aminosav azonos. Utdbbiak koziil a 113Asp, 118Trp, 132Pro, 154Trp emelhetdek ki, mint
amelyek a harmadlagos szerkezet stabilizalasdban fontos szerepet jatsz6 aminosavak.
Azaz az aktiv konformaciét a 3 diszulfidhid altal stabilizal6 masodlagos szerkezeti
elemek alkotjak, amelyek kozotti kanyarok (loop-ok) valtozatossaga biztositja a ligandum
kotés specifikussagat, igy fontos szerkezetiik megismerése a ligandum specificitas
felderitése érdekében®.

Ha attekintjliik a B-csaladba tartoz6 GPCR-ek publikalt extracellularis domének
(3. abra) E. coli-ban torténd eldallitasanak protokolljait, harom kiilonb6z6 modszert
kiilonithetiink el (2. tablazat):

i. Az extracellularis domén ,kozvetlen” eldallitasa pET vektor segitségével,
tobbnyire N-terminalis His-taggel, BL21(DE3) baktériumtorzsben, tobbnyire 10 L-
es fermentalassal. Mindegyik esetben a célfehérje inkluzids testbol keriilt izolalasra,
amelyet refolddlasi folyamat kovet®® 70707273,

il. Az extracellularis domén eldallitasa pET32 vektorban ThioredoxinA fizids
fehérjével Origami sejtekben. Mindegyik esetben kozos, hogy a végsd vizsgalati
modszer NMR-spektroszkopia volt, ehhez a fizids fehérjét thrombinnal hasitottak.
A PTHR esetében azonban Monaghan és munkatarsai®® arrol szamoltak be, hogy a

fuzios fehérje inkluzios testbe keriilt, refoldalasi folyamat utdn, a thrombinos
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hasitas sordn az extracellularis domén pedig degradalddott, feltehetdleg a nem
megfeleld téralkat miatt. A CRF esetében Mesleh és munkatéarsai publikécioja®
szerint a fuzids fehérje inklizios testbe keriilt, a refoldalas oszlopon tortént ligand-
affinitas kromatografia segitségével.

iii. A harmadik modszert elséként Parthier alkalmaztdk a PTH receptor extracelluléris
domén esetében’®. Az eljards 1ényege, hogy OrigamiB sejtekben pET-Duet vektor
segitségével ko-expresszaljak az N-termindlison MBP-vel fuzionalt extracellularis
domént DsbC-vel. A termelést kdvetden a két affinitds kromatografia 1épés utan
(IMAC; Amiléz affinitds kromatografia) az eludlt fuzids fehérjét refoldaljak
GSH/GSSG redox rendszerben DsbC jelenlétében. Az ezt kovetden ioncsere €s
gélsziiréssel tisztitott mintat minden esetben kristalyositasnak vetették ala (Carrier-
driven-crystallization), azaz nem valasztottak el a célfehérjét az MBP-t6l. Néhany
esetben a refoldéalds soran nem hasznaltak DsbC izomerazt. Mas fehérjék esetében

is alkalmazhaté modszer®”-68,

A GLP-1 receptor extracellularis doménjének eldallitasat 2002-ben publikaltak
Bazarsuren és munkatarsai®, a tovabbi nGLP- 1r rontgenszerkezetek ez alapjan késziiltek.

Ugyanaz a kutatocsoport késdbb Schroder-Tittmann publikacidjiban’®

egy masik,
hasonld eldallitasi modot is leirt. Az eljards sordn M15 E. coli baktériumtorzzsel
fermentécio utjan allitanak el6 inklazios testbe keriild, denaturalt allapota nGLP 1r-t, majd
koriilményesnek mondhaté eljaras soran jutnak el a tiszta és aktiv extracellularis
doménhez. A refoldélas soran egy Un. refold-reaktort alkalmaznak, valamint a tisztitast
igen nagy (tobb literes) térfogatban végzik. A metddus laboratériumunkban fermentor,
refold-reaktor illetve megfeleld kromatografias rendszer hidnydban nem volt
kivitelezhetd a doktori munka kezdetén (Id. Eldszo). A fermentor hianyaban,
hagyomanyos razatokésziilékkel 6 liternyi gazdag tapanyagtartalmu taptalajban (2YT /
LB) expresszalva, a protokollt aranyaiban moddositva (sejttomeg - IB koncentracio -
térfogat) nem sikeriilt kimutathatd mennyiségli nGLPIr-t eldéllitani az eldkisérletek
soran kovetve a 2002-es publikaciobdl kinyerhetd informacidkat. Ennek oka feltehetden

a Bazarsuren-féle modszer hatékonysaga, hiszen a leiras alapjan 5 liter fermentlébdl 700

g sejtpelletet allitottak eld, amelybdl leiras szerint 10 g inkluzios testet izolaltak.
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2. tablazat: G-fehérje kapcsolt receptorok B csaladjaba tartozo extracellularis domén térszerkezetek a

PDB adatbazisban. CDC = Carrier-driven-crystallization, tobbnyire MBP-vel.

Corticotropin releasing
factor-1 receptor

Corticotropin releasing
factor-1 receptor

Calcitonin gene related
peptide receptor

Groth hormon releasing
receptor

Gastrointestinal peptide
receptor
Glucagon like peptie -1
receptor

Glucagon like peptide-2
receptor
Glucagon receptor

Pituitary adenylate
cyclase 1 receptor
Parathyroid hormone
receptor

Secretin receptor
Vasoactive intestinal
peptide receptor

E szerint hagyomanyos razatokésziilékben 1

CRF1

CRF2

CGRP

GHRH

GIP

GLP-1R

GLP-2R

GCGR

PAC1

PTHI1, PTH2

Secretin
VPACI,
VPAC2

ECD —  ECD - ligand Moédszer
Apo forma = kotott forma
3EHS! 3EHU?! X-ray
21277 NMR
1U3473 NMR
2JNC 2JND7 NMR
3N96, 3N95, X-ray
3N947
3N7P, 3N7S7 | X-ray
511077 X-ray
2XDG* X-ray
2QKH" X-ray
4HJ07 X-ray
3C59, 3C5T%,  X-ray
5E948! X-ray
3I0L# X-ray
47GM®3, X-ray
4ERS# X-ray
5E94%5 X-ray
SEE7%¢ X-ray
3N9465 X-ray
2JOD¥ NMR
31.2J%8 X-ray
3C4M6! X-ray
3H3GY X-ray
2X57* 3HCV*, X-ray
3IDTX*
10F2% X-ray
10GT? X-ray
liternyi

Megjegyzés

CDC

CDC

CDC

CDC
Publikacio
nincs
megadva
CDC

CDC

CDC
CDC
CDC
CDC

CDC
CDC
CDC

Publikacio
nincs
megadva
CDC
CDC

gazdag taptalaj a

tapasztalataim alapjan ~5 g sejtpelletet, azaz ~70 mg IB-t jelent. A renaturdcid soran

rengeteg kicsapddas volt tapasztalhatd, amely SDS-PAGE-el vizsgilva rendre az

nGLP1R-nek mutatkozott, szolubilis formaban megfelelé diszulfidhid mintazati nGLP-

Ir-t nem sikeriilt eldallitani. Emiatt egy alternativ protokolt kivantunk kidolgozni, hogy

a rendelkezéseinkre allo laborfelszerelés segitségével hagyomanyos razatd késziilékben

is hatékonyan tudjunk aktiv extracellularis domén fehérjét eldallitani. Ennek soran tobb
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baktériumtdrzsben vizsgalni terveztiik kiilonbozo fizids partnerek segitségével eldallitott

ECD fehérje tisztitasanak lehetdségeit.
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3. dbra: Humdn G-fehérje kapcsolt receptorok Bl alcsaladjaba tartozo extracellularis domének
szekvenciaillesztése.

1.1.2. Elozetes megfontolasok — ..cell-free” expresszid

A doktori munkam soréan lehetdségem nyilt a frankfurti Goethe Egyetemen a cell-
free expresszid technikdjanak elsajatitasara, a projekt keretében a teljes GLP-1 receptort,
azaz egy teljes G-fehérje kapcsolt receptort kivantuk eldallitani, majd interakcidjat a
minifehérje ligandumokkal SPR-el vizsgélni.

A cell-free (CF), vagy sejtmentes expresszid mara széles korben elterjedt és
elfogadott technika a proteomikaban: alkalmas gyorsan, megbizhatéan nagy hozamban,
aktiv konformécioban fehérje eldallitasara’!. Fé elénye az akar tobb transzmembran

"o

szegmenssel rendelkezé6 membranfehérjék eldallitdsaban mutatkozik meg. Szerkezeti
célokra ugyanis nagy mennyiségii membranfehérje eldallitasa €16 rendszerekben szamos
problémat okozhat azzal, hogy beépiilve a gazdasejt membranjdba megzavarja annak
belsd folyamatait, citotoxikus hatast valthat ki, a hidrofob részek aggregalddhatnak, nem
alakulnak ki a sziikséges poszttranszlaciés modositasok. Tovabbi nehézséget okozhat

sikeres eldallitas esetén az onnan térténd kinyerés.
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Ezzel szemben a sejtmentes expresszid a membranfehérjék termelésétének
Osszetettségét a kdzponti transzkripcids — transzlacids folyamatokra csokkenti. Nyitott
rendszerként lehetdvé teszi a belsé kornyezet tag hatdrok kozotti valtoztatasat a
transzkripcidés — transzlacidés rendszer stabilitdsa miatt. Ezaltal minimalizalhatoak a
hagyomanyos expresszid buktatdi, rdadasul a mddszer gyors, akér egy ,,overnight” CF-

reakcioval milligrammos fehérjemennyiség allithat6 el6.>>4

A) B)

R
ﬁ\; l*w*gﬂ;} L g

4. dbra: A cell-free expresszio tipusai: A) ,,Batch”-tipus B) CECF-tipus C) Analitikai léptékii
sektmentes reakcio kivitelezése 24 lyuku kristalyosito talcan egyedi gyartdsu reakco-edényekkel.

Milligrammos mennyiség eldallitasat elsésorban az un. ,,Continuous-exchange
CF” (CECF —4/B abra) mod tesz lehetdve, ahol a reakcio két egységre van szétvalasztva
egy szemipermeabilis membrannal®>®. A , Reaction Mixture” (RM) egység tartalmazza
a transzlacidhoz és a transzkripcidhoz sziikséges fehérje €s nukleinsav Osszetevoket
(sejtextraktum Id. késdbb), mig a ,,Feeding Mixture” (FM) az alacsony molekulatomegii
prekurzorokat (nukleotidok, aminosavak) tartalmazza. A rendszer igy lehetévé teszi a
prekurzorok folyamatos potlasat és a képzodo gatld hatasa melléktermékek (pirofoszfat)
eltavolitasat. Ezzel szemben a ,,batch”-tipust rendszerekben egy kompartmentben levd
Osszetevok a reakcid6 1ddot 0,5-2 orara csokkentik, ami alacsony képz6do

fehérjekoncentraciot is jelent (4/A. abra ).’

98,99

A cell-free expresszio f6 komponense a sejtextraktum”™””, amely tartalmazza a

transzkripcidhoz és transzlacidhoz elengedhetetlen Osszetevoket (riboszomak, tRNS
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szintetdz, transzlacios faktorok, acetat-kinaz). Ez lehet eukariota® vagy prokariota
eredeti. Utobbi egyszerlibb kezelhetdsége, megbizhatdésaga ¢és eldallitasanak
egyszeriisége miatt népszeriibb. Az E. coli eredeti sejtextraktum?® el6allitasa akar
BL21(DE3) torzsbdl is torténhet (1d. részletesebben Modszerek), azaz a transzkripciot a
T7 TNS polimerdz kontrollalja: specificitasa miatt csokkenti az endogén promoterekrol
torténd atirast ©.

A sejtmentes expresszio 0sszeallitasanak leirasa részletesen szerepel a Modszerek
fejezetben, a reakcio kivitelezése a sziikséges komponenseket tartalmazé protokoll szerint
torténik (Fiiggelék F2 tablazat), azonban az dsszeallitast a célfehérje esetében a rendszer
nyitott volta miatt minden esetben optimalizalni kell, ami az Osszetevok
kitérni az dsszetevk szerepére roviden.!%

A DTT f6 feladata a T7RNAP stabilizdldsa, azonban redukald kornyezetet
teremtve gatolja a diszulfidhidak kialakulasat — ez ellenstilyozhaté chaperonok vagy
megfeleld aranyt GSH/GSSG redox rendszer alkalmazasaval. Az enzim szubsztratjai a
nukleozid trifoszfatok, a képz6dé6 mRNS-es degradiciojait RNaz inhibitorok
akadalyozzak, a ritka kodon hasznalatot a tRNS szint ndvelésével lehet ellensulyozni. A
CF-reakciéo masik elénye, hogy kontroll alatt vannak az aminosavak is, igy szelektiv
aminosavak beépitése is lehetséges. Az endogén aminosavak az extraktumbol a
preparalasa soran eltavolitasra keriilnek. Figyelni kell azonban az aminosav-degradaciora
is, amely a triptofan, cisztein, arginin, glutamat és aszpartat esetében jelentds. Folsav
segitségével az fMet képzddés segithetd elo.

Az energiahaztartas regeneracioja soran az ATP és GTP Gjraképzddés torténik
masodlagos energiaforrasok és specifikus kinazok! segitségével. A sejt viszkozitasat PEG
segitségével mimikalhatjuk, stabilizdlva az mRNS-eket és biztositva a sejten beliili
,crowding”-hatdst. Az 4ltalanos sejtkondiciokat pH 7-es pufferrel és Mg?" és K* ionok
segitségével biztositjuk, utobbiak a piruvat kinaz mitkddésében is nélkiilozhetetlenek. !

A DNS-templatnak is meghatdroz6 szerepe van a termelddd célfehérje
hozaméban'®?. T7RNAP alkalmazdsa miatt linearis vagy cirkularis T7 promoterrel

rendelkezé DNS alkalmas CF-reakciora. Linearis DNS-szakasz esetén megsporolhato a

¢ wheat germ, rabbit reticulocita

4 830 extraktum — 3 0,000xg szedimentacio utan

¢ Az endogén mRNS-ek az extraktum eléallitasa soran eltavolitasra keriilnek.
1 acetil-foszfat/acetdt-kinaz és foszfoenol piruvat/piruvat-kindz
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klénozasi 1d6, szdmolnunk kell a reakcid kozbeni degradacidoval (endogén eredetii
exonukledz aktivitas). A templat tisztasaga és koncentracioja (> 0,15 pg/pl) is
1épésének problémaival fiigg 0ssze, mivel annak hatékonysaga nagyban fiigg a start
kodont kovetd koriilbeliil tiz nukleotid fajtajatol. Ennek joslasa nehéz, emiatt gyakran
rovid fuzios-tageket alkalmaznak (pl. T7-tag), a tovabbi fuzios tag-ek alkalmazasa

tobbnyire a C-terminalison torténik (His-tag, GFP).

A) P-CF B) O-CE C) L-CE
5 t ¥
Reaction Mixture " £ t_«, H;‘W}/, 9. 9000 1
TR T o A BT g p o Bkl Al 4
/ ‘\ 7
l dializis-membran detergens liposzémak 1
o gradiens
. res centrifugalas
membranfeherjék 2 .
detergens- e o liposzomak i
micellakban -t
" g proteo- i ﬂg
liposzémak
kicsapodott .
membran- tisztitas /
fehérjék detergens-csere szacharéz
gradiens
szolubilizacicé

detergensben s

8
g =

membranfeherjék ~~2 3337
detergens-micellakban * ~@egs
Eis=

feloldas §§ 22 z membranfehérjek
;g%zggggﬁg %é §§ §§ liposzémakban
5. abra: Membranfehérjék cell-free expressziojanak tipusai: A) "Precipitate-based"
B) "Detergent-based" C) "Lipid-based"
A CECF reakciokhoz sziikséges két kompartment kialakitdsa torténhet
kereskedelmi forgalomban kaphato eszkdzokkel (Slide-A-lizer), vagy hazilag-gyartott

eszkozokkel is, preparativ mennyiségben akar dializis-zacskoval is kialakithatd a

97 A

sziikséges kialakitas. A kapott hozamban nagy
szerepe van a megfelel6 RM:FM ardnynak is, a
preparativ 1épték eldtt ezt analitikai uton

tesztelni kell.

two MSP/Nanodisc

A membranfehérjék CF szintézisének 3
modja van (5. Abra). Az él6 szervezetekben

nem lehetséges D-CF (,,detergent-based”’-CF)

MSP1 Nanodisc

76 A

B 125 .
[ [* 108 A =] 1

6. dbra: Ket MSP fehérje (narancssarga,

kék) altal kialkotott un. Nanodisc.

8 kizarolag midiPrep-kit haszndlata, nem mindegyik gyarto terméke megfelelé
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¢s L-CF (,,/lipid-based’-CF) kozds, hogy az RM-ben jelen lev detergensek vagy lipidek
miatt a szintetizaldddé membranfehérje a micellakba vagy liposzomakba épiil be. Az L-
CF modszer esetében lehetséges az Un. nanodisc-ek alkalmazasa is'®’, amelyekben a
valtoztathatdo Osszetételli foszfolipidek nem kovalensen kapcsolodd komplex kettds
réteget alakitanak ki a Membrane-scaffold Protein-nel (MSP — 6. Abra). Ez lehet6vé teszi
a konnyebb izoldlasukat is. Amennyiben hidrofob kozeg nincsen jelen, ugy a képz6do
membranfehérje kicsapodik (P-CF: precipitate-based CF), amely akar reszolubilizalhato

detergensekkel.

1.1.3. El6zetes megfontolasok — Minifehérjék expresszioja

Peptidek  tobbdimenzids  heteronuklearis  spektroszkopiai  vizsgalatdhoz
elengedhetetlen azok '*C és '°N izotopjeldlése, amely nagyobb fehérjék esetében (5000
Da felett) megoldott, azonban a kisebb méretli peptidek esetében tébb felmeriild
problémaval is szdmolnunk kell:

i. A kisebb peptidek kozvetleniill nehezen termelhetdek, mivel nem
rendelkeznek rendezett térszerkezettel, ki vannak téve a sejt protedzainak
degradalasanak.

ii. ~ Tisztitasukhoz valamilyen cimke sziikséges, amelyet késdbb mindenképpen
el kell tavolitani. A tipikusan hasznalt protedzok plusz aminosavat hagynak a
célfehérje N-terminalisan, amely interferalhat a peptid térszerkezetével.

iii.  Figyelembe kell venni az alkalmazott fizios fehérje:peptid tomegaranyat is a
kitermelhet6 célfehérje mennyiségének érdekében.

Az ubikvitin, mint kisméretl (8,5 kDa) fuzios fehérje lehetdvé teszi a kiillonb6zo
minifehérjék hatékony termelését azaltal, hogy az N-terminalis His-tagjének segitségével
hatékonny4 tehetd a tisztitas, illetve a C-termindlasra klonozott minifehérje az ubikvitin
hidrolaz enzimmel proteolitikusan lehasithato6 a fizids partnerrdl ugy, hogy N-terminélisa

nem modosul az enzim hasitohely miatti tovabbi aminosav beépiilésével.

1.1.4. El6zetes megfontoldsok — Podocin expresszidja

A podocin atomi felbontdsu térszerkezetét elsésorban NMR és
rontgenkrisztallogragfiai modszerekkel szerettiik volna felderiteni. A mutaciok

térszerkezetre gyakorolt hatdsanak vizsgalata miatt elegenddnek latszott a podocin C-
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terminalis fragmensének (128-383) eldallitasa. Elézetes eredmények” alapjan tudtuk,
hogy E. coli-ban a teljes podocin (1-383) valamint a citoszélikus fragmens (127-383)
expresszioja is N- illetve C-terminalis His-taggel illetve N-terminalis GST-taggel

sikertelen volt. Irodalmi el6zmények azonban a homolog sztomatin (94-202) és a P.

crer

1.2. Bevezetés - Podocin

A nefrotikus szindréma egy olyan ritka 6roklédé vesebetegség, amely esetén a
beteg kilatasai kiilondsen rosszak. Oka a glomerolus filtracids barrierének sériilése, ami
proteinuridhoz, hypoalbuminémiahoz, 6démahoz ¢és hiperlipidémiahoz vezet. A betegség
kezelésének elsddleges gyogyszerei szteroidok (predniozon, metilprednizolon), azonban
a betegek 10-20%-a egyaltalan nem reagal a gyogyszeres kezelésre (Szteroid Reizisztens
Nefrotikus Szindroma - SRNS). 104105

Az SRNS rossz prognézissal rendelkezik, mivel nagy eséllyel 5 éven beliili
végstadiumi veseelégtelenséghez (ESRD) vezet'®. Az esetek 30%-a genetikai okokra
vezethetd vissza, amelyért a podocita fehérjék mutacioi tehetdk feleldssé. Tobb mint 20
érintett gén mutécioit talaltdk felelésnek, amelyek koziil az esetek nagy részében (12-

18%) az NPHS2 gén alléljeinek mutacidi a feleldsek.!"”

1.2.1. Genetikai hattér

Az SRNS monogénes autoszomalis-recessziven 6roklodod betegség, azaz egyetlen
gén mutdcioja mindkét aléllon sziikséges a betegség kialakuldsahoz. Az NPHS2
mutacioval rendelkez6knél altalaban 6 éves kor el6tt kialakul az SRNS és 10 éves korukra
az ESRD is'®. A betegség lefolyasa enyhébb (13 évesen SRNS, 26 évesen ESRD) olyan
esetekben, amikor az egyik aléllon egy NPHS2 mutacié a méasikon Arg229GIn mutacid
talalhato ([R229Q];[mut] genotipus). Azonban az Arg229GIn homozigdta formaban nem
okoz megbetegedést.!?:110

Az Arg229GIn mutacid allél siirlisége 15-szOr magasabb, mint a tobbi ismert
NPHS2 mutaciéé, igy arra kovetkeztethetnénk, hogy a [R229Q];[mut] okozta
megbetegedések gyakorisaga 30-szorosa a [mut];[mut] genotipusénak — ennek ellenére

3,5-szer kisebb a [R229Q];[mut] genotipusos megbetegedések gyakorisaga, azaz ez a

genotipus ritkan okoz betegséget (3. tablazat, részletesebben 1d. Fiiggelék F1 tablazat).
111

" sz6beli informacié Corine Antignac laboratériuméabol
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Tory Kalméan és Kerti Andrea olyan egészséges sziilokon végeztek genetikai
szlrést, akiknek beteg, NPHS2 mutacioval rendelkezé gyerekiik volt (obligat hordozé
sziilok)!2. A 129 tesztelt alanybol 6 volt [R229Q];[mut] genotipust. Kimutattak, hogy az
Arg229GiIn transzheterozigota egyedek amennyiben a masik mutacidot az NPHS2 gén 1-
6 exonja hordozza, nem lesznek betegek, ellentétben, ha 7-8 exonokon van a mutécio,
akkor SRNS alakul ki. Mivel az 6sszes Arg229Gln-el betegséget okoz6é mutéacié a C
terminalison talalhaté aminosavakat érintette, ezért arra kovetkeztettek, hogy ezen

mutacioknak karos hatasuk van a Arg229GlIn podocinre.

3. tablazat: NPHS? alllélgyakorisag megoszlisok

Korai nephrosis Késoi nephrosis
ESRD kialakulasa <10 év 3-4. évtized
genotipus [mutacié];[mutacio] [Arg229GIn];[mutacid]
Vart prevalencia 1 /300000 1 /10000

Allélfrekvencia az atlagpopulaciéban
Arg229Gln 357/12649 2,7%
NPHS2 mutaciék 24/13006 0,18%
Megfigyelt csaladok szama 247 71
Genotipus [mutacié];[mutacid] [R229Q];[bizonyos 3’mutacio]
P =1,2x10"% mutans allélok szima
247 beteg [mut];[mut] 71 beteg [R229Q];[mut]

n arany n arany
1-6. exonok 419 85% 8 11%
7-8. exonok 75 15% 63 89%

Ezt kisérleteik is igazoltdk, amikor az NPHS2 gén termékét sejtvonalakban
fejezték ki és a Arg229Gln podocin membran elhelyezkedését vizsgaltak kiilonféle
podocin 7. és 8. exont érintd mutansokkal ko-expresszalva (7. abra): [WT]:[WT] és
[WT]:[R229Q)] a setjmembranba jutott, azaz betdltdtte a funkciojat, a [R229Q]: [A284V
/ A288T / A291W / A297V / Q310K] podocinok a citoplazmaban maradtak. Tovabbi
molekularis szintli kutatdsok azt allapitottdk meg, hogy ezen podocinok esetében a
dimerizaci6 megvaltozik, emiatt a citoplazmdban maradnak, amely végsé soron a
betegséget okozzal12.

A betegség 0roklott volta miatt az érintettek szamara genetikai tanacsadas volt
szlikségszerli. Ennek moddszere az volt, hogy amennyiben az egyik fél Arg229GIn
hordoz6, akkor minden transzheterozigéota utédjuk beteg lesz, igy a gyermekvallalast nem

tandcsoltdk. Az Ujabb in vitro és ex vivo kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy
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bizonyos podocin mutacioknak kéros hatasuk van Arg229GIn podocinra nézve, egyfajta
dominans-negativ hatdshoz hasonldéan. Az 1-6 exonokon NPHS2 mutécioval rendelkezd
sziiloknél nincs kockazata beteg gyerek sziiletésének, ugyanakkor a Arg229Gin és az
azzal betegséget okozd mutaciokat hordozo sziilok genetikai tanacsadasa bonyolultabba
valik, mivel ilyen esetekben nem alkalmazhatdak a mendeli genetikai szabalyok. Az sem

kizarhatdo, hogy mas autoszomalis-recessziv betegségek esetében is hasonld

oroklédésmenet jatszodik le!!2.

wt podocin podocin V290M podocin A284V  podocin A297V

wt podocin

podocin R229Q

7. abra: A kiilonboz6 podocin mutdcidk okozta hatdsok az emlds sejtekben. Tory Kdlmdn nyomdn'!?.

1.2.2. Szerkezeti hattér

Az NPHS2 gén terméke a 383 aminosav hosszusagu podocin, amely egy SPFH
doméncsaladba tartozé fehérje!!3. Az SPFH csalddba eml8séknél a prohibitin, flotillin,
sztomatin, sztomatin-like-protein, és az erlin is tartoznak. Kozos jellemzdjiik, hogy
membranba horganyzottak vagy ahhoz kapcsoltak (8. abra). Ugynevezett. lipid raftokba,
vagy detergens-ellendlld membranfrakciokba tomoriilnek mikrodoméneket alkotva a
plazmamembran, vagy egyéb sejtszervecskék (ER, Golgi, mitokondrium)
membranjaiban. Pontos funkcidjuk nem teljesen tisztazott, szerepet jatszanak ion-
csatornak szabalyozasaban, a membran-citoszkeleton kapcsolat illetve egyéb specialis

membran szerkezetek kialakitasaban (4. tablazat és 10. abra).!'+!17

8. abra: Az SPFH domén csalddba tartozé fehérjék topoldgidja.''*

' Az irodalomban PHB vagy band7 csaladnév is szerepel ugyanerre a doméncsaladra.
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A domént emiatt korabban evolucidsan konzervaltnak vélték, azonban feltehetden
kialakulasuk konvergens evoluci6 eredménye, ami feltételezi, hogy a betoltott funkciodjuk
nélkiilozhetetlen'*,

Szerkezeti jellemzdjiik, hogy az N-terminalisukon egy hidrofob, membranba,
vagy ahhoz asszocialt rész van. A PHB-1 esetében ez transzmembran-régio, a sztomatin,
az SLP-3 és a podocin esetében egy hairpin-szeri membranhorgony, mig a flotillin
esetében a membranhoz rogzités palmitoilalodassal alakul ki. C-terminalisuk felelés az
oligomerizacioért, és konzervalt prolin aminosavakon keresztiil palmitoilalodéassal
koleszterin kotésért, ami nélkiilozhetetlen a funkcidjukhoz, azonban az oligomerizacidért
és a membranba dgyazodasért nem. !

A podocin dimer vagy oligomer forméban halmozodik fel lipid raft
mikrodoménekben a vese glomerolusainak podocita sejtjeinek rés-diafragmajaban!’>,

amely kozponti eleme a glomerularis filtracionak!'®. (9/C. abra).

4. tablazat: Az emberi SPFH csalddba tartozé fehérjék.'’”

Fehérje Uniprot | Lokalizicio Feltételezett funkci6 = Betegség

SLP-1 QI9UBI4 | plazmamembran, koleszterin szallitas N/A
endoszomak

Prohibitin- P35232 mitokondrium, sejtmag chaperone, apoptoézis, N/A

1 Ras-Raf jelatvitel

Prohibitin- Q99623  mitokondrium, sejtmag chaperone, 0sztrogén N/A

2 receptor szabalyozas,

apoptozis

SLP-2 Q9UJZ1 | mitokondrium N/A N/A

Flotillin-1 075955 plazmamembran, sejt proliferacid, = Alzheimer  kor,
endoszomak, sejtmag jelatvitel Parkinson kor

Flotillin-2 Q14254 | plazmamembran, neuronal regeneration, = Alzheimer,
endoszomak, sejtmag jelatvitel melanoma

Sztomatin = P27105 plazmamembran, ioncsatorna sztomatocit6zis
endoszomak, szabalyozas

SLP-3 Q8TAV4 | idegsejt plazmamembran = érintés érzékelés

Podocin QI9NP85 | podocita ultrasziirés, TRPC6 és = nefortikus
plazmamembran nefrin aktivalas szindroma

Erlin-1 075477 | ER N/A

Erlin-2 094905 | ER ERAD mellrak

A podocin pontos funkcidja nem ismert. N-terminalis SPFH doménén keresztiil a
lipid raftokban fehérje-fehérje alapu kdlcsonhatést alakit ki az els6dleges sziirésért felelos
nefrinnel. C-terminalisa pedig a CD2AP, és TRPC6 fehérjékkel alkot komplexet. EIobbi
egy ioncsatorna, utobbi pedig egy a membranfehérjéket a citoszkeletonnal 6sszkapcsolod
119,120

adapter fehérje.
Nagyfoku szekvencidlis homoldgiaja miatt (SPFH domén: 50% azonossag, 80%

crer

27



szerepet tolt be (9/C. abra). A MEC-2 egy, az érintés érzékelésében résztvevo!!S119)

fehérjekomplex része, a MEC-4/MEC-10 Na'-ioncsatorna szabalyozasaban (podocin —
TRPC6) vesz részt'?’, valamint a kapcsolatban 4ll a sejt mikrotubulusaival (podocin —
CD2AP!),

A MEC-2 ennek ellenére nem sziikséges az ioncsatorna mitkddéséhez, mivel a
koleszterinktése 4ltali specidlis membrankornyezet biztositja a fehérje-komplex
megfelelé milkodését!??. A podocin fehérjekomplexének egy kationcsatorna (TRPC6) is

tagja (9/B abra) 2, feltehetdleg szerepe igy ennek az ioncsatornanak a szabalyozasa a

/ \) QINP85

027433

Q9NPS5
Q27433

QINP8S
027433

QO9NP85 PSE
Q27433 Y KYPDWVQGMVGS EGGH

QINP8S5
Q27433 APNQSQTSVSQLDPALLIR

B) TRPC6 NPHS1

Ayl

7Y
Pododnj&

Cytoskeletal
proteins

MEC-7/MEC-12

9. dbra: A podocin és a MEC-2 szerkezet-funkcio dsszehasonlitisa. A) Az elsddleges szerkezett
szekvencia-illesztése, z6ld keretben az SPFH domén, piros illetve narancssarga kerettel a Hélix1 és
Hélix2 régiok (Id. még ABRA). B) A podocinnal (NPHS2 gén terméke) kolesonhato fehérjék, lila
vonallal a kisérletes eredmények, zold vonallal az adatbazisokbdl kikovetkeztethetd kapcsolatok. C) A
podocin (balra) illetve a MEC-2 (jobbra) fehérjekomplexének sematikus abrdja.’?%'?!
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MEC-2-h6z hasonl6 modon. Az ioncsatorna muticidi szintén nefrozishoz
vezethetnek!?*!%5 tovabba TRPC6 delécids egerek esetében magas vérnyomds volt
megfigyelhet6!?®. Szamos nefrozisban szenvedd beteg jol reagal a gliikokortikoidos
kezelésre, amely erdsiti azt a feltételezést, hogy az SPFH domén fehérjék funkcidja a
koleszterinkotés révén a fehérje-komplexiik szabdlyozésa specidlis lipid-kdrnyezet
biztositdsaval. Emiatt a podocin C-terminalis, intracellularis, részének térszerkezeti
valtozasa jelent0s hatassal lehet a fehérjekomplexben résztvevd fehérjék kozotti

kolesonhatasra.
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Szinkéd - aminosavak

- Hidroféb aminosavak - Negativan téltétt aminosavak Aromas aminosavak Glicin
- Pozitivan toltétt aminosavak - Polaris aminosavak Cisztein Prolin
Szinkéd - doménhatarok
_ N-termindlis citoplazmatikus régio - SPFH-domén Podocin H3 domén
I Transzmembran-horgony I Fococin H1 (coiled coil) domén [ C-terminalis rendezetlen régio
- Podocin H2 domén

10. abra: Az emberi SPFH csaladba tartozo fehérjék aminosav szekvencia illesztése.
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1.3. Bevezetés — GLP-1R

A II-tipusu cukorbetegség soran megemelkedett inzulin ,,felhasznalds” miatt a
hasnyalmirigy B-sejtjeinek miikodési elégtelenségéhez, majd annak pusztuldsdhoz
vezethet, amely végeredményben az inzulin termelésének ¢&s szekrécigjanak
csokkenéséhez majd megsziinéséhez vezet. A csokkent inzulin koncentracidé miatt a
szervezet glilkdz homeosztazisa felbomlik, amely hiperglikémiat és tovabbi olyan sulyos
szovédményeket okozhat, mint az érszlikiilet, infarktus, vaksag, stb.. A jelenleg
alkalmazott terapidk sordn foleg kiilséleg beadott inzulint, vagy szulfonilurea
szarmazekokat hasznalnak. Ezek legnagyobb hatranya, hogy az idedlis gliikoz szint
helyreallitdsa utan is tovabb hatnak, s igy a nem megfelel6 adagolasuk hipoglikémidhoz
vezethet. A GLP-1R agonistdk, koztiik az Exendin-4 legnagyobb elénye, hogy inzulin
termelés serkentd hatdsuk csak a megndvekedett vércukor koncentracid jelenlétében
érvényesiil, s ezért nem kell tartani a tiladagolds okozta hipoglikémiatol.'?’

A taplalékbevitelt kovetéen a megemelkedd vércukorszint hatasara a
hasnyalmirigy B-sejtjei a GLUT (glucose transporter) csatornak segitségével a sejten
beliilre juttatjak a gliikozt, ahol az foszforilalodik, piruvatta alakulva a mitokondriumban
az ATP termelést fokozza. Ez a megndvekedd ATP-szint vezet az inzulin szekréciohoz
novekedéséhez, illetve a sejt depolarizacidjahoz vezet. Ez a depolarizaci6 inditja el az L-
tipust fesziiltségfiiggd Ca’-csatorndk (voltage dependent Ca?* channel: VDCC) nyitasat,
a bearamlo Ca'-ionok inditjak be az inzulint tarolo vezikuldk exocitdzisat. A B-sejteken
beliil az inzulin az endoplazmas retikulumban termelddik és denz vezikuldkban tarolodik,
illetve szallitodik tovabb. Az exocitdzis elsd fazisdban gyorsan és nagy mennyiségii, mig
a masodik fizisban joval lassabban és kisebb mennyiségii inzulin szekretalodik. 12

Egyetlen B-sejtben atlagosan mintegy tizezer inzulin molekulat tartalmazo
granulum talalhatd. Ezek tobbsége (95-99%) raktaroz6 szerepet tolt be, mig kisebb
hanyadukbol (1-5%) az inzulin gyorsan felszabadithatd. A szekrécio elsd, gyors fazisaért
ezek a gyorsan felszabadithatd granulumok, mig a masodik, a hosszabb fazisért a
raktarozott granulumok atalakuldsa felszabadithaté granulumma a felelds.

Az inkretinek olyan gasztrointesztindlis hormonok, amelyek aktivaljak a
korabban megfigyelték, amikor is szdjon at, illetve intravéndsan beadott gliikkozt kisérd

inzulinvalaszt vizsgaltak. Megallapitottdk, hogy a szajon at torténd gliikkdz beadasat
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sokkal nagyobb inzulinvalasz koveti, amit a fentebb leirt inkretinek okoznak. Az
inkretinek a szervezetben igen rovid féléletidejlick (néhany perc), mivel a dipeptidil-
peptidaz-4 (DPP-4) enzim gyorsan bontjak azokat.'?’

A GLP-1 inkretinhormon a GLP-1 receptoron keresztiil fejti ki hatasat. A
ligandum kotése utan a receptorhoz kapcesolt trimer G-fehérje komplex aktivalodik és a
levalo Gos alegység aktivalja a plazmamembranhoz kotott adenil-ciklazt, amely enzim
ATP-bol cAMP-t allit eld. A keletkezett cAMP két effektort aktival, a proteinkinaz A-t
(PKA), illetve a cAMP-GEF-t.!%0

Korébban emlitésre keriilt mar, hogy az inzulin szekrécié indito 1épése a K arp
csatornak zarasa, amelynek nyitva tartdsdért a SUR1 részegységhez kotédé ADP a
felelds. A cAMP Altal aktivalt PKA a SURI foszforilacidja révén az ADP kotodését
akadalyozza, s ezéltal a csatorna zarddasat okozza, mely inzulin szekrécidhoz vezet. Itt
megfigyelheté a folyamat gliikdzszint fliiggése, hiszen alacsony gliilkdzszint esetén a
magas ADP koncentracié mellett a PKA hatdsa a SURI1 részegységre elhanyagolhatd. A
cAMP masik effektora az Epac viszont a K atp csatornak zarodasahoz sziikséges ATP
mennyiségét csokkenti. '3

Ezen hatasok mellett a GLP-1R aktivalasanak van még egy depolarizaciora
kifejtett hatasa. Depolarizacié soran a sejt fesziiltségfiiggé K* csatornai kinyilnak,
amelyen keresztiil K™ dramlik ki a sejtbdl, hogy visszadllitsa az egyensulyi membran
potencialt. A GLP-1R agonistdk ezen csatornak nyilasat akadalyozzak meg, megnytjtva
a membran repolarizacio idtartamat és ndvelve a bearamld Ca®" mennyiségét, végsd
soron a szekretalt inzulin mennyiségét.'

A bearamlott Ca*" beinditja az azonnal felszabadithaté inzulin granulumok
felszabaditasban (CICR) is. Az endoplazmas retikulumbol torténé Ca?" felszabaditast az
IP3R (inozitol-trifoszfat receptor) és a RYR (rianodin receptor) szabalyozza. Mindkét
receptor tartalmaz egy Ca®" kotdhelyet, amely megnyitja a Ca®" csatornat. A GLP-1R
agonistak ugy segiti elé a CICR folyamatot, hogy az IP3R és a RYR-t érzékenyitik Ca'-
al szemben, mely folyamatban részt vesz mind a PKA, mind az Epac fehérje.!*°

Végezetil a GLP-1R agonistaknak szerep jut a raktarozé inzulin granulumok
felszabadithato granulumokka valasaban is. A fentebb emlitett mechanizmus soran H*
illetve CI” aramlik a granulum belsejébe, ezaltal csokkentve a pH-t. A cAMP altal aktivalt
Epac a Cl” aramlésat gyorsitja fel, azaltal, hogy a granulumokban talalhat6 SUR1-el lép

ko6lcsonhatasba. 30
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Megallapithatjuk, hogy a GLP-1R agonistak az inzulin szekrécidé szinte minden
részlépésére pozitivan hatnak és ezt gliikoz-fiiggd modon teszik.

Az Exendin-4 egy 39 aminosavbol allo6 GLP-1R agonista, melyet a viperagyik
(Heloderma suspectum) nyalmirigyébdl izolaltak. A GLP-1-el ellentétben az Exendin-4
nem rendelkezik DPP-4 (dipeptidil-peptidaz-4) hasito hellyel, s ezért sokkal hosszabb a
féléletideje, ami eldsegiti azt hogy gyodgyszerként felhasznéalhatd. Hatdsai a GLP-1-hez

crer

Tovabba az Exendin-4 B-sejt védd hatassal is rendelkezik, elésegitve a [B-sejtek

A gliik6z homeosztazisra gyakorolt pozitiv hatdsa mellett az Exendin-4-nek
vannak tovabbi nem glilkozhoz kapcsolt hatdsai is. Ilyen a jollakottsag érzetének
novelése, a taplalkozasi inger csokkentése, valamint a gyomor kiiiriilés lassitdsa. Ennek
kovetkeztében azon paciensek korében, akik huzamosabb ideig Exendin-4-t hasznaltak,
sulycsokkenés volt megfigyelhetd, mikozben a vércukorszintjiik a normalis szinten
stabilizalodott.

Az Exendin-4-et eldszor az Egyesiilt Allamokban alkalmaztik gyogyszerként
(BYETTA® exenatide). Mellékhatdsai koziil leggyakoribb a hanyinger, hasmenés ¢és
hanyaés, amelyek tlinetek a folyamatos szedés soran fokozatosan megsziinnek. A tiinetek
elkeriiléséhez a beadott dozis fokozatos emelése javasolt. Az Exendin-4 legsulyosabb
hatranya a molekula eléallitdsanak / tarolasanak és forgalmazasdnak magas egylittes

koltsége: jelenleg 50000 $ az éves terapias adag koltsége. !

1.4. Bevezetés - Minifehérjék
A Triptofan-kalitka motivummal rendelkezé minifehérjék olyan polipeptidek,
amelyek a tobb ezer aminosavas fehérjékhez hasonldan jol meghatarozott, stabil és
globuléaris térszerkezettel rendelkeznek. A TC5b minifehérje egyike az elsd, ezeknek a
kritériumoknak megfelelé makromolekula (PDB: 11.2Y)!3%!33, NMR spektroszkopiaval
vizes oldatban meghatarozott térszerkezetére jellemzo egy N-terminalis a-hélix, valamint
egy ezt kovetd rovidebb poliprolin II hélix, amelyek aminosav oldallancai egy kdzponti

triptofan oldallancal hidroféb magot alkotva alakitjak ki a globuldris térszerkezetet,!3%133
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A TCS5b-t tobb aminosav moédositdsa és N-termindlisdnak elhagyasa révén az
Exendin-4 polipeptidbdl (PDB: 1JRJ) alakitottak ki (11. abra)'*°. Ezt a 39 aminosav
hosszusagu polipeptidet a viperagyik (Heloderma suspectum) nyalabol izolaltak.
Kiilonlegessége hogy hasonld biologiai hatasa van mint a GLP-1 peptidhormonnak,
azonban affinitdsa nagyobb, a fél¢letideje hosszabb, igy a 2-es tipust diabétesz
gyogyszerkutatdsanak fokuszaba keriilt.!>*

Az Exendin-4 atomi felbontasu W\/w
o

térszerkezetét NMR- és

rontgenkrisztallografiai  modszerekkel s
meghataroztdk (PDB: 1JRJ, 3C5T). E két

kiilonbozo térszerkezet kdzos vonasa, hogy a  11. dbra: Az Exendin-4 térszerkezete. Zélddel
jelolve az N-termindlis, a GLP-1 receptor
transzmembran régiojaval  kélesonhato
helikalis rész, kékkel jelolve a Triptofan-
kalitkat alkoto szerkezeti elem, pirossal jelélve
C-terminalison az un. Trp-kalitka szerkezeti 92 Evendin-4 és az dltalunk tervezett HI9
minifehérje kézotti aminosavkiilonbségek.

7-28-as aminosav  poziciok kozdtt a

polipeptidlanc helikalis térszerkezetii, mig a

motivum azonosithatd. Az NMR-szerkezet

meghatarozas 30%-os TFE oldatban tortént, mig a kristalyszerkezetet a GLP-1 receptor
extracellularis doménjéhez kotott formdban hatéroztak meg’ 3%, A két, némiként eltérd
kornyezetben meghatarozott térszerkezetek alapjan megéllapithatd, hogy a TFE-s
kornyezet inkabb modellezi a receptorhoz kotott allapotot. Az Exendin-4 N-terminalisa
82%-ban homolog a GLP-1-el (7-36), konzervalt aminosavaik részt vesznek a receptor
kotésben, amelyet elsésorban a kozponti hélix ,,irdnyit” néhany kulcsaminosavon
keresztiil: pl. His1, Glu3, Thr5, Phe6!36:1%7,

Az Exendin-4-t6l eltéréen, a GLP-1 receptor extracellularis doménje csak
alacsonyabb affinitdssal képes a GLP-1 megkdtésére, melynek oka feltételezhetden a
kotoédési kolcsonhatasban résztvevd ligandum oldali hidrofil aminosavak kedvezdbb
elrendezddése a receptor oldali t6ltétt aminosavakhoz viszonyitva, valamint hogy az
Exendin-4 helicitasa fokozottabb. A Trp-kalitkdnak nincsen kimutathatéan kdzvetlen
szerepe a receptor kotés kolcsonhatasdban. Mind az Exendin-4, mind a TC5b tipusu
minifehérjék szamos kutatds fokuszaban talalhatd, mely munkak célja a térszerkezet-
stabilitasért felelds kdlcsonhatdsok szisztematikus felderitése és végsd soron az Exendin-
4  térszerkezetének optimalizaldsan  keresztil egy jobb és  hatékonyabb

gyogyszerhatoanyag eldallitasa.
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Az inkretin

1 10 20 30 39

; . — N AN\ N
peptidhormonokra (12. dbra) _ o gl Sl S "
Exendin-4 HGEGTFTSDLSKOMEEEAVRLF IEWLKNGGPSSGAPPPS
altalanosan  jellemzo, hogy il ATATAAYA —\N\~ -
GLP-1 HAEGTFTSDVSSYKEGQAAJEFTAWKVJGR
kristélyszerkezetﬁk alapj én GLP-1 HADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITDR
Glucagon HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT
: 1,4 GIP YAEGTFISDYSTAMDKIHQQDEFVNWLLAQKGKKNDWKHNITQ
ampﬁpatlkus a-hellkals VIP HSDAVFIDNYTRLRKOMAVKKYLNSTILN
PACAP HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL

térszerkezettel rendelkeznek.
12. abra: Inkretin peptidhormonok aminosav szekvencidja,

Oldatfazisu szerkezetiik alapjan kiemelve az Exendin-4 és a GLP-1 mdsodlagos
e , szerkezetével. Pirossal és bordoval jelélve a konzervalt,

a helikalis rész egy 3-5 alahuzassal a receptorhoz valo kétédésben szerepet jatszo

. . f aminosavak.
aminosavas linker révén egy N-

¢és egy C-termindlis részre osztja azt. A vizsgéalatok azt mutatjak, hogy a két rész funkcioja
eltérd lehet!®®. Mig az N-termindlis hélix felelés a receptor aktivalasért, amely a
transzmembran régioban torténik, addig a C-terminalis hélix az extracellularis doménhez
kotddve, szerepébdl adodoéan feltételezhetden ,,irdnyitja” az N-termindlis rész
kolcsonhatdsdnak kialakulasat a transzmembran hélixel'3140:141192 =~ Aza7 a receptor
aktivalasa két Iépésben torténik (two-domain modell), amely feltételezést trunkans és
kiméra modellekkel végzett kisérletek is bizonyitjak'*. A rendelkezésre 4116 szerkezetek
alapjan a GLP-1 és az Exendin-4 kozotti f6 térszerkezeti kiilonbség, hogy mig az
elébbiben nem-folyamatos az N-terminalis hélix, addig az utdébbiban igen.

Szamos inkretin hormon, igy a GLP-1 és az Exendin-4 esetében is, kimutattadk a
molekula aggregalédasi hajlamat!**!45. Vizes oldatban, fiziologias koriilmények (pH,
hémérséklet) kozott ezek a polipeptidek helikalis koteggé allnak 6ssze'*®, amely
nanorendszer fokozza az immunvalasz kialakuldsanak kockézatat, mely jelentds hatrany
ezen hatdanyagok gyogyaszati alkalmazisa soran'*’. Emiatt célszerii olyan kémiai
modositasokat eszk6zdlni (pontmutacid, oldallanc konjugacid), amelyek novelik a
peptidhormonok vizoldhatosagat €s hostabilitasat.

A szerkezetstabilitds fokozédsa révén kialakithatunk olyan kompakt struktarat,
amely nagyobb eséllyel meg0rzi nativ térszerkezetét akar szélsdségesebb koriilmények
(pH, hémérséklet, ozmolalitas, koncentracio) kozott is. Ha a peptidhormon bioaktivitasa
nem csOkken, a stabil gydgyszermolekula révén konnyebbé valik a termelés, a tarolas és
alkalmazésa is biztonsadgos lesz. Ezen gondolat mentén olyan Exendin-4 anal6gok,
potencialis agonistak és antagonistak tervezése volt a célunk, amelyek kiindulépontja a
Trp-kalitka motivumua minifehérje, amely racionalis modositasadval névelni tudjuk annak

helicitasat, és egyben redukalni aggregacios hajlamat.

34



2. Anyagok és modszerek

2.1. DNS-konstrukciok
2.1.1. pET-32b alapu fuzids vektorcsalad (p32FUS)

A kitlizott célok szamos fehérje eloallitdsat tette sziikségessé, amelyek
eléallitasainak optimalizalasdhoz sziikséges volt a kiilonbozd fuzids fehérjék vizsgalata.
A munka soran a klonozasi feladatot restrikciés modszerrel végeztem, igy célszeriinek
latszott azonos klonozo helyek kialakitasara, lehetdvé téve a kiillonbozd fehérjék
ugyanazon primerekkel torténd amplifikdldsa utan tobb vektorba vald egyszera
beillesztése.

Alapvektorként a pET-32b vektor szolgalt, amelybe a fuzios fehérje partnert Ndel
€s BamHI restrikcios enzimekkel klonoztam (5. tablazat), megorizve az eredeti Multi
Cloning Site-ot a BamHI hasitasi helytél 3’ iranyban, és a C-termindlis His-tag
kialakitasanak lehetdségét. Tobb esetben a fizios fehérje N-termindlisan His-tag tortént
kialakitasra (részletesebben 1d. Fiiggelék F1. abra). A kialakitott DNS-konstrukcidkat a
kovetkezd tablazatok tartalmazzak — Minifehérjék (11. tablazat) / nGLP-1R (10.
tablazat) / podocin (9. tablazat).

5. tablazat: p32FUS vektorcsalad attekintése (*opcionalis kialakithatosag). Részletesebben Id. Fiiggelék
F1. abrajat.

Fuzios HIS affinitas Hasité enzim Felhasznalas
partner cimke
p32_H6UBQ Ubikvitin N-terminalis  Yeast Ubiquitin = Trp-kalitkas
C-terminalis* = Hydrolase minifehérjék,
nGLPIR, Podocin
CoiledCoil domén
p32_H6SUMO SUMO N-terminalis = SLP1 Trp kalitkas
C-terminalis* minifehérjek,

nGLPIR, Podocin
CoiledCoil domén

p32_Trx(thr) Thioredoxin =~ C-termindlis = Thrombin nGLPIR

p32_(tev)GST GST C-termindlis* TEV Podocin  CoiledCoil
domén

p32_H6MBP(tev) MBP N-termindlis  TEV nGLPIR

C-terminalis*

p32_MBP(thr) MBP C-termindlis* = Thrombin nGLPIR, Podocin
intracellularis domén
fragmensek

p32_DsbCH6(thr) DsbC C-terminalis* = Thrombin nGLPIR

Kivételnek tekintheté a p32 H6UBQ vektor, ahol az Ndel és a BamHI helyek

kozé klonozott N-terminalis His-taggel rendelkezd ubikvitint kodold génszakaszt a
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BamHI hasitasi helytdl 5° irdnyban Sacll hasitéasi helyet is kialakitottam. Erre azért volt
szlikség, hogy az atir6do célfehérje ubikvitin hidrolazzal torténd hasitasakor a célfehérje
elsddleges szerkezete ne modosuljon, valamint a korabbi kutatdsi projektek soran

kialakitott pUBK2 vektorhoz tervezett primerekkel kompatibilis maradjon a rendszer.

2.1.2. Cell-free expresszidhoz kialakitott DNS konstrukcidok

A teljes, szignalszekvencia nélkiili GLP-1 receptor ¢DNS-e a cell-free
expressziohoz optimalizalt N-terminélis AT-cimkével (KYYKYY) pET-21 vektorba
kloénozott formaban adtdk rendlelkezésemre (Frank Bernhard). A tovabbi sejtmentes
expressziohoz kialakitott konstrukciokat ebbdl a vektorbdl site-directed mutagenezissel

(delécid) alakitottam ki (6. tablazat).

6. tablazat: A Cell-free expressziohoz elkészitett konstrukciok

Vektor N-term / C-term | Pozicio Leirar
cimke
full GLP1R pET-21a AT /Hisl0 24-463 Teljes GLP-1R
ECD145 GLP1R pET-21a AT /Hisl0 24-145 Teljes ECD (nGLP1R)
ECD132 GLP1R pET-21a AT /Hisl0 24-132 Trunkans ECD (tnGLP1R)
TM3 GLP1R pET-21a AT /Hisl0 24-256 GLP-1R TM3-ig
TM7 GLP1R pET-21a AT /Hisl0 24-411 GLP1R TM7-ig

2.1.3. Tovabbi felhasznalt DNS konstrukciok

A pelB szignalszekvenciaval kifejezett nGLP-1R konstrukcio a pET-22b vektor
alkalmazéasaval tortént, a célfehérje BamHI és Xhol hasitdsi helyek kozé tortént
klénozassal.

A DsbC expressziojahoz a pBA2219-es expresszios vektort hasznaltam (Addgene
#38152) az ott jelzett protokoll alapjan.!*®

2.1.4. Alkalmazott baktériumtorzsek

A kiilonb6z6 DNS konstrukciok kialakitasa soran E. coli DhSa vagy NEB 6a
baktériumtorzset alkalmaztam. Az expresszios kisérletek soran Trp-kalitka szerkezeti
motivumua minifehérjék és a podocin-konstrukciok sordn BL21(DE3) baktériumtorzset
hasznaltam. A GLP-1 receptor extracellularis domén eléallitasa soran BL21(DE3), NEB
Shuffle T7(DE3), OrigamiB(DE3) baktériumtorzseket alkalmaztam.
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2.2. E. coli heterolog expresszio és az egyes fehérjék tisztitasa,
eloallitasa
Az alkalmazott tapoldatok és pufferek listajat és Osszetételét Id. Fiiggelek

2.2.1. Triptofan kalitkas minifehérjék

Az amino termindlison 6xHis cimkét tartalmazo ubikvitin fuzios fehérjéket E. coli
BL21(DE3) sejtekben termeltettem tal. Az agar lemezre szélesztett transzformalt sejtek
egy telepébdl kiindulva ON elékulturat készitettem 50 ml LB tapoldatban, 37 °C-on 160
rpm-el razatva. Ebbdl az elékulturabol inditottam a literes nagyexpressziot, 8ml
elokultura / L tdpoldat hozzéadasaval. A sejteket 100 pg/ml ampicillin antibiotikummal
kiegészitett LB tapoldatban 37 °C-on 1,2 ODeoo értékig ndvesztettem, majd 1 mM IPTG-
vel indukalva 37 °C-on 4 o6ran at 200 rpm-el razattam. Feltarast kovetden ProfinityTM
IMAC Ni-Charged Resin (Bio-Rad) gyongyok segitségével, affinitds kromatografiaval
tisztitottam. Az eludlt fehérjeoldatbol dializissel eltavolitottam az elucidhoz hasznalt
imidazolt, majd a fuzids fehérjét ubiquitin-hidroldzzal torténd proteolitikus hasitast
kovetden egy masodik Ni-IMAC affinitds kromatografias 1€péssel valasztottam el a
célfehérjétol. Az igy atesé frakcioban maradt célfehérjéket forditott fazisu HPLC
segitségével (Jupiter 300 C18 300 E 10x250; Phenomenex) tisztitottam. Liofilizalast
kovetden a fehérjék tomegét minden esetben tomegspektrometrias méréssel ellendriztem
dr. Schlosser Gitta kozremiikddésével. A liofilizalt fehérjéket tovabbi felhasznalasig -80
°C-on taroltam.

5N illetve 13C izotopjeldlt minta expresszalasa esetén a kdvetkez8képpen jartam
el. A fenti literes expresszi6 leirasat kovetve a sejteket LB tapoldatban 37°C-on 0,8 ODsoo
értékig novesztettem, majd 3000 rpm-es 4 °C-on centrifugalast kovetden kétszer 100 ml
Ix M9 pufferrel mostam a sejteket. A mosasi Iépések utan 3000 rpm-el, 4 °C-on
centrifugéltam a sejteket, a masodik lépés utan a sejteket a végsd M9 tapoldatban
szuszpendaltam fel, és inditottam el a literes nagyexpressziot 37 °C-on 180 rpm-el
razatva. Az expresszio inditasat kovetden 1 oraval indukaltam a sejteket I mM IPTG-vel,
3 oréan keresztiil 37 °C-on.

SUMO fuzios fehérje alkalmazasa esetén is a fent leirtak szerint jartam el.

2.2.2. Podocin H1 (coiled coil) fragmens

Az amino termindlison GST flzios fehérjecimkét tartalmazéd coiled coil

fragmenseket E. coli BL21(DE3) sejtekben termeltettem tal. A sejteket 100ug/ml
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ampicillin antibiotikummal kiegészitett LB tapoldatban 37 °C-on 0,8 ODegoo értékig
novesztettem, majd 0,5 mM IPTG-vel indukalva 12 6ran at 200 rpm-el 18 °C-on razattam.
Feltarast kovetden fehérjéket GST-Bind™ Resin (Novagen) gyongyok segitségével,
affinitas kromatografiaval tisztitottam. Egy dializis lépést kovetden a GST cimkét
proteolitikus ton, thrombinos hasitassal tavolitottam el a célfehérjétl. Egy masodik
GST affinitas tisztitasi 1épéssel az igy atesdbe kertilt coiled coil fragmenseket tartalmaz6
fehérjeoldatot forditott fazisi HPLC segitségével (Jupiter 300 C18 300E 10x250
Phenomenex) tisztitottam. Liofilizalast kovetden a fehérjék tomegét minden esetben
tomegspektrometrids méréssel ellendriztem dr. Schlosser Gitta kdzremiikodésével. A
liofilizalt fehérjéket tovabbi felhasznalasig -80 °C-on taroltam.

A PN izotdpjeldlt forma eldéllitasa sordn a 2.2.1.-es alfejezetben leirt protokolt

alkalmaztam.

2.2.3. SPFH fragmensek

Az amino termindlison MBP fuzios fehérjecimkét tartalmazé Podocin
intracellularis fragmenseket BL21(DE3) sejtekben termeltettem tal. A sejteket 100 pg/ml
ampicillin antibiotikummal kiegészitett LB tapoldatban 37 °C-on 0,8 ODegoo értékig
novesztettem, majd 0,5 mM IPTG-vel indukalva 12 6ran at 200 rpm-el 18 °C-on razattam.
Feltarast kovetden fehérjéket Amylose TM Resin (NEB) gyongyok segitségével affinitas
kromatografidval tisztitottam. Dializist kdvetden anion csere kromatografia soran,
HiTrapQ ion-exchange oszlop (GEHealthcare) hasznalataval tovabb tisztitottam. A végso
tisztitasi 1épést gélsziiréssel Superose 6 oszlopon végeztem. A fehérjék tomegét minden
esetben  tOmegspektrometrids méréssel  ellendriztem  dr.  Schlosser  Gitta
extinkcios koefficiense alapjan allapitottam meg, folyékony Nz-es fagyasztast kovetden

-80 °C-n taroltam felhasznalasukig.

2.2.4. nGLP1r eloallitas, renaturalas, és tisztitas

Az nGLP-1r eldallitasat az aldbbi publikaciokban leirtakat megfontolva, a
kovetkezOképpen végeztem.

A 10. tablazatban taldlhaté konstrukcidk expresszioja 3  kiilonbozo
baktériumtorzsben (BL-21, OrigamiB, Shuffle) tortént. Jeloletlen fehérje eldallitdsa soran

2YT, mig 15N jelolt forma eldallitasakor M9 tapoldatot hasznaltam.
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Az expresszid modszerei nem tértek el a 2.2.1-3. alfejezetekben leirtaktol
jelentésen. A probaexpressziok soran teszteltem a kiilonbozé indukéloszer
28°C, 37 °C ¢és hosszanak (3 ora, 6 6ra, 12 6ra) hatasat. A tapasztalatok szerint azon
konstrukciok esetében, amelyek expresszidja sordn a célfehérje inklazids testbe keriil,
minden vizsgalt koriilmény ¢és baktériumtdzs-tipus alkalmazasaval inlizios tesbe
keriiltek. Ezek esetében az expresszidt 37 °C 180 rpm razatas mellett 2YT tapoldatban
végeztem, a sejteket 1 mM IPTG-vel ODsoo=1 értéknél indukéltam 3 oran keresztiil. A
szolubilis formaba citoplazmaba kifejez6dé konstrukciok (MBP és nsDsbC) esetében a
37 °C-on ODeo0=0,8 sejtsiiriségig ndvesztett kultara 0,5 mM IPTG-vel torténd
indukalasa 16 °C-on 12 6ran keresztiil hozta a legnagyobb hozamot, és kinyerhet6 nativ

fehérje mennyiséget.

2.2.4.1. Inkluzios testkent expresszalodo nGLP-1R renaturacioja és tisztitdsa

A sejtek centrifugalasat kovetd feltardsi Iépést kovetden a csapadékot 3x
atmostam (pufferrendszert 1d. Melléklet), annak érdekében, hogy minél tobb E. coli
fehérjétol eltavolitsak. A végso csapadék fazist 20 ml 6M guanidin-hidroklorid és 50 mM
DTT oldataban vettem fel, majd 12 6ran &t 37 °C-on gyenge razatas mellett inkubaltam.
Ezt kdvetden a csapadékfazist centrifugalassal eltdvolitottam. Az eredeti protokol szerint
ezt a mintat denaturdld Ni-IMAC-el tisztitottdk, amelyhez a mintdbol dializissel
eltavolitottdk a DTT-t. Ezt modositottam gy, hogy a mintat C4-es szemipreparativ RP-
HPLC oszlopon, acetonitril gradiens ellenében tisztitottam meg. Az elacios frakciokat
dializaltam, tomegspektrometriaval igazoltam a megfeleld redukalt molekulatomegeket.
Ez a valtoztatds lehetOvé tette a pontosabb koncentraciomérést a liofilizalt minta
tomegének megallapitasaval. A liofilizalt mintat 4 M-os guanidin-hidroklorid 1 ml-nyi
oldataban vettem fel, és renaturaltam a kdvetkezoképpen.

A fehérjeminta 15 percenkénti lassu (Pasteur-pipettdval) cseppenkénti
hozzéadasaval a refold puffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1000 mM L-Arg, 10 mM
GSH, 1 mM GSSG, 10mM EDTA, pH 8)5) végtérfogatara nézve 50 pg/ml
koncentracioig. A renaturalas allando kevertetés mellett 1égkondicionalt szobaban (18-20
°C) tortént, a magneses keverd melegitd hatasa miatt vizfiirddben, 48 6ran keresztiil. Ezt
kovetéen a csapadékot centrifugalassal (14000 rpm, 4°C, 30 perc) eltavolitottam.
Dializissel ezt kdvetden eltavolitottam az L-Arg, GSH, GSSG ¢és EDTA 0sszetevoket. A

His-tag-el rendelkez6 mintat ezt kovetden Ni-IMAC segitségével, a His-tag nélkiilieket
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Q-IEX kromatografiaval koncentraltam. Az eltcids frakciot C4-es oszlopon RP-HPLC
segitségével tisztitotta acetonitil gradiens ellenében, majd a frakciokat liofilizaltam és
tomegspektrometriai illetve diszulfidhid analizissel azonositottam a megfeleld fehérjét.

A mintak MS-analizisét Szegeden dr. Toth Gabor laboratoriumaban végezték.

2.2.4.2. Szolubilis formaba expresszalodo nGLP- IR renaturdcioja és tisztitasa
A sejtek feltarasat kovetden az elso tisztitasi 1épés az MBP-fuzids fehérje esetében
egymast kovetd amildz- illetve Ni-affinitds kromatografiaval tortént, nsDsbC fuzios
partnerrel csak Ni-affinitds kromatografiaval tortént. Az ezt kovetd dializis (50 mM
Tris.HCL, 150 mM NaCl, pH 8,5) utdn a renaturalds menete a kdvetkezo volt.
Koncentraciomérést kovetden a dializalt fehérjeminta 15 percenkénti lassu
(Pasteur-pipettaval) cseppenkénti hozzaadasaval a refold puffer (50 mM Tris, 150 mM
NaCl, 10 mM GSH, 1 mM GSSG, 10 mM EDTA pH 8,5) végtérfogatara nézve 100 pg/ml
koncentracioig. A renaturalas allando kevertetés mellett Iégkondicionalt szobaban (18-20
°C) tortént, a magneses keverd melegitd hatasa miatt vizfiirddben, 48 6ran keresztiil. Ezt
kovetden a csapadékot centrifugalassal (14000 rpm, 4°C, 30 perc) eltavolitottam, és az
anioncseré¢hez tobbszori nagytérfogatt dializissel (50 mM Tris, 50 mM NaCl) készitettem
eld, amelyet 0,1-1 M NaCl gradienssel végeztem. A fizids fehérjék elucioja 200-250 mM
NaCl koncentracional tortént, amely lehetévé tette a kozvetlen thrombinos illetve TEV
proteazos emésztést, majd fuzids partnertél torténd kozvetlen masodik Ni-IMAC
tisztitast. Az nGLP-1R imidazolos elucidja esetén dializist (50 mM Tris, 150 mM NaCl,
pH 7.5), ,,atesd” frakcid esetén azonnal C4-es oszlopon reverz fazisi HPLC tisztitas
kovette acetonitril gradiens ellenében. Az igy tisztitott frakcidkat liofilizalast kovetden

MS-analizisét Szegeden dr. Toth Gabor laboratériumaban végezték.

2.2.5. Bakterialis expresszio és a fehérjék tisztitdsanak koltségszamitasa

A DNS-konstrukcidhoz hasznalt vegyszerek, reagensek ¢és enzimek
koltségszamitasa sordan kizardlag a laboratériumunkban alkalmazott Thermo Fisher
termékek nettdé arat vettem alapul, mivel ezek megfeleld6 mindségiiek, tovabba az
egyetemi beszerzési sajatossagok miatt ezek voltak a lehetd legkonnyebben elérhetdek.
A doktori munkdm soran a klonozast restrikcios moddon illetve site-directed
mutagenezissel végeztem, igy a koltségszamitas ezt a két modszert mutatja. A szamités
figyelembe az enzim-ardnak meghatarozasakor, mivel az egyes enzimek ara jelentdsen

kiilonbozhet. A reagensek nyers arait a Fiiggelék tartalmazza.
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A bakteridlis expresszid koltségszamitasa soran az egyes tapoldat tipusok literre
vetitett ara mellett a célfehérje tisztitasanak kromatografids a moddszerének
vegyszerigényét vettem alapul. A vegyszerek, reagensek ardnak szamitasa 3 kiilonb6zo
gyartd azonos mindségli vegyszereinek atlagabol szamoltam (Molar, VWR, Roth), ezeket
az adatokat a Fiiggelék tartalmazza.

A DNS-konstrukcié készitésének ¢és a fehérje expresszido ¢és tiszitds
koltségszamolasakor a fogyoeszkdz- (pipettahegy, centrifugacsovek, stb.) és a
rezsijellegi  koltségek szamolasat (desztillalt viz, energia koltségek, késziilék-

amortizacio) a vegyszerar 20%-aban hatdroztam meg.

2.3. Cell-free expresszio

Az alabbiakban részletezem az E. coli alapu cell-free expresszio kivitelezését. A
modszert a frankfurti Goethe University-n sajatitottam el egy tanulmanyut sordn, majd
ezt kovetéen az MTA-ELTE Fehérjemodellezd kutatocsoportban is sikeresen
implementaltam. Mivel a mddszer elOkészitése eltér a publikaltaktol, valamint a hazai
infrastrukturadhoz is alkalmazkodnom kellett, a fejezet tobb moddszerével szemben

részletesebben ismertetem.

2.3.1. S30 sejtextraktum preparalasa

Az S30 extraktum preciz eléallitdsa nélkiilozhetetlen a cell-free expresszidhoz.
Az aldbbiakban az extraktum készitését részletezem, mivel eldallitdisanak modja
kiilonbozik a publikalttol, valamint késébb az MTA-ELTE Fehérjemodellez6
kutatécsoportban ez alapjan alkalmaztam. A teljes folyamat 3 napot igényel, amelynek
végén az extraktum aktivitisdnak tesztelése Mg?*-tesztreakcidval torténik.

1 liter LB tapoldatban agar lemezre szélesztett, transzformalt BL21(DE3) E. coli
sejtekbdl overnight inditokultarat készitiink, ennek 200 ml-ével inditjuk el mésnap a
fermentaciot (paraméterek 1d. 7. tablazat). A fermentalast 37 °C-on végezzik,
folyamatos ODegoo €rték monitorozas mellett. Amikor az eléri a 4-4,5-0s értéket, a
fermentort lehiitjiikk 13-16 °C-os hdmérsékletre, majd a sejteket lecentrifugaljuk (4 °C
5000 rpm). A kovetkez6 1épéseket folyamatosan jégen végezziik.

A sejteket 200-300 ml 1x S30A pufferrel 3-szor mossuk ¢€s centrifugéaljuk (4 °C,
8000rpm, 10 perc). Az utolso centrifugalast kdvetden, lemérjiik a sejttdmeget, €s ennek

110%-anak megfeleld6 S30B pufferrel felszuszpendaljuk a sejteket, majd French press
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segitségével tarjuk fel a sejteket. Megjegyzendd hogy mas sejt feltardsi modszer, pl.
ultrahangos sejtroncsold, nem alkalmas az extraktum elkészitéséhez.
A feltarast kovetden centrifugéljuk a csapadékot (30000xg, 10 min, 4 °C),

tovabbiakban a feliiluszéval dolgozunk tovabb.

7. tablazat: A fermentdacio paraméterei

TB tapoldat Osszetevé neve Bemérendo Osszeallitas
(101 mennyiség
Elesztd kivonat 240g 51 dH20-ban feloldani és
Tripton 120g autoklavozni
Glicerin 50g
Gliikéz oldat 198¢g 11 dH20-ban feloldani,
filtersterilizalni
35mM KH,PO4 48g 11 dH20-ban feloldani és
144mM K,HPO, 250g autoklavozni
Fermentor Kevertetés Hoémérséklet Nyomas Levegdaram
beallitasi
paramérek
500 rpm 37C 1,6 bar 30l/min

A feliiluszot 400 mM NaCl koncentraciora allitjuk be 5 M-os torzsoldatbol.
Vizfiirdében 42 °C-on 45 percig inkubaljuk, majd 5 liter S30C puffer ellenében
dializaljuk, el6szor par 6rat, majd overnight hidegszobaban. Az extraktumot ezt kovetden
centrifugaljuk (30000xg, 30 perc, 4 °C). A feliiluszot 200, 400, 800 pl-es aliquotokba
osztjuk az extraktumot, mikdzben folyékony N»-ben fagyasztjuk és felhasznalasig a -80
°C-os hiitében taroljuk.

Azextraktum elkészitéséhez az 6sszetevok listdjat 1d. Fiiggelek F4. tablazatat.

2.3.2. T7 RNS polimeraz eloallitasa és tisztitasa

A pBA2239 plazmidot hasznalva az enzimet a megfeleld publikacio alapjan

allitottam el6.'4°

2.3.3. MSP fehérje eloallitasa és tisztitasa

Az expresszalt MSP fehérje génjét (MSP1E3D1) pET-28b vektor tartalmazta, N-
terminalis His cimke és az MSP fehérje kozott TEV protedz hasitd hely helyezkedik el.
A vektort BL-21(DE3) sejtekbe transzformaltam. A transzformalt telepeket tartalmazé
lemezrdl egy teleprdl induld overnight kulturat készitettem, a kovetkezd nap ebbdl
oltottam be a literes LB tapoldatokat. A sejteket 37 °C-on razattam, ODgoo=1 értéknél 1
mM IPTG-vel indukaltam. Az indukéldsi homérsékletet 1 6ra utan 37 °C-rdl 28 °C-ra

csokkentettem, 4 ora elteltével a sejteket centrifugaltam (10 perc, 6000xg 4 °C). A
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fehérjét nemcsak razatd lombikban, hanem fermentorban is letermeltem, ennek
paramétereit 1d. 7. tablazat.

A sejteket MSP-C (+1 mM PMSF és 1% (v/v% Triton X-100)) pufferben térténd
felszuszpendalast kovetden ultraszonikalassal feltartam, majd 30000xg 20 perces 4 °C-s
centrifugdlast kovetden a feliiliszot 0.45 pm-os sziirdén atszlirtem. A fehérjét Ni-IMAC
affinitds kromatografiaval tisztitottam. A 10 ml térfogati HisTrap oszlop MSP-A-val
torténd egyensulyba hozasat kovetden perisztaltikus pumpaval vittem fel a fehérjeoldatot
az oszlopra. Ezt kovetden 5-5 oszloptérfogatnyt MSP-B, MSP-C és MSP-D pufferrel
mostam. Az eliciot MSP-E pufferrel végeztem, 1,5 ml frakcidkat szedve. A frakcidok Azgo
abszorbancidjanak megallapitasa utdn 10% glicerollal egészitettem ki a megfelelének vélt
frakciokat, SDS-PAGE-hez mintat vettem beloliik és tovabbi felhasznalasra a -20 °C-on
taroltam.

A Nanodisc 6sszeallitasa Henrich és munkatarsai publikiciéja alapjan tortént!™,

2.3.4. Analitikai 1éptékt Cell-free expresszid

Az analitikai cell-free reakcidhoz az 6sszetevok listajat a Fiiggelék F2. tablazata,
a torzsoldatok Osszeallitasat a Fiiggelék F3. tablazata tartalmazza, a reakcio osszeéllitasa
egy excel tabla kitoltése alapjan tortént, erre példa a 13. abra.

Mg Screen GLP-1

$30-
TiVo2  ©C+S Strapal 2013.04.19
R Konz der | Kompon des =g zugegsbe | Mg* Anteil| K Anseil Endkor | Kemaon.des | Zugabe zum | Zusatziche
Ahelen | eipokLsung R M Endienz. ] [mh] - M RMFM ] | i ’m‘
1]
giml 10| Ecolilipids .0 0,00
x 1 530-Extrakt | 3063 0,35 49 2 S30-Pufter] 4025
mg/mi 09944 | Plasmid 132 0015
Uil 40 | Ribolock 6,56 0,30
Uil 32 | T7-RNAP. | 1094 0,040
mg/mi 40 [IRNAEcoi | 1094 0,50
Pyruvat
mg/mi 10| Kinase 3,50 0,04
% 15| Brise 0,00 Brij58 0
mi 2500 | ROWMDE 1,00 RCWMDE | 4950
mi 250 | AA M 0,55 05 | AAME 2723 230
mi 1000 |AcP 20,00 2 AcP| 2416
mi 1000__|PEP 20,00 67 PEP| 2475
x 75 |[NTP 1,0 NTP| _165,0
mi 500 |DTT 2,0 DTT| 49,5
mg/mi 10| Folsaure 0,10 Folsaure| 23,8
x 50 | Complete 1 Complete| 2475
Bufier]
x 24| Puffer (H+E) 10 50 (H+E)| 4533
mi 1000__| Ma(OAc), 9.1 9.1 MaiOAch|  112.6
mi 40007 | KOAC 130,0 130,0 KOAc|  402.2
% 40| PEGB000 H PEGB000| _ 6188
% 10 |NaM. 0.05 hah| 619
H0 H;0|
ss8.7 140 5457
MIX | Vol | 5987 [ ] 3497 MIX 1 Vol
Volumen RM 875 TOTAL 14| 2900 11500
mh
asRMFM| 2473 Mg | mM K 3497 | Volumen
-
(+- 2mM)  20m) -247,3 [ )
FM MgoAc 14 16 18 20 n 24
Mix 11 U747 1747 MT4T 11747 11747 1747
MgoAc 0,0 36,0 720 1080 1440 130,0
H20 [ul] 6253 5893 5533 5173 4313 4453
Volumenfyl] 18000 15000 13000 18000 18000 1300,0
RM: MgoAc 14 16 18 20 n 24
Mix | 889 889 889 889 889 889
MgoAc 0,0 26 52 78 104 13,0
H20 [ul] 411 385 359 333 307 28,1
Volumenfyl] 1300 1300 1300 1300 1300 130,0

13. dabra: Cell-free reakcio osszerakdsdhoz hasznalt excel-tablazat
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2.4. GLP-1R agonistak tesztelése

A heterolog expresszoval eléallitott Exendin-4 analdgokat in vitro INS-1E
sejtekkel teszteltem. A mérés modszerét az alabbiakban részletezem.

A folyékony N»-ben tarolt sejteket kiolvasztjuk, majd felszaporitjuk a standard
protokollok szerint. A kultarat médiumcserével (~2 naponta) €s passzaldssal tartjuk fent
(~80%-0s boritottsag). A fagyasztott sejtek 62 passzalasi szamuak, az 5. passzalést
kovetden kezdtiik el veliik a kisérletek végzését.

Ehhez el0szor sejtszdmolast végeztiink Trypan-blue festék és Bruker-kamra
segitségével. Az Osszsejtszamot két fliggetlen szamolds atlaga és a megfeleld képlet
hasznélataval (=n*higitas*sejtszuszpenzid Ossztérfogata*10%) Aallapitottuk meg. A
megfeleld sejtszamot tartalmazd szuszpenziot tenyésztd flaskdba oltjuk at, az 5.
passzalast kovetden 24 lyuku tesztlemezre oltjuk dket, hogy a rekeszekbe pipettazott 1ml
sejtszuszpenzidban 200-250 ezer sejt legyen. A tesztlemezeken 3 nap utan lecseréljiik a
médiumot, a boritottsdgot folyamatosan monitorozzuk. Amikor ez eléri a 80 %-ot, a
sejteket tesztelésre hasznaljuk fel, a kovekezOképpen: a sejteket gliikkdoz mentes
RPMI1640-1 inkubaljuk 2 6rat CO; inkubatorban. Kétszeri 1-1 ml KRBH puffer moséasat
kovetden 0,5 ml KRBH puffert adunk, félorat kovetden 2,5 mM gliikozt adunk hozzajuk.
Fél oras inkubacidt kovetden a lepipettazott €s centrifugalt feliiluszot referenciaként
hasznaljuk fel.

Ujabb kétszeri KRBH pufferrel tortént mosast kovetden gliikoz stimulaljuk a
sejteket: 0,5 ml KRBH ¢és 15 mM gliikozt pipettazunk a sejtekre, majd rekeszenként 20
nM tesztelendd fehérjét adunk hozzajuk (2 rekesz / 1 fehérje) és fél orat inkubaljuk. A
feltiluszokat lepipettazuk €s centrifugaljuk, a feliiluszot pedig ELISA mérésre hasznaljuk
fel.

Az ELISA mérést a Mercodia kit protokollja szerint végeztik el, az
abszorbancidkat microplate readerrel olvastuk ki, a kivalasztott inzulin mennyiségét

ezutan a standardokhoz viszonyitva allapitottuk meg.

2.5. Fehérje-fehérje interakcios és spektroszkopiai modszerek
2.5.1. CD-spektroszkopia

A kozeli és tavoli CD spektrumokat egy Jasco J810 tipusu spektrofotométer
segitségével 1,0 mm uthossza kiivettdban vettem fel, az egyes abraknal talalhato
koncentraciokban. A mérések paraméterei a kovetkezOek voltak: 185-260 nm

hullamhosszak kozott, 50 nm/perc scan-sebesség, 1nm jelszélesség, 0,2 nm felbontas.
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Mindegyik spektrumot 5 mérés atlagabol kaptam, alapvonalként a puffer spektrumat
kivontam. A hémérsékletfiiggd méréseket Peltier-tipusti egység segitségével végeztem.
A nyers adatokat aminosavszam filiggvényében molaris ellipticitasra szamoltam &t
(koncentracio*aminosavtagszam. A spektrumokat alkalmazasuk fiiggvényében CCA+!’

vagy BestSel predikcids programokkal elemeztem'!,

2.5.2. Fluoreszcens jelolés

Az MBP-Podocin fragmensek jeldlése a hivatalos protokol alapjan tortént 10x-es
koncentracio feleslegben (Alexa Fluor 488 C5 Maleimide and Alexa Fluor 555 C2

Maleimide, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).

2.5.3. FRET mérések

Forster Rezonance Energy Transfer (FRET) effektus a kiilonb6z6 Podocin
fragmens-parok kozott 100 pl-ben 4 pM-os koncentracidban tortént a SOTE Biofizikai

Intézetében (Schay Gusztav), a méréseket 3-szor ismételtiik.

2.6. Molekuladinamika

A podocin monomer homoldgia modellje a Pyrococcus horikoshii sztomatin
(PDB: 3BK6) kristalyszerkezete alapjan'>? a Schrodinger Suite Prime v3.1 programmal
(Schrddinger LLC) készitettem'>>!154, A dimerek antiparallel coiled coil doménjét a CC+
adatbazisaban talalt legjobb szekvenciailleszkedésti 1VP7 PDB kodu fehérje alapjan
¢épitettem fel.

A kapott dimer modell molekuladinamikai vizsgalatit a GROMACS
programcsomaggal végezte. A rendszer felépitéséhez 40,000 TIP3P vizmolekulat adtam
hozza, a teljes toltést semlegesként allitottam be, fizioldgias sokoncentraciot Na+ és Cl-
ionok hozziadasaval allitottam be. Az energiaminimalizalast kovetéen a szimuléciot
alland6 hémérsékleten és nyomason végeztem 100 ns idOtartamig, amelybdl az utolsé 30

ns atlagszerkezeteit vetettem 6ssze (b-faktor analizis).

2.7. Bioinformatikai elemzések

A doktori munkaban vizsgalt fehérjék elsddleges szerkezet analiziseit a tiibingeni Max
Planck Institute ,,MPI Bioinformatics Toolkit” segitségével végeztem: ClustalOmega
(szekvenciaillesztések)!>, PCOILS'*®, Marcoil*” (Coiled coil predikciok), TMHMM!'38,

Illetve a rendezetlen régiok predikcidjat az IUPred-el végeztem'>*-16°,
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3. Célkitiizések

1. NMR alapu ligandum kétodési vizsgalatok céljabol a GLP-1 receptor

extracellularis doménjének (nGLPI1r) elédllitasa kiilonbozo fuzios rendszerekben.

Az nGLPlr bakteridlis expresszioval torténd aktiv, hdrom diszulfidhiddal
rendelkezé konformerjének eldallitasi protokollja ismert. Azonban az eldkisérlek soran
bebizonyosodott, hogy a kis hatékonysdgi renaturdldsi Iépést a laboratoriumunk
megfeleld eszkdzpark hidnyaban (fermentor, refold-reaktor) nem lehet elvégezni, emiatt
alternativ eldallitasi utat kell keresniink. Célunk volt az nGLPI1r kiillonb6zd fuzids
fehérjékkel torténd eldallitdsdnak optimalasa, figyelembe véve, hogy az NMR-es
vizsgalatokhoz duplan izotopjeldlt (3C / °N), fuzids partnerétdl elvalasztott formaban
lenne sziikség.

2. GLP-1 és Exendin-4, valamint tovabbi Trp-kalitka szerkezeti motivummal
rendelkezé analog minifehérjék tervezése és eloallitasa, térszerkezeti- és dinamikai
tulajdonsagaik felderitése, in vitro bioassay-el aktivitasuk meghatarozasa.

A TC5b minifehérje dinamikai tulajdonsdgainak felderitése érdekében
nagymennyiségii, duplan izotopjeldlt ('*C / "N) minifehérjére gazdasagos eldallitasara
volt sziikség. Ehhez olyan bakteridlis expresszios rendszert kellett alkalmaznunk, amely
alkalmas mind a megfelel hozam elérésére, mind a minifehérje elsddleges szerkezetének
megorzésére. Tovabbi célunk volt olyan bioaktiv inkretin analégok tervezése és
eldallitasa, amelyek aggregacidés hajlama kisebb. A GLP-1 ¢és az Ex-4 esetében is
kimutattak, hogy vizes oldatban, fizioldgias koriilmények kozott helikalis koteggé allnak
Ossze, ami noveli az immunvalasz kialakuldsanak kockazatat. Az elsédleges szerkezet
modositasa révén célunk volt egy olyan kompakt téralkat kialakitasa, amely nagyobb
es¢llyel megdrzi nativ térszerkezetét és bioaktivitasat akar szélsoséges koriilmények (pH,
hémérséklet, koncentracio) kozott is.

3. Kisérleti eredményekkel alatamasztott, molekularis modell felallitasa a podocin
intracellularis doménjének pontmutacioinak SRNS-t okozo, a fehérje- és dimer
térszerkezetében bekdvetkezo valtozasok magyardzatara.

A klinikai tapasztalatokat alatimasztd genetikai informaciok alapjan az NPHS2
gén 7-es ¢és 8-as exonjainak pontmutdcioi az Arg229GIn mutécidval egyiittesen SRNS-t
okoznak. Homolég fehérjék térszerkezeti adatai és a podocin elsddleges szerkezetének
analizise alapjan feltételezhetden a dimerizacioért egy coiled coil kdlcsonhatas felelds,

amely régiot a gén 7-es és 8-as exonja kodol. Célom volt annak a feltételezésemnek
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bizonyitasa kisérletes és molekuladinamikai médszerekkel, hogy a coiled coil régidoban
bekovetkezd pontmutdcidk révén a dimer stabilitdsa csokken, amely a podocin
feltételezhetd funkcidjanak, azaz az ultrasziird fehérjekomponenseinek stabilizalasanak

gyengiilésével, elvesztésével jar.
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4. Eredmények

4.1. Eredmények — Bakterialis expresszio

4.1.1. Eredmények — Bakterialis expresszio: DNS-munka

Az el6éallitani kivant kiilonb6z6 tipust fehérjék sikeres expresszidjahoz
kiilonboz6 fuzids partnerek alkalmazasa tiint célszerlinek a tisztitds és a megfeleld
téralkat kialakitasa céljabol. A klonozasi id6 csokkentése és a fiizids fehérjék hatasainak
»screenelése” miatt egy azonos MCS régioval rendelkezd expresszios vektorcsaladot
(p32FUS — Id. S. tablazat és Fiiggelék F1. abra) alakitottam ki. K6z06s tulajdonsaga a
pET-32b alapt vektornak, hogy a fuzids fehérje az alapvektor Ndel és BamHI restrikcios
hasitohelyei k6z¢ vannak klonozva, emiatt MCS-régi6 valtozatlan marad, tovabba a
célfehérje C-terminalisan His-cimke alakithato ki.

A disszertacioban felhasznalt 16 Trp-kalitkds minifehérje (10. tablazat) cDNS
fragmenseit a p32 UBQ vektorba kiilonb6zoé technikékkal klonoztam. A vektor
ubikvitint kddolé cDNS-e pTKK19-pUBK vektorbol szarmazik, azonban az N-terminalis
His-tag-et kovetd ubikvitin cDNS-ének 3’ klonozé végét modositottuk, ezaltal a korabbi
tobb 1épéses, 5’ ,,tompa” véget igényld klonozas ideje és megbizhatosaga csokkent a
»ragados” vég beépitésével. Emellett kozel 40 egyéb Trp-kalitkas minifehérje
konstrukciot alakitottam ki, amelyek révén expresszalt fehérjék tovabbi publikdcidkban
keriilnek / keriiltek felhasznalasra.

A p32 UBQ expresszids vektor lehetové teszi a kiilonbdzo minifehérjék hatékony
termelését azaltal, hogy az ubikvitin N-terminalis His-tagjének segitségével hatékonnya
tehetd a tisztitas, illetve a C-terminalasra klénozott minifehérje az Ubikvitin Hidroldz
enzimmel proteolitikusan lehasithaté a fuzids partnerrdl ugy, hogy N-termindlisa nem
modosul az enzim hasitohely miatti tovabbi aminosav beépiilésével.

Az elsé klonozott minifehérje a TC5b volt, amelynek kdédolé cDNS-ét atfedo
oligonukleotidokkal PCR segitségével alakitottam ki. Ezt késébb templatként alkalmazva
végeztem el a tobb konstrukcid kialakitasat (Id. 10. tablazat), tobbségében restrikcios
klonozassal. Késobb lehetdség nyilt a Small Ubiquitin Modifier (SUMO) fazios partner
kiprobalasara is, azonban hozamndvekedést nem okozott.

A podocin (8. tablazat) és GLP-1 receptor fragmenseit (9. tablazat) a un.
p32 FUS fuzios vektorcsalad megfeleld tagjaiba klonoztam, a vektorok tulajdonsagait a

5. tablazat, a fehérjék tovabbi adatait a Fiiggelék tartalmazza.
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8. tablazat: A podocin intracellularis doménének vizsgalatahoz kialakitott konstrukciok listdja

Konstrukcié neve Fuzi6s partner (hasitéenzim) podocin Kialakitas modja
fragmens

p32_GST _CC GST (TEV proteaz) 272-313 Restr. klonozés
p32_GST_CC_A284V GST (TEV proteaz) 272-313 SDM
p32_GST_CC_A297V GST (TEV proteaz) 272-313 SDM
p32_GST _CC _V290M  GST (TEV proteaz) 272-313 SDM

P32 MBP_168-269 MBP(thrombin) 168-269 Restr. klonozés
P32 MBP_168-286 MBP(thrombin) 168-269 Restr. klonozas
P32 MBP_168-286Tfs = MBP(thrombin) 168-304* SDM

P32 MBP_128-286 MBP(thrombin) 128-286 Restr. klonozas
P32 MBP_153-286 MBP(thrombin) 153-286 Restr. klonozés
P32 MBP_128-313 MBP(thrombin) 128-313 Restr. klonozas
P32 MBP_168-331 MBP(thrombin) 168-331 Restr. klonozés
P32 MBP_168-348 MBP(thrombin) 168-348 Restr. klonozas
P32 MBP_168-383 MBP(thrombin) 168-383 Restr. klonozés

A GLP-1 receptor fragmensei esetében kiilonbséget kellett tenni a cell-free és a
bakterialis expresszi6 vektor kozott, mivel elobbi esetében a tapasztalatok szerint a

KYYYK szekvenciarészletet is be kellett épiteni.

9. tablazat: A GLP- 1R vizsgadlatdihoz kialakitott konstrukciok listaja

Konstrukceio Fuzioés partner (hasitoenzim) GLP-1R fragmens
neve

nGLP1R_145 N-term His-tag (thrombin) 24-145
nGLP1R_132

R145 - 24-145
R132

MBPtev24-145 N-term MBP (TEV) 24-145
MBPtev24-132 24-132
PMR3 N-term MBP (thrombin), C-term. His-tag 24-145
nsDR145 N-term DsbC ¢és His-tag(thrombin) 24-145
nsDR132 24-132
sDR145 N-term DsbC ¢és His-tag(thrombin) 24-145
sDR132 24-132
GST145 N-term. GST (TEV) 24-145
GST132 24-132
Ubq145 N-term Ubiquitin 24-145
Ubq 132 24-132
Trx145 N-term His-tag és TrxA (thrombin) 24-145
Trx 132 24-132

49



4.1.2. Eredmények — Bakterialis expresszio — nGLP-1R

A GLP-1 receptor extracellularis doménének (nGLP-1R) rontgendiffrakcioval
nyert, GLP-1 és Exendin-4 ligandumokkal kdlcsonhatasban levd térszerkezete mar ismert
volt a doktori munka kezdetén (PDB: 3C5T), amelyhez a fehérjét E. coli-ban allitottak
eld. A szerzoktdl beszereztiik az expresszios vektort, hogy reprodukalva a publikalt
eldallitasi protokolt, NMR spektroszkopiaval atomi felbontasti szerkezetet nyerjiink,
valamint a tervezett Exendin-4 analdgokkal a ko&tddési mechanizmust vizsgéaljuk. A
publikidcoikban®®® leirt eldallitasi és tisztitdsi protokollokat azonban nem sikeriilt
reprodukélnom, kizarolag az ott leirt nGLP-1r inklizids testbe keriilését (16/A. abra).

Az inkliziés testekbe keriilés f6 problémaja az azt kovetd renaturalés
bizonytalansaga €s alacsony hatékonysaga. Ennek javitasara elsé 1épésként a domén-
hatéart probaltam optimalni. A kapott vektor egy N-termindlis His-taget, thrombin hasito
helyet, valamint az ezt kovetd 21-145 GLP-1 receptor aminosavszekvenciat kodolo
cDNS-t tartalmazta. Ennek a szekvencianak probléma-lehetésége a '*'LLFLY C-
terminalis hidrofob jellegli szekvenciaszakasz'®!, amely feltételezhetéen a membranba
4gyaz6dé vagy ahhoz asszocialodo régiot alkot (14. abra). A SignalP predikcio!? alapjan
a GLP-1 receptor 1-23 kozotti szakasz alkotja a szinalszekvenciat. Az nGLP-1r publikalt
térszerkezeteiben, csak a 28-131 aminosavak koOzotti szakasz szerepel a
kristalyszerkezetekben. Az Uniprot adatbazis jelenlegi adatai alapjan az extracellularis
domént a 28-139 szakasz alkotja — a doktori munka kezdetén 28-145 szekvencia volt
megadva. E szempontok miatt alakitottam ki az R132 konstrukciot, amely az GLP-1R
24-132 szekvenciajat kodolja.

4

3t

2+ :‘ﬁ‘ ﬂf‘.

Hidrofobicitas érték
o

4IO 0 8IO 1(50 12IO 14:10 léO

Aminosav pozicio
14. dbra: Az nGLP-1r (24-164) elsédleges szerkezetének hidrofobicitasi értékei (Kyte & Doolittle).
Lathato, hogy a 141-164. pozicio kozétt tapasztalhato magas érték az elsé transzmembran régiora (TM1
piros vonallal) utal.
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Tovabbi modositast végeztem a His-tag elhagyéasaval. Az inkluzios testbe keriilt
extracellularis domén tisztitdsa soran feleslegesnek tiint alkalmazéisa. Egyrészt az
inkluzios testek izolalasat kovetden tisztitasa nem denaturald Ni-IMAC-el, hanem
forditott fazisi HPLC-vel tortént tisztitasuk, ami lehetové tette a kozvetlen MS-mérést,
valamint koncentraltabb, a liofilizadlt minta tomege alapjan meghatarozhato
koncentracidji’ redukalt nGLP-1r oldat készitését 4M guanidin-hidrokloridban. Masrészt
az inkluzios testek redukaldsat €s ezt kovetd renaturacid folyamatanak koriilményei
(DTT, EDTA, L-Arg) nem tették lehetdvé a Ni-IMAC tisztitast. A renaturalast kovetéen
a protokolban is leirt ioncsere-kromatografiaval lehetdség maradt a feltekeredett fehérje
tisztitdsara és koncentralasara. Tovabbi szempont volt a kortikotropin receptor
extracellularis domén* eléallitasa kapcsan az irodalmi példa arra, hogy a His-tag zavarja
a megfeleld diszulfidhid mintazat kialakitasat'3.

A renaturdlds az irodalmi példakbol vett modszerekkel, redox pufferben, nagy

térfogatba torténd kihigitassal probaltam. A refold pufferben az eredeti publikacioban

crer

crer

koncentraciotartoményban probaltam optimalni. A fehérje végkoncentraciojat
(mennyiségét) 0,1-0,5 mg/ml-ban hatdroztam meg. Nem tapasztaltam sem az L-Arg
mennyiségének novelésében.

A renaturaciét kovetden dializisre volt sziikség, mivel az L-Arg jelenléte zavarta
a tervezett kromatografidss modszereket (Q-IEX, RP-HPLC). A dializist kdvetéen a
célfehérje kozel 90%-a kicsapddott koncentraciomérés alapjan. A csapadékfazist
centrifugalassal tavolitottam el, a szolubilis fazisbol Q-IEX és RP-HPLC egymast kdvetd
alkalmazasaval tisztitottam a célfehérjét. Az R132 konstrukci6 esetében 30 mg tisztitott,
redukalt nGLP-1r-bél minddssze 0,1 mg tiszta, renaturalt receptort sikeriilt tobbszori
probalkozas utan  eldallitanom 1  liternyi  gazdag  tapoldatbol, amelyet
tomegspektrometrids és diszulfidhid-mintazat elemzéssel is aldtdmasztottak (dr. Téth
Gébor, Szolomajer Janos — Szeged).

A tomegspektrometrids vizsgalatok azonban két tovabbi szennyez6t is kimutattak.

Ezen szennyezOk tomegspektrometrids vizsgalata kimutatta, hogy renaturdcié soran a

J A guanidin zavar hatdsa miatt a fehérje mennyiségét nem lehet SDS-PAGE-el megbecsiilni, valamint a
koncentracioméreési eljarasokat is bizonytalanna teszi.
k Szintén B-alcsaladba tartozo G-fehérje kapcsolt receptor.
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nGLP-1r a 15. abran lathat6 modon bomlik, ami szintén cs6kkenti a hozamot, tovabba
felveti a lehetdségét a fehérje instabilitasanak.

A PDB adatbazisdban szerepld o 1242300
kis szamu (3 db) NMR-
spektroszkopiaval vizsgalt GPCR Bl
alcsalddba  tartozo extracellularis
térszerkezetek nagyfokl rendezetlen 7] e
téralkata miatt, valamint az alacsony ¢és

442000 9022.00 13454 00

bizonytalan hozam miatt 1) eldallitasi

utvonalakat kerestem annak érdekében, L. b k .
Ot 4M 20‘0(; * Sdoouodoﬂ ! 12(‘)00 ; |4dQO ’ T mass
hogy hat¢konyabb, tartosan MKYYKRPOGATVSLWETVOKWREYRROCORST,TED
) ) PPPATDLFCNRTFDEYACWPDGEPGSFVNVSCPWY
reprodukalhatd modszerrel sikeriiljon 1LPWASSVPQGHVYRFCTAEGLWLQKDNSSLPWRDL
SECEESKRG

nGLP-Ir-t eldallitanom. F6 szempont 15. abra: Az R132 renaturdldasa soran tapasztalt hasadas

tomegspektrometrias kimutatasa.

volt, hogy elkeriiljik a célfehérje
inklazids testbe keriilését, annak nehezebb, koriilményesebb kezelhetdsége (guanidin-
hidroklorid, DTT) miatt.

Emiatt kezdtem neki a fuzids tag-ek vizsgalatanak, amelyet kiegészitettem tobb
kiilonbozé E. coli baktériumtorzs vizsgalataval (BL21(DE3), OrigamiB(DE3),
Shuffle(DE3)). A BL-21(DE3) baktériumtorzs citoplazmajanak reduktiv kérnyezetében
nem alakulhatnak ki diszulfidhidas fehérjék, igy vizsgéalhato a fuzios fehérje szolubilizalo
funkcidja, lehetdség van tovabba chaperone ko-expresszidra. Ezzel szemben az
OrigamiB(DE3) és Shuffle(DE3) torzs citoplazméja mutacidik révén (trxB, gor) oxidativ,
a diszulfidhidak kialakulasa lehetséges a citoplazmaban. A Shuffle(DE3) sejtek esetében
citoplazmatikus DsbC izomeraz, mint chaperone is jelen van.

Ha ezen expresszios kisérletek eredményét Gsszesitjiik, a szolubilizalt eléallitast
,»sikeres” €s ,,sikertelen” esetekre oszthatjuk fel. ,,Sikertelen” esetek alatt értem a fuzios
fehérje taltermelését kovetd inklizids testbe kertilését, azaz minden esetben abbdl térténd
koriilményesnek mondhatd izolalast és renaturalast igényelt. ,,Sikeres” esetekben a
taltermelést kdvetden a fuzids fehérje oldatban maradt, onnan térténhetett az elso tisztitasi
1épés, ami viszont nem feltétleniil jelenti az nGLP-1r célfehérje kialakult a megfeleld
diszulfidhid-mintazatat.

Megjegyzendd, hogy a fenti vizsgalatoknak volt egy menetrendje €és ezen

részlépéseknek idOtartama is, valamint hogy az Eloszoban emlitetteknek megfelelden a
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munka kezdetén a kutatocsoport expresszids laboratériuménak felszereltsége nem

minden esetben tette lehetdvé a megfeleld munkavégzést.

B)
L1234L5 678L

100 kDa

50 kDa

30 kDa

20 kDa

10 kDa

i Ty

16. abra.: SDS-PAGE gélképek az nGLP-1r bakteridalis expressziojarol. A) Az R132 konstrukcio
eseteben: 1) Teljes baktérium sejt; 2) Feltardast kéveté Csapadék frakcio, 3) Feltarast kéveto
citoplazmatikus frakcio, 4-5) A Csapadék frakcio mosdsa soran kapott szolubilis mintak, 6) Izolalt
Inkluzios test; B) MBP-fuzios konstrukcio expresszioja sordan kapott 1) Teljes baktérium sejt, 2)
Feltarast kévet6 csapadék frakcio 3) Feltarast kdvetd citoplazmatikus frakcio, 4) Ni-IMAC eluatuma
a citoplazmatikus frakcionak; DsbC-fuzios konstrukcio expresszioja soran kapott 1) Teljes baktérium
sejt, 2) Feltarast kévet6 csapadék frakcio 3) Feltardst kéveto citoplazmatikus frakcio, 4) Ni-IMAC
eluatuma a citoplazmatikus frakcionak.

Abramagyardzat: Kék keret az A) dbrdan: R132-nek megfeleltethetd molekulatomeg. A B) dbrdn piros
kerettel az MBP-fiizos nGLP-1R-nek (PMR3 konstrukcio), narancssarga kerettel a DsbC-vel fuzionalt
nGLP-1R-nek (nsDR132 konstrukcio) megfeleltethetd molekulatomegek (58,59 illetve 38,54 kDa). Az
alkalmazott fehérjelétra tipusa: Thermo Unsatined BroadRange Ladder.

Eloallitas inkluzios testbe keriiléssel

Thioredoxin-fuzi6: Mindhdrom expresszios torzs esetében a fuzids fehérje
inklazids testbe kertilt, azaz egyrészt a thioredoxin nem fejtette ki chaperone hatasat,
masrészt a Shuffle(DE3) és OrigamiB(DE3) sejtek esetében a diszulfidhid kialakitast
segitd rendszerek nem miikodtek. Az ezt kdvetd renaturalas sordn a fizios fehérje oldatba
keriilt, azonban a thrombinos hasitast kovetden a célfehérje nem volt azonosithato, eltlint.
Hasonl6 jelenség mas csoportoknal is megtdrtént®® (+ szobeli informacio), amelynek oka
feltehetdleg a nem megfeleld fold kialakuldsa, ami miatt a proteaz széthasitja azt. Ez volt
sorban az elsd fuziodspartner, amelyet alkalmaztam.

Az ubikvitin, SUMO ¢és GST cimke alkalmazasa szintén sikertelen volt, esetiikben
a renaturalast kovetden sem keriilt a szolubilis fazisba.
Eloallitas szolubilis formaban

A DsbC ¢és az MBP, mint fuzids fehérje szolubilis eldallitdsa a BL21 és Shuffle

baktériumtdrzsben sikeres volt (16/B. abra), a sejtek feltarasat kovetden a fiizids fehérje
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oldatban marad, a feliilusz6 frakciobol kivitelezhetd volt az elsé kromatografias tisztitasi
1épés. Origami sejtekben az MBP-fuzios fehérjéket nem sikeriilt eléallitanom.
Szolubilis eloallitas — Sikeres renaturalas: Megfeleld diszulfidhid mintazat?

Azaz a kezdeti eredmények azt mutattdk, hogy a DsbC illetve az MBP fuzios
partnerként torténd alkalmazasa a célfehérjét oldatfazisba viszi (16/B. dabra), ami
egyszerlisiti a tovabbi tisztitdsi lépéseket, azonban nem feltételezi a megfeleld
diszulfidhid mintazat kialakulasat.

A) B)

mmm R145 Refold el6tt
mmm R145 Refold utan 100000- N R132 Refold utan - 1% gradiens

== R132 Refold elétt
= R132 Refold utan

50000,

C) D)

=== PMR3 Refold el6tt P %
1 mmm PMR3 Refold utan mmm nsDR132 Refoldalds utan

‘ ]\
| AW} } Mﬁl r}\\ A

| ) e
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o H 10 " » o I
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17. abra: A kiilonboz6 nGLP-1R eléallitasi modszerek analitikai RP-HPLC kromatogrammjai. A) R132
és R145 konstrukcio: jol lathato, hogy az inkluzios testek (sziirke — R132; narancssarga — R145)
renaturaldsat kévetéen a célfehérje (rozsaszin — R132; kék — R145) mennyisége jelentosen csokken, B)
RI132 renaturdlt, ioncserével tisztitott frakcidjanak kromatogrammja. Jol lathato, hogy a 45%-os
acetonitrilnél elualodo célfehérje 3 kiilonbozo formdaban van jelen.; C) MBPtevR 145 konstrukcio az elsé
tisztitasi képést kdvetden (piros) és az ezt kévetd renaturacio (kék) utan. Ez bizonyitja, hogy a renaturadlds
soran az anyagveszteség (kicsapodas) szazaléka joval kisebb, mint az inkluzios testek renaturdacioja
esetében, valamint, hogy a renaturdlds soran a fehérje alakja megvaltozik (eltérd retencios idé); D)
DR132 fehérje kromatogrammja renaturdciot kévetéen, jol lathato a 43-47% acetonitril szint kozétt
elualodo 3 kiilonbozo (formdju) célfehérje.

Ha a harom baktériumtdrzs szerepét vizsgaljuk, meglepd eredmény, hogy a
BL21(DE3) torzsben is, reduktiv citoplazmaban is, szolubilis fazisba keriil a fuzios
fehérje, ami azt sejteti, hogy az MBP-nek és a DsbC-nek szolubilizal6é vagy chaperone
hatdsa lehet. Az OrigamiB(DE3) alkalmazasa tobb probléméat okozott. A DsbC fuzids
konstrukcio esetében az expresszid tobb iddot vett igénybe, feltehetdleg a pluszként

alkalmazott két antibiotikumnak is koszonhetoen, valamint az indukcidt kovetden a
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fuzids fehérje mennyisége az elsd tisztitasi 1épés utan is joval kevesebb volt SDS-PAGE-
n, mint Shuffle(DE3) vagy BL21(DE3) baktériumtorzs alkalmazasa esetén.

Az els0 tisztitasi [épést (Ni-IMAC) kdvetden az elualt frakciokat méretkizarasos
kromatografidval vizsgalva tapasztalhatd volt a megfeleld0 méretii fuzids fehérjének
megfeleltethetd csucs, azonban nagyméretli oligomer forma is jelen volt. Azaz a két
fuzios partner szolubilizalja az nGLP-1r célfehérjét, azonban szolubilis aggregatum is
1étrejon. Emiatt mindenképpen sziikséges volt az elsé tisztitdsi 1épést kovetden
renaturalast végezni. Az ezt kovetd méretkizarasos kromatografia vizsgalat alapjan az
oligomer forma mennyisége csokkent, a megfeleld tomegl fuzids fehérjének
megfeleltethetd cstcs intenzitdsa nott.

A renaturdlas sziikségessét aldtdmasztja tovabba a fuzids fehérjék renaturalés

elotti illetve utani CD-spektruma is (18. abra). Ahogy a felvett spektrumokbol lathato,

40
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18. abra: A kiilonbozo fuzios fehérjék és fuzios partnerek renaturalas elétti illetve utani CD-spektrumai (20
°C, 2 uM). Az MBP és DsbC fuzios partnerek renaturalds elotti és utani spektrumai nem kiilonbéznek

egymdastol, ezt az abran nem tiintettem fel.

mindkét fiizids partner esetében a renaturalds el6tti illetve utani allapot kozott jelentds,
azonban hasonlo, atalakulas kovetkezik be. A spektrumok masodlagos szerkezet-
analizise alapjan (BestSel predikcidval'>!) megallapithat6, hogy a tobbségében helikalis
tartalmtl spektrumok béta-jelleglivé alakulnak at. Mivel a fuzios partnerek (MBP és
DsbC) esetében ez a jelenség nem tapasztalhatd, a fuzios fehérje esetében a renaturalas

soran torténik téralkati atalakulds (szolubilis aggregatum -> monomer). Ezt erdsiti a
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mintdk analitikai RP-HPLC-vel torténd vizsgalata is (17/C. abra), mivel az elticios profil
megvaltozik.

A Shuffle(DE3) sejtek, illetve BL-21(DE3) sejtekben ko-expresszalt DsbC
izomeraz esetében az elsd tisztitdsi lépést kovetden tapasztalhatdé volt, hogy a
diszulfidhid-izomeraz is az elucids frakcioban jelenik meg, azaz aspecifikusan kotddik az
affinitds kromatografia soran alkalmazott toltethez. Két kiillonbozd gyartd és alapt
gyantan is ugyanezt az eredményt kaptam. Ez eldrevetitette, hogy a fuzios fehérje
hasitasat kovetden egy masodik Ni-affinitas kromatografias 1épéssel nem tudom
elvalasztani a célfehérjét a fuzids partnerétdl illetve az esetleg nem emésztett fuzids
fehérjektol.

Felvetddott, hogy a jelenség oka, a DsbC izomeraz aktivitasabol ered, azaz a
proteolitikus hasitast kovetden enzimként szubsztratjadhoz (a célfehérjéhez) kot, és emiatt
nem lehet igy elvéalasztani a két fehérjét egymastol. Azonban Shuffle sejtek iires
letermelését kdvetden, a genomban kodolt DsbC a sejtek feltarasat kovetden Ni-affinitds
kromatografidval a feliiliszo frakciobol elualhatdo volt, tovabba a fuzids fehérje
renaturalasat kovetéen is. Emiatt a renaturdlast GSH/GSSG redox kornyezetben

végeztem, DsbC izomeraz nélkiil.
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19. abra: Az eléallitott, renaturalt és tisztitott nGLP-1R szolubilis formai.

Refoldalast kdvetden DsbC partner esetében analitikai RP-HPLC-vel vizsgélva,
tobb intenziv csucs jelent meg a kromatogramon (17/D. abra), amelyek SDS-PAGE-el
vizsgalva megfeleltethetéek voltak a DsbC-R132 flziés fehérjének. Feltételezhetéen
tobb, kiilonboz6é alaku, allapotth fehérje kialakuldsa okozza ezt, emiatt ennek a
konstrukcionak alkalmazasat a kdsbbiekben elvetettem. Az MBP fuzios partner esetében

amiloz-affinitds kromatografiaval tovabb tisztitottam a célfehérjét, majd a késobb
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tervezett NMR spektroszkopiai vizsgalatok érdekében proteolitikusan (thrombin / TEV)
emésztettem. Az emésztett célfehérjét Ni-affinitas kromatografidval valasztottam el
fuziés partnerétdl, majd RP-HPLC segitségével analizaltam az elacids €s az atesett
frakcidkat.

Az Gn. ,,Atesd” frakcio tartalmazta az nGLP-1R fehérjét, igy ezt forditott-fazist
HPLC-vel tisztitva tomegspektrometrids analizisnek vetettik ald. A kapott
tomegspektrum igazolta az extracellularis domén meglétét, a diszulfidhid-mintézat
analizis (19. abra - proteolitikus fragmensekre hasitas, tomegspektrometrias analizis)
alapjan azonban harom kiilonb6z6 diszulfidhid-mint4dzat forma van jelen oldatfazisban.
Az eldallitott célfehérje mennyisége 6 L tapoldatbdl kiindulva 0,5 mg lett. Azaz az
expresszios hozamot Osszevetve az inklazids testbdl renaturdlas modszerével nem volt
tapasztalhatdé hozamnovekedés, aminek f6 oka lehet, a tobbszords kromatografias
1épések, és az ezzel jard veszteségek (10-30% Iépésenként). A modszer eldonye

kétségteleniil annak konnyl kezelhetdsége.
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4.1.2. Eredmények — Cell-free expresszid

A GLP-IR cell-free expresszidjat a frankfurti Goethe Egyetemen Voelker Dotsch
kutatocsoportjaban végeztem. Célunk volt az extracellularis doménen kiviil egy
szolubilis, nanodisc-be agyazott teljes receptor eldallitisa, hogy annak ligandumaival
bekovetkezd interakcidjat SPR-el vizsgaljuk. Az extracellularis domén esetében a CF
modszerének nyitottsagat igyekeztiink kihasznalni kiilonb6zé additivok (redox-
kornyezet, chaperone-ok) hozzaadasaval. A teljes GLP-1R esetében az extracellularis
domén diszulfidhidjai miatt is sziikség volt ezen additivok hatdsanak screenelésére,

illetve a Nanodisc-be dgyazottsagot a kiillonb6zd fragmensekkel kivantuk tesztelni.
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20. dbra: A cell-free expressioval eléallitott GLP-1 receptor SDS-PAGE (balra) és Western Blot
(jobbra) eredménye. Piros nyillal jelélve jol lathato, hogy a GLP-1 receptornak megfeleld méretii
fehérje a csapadék illetve a feliiluszo fazisban is megtaldlhato

A kisérletekre rendelkezésre allo rovid id6 alatt a teljes GLP-1 receptor ¢€s
fragmenseinek szolubilis, nanodisc-be dgyazott formajat sikeresen eldallitottam, amelyek
eredményét SDS-PAGE-el és Western Blott-al ellendriztem (20. abra). Azonban az SPR-
vizsgalatok (streptavidin-chip, biotinnal jelolt Exendin-4) nem mutattak ki ligandumhoz
kotodését. Ennek oka lehet az extracelluldris domén CF-eldallitasanak negativ
eredménye. Bar az nGLP-1R-t sejtmentes eldallitdsa sikeres volt, azonban a kiilonb6z6
koriilmények ¢és chaperon-ok alkalmazasa ellenére oldatfazist, megfelelé diszulfidhid

mintazata fehérje eldallitasa nem, mivel az csapadék forméba keriilt. Azaz a teljes
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receptor szolubilis allapotat a nanodisc-be dgyazddas biztositja, az extracellularis domén

aktiv form4ja ennek ellenére nem alakul ki.

4.1.3. Eredmények — Bakterialis expresszio: Minifehérjék

A doktori munkam soran megkdozelitdleg 49 kiilonb6z6 Trp-kalitka motivummal
rendelkez0 minifehérje expresszios vektorat alakitottam ki rekombindns technikakkal, a
dolgozathoz kapcsoloddak szama 16. Mindegyik esetében sziikséges volt bakterialis
expresszioval jeldletlen és izotop jelzett minta (N és "N/13C) eldallitasa is az NMR
alaptl dinamikai mérésekhez. A konstrukciok nevét és felhasznalasat a 10. tablazat

tartalmazza.

10. tablazat: A Trp-kalitkas minifehérjék vizsgalatahoz kialakitott konstrukciok. Felhaszndlds (Ref. oszlop):
1) Rovo et al. 2013; 2) Rovo et al. 2014, 3) Horvath et al. publikacio alatt

NEV Minifehérje szekvencidja Kialakitasi mod  Ref.
(templat)

TC5b NLYIQWLKDGGPSSGRPPPS restr. klonozas 1

TC5b D9E | NLYIQWLKEGGPSSGRPPPS restr. klonozas, (TC5b) 1

TC5b D9S | NLYIQWLKSGGPSSGRPPPS restr. klonozas, (TC5b) 1

TC5b D9N | NLYIQWLKNGGPSSGRPPPS restr. klonoza, (TC5b)s 1

HO RLYIQWLKDGGPSSGRPPPS restr. klonozas, 2

(TC5b_D9E)

H5 EEEAVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPS restr. klonozas, (HO) 2

H9 SKOMEEEAVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPS restr. klonozas, (HS) 2

H10 LSKOMEEAVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPS restr. klonozas, (H9) 2

H11 DLSKOMEEEAVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPS restr. klonozas, (H9) 2

H19 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLYIQWLKDGGPSSG | restr. klonozas, (H11 -> 2
RPPPS H15)

EDR HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKDGGPSSG = Exendin-4 SDM 2
RPPPS

Exendin-4 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSG = Minigén 2
APPPS

GLP-1 HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR Minigén 2

H2 CC CVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPC restr. klonozas (H19 CC) 3

H5 CC EEECVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPC restr. klonozas (HI9CC) 3

H19_CC HGEGTFTSDLSKQMEEECVRLYIQWLKDGGPSSG H19 SDM 3
RPPPC

A Trp-kalitkas minifehérjék eldallitasa E. coli bakterialis expresszios rendszerben
tortént (BL21(DE3)) torzzsel. A sejtek feltarasat kovetéen a szolubilis fazisban levo
fuzidés fehérjét Ni-affinitds kromatografia segitségével tisztitottuk, az elualt frakciok
dializist kovetd ubikvitin hidrolaz proteolitikus hasitdsa utdn egy masodik Ni-affinitas
kromatografia 1épéssel elvalasztott, az Uin. atesd frakcioban levd, minifehérjét reverz
fazisu C18-as HPLC segitségével tisztitottuk meg, a frakciok liofilizalasat kovetden a

minifehérje tomegét MS-el ellendriztiik.
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A kiilonbozd hossziisagh  minifehérjék eldallitasa

expresszioval, hanem szilard fazisu
peptidszintézissel (SPPS) is tortént, ami
lehetdséget adott a termelési hatékonysag
(kitermelés, ar) Osszehasonlitdsara a két
modszer kozott. A polipeptidek kémiai
uton torténd szintézisét Szegeden, dr.

Toth Gabor laboratériumaban végezték

nemcsak bakterialis
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részletezése 1d. Straner et. al 2015).
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21. dbra: A peptidméret hossza és a kitermelés
osszevetése bakteridlis expresszi és szilard fazisu
peptidszintézissel

Szilard fazist peptidszintézis esetén megfigyelhetd volt, hogy a szintetizalni

kivant polipeptid hosszanak novekedésével a melléktermékek szdma és mennyisége is

nétt. A HO és TCS5b esetében egymassal dsszemérhetd melléktermék mennyiség volt

megfigyelhetd, amely nét a H5, H10, majd a 39 aminosav hosszusagu végtermékek (H19,

Exendin-4, EDR, HI9 CC)
esettben. A megndvekedd
kapcsolasi szdmok  miatti

melléktermék novekedésével a
végtermék RP-HPLC-vel torténd
tisztitasa koriilményessé  valt,
ami miatt a veszteség is ndtt. A
polipeptidlanc hosszanak kozel
duplézodasa soran (20 aminosav
—> 39 aminosav) emiatt a nyers
polipeptid tisztasaga kozel 90%-
rol 20%-ra esett (11. tablazat,
21. és 22. abra).
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22. abra: A Bakteridlis expresszioval (A) illetve SPPS-el (B)
eloallitott  peptidek  vegsé  RP-HPLC  tisztitasanak
kromatogramja. Jol lathato, hogy SPPS esetében joval tobb
a melléktermék.

Ezzel szemben a bakterialis expresszid soran a polipeptid lancanak ndvekedésével

tobb melléktermék nem jelent meg, valamint a kitermelés is kozel azonos volt (1-3 mg/L

LB tapoldat). Ez aldl kivétel a HS minifehérje, amelynek kitermelése mindkét szintetikus

modszerrel alacsony. Kimutattuk (részletesebben 1d. 4.2. 1. alfejezet), hogy a HO esetében

a minifehérje szerkezete destabilizalodik, amelyet a H5 esetében megjelend EEEAV

szekvencia hozzaadasa stabilizal. Azonban ennek a szekvenciarészletnek koszonhetoen,

amely nagyrészt hidrofil glutamin aminosavakbdl all, ez a minifehérje mar 1-3 mM-os
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koncentracioban is aggregalodik, igy a peptidszintézis szempontjabol Un. ,,nehéz
szekvencia”’-nak mondhatd. Az ezt sorban kdvetd H10 minifehérje esetébe az LSKQM
hozzaadott szekvencia mar megakadalyozza vagy csokkenti az aggregéalodast, igy a
kitermelési hozam visszaall az 1-3 mg /L-es szintre.

Ez alapjan belathatd, hogy egy 39 aminosavas polipeptid eldallitisa mar nem
feltétlen mutatkozik szerencsésnek szilard fazisti peptidszintézissel. Alternativaként
hozhaté a Nativ Kémiai Ligaci6: a szintetizalni kivant polipeptidet két fragmens
ligalasaval kapcsoljuk Ossze. A kisebb fragmensek szintetizaldsa a fentiek alapjan

koltséghatékonyabb, azonban a ligalasi reakcio némileg megneheziti a dolgot.

11. tablazat: A Trp-kalitkdas minifehérjék tisztitasa soran kapott kitermelési hozam értékek

Peptid neve = Expresszi6s hozam | SPPS  hozam SPPS SPPS hozam a
(mg /L) (mg) hatékonysag (%) teljes
mennyiségre (%)
TCSb 2,0+0,5 (1,540,5) 13,0+6,0 18 91,5
HO 2,0+0,6 (1,7+0,4) 8,0+5,7 11 80,4
H5 1,1+0,6 (0,75+0,2) 7,1+0,8 4,4 55,6
H10 2,76+1,5 (2,140,5) 3,842,5 3,7 49,1
H19 2,840,8 (2,0+1,2) 3,90+2,8 2,9 N/A
EDR 2,25+1,01 (1,5+0,2) <1 <1 <20%
Exendin-4 = 2,45+0,6 (2,3+0,9) N/A N/A N/A

4.1.4. Eredmények — Bakterialis expresszio - Podocin

A podocin atomi felbontast térszerkezetét els6sorban NMR ¢és rontgen
krisztallografiai modszerekkel szerettiik volna felderiteni. A mutédcidk térszerkezetre
gyakorolt hatasanak vizsgéalata miatt elegendének latszott a podocin C-terminalis
fragmensének (128-383) eldallitasa. Eldzetes eredmények alapjan tudtuk, hogy E. coli-
ban a teljes podocin (1-383 valamint a citoszélikus fragmens (127-383) expresszidja is
N- illetve C-terminalis His-taggel illetve N-termindlis GST-tagggel sikertelen volt.
Irodalmi el6zmények azonban a homolog sztomatin (94-202) és a P. horikoshii homolog

A teljes podocin expresszioja esetén gond lehet a membranhorgonnyal, igy ezt
nem is terveztiik eléallitani, az el6zetes eredmények alapjan pedig fizids tagként GST-t
¢s MBP-t alkalmaztunk. Harom N-termindlis levagast terveztiink (135-; 157-; 168-) és C-
terminalis levagasokat (-272; -284; -313; -331; -348; -383) fuzios fehérjével torténd

eldallitasra (részletesebben 1d. Fiiggelek). A GST-fuzids fehérjével nem sikertilt az elsd
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tisztitasi 1épés utan értékelhetd eredményt kapni. Az MBP-fuzios fehérjével a fragmensek
eléallitdsa minden esetben sikeres volt.

Az NMR-es térszerkezetvizsgalathoz azonban az MBP-fuzi6s fehérje tal nagy
méretli, emiatt a fizids partnert proteolitikus hasitassal terveztiik levagni. Mindegyik
konstrukcio esetében azonban a hasitast kdvetd azonnali podocin célfehérje kicsapodas
lett az eredmény. A thrombin hasit6 helyet lecseréltem TEV proteaz hasitd helyre, annak
érdekében hogy a puffer hatasat vizsgaljam szélesebb koriilmények kozott — a kiillonbdzo
pufferek nem segitettek (NaP / Tris / HEPES / MOPS), kiilonb6z6 sokoncentraciokban
sem (50 / 100 / 150 / 300 mM NaCl). Emiatt az NMR-spektroszkopiai vizsgalatokat
elvetettiik. Kisérleteket folytattunk ezekkel a mintdkkal a CDC-re, azaz a carrier-driven-
crystallization-re, egyelére eredmény (kristalyképzodés) nélkiil.

Az egyes fragmens konstrukciok kialakitdsa nem egyszerre tortént. A kezdeti
sikertelen kisérletek utan keriilt fokuszba a 286Tfs fragmens. Ennek végso,
méretkizarasos kromatografia tisztitasi Iépése soran deriilt ki, hogy ellentétben a tobbi
fragmensel, nem dimer, hanem monomer formaban van jelen. Ennek az eredménynek
koszonhetden inditottuk el a FRET-méréseket a kiilonb6zo fragmensek kozott, hogy a

dimerizécioért felelds régiot ki tudjuk mutatni.
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4.1.5. Bakterialis expresszio koltségszamitasa

DNS-konstrukcio elkészitésének koltségszamitasa

Ahogy a 12. tablazat lathat6, egy DNS konstrukcio készités¢hez sziikséges
vegyszerek nettd ara ~6.300 HUF, amely egyszeri koltségnek tekinthetd, hiszen a
készitett expresszios vektor a tovabbiakban transzformaldsra tobbszor felhasznalhato,
expresszios torzsbol glicerines stockot készitve a felhasznalhatosag szinte végtelenithetd.
Uj minipreparatum készitése ~400 HUF-ba keriil. Az ehhez jarul6 rezsi-jellegii koltségek
miatt, az 0sszeg DNS-szekvenaldssal (nett6 2.000 HUF/db reakci6 — Biomi kft. 2017.)
egylitt, netté ~12.400 HUF —ra tehetd (bruttd ~15.800 HUF).

12. tablazat: Restrikcios klonozassal elkészitett DNS-konstrukcio koltségszamitasa.

Osszetevé neve HUF db AR
Restr. Enzim Atlagar (ul) 269,16 2 538,3225
Pfu polimeraz 234 1 234
dNTP 10mM 31,2 2 62,4
Primer (30bp) 3000 2 6000
DNS tisztito kit 366,3 3 1098.,9
T4 DNS Ligaz 247,5 1 247.5
Taq polimeraz 208,00 1,00 208
Site-directed  mutagenezis kit 2550 1 2550
(51000 HUF /20 reakcid)

T4 Polynukleotid kinase 202 4 808
ATP 100mM solution 35,2 10 352

A doktori munka soran tobb esetben pontmutéacidval (site-directed mutagenezis)
alakitottam ki konstrukciokat, ezek ara szekvenalassal egyiitt, ahogy a 12. tablazatbol
kikovetkeztethetd, kozel 13.500 HUF (bruttd 17.145) rezsikoltséggel egyiitt, azaz a két
modszer alapjan a DNS —konstrukcid elkészitésének atlagkoltsége kozel 13.000 HUF-
nak tekinthetd.

Tapoldatok koltsége
A fehérje expresszio és tisztitdsdnak koltségszamolasa soran a koltségeket
leginkédbb meghatarozé tényezo a fehérje tisztitdsanak modja, hiszen a taptalaj 6sszetevok

allandonak tekinthet6.
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Ahogy az egyes tapoldatok literre vetitett arait tartalmaz6 13. tablazatbol lathato,
a 2YT taptalaj 34 %-al dragabb az LB-nél, azonban a kisérletek soran nem tapasztaltam
ennek megfeleld vagy tobb végso célfehérje képzodést. Az alkalmazott antibiotikumok
(jelen esetben kanamycin és ampicillin) atlagosan 78,6 HUF-al, az indukélészer 650
HUF-al emeli a tdpoldat literre szamolt koltségét. Azaz 1 liter LB tapoldat megkozelitdleg
1.250, mig 2YT tapoldat 1.500 HUF koltséggel jar.

13. tablazat: Tapoldatok elkészitésének kéltségszamitasa.

Taptalaj  Koltség (/HUF) Egyéb osszetevok Koltség (I/HUF)
tipusa
LB 508 Ampicillin 81,7  Osszesitett
2YT 770 Kanan,l}icm 75,5 koltség
M9 2373 Indukalészer (ImM) 650
728,6

Jeldletlen +30,44 2 g Gliikkoz (**C) 9,84

1SNH4Cl1 +5580 Agar-agar 308

PNH4Cl  / +55800

BC-gliikoz

M9 minimal tipoldat hasznalata soran a >N és a >'N/!3C izotép 4ra jelentdsen
emeli a koltségeket, tovabba itt hozza kell szdmolni a protokoll miatt tovabbi 1 liter LB
tapoldatot. Azaz a ’N jelolés literre vetitett tapoldat ra kozel 7.500 HUF, azaz 6-szorosa
az LB tapoldatnak, mig kettds jelolés esetén a tipoldat literre szamolt koltsége
megkozelitdleg 58.300 HUF. El6bbi esetben 1 liter LB-hez képest kozel 10x-esre, kettds
jelolés esetében pedig valamivel tobb mint 100x-osra. Az M9 téapoldat jeldletlen
célfehérjék eldallitasara bar olcsosaga (~1.000 HUF) miatt vonzé alternativa lehetne, a
varhat6 hozam csokkenés nem ellenstilyozza ezt.

A célfehérje tisztitasanak koltségei

A fehérje termelését és a sejtek centrifugalasat kovetden azokat un. Feltaro (Lizis)
pufferekben vessziik fel, majd ezekben tarjuk fel. A pufferek Osszetételének a késobbi
tisztitasi folyamatokhoz kell igazitani. A doktori munka soran az elsd tisztitasi 1épét 6t
kiilonbozé puffer-rendszerben végeztem, amelyek koltségvonzatait a 14. tablazat
tartalmazza.

Ahogy lathato, a célfehérje szolubilis formaban torténd izolalasa soran a PBS,
mint lizis puffer alkalmazasa a koltséghatékony megoldés, am annak alacsony ionereje
nem alkalmas a Ni-affinités illetve az Amil6z affinitas kromatografias tisztitasra. Ezekhez
a NaPi illetve a Tris pufferek alkalmasak, melyek koziil a foszfat puffer kozel 40%-al

kedvezObb aru, valamint késébbi felhasznalas utan az NMR-spektroszkopia soran nem
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interferal. Hatranya, hogy anioncserével nem kompatibilis (podocin, nGLP-1R pl > 7,3),
valamint a fehérje kristalyositds sordn a csapadékképzddés miatt keriilendd. Ezen

szempontok miatt a Tris puffer elonydsebb valasztas.

14. tablazat: A sejtlizishez alkalmazott pufferrendszerek koltségszamitasa.

Puffer neve Osszetétele Ara Felhasznalas
(HUF/L)
NaP Feltaré 50 mM NaPi, 300 mM NaCl, 0,1 mM Na- 186,6 Trp-kalitkas
azid, pH 8 minifehérjék
Tris-IMAC 50 mM Tris, 300 mM NaCl, 0,1 mM Na- 303 nGLP-1r
Feltaro azid, pH 7,4
Tris-MBP 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 1 mM Na- 295 nGLP-1r, podocin
Feltaré EDTA, 0,1 mM Na-azid, pH 8 fragmens
PBS 140 mM NaCl, 4,3 mM Na,HPO,, 1,4 mM | 88,18 podocin H1 domén
KH>PO4, 2,7 mM KCI, pH 7,4
6M Gdn.Hcl 6M Guanidin-hidroklorid 7.356,2 nGLP-1R

Ezen kiviil lathat6, hogy az inkluzids testek izolalasara alkalmazott 6M-os
guandin hidroklorid literenkénti ara a legmagasabb, amelyhez ezen feliil hozzaadodik,
foképp diszulfidhidas fehérjék feloldasdhoz sziikséges 100 mM DTT is (~2.610 HUF/g),
amelytdl tobblépéses dializissel kell megszabadulni a denaturdlé Ni-affinités
kromatografias tisztitds miatt.

A feltarast koveto tisztitasi 1épések egymasra épiild rendszerével érhetjiik el a
célfehérje nagy tisztasdgban torténd eldallitasat. Az alkalmazott modszerek
fliggvényében a sziikséges eludloszerek ara kiilonbozo (15. tablazat), amelyek
hozz4adddnak az alkalmazott pufferek arahoz (16. tablazat).

A sejtlizatumbdl torténd elso tisztitasi épések koziil a Ni-affinitas kromatografia
a kedvezOobb koltségszempontbol, azonban érdemes mérlegelni az amiloz illetve a
glutathion affinitds kromatografia alkalmazasdt a nagyobb tisztasagh célfehérje
érdekében, ami akar lehetOvé teszi a tisztitasi 1épések csokkentését, ezaltal a kisebb
mértékii célfehérje veszteséget. Kozbiilso tisztitasra alkalmas az ioncsere kromatografia,
amellyel a fiziés partnerétdl a célfehérje is elvalaszthatd. Kisebb peptidek esetében erre
megoldas a reverz fazisu kromatografia, azonban ezt a 1épést mindenképpen meg kell

eldznie a fuzids partnertdl vald elvalasztas.
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15. tablazat: Az egyes kromatogrdfias modszerek esetén a pufferrendszerekhez adando eluensek kéltségei.

Kromatografias médszer Elualészer Ar (HUF /
liter)
Ni-affinitas kromatografia 250 mM imidazol 464.4
Amiloz affinitas kromatografia 20mM maltoz 507
Glutathion affinitas kromatografia 20mM GSH 8.037
Ioncsere kromatografia 1M NaCl - 50% 114,3
Reverz fazisu kromatografia Acetontiril — 50% 1.456
Gélsziirés 50mM NaPi / Tris 50mM NaCl  256,4

A fenti koltségeket a célfehérje tisztitasara nézve, a 16. tablazat foglalja 6ssze,
azonban mindenképpen fontosabb a célfehérje megfeleld mennyiségben és tisztasagban
torténd eldallitasa, mint a koltséghatékonysdg. Megjegyzendd, hogy az egyes
kromatografids modszerekhez szamolt pufferrendszer literes mennyiségre van szdmolva,
amelyrdl belathatd, hogy nagy mennyiségben termelt célfehérje tisztitasara elegendo,
valamint egyes esetekben az OsszetevOk kémiai érzékenysége miatt (pl. GSH
oxidalodasa) literes mennyiség elkészitése kertilendd. Tovabbi additivok (DTT, glicerin)
tovabb emelhetik a koltségeket. Azonban a 16. tablazatban szerepld Osszesen értékek
jol mutatjak a tisztitds koltségeinek aranyait, kiilonds tekintettel, hogy izotdopjeldlés
esetén a bakteridlis expresszionak nincsen alternativdja. Belathatd, hogy peptidek és
minifehérjék duplan izotopjelolt forméjanak 6 liter tadpoldatban torténd eldallitdsanak
megkozelitd 350.000 HUF-os koltsége (tdpoldatok 345.000 + tisztitas 4.200) alatta marad

szilard fazisu peptidszintézis koltségének.

| Sejtek feltarasa |

Triptofén kalitkas minifehérjék MBP flzi6s fehérjék Podocin CoiledCoil Domén
Ni-IMAC Amiloz affinitas kromatografia Glutathione affinitas kromatogafia
NaPi—imidazol Tris — Maltéz PBS - GSH

| | |

Dializis 2x2 liter

nGLP1R (inkl(zids test)
Glutathione affinitas kromatogafia
PBS — GSH

Dializis 2x2 liter Dializis 2x2 liter Dializis 2x2 liter

| | | |

Proteazos emésztés Protedzos emésztés
Fuzids partner — Célfehérje elvilasztasa | Flzids partner — Célfehérje elvélasztasa
Ni-IMAC Ni-IMAC / IEX

Proteazos emésztés
Fuzids partner — Célfehérje elvalasztasa
Glutathion affinitas kromatografia

| | | |

Tovabbi kromatografids lépések:
Ni-IMAC / Amiléz-aff / IEX / SEC

Refoldalas

RP-HPLC Gélsziirés RP-HPLC

| Tomegspektrometria |

23. abra: A sejtek feltarasat koveto célfehérje tisztitasanak 4 kiilonbozo felvazolt sémdja.
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16. tablazat: A négy kiilonbozo tisztitdsi sema kéltségvonzata.

Lépés
Sejtfeltaras, elso
tisztitasi 1épés
Dializis (2x2
liter)

Masodik
tisztitasi l1épés /
célfehérje
elvalasztas
Harmadik
tisztitasi 1épés
Pufferrendszer

0sszesen

Rezsi jellegii
koltségek

Osszesen

Minifehérje
Ni-IMAC (650)

(744)

Ni-IMAC (650)

RP-HPLC (1.456)

~3.500

~700

~4.200

Maltoz koto
Amiloz (807)

(1.200)

Ni-IMAC (650)

IEX (414)

Gélsziirés (250)

~2.900

~3.480

~6.380

Glutathione

Glutathione

(8.125)

(172)

Glutathione

(8.125)

RP-HPLC (1.456)

~9.800

~1.960

~10.760

Inkluzios test
denaturalo Ni-

IMAC (7.356)

(29.424)

>36.000 (B
izolalas)
~6.380  (tovabbi
kromatografia)
~10.000

(renaturalas)

~10.476

~62.856
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4.2. Eredmények — Exendin-4 analég molekulak tervezése,
eloallitasa és vizsgalata

1 10 20 30 39
Exendin-4 HGEGTFTSDLSKOMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS
TC5b NLYIQWLKDGGPSSGRPPPS
E19 HGEGTEFTSDLSKOMEEEAVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS
E19 cC HGEGTFTSDLSKOMEEECVRLYIQWLKEGGPSSGRPPP
EDR HGEGTFTSDLSKOMEEEAVRLFIEWLKDGGPSSGRPPPS
EO RLYIQWLKEGGPSSGRPPPS
E5 EEEAVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS
E5 CC EEECVRLYTIQWLKEGGPSSGRPPP
E10 LSKOMEEEAVRLY IQWLKEGGPSSGRPPPS

24. dbra: Exendin-4 és analogjainak szekvencidja. Az Exendin-4 szekvencidjaban aldhuzva azon
aminosavak, amelyek a nGLP-1R-hez kotédésben részt vesznek. Pirossal jelolve az eltérd aminosavak az
Exendin-4-hez képest, sargaval jelolve a diszulfidhidat alkoto ciszteinek.

Célunk volt olyan bioaktiv Exendin-4 analdgok tervezése, amelyek szerkezeti
stabilitasdnak novelésével olyan kompakt struktara alakul ki, amely nagyobb eséllyel 6rzi
meg nativ térszerkezetét, aktiv allapotat, akéar fiziologids szempontbol szélsdséges
koriilmények kozott is. A tervezés kiinduld molekuldja a TC5b volt, amely egy 20
aminosavas optimalizalt Trp-kalitka motivummal rendelkezd minifehérje. Az Exendin-
4-bdl alakitottak ki, levagva annak 19 aminosavat az N-terminalisr6l és 5 szerkezetileg
esszencialis aminosavat is modositottak (24. abra). Az igy kapott molekula harmadlagos,
globularis térszerkezettel rendelkezik, vizes oldatban, fizioldgias koriilmények kozott,
ellentétben az Exendin-4-el, amely 30%-os TFE oldatban viselkedik minifehérjeként.

Els6 1épésként ezt a 20 aminosavas minifehérjét, egyfajta sapkaként, kapcsoltuk
szerkezeti elem kompaktsagaval noveljik a peptid hélix-tartalmat (helicitasat) és
vizoldékonysagat (E19 minifehérje). A Trp-kalitka szerkezeti motivum stabilitasat
terveztiik novelni a ES_ CC molekulaval, ahol az N-terminalis €és a C-terminalis véget egy
diszulfidhid kapcsolja dssze (Cys18-Cys39). Az igy kapott varhatéan stabil molekula
,bioaktiv’-va tétele az N-termindlis 1-17 kozotti szakasz konjugalasaval tortént (E19 CC
minifehérje).

Ezen a modositasok szerkezetre gyakorolt, belsé kdlcsonhatasait érintd hatésait
ECD ¢és NMR-spektroszkopiai modszerekkel vizsgaltunk, nemcsak a teljes molekulara

(39 aminosav) nézve, hanem a TC5b (20 aminosav) N-termindlisanak folyamatos,

'A Triptofan-kalitkds minifehérjé esetében az aminosavak szamozéasa a 39 aminosavas peptidméret alapjan torténik
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aminosavankénti hosszabbitdsaval kapott részmolekuldkra (11 db) nézve. A szerkezeti
kiilonbségek hatasat a minifehérjék bioaktivitdsara in vitro inzulin szekrécids teszttel
terveztiik vizsgalni.

A molekuldk egy részét (TCSb, EO, ES, E5 CC, E10, E19, E19 CC, EDR,
Exendin-4) bakteridlis expresszioval allitottam eld jeldletlen és N és/vagy '’C
izotopjelzett formaban a szerkezeti vizsgalatokhoz (ECD- és NMR-spektroszkopia) és az
in vitro teszthez. A tovabbi fragmensek eldallitasara Szegeden dr. Toth Gabor révén
keriilt sor (E1-E4, E6-E9, E11)™. Az NMR spektroszkdpiai méréseket, asszignaciokat,
térszerkezet-szamlasokat, a dinamikai és diffuzios paraméterek kiértékelését Rovo Petra

végezte.

4.2.1. Eredmények — Kiillonboz6 hosszusagt minifehériék ECD mérései

A kiilonb6z6 hosszsagt polipeptidek szerkezeti sajatossagait tavoli UV
tartomanyban ECD spektroszkopidval vizsgaltuk vizben, az Ex4, EDR ¢és E19 esetében
30%TFE-ben is. A spektrumok Osszehasonlitd analizise nem vart, jelentds szerkezeti
valtozasokat mutat a polipeptidlanc hosszanak fiiggvényében (25. Abra). Az TCS5b,
Exendin-4, EDR ¢s az E4-E19 kozotti molekuldknak ECD spektruma C-tipust, amely
megfeleltethetd az o-helix vagy 310-helix tartalommal is. 164163

Kiilonés moédon az EO esetében U-tipust spektrum tartalom jelenik meg, ami jelzi
a molekuldk nagyobb rendezetlenségét. Ennek oka az Asn20Arg mutécid destabilizald
csokkenti az a-hélix dipolusat. A EO szerkezetének rendezetlenné valasat alatdmasztja a
kozeli UV tartoméanyban felvett ECD spektruma is, ahol a Tyr22 aromaés oldallanc 270-
290 nm kozotti €s a Trp25 aromas oldallancanak 280-300 nm ko6z6tti hullamhosszon mért
intenzitasa a E5 ¢és E10 minifehérjéknél tapasztalthoz képest jelentdsen valtozik,
feltehetden azért, mert az Asn20Arg mutacid destabilizalo hatdsa miatt a két aromas
oldallanc kozotti m-m kdlcsonhatas csokken. Ez azt is jelzi, hogy a TC5b harmadlagos,
globularis szerkezete gyengiil az Asn20Arg mutécio kdvetkeztében, tovabbi 5 (EEEAV)
aminosav konjugélasa révén azonban visszaall, ahogy a E5 és a TC5b spektruma mutatja

(25. abra).

™ A tervezett minifehérjék elnevezése (kiv. Exendin-4, EDR): E kezdSbetii és az ezt koveté TCS5b aminosavtagszamdahoz (20) mint
kiindulopont(0) hozzdadott aminosavak szama.
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25. abra: Triptofan-kalitka minifehérjék kozeli és tavoli ECD spektrumai.

Az E1 minifehérjével kezdddden a helikalis (folded) tartalom (C-tipusu spektrum)
folyamatosan visszadll a kiinduld minifehérje szintjére (TCS5b), ahogy a 222
hullamhosszon mért molaris ellipticitas értékek is jelzik. A rendezettség azonban nem
egyenletesen novekszik: a E5, E9 és E11 polipeptidek nagyobb helikalitdst mutatnak,
mint N-termindlisan hosszabb partnereik (E6, E10, E19). A mérések alapjan az E11
minifehérje rendelkezik a legnagyobb helikalis tartalommal, a E19 ezzel szemben az E7-
hez hasonld topoldgiaji. Ennek oka feltehetdleg, hogy a E19 tovabbi 8 aminosava
rendezetlen régiot alkot, amely a receptor aktivalasdhoz nélkiilozhetetlen, azonban az
ECD-spektroszkopia modszere miatt" a teljes molekula szerkezeti lenyomatahoz
hozzéadodik.

A TFE-ben felvett spektrumok 6sszehasonlitasa a E19 nagyobb a helikalitas mutat
az Ex-4-hez képest, azaz 0Osszességében az ECD vizsgalatok megmutatjdk, hogy az
optimalizalt Trp-kalitka motivum kétségkiviil hozzajarul a teljes molekula fold

stabilitdsdhoz és az a-helikalis tulajdonsag noveléséhez (25. abra).

" A mért ellipticitashoz a teljes molekula hozzajarul.
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4.2.2. Eredmények — Kiilonb6z6 hosszusagt minifehériék NMR analizise

Az ECD méréseket homonuklearis NMR mérésekkel kiegészitve hasonlo
stabilitasi kiillonbségeket tapasztaltunk. A Ho kémiai eltolodas értékek érzékenyek a
lokalis kémiai kdrnyezetre, igy a fehérjék méasodlagos szerkezetére vonatkozo informécio
nyerhetd beldliik. A szignifikdnsan magas Ha proton kémiai eltolodés a-hélix tartalomra,
az alacsony érték pedig B-redére utal. A masodlagos szerkezeti elemek azonositasara a
CSD (chemical shift deviaton) analizis alkalmas, ahol

CSD=Yobs-Yrc,
azaz az adott DSS-hez referencialt kémiai eltolodas értékébdl kivonjuk a random coil-hoz

tartozo értéket.
CSDeoye

A Trp-kalitka szerkezeti motivumu
minifehérjékre (26. abra) altalanossagban
jellemz6 a nagy kémiai eltolodas
kiilonbségek, amelyek a kdzponti triptofan
indolgytirtijének  illetve  Leu21-Asp28
kozotti  o-hélix  dip6l hatdsaibdl  ered.

Ezéaltal az asszigndlt homonukleéris

spektrumok kémiai eltolodas értékeinek /

felhasznalasaval azok abszolult 26, dbra: A CSDug (piros) és a

CSDieiix(narancssarga) értékeit meghatarozo

nagysaganak Osszehasonlitdsara nyilik gt
régio

lehetéség a Trp-kalitka minifehérjék
kozott. A Barua és munkatarsai'®® altal bevezetett két CSD érték koziil (26. abra):
1. CSDcage értékkel (Leu26Ha, Gly30Ha2, Pro31HB2, Arg35Ha, Pro37Ha,
Pro37HP2, Pro39Ho1, Pro38Ho2, Trp25¢l) jellemezhetd a Trp-kalitka
kompaktsaga, azaz a harmadlagos térszerkezet vethetd Ossze a
fehérjecsaladon beliil. A nagyobb érték jelzi a kompaktabb, feltekeredett
allapotot.
2. CSDhnelix értékével (Tyr22Ha, GIn24Ha, Trp25Ha, Lys27Ha) jellemezhetd
az N-terminalis a-hélix helikalitdsa, azaz a masodlagos szerkezet vethetd
Ossze a fehérjecsaladon beliil. A nagyobb érték jelzi a minifehérje nagyobb

helicitasat.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14|15 16 17 18|19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

" T‘T'-fr--qu*wmmmﬂmmmlﬂwm “"u*“lﬂﬂ

GLP-1 {
I Exendin-4
0 & '-I l == EDR
Fl II i
i == E19.CC
= Ef1
= ES
== E5 CC

15 16 17 18

0,5

27. abra: Triptofan-kalitkas minifehérjek Ho eltolodas értékei, kiilon keretben kiemelve a 15-18 as
linker régié értékei
A E19 molekula NMR adatainak elemzése alapjan (27. abra és 17. tablazat)) az
Asp9-Glu28 régioban a-hélix mésodlagos szerkezeti elem van a Ha protonok CSD
értékei €s a régid stri (i, i+3) és (i, i+4) NOE kapcsolatai alapjan. Ennek ellenére 3 Ha
proton esetében (Glul7, Leu2l, GIn24) alacsonyabb, egy esetében (Leu26) magasabb
kémiai eltolodas érték figyelhetd meg kornyezetéhez képest. A jelenség oka az Leu2l,
GIn24, Leu26 Ha protonok esetében a szomszédos Trp25 aromads oldallanc zavaras, mivel
a térszerkezetben megfigyelhetd, hogy a Leu2l és GIn24 protonjai az indol gylri
sikjdban helyezkedik el, mikozben az Leu26-¢ afelett. A Glul7 Ha 13 A-re van az indol

gyuriitél, azaz egyfajta torésként értelmezhetd az a-hélixben.

Chemical Shift Deviations

Sequence 260 | 3002 31p3 350 37a 3783 3833 3852 25Hel | CSDeppe
2,29 0,2

Random coil reference chemical shift 4,23 4,02] 2,27] 4,62] 4,69
0,71| -2,92| 0,21 0,30 -1,89| -1,63
0,28 -0,90| 0,08 0,08 n.d. n.d.| =C

n.d.

TC6b
EO

El

E2

E3

E4

ES

ES CC
E6

E7

E8

E9

E10

Ell

EI9 CC
EI9

EDR
Exendin-4

17. tablazat: A CSD értékeket meghatarozo protonok kémiai eltolodas értékei

A hélix torésének jelensége megfigyelheté a GLP-1 és az Exendin-4 esetében is
(28. és 30. abra). Elobbi esetében a hélixet a 16-20. aminosavak kozotti rész osztja ketté,
amelyet a Glu16 Ha CSD értéke mutat. Az Exendin-4 N-termindlis random coil régiojat

(His7-Ser14) kovetd két helikalis régiot (N-hélix Ser14-Glu21 és C-hélix Ala25-Gly36)
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koveti, a kozottiik levo linker (Gly22-Ala24) teszi flexibilissé. Az Exendin-4 és a E19
esetében az Glul7 Ha magas CSD értéke is erre utal: Asp9-Glul6 (N-hélix) és Alal8-
Glu28 (C-h¢lix) részre osztva a helikalis részt. Tovabba megfigyelhetd, hogy a C-hélix
aminosavai nagyobb Ha eltolodasi értékeket mutatnak mint az N-hélixé, aminek oka a
térszerkezet analizise alapjan a C-terminalis PPII hélix interakcidi a Trp25-el, mikdzben
NOE hijjan nincs kapcsolata az N-hélixel (28. abra). A C-hélix és a PPII hélix formélja
kozosen a TC motivumot (Alal8-Ser39).

HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS

d  (i,i+1) - = mm e mEe———-—-—— EmE———— - -
d g (1,i+3) —_—_ == = J—
duﬂ(i,i+3) H—

i,i S e R
dﬂm(:.,:.+4)
d.BN(i,i+4) Tulmsmum—m

28. abra: A E19 minifehérje NOE-kapcsolatainak halozata. Jol lathato, hogy az N-termindlis 1-7.
régioja rendezetlen (kevés NOE), valamint az N- és C-hélix kozotti linker régio (kevés NOE). Rovo Petra
nyomdn.

Ha feltételezziik, hogy minden minifehérje varidns jellemezheté ugyanazzal a
topologiaval (Trp-kalitka + N-termindlis hélix), akkor a két tipusa CSD értékrdl azt is
feltételezziik, hogy egyenes aranyban allnak egy rendezett (folded) és egy nem-rendezett
(unfolded) szerkezeti allapot esetében mért értékekkel. Azaz jellemezhetjiik
stabilitdsat az xficage) €s Xfinelx) €rtékek bevezetésével. Ezzel egyben azt is feltételezziik,
hogy a megfigyelt valtozdsok csak az N-terminalis hosszabbitds kovetkezményei.
Referenciapontként a ,.teljesen rendezett” értéknek (100%) a E5 CC CSD értékeit, a
»teljesen rendezetlen” értéknek (0%) a TC5b_S20pS CSD értékeit vettiik.

Ennek megfeleléen elemeztik a kiillonb6zé hosszasagu variansok relativ
stabilitasat (29. abra). Az NMR spektroszkopiai adatok alapjan az E10 peptid
helikalisabb, mint az E11, ami ellentétes az ECD adatokkal. Ennek oka modszertani: a
CD-spektroszkopia altal mért ellipticitasi értékhez a teljes molekula hozzajarul, a CSD
analizis pedig kizardlag a Trp-kalitka motivum helikalitasat méri. A két spektroszkdpiai
analizis mindenesetre megegyezik abban, hogy az E0-t6] kezd6d6 hosszabbitas az E11
molekulahosszig megnoveli a teljes helicitds mértékét, az E11-t61 E19-ig ndvelés

azonban mar nem.
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Az EO peptid esetében az

100,00

Asn-Arg csere destabilizalja a

80,00

szerkezetet, mivel negativ toltéshi

60,00

aminosav  oldallanc  keril a

40,00

molekula N-termindlisara,

csokkentve a hélix dipolusat. Az ezt

0,00
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E1l
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EDR
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esettben a  Trp-kalitka  fold  29. dbra: 4 Triptofin-kalitkis minifehérjék sszesitett CSD
értekei (yf(cage), xf(helix), amelyek szdazalékos aranyban
mutatiak a referenciamolekulahoz (H5_CC) képest a
5. rendezettséget és helicitast.

F19 (f ————

kovet6 E1—E3 hosszabbitasok

stabilitdsa folyamatosan visszaall,
aminosav  hozzaépitésenként
10%-al nd. A TC5b-nek megfeleld stabilitasi index az E4 minifehérje esetébe all helyre,
ekkor kisebb stabilitasu E3 N-terminalisan levé Glul6 helyét a Glul7 veszi at és sohidat
alakit ki az Arg20-al. Az E6-E10 hosszabbitasok esetében a hélix novelése mar nem jar
jelent6s folded populacié ndvekedéssel.

Az E19 és Ex4 30% TFE-s mintainak analizise alapjan az E19 esetében a
helikalitas és a kompaktsdg 10%-al nagyobb, mint az Exendin-4-nél. Az E19 vizes és
TFE-s mintainak eredményei kozott minimalis, azt sejteti, hogy a TFE a Trp-kalitka
kialakulasat indukalja, ha az kevésbé stabil vizes oldatban, ha az kompakt, nincs hatasa.

Az E19-nek nincsenek

. ros N-terminalis
intramolekuldris NOE W—— W

kapcsolatai a 1His-7Thr m— e e
szegmens kozott (28. abra),

valamint a CSD értékek sem SM
utalnak masodlagos szerkezeti - f

elem meglétére, utalva arra, hogy

30. abra: A GLP-1 (feliil, zold), a H19 (alul, sziirke) és az
EDR (alul, kék) atomi felbontasu térszerkezete. Pirossal
illetve halvany rozsaszinnel jelolve a linker régio.

ez egy gyors mozgasu régio.
Masodlagos szerkezeti elem a
Gly30-Gly34 kozotti 310-hélix, amelyre a Ho-NHi+2 NOE-k utalnak (nem i+3 mint a-hélix
esetében). A Lys12 ¢és Glul6 aminosavak koziil oldallancai a szemkozti aminosavakkal
szerkezetstabilizalo hatdssal bir. A térszerkezeti sajatossagaik nagyjébél hasonlonak
mondhato, {6 kiillonbség az 5-14 szegmens kozotti aminosavak mobilitasa: 30% TFE

oldatban az a-hélix az Exendin-4 esetében egy kanyarral elébb kezdddik.
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4.2.3. Eredménvyek — Ex-4 és analogjai kozotti térszerkezeti kiillonbségek

A modositasok hatasai a tervezett E19 minifehérje esetében 6sszehasonlitva az
Exendin-4-el a kovetkezéek voltak az NMR-spektroszkopiai adatokbol nyert atomi
felbontasu térszerkezet alapjan (31. abra):

1) A Glu24GIn mutacié csokkenti
a Trp25 hidrofob  indol
gyurtijének viz-kitettségét, és
megakadéalyozza a nem kivant o
elektrosztatikus kolcsonhatast a b
GIn24 ¢és Glu28 kozott.

i1) A Phe22Trp csere miatt az
aromds aminosav oldallancok
(22Trp, 25Tyr) n-n interakcidja
no, tovabba lehetévé valik a

kompaktsdg monitorozasa tavoli

UV  tartoményban. Tobb
. . , {) E9 (k) E10 (M EN (m) E19
inkretin esetében ebben a

31. dbra: A kiilonbozé hosszusagu minifehérjék

pozicidban tirozin van, igy atomi felbontasii térszerkezete. Rovo Petra nyoman.

feltehetéen az oldallanc plusz

hidroxilcsoportja nem befolyésolja a receptorhoz kdtodést.

Mindkét potencidlis analég esetében a megjelend Glu28-Arg35 sohid
szerkezetstabilizal6 hatasa miatt ndtt a helicitds, valamint a pozitiv oldallanca

aminosavak ndvelik a molekula vizoldékonysagat.

4.2.4. Eredmények — Tovabbi NMR vizsgalatok

A minifehérjék dinamikajat N jelzett mintakkal heteronuklearis NMR
spektroszkopiaval vizsgalva megallapithatd volt, hogy a Hisl-Ser8 kozotti régio
mozgékony, a Asp9-Glul6 régio pedig kisebb belsé mozgasokkal rendelkezik.

Irodalmi el6zményekbdl ismert, hogy a GLP-1 és az Exendin-4 oligomer amiloid-
szélas struktarak kialakitasara képes fiziologias koriilmények (pH, T) kozott: a 2 mM-os
formaként van jelen. A kiilonb6z6 hdmérsékleten (5, 16, 27 °C), két fajta oldatban (H>O,
30% TFE) 0,5 mM-os fehérjekoncentracioval elvégzett DOSY NMR-mérések

eredményei alapjan megfigyelhetd volt, hogy az Exendin-4 esetében minden koriilmény
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kozott nagyobb az oligomerizalddas szintje, mint a E19 esetében (18. tablazat). Azaz a
Trp-kalitka az N-terminalis helikalis régio stabilizalasaval energiagatat képez, hiszen a
kompakt térszerkezet kedvezdbb energetikailag. A TFE-s kornyezet eltolja az

energiagatat a multimerizaci6 felé az N-terminalis régi6 stabilizalasaval.

18. tablazat: A H19 és EDR minifehérjék diffiizios méréseinek eredménye.

10% D20 /90% H20 30% TFE-d2 / 70% H20

T Dobs(x107!1 Dg(x10!! Mz@pp Dobs(x1071! Dys(x10! Mepp

(°C)  m?s) m?/s) (kDa) m?/s) m?/s) (kDa)
E19 5 7,44+0,07 12,3+0,12 8,5 3,55+0,05 9,41+0,08 19,0

16 10,8+0,5 13,340,6 6,7 6,05+0,01 11,96+0,02 9,2

27 16,2+0,4 13,7+0,3 6,1 9,84+0,07 13,8+0,1 6,0
Ex4 5 6,99+0,02 11,56+0,03 10,2 3,25+0,06 8,601+0,11 249

16 10,22+0,06 12,6+0,08 7,9 5,91+0,05 11,69+0,06 9,9

27 14,3+0,3 12,6+0,3 8,0 9,46+0,06 13,27+0,09 6,8

4.2.5. Eredménvyek — in vitro bioaktivitas teszt

A kiilonb6z6 hossziisagi és kompaktsagi polipeptidek bioaktivitasat in vitro
emberi INS-1 sejtvonal inzulin szekrécids vélasza alapjan vizsgaltuk magas (15 mM)
gliikkéz szint mellett.

Elsé pilot-kisérletként alacsony (2,5 mM) és magas (15 mM) gliikkéz hatasat
vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a magas vércukorszinttel 1,6-szoros inzulintermelés
parosul, ami 40 ng/ml inzulin szekrécionak felel meg. Kontroll kisérletként a polipeptidek
szekrécios hatasat alacsony gliikozszint mellett is vizsgaltuk, ebben az esetben a vartnak
megfeleléen nem tapasztaltunk inzulin szekrécids szint novekedést. A kisérleteket az
adott polipeptidekkel magas (15 mM) gliikoz szint mellett végeztiik, hogy mérni tudjuk
hatasossagukat.

Ha a kapott eredményeket Osszevetjiik a magas vércukorszint esetében kapott
kontroll értékekkel, megallapithatjuk, hogy szamos polipeptid (TC5b, ES, E10, E19CC)
eset¢ben nem tapasztalhato megndvekedett inzulinszekrécid, azonban az Exendin-4,
EDR, E19 minifehérjék esetében igazolhat6 a bioaktivitas (32. Abra).

A bioldgiailag nem aktiv peptidek koziil a TCSb, ES5, E10 esetében hianyzik a
GLP-1R receptor aktivalasdhoz sziikséges N-termindlis 9 aminosav, azaz esetiikben bar
a receptorhoz kotddést a TCSb kivételével nem lehet teljesen kizarni, antagonistaként

nem képesek a receptor aktivalasara, inzulin termelésre. A E19 CC esetében a beépitett

76



diszulfidhid feltételezhetden megakaddlyozza, illetve jelentésen csokkenti az N-
terminalis hélix mozgékonysagat és a minifehérje C-terminalisa is zavarhatja a kotddést,
igy akadalyozva meg a receptor aktivalasat.

A harom polipeptid koziil, bar az inzulin szekrécids szint kozott lehet kiilonbséget
tenni, azonban a mddszer sajatossagai miatti nagy szords értékekkel terhelt eredmények
inkabb arra utalnak, hogy a E19 és az EDR bioaktivitasa dsszevethetd az Exendin-4-ével.

Megjegyzendd, hogy utdbbi inzulin-szekrécios szintje a kisérletiinkben hasznalt
100-120 passzas szamu INS-1E sejtek esetében alacsonyabb a korabban publikalttal.
Ennek oka moédszertani is lehet, mivel az rendkiviil idéigényes (egy kisérletsorozat 4
hetes), sok a bizonytalansaga (sejtek allapota, pipettazasi hibak, bonyolult kivitelezés).
Azonban kisérleteink azt mutatjadk, hogy a potens fehérjék esetében koriilbeliil 20%-al
nagyobb az inzulin szekrécid. In vivo a B-sejtek inzulin tartalékdanak csak néhany
szazaléka valasztodik el a stimulusra, ennél nagyobb szekrécidos szint a sejtek

integritdsanak megbomlasat feltételezné, ami sulyos hipoglykémiahoz vezethet.
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4.3. Eredmények - Podocin

4.3.1. Podocin szerkezet-funkcid O0sszefiiggései

A 383 aminosavas podocin fehérjérdl jelenleg nincsen atomi felbontdsu szerkezet,
igy a szerkezet-funkcid Osszefiiggések felderitéséhez homologia modell épitésére volt
sziilkség, amihez elengedhetetlen a fehérje elsddleges szerkezetének (33. abra)
bioinformatikai analizise. A kiillonb6z6 predikcids programokkal (1d. Modszerek) kapott
eredményeket a 33. és 34. abra foglalja O0ssze. Megéllapithatd, hogy a podocin
intracellularis N-termindlis fragmense (1-102) rendezetlen szerkezetli, az ezt kdvetd
transzmembran horgonyt a 103-125 aminosavak alkotjdk, amelyet egy szintén
intracellularis C-terminélis domén kovet (126-383), amely igy megfelel az SPFH csaladra

jellemzd felépitésnek.

10 20
MERRARSSSR ESRGRGGRTP
60 70
AGTPGEPRAP AATVVDVDEV
110 120
CEWLLVLISL LFIIMTFPEFS
160 170
GLFFFLPCLD TYHEKVDLRLQ

30 40
HEENKRAKAE RSGGGRGRQE
80 90
RGSGEEGTEV VALLESERPE
130 140
IWFCVKVVQE YERVIIFRLG
180 190
TLEIPFHEIV TEKDMFIMEID

50
AGPEPSGSGR
100
EGTKSSGLGA
150
HLLPGRAKGP
200
AICYYRMENA

210 220 230 240
SLLLSSLAHV SKAVQFLVQT TMKRLLAHRS LTEILLERKS IAQDAKVALD
260 270 280 290 300
SVICIWGIKV ERIEIKDVRL PAGLQHSLAV EAEAQRQAKV RMIAAEAEKA

Arg229GIn
4 Ala297Val
Qﬂ“‘% 310 320 330 340 350

250

w ASESLRMAAE ILS

360 370 380

Ala284Val

33. dabra: A humdan podocin modellezett (jobbra) és elsédleges (balra) szerkezete. Utobbin kékkel a
rendezetlen régio (IUPred alapjan), bordoval a membranhorgony van jelolve (TMHMM alapjan). Az ezt
kovetd intracellularis rész (zold) az SPFH domén a coiled coil régioval (fekete) egyiitt. Ezt koveti a C-
termindlis (narancssarga) domén. Részletesebben Id. 31. dbra. Rozsaszinnel aldhuzva az Arg229Gln
polimorf, és a miszensz (Ala284Val, Ala297Val) mutdaciok.

Az SPFH domén a podocin C-terminalisan helyezkedik el (127-272), amelyet a
szakirodalom alapjan az ebbe a csaladba tartozo fehérjékhez hasonléan harom helikalis
szakasz kovet. Az elsé (272-313. aminonosavak szakasza — Hélix1), az Gn. coiled coil
domén, amelyet a vizsgalt mutaciok érintenek. Ezt koveti még tovabbi két helikalis régio
(Heélix2 — 317-331; Hélix3 — 344-350). Az ezt kovetd szekvencia fragmens (351-383) a
novekvd rendezetlenség miatt feltehetden harmadlagos szerkezettel nem rendelkezik,
amelyet alatdmaszt az [UPred predikci6 is. (34/E. abra)

A fentiekbdl kovetkezdleg, figyelembe véve, hogy az SRNS kialakuldsa az exon-
7 és 8-at kodold régiokban bekdvetkezd mutacidkhoz kothetd, feltételezhetjiik, hogy a
dimerizacioért a Hélix1 domén (33. dbra, feketével jelolve), coiled coil szerkezeti elemet

kialakitva, a felelds. A masodlagos szerkezet analizis (PsiPred — 34/A és 34/B. abra)
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ennek a 272-313 aminosavak kozotti szakasznak helikalis tartalmat josol, a kiilonb6zo
coiled coil régiok kimutatdsara specializalt predikciok (Marcoil, PCOILS) viszont
alacsony (~10-20%) valdsziniiséget josolnak a coiled coil szerkezeti elem meglétének.
Az alacsony valdszintiségnek oka lehet az érintett szakasz kis (42) aminosavtagszama.
Mivel a coiled coil szerkezeti elem tulajdonképpen egy dimer szerkezeti elemként is
felfoghato, feltételezhetjiik, hogy ez a 272-313 aminosavak kozotti helikélis szakasz a
felelds a dimerek kialakitasaért. Ezt erdsiti, hogy a szakaszt érintd mutaciok (Ala284Val

A)
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34. dbra: Masodlagos szerkezet predikciok eredményei. A) és B) PsiPred mdsodlagos szerkezet
predikcio, C) Marcoil coiled coil specifikus predikcio; D) PCOILS coiled coil specifikus predikcio; E)
1UPred rendezetlen szerkezeti elem predikcio.

¢s A297Val) gyengithetik a két helikalis fragmens kozotti hidrofob kdlcsonhatést a plusz
metilén-csoport megjelenése miatt, amit a predikcidk is alatamasztanak, 1d. 35. abra®.

A PDB-ben jelenleg két SPFH doménnel rendelkezd fehérje atomi felbontésu,
rontgendiffrakcioval meghatdrozott szerkezete ismert, az egér eredeti (PDB: 4FVF),

illetve a P. horikoshii sztomatin (PDB: 3BK6) fehérjéje (41. Abra). Mindkét

° Megjegyzendd, hogy ebben az esetben a coiled-coil domént homodimerek alkotjak, amely a természetben
nem fordul el6.
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szerkezetben koz0s, hogy a kristalyszerkezet az intracellularis globuldris részt mutatja, a
3BK6 esetében azonban a C-terminalis helikalis domén is megjelenik. E16bbi térszerkezet
dimer, utobbi trimer allapotot mutat, azonban a molekuldk N-termindlis globularis
részének kolcsonhatasa miatt alakul ki a di-vagy trimerizacio, azaz a helikalis doménnek
térszerkezetek alapjan ebben nincs szerepe. Korabbi vizsgélatok kimutattdk a podocin
esetében a globularis SPFH-domén és a nephrin kdlcsonhatdsat ezen az N-termindlis

részen.

— Podocin(272-313) VadTipus

— Podocin(272-313) Ala284Val
Podocin(272-313) Val290Met
Podocin(272-313) Ala297Val

— Podocin(272-313) Ala284Val_Ala297Val*

QYSLAVEAERQARQAKNIRMI AAEAEKAASES LRMAAEILS

35. abra: A podocin 272-313 helikalis doménjét érinté mutaciok hatdsa a coiled coil szerkezeti elem
meglétének valosziniiségére (maximum értéke =1). A kék szinnel jelolt CC2 _A284V A297V a
természetben nem fordul eld.

Emiatt sziikségesnek lattuk egy a coiled-coil doménnel rendelkezé molekularis
modell épitését és molekuladinamikai szimulacidok futtatdsat kiilonds tekintettel az
SRNS-t okoz6 néhany fokuszban levdé mutacio térszerkezet befolyasold hatasara,
valamint kisérletes uton a fehérje eldallitasara, biofizikai vizsgalatara, valamint atomi

felbontast szerkezet-meghatarozasra.

4.3.2. A podocin fehérje-fragmensek eldallitasa

A podocin fehérje eldallitdsa bakterialis expresszios rendszerben tortént. Az
ismert két homolog fehérje (3BK6 / 1FVF) eléallitasa GST-f0zids rendszerben végezték,
igy elsd Iépésként ezeket probaltam alkalmazni, azonban az expressziok soran fehérje
nem, vagy csak inkluzios testekben képzddott. A fragmenseket (1d. 10. tablazat) Malt6z-
koto fehérje fuzios rendszerként sikeresen eldallitottam és tisztitottam (1d. Modszerek).

A thrombinos proteolitikus hasitas sordn azonban mindegyik podocin fragmens
pillanatszeriien kicsapddott az enzim miikddését kovetden, ami azt mutatja, hogy az MBP
fuziés fehérjeként megvédte a podocin gyors aggregalodasat. A podocin oldatfazisban
maradasat probaltam az N- €s C-terminalis domén-hatdrok modositasaval, valamint a
pufferes koriilmények és mas additivok hozzdadasaval megakadélyozni, sikerteleniil.

Utobbira a hasitohelyet TEV proteaz felismerd helyre cserélése révén nyilt lehetéségem.

80



A késébbi FRET vizsgalatok ¢és a Carrier-driven-crystallization érdekében az MBP és a
podocin fragmens kozotti linker régid hosszat csokkentettem.

A kicsapodas jelenség miatt a kozvetlen atomi felbontasti szerkezet-
meghatarozast, mint célt, elvetettiik, helyette a fuzids fehérjével egylitt probaltuk a
kristalyositasi reakcio koriilményeinek optimalasat és az interakcid vizsgalatat.

Célunk volt tovabba a podocin dimerizacids kdzpontjdnak meghatarozasa. Ehhez
két kisérletsorozatot terveztink: 1) A coiled-coil fragmens eldallitasat és ECD-
spektroszkopiaval torténd vizsgalatat;, 2) Az intracellularis fragmensek FRET-alapu

vizsgalatat.

4.3.3. A Hélixl domén vizsgalata

A He¢lix] domént (H1) tartalmazd fragmenst (272-313) GST-fuzioés rendszer
segitségével sikeresen eldallitottam. A pontos koncentracié mérés érdekében, mivel a
272-313 kozotti szakasz nem tartalmaz aromds aminosavat, egy tirozint épitettem be
helyspecifikus mutagenezissel a vad-tipust konstrukcio esetében, majd ezt felhasznalva
alakitottam ki a pontmutansokat (Ala284Val, Ala297Val, Val290Met). Az RP-HPLC-vel
tisztitott liofilizalt mintdkat a megfeleld pufferben tavoli illetve hdmérsékletfiiggd kozeli
UV-tartomanyt CD-spektroszkopiai vizsgalatoknak vetettem ald, az 5 °C-onként felvett

spektrumokat CCA+ program segitségével komponensekre bontottam.

HHHHHHH
DVRYPAGLQOHSLAVEAE,
260 270 280

-EEHHHHHEHHHE HHHHEQ)
AEAEKAASESLRMAAEILSET)

300 310

290 33
Hélix1 Hélix2

JISES

:
W X

36. dabra: A Podocin(272-313) fragmensének masodlagos szerkezet predikcioja (feliil), valamint

Irodalmi el6zmények alapjan az SPFH fehérjecsalad tagjainak ezen régidja coiled
coil szerkezeti elemet, azaz egyfajta dimerizacios régiot alkot. A masodlagos szerkezeti
predikciok (34/B. abra ¢és 36. abra) alapjan ez a régié helikalis jellegii (Hélix1 régio,
pirossal), azonban kis valdsziniiséggel (~20%) coiled coil. A felvett CD-spektrumokra
(37. abra) altalanosan jellemzd, hogy alacsony hémérsékleten (5-30 °C) helikalis

jelleglieck, majd ezt kovetéen (35-85 °C) jelenik meg a rendezetlen komponens.
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Mindegyik mutans esetében megfigyelhetd volt a 85 °C-r6l 5 °C-ra visszahiités soran,

hogy a peptid téralkata visszatér a kozel eredeti helikalis szerkezetébe. A rendezett-

rendezetlen atalakulés vizsgalatdhoz CCA+ programma

rendezetlen komponensre bontottam fel,

megvizsgaltam a komponensek aranyat (38. abra).
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37. abra: A kiilonbozoé mutaciot hordozo podocin(272-313) fragmensek homérsékletfiiggé CD-
spektrumai: ((A) Vad tipus;, B) Val290Met; C) Ala284Val; D) Ala297Val) és 220 nm-en mért molaris
ellipticitas értékének (E) valamint a 220/208 hullamhosszakon mért molaris ellipticitas érték aranyanak
valtozasa (F) a homérséklet fiiggvényében az egyes variansok esetében.

Megvizsgalva az kiilonbozé homérsékleten felvett spektrumok 220 nm-es

hullamhosszon (37/E. abra) mért molaris ellipticitas értékeit, amelybdl a helikalitas

mértékére kovetkeztethetiink, lathato, hogy A vad tipus €és az Val290Met mutans esetében
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a molaris ellipticitds csokkenése egyenletesnek mondhatd, azonban az Ala284Val és az
Ala297Val mutansok esetében mar alacsony homérsékleten, 35 °C illetve 50 °C, eléri a
kozel maximum értéket, azaz a két mutacid hatasdra a peptidek a helikalis jelleget
alacsonyabb hémérsékleten elvesztik. Az irodalom alapjan a 222 ¢s 208 hullamhosszakon
mér molaris ellipticitas értékek is utalnak coiled coil szerkezeti elemre, amennyiben
érteke 1,1-1,2 kozotti, valamint hédmérséklet emelés, vagy mds denaturdlé hatés
kovetkeztében az aranyszam valtozdsa nem lineéris. Ahogy a 37/F. abran lathato mar a
vad tipus esetében a hanyados legmagasabb értéke 5 °C-on 1,01, a spektrumok illetve a
CCA+ felbontés alapjan stabilabb Val290Met esetében 1,00. A két miszensz mutans
esetében az 5 °C-on mért 222/208 molaris ellitpicitas arany valamivel magasabb ennél az
értéknél. Az ardnyszdm valtozasa azonban a vad tipus és a Val290Met esetében
folyamatosan csokkend, az Ala284Val és Ala297Val esetében pedig 35 °C és 50 °C
hémérsékletektdl kezdve emelkedo.

Feltevésiink az volt, hogy a coiled coil szerkezeti elemet gyengitd mutaciok
esetében a szerkezet alacsonyabb homérsékleten valik rendezetlenné. A CCA+ program
segitségével a CD-spektrumok komponenseikre bonthatok, azaz meghatarozhaté adott
hémérsékleten jelen esetben a rendezett (5 °C-on 100% - 38. abra zold szin) és a
rendezetlen (85 °C-on 100% - 38. abra piros szin) komponens aranya.

Mivel az ardnyok valtozdsa nem linedris, emiatt mutacié hatasaként azt a
hémérsékletet vettem, amelyen a rendezetlen szerkezet az 50%-o0s ardnyban jelenik meg.
A vad tipusu fragmens esetében 19,29 °C-on ¢éri el a rendezetlen komponens az 50%-os
hanyadot, ezzel szemben a Val290Met mutans esetében ez a hdmérsékleti érték 24,87 °C.
A miszensz mutaciok koziil az Ala284Val muténs esetében az 50%-os rendezetlen allapot
megjelenésének homérséklete 15,2 °C, az Ala297Val esetében pedig 17,5 °C. Az
eredmények értékelése soran azonban figyelembe kell venniink, hogy a dimerek csak a
WT esetében fiziologiasak, a mutaciok (Ala284Val, Ala297Val, Val290Met) esetében
nem, hiszen sem az Arg229GIn mutacid hatidsa nincsen jelen a rendszerben, illetve
fontosabb, hogy homodimerek alakulnak ki (Ala284Val-Ala284Val) heterodimer forma
helyett.

A 272-313 régi6 dimerizalodasért felelds szerepét MBP-fuzios fehérjeként
kiilonb6z6 fragmensek méretkizarasos kromatografiaval elvégzett kisérleteivel is
kezdédden hianyzik a Hélix1 domén, a feltételezett, dimerizacioért felelds, coiled coil

régio, trunkans valtozat révén csak 302 aminosav hosszusagu (Fiiggelék F2. abra).
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Meéretkizarasos kromatografidval sikeriilt kimutatnom, hogy az MBP-Podocin(168-313)
fragmens dimer, mig az MBP-Podocin(168-286Tfs) fragmens monomer formaban van
jelen (39. abra).

Az MBP-Podocin(272-313) illetve MBP-Podocin(272-286Tfs) fuzids fehérjék

Podocin(272-313) Vad Tipus Podocin(272-313) Val290Met
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38. dbra: A kiilonbozé Heélix1 pontmutansok ECD spektrumainak ésszetétele. A rendezett (zold) és a
rendezetlen (piros) spektrum-tartalomnak a valtozasa jol mutatia a mutdciok hatasat a helikalis (coiled
coil) szerkezetre.

méretkizarasos kromatografiaval végzett kisérletével probaltam alatdmasztani a fragmens
dimerizacioért felelos szerepét, azonban a kisérlet monomer fuzios fehérje meglétét
mutatta.

A négy kiilonb6zé mutdns Hélix1 domént alkotd hélix parallel vagy antiparallel
iranyat (45. abra) tavoli UV-tartomanyban felvett CD-spektrummal probéltam
meghatarozni. Feltevésem az volt, hogy az N-termindlisan beépitett tirozin jelét
amennyiben detektdlom, a két hélix parallel, ellentétes esetben antiparallel. A spektrumok
nem mutattak a tirozin oldallanc jelét, emiatt a két hélix irdnya antiparallel. Ezt késdbb

FRET vizsgalattal is probaltuk igazolni.
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4.3 .4. Intracellularis fragmensek FRET vizsgalata

A proteolitikus hasitast kovetd kicsapddas jelensége miatt az atomi felbontasu
szerkezet-meghatarozast elvetettiik?, igy mas biofizikai vizsgélatot kerestem annak
figyelme bevételével és érdekében, hogy lehetdség legyen heterodimerek gyors és

egyszeri, akar kinetikai paramétereket is mutatd modszerrel. Erre a FRET-et talaltuk

megfelelonek:
1) kiilonbozo fluoreszcens festékeket (akceptor illetve donor) lehet ciszteinekhez
konjugélni;
i) az MBP levédi az esetleges N-terminalis dimerizaciot és nem képez dimereket;
1i1) a modszer gyors, ¢s kinetikai modszerek kiolvasasara is alkalmas

(nyomas/hémérséklet — denaturacié hatasa). A FRET mérés minta-elokészitése

soran a méretkizdrasos kromatografia tisztitdsi 1épés pedig lehetdséget

biztositott az oligomer formak vizsgalatara.

A fragmensek (8. tablazat)
vizsgalata soran a MBP-Podocin(168-
286) ¢és  MBP-Podocin(169-286Tfs) 120

MEP
MBP-Podocin(168-286Tfs)
MBP-Podocin(168-313)

fehérjék esetében valaszt vartunk az

SPFH domén dimerizacidjara: : ::
amennyiben mindharom esetben dimer 10
format kapunk és FRET jelet, abban az ]
esetben szamolnunk kell a ' : b 1

39. abra: MBP-fiizios podocin  fragmensek
mérekizaras-kromatogramja. A 168-313 fragmens
dimerizaciora gyakorolt hatdsival (45. dimer, mig a 286Tfs monomer formaként van jelen.

abra). Az eredmények azt mutatjdk, hogy a MBP-Podocin(168-286) és MBP-

citoplazmatikus domén N-terminalisanak

Podocin(169-286Tfs) monomer formaban van jelen, ennek megfeleléen FRET jelet sem
kaptunk. A MBP-Podocin(168-286Tfs) ¢és MBP-Podocin(169-313) fragmensek
eredményei jol mutatjak, hogy a 272-313 szakasz felelds a dimerizal6das kialakulasaért.
Réadasul a teljes MBP-Podocin(168-383) fragmens FRET intenzitdsa mar megfelel az
MBP-Podocin(168-313) esetében mért értékkel. Kiugré adatként jelenik meg a
varakozassal ellentétben az MBP-Podocin(168-331) esetében mért FRET hatasfok
csokkenés a csak H1, illetve a HI-H2-H3 doméneket tartalmazé MBP-Podocin(168-313)
illetve MBP-Podocin(168-348) értékeihez képest. Ennek magyarazata lehet, hogy H2-es

P leszamitva a fuzios fehérje kristalyositast, de ez eredménytelen volt
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hélix tavtartoként funkciondl, ami miatt a dimerizacios hatas gyengiil, a dimert alkotod
molekuldk szabadabban mozognak (rotaci6 a dimerizacios tengely koriil), igy a FRET-
jelet ad6 fluoreszcens festékek tavolsaga a detektalasi hatarra vagy azon kiviilre esik, ami
a hatasfok csokkenésével jar. A teljes MBP-Podocin(168-383) esetében méretkizarasos
kromatografia alapjan megjelenik nagyobb oligomer forma (650kDa) és a dimer cstcs
intenzitasa is csokken, ez azonban nem feltétleniil jelenti a magasabb rendii oligomer

forma megjelenését, lehet melléktermek is.
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40. abra: Az MBP-fiizios podocin homodimerek FRET hatasfokanak (kék jeldlo) és gélsziirési profiljanak
(M — monomer,; D — dimer) sszefoglalo abraja kiegészitve a megfeleld homodimer (monomer) sematikus
rajzaval. Az abra bal oldalan a modellezett podocinbdl (feliil) rajzolt sematikus szerkezeti abra, jelolve a
megfelelé (SPFH, Hi, H2, H3) doméneket.

4.3.5. Homologia modellezés

A podocin intracellularis doménének (153-331) monomer molekularis modelljét
a P. horikoshii sztomatin kristalyszerkezet (PDB: 3BK6) alapjan épitettiik fel (41. abra
¢s 42. abra). Az SPFH domén (153-286) esetében teljes mértékben erre a szerkezetre
tdmaszkodtunk. A 3BK6 szerkezet C-terminalisan levd coiled-coil szerii szerkezet helyett
a CC+ coiled-coil adatbazisban szerepld 1VP7 struktirajanak megfelelden épitettiik fel a
Hélix1 régioban coiled coil szerkezeti elemmel dimerizald6 podocint (Fiiggelék F1.
abra). Az ezt kovetd fiziologias koriilményeknek megfelelden paraméterezett
molekuladinamikai szamolasokat végeztiink 100 ns iddtartamig, az utols6 30 ns

atlagszerkezetei analizaltuk.
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41. abra: A 3BK6 és 4FVF fehérjék térszerkezete, jelolve az N-termindlis és a C-termindlis coiled coil
domeén.

Az 229Arg oldallanc a globularis fej doménben alakit ki H-hid kdlcsonhatast a
Glu233 és a Glu237-el vagy az Asp244-el. Az Arg229GIn mutacio6 révén a Glu233 és a
Glu237 oldallancokkal elveszti ezt a kapcsolatot, emiatt a két aminosav oldallanca
atfordul a Hélix] domén felé, ahol az 288Arg és Lys289 aminosavakkal alakitanak ki
kapcsolatot. Emiatt az 0j elektrosztatikus kdlcsonhatasnak kdszonhetden azonban a fej —
helikalis domén kapcsolat merevvé, kevésbé mozgékonnya valik. (44/B. abra). Ezt a
kapott szerkezeti sokasag b-faktor analizise is aldtdmasztja. A nativ podocin esetében a

266-290 aminosavak alkotta peptidgerinc rmsd értéke 1,46 A (min. 0,4 A - max. 2,6 A;

Q9NPE5 | PODO HUMAN MERRARSSSRESRGRGGRTPHKENKRAKAERSGGGRGRQEAGPEPSGSGRAGTPGEPRAP
059180 | PSTOM PYRHO  — = e e e e e

QONP85 | PODC_HUMAN AATVVDVDEVRGSGEEGTEVVALLESERPEEGTKSSGLGACEWLLVLISLLFIIMTFPFS
059180|PSTOCM_PYRHO =  ———————————————————————————————————— MMFATNFEVTSIILLFILI-———F
L TR E A Sl & i EH
QONP85 | PODO_HUMAN IWFCVEVVQEYERVIIFELGHLLPGRAKGPGLFFFLPCLDTYHKVDLRLOTLEIPFHEIV
059180 |PSTCM PYRHO LASATKIVKEYERAVIFRLGRVVG--ARGPGLFFITPIFEEKAVIVDLRTQVLDVEVQETI
PR TR ST o s khdhhkdh = o a E I o N 2 - u E S S * * s o=k -k .
e —
Q9NP85 | PODC HUMAN TEKDMFIMEIDAICYYRMENASLLLSSLAHVSKAVQFLVQTTMKRLLAHRSLTEILLERKS
059180 | PSTOM_PYRHO T(DNUPVRVNAVVYFRVVDPV”AVTQVKNYIMATSQISQTTLQSVIGQAHLDELLSEPDR
EEX: G e paden WP 3 v 3 ¥ow b FEEan = mo R
QONP85 | PODC_HUMAN TAQDAKVALDSVTCIWGIKVERIETKDVRLPAGLQHSTLAVEAEAQRQAKVEMIAAEAEKA
059180 | PSTCM PYRHO LNMQLORIIDEATDPWGIKVTAVEIKDVELPAGMQKAMARQAEAERERRARITLAEAERQ
- : H : :i-..-i- Ak :++++-r.+++* -i-:::-k :w+-ﬁr:* :.w: -i-i--x+:
—————————
Q9NP85 | PODC HUMAN ASESLRMAAEILSGTPAAVQLEYLHTLYSLSTEKPSTVVLPLPFDLLNCLSSPSNRTQGS
059180 |PSTCM PYRHO AAEKLREAAEIISEHPMALQLRTLOTISDVAGDESNVIVLMLPMEMLELFKSLSDAAEAY
*:*-*t ***i:* *:#:*** Jr:*:.‘:: :* l‘:** *t:::*: :.* *:
0
Q9NPE5 | PODC_HUMAN LPFPSPSKPVEPLNPKKKDSPML

059180 | PSTOM_PYRHO MEKKEEEK———————
42. dabra: A humdan podocin és a Pyrococcus horikoshii sztomatin (3BK6) szekvencia illesztése. A
modellezett régionak 35%-o0s az azonossaga és 65%-0s a homologidja a sztomatinhoz képest. Kék savval
jelolve a 3BK6 kristalyszerkezetének szekvencidja, zold savval a modellezett podociné.



kozépérték 1,37 A), addig a
polimorf véltozaté 0,69 A
(min. 0,23 A — max. 1,06 A;
kozépérték 0,54 A).

A 43/A. abran lathato
Arg229GIn podocin
homodimer (cian) ¢és a
[Arg229GIn;Val290Met]
heterodimer (narancs)
topologiailag hasonlo

molekularis elrendezést

mutat a vad tipus

(z61d). 43. abra: A modellezett podocin szerkezetek egymasra illesztése.

homodimerrel , . .
A szinek magyardzata a szé6vegben.

Utobbihoz hasonl6
topologiaju az [Ala284Val;VadTipus] heterodimer (lila) is. A kapott térszerkezeteket
0sszehasonlitva a podocin vad-tipusu homodimerrel, a fenti sorrendnek megfelelden az

attol valo eltérésiik 2,7 A, 2,9 A illetve 3,3 A (A 4bra). Ezzel ellentétben 43/B abranak
A) @Vad Tipus

44. dabra: A vad tipusu podocin (z6ld) Arg229 oldallanca a globularis fej doménben alakit ki H-hid
kélcsonhatast a Glu233 és a Glu237-el vagy az Asp244-el. Az Arg229GIn mutdcio (kék) réeven a Glu233
és a Glu237 oldallancokkal elveszti ezt kapcsolatot, emiatt a ké két aminosav oldallanca atfordul a coiled-
coil domén felé, ahol az 288 Arg és Lys289 aminosavakkal alakitanak ki kapcsolatot. Emiatt az uj
elektrosztatikus kolcsénhatasnak kdszonhetéen azonban a fej — helikalis domén kapcsolat merevvé valik
(also dbra).
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megfeleléen az [Ala284Val;Arg229GIn] és az [Ala297Val;Arg229GIn] heterodimerek
(piros illetve sarga) és az [Ala284Val;Ala284Val] homodimerek (kék) egészen mas,
tipusu homodimerrel, a fenti sorrendnek megfeleléen az attol valé eltérésiik 4,9 A, 6,9 A
illetve 9,5 A.

A fehérjelanc gerincének flexibilitasa is a fentieknek megfeleld, azaz az
Arg229GIn homodimerek illetve az [Arg229GlIn; VadTipus] heterodimer esetében kozel
30%-al kisebbek a vad tipusit homodimerhez képest. A tovabbi patogén dimerek, azaz
[Ala284V;Arg229GlIn] illetve [Ala297V; Arg229GlIn] flexibilitasa azonban jelentds
(140%) eltérést mutat, ami jelzi hogy konformécios allapotuk jelentésen kiilonbozik a
vad-tipus homodimeréhez képest.

parallel coiled-coil anti-parallel coiled-coil
A) C)

B)

Tt

45. dbra: A podocin intracellularis részének (168-383) lehetséges elrendezodési modjai a coiled coil
méreési eredmények alapjan a C) tipusu a valoszinii, mivel: 1. A 272-313 fragmens beépitett 272Tyr-jai
nem adnak jelet a kozeli UV tartomanyban 2. A FRET mérések alapjan A) és B) tipusu elrendezddés
eseteben mindegyik vizsgalt fragmens esetében kellene jelet kapni 3. D) tipus esetében nem kapnank a
tavolsag nagysaga miatt jelet.
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5. Eredmények megvitatasa

5.1. Bakterialis expresszio

Rekombinans fehérjék heterolog bakteridlis expresszidval torténd eldallitasi és
tisztitdsi modszertandnak, folyamatdnak és alkalmazhatdsdganak konyvtarnyi méretii
szakirodalma van csak az elmult évtizedbdl>***?7. Az elvben egyszerli, egymast
logikusan kovetd 1épések sora elvezethet a biofizikai vizsgalatokhoz sziikséges tisztasagu
célfehérje eldallitasahoz. A megfeleld baktériumtorzsek kivalasztdsa, az expresszids
vektorok tervezése, a fuzios partnerek kivalasztdsa, a kromatografids modszerek
egymasra ¢éplld hasznalata, rutin, kihivasmentes feladatnak tlinhet, am a gyakorlat
sokszor mas képet mutat.

Doktori munkam sordn harom kiilonbozé jellegli fehérje eldallitasat oldottam
meg. Az els0 tipusba a Triptofan-kalitka szerkezeti motivummal rendelkez6 minifehérjék
tartoznak (26. abra). Az alapmolekula, a TC5b minifehérje (PDB: 1L2Y), minddssze 20
aminosav hosszusagi, mégis harmadlagos szerkezettel rendelkezik, azaz fehérjeként

124,125,127

viselkedd molekula . Kis mérete miatt kivaldo modellrendszer a kiilonbozé

vizsgalati modszerekhez. Kialakitdsa tervezetten az Exendin-4, 39 aminosavbdl 4llo,

t124’127. Ezen

inzulinszekréciot  kivalto  GLP-1  analdog minifehérjébdl  tortén
minifehérjéknek mintegy 42 hosszisagukban ¢és elsddleges szerkezetiikben -eltérd
konstrukciojat készitettem el és allitottam el sikerrel (10. tablazat). Kis méretiik (20-39
aminosav-tagszam) révén csak olyan fizios partnerrel lehet bakteridlis uton eléallitani
6ket, amely biztositja a megfeleld hozamot akar dupla, nem-szelektiv izotopjeldlés (1°N
/ 13C) esetében is, valamint a fuzids partnerrdl torténd proteolitikus hasitas soran a
célfehérje elsddleges szerkezete nem modosul.

A masodik fehérje tipusba a hdrom diszulfidhiddal rendelkezd, a G-fehérje
kapcsolt receptorok Bl-es alcsaladjaba tartozo GLP-1 receptor extracellularis doménje
tartozik, amelynek mind kristalyszerkezete, mind eldallitadsanak protokollja elvben ismert
volt™® 72 82.83 " A tényleges kisérleti munka sordn azonban azzal szembesiiltem, hogy
ennek kivitelezése a leirtak szerint nem lehetséges. Szamos kiilonb6z6 baktériumtdrzset
(BL-21, Origami, Shuffle) és fuzios fehérjepartner (Ubikvitin, TrxA, GST, MBP, DsbC)
alkalmazasat probaltam ki és kiséreltem meg, hogy a tervezett NMR-spektroszkdpiai
vizsgalatokhoz megfeleld tisztasagu, mennyiségli €s bioaktiv nGLP-1R fehérjét tudjak

eloallitani.
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A harmadik fehérjetipus a kiilonb6zd, egymashoz asszocialéddé mutécidival

szteroid rezisztens nefrézist okozo podocin membranfehérje!%4105-106

¢s citoplazmatikus
fragmensei voltak (mintegy 20 eltéré konstrukcid), amelyek eléallitasat, majd tisztitasat
¢s biofizikai vizsgalatat sikerrel oldottam meg.

Altaldban a heterolog bakteridlis expresszid soran a fuzids partner szerepe
tobbrétli. Kivalasztasanak elsddleges szempontja a hozam novelése, a tisztitasi folyamat
megkdnnyitése és a célfehérje szolubilis, aktiv formajanak eldallitisa'® 2. A Trp-kalitka
szerkezeti motivummal rendelkez6 minifehérjék eldallitasa soran a kisméretii ubikvitin
(~8,5 kDa) fuzios partnerfehérje valasztasanak oka elsGsorban a célmolekulak kis mérete
(2-4 kDa) miatt a hozamndvelésben, a fuzidés fehérje és célfehérje tomegardnyaban
keresendd. Alkalmazasanak {6 elonye, hogy a fuzids partner C-termindlisan a specifikus
ubikvitin-hidroldz proteolitikus hasitasa nem valtoztatja meg a Trp-kalitka szerkezeti
motivummal rendelkezd minifehérje elsddleges szerkezetét.

Ezen minifehérjék eldallitasi protokolljat - a kozel 40 sikerrel elkészitett varians
esetében - egységes szemléletben optimaltam: a 2-4 mg jeldletlen, 1-3 mg *C- és/vagy
N-jelolt fehérjét a tapoldat 1 literére vetitett mennyisége esetében stabilan és
reprodukélhaté modon tudtam eldallitani (11. tablazat). Mig az alapmolekula, TC5b, és
a hosszabb un. E*-minifehérjék kompakt, globuldris téralkattal rendelkeznek, addig a
sorozat rovidebb elemei, az EO-E3 minifehérjék nagyfokt rendezetlensége miatt ezek
tisztitasa jelentds hozam kiilonbséget eredményez.

Doktori munkdamban Osszevetettem a bakterialis expresszio és a szilard fazisu
peptidszintézis koltségvonzatat, mivel kisebb méretii peptidek (fehérjék) esetében a >N
és/vagy 1’C izotopjeldlés esetében elébbi modszer alternativat jelent. A rovidebb (10-25
aminosavas) jeloletlen  fehérjék esetében a  szilardfazisi  peptidszintézis
koltséghatékonyabb, az ennél nagyobb méretli minifehérjék esetében, illetve ott ahol a
nativ kémiai ligacié alkalmazasa sziikséges, a bakterialis expresszid elénydsebb
technikdnak mutatkozott. Doktori dolgozatomban ezt a koltségszamitést kitejesztettem a
bakterialis expresszid eldallitasi (tapoldat, izotop) (13. tablazat), és tisztitasi koltségeire
is (14-15. tablazat), tekintettel a kiilonb6z6 fuzids rendszerek altal meghatarozott
kromatografids modszerekre (16. tablazat).

Mind a mintegy 100 aminosav hosszusagi nGLP-1R, mind a hosszabb podocin
fehérjék esetében a kivalasztott fuzids fehérjék alkalmazasat elsdsorban a célfehérje,
valamint a fuzios fehérje vizoldhatosaga indokolta. A célfehérjék gyenge szolubilitasa,

illetve az ebbdl fakado izolalasi és feltekeredési nehézségek indokoltak a kiilonbdzo
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fuzios partnerek beépitését és megvalasztasat, hiszen kozvetleniil egyik fehérje sem volt
bakterialis expresszioval eldallithato.
Az nGLP-1r eléallitasi protokolja a doktori munka kezdetén ismert volt, tovabba

% adta 4t szamomra. Az

az azt kodold vektor mellé Steffen Runge is ugyanezt a protokol
ott leirtakat kdvetve az nGLP-1r eldallitasa csak tobbszori probalkozasra sikeriilt ugy,
hogy nemcsak a célfehérje kodolo szakaszt kellett modositani (His-tag eltavolitas,
domén-hatar optimalas), hanem tulajdonképpen a teljes eldallitasi protokollt is. A {6
probléméat az jelenteti, hogy az nGLP-1r aktivitasahoz elengedhetetlen a megfeleld
diszulfidhidmintazat — az azokat alkotd 6 cisztein miatt bakteridlis rendszerben termelve
az nGLP-1r denaturdlt formaban inkluzios testbe keriil. Ezek izolalasat kovetd in vitro
renaturalasi folyamat pedig koriilményes és alacsony hatasfoku.

Tovéabbi nehézséget jelentett, hogy a G-fehérje kapcsolt receptorok Bl-es
alcsaladjaba tartoz6 hasonld eléallitasi leirasok (inkluzids test — in vitro renaturacid)®® %
64 alapjan a célfehérje termelése 10 literes fermentdldssal, majd ezt kdvetd preparativ
1éptéktt (~700g sejtpellet) tisztitdsi lépésekkel €s renaturaldsi folyamattal tortént,
amelyhez az eszk6zok nem alltak rendelkezésre (1d. Eldszo). A hagyomanyos razatoban
eléallitott 1 liter LB tapoldatbdl 5 gramm sejtpelletébdl izolalt 30-40 mg inklizids testbol
eléallitott redukalt nGLP-1r-bdl eléallitott nativ diszulfidhid mintdzata fehérje
mennyisége 0,6 mg volt. Problémat okoz azonban a célfehérje instabilitdsa €s spontan
bomlasa (15. abra). A modszer koriilményessége és bizonytalansdga miatt mas, alternativ
utat kellett keresnem, a késébb tervezett izotopjelolés (°N és 1*C) miattd, amelyet a fuzids
fehérjék alkalmazasa jelentett.

Az nGLP-1r el6allitasa soran altalam alkalmazott DsbC és MBP, mint fazids
partner, lehetdvé teszi az extracellularis domén kozvetlen szolubilis formajanak
eldallitasat. Mindkét fuzios partner esetében azonban ez az els6 forma szolubilis
aggregatum volt, amely bar megkonnyitette, valamint csokkentette a koltségét a mintak
kezelésének, de az Un. renaturaldsi 1épést sziikségesssé tette. A DsbC esetében az igy
1étrejovo szolubilis aggregatumok renaturalasi 1épése soran, feltehetden a fuzios fehérje
aktiv diszulfid-izomeraz funkcioja miatt, a proteolitikus hasitast kovetéen az nGLP-1r-t

nem tudtam izolalni.

1M9 tapoldatban kevesebb eldallithatd inkluzids test (~10 mg/ L tapoldat), illetve az izotopok ara (1 literhez
sziikséges "N-NH4Cl 5500 HUF, '3C-Gliikéz 55.000 HUF). Grace és munkatarsai altal publikélt
eredmények alapjan a kettds izotopjeldlés elengedhetetlen®?63:64,
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Ezzel szemben az MBP oldatfazisban tartotta az atmeneti allapotu — (tekintettel
az E. coli reduktiv citoplazmdjara) redukalt allapotd vagy kiilonb6z6 diszulfidhid
mintazattal rendelkezd — fizids fehérjék aggregatumat. Ez a keverék a renaturalas utan,
a redox kornyezetnek kdszonhetden monomer formaba alakithato, éppen a fzids partner
»passziv” chaperone szerepe miatt. Maga a f0zids partner fehérje teszi lehetdvé a
célfehérje szdmara a nativ térszerkezet kialakuldsat azaltal, hogy megakaddlyozza a
feltekeredési folyamat soran a rosszul feltekeredett térszerkezetli fehérjék kicsapodasat

Megjegyzendd, hogy a helyesen feltekeredett nGLP-1r vizoldhatd, s6t tovabbi két
eltérd diszulfidhid mintdzati forméaja is stabil, ezek mindegyikét forditott fazisa HPLC-
vel sikeriilt elvalasztanom egymastol. Az igy eldallitott célfehérje mennyisége az
inklazids testekbdl renaturalt modszeréhez képest valamivel magasabb (~ 1 mg), rdadasul
a kiindulasi fuzids fehérjéhez képest a modszer jobb hatasfokll. A mddszer nehézségét a
tobblépéses kromatografias tisztitasi 1épések jelentik, amelyek ndvelik a veszteséget.

Ezzel szemben a podocin esetében a fizids partner elsddleges szerepe a nativ
konformer oldatban tartdsa. A kialakitott intracellularis podocin fragmensek esetében az
MBP fuziés partner megakaddlyozza a podocin N-terminalisanal bekovetkezd
aggregaciot, amely jelenség miatt a célfehérje kozvetleniil nem allithatd eld. A fuzids
partner azonban lehetévé teszi a podocin nativ téralkatanak, az intracelluléris
fragmensének C-terminalisin bekovetkezd dimerizacigjat, igy e komplex rendszer
biofizikai vizsgalata is megvalosithatova valt.

Doktori munkdm sordn sikeresen alkalmaztam ¢€s eldallitottam oldatfazisban a
sejtmentes expresszid modszerével a teljes GLP-1 G-fehérje kapcsolt receptort (20.
abra). Ugyanakkor kimutattam, hogy a bakterialis (S30) alapu cell-free rendszer nem
alkalmas a hdrom diszulfidhidat tartalmazé nGLP-1r aktiv forméjanak eldallitasara. Bar
a teljes receptort nanodisc-be dgyazott formaban sikeriilt izoldlnom, a k6tdédésvizsgalatok

ebben az esetben sikertelenek voltak.

5.2. Exendin-4 anal6g minifehérjék biofizikai vizsgalata

A spektroszkopiai mérések kiinduld molekulaja az Exendin-4-bdl kialakitott
TCS5b volt, amely 20 aminosav hosszu, térszerkezeti stabilitasra optimalt Trp-kalitka
motivumt fehérje!?* 125, Ezt a harmadlagos szerkezettel rendelkezd, dnmagaban mar
globularis  tulajdonsdgokkal bir6 Gn. minifehérjét egyfajta  C-termindlis

szerkezetstabilizalo ,,sapkaként” kapcsoltam ra az Exendin-4 N-terminalis hélikalis-

93



crer

a térszekezeti stabiltasat fokozni tudjam (24. abra). Igy terveztem meg és alakitottam ki
az E19, az Exendin-4-hez hasonloan 39 aminosav hossziisdgi minifehérjét. Ennek a
modositasnak tobb, a térszerkezet belsd kolcsonhatasait kedvezoen érintd hatasa volt,
amelyeket a kozeli- és tavoli-UV tartomanyba esé ECD-spektroszkopidval, homo-, és
heteronuklearis-, valamint diffuzios NMR mérésekkel vizsgaltunk. Sikeres
spektroszkopiai vizsgalatainkat nemcsak a 39-aminosavas teljes fehérjére, hanem az
ennél rovidebb TC5b N-terminalisanak folyamatos hosszabbitasaval eldallitott tovabbi
fehérjékre (E0-E19) is kiterjesztettiik €s elvégeztiik.

Az ECD mérések (25. abra) és az NMR-adatokbdl szdrmazo CSD analizis (27.
abra)eredményeit Osszevetve, a szadmolt térszerkezeteket elemezve megallapitottuk,
hogy a E19 hélix tartama vizes oldatban nagyobb, mint az az Exendin-4 esetében mérhetd.
Ennek oka a fehérje C-termindlisdn levd optimalt Trp-kalitka szerkezeti motivum. A
Glu28-Arg35 sohid noveli a térszerkezet globuldris jellegét és termostabilitasat, a
hidrofob mag kompaktabba valik a Glu24GIln mutaci6 és a Trp-kalitka motivum
kialakitdsa miatt megnovekedett 22Tyr és 25Trp aminosavak aromas oldalldncai kozotti
n-m interakciok miatt. Az EDR fehérje nagyobb helikalitast mutat a kialakitott Asp28-
Arg35 s6hid miatt, mint az az eredeti Exendin-4 esetében mérhetd (27. és 30. abra), ahol
ez a kolcsonhatas hianyzik. Diffuzios NMR méréseink ravilagitottak arra, hogy a H19 az
Exendin-4-el ellentétben fiziologias koriilmények kozott jobban ellendll (19. tablazat),
az inkretinekre altalanosan is jellemzd, aggregacionak. Ez utobbi megfigyelés szintén
ravilagit a Trptofan-kalitka térszerkezeti motivum molekula térszerkezetét stabilizald
képességére.

A TC5b-t és E19 koz¢é esd szdmos lanchosszabbitott minifehérje (pl. EO, E1, E2,
...E10, E11) ECD-spektroszkdpiai vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a C-tipusu CD
bazisspektrum relativ spektralis hozzajaruldsa nagy, azaz helikalis / rendezett téralkatot
mutatnak. A legkisebb minifehérje térszerkezetét (TC5b) ugyan destabilizélja annak N-
(Asn20Arg mutacié - E0), am a globularisan onrendezett téralkat mar a peptidlanc
hosszabbitasa soran az 5 aminosavval hosszabb E5 minifehérje esetében ,,0ijra” kialakul
(+EEEAYV szekvencia). Az ezt kovetd, folyamatosan hosszabbitott variansok helikalis
téralkata az E11-es minifehérjéig (31 a.s.) kozel egyenletesen n6. Az ennél is hosszabb
minifehérjék (E19, EDR, E19 CC) esetében azonban tovabb mar nem ndvekszik a

rendezettség a kiroptikai spektroszkopiai adatok szerint. Ezt a megfigyelésiinket
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tamasztotta ala mind a CSD adatok elemzésébdl, mind az 'H-'H-NOESY NMR-
spektrumokbdl nyert tavolsagadatok alapjan szamolt térszerkezetekbdl levonhatod
kovetkeztetések is. Megfigyeltiik tovabba, hogy a Glul7 aminosav egy ,,téréspontnak”
tekinthetd a minifehérjék helikalis részében (29. abra). Ez az aminosav egyfajta
0sszekotd (,,linker”) szerepet tolt be, 0sszekotve a receptor kdtés szempontjabol fontos
Asn9-Glul6 (N-hélix) és Alal8-Glu28 (C-hélix) darabokat. Bar az Exendin-4
kristalyszerkezetének elemzése alapjan a teljes hélix ,,egybefiiggd” o-hélix jellegi,
oldatfazisban tobb inkretinnek, igy a GLP-1-nek megfeleld Exendin-4 és E19 fehérjékben
is ez a térszerkezeti monotonitas megtorik. Az igy 1étrejovo két hélikalis darab koziil a C-

terminalis felelds az extracellularis doménhez kotddésért, ennek segitségével pozicionalt

crcr

crcr

valtozasat, amely végso soron aktivélja a receptort.

A fent emlitett minifehérjék koziil tobbet is vizsgaltam in vitro bioaktivitas
méréssel INS-1 sejtvonalakon, inzulin szekrécids valaszado-képességiik alapjan (32.
abra). Az irodalmi adatoknak megfeleld aktivitast mértiink az Exendin-4 és a tervezett
E19 és EDR minifehérjék esetében is. A TC5b, ES, E10 minifehérjék esetében, nem
mértiink inzulin szekrécidt, mivel a receptor két-lépéses aktivalasahoz (two-domain
binding modell) sziikséges N-terminalis rendezetlen téralkati szakasz (1-8. aminosavak)
hidnyzik. A két 1épéses aktivalas modelljét megerdsiti, hogy az E19 CC esetében sem
tapasztaltam inzulin-szekréciot. A 39 aminosav hosszii E19 CC fehérje esetében
beépitett Alal5Cys-Ser39Cys diszulfidhid kialakitasdval csokken az N-terminalis hélix
belsé mozgékonysaga, melyet a CSD-analizis soran kapott kémiai eltolodéas értékek
valtozasa, valamint a szamolt térszerkezeti adatok is alatamasztanak. A hélix
mobilitdsanak csokkenése megakadalyozza a C-termindlis hélix pozicionalasat, igy a
molekula nem képes a receptor aktivalasara.

e rer

5.3. A podocin dimerizacidojanak biofizikai vizsgalata

Jelenleg a 383 aminosav hosszii podocin membranfehérjérél nem 4ll
rendelkezésre atomi felbontast térszerkezet, igy a szteroid rezisztens nefrozis (SNRS)
kialakitasaért felelds fehérje térszerkezet-funkcid Osszefiiggések felderitéséhez
homologia modellezést kovetd in silico molekularis modell épitésére volt sziikségiink
(33.,43. és 44. abra). A masodlagos fehérje szerkezet analizisével megallapitottuk, hogy

a podocin membranhorgonydnak C-terminalisat kdvetd globularis, in. SPFH doménjét
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(124-282) egy harom helikalis szegmensre tagolodo un. CTT domén (Hélix1: 283-313;
Hélix2: 317-331; Hélix3: 340-355), valamint egy rendezetlen régi6 (356-383) kdveti (34.
abra). Az SRNS-t okozo egyik mutacio (Arg229Gln) ez alapjan az SPFH-domént érinti,
mig az ehhez asszocialodd miszensz mutaciok (pl. Ala284Val, Ala297Val) az exon-7
illetve -8 altal kodolt Hélix1 szakaszt érinti. Utobbi régionak megfeleld szekvencia
szakaszt mas, ugyanebbe a csaladba tartozo fehérjék esetén (pl. Sztomatin, SLP-1; -2; -
3) coiled coil szerkezeti elemként azonositottuk bioinformatikai predikcidok
alkalmazasaval.

A podocin monomer molekuldris modelljét a P. horikoshii sztomatin
kristalyszerkezete alapjan épitettiik fel. Az SPFH domén esetében teljes mértékben erre a
szerkezetre tAmaszkodtunk (47%-os homologia). A 3BK6 PDB azonositoju szerkezet C-
terminalisan levd helikalis régid helyett, a CC+ adatbazisban szereplé 1VP7 PDB kodu
coiled coil szerkezeti fehérjének megfelelden épitettiik fel a Hélix1 domént, amelyet a
dimerizéacioért felelds, coiled coil szerkezetet alkotd régionak feltételeztiink. Ezt
kovetden alakitottuk ki a homo- ¢és megfeleld heterodimereket (vad tipus, Arg229Gln,
Ala284Val, Ala297Val, Val290Met mutansok), majd a fiziologias koriilményeknek
megfeleld6 MD szamolasok alapjan atlagszerkezeteket allitottunk eld.

A molekuladinamikai eredményekbdl megallapitottam, hogy a vad tipust
monomer podocinban a 229-es arginin oldallanca, a globuléris ,,fe;”” doménben legalabb
két hidrogén hiddal van stabilizdlva (Glu233/Glu237, Asp244). Az SRNS betegek
korében gyakori Arg229GlIn polimorf mutdcio miatt a Glu233 és a Glu237 aminosavakkal
kialakitott kdlcsonhatds megsziinik, a két glutaminsav oldallanc atfordul a Hélix1 domén
fel¢ és kolcsonhatast alakit ki az Arg288 és Lys289 aminosavakkal (44. abra). A
kialakuld 1) elektrosztatikus kolcsonhatasok révén a globularis fej — Hélix]l domén
flexibilis kapcsolat merevvé valik, a vad tipusti molekuldhoz képest (b-faktorpeptidgerinc:
0,40 — 2,6 A — kdzépérték 1,37 A — rmsd 1,46 A) a peptidgerinc mozgékonysaga (b-
faktora) az rmsd érték alapjan 0,69 A -re csokken (b-faktorpeptidgerine: 0,23 A — 1,06 A —
kodzépérték 0,54 A). Ez a valtozas a vad tipusa homodimer, illetve bizonyos (Val290Met)
érintd miszensz mutaciok esetében (Ala284Val, Ala297Val) a heterodimerek topoldgidja
jelentdsen sériil. Ez a térszerkezeti valtozas aldtdmasztja azt, hogy az Arg229GIn mutécio6
megvaltozott modu dimerizaciot okoz, ami révén feltételezheté az Arg229Gln és tovabbi
miszensz mutansokbol felépiild heterodimer komplexek visszatartdsa (retencidja) a

citoplazmaban.
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Molekularis modelliink feltételezése, hogy a podocin intracellularis részének
dimerizacios helye a 272-313 régié (Hélix1 domén). A homoldg SPFH csaladba tartozo
fehérjék esetében ezt a régiot kordbban coiled coil doménként azonositottak. A coiled coil
térszerkezet egyfajta dimerizacidos szerkezeti elemként is felfoghatd, hiszen két,
egymashoz hidroféb varrattal dsszekapcsolddo helikalis régiordl van sz6. A predikcidok
azonban a podocin ezen szakasza esetében, a teljes molekulara nézve a legnagyobb
értekkel, csak 20%-os valosziniliséggel josoltak coiled coil régiot (36/C és 36/D. abra).

Bakteralis expresszid soran sikeresen eldallitott podocin 272-313 fragmensek
ECD-spektrumai alapjan megallapitottam, hogy hidegen és szobahdmérsékleten (5-25
°C) a vad tipusra és az Ala284Val és Ala297Val mutansokra a helikélis CD-spektrum a
jellemzd (37. abra). Itt a 222/208 hullamhosszakon mért molaris ellipticitas értékek
aranya megfeleltethetd a coiled coil régidkra altalaban jellemzd ~1 értékkel. A
hémérséklet emelésével (25-85 °C) a fehérje fragmensek rendezetlen térszerkezetiivé
valnak. 5 °C-ra visszahiitve a rendszert, az eredeti helikalis téralkatukat ismét felveszik,
azaz a (széttekeredett, rendezetlen szerkezet(i) monomerek coiled coil dimerré alakulnak
(rendezett szerkezet). A mutaciok (Ala284Val, Ala297Val) esetében ez a rendezett —

rendezetlen térszerkezeti atalakulas a vad-tipushoz képest alacsonyabb hémérsékleten
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46. abra: A) A kiilonbozo podocin fragmensek homodimereinek FRET hatékonysaga. B) A podocin

fragmens homodimerek feltételezett térszerkezete, amely alapjan magyarazhato a 168-286 esetében a
méretkizarasos kromatografia, a 168-331 esetében a FRET-mérés eredménye.
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megy végbe (38. abra). Ez a megfigyelés alatamasztja ezen mutaciok coiled coil
téralkatot destabilizaldé hatasat a hidrofob oldallancuk hosszanak novelésével. Ez a
destabilizal6 hatds parosulva az Arg229GIln mutacidéval megmagyardzza az MD-
szamitasok soran kapott heterodimerek ,,sériilt” térszerkezetét.

A bakteridlis expresszid soran az intracelluldris podocin fragmenseket (8.
tablazat) csak a maltoz-kotd fehérjével fuzionaltatva sikeriilt eléallitanom a doménhatar-
optimalasi kisérleteim ellenére. Mivel a proteolitikus hasitast kovetéen a podocin
fragmensek szinte pillanatszeriien kicsapddtak, a fehérje intracelluléris részének atomi
felbontast térszerkezet-meghatarozast el kellett vetniink. Mivel az MBP monomer nem
tartalmaz az Alexa festék konjugalasdhoz sziikséges ciszteineket, igy a teljes
intracellularis podocin dimerizacioért felelds régiojat in vitro FRET vizsgalattal terveztiik
kimutatni.

A fragmensek FRET-analizise soran a MBP-Podocin(168-269; -286; -286Tfs; -
292; -313; -313; -348; -383) fuziods fehérjék esetében kisérleti adatokkal szerettiik volna
alatdmasztani azt a feltételezésiinket, hogy a podocin dimerizacigjaért a CTT doménen
beliil egy meghatarozott régid a felelés. Amennyiben mindegyik vizsgalt esetben
méretkizarasos kromatografidval dimer format kapunk és FRET jelet mériink, akkor
szamolnunk kell a citoplazmatikus domén N-terminalisanak dimerizacidjaval is. A
méréseket vad tipusu heterodimerekkel végeztiik, ahol a teljes intracellularis domént
tartalmazd MBP-Podocin(168-383) kdlcsonhatasat mutattuk ki a kiilonb6z6 hosszisagu
fragmensekkel 40. és 46. abra).

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a MBP-Podocin(168-269), és a MBP-
Podocin(168-286Tfs) forma monomer forméban van jelen, ezzel 6sszhangban nem is
mértem FRET-jelet. Ezzel szemben az MBP-Podocin(168-286) méretkizarasos
kromatografia alapjan homodimert képez, azonban csak alacsony hatasfoku FRET-jelet
mértem a teljes hossziisagi MBP-Podocin(168-383)-nal szemben.

A tovabbi MBP-Podocin fragmensek (168-292; -313; -331; 348; -383) a
gélsziiréses kromatografia adatai szerint homodimer format vesznek fel. E fragmensek
koziil az MBP-Podocin(168-292; -313; -348; -383) a teljes hosszisagu fragmenssel
szemben FRET jelet ad. Ennek mértéke az MBP-Podocin(168-383) homodimer esetében
megfelel az emlds sejtes expresszidval eldallitott nativ podocin(1-383) esetében mért
értékekkel (Balogh Eszter eredménye, 47. abra). Az MBP-Podocin(168-313)
heterodimerének FRET-jelének hatékonysaga mar eléri a MBP-Podocin(168-383)
esetében mért értékeket. Kiilonds modon az MBP-Podocin(168-331) FRET jele alacsony,
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az MBP-Podocin(168-348) esetében mért érték viszont mar megfeleltethetd a Hélix1-et
illetve a teljes hossziusdgi homodimer esetében mért értékekkel.

A fenti eredmények alapjan megallapithat6, hogy a podocin C-terminalisanak
dimerizaciojaért a Hélix1(286-313) és a Helix3(332-348) régiok felelések. Az MBP-
Podocin(168-331) esetében mért alacsony FRET-jel feltételezhetéen a Hélix2 régid

tavtartd funkcidja miatt alakul ki. A hosszabb fragmensek esetében a méretkizarasos
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47. abra: Emlés sejtes expressziobol szarmazo podocin mintak FRET-méréseinek eredményei (Balogh
Eszter és Miko Eszter eredményei). Lathato, hogy a WT-WT homodimer FRET hatasfoka alacsonyabb,
mint a WT-R229 esetében mért eredmény, tovabba, hogy a WT-WT hatasfoka megfeleltethetd a bakterialis
uton eldallitott megfeleltetheto MBP-Podocin(168-383) esetében mért értékkel (46/A abra).

kromatografia alapjan megjelenik a nagyobb oligomer forma (650kDa) és a dimer
csucsintenzitasa csOkken. Ezek a megfigyelések azonban nem feltétleniil jelentik a
magasabb rendli oligomer formak megjelenését, lehet ugyanis ezek csupan
melléktermékek.

Osszefoglalva tehat sikeriilt kisérleti adatokkal bizonyitani, hogy valoban a
molekularis modelliink alapjat képezd 272-313 aminosavak kozotti régio felelds a
podocin dimerizacidjaért. Méréseink alapjan megallapithatd, hogy a dimerizaci6 in vitro
is megtorténik, nem sziikséges hozza az in vivo lipid-raft asszociacio, az emlds és
bakterialis eredeti mintak eredményei Osszeegyeztethetek egymassal. Kimutattuk
tovabba a dimerizacioért felelds régiokat (Hélix1 és Hélix3) a CTT-doménen beliil. Az
MBP-Podocin(168-286Tfs) esetében kimutatott monomer forma aldtdmasztja azt az uj
feltételezést, amely szerint a podocin dimerizdcidja nem feltétleniil sziikséges
funkcidjanak betoltéséhez. A podocin-nefrin kdlcsonhatds ugyanis ebben az esetben is

kialakul, sériilt homo- vagy heterodimer podocinok esetén ezzel ellentétben nem alakul
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ki a dimerizacid képességének elvesztése miatt, a frameshift muticiot hordozok esetében
a betegség csak joval 14 éves koruk utan alakul ki.

Ezen feliil kisérleti adatokkal alatdmasztottuk, hogy, amely CD méréseink alapjan
nagyfoku helikalitast mutat, amely jelenség utalhat a coiled coil térszerkezeti elem
meglétére / kialakulasara. Indirekt bizonyitékok (CD, FRET) alapjan azt is meg tudtam
allapitani, hogy a coiled coil-t alkoté hélixek antiparallel iranyuak, ami alatamasztja a

molekuléaris modelliink helyességét.
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Osszefoglalas

A kiilonboz6 fehérjék eldallitasa céljabol a heterolog bakterialis expresszio
robosztus, konnyen kezelhetd rendszer. Ez a biotechnolégiai eljaras, kiegészitve a fizids
fehérjék eszkoztaraval, lehetové teszi egy-egy célfehérje nagy mennyiség torténd
eléallitasat biofizikai és szerkezetvizsgalati célokra. Doktori munkam soran a Il-es tipust
cukorbetegség, illetve a szteroid-rezisztens nefrozissal szoros Osszefiiggésben levo,
harom kiilonb6z0 jellegli fehérje eldallitasat és vizsgalatat végeztem el.

A G-fehérje kapcsolt receptorok Bl-es alcsaladjaba tartoz6 GLP-1 receptor
peptidligandumaval (GLP-1) analog Exendin-4 agonistaként képes a receptorhoz kotddve
vércukorszinttél fiiggetlen inzulinszekréciot kivaltani. Azonban az inkretin
peptidhormonokra jellemzd alacsony felezési 1d6 és aggregalddasi hajlam miatt
sziikségesnek lattuk tovabbi olyan analdgok tervezését és eldallitasat, melyek tdgabb pH
¢s homérsékleti tartomanyban is képesek megdrizni a bioaktivitashoz sziikséges
térszerkezetiiket, illetve monomer forméajukat.

Kiindulépontként az Exendin-4-bol kialakitott, harmadlagos térszerkezettel
rendelkezd triptofan-kalitka szerkezeti motivummal rendelkezd minifehérjét (TC5b)
hasznaltam fel. N-termindlisdhoz a receptor aktivaldsdhoz sziikséges helikalis szerkezetli
polipeptid részt (Exendin-4 1-19) konjugélva alakitottam ki az E19 minifehérjét. Az
hatasat, az Alal8Cys-Ser39Cys mutaciokkal, azaz egy diszulfidhiddal, rendelkez6
E19 CC kialakitasaval a molekula C-termindlisan levd Trp-kalitka kompaktta tételével
terveztem vizsgalni a molekuldk térszerkezeti és bioaktivitasanak Osszefliggéseit. Az
NMR- ¢és CD-spektroszkopiai adatok alapjan megallapitottuk, hogy a konjugalt N-
terminalis hélixnek (1-19) nagy szerepe van a Trp-kalitka térszerkezeti elem
megorzésében, és termostabilizalasaban. Megallapitottam tovabba, hogy a diszulfidhid
beépitésével bar a molekula C-terminélis globuldris doménje a legnagyobb foku
kompaktsagot mutatja, az emiatt bekovetkezd mozgékonysag-csokkenés a molekula
helikalis részén drasztikusan csokkenti a bioaktivitast, feltehetden a receptor két-1épéses
aktivalasi mechanizmusanak sériilése miatt. Megallapitottam tovabba, hogy az altalam
tervezett E19 és EDR minifehérjék az Exendin-4-hez képest kisebb aggregicios
hajlammal rendelkeznek, amely nagyobb inzulinszekrécids hatassal parosul.

A tervezett spektroszkopiai kotddésvizsgalathoz sziikséges nativ diszulfidhid-

mintdzattal rendelkezd GLP-1 receptor extracelluldris doménjének eldallitasat a publikalt
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protokoll alapjan nem sikeriilt tisztitott formaban eldallitanom. Az inkluzios testként
torténd izolalast kovetden az nGLP-1r renaturdcidja, azaz a megfeleld diszulfidhid
mintdzata forma in vitro redox rendszerben torténd kialakitasa, alacsony hatasfoku.
Kiilonb6z6 fzids partnerek €és expresszids rendszerek szerepét €s hatasat vizsgaltam meg
annak megfeleld renaturdcidja érdekében. A fehérjét ezen az Uton mar sikerrel
eldallitottam, azonban azt is megallapitottam, hogy 3 kiilonb6z6 diszulfidhid-mintazata
forma keveréke / egyenstlya jellemzi azt oldatban.

A szteroid-rezisztens nefrozist okozd podocin mutacidk a fehérje €s a dimerek
silico . modszerekkel és  spektroszkopiai  modszerekkel — vizsgdltam. A
molekulamodellezéssel felépitett vad tipusi és mutans homo- és heterodimerek
molekulamodellezése és dinamikai vizsgalatai soran megallapitottam, hogy a betegséget
okozo Arg229GIn polimorf mutacié {6 hatdsa a helikalis domén mozgékonysaganak
csokkenése, a miszensz mutacioké pedig a dimerizacios régioban bekovetkezd hidrofob
kolcsonhatas gyengiilése. Ezek egyiittesen vezetnek a letalis hatasu podocin dimerek
kialakulaséhoz.

A podocin helikalis doménének CD-spektroszkopiai vizsgalata soran, kiegészitve
NMR, FRET és méretkizarasos kromatografia eredményekkel, kisérleti eredményekkel
is igazoltam, hogy a podocin 272-313 régioja dimer, antiparallel coiled coil térszerkezeti
elemet alkot, illetve hogy a misszensz mutéaciok a két helikalis szal kozotti kolcsonhatast
gyengitik. A helikalis régi6 dimerizalodasért felelds szerepét éa régidit az intracellularis

domén fragmenseinek in vivo FRET kolcsonhatés-vizsgalata soran igazoltam.
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Summary

The production of different proteins using a heterologous bacterial expression
system is a robust, easy-to-use method. This biotechnological process, supplemented with
advantages of the fusion proteins, allows the production of a target protein in large
amounts, suitable for biophysical and structural studies. During my doctoral work, I
solved and optimized the production of three types of proteins closely related to type II
diabetes and steroid-resistant nephrosis, than investigated their biophysical properties.

Exendin-4, an analogue of the GLP-1, the ligand of the B1 G-protein coupled
receptors subfamily member GLP-1R, is responsible for activating the glucose
independent insulin secretion pathway. However, due to its short half-life and high
aggregation tendency under physiological conditions, we considered to design additional
Exendin-4 analogs, which are capable of preserving their structure and monomeric
bioactive form in a broader pH and temperature range.

As a starting point, the smallest miniprotein (TC5b) was conjugated with the N-
terminal fragment of Exendin-4 (Exendin-4 1-19) to preserve the tertiary structure of the
TC5b and its receptor activating properties (E19 miniprotein). In the case of EDR
miniprotein a new salt bridge was introduced via the designed Glu28Asp and Ala35Arg
mutations. In the E19 CC variant, a disulfide bridge was evolved by the Alal8Cys-
Ser39Cys mutations, to decrease the flexibility of the N-terminal helix and make the
tryptophan cage motif more compact.

It was found, based on the NMR and ECD spectroscopic data, that the conjugated
N-terminal helix (1-19) plays a major role in the conservation and thermostability of the
tryptophan cage structure. It was also confirmed that the designed disulfide bridge
(E19_CC) decreases the mobility of the N-terminal helical part and shows the highest
degree of compactness, increasing its thermal stability. However these structural
modifications drastically reduced its bioactivity. On the other hand, diffusion NMR data
revealed that the E19 and EDR miniproteins show lower aggregation tendencies than
Exendin-4, coupled with a higher insulin secretion effect.

The production of the extracellular domain of the GLP-1 receptor (GLP-1R) with
the native disulfide pattern - required for the proposed spectroscopic binding assay - was
unsuccessful by following the published protocol. After isolation of the protein in an
inclusion body, the refolding of native GLP-1R, using a redox system was inefficient.

The effect and impact of various fusion protein partners were studied for achieve the

103



proper refolded state of native nGLP-1r. The protein was successfully produced using
Maltose Binding Protein as a fusion protein, but it was also found that the soluble form is
a mixture of 3 different disulfide-patterned conformers and unfortunately the native
conformer is self-cleavable, thus unstable.

The effect of pathogenic podocin mutations on the structure of the protein was
investigated using in silico methods, such as homology modelling, molecular dynamics
simulations, and also by spectroscopic methods. Homology modelling was carried out
using the structure of stomatin (~53% sequence homology). Molecular dynamics
simulations revealed, that the polymorphic Arg229GIn mutation decreases the flexibility
between the cytoplasmatic globular and helical domain. The associated disease-causing
mutations in the helical domain lead to the formation of distorted dimer and oligomer
structures. These findings provide a model for understanding the structural details of the
patho-mechanism of the studied mutations.

With CD spectroscopic examination of the helical segment of podocin,
complemented by NMR, FRET and size exclusion chromatographic measurements of
various constructs, the in silico results were proved. We found, that the 272-313 region
of podocin has a central role in the dimerization of podocin. We showed that it forms an
antiparallel coiled coil like structure, and that the associated missense mutations weaken
the hydrophobic interaction between the two helical fibers. The dimerization regions at
the C-terminal part of the protein were also verified with in vitro FRET interaction assay

of intracellular domain fragments.
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Fiiggelék

F1. tablazat: NPHS?2 gén allélgyakorisagai

Paciensek Paciensek
[Arg229GIn];[mut] [mut];[mut]
. Allél o) (i Allél 0/ (e
Mutécio gyakorisag % (n=71) gyakorisag % (n1=498) p
p-Lys126Ilefs*7 1 1,4% 0 0.12
\? p-Argl38GIn ? 5 7,0% 171 34,3% 9.0E-06
: p-Gln215* 1 1,4% 6 1,2% 1
E p-Arg238Ser ? 1 1,4% 3 0,6% 0.41
v all the other mutations in o
exons 1-6 (153 types) ® 0 245 49,2% 1.7E-19
p-Val268Asp*16 0 2 0,4% 1
p-Leu270Phe 1 1,4% 0 0.12
p.-Pro271Leu 0 1 0,2% 1
p-His276Leu 0 2 0,4% 1
p-His276Alafs*8 0 2 0,4% 1
~ p-Glu281Ala 0 2 0,4% 1
= p-Ala284Val 26 36,6% 8¢ 1,6% 2.7E-19
S p.Arg286Thrfs*17 3 42% 20 4,0% 1
N
p-Ala288Thr 4 5,6% 0 0.0002
p-Lys289* 0 2 0,4% 1
p.Val290Met 0 13 2,6% 0.38
p-Arg291Trp 4 5,6% 1 0,2% 0.001
c.873+2T>A 0 1 0,2% 1
c.873+5G>A 0 2 0,4% 1
c.874-1G>C 0 2 0,4% 1
p-Ala295Thr 1 1,4% 0 0.12
p-Ala297Val 4 5,6% 0 0.0002
p-Ala300Pro 1 1,4% 0 0.12
p-Ala301del 0 4 0,8% 1
p.Leu305Pro 1 1,4% 0 0.12
p-Glu310Ala 1 1,4% 0 0.12
p-Glu310Lys 5 7,0% 0 0.00002
o] p-Glu310Val 2 2,8% 0 0.015
g p.Glu310 total 4.1E-8
5 p-Ala317Leufs*31 1 1,4% 7 1,4% 1.0
p.Leu321Phefs*27 1 1,4% 0 0.12
p-Arg322Gly 1 1,4% 2 0,4% 0.33
p-Leu324GludelinsHis 0 1 0,2% 1
p-Leu327Phe 3 4.2% 0 0.002
p-GIn328Arg 2 2,8% 0 0.015
p.Phe344Leufs*4 1 1,4% 0 0.12
p-Leu346Tyrfs*2 1 1,4% 0 0.12
p-Pro372Ilefs*16 0 1 0,2% 1
Total: 71 100% 498 100%
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F2. tablazat: Cell-free reakcio osszetevoinek listdja

Osszetevo neve

Acetyl Phosphate (litium potassium salt)
Adenosine-5’triphosphate (disodium salt)
Bond-Breaker TCEP Solution, neutral pH

Complete (EDTA fee)

Cytidine-5’triphosphate (disodium salt)

Folsav

Guanosine-5’triphosphate (disodium salt)

Posphoenolpyruvic acid (monopotassium salt)
Polyethylenglycol 8000
Pyruvate Kinase (from rabbit muscle)
SUPERase Inhibitor

tRNA E. coli

Uridine-5’triphosphate (trisodium salt)

20 L-amino acids

F3. tablazat: Cell-free reakcio torzsoldatainak dsszetétele

Osszetevo
neve
tRNS
AcP

PEP

PK

ATP
GTP
CTP
UTP
NTP-mix

FA
HEPES-
KOH
Mg(oAc)2
KoAc
PEG 8000
NaN3
Complete
Aminosav

kiv. Tyr

Tirozin
Aminosav
mix

Plusz
aminosava

k

Torzsoldat
koncentracié
40 mg/ml
M

M

10mg /ml
360 mM
240 nM
240 nM
240 nM
75x

10 mg/ml
2,5M

2M

4 M
40%
10%
50x

100 mM

20 mM
4 mM

16,7 mM

Mw

184,1
206,1

605,2
567,1
527,1
550,1

511,5

238,3

214,4
98,13

65,91

Rovidités Gyarté
AcP Fluka
ATP Roche
TCEP Pierce
Complete Roche
CTP Fluka
FA Sigma
GTP Fluka
PEP Applichem
PEG8000 Sigma
PK Roche
RNAsin Ambion
tRNA Roche
UTP Fluka
AA Fluka

Torzsoldat Bemérendé

végtérfogat Osszetevo

1 ml 40 mg

1 ml 184 mg

1 ml 206 mg

1 ml 218 mg

1 ml 136 mg

1 ml 127 mg

1 ml 132 mg

4 ml

1 ml 10 mg

10 ml 5,958 mg

10 ml 4,288 mg

10 ml 3,925 mg

10 ml 4,000 mg

1 ml 100 mg

1 ml 1 tabletta

15 ml

181,2 mg
50ml
24 ml

Katalégusszam
1409

127523
77720
11873580001
30320
F-7878
51120
A2271,0005
P-4463
109045
AM2696
109550
94370
LAA21

Megjegyzések

pH 7 (+10 ul 10M KOH)

pH 7 (+235

pH 7 (+117

ul 10M KOH)

ul 5M KOH)

pH 7 (+36 ul 5M KOH)
pH 7 (+72 ul 5M KOH)
pH = (+33 ul 5SM KOH)

nukleotidok

egyenld

térfogatokban

pH 8 (+1350 pl 10M KOH)

Filtersziirés0,22um

Filtersziirés

0,22pum

Minden aminosav vizben
oldva, kivéve Trp 100 mM pH

8 HEPES puffer

2 ml torzsoldatokbol

4 ml az aminosav
torzsoldatokbol:

RCWMDE
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FA4. tablazat: Az S30 extraktum elkészitéséhez sziikséges térzsoldatok, pufferek.

x40 S30 A/B (Torzs) x1 S30A (washing | x40 S30C (Torzs) x1 S30C (dializis
40mOM  Tris-acetat, buffer) 400mM Tris-acetat puffer)
pH 8,2 +6 mM b- +0,5mM DTT
merkaptoetanol
560mM Mg(OAc)2 x1S30B (lizis puffer) 560mM Mg(OAc)2
2,4M KCl +1mM DTT 2,4M KOAc
+1mM PMSF
F5. tablazat: Kiilonbozo cégek dltal forgalmazott vegyszerek netto drai (2017)
VWR Roth MOLAR ATLAG

g HUF| g/HUF g HUF| gHUF g HUF| g/HUF g/HUF
Tripton 500 10200 20,40 500 25963 5193 500 9800 19.60 30,64
Elesztd 500 7140 14,28 500 22630 4526 500 7450 14,90 2481
NaCl 1000 4290 4.29] 1000 5177 5,18 1000 890 0,89 3,45
Agar 500 13700 27.40 500 18290 36,58 1000 25000 25,00 29.66
K2HPO4 500 22500 45.00( 1000 9706 9.71 500 13440 26,88 27,20
KH2Po4 1000 9690 9.69] 1000 9610 9.61 1000 3500 3,50 7,60
KCl1 1000 16800 16,80 1000 724 0,72 1000 1500 1,50 6,34
Na-azid 100 8720 87,20 100 6634 66,34 100 6732 67,32 73,62
NaH2PO4 1000 19700 19,70 500 4743 9.49 1000 1950 1,95 10,38
NazHPO4 1000 23900 23,90 500 684 1437 1000 1910 191 9.06
SDS 100 21600 216,00 100 11176 11176 1000 2400 2.40 110,05
NaOH 1000 18800 18,80 500 4511 9.02 1000 1200 1,20 9.67
Tris 500 22000 44.00 500 8835 17,67 1000 12950 12,95 2487
HCI 1000 1105 1,111 1000 1400 1.40 1000 870 0,87 1.13
Na-EDTA 500 14500 29,00 100 6169 61,69 1000 2200 2.2 30,96
Maltose 100 8260 82,60 100 6572 65,72 100 9530 9530 81,21
GSH 50 85100 1702,00 2 27187 108748 25 29952 1198.08 132919
Glicerin 1000 7680 7.68] 1000 4200 420 1000 10752 10,75 7,54
Glicin 1000 21900 21,90 1000 6700 6.70 1000 6500 6,50 11,70
Ampicillin 2 45500| 1820.00 10 24614| 246140 10 28740( 2874,00 2385,13
Kanamycin 25 244000 9760,00 10 35030( 3503,00 10 42670| 426700 584333
Imidazol 1000 35600 35,60 1000 27296 27.30 1000 18900 18,90 27.27
IPTG 100 86500 865,00 50 144770| 289540 50| 128640| 157280 211107
Gliikéz 1000 8390 8.39] 1000 6325 6.33 1000 1870 1,87 5:53
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pET 32b MultiCloningSite

BamHI EcoRI SacIl SalI HindIII NotI XhoI
MBP / GST CTGGTGCCACGCGGTTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
LeuValProArgGlySerAspProAsnSerSerSerValAspLysLeuAlaAlaAlaleuGluHisHisHisHisHisHisEnd
Thrombin His-tag
GAARATCTTTATTTTCAAGGTTCG  pET 32b MultiCloningSite
m MBP / GST GluAsnLeuTyrPheGlnGlySer 4’
TEV
CATCACCATCACCATCACTCCGCGGGTCTGGTGCCACGCGGTTCGJET 32b MultiCloningSite
. HisHisHisHisHisHisSerAlaGlyLeuValProArgGlySer >
Thrombin
SacII
*CTCCGCGGTG TCG i i i
. '51?1*1* pET 32b MultiCloningSite
‘ Walkeiiim /SU4/0 LeuArgGlyGlyLysSer —»

F1. abra: p32FUS vektorcsalad MCS régiojanak sematikus abrdja

nativ podocin

265 o e o e L e e e i 383
IKDVRLPAG! QHSLAVEAEAQROAKVRMIAAEAEKAASESLRMAAEILEGTPAAVQLRYLHTLASLS EKPSTVVLPLPFDLLNCLSSPSNRTQGSLPFPSPSKPVEPLNPKKKDSPML

p.R286Tfs*17
302

F2. abra: Podocin R286Tfs varians C-terminalisanak elsédleges szekvencidja

1VPT AR

Podocin AGLG

HSLVSAMENGT LP LEQS

1Ve7

Podocin

F3. abra: Podocin Hélix] doménének és a kiindulo szerkezetének (1VP7) szekvenciaillesztése
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Alkalmazott taptalajok, pufferek osszetétele:

Tapoldatok

2YT taptalaj (1 1): 10 g Elesztd kivonat, 16 g Tripton, 5g NaCl, pH 7,5

LB médium (11): 5 g Elesztd kivonat, 12 g Tripton, 10 g NaCl, pH 7,5

Minimal taptalaj (1 1): 970ml H20 ban feloldunk 1 g 15NH4CI-t. Sterilizalas utan hozzaadjuk a

kovetkezoket:
— 25 ml 10x minimal oldat (11: 68 g Na2HPO4, 30 g KH2PO4, 5 g NaCl)
— 250 ul 1 M MgSO04 (filtersterilezett)
— 1000 pl antibiotikum (filtersterilezett)
— 3,25 ml 30%-os cukor (filtersterilezett - 13C forras lehet)
— 125ul CaCl2 (filtersterilezett)
Pufferek:
Ni-IMAC

Nativ Feltaro puffer: 50 mM NaH;PO4, 300 mM NacCl, 0,5 mM Na-azid, pH 7,8

Nativ Elicios puffer: 50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl, 0,5 mM Na-azid, 250 mM imidazol, pH 7,8

Tris-IMAC puffer: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, 0,5 mM Na-azid, pH 7,6

Tris-IMAC Elicios puffer: 50 mM Tris, 500 mM NacCl, 250 mM imidazol, 0,5 mM Na-azid, pH 7,6
GST-kromatografia:

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM NaH,PO4, 2 mM KH,PO4

GST Eliciés puffer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM DTT, 20 mM GSH, pH 8
Amiléz-kromatografia

MBP Binding puffer: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM Na-EDTA, pH 7,6

MBP Eluciés puffer: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1mM Na-EDTA, 20 mM Maltoz, pH 7,6
Tovébbi pufferek:

Podocin Tris puffer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,6

Thrombin emésztési puffer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,8

O-IEX A-puffer: 25 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 7,6

Q-IEX B-puffer: 25 mM Tris, 1000 mM NaCl, pH 7,6
Inkluzios Test izolald pufferrendszer

IBI-puffer (sejtek felvétele): 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, 0,5 mM Na-azid, pH 7,6

IB2-puffer (csapadék felvétele): I1B1 + 1% Triton-X 100

IB3-puffer (csapadék felvétele): 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 20 mM imidazol, 0,5 mM Na-azid, pH 7,6
Refold puffer

Fuzios partner esetében: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, ImM GSSG, 10 mM GSH, 10 mM Na-EDTA,

pH 8,5

Fuzios partner nélkiil: 50 mM Tris, 1000 mM L-Arg, 150 mM NaCl, ImM GSSG, 10 mM GSH, 10

mM Na-EDTA, pH 8,5
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Eloallitott fehérje szekvenciak és adataik

1. GLP-1R (Uniprot P43220)

10 20 30 40 50
MAGAPGPLRL ALLLLGMVGR AGPRPQGATV SLWETVQKWR EYRROCORSL
70 80 90 100 110
FCNRTFDEYA CWPDGEPGSE VNVSCPWYLP WASSVPQGHV YRFCTAEGLW
130 140 150 160 170
RDLSECEESK RGERSSPEEQ LLFLYIIYTV GYALSFSALV IASAILLGER
190 200 210 220 230
LNLFASFILR ALSVFIKDAA LKWMYSTAAQ QHQWDGLLSY QDSLSCRLVE
250 260 270 280 290
YYWLLVEGVY LYTLLAFSVL SEQWIFRLYV SIGWGVPLLE VVPWGIVKYL
310 320 330 340 350
SNMNYWLIIR LPILFAIGVN FLIFVRVICI VVSKLKANLM CKTDIKCRLA
370 380 390 400 410
GTHEVIFAFV MDEHARGTLR FIKLFTELSF TSFQGLMVAI LYCEVNNEVQ
430 440 450 460
RLEHLHIQRD SSMKPLKCPT SSLSSGATAG SSMYTATCQA SCS

Szignadlszekvencia, Extracelluldris domén

Kialakitott nGLP-1r konstrukciok

nsDR132

60
TEDPPPATDL
120
LOKDNSSLPW
180
HLHCTRNYIH
240
LLMQYCVAAN
300
YEDEGCWTRN
360
KSTLTLIPLL
420
LEFRKSWERW

MADDAAIQQT
IVYKAPQEKH
APASCDVDIA
RPQGATVSLW
CTAEGLWLQK

LAKMGIKSSD
VITVETDITC
DHYALGVQLG

DNSSLPWRDL

Aminosavak szama

IQPAPVAGMK TVLTNSGVLY ITDDGKHIIQ
GYCHKLHEQM ADYNALGITV RYLAFPRQGL
VSGTPAVVLS NGTLVPGYQP PKEMKEFLDE
ETVQKWREYR RQCQRSLTED PPPATDLFCN RTFDEYACWP

SECEESKRG

GPMYDVSGTA PVNVTNKMLL KQLNALEKEM
DSDAEKEMKA IWCAKDKNKA FDDVMAGKSV
HOKMTSGKGS TSGSGHHHHH HSAGLVPRGS
DGEPGSEVNV SCPWYLPWAS SVPQGHVYRF

Ext.

koeff.

349

Molekulatdmeg

38544,

66

pI
6,11

62505

ox (red)
(61880)

PMR3

MKIEEGKLVI
TPDKAFQDKL
LIAADGGYAF
VNYGVTVLPT
TMENAQKGET
KWREYRRQCQ
LPWRDLSECE

WINGDKGYNG
YPFTWDAVRY
KYENGKYDIK
FKGQPSKPEV
MPNIPQMSAF
RSLTEDPPPA
ESKRGERSSP

Aminosavak széama

LAEVGKKFEK
NGKLIAYPIA
DVGVDNAGAK
GVLSAGINAA
AASGRQTVDE
TDLFCNRTFEFD
EEQLLFLYLE

526

DTGIKVTVEH
VEALSLIYNK
AGLTFLVDLI
SPNKELAKEF
ALKDAQTNSS
EYACWPDGEP
HHHHHH

Molekulatomeg
58590, 6

PDKLEEKFPQ
DLLPNPPKTW
KNKHMNADTD
LENYLLTDEG
SNNNNNNNNN
GSEVNVSCPW

pl
5,24

VAATGDGPDI
EETIPALDKEL
YSTAEAAFNK
LEAVNKDKPL
NLGPGAALVP
YLPWASSVPQ

IFWAHDRFGG
KAKGKSALMF
GETAMTINGP
GAVALKSYEE
RGSSDPRPQG
GHVYRFCTAE

YAQSGLLAET
NLQEPYFTWP
WAWSNIDTSK
ELAKDPRIAA
ATVSLWETVQ
GLWLQKDNSS

Ext. koeff. ox(red)\

112675

(1123000)

MBPtevR145

MHHHHHHEEG
LAEITPDKAF
FTWPLIAADG
DTSKVNYGVT
RIAATMENAQ
RROCQRSLTE
LSECEESKRG

KLVIWINGDK
QDKLYPFTWD
GYAFKYENGK
VLPTFKGQPS
KGEIMPNIPQ
DPPPATDLEFEC
ERSSPEEQLL

Aminosavak széama

GYNGLAEVGK
AVRYNGKLIA
YDIKDVGVDN
KPFVGVLSAG
MSAFWYAVRT
NRTFDEYACW
FLY

503

KFEKDTGIKV
YPIAVEALSL
AGAKAGLTFL
INAASPNKEL
AVINAASGRQ
PDGEPGSFVN

Molekulatomeg
56355,45

TVEHPDKLEE
IYNKDLLPNP
VDLIKNKHMN
AKEFLENYLL
TVDEALKDAQ
VSCPWYLPWA

pl
5,18

KFPQVAATGD
PKTWEEIPAL
ADTDYSIAEA
TDEGLEAVNK
TNSENLYFQG
SSVPQGHVYR

GPDIIFWAHD
DKELKAKGKS
AFNKGETAMT
DKPLGAVALK
SRPQGATVSL
FCTAEGLWLQ

RFGGYAQSGL
ALMFNLQEPY
INGPWAWSNI
SYEEELAKDP
WETVQKWREY
KDNSSLPWRD

Ext. koeff. ox(red) |

114165

(113790)
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MBPtevR132

MHHHHHHEEG
LAEITPDKAF
FTWPLIAADG
DTSKVNYGVT
RIAATMENAQ
RROCQRSLTE
LSECEESKRG

KLVIWINGDK
QDKLYPFTWD
GYAFKYENGK
VLPTFKGQPS
KGEIMPNIPQ
DPPPATDLEFEC

Aminosavak széama

GYNGLAEVGK
AVRYNGKLIA
YDIKDVGVDN
KPFVGVLSAG
MSAFWYAVRT
NRTFDEYACW

490

KFEKDTGIKV
YPIAVEALSL
AGAKAGLTFL
INAASPNKEL
AVINAASGRQ
PDGEPGSFVN

Molekulatomeg
54762,67

TVEHPDKLEE
IYNKDLLPNP
VDLIKNKHMN
AKEFLENYLL
TVDEALKDAQ
VSCPWYLPWA

pl
5,27

KFPQVAATGD
PKTWEEIPAL
ADTDYSIAEA
TDEGLEAVNK
TNSENLYFQG
SSVPQGHVYR

GPDIIFWAHD
DKELKAKGKS
AFNKGETAMT
DKPLGAVALK
SRPQGATVSL
FCTAEGLWLQ

RFGGYAQSGL
ALMFNLQEPY
INGPWAWSNI
SYEEELAKDP
WETVQKWREY
KDNSSLPWRD

Ext. koeff. ox(red) |

112675

(112300)

R132

MKYYKGSRPQGATVS LWETVQKWRE YRRQCQRSLT EDPPPATDLE CNRTFDEYAC WPDGEPGSEV NVSCPWYLPW

ASSVPQGHVY RFCTAEGLWL QKDNSSLPWR DLSECEESKRG

Aminosavak szama

Molekulatdmeg

pIl

Ext. koeff.

ox (red)

110

12806,

20 5,11

44835

(44460)

R145

MKYYKGSRPQGATVS LWETVQKWRE YRRQCQRSLT EDPPPATDLE CNRTEFDEYAC WPDGEPGSEV NVSCPWYLPW
ASSVPQGHVY RFCTAEGLWL QKDNSSLPWR DLSECEESKR GERSSPEEQL LFLY

Aminosavak szama

124

Molekulatdmeg
14456,

pIl
02 4,88

Ext. koeff.
46325

ox (red)
(45950)

nGLP1R 145 (Steffen Runge)

MPRPQGA TVSLWETVQK WREYRRQCQR SLTEDPPPAT DLFCNRTFDE YACWPDGEPG SFVNVSCPWY
LPWASSVPQG HVYRFCTAEG LWLQKDNSSL PWRDLSECEE SKRGERSSPE EQLLFLYLEH HHHHH

Aminosavak szama Molekulatomeg pIl Ext. koeff. ox(red)‘
135 15820,43 5,43 46325 (45950)
2. Podocin (Uniprot QINP85)
10 20 30 40 50 60 70
80 90 100 110 120 130 140
ITFRLG
150 160 170 180 190 200 210

HLLPGRAKGP GLFFFLECLD TviKvDURED WESTEREETVITRONEINETDNATCYYRNENANSEISSTARY

220

230

240

250

260

270

280

R PAGLOHSLAV

290

300

310

320

330

360

370

380

SSPSNRTQGS LPFPSPSKPV EPLNPKKKDS PML

Podocin 1A, Podocin 2A 100, BOHOCInNNSA, Helix1 domén,

Aminosavak szama

Molekulatdmeg pI

Ext. koeff.

340

350

Hélix2 domén,

ox (red)

383

42200,8 8,95

24325

(23950)
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Kialakitott podocin konstrukcidok (p32Mthr és p32GSTtev vektor)

Intracellularis fragmensek (24 dbkonstrukci6):
N-term: 135-, 156-, 168-
C-term: -269, -272, 286, -313, -331, -344, -348, -383
Helix1 domén fragmens (4db konstrukcid):
Kialakitott pontmutaciok: A284V, V290M, V297V, A284V-A297V
Szekvencia:

GSLQYSLAVEAEAQRQAKVRMIAAEAEKAASESLRMAAEILSGTPAAVQLRYLHTLQSS

Aminosavak szama Molekulatdmeg pIl Ext. koeff. ox(red)
42 4479,1 5,16 1490

3. A fuzios fehérjék adatai
GST

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKE
RAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDEMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKL
VCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLOQGWQATFGGGDHPPKSDLVPR

Aminosavak szama Molekulatomeg pIl Ext. koeff. ox(red)
224 26166,4 6,10 43110 (42860)

MBP

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQD
KLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMFNLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGK
YDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAMT INGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLS
AGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGE IMPNIPQOMSAFWYAVRTAVINAA
SGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNNNNNNNNLGPGAALVPR

Aminosavak szama Molekulatomeg pIl Ext. koeff. ox(red)
391 42788, 4 5,14 66350

DsbC

MADDAAIQQTLAKMGIKSSDIQPAPVAGMKTVLTNSGVLYITDDGKHIIQGPMYDVSGTAPVNVTNKMLLKQLNALEKEMIVYKAPQE
KHVITVFTDITCGYCHKLHEQMADYNALGITVRYLAFPRQGLDSDAEKEMKAIWCAKDKNKAFDDVMAGKSVAPASCDVDIADHYALG
VQLGVSGTPAVVLSNGTLVPGYQPPKEMKEFLDEHQKMT SGKGSTSGSGHHHHHHSAGLVPR

Aminosavak szama Molekulatomeg pIl Ext. koeff. ox(red)
238 25699,42 6,44 17670 (17420)

Ubikvitin
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMQIFVKTLTGKTITLEVESSDTIDNVKSKIQDKEGIPPDQORLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKES
TLHLVLRLRGG

Aminosavak szama Molekulatomeg pIl Ext. koeff. ox(red)
99 11323,6 6,48 1490
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L A doktori értekezés adatai
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A dokton ertekezés cime és alcime: Rekombindns parvalasziasi rechnikak: T200 és SRNS
betegsigekben szerepet jltszo fehériék éx pepiidek eldalliira és biofizikai vizsgalaia
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A témavezatd neve és tudominyvos fokozata: dr. Perczel Andrds, PhD, egyetemi tandr ...
A témavezetd munkahelye: ELTE TTK Kémiai Tntézet,. .,

I Myilatkozatok

L. A doktori értekesés szerzbjekén

a) hozzdgjarulok, hogy a doktori fokozat megseerzését kivetben a dokton ériekazésem és a téaisek
nyilvanossagra keriljenek az ELTE Digitalis Intézményi Tuddstarban. Felhatalmazom a
Természettudomany: kar Dékam Hivatal Doktori, Habilitacios és Nemzetkozi Ugyek
Csoportianak tgymtezdjet, hogy az ériekezest és a tériseket feltélise az ELTE Digitalis
[ntézmény: Tudistarba, és ennek sordn kitdhise a feltdltésher sziksedges nyilatkozatokat.

b} kérem, hogy a mellékelt kérelemben reészletezett szabadalmi, illetoleg oltalmi bejelentés
kbzzetateléig a doktori ériekezést ne boesassak nyilvanossigra az Egveterni Kényvtarban és oz
ELTE Digitalis Intézményi Tudéstirban:

¢} kérem, hogy a nemzetbiztonsagi okbol mindsitett adatot tartalmazd doktor: értekezést a
mindsités {danom)-ig fartd iddartama alatt ne bocsiissak nvilvinessiera az BEgyveterm Konyviarban
&g pz ELTE Dugitahis Intézményi Tudastarban,

d) kérem. hogy a mi kiaddsdra vonatkozd mellékelt kiadd szerzidesna tekintette] a dokton
ertekezest a kinyv megjelendséig ne boesassak nyilvanossagra az Egyetemi Komyviarban, és az
ELTE Digitalis Intézményi Tudéstarban esak a kinyv bibliografiar adatai tegyek kozzé Ha g
kiinyv a fokozatszerzest kovetdn egy évig nem jelenik meg, hozzdjarulok, hogy a doktor
ertekezésem és a tézisek nyilvanossagra keriiljenek az Egyvelerm Kanyvtarban és 2z ELTE
Digitalis Intézményi Tudistarban.

2. A doktori értekezés szerzfjeként kijelentem, hogy

a} az ELTE Dugitalis Intézmeényt Tudastarba feltdltendo dokton érekezés és a tézisek sajit
eredeti, dnalld szellami munkém és legjobb tudomasom szerint nem sértem vele senki szerzdi
Juml,

b) a doktor értekezés és a tézisek nvomtatolt villozatei és az elekironikus adathordozon
benyijtort tartalmak (sztveg és abrak) mindenben megagyernsk.

3. A doktori értekezés szerzdjeként hozzajarulok a doktori értekezés és a tézisek szivegenek
plagiumkeresd adatbazisba helyezdséher és pligiumellondrzd vizsgalatok lefuttatisihoz,

Kelt: 2018 06, 20. 74 \ [

a dnlgfari érickercs ﬁewﬁjének aldirasa
SELTE SEMSE SEMR 12, s melléfler
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